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Besumo

Resumo

A serpente Crofalus durissus cascavefla é encontradz no cerrado do nordeste do
Brasil (BARRAVIERA, 1990) e apesar de pouco estudada sua picada constitui um importante
problema de saude publica (MARTINS et al, 1998). A crotoxina & um complexo
heterodimerico com atividade de fosfolipase A, sendo o principal componente neurotdxico do
veneno da Cascavel Sul Americana Crofalus durissus terrificus. A crotoxina atua blogueando
a transmissfo de impulsos nervoscs na juncdc neuromuscular causando uma paralisia
flacida nas vitimas. O complexo crotoxina consiste em uma fosfolipase A; (PLAY),
componenie basico, e um componente dcido, ndo enzimatico conhecido como crotapotina. A
crotoxina do veneno de C. d. ferrificus tem sido extensivamente estudada, enquanto que a
crotoxina de outros venenos de Crofalus durissus sp tem sido pouco investigada.

O objetive deste trabalho foi a caracterizagéo bioquimica e biolégica do veneno e da
crotoxina de Crotaus durissus cascavefia, permitindo também um melhor entendimento do
complexo crotoxina (PLA; e crotapotina).

PLA; e crotapotina, foram purificadas através de dois passos cromatograficos:
cromatografia de exclus&o molecular em Superdex G-75 e cromatografia em HPLC de fase
reversa. A analise cromatografica em HPLC de fase reversa revelou quatro isoformas de
crotapotina (F2, F3, F4 e F5) e apenas uma PLA, (F6) na crotoxina do veneno de €. d.
cascavella. A crotoxina de C. d. ferrificus, ao contrario, contém irés isoformas de PLA, (Cdt
F15, F16 e F17) e somente duas isoformas de crotapotina (Cdt F5 e F7). O grau de pureza
das fragGes foi confirmadoe pela eletroforese em PAGE-SDS-Tricina onde mostrou que PLA
e crotapotina migram como uma Unica banda com massa molecular estimada de 15 kDa e ©

kDa, respectivamente.

Xy



Resomo

A composicio de aminoacidos da PLA; mostrou uma grande quantidade de residuos
de meia-cisteina e um alto conteldo de residuos basicos, enquanto que as crotapotinas F3 e
F4 mostraram maior quantidade de residuos carregados negativamente.

Para uma melhor caracterizagdo bioguimica avaliou-se a cinética da enzima PLA; de
C. d cascavefla. A PLA; mostrou um comportamento alostérico, com stividade méxima em
pH 8,3 e 35-40°C. A PLA; de C. d cascavella requer Ca®* para exibir sua atividade, mas foi
inibida por Zn*" e Cu*. Crotapotina e heparina inibiram a atividade catalitica da snzima
atuando como inibidores alostéricos.

Com o objetivo de estudar a atividade bioldgica do veneno e da crotoxina de C. d.
cascaveila foi verificado a neurotoxicidade em preparagdo nervo frénico-diafragma de
camundongo e preparacao bivenfer cervicis de pintainho. O veneno de C. d. cascavella aqui
reportado, bem como seu componente crotoxing, apresentou potente atividade neurotdxica,
principalimente em preparacéo biventer cervicis de pintainho. O estudo miografico, portanto,
revelou que a preparacac biventer cervicis de pintainho € mais sensivel ac efeito paralisante
do veneno e crotoxina guando comparada a preparagdo nerve frénico-diafragma de
camundongo.

A principal conciuso deste trabalho € que o veneno de C. d. cascavella contém pelo
menos quatro isoformas de crotoxina formadas por diferentes combinacdes das crotapotinas
com uma unica isoforma de PLA,. Essa situagio difere da crotoxina do veneno de C. 4.
terrificus, onde a heterogeneidade resuita da presenca de trés ou quatro isoformas de PLA,,
Desde que a toxicidade do veneno depende principalimente de seu contetido de crotoxing, a

presenca das isoformas pode contribuir para variacdes na poténcia da neurotoxicidade.



Abstract

Abstract

Crotalus durissus cascavelfla is a snake usually found in scrubland of Brazilian
Northeast (BARRAVIERA, 1990) and in spite of little studied its bite constitutes an important
public health problem (MARTINS et al., 1988). The crotoxin is a heterodimeric complex with
phospholipase A activity and is the main neuroioxic component in venom of the South
American rattlesnake Crofalus durissus ferrificus. Crotoxin acts blocking the transmission of
nervous puises in the neuromuscular junction causing z flaccid paralysis in the victims. The
crotoxin complex consists of a phospholipase A; (PLA;), basic component, and an acid
component, nonenzymatic known as crotapotin. The crotoxin of the C. d. terrificus venom has
been siudied extensively, while crotoxin of others Crofalus durissus sp venoms have been
poorly investigated.

The objective of this work was the biochemical and biological characterization of the
venom and of the crotoxin of Crofaus durissus cascavella, aisc allowing a better
understanding of the crotoxin complex (PLA; and crotapotin).

PLA; and crotapotin, were purified through two chromatography’s steps: molecuiar
exclusion chromatography in Superdex G-75 and in HPLC of reverse phase. The
chromatographyc analysis in HPLC of reverse phase revealed four crotapotin isoforms (F2,
F3, F4 and F5) and just a PLA; (F8) in the crotoxin of the C. d. cascavella venom. Crotoxin
from C. d. ferrificus contained three PLA, iscforms (Cdt F15, F16 and F17), but only two
crotapotin isoforms (Cdt F5 e F7). The degree of purity of the fractions was confirmed by the
electrophoresis in Page-SDS-Tricina that showed that PLA; and crotapotin migrated as single
band with estimated molecular masses of 15 kDa and 9 kDa, respectively. The composition

of amino acids of PLA; showed a great amount of residues of half-cysteines and a high



Abstract

content of basic residues, while the crotapctins F3 and F4 showed larger amount of residues
carried negatively.

For a better biochemical characterization, the kinetics of the enzyme PlA; of . d
cascavella was evaluated. The PLA; showed allosteric behavior, with masimal aclivity at pH
8.3 and 35-40°C. The C. d. cascavella PLA, required Ca™ for activity, but was inhibited by
Cu® and Zn?". Crotapotin and Heparin inhibited the catalytic activity of the enzyme by acting
as aliosteric inhibitors.

Aiming to study the biological activity of the venom and of the crotoxin of C. d
cascavella the neuroioxicity was verified in the mouse phrenic nerve diaphragm preparation
and chick biventer cervicis preparation. The C. d. cascavella venom here reported, as well as
its crotoxin componeni, presented potent neurctoxic activity, mainly in chick biventer cervicis
preparation.

The myographic study alsc revealed remarkable differences in the sensibility of the
mouse phrenic nerve diaphragm preparation and chick biventer cervicis preparation. The
preparation mouse nerve-muscie was shown less sensitive to the action neuromuscular
blocking of both crotoxin and total venom, when submitted to indirect stimulus.

The main conclusion of this work it is that C. d. cascavel/a venom contains at least four
crotoxin isoforms formed by different combinations of crotapotins with the single PLAz
isoform. This situation differs from that of crotoxin in C. d. ferrificus venom, where the
heterogeneity results from the presence of three or four PLA; isoforms. Since the toxicity of
the venom depends mainly on its content of crotoxin, the presence of isoforms may contribute

to variations in neurotoxicity.
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Infroducio

1. INTRODUGAO

1.1. Acidentes com serpentes do génerg Crofalus

O estudo dos venenos animais e de suas toxinas € da mais alia importancia, pols
somente altravés dele é possivel adquirir conhecimento adequado da fisiopatologia dos
gnvensnamentos e instiluirem-se medidas eficientes em seu tratamente. Alem disso, o
estudo de toxinas tem revelado subsiéncias que vem coniribuindo, de modo decisivo, pars o
asclarecimento, principaimente em nivel molecular, de varios fendmenos fisioldgicos e
fisiopatoibgicos. O estudo farmacologico dos venenos animais tem ainda revelado algumas
substincias promisscras em terapéutica, sendo possivel gue a sua coniribuicdo se tome

mais extensa e importanie nesse setor (VITAL BRAZIL 1982).

Fig. 1. Crotalus durissus cascavefla (SORENSEN, 2000).
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Introduciso

Os acidentes ofidicos tém grande importéncia médica em virtude de sua grande
freqliéncia e gravidade. A Organizacgdo Mundial de Saude tem estimado que sles resultam
em aproximadamente 40.000 mortes por ano (MARCONDES, 1993), Em muitas partss do
Brasil, acidentes ofidicos s&o um imporiante problema de sadde publica, com uma alta
morbidade e mortalidade (AMARAL et al., 1988). Os ofidios pegonhentos brasileiros s3o os
integrantes da familia Elapidae, as quais pertence o género Micrurus (corais), e a familia
Viperidae que incluem os géneros Crofalus (cascavéis), Lachesis (surucucus) e Bothrops
{jararacas). O género Crofalus apresenia a seg'ufsda maior porcentagem {6,2%) de acidentes
registrados no pals, podendo chegar a até 30% em algumas regides (Tab. 1) (MINISTERIO

DA SAUDE 1998).

Tab. 1. Distribuic&o dos acidentes ofidicos segundo o género de serpente envoivida.

Brasil - 1990-1993 (MINISTERIO DA SAUDE, 1998).

Distribuicéo N.° acidentes  Porcentagem (%)

Bothrops. S 5810 X
Crotalus 5072 8.2
Lachesis 939 1.1
Micrurus 281 0,3
Nao Informados 13.338 16,3
N&o peconhanios 2.381 3.0

As cascavéis da América do Sul pertencem todas & espécie durissus (Crotalus
durissus). Reconhecem-se hoje muitas subespécies de C durissus, das quais cinco em
territorio brasileiro (HOGE, 1865, HOGE & ROMANO, 1872): C. d. terificus, C. d.

coflilineatus, C. d. cascavella, C. d. marajoensis, C. d. ruruima.



introducio

A toxicidade do veneno crotdlico & muito superior ac bothrépico (VITAL BRAZIL,
1982). Acidentes ofidicos envoivendo espécies do género Crofalus s&o geralmente sérios e
freqUentemente fatais na auséncia de tratamento adequado e especifico (BARRAVIERA et
al.,1989). Apresenta o maior indice de letalidade (1,87%) (Tab. 2) devido & fregléncia com
que evolui para insuficiéncia renal aguda, que & a mais séria complicacdo do envenenamento

crotalico humano (CUPO et al.,1988) (MINISTERIO DA SAUDE, 1998).

Tab. 2. Letalidade dos acidentes ofidicos por género de serpente. Brasil - 1990-1993

MINISTERIO DA SAUDE (1998),

Género N.° casos N.° &bitos Letalidade {%)
Bothrops 55.619 185 0,31
Crotalus 5072 95 1,87
Lachesis 938 9 0,95
Micrurus 281 1 0,36
N&o Informados 13.339 69 0,52
Total 79.250 359 0,45

G diagnostico clinico do envenenamento crotdlico baseia-se, principaimente, na
observagdo de manifestagdes sistémicas decorrentes das agdes neurotdxicas, mioctdxicas e

coaguiantes do veneno (ROSENFELD, 1871).

A atividade neurotbéxica é conseqliéncia do bloqueio na jungdic neuromuscular
causando uma paralisia flécida, e caracterizam a face miasténica (face neurotdxica de
Rosenfeld) evidenciadas por ptose palpebral uni ou bilateral, flacidez da muscuiatura da face,

alteracBo do diadmetro pupilar, incapacidade de movimentagdc do globo ocular
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(oftaimoplegia), podendo existir dificuldade de acomodacdo (visdo turva) e ou visio dupla

(diplopia) (MINISTERIO DA SAUDE, 1998).

A atividade miotoxica parece ser responsével pelas dores musculares generalizadas
(miaigias) e por discreio edema no local da picada. A urina de cor avermelhada ou de
tonalidade mais escura € a manifestagdo clinica mais evidente da intensidade da
rabdomiolise, sendo a miogiobinlria responsavel pela insuficiéncia renal aguda. Em
conseqiéncia disso podem ocorrer grandes elevacdes séricas de creatinofosfoquinase e da

desidrogenase lactica (AZEVEDO-MARQUES et. al., 1982).

As manifestagOes nos locais da picada nos envenenamentos por cascavéis sao DOUCo
importantes diferindo dos acidentes botrdpico e laquético. A atividade coagulante de pequena
intensidade e a inexisténcia de atividade proteolitica faz com que, no local da picada, nao
haja alteragbes ou, quando existirem, sejam reduzidas a2 um discreto edema ao redor do
ponto de inoculagdo do veneno (VITAL BRAZIL,1982 ; MINISTERIO DA SAUDE, 1987). No
caso da Crofalus durissus cascavella especificamente dancs no local da picada tém sido

reportados como sendo minimos ou ausentes (AZEVEDO-MARQUES et al, 1982).



Introducio

1.2. Aspectos gerais do veneno crotalico

O veneno crotdlico € uma mistura complexa de proteinas, incluindo enzimas,
compostos biclegicamente ativos e toxinas. Geralmente ele contém um grande numero de
componentes protéicos (Tab. 3) apresentando grande variedade de atividades farmacoldgica
e enzimatica. Quanto ao perfil eletroforético, os venenos de diferentes espécies de serpentes
do género Crotalus mostram numerosas bandas. Um iotal de 33 bandas eletroforéticas e

visivel nos venenos de 18 espécies e 8 subespécies de Crofalus (TU, 1982).

0O veneno seco é constituido por 90% de proteinas. As proteinas s@o moléculas
carregadas que se ligam com cations ou anions, e assim o veneno das serpentes também
contém uma grande variedade de compostos inorganicos. Muitas enzimas presentes nos
yenenos requerem ions para exibir sua atividade. Em alguns casos, fons (Mg*2, Ca™, Cu™?
servem de cofatores sem os quais a enzima n&o apresenta atividade catalitica. Carboidratos
também podem ser encontrados, mas estao presenies na forma de glicoproteinas (TU,

1982).

Quanto as enzimas, a fosfolipase A; (PLA;) € 2 mais comumente encontrada nos
venenos das serpentes. As neurotoxinas pré-singpticas geralmente tém atividade de PLA;.
Até o momento sdo descritas na literatura duas neurotoxinas pré-sinapticas isoladas do
veneno crotélico. Mojave toxina (Crofalus scutuiatus scuiulatus) e crotoxina (Crofalus
durissus terrificus). Ambas toxinas sac compostas de subunidades acidas e basicas. Essas

toxinas mostram o componente B (basico) com atividade fosfolipasica (TU, 1982).
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Tab. 3. Proteinas biclogicamente ativas enconiradas nos venenos das serpentes do género

Crotaius (TU, 1982).

Enzimas hidroliticas
Fosfolipase Ap
Fosfodiesterase
Fosfomonocesterase
Fosfatase ndc-especifica
Fosfatase especifica: 5 -nuciectidase
Enzimas protecliticas
Endopeptidase
Exopeplidase: dipeptidase, tripeptidase
Colagenase
Elastase
Arginina éster hidrolase
Enzima liberadora de bradicinina
Enzimas envolvidas na coagulacéo sanguinea
Hialuronidase
NAD nucleosidase
Enzimas nao-hidroliticas
L-amino oxidase
QOutras
Neurotoxinas: Mcjave toxina, crotoxina, proteinas basicas miotoxicas
Toxinas hemorragicas
Miotoxinas
Citotoxinas, nefrotoxinas: os venenos das cascavéis tem atividade citotdxica e
nefrotoxica. Desde que tais toxinas ndo foram ainda isoladas, néo ests claro se ha tais
toxinas, ou se as acgles sdo devido ao largo efeito de outras toxinas
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Os venenos das Crofalus durissus sp s&o constituidos basicamente das seguintes

toxinas que ja foram purificadas:

-Convuixinag (PRADO-FRANCESCH! & VITAL BRAZIL, 1981), gue quando injetada em
gatos produz perda do equilibrio, convulsbes, alteracbes visuais e distUrbios gastrointestinais
& respiratérios. Os sintomas comecam poucos segundos depois da injecio. A convulxina
induz convuisGes em camundongos seguidas de morie. A convulxina produz ainda
agregacéo plaquetdria e isso pode levar a convuisbes resultantes da formagdo de
microémbolos, com subsaquente isguemia cerebral, ou enorme liberacdo de substéncias

farmacologicamente ativas pelo organismo (PRADO-FRANCESCHI et al.,1881).

-Giroxina (BARRIQ, 1981), uma proteina com atividade semelhante a trombina e néo
letal. Quando injetada intravencsamente em ratos, produz alteracdes caracteristicas no
equilibrio resultando em fendmenos motores tais como movimentos em circulos em uma

Unica direcgo (HAWGOOD, 1982).

-Crotamina (GONCALVEZ & ARANTES, 1956), produz espasmos no muscuio
esquelético de mamiferos ocasionando uma paralisia espasmoédica de origem periférica
{TOYAMA et al., 2000). A crotamina em baixas concentragbes é capaz de induzir a um efeito
anestésico cujo mecanismo de acdo ainda é desconhecido (MANCIN et al., 1998). Também
tem sido demonstirada a presenca de varias isoformas de crotamina (SMITH & SCHMIDT,

18980; TOYAMA et al., 2000).
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~Crotoxina (SLOTTA & FRAENKEL-CONRAT, 1938}, neurotoxina presente no veneno
de Crotalus durissus terrificus. Sua acio neurotdxica é de origem periférica e faz parte das
PLA: neurctdxicas mais comumente denominadas de B-neurctoxinas (BON, 1897). A grande
toxicidade do veneno da Cascavel Sul Americana, assim como suas acgles paralisanies sdo

devidas a crotoxina. A crotoxina é aproximadamente duas vezes mais t6xica do que ©

veneno total (VITAL BRAZIL, 1982).
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1.3. Neurotoxinas

Os efeitos neurotdxicos (hipotonia muscular, paralisia flacida de musculos da facs,
pescogo, membros, fronco, larings, faringe e da respiracio) produzidos pelas peconhas
ofidicas s@o devides 3 acho na juncdc neuromuscular de constituintes denominados
neurotoxinas. As neurotoxinas séo divididas em dois grupos distintos: neurctoxinas pos-

sinapticas e neurotoxinas pré-sinapticas (VITAL BRAZIL, 1982).

As neurctoxinas pés-sindpticas, também chamadas de g-toxinas, atuam impedindo a
ligacdo da acetilcolina a seu receptor (BON, 1897). As neurctoxinas pré-sindpticas incluem
toxinas gue inibem ou facilitam a liberacdo do neurotransmissor do terminal nervoso motor.
Dois tipos de neurotoxinas pré-sindpticas tem sido reconhecidas: (1) “neurotoxinas
facilitatérias®, as quais sdo destituidas de atividade enzimatica — elas ou inibem a
acetilcoiinesterase ou Dbloqueiam os canais de K voltagem-sensivel, por exempic
dendrotoxinas. (2} B-neurotoxinas, as quais sdo caracterizadas por apresentar atividade
fosfolipasica (BON, 1987). As B-neurotoxinas s&o consideradas potentes neurotoxinas as
guais bloqueiam a transmiss&o neuromuscular, principaimente por modificacdo na liberagio

do neurotransmissor (HAWGOOD & BON, 1990).

A crotoxina € a principal proteina constituinte do veneno da Cascavel Sul Americana
(Crotalus durissus terrificus) e pertence a classe das B-neurotoxinas. Todas 8-neurotoxinas
s8o fosfolipases Ay Algumas associam a atividade enzimatica e a neurotoxicidade em uma

Unica cadeia, tais como a ammodytoxina A, da Vipera ammodytes (RITONJA & GUBENSEK,

9
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1885). Nas B-bungarotoxinas, da Bungarus muficinctus, uma fosfolipase A; & ligada
covalentemente a uma subunidade analcga a inibidores de tripsina pancreatica (KONDO et
al., 1982 a,b). Todas outras B-neurotoxinas, incluindo a crotoxina, sdo oligbmeros néo-

covalente (DELOT & BON, 1983}

A estrutura qualernaria das B-neurotoxinas é preferenciaimente heterogénea, todas

porém tem a presenca uniforme de uma PLA; (BON, 1997). As B-neurotoxinas podem ser

divididas em dois grupos:

- Neurotoxinas PLA; monoméricas, que estdc presentes no venenc da familia
Elapidae as quais s&o homodlogas a PLA; (tipo 1) do péncreas de mamifero. Também estdo
presentes no veneno da familia Viperidae, e contém uma PLA; homéloga ao tipo I

extracelular de mamifero de origem néo pancredtica (BON, 1997).

- Neurotoxinas PLA, multiméricas, em que pelo menos uma de suas subunidades &
uma PLA ativa. As B-neurotoxinas multiméricas s8o subdivididas em dois grupos de acordo
com a natureza quimica de suas subunidades. No primeiro grupo estdo as B-neurctoxinas
que sa@o compostas por duas, trés ou cinco subunidades polipeptidicas que sio homblogas a
enzimas PLA,, mas algumas delas ndo possuem atividade fosfolipasica. Portanto, elas séo B-
neurotoxinas homogéneas, constituidas somente por subunidades de PLA,. Existe um outro
grupo de B-neurotoxinas mutimeéricas que é constituido por uma associagéo heterogénea de
uma PLA; com um outro tipo de cadeia polipeptidica. Esse é o caso da crotoxina, que é uma
associacao heterogénea e n&o covalente de uma PLA; com uma crotapotina {BON, 1997).

10
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1.4. Crotoxina

A crotoxina fol isolada em 1938 por SLOTTA & FRAENKEL-CONRAT. Seus principais
componentes s@o uma fosfolipase A, (PLA), fortemente basica, denominada componente B
por HENDON & FRAENKEL-CONRAT, (1871) e uma proteina acida, denominada crotapotina
por RUBSAMEN et. al, (1971) e componente A por HENDON & FRAENKEL-CONRAT
(1971). A PLA; é pouco téxica, e a crotapotina, desprovida de atividade enzimatica e atéxica.
Combinam-se espontaneamente, e o complexe assim formado apresenta a toxicidade da
toxina primitiva {crotoxina). A fungfo da crotapotina parece ser a de impedir a ligacao da
fosfolipase em vérias estruturas, orientando-a principalmente para as membranas pré e pos-
sinéptica da jungao neuromuscular (BON et al., 1973; VITAL BRAZIL, 1982). A razdo molar
das duas subunidades na crotoxina é de 1:1 (NAKAZONE, 1978). A fosfoiipase A sozinha é
muito menos téxica do que a crotoxina mas sua atividade enzimatica é mais alta. Quando a
fosfolipase A, combina-se com a crotapotina a toxicidade é restaurada embora o complexo

tenha baixa atividade enzimatica de fosfolipase A; (RUBSAMEN et al., 1971).

A crotoxina € a principal fragdo do veneno de Crotalus durissus ferrificus, € blogueia a
fransmiss&o de impulsos nervosos na juncdo neuromuscular (VITAL BRAZIL, 1966) do qual
decorrem as paralisias motoras apresentadas pelos pacientes. A junc@o neuromuscular &
uma regido especializada da fibra muscular, onde o impulso nervoso ao atingir a terminacéo
nervosa pré-sinapticc, determina a sua despolarizacio e liberacdo do neurotransmissor
acetilcolina. A acetilcolina liberada combina-se com os receptores nicotinicos pés-sindpticos.

Esta ligagdo esia relacionada ao potencial da placa terminal que ac atingir o limiar de

11
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excitabilidade desencadeia o potencial de agBo muscular que se propaga ao longo dos
tubuios “T° induzindo a contragdo muscular. Para explicar a inibicdo da contragdo muscular
pela crotoxina tem sido proposto um mecanismo de acdo molecular envolvendo atividade
pré-sinaptica (VITAL BRAZIL, 1966) e pds-sinaptica {(BON et al.,1979). Na acéo pré-sindptica
a crotoxina genericamente inibe a liberagdo do neurotransmissor acetilcolina (VITAL BRAZIL
& EXCELL, 1971; CHANG & LEE, 1977). E na aglo pés-sindptica atua blogueando a

resposta @ acetilcolina através da estabilizacdo do receptor de acetilcolina a2 um estado

inativo (BON et al.,1979).

Existem atualmente dois modelos para explicar a interacBic da crotoxina com
membranas pré-sindpticas: o modelo da dissociagio e o do complexo ternario fransiente. No
primeirc modelo, quando a crotoxina se aproxima do seu receptor na membrana celular, a
crotapotina se dissocia da PLA; e esta Uitima se liga entdo ao receptor. No segundo modelo,
a crotoxina primeiramente se liga ao seu receptor de membrana e sd entdo ocorre a
dissociag@o de seus componentes com liberacdc da crotapoting, enguanio a PLA;

permanece ligada ao receptor (DELOT & BON, 1993).

A crotapotina inibe a atividade enzimética da PLA; (BREITHAUPT, 1978). Apesar da
crotapotina diminuir a atividade catalitica da PLA; e ser considerada farmacologicamente
inativa quando isolada, ela possui dentro da molécula de crotoxina uma fungso de chaperone
do componente basico (FAURE et al., 1993), pois previne a ligagéo n3o especifica da PLA,
com outras membranas biologicas que néo estdo envolvidas em suas atividades fisioldgicas

bem como farmacologicas (BON et al., 1979).

12
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LANDUCCI et al, (1995), mostrou que em condigles experimentais a crotapotina
tambeém possui atividade antiinflamatéria quande aplicada in vivo através da injecdo
intraperitonial ou por via oral. £ gue esta alividade nZo é devido & liberacio de
corticosteréides enddgenos ou inibiggo da atividade de ciclo-oxigenase. Acredita-se que a
crotapotina poderia interagir com PLAy exiracelulzares geradas duranie o processo

inflamatdrio levando a uma reducdo da atividade hidrolitica destas (ltimas.

A crotoxina isolada por SLOTTA & FRAENKEL-CONRAT (1938), apesar de se
mostrar homogénea e constituida por uma mistura de PLA; e crotapoting, é na realidade
composta por uma mistura de vérias isoformas, as quais, estdo também presentes em
diferentes lotes de venenos coletados de vérias serpentes. A presenca dessas isoformas de
crotoxina resuitam de diferentes combinagbes das isoformas de suas duas subunidades.
Estudos eletroforéticos e cromatograficos demonstraram a existéncia de muitas isoformas de
crotoxina, e a presenca de vérias isoformas no veneno de uma Unica espécie, indicando a
existéncia de varios genes codificantes para essas fosfolipases neurotdxicas. Essas
iscformas parecem ser resultantes ou de modificagbes pds-transcricionais, que ocorrem
sobre uma unica forma de RNAs mensageiros, ou a expressdo de diferentes RNAs

mensageiros (FAURE & BON, 1988; FAURE et. al., 1994).

Além de ter um efeito neurotdxico, a crotoxina é também miotdxica, afetando
diretamente as células do muscuic esquelético (GOPALAKRISHNAKONE et al., 1981).
Evidéncias clinicas claramente indicam gue o envenenamento por Crofalus durissus terrificus
& caracterizado por uma miotoxicidade sistémica, demonstrada pela presenca de

mioglobintria, mioglobinemia e por um drastico aumento no nivel sérico de creatina quinase,
13
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lactato desidrogenase e aspartato aminotransferase (AZEVEDO-MARQUES et al.,1982. Os
sinais clinicos evidentes da agéoc mictoxica sdo dores musculares generalizadas {mialgias), a
urina apresenta uma cor avermelhada ou de tonalidade mais escura (mioglobindria), gue
constitul a manifestacdo clinica mais evidenie da necrose da musculatura esquelética
{(rabdomidlise). Desde que a crotoxina representa uma grande porcentagem deste veneno, é
provavel que essa miotoxicidade seja devido & acfo da crotoxina nas células musculares, A
PLA> induz a danos nos musculos de ratos engquanto & crotapotina € destituida de efeito
miotoxico (KOUYOQUMDJIAN et al.,1986), no entanto ela potencializa a atividade miotéxica
da PLA; A patogénese do dano causado ao musculo esquelético depois da iniegdo
intramuscular de crotoxina foi estudada por GOPALAKRISHNAKONE et al. (1981). Quatro
horas depois da administragho da toxina, ha evidéncias histolgicas e uitraestruturais de
mionecroses. Entre 24 e 48 horas, ha um proeminente infiltrado inflamatério composto
principaimente de macréfagos localizado dentro do espago demarcado pela 1amina basal das

céjulas muscuiares necrosadas.

Crotoxina (15 a 50 pg/ml) produz ainda uma agregacgio de plaquetas humanas
lavadas de modo dose-dependente e irreversivel, e induz a liberacdo de tromboxans B..
Embora a agregagio plaquetaria in vivo possa causar falha renal e mionecrose devido a
isquemia, permanece por ser determinado se essa propriedade da crotoxina pode ser

responsave! por algumas manifestagdes clinicas observadas no envenenamento por Crotalus

durissus ferrificus (LANDUCCI et al., 1994).

CARDOSO & MOTA (1997), estudando o efeito da crotoxina no sistemsa imune,

verificaram que © veneno da Crofalus durissus ferrficus bem comc seu compoenenie
14
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crotoxina tem um efeito inibitorio na resposta humoral, mas n&o na resposta celular imune.
Pouco se sabe sobre o efeito do veneno de serpentes no sisterna imune. E estudos estdo

sendo feitos para verificar como o veneno total ou seu principal componente poderiam

modular a supressao da resposta imune.

15



Introducic

1.5. Fosfolipase A,

As fosfolipases s@o enzimas esteroliticas que catalisam a hidrélise dos
glicerofosfolipidecs. Essas enzimas sZo separadas em vérias classes de fosfolipases
baseados no silic de hidrélise, nomeadas A, Ay, B, C e D). As enzimas fosfolipases Ay
{fosfatidil-acil-hidrolase, EC 3.1.1.4) hidrolisam o 3-sn-fosfoglicerideos na posicdo 2 na
ligagdo acil-ester (Fig. 2). Elas estdo presentes no pancreas de mamiferos e em venenos de
animais. As enzimas pancreaticas de mamiferos possuem uma funcéo digestiva, enquanto,
as enzimas PLA; de venenos mostram uma grande variedade de efeitos farmacolégicos

(KINI, 1897).

Fig. 2: Sitio de hidrélise das fosfolipases (KINI, 1997).

HCH—-O~C—R1

O
i ]
Ro—C-—0—-CH Fosfolipase C

R1 e R2 séo cadelas de hidrocarbonelos

dos acidos graxos. HOH—— &*Q—X
A=grupamenio polar iais comg: i
CHaCHoN(CHg)3 na fosfatidiicoling O
CHoCHoNH2 na fosfatidiietanciamina
CHoCH(COOH)NH,, na fosfatidilserina Fosfolipase D

A reagac catalisada pela PLA; é dependente de calcio e proporciona a liberagio de
acidos graxos e lisofosfatideos {(HANAHAN, 1971 ). As PLA; sdo consideradas como modelos

nos processos cataliicos que se desenvolve na interface lipidio/agua, pois atuam
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preferenciaimente em substratos agregados como micelas, bicamadas ou lipoproteinas. Isto
explica a ampia distribuicdo das PLA; no reino animal com participaggo em inumeros

fendmenos fisiopatoldgicos efou fisioidgicos (FLEER et al., 1981).

As fosfolipases A; podem ser classificadas em quatro grandes classes: | i, lile IV, de
acordo com sua seqgléncla de aminoacidos. As PLA, das classes |, I e il foram isoladas
como enzimas extracelulares, caracterizadas por um numero alto de pontes dissulfeto em
tornc de 5 a 7 pontes, possuemn baixo pesc molecular em torno de 12 2 15 kDa. As PLA; da
classe IV sdo de alio pesc molecular de origem intracelular, que tem como substrato
especifico o &cido araquidbnico. Existem evidéncias da presenca de uma quinia classe de
PLA, de origem intracelular independentes da presenca de Ca® como cofator gue foram
identificados e purificados a partir do tecido cardiaco de cées. Estas PlLA; ndc tém
preferéncia pelo acido araquiddnico como ocorre nas PLA; da classe IV e seu peso

moiecular esta em torno de 40 kDa (DENNIS, 1994).

As PLA; da classe | englobam principaimente as PLA, do pancreas de mamiferos e
dos venenos de serpentes das familias Elapidae e Hydrophidae. As enzimas deste grupc
contém cerca de 115 a 120 residuos de aminoacidos e 7 pontes dissulfeto. As PLA, da
classe |l englobam as ndoc pancreaticas humanas e dos venenos das serpentes da subfamilia
Crotalinae, éue incluem os géneros Bothrops e Crotalus, e da familia Viperidae. Estas
enzimas possuem cerca de 120 a 125 residuos e 7 pontes dissulfeto. A classe lll pertencem
as PLA; dos venenos de abelhas e vespas. Diferentemente das outras classes de PLA,,

estas sao glicoproteinas, contendo cerca de 130 a 135 residuos de aminoacidos. A classe IV
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engloba as PLA; citossblicas de células de mamiferos e as PLA, da classe V foram
detectadas em celulas miocardicas de humanos e cies (DENNIS, 1994; KINi, 1997).

A unidade catalitica das PLA, é constituida pelos residuos de aminodcido His-48
{posico 48 da cadeia polipeptidica), Asp-99 e uma molécula de agua (Fig. 3). No
mecanismo de catalise proposto, o préton na posicio 3 do anel imidazdlico da His-48 estd
envolvido em uma forte interagdo com o grupo carboxilato do Asp-99, impedindo gue ocorra
rotaclc do anel imidazdlico, deixando o nitrogénio da posicio 1 deste anel (que esta
envolvide na catdlise) em posicdo espacial apropriada. Uma molécula de agua promove
entéo o ataque nucleofilico ao carbono do grupo éster do substrato, e nesse momento o anel
imidazdlico da His-48 recebe um proton da molécula de agua, facilitando a reaco. Apds a
hidrolise da ligaggo acil-éster na posicio sn-2 do fosfoglicerideo {substrato}, este proton é
doado pelo anel imidazdlico para o oxigénio que forma entdo o grupc élcool do
lisofosfolipideo & ser liberado (VERHELJ et al., 1980). O mecanismo catalitico das PLA, de
baixo peso molecular (14 kDa) envolve residuos que participam da aica de ligagéo para ions
Ca® nas PLA, classicas que s&o, Tyr-28 (posicio 28 na cadeia polipeptidica), Gly-30, Giy-32
e Asp-49. No mecanismo da catélise, o cdicio tem dupla funcao: fixagcdo do grupamento
fosfato do fosfolipideo e estabilizar a carga negativa do oxigénio do grupo carboenil da ligacédo
éster da posicdo sn-2 do substratc (YANG, 1994). A amida NH da Giy-30 também foi
sugerida como um fator importante na estabilizacéo do estado de transicdo (VERHEI] et. al.,

1980).
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Fig. 3. Representacdo esquematica do mecanismo catalitico proposto para as PLA

(VERHELJ et. al., 1980).
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A PLA, € uma enzima digestiva produzida pelas gianduias de venenc da serpenie
justamente como as produzidas pelas giandulas salivares humanas. As PLA; s&o o©
componente mais letal do veneno de serpentes, além de sua atividade especifica na digestao
de lipidios, elas mosfram uma gama variada de acbes farmacoidgicas tais como:

neurotoxicidade pré e pds sinaptica, edematogénica, miotdxica, atividade anticoagulante (Fig.

4) (KINI, 1997; KAISER et al., 1990).
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Fig. 4. Cfeitos farmacoidgicos das enzimas PLA; iscladas do veneno total de
serpentes. (KiNI, 1897).

Neurotoxicidade
Neurotoxinas Pré-sinapticas
Neurotoxinas Pos-sinapticas
Miotoxicidade
Mionecrose Local
Miotoxicidade Sistémica
Cardiotoxicidade
Efeito anticoagulante
Iniciador da agregacéo plaquetaria
Inibidor da agregacao plaguetaria
Atividade Hemolitica
Hemorragia Iinterna
Atividade antihemorragica
Atividade Convulsionante
Atividade Hipotensiva
Atividade Edematogénica
Lesdo de érgaos e tecidos.

Os efeitos farmacoldgicos observados em decorréncia da acdo da PLA; ndo séo
necessariamente causados apenas pela quebra de fosfolipideos de membranas biologicas.
As PLA; parecem apresentar, além do sitio catalitico caracteristico, sitio(s) farmacoldgico(s)
distinto(s) do catalitico (YANG,1994). Existe um modelo para explicar os efeitos
farmacologicos das PLA; que distingue nesta enzima os sitios catalitico e farmacoldgico. O
sitio farmacoldgico da enzima teria alta ou baixa afinidade por determinado sitic-alvo
presente na membrana celular. A presenca do sitio-alve distinguiria uma célula-aivo de uma
célula-néo alvo. Isso determinaria se a ligagdo da enzima a céiula seria especifica (presenca
do sitio-alvo, alta especificidade) ou nao-especifica (auséncia do sitio-alvo, baixa
especificidade, ocorre apenas quando hé excesso de enzima). Depois da ligacac inicial da
PLA, ao seu alvo especifico, a enzima induz a vérios efeitos farmacoibgicos por mecanismos

dependentes ou independentes de sua atividade enzimética (KINi & EVANS, 1989). N3o ha
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correlagdo entre atividade enzimatica e farmacolbgica. No entanto, nos casos onde os efeitos
farmacolégicos sdo independentes da atividade enzimatica, a atividade cataiitica pode
aumentar a poténcia da atividade farmacoldgica. A substituicBo de alguns residuos de
aminoacidos na enzima pode alterar a eficiéncia catalitica & entdo refletir na alteraco da

poténcia farmacoldgica (KINI, 1987).

Algumas enzimas PLA; de venenos sac farmacologicamente ativas por si sé,
enguanto outras reguerem proteinas complementarss para exibir sua poténcia farmacolégica
e letal completa, como & o caso da crotoxina. Em 1582, MARLAS & BON verificaram a
importéncia da atividade fosfolipasica no bloqueic pds-sindptico exercido pela crotoxina. Em
uma primeira série de experimentos eles usaram © bromeio de p-bromofenacil, ¢ qual
especificamente alquila o residuo de histidina, suprimindo dessa forma a atividade catalitica
do componente B da crotoxina. O componente B alquilado combina-se com o A, embora com
afinidade reduzida, e a crotoxina cataliticamente inativa fica totaimente destituida de
toxicidade ndo blogueandc a resposta poOs-sindptica. A necessidade da atividade
fosfolipasica foi confirmada com outros testes, nos quais a atividade fosfolipasica foi inibida

pela iroca de ions Ca®" por 8 na solugdo fisioldgica. Nessas condigdes experimentais, ndo

houve blogueio da transmissdc pds-sindptica.

As PLA; de venenos de serpentes e as enzimas PLA; que atuam nos processos
fisiologicos embora possuam similaridades estruturais e cataliticas, as de veneno causam
destruicdo por interferir em processos fisiologicos da vitima, induzindo a uma variedade de
efeitos farmacolégicos. Um melhor entendimento poderia contribuir para clarificar esse

complexo fendmeno desencadeado pelo acidente ofidico.
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O presente trabalho propde ¢ isolamento de uma neurctoxina pré-sinapiica do veneno
de C. d. cascavella, uma serpente geraimente encontrada no cerrado do nordeste do Brasil
(BARRAVIERA, 1990). Sua picada constitui um importante problema de sadde plblica nessa
regigdo (MARTINS et al., 1998).

A serpente Crofalus durissus cascavella por ter um habitat restrito proporciona um
modelo bioldgico com uma familia de proteinas que puderam ter uma evolucao diferenciada
em reiac8o a outras subespécies. A crotoxing e suas subunidades foram purificadas de seu
veneno atraves de dois passos cromatogréficos e foram caracterizadas fisico-quimicamente,
Essa nova PLA; foi caracterizada enzimaticamente contribuindoe para o entendimento de sua
atividade catalitica. Também tivemos como obietivo o estudo da atividade neurotéxica in vitro

do veneno e da crotoxina de C. d. cascavefla permitindo relacionar as atividades fisico-

guimicas e biolbgica.
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2. OBJETIVOS

Este trabalho teve como objetivos:

&

Purificacéo e isclamento da crotoxina de Crofalus durissus cascavella.
Caracterizac8o bioguimica de seus componentes (PLA, e crotapotina).

Estudo cinético da enzima PLA, do veneno de Crofalus durissus cascavelia,
Caracterizacdo farmacolégica do veneno total e da crotoxina de Crotalus durissus
cascavelfa em preparacbes neuromusculares isoladas nervo frénico-diafragma de

camundongo e musculo bivenier cervicis de pintainho
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Venenos e reagentes

O veneno total de Crotalus durissus terrificus foi adquirido junto a Sigma Chemical. O
veneno total de Crofalus durissus cascavella foi adquirido da Bio-Agents Serpentario
Proteinas Bioativas Lida. (Fazenda Boa Esperanca, Batatais, S&o Paulo).

Todos os soiventes, produtos quimicos e reagentes utilizados de grau HPLC, grau
seqléncia ou de alto grau de pureza, foram obtidos da Sigma, Aldrich Chemicals, Merk e Bio
Rad.

3.2. Cromatografia de exclusdo molecular em Superdex G-75

O veneno total de Crofalus durissus cascavella (50 mg} foi dissolvide em 1,0 mi de
tamp&o bicarbonato de aménio (1 M, pH 8) até sua homogeneizacdo. O homogenato foi
entdo submetido a uma clarificagéo por centrifugagéc a 10.000 rpm durante 2 minutos. O
sobrenadante foi aplicado em uma coluna de Superdex G-75 (1x60 cm) em um aparetho LC
650E (Waters) e previamente equilibrada com tampao bicarbonato de aménio (0.2 M, pH 8).
A eluicdo do material foi realizada usando-se © tampao bicarbonato de aménio {0,2 M, pH 8)
a um fluxo constante de 0,3 mi/min. As amostras foram coletadas e a absorbancia lida a 280
nm. As fragbes foram hofilizadas e guardadas a -20°C.

Este procedimento também foi adotado para a purificagio do veneno total de Crofaius
durissus terrificus.

3.3. Cromatografia de exclusdo molecular em HPLC

G veneno de C. d. cascavella (20 mg) foi aplicado em uma coluna Protein pack
300SW (0,78X30 cmj e eluida com bicarbonato de aménia 0,2 M, pH 7,9, a um fluxo de 0,1
mi/min. O perfil de eluicdo foi menitorado a 280 nm usando um 450 PDA UVivisible e as
fracoes foram coletadas usando um coletor de fragdes automético Foxy 200. As fracbes

correspondentes a crotoxina foram liofilizadas e estocadas a ~20°C. O mesmo procedimento
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foi adotado para o venenc de C. d. terrificus.

3.4. HPLC de fase reversa

20 mg da crotoxina liofilizada do veneno de C. d cascavella e do veneno de C. d
terrificus foi dissolvida em 250 ul de acido triflucroacético TFA 0,1% (viv) (solvente A). A
solucdo resuliante foi clarificada por centrifugacBo a 10.000 rpm por 3 minutos & o
sobrenadante aplicade a uma coluna C-18 p-bondapak (0,78X30 cm) (Waters 891-PDA
system). A coluna foi equilibrada em soluco de TFA 0,1% (solvente A) em agua obtida por
sistema Millii Q. A coluna foi eluida com um gradiente linear de acetonitrila 66% (0-100%,

viv) (solvente B) a um fluxo de 2,0 mimin. O perfil de sluicgo foi monitorado a 280 nm e as
fraches coletadas, licfilizadas e estocadas & —20°C,

3.5. Anélise de aminoacidos

Os aminoacidos foram separados e analisados por HPLC de fase reversa com seu
derivado OPA (orthophthalaldehyde), baseado no método descritoc por JARRET et al. (1986).
Uma Spherisorb ODS-2 coluna (5 mm, 4 x 250 mm) foi usada e eluida a 0,8 mi/min em um
gradiente linear formado por solugdes de 65% de metanol e tamp&o fosfate pH 7,25m (50
mM de fosfato dissddico, 1,5 ml de acido acético, 20 ml de tetrahidrofurano, 20 mi de meianol
em 11 de agua). O gradiente aumentou a proporcio de 65% de metanol, de 20 a 60% entre 0
a 25 min, 60 a 75% de 25 a 31 min, € 75 a 100% de 31 a 5C min. O efluente da coluna foi
monitorado por um detector de fluorescéncia Shimadzu (medel RF350) operando com um
comprimento de onda de excitagido de 250 nm e um comprimento de onda de emisséo de
480 nm.

Para analise dos aminoacidos Pro e Cys foi utilizado um sistema Acc-Tag da Waters
adaptado para coluna usada para OPA. O padréo de aminoacidos usado foi o S-18 da
Sigma.
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3.6. Eletroforese em gel de poliacrilamida {SDS-PAGE)

A eletroforese em gel de poliacrialimida foi realizada seguindo-se a metodologia
descrita por LAEMMLI (1970).

As placas de poliacrilamida foram feitas de modo descontinuo, apresentando um gel
de concentracdo de 5% e um gel de corrida de 12,5%. As placas foram preparadas
utilizando-se  uma  solugBo de  acrilamida estoque  {(proporcdc 3008 de
acrilamida:bisacrilamida).

O gel de corrida foi preparado utilizando-se o tampéo Tris-HC! 1,0 M, pH 8,8 contendo
0,2 % de SDS para solubilizagsio das amostras, 0,1 % de N-N-N-N-Tetrametilenediamina
{Temed) e 0,01% de persuifato de aménio (PSA) para polimerizag&o. Apds a polimerizacao
deste, foi preparado o gel superior (gel de concentraco) com 5% de acrilamida em tampéo
Tris-HC! 1,0 M, pH 6,8, 8DS 0,2%, Temed 0,1% e persulfatc de aménio 0,01%.

A eletroforese PAGE-SDS foi realizada em um sisterna duplc de mini placas SE 250
Mighty Small Il (Hoefer Scientific Instruments, San Francisco, EUA). As amostiras & os
marcadores de peso molecular foram dissolvidos em tampéo de amostra Tris-HCL, 0,08M,
pH 6,8, contendo 10% (v/v) de Glicerol, 2% (miv) de SDS; 0,02% (m/v) de azul de
bromofenol. No caso das amostras reduzidas, foi empregado DTT na concentracéo final de
0,1M. A corrida eletroforética foi realizada a2 30mA em temperatura ambiente utilizando
tamp&o de corrida Tris-HCI 0,025M, pH 8,3, contendo glicina 0,18 M e 0,1% {miv) de SDS
com duragac aproximada de 2 horas.

Os géis foram retirados do sistema de placas e colocados em solugdo de Coomassie
Blue R-250, 0,25% em metanol, &cido acético e agua na proporgac de 40:10:50 (viv) por 12
horas a temperatura ambiente para coloracdo das bandas de proteinas. Em seguida foi
descorade em solucéo de metanol, dcido acético e agua na proporg@o de 40:10:50 (viv).

3.7. Eletroforese em gel de poliacrilamida-tricina

O gel de poliacrilamida foi preparado de acorde com a metodologia descrita por
SHAGGER & VON JAGOW (1987), a partir de uma solucde estoque de acrilamida-
bisacrilamida (49,5%T; 3%C) e tampao para gel (Gel Buffer). O gel de corrida compbe-se de
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4.0 g de Glicerol 82%, em 10 m! de tampé&o para ge! (Tris-HCI 3 M, SDS 0,3%, pH 8.43), PSA
0,025% (100 mg/mi), 6,1 m! de solugdo estoque de acrilamida-bisacrilamida e Temed 0,05%,
em volume final de 30 mi para cada gel. O gel de separac@o (spacer gel) fol preparade com
tamp&o de gel 10 mi, soluco estoque de acrilamida 10 mi para um volume final de 30 ml
com agua Milli Q. Os géis foram adicionados simultaneamente entre duas placas de vidro
{sistema duplo de placas SE 250 Might Small — Hoefer Scientific Instrumentos, San
Francisco, USA}, © gel superior foi confeccionado usando 1,0 mi de sclugBo estogue de
acrilamida em 3,1 mi de gel buffer, 100 ul de PSA {100 mg/ml) e 0,1% de Temed, em um
volume final de 12,5 mi.

As amostras (10 a 50 ug de proteina) foram dissolvidas em tamp8o de amostra
comercial (sample buffer, Laemmii —~ Sigma). No casc das amostras reduzidas, foi
empregado DTT no mesmo tamp&o e em seguida, aplicadas no volume méaximo de 15 ul. A
carrida eletroforética foi desenvolvida a temperatura ambiente, em tampio cétodo Tris-HC
0,1 M, 8DS 01% pH 8,25 e tamp8o para o &nodo Tris-HC! 0,2 M, pH 8,9, com duracdo
aproximada de 7 horas sob corrente de 25 mA. Apds a corrida o gel foi retirado das placas e
colocado em uma solugdo contendo Coomassie biue R-250 0,25% em metanol, 4cido acético
e agua (40:10:50, viv), para coloracéo das bandas de proteinas. A descolorac&o do gel, para
remogéo do excesso de corante e visualizacdo das bandas de proteinas, foi efetuada por
lavagem na mistura de metanol, acido acético e agua (40:10:50, viv).

3.8. Determinacao da atividade da PLA,

A atividade da PLA; foi medida usando o método descrito por CHO & KESDY (1991) e
HOLZER & MACKESSY (1996), modificado para microplaca 96-well. A solugio de subsirato
“stock” do 4-nitro-3-(octanoyloxy) benzoic acid foi de 3,1 mM (0,96 mg/ml), dissolvido em
acetonitrila. A solugdo de enzima “stock” foi de 1mg/mi dissolvida no tampao do ensaio. O
ensaio padréo continha 200 ul de tampé&o (10 mM de Tris-HCL, 10 mM de CaCl,, 100 mM
NaCl, pH 8,0), 20 ul de substrato, 20 ui de agua deionizada e 20 ul de PLA; em um volume
final de 260 pl. Depois da adigdo da PLA; (20 ug), a mistura foi incubada por até 40 min a

37°C, com a absorbancia sendo lida em intervalos de 10 min. A atividade enzimatica foi
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calcuiada baseada no auments de absorbancia depois de 20 min. Todos ensaios foram feitos
em triplicata e as absorbéncias a 425 nm foram medidas usando um SpectraMax 340
muitiwell plate reader (Molecular Devices, Sunnyvale, CA).

A atividade fosfolipasica em nmoles/min também foi determinada para PLA,, crotoxing
e veneno total através de um ensaio padrio em tubos de ensaio contendo: 100u! de sclugdo
estoque de substrato 4-nitro-3-(octanoyloxy} benzoic acid, 100ul de &gua deionizada, 1000
de tampa&o (Tris-HCI 10 mM, CaClz 10mM, NaCl 100mM, pH 8,0) e 100u! de solucdo estogue
enzima. A temperatura foi mantida a 37°C por um tempe de 20 minutos. A reacéo foi
paralisada com a adigdo de 100 ui de Triton X-100 & 25% e a leitura a 425 nm foi feita em um
espectrofotometro Shimadzu Modelo UV1201.

Uma curva padro de absorbancia em funcéo da concentracio do produto liberado (3-
hidroxy-4-nitrobenzoic acid) mostrou que um aumento na absorbancia de 0,10 AU 2 425 nm
foi equivalente a 25,8 nmoles de croméforo liberado. O croméforo tem um coeficiente de
exting@o de 5039 nesse sistema (HOLZER & MACKESSY, 1995).

3.9. Estudos cinéticos da PLA,

Com as fragbes de PLA; purificadas foram realizados estudos cinéticos, os quais
foram feitos em triplicatas, e os resultados obtidos a partir de suas médias.

3.2.1. Determinacao do comportamento cinético

O efeito da concentragdo do substrato na atividade da enzima foi determinado
medindo ¢ aumento de absorbancia depois de 20 min em tamp&oTris-HCI, pH 8,0 2 37°C.
Esse ensaio foi feito variando-se a concentracio do substrato 3-nitro-4(octanoyloxy) benzoic
acid. Tambem foi verificado o efeitc de inibidores crotapotina ¢ heparina na cinética da
enzima. A inibicdo da atividade fosfolipasica por crotapotina foi determinada incubando as
duas proteinas (1:1) por 30 min a 37°C e entdo medindo a atividade enzimatica residual. A
atividade inibitéria da héparina foi medida incubando a PLA; (20 ug) com Sul de heparina por
um tempo de 30 minutos a 37°C. A atividade foi determinada como descrito no método 3.8,
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3.9.2. Efeito inibitdrio da crotapotina

Esse ensaio foi realizado incubando a PLA> (20 ug) com concentracdes crescentes de

crotapotina, a partir de 0,25 ug/ul de soluco estoque até 2 ug/ul, por um tempo de 30
minutos. Apss esse tempo fol medida a atividade enzimatica residual.

3.9.3. Efeito do pH na atividade da PLA,

O efeitc do pH no meio de ensaio foi realizado em meios de incubacdo preparados
corn diferentes valores de pH (4.0-10.0). Os tampdes utilizados na concentracic de 10 mM,
foram: Citrato de sodioc (pH 4,0-7,5), Tris (pH 7,8-8,8), Glicina (pH2,0-10,0). C tempo de
reacéo foi de 20 minutos a 37°C.

A atividade foi determinada como descritc em 3.8. A concentraco de enzima utilizada
fol idéntica a do item 3.8,

3.9.4. Efeito de compostos na atividade da PLA,

A atividade da PLA; foi determinada na presenca de metais (Ca®*, Mn®*, Mg®*, Zn** e
Cu?"). O ensaio foi realizado conforme descrito no método 3.8, utilizando tampdes: Tris-HC!
(10mM), contendo os fons Mn®, Mg®, Zn* ou Cu® (10 mM), NaCl (100mM), com
concentragéo de CaCl; subdtimas (1mM) ou com auséncia de CaCly. O tempo de reagéo foi
de 20 minutos a 37°C. A atividade da mesma foi determinada de acordo com o método 3.8.

3.9.5. Efeito da temperatura na atividade da PLA,

O ensaio ol realizado conforme descrito no método 3.8. A temperatura, variada de 25-

45°C, foi mantida por 20 minutos. A leitura & 425nm foi feita usande um SpectraMax 340
multiwelt plate reader.

3.10. Animais

Foram utilizados para os ensaios bioldgicos camundongos Swiss (18-30g) obtidos do
biotéric central da UNICAMP. Também foram utilizados pintainhos machos HY-LINE W36
com peso entre 18 e 30 g (4 a 8 dias de vida) fornecidos pela Granja ITO S/A (Campinas-
SP). Protocolo para © uso de animais em experimentos namero: 290-1.
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3.11. Medida da atividade neurotdxica em preparagdes nervo frénico-

diafragma de camundongo

Foram utilizadas preparacdes nervo frénico-diafragma de camundongo. A preparacac
foi removida cirurgicamente de animais anestesiados com hidrato de cloral (3mglkg) & mortos
por secg@o e sangria dos vasos cervicais. O misculo diafragma juntamente com seu nervo
motor, ¢ nerve frénico, fol cuidadosamente retirado como o método descrito por BULBRING
{1946} para ratos, modificado para camundongo, e colocado em cuba contendo 50 mlde
solucgo Tyrode e, em seguida, presa, através dos musculos da costela, por dois ganchos
existentes na base da cuba A femperatura foi mantida a3 37°C e a preparacao aerada com
carbogénio {mistura de 95% O, e 5% de CO»).

O registro da forca de contraggo muscular, em resposta a estimulos slétricos foi feito
através de transdutor isométrico Load Bell BG 10GM, acopiado 2 um fisibgrafo Gold
Universal Amplifier Mode! RS 3400,

O musculo foi submetido & tenséo constante de 5gicm por meio de um fio preso a
porgéo tendinosa ligado ao transdutor isométrico sendo a estimulaggo indireta, com pulsos
supramaximais, gerados por estimuladores S48F (Grass Instruments), de 0,2 ms de duragio
e 0,1 HZ de freqléncia, por um periodo de 20 minutos para estabilizacdo. Ao término do
periodo de incubagio foram injetados o veneno total ou crotoxina. Para cada axperimento
foram utilizados 3 a 6 animais.

Na preparacéo de camundongo, as concentracbes de veneno e crotoxing usadas
foram 1, 5, 10 e 20 (ug/mi).

3.12. Medida da atividade neurotéxica em misculo biventer cervicis de

pintainho

A preparacéo foi isolada e montada de acordo com o método de GINSBORG &
WARRINER (1960). Os pintainhos foram anestesiados com éter etilico, e apds o isolamento
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da preparacéoc, o musculo foi suspenso em uma cuba de 5mi, contendo solugdo nutritiva de
Krebs com a seguinte composicdo em mM: NaCl 118,6; CaCly 1,88; KHPO4 1,17; MgS04
1,17; NaHCOs 250 e (CgHix0s 11,85, A solucdo foi aerada de modo constante com
carbogénio (mistura 95% O e 5% CO2) e mantida a 37°C. A preparagio foi submetida g uma
tensé@o constante de 05 g e estimulada por meio de eletrodos bipolares (estimulacéo de
campo). Foram aplicados puisos supramaximais de 0,1 Hz de fregliéncia & 0,2 ms de
duracdo (estimulador Grass 548). As contracbes musculares resuliantes de estimulos
elétricos maximais e as contraturas em resposta & adicBo de KCI (20,1 mM) e ACh (55 g 165
uM e 110 a 220 pM) foram registradas em fisidgrafo Gould RS 3400, por meic de
transdutores isomeétricos Load Cell BG-10 GM. O registro das contraturas para K" e ACh
foram realizados com auséncia de estimulacao elétrica, no inicic (antes da adigdo do veneno
ou crotoxina) e no final do experimento. Para cada experimento foram utilizados 3 a 4
animais

Na preparacio de ave, as concentractes de veneno e crotoxina usadas foram 0,04,
0,2, 1, 5e 25 {ug/mi}.

3.13. Anéalise estatistica

A analise estatistica foi feita através do teste t-student e os resultados considerados
significativos quando p<0,05.
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4. RESULTADOS

4.1. Cromatografia de exclusZo molecular do veneno total de Crofalus
durissus cascavelia em coluna Superdex G 75

Aproximadamente 50 mg do veneno total de Crofalus durissus cascavella foi
aplicado em uma coluna Superdex G-75 e eluida com bicarbonato de ambnia 0,2 M. Anies
da aplicagdo a amostra foi dissolvida em tampao bicarbonato de aménia 1 M pH 7.8 e
clarificada por meio de centrifugac8o. Na Fig. 5 mostramos o perfil cromatografico obtido
para o veneno total de Crotalus durissus cascavelfa. Esse fracionamento mostrou a presenca
de dois picos principais (I e lil). As atividades farmacoldgicas das fragdes | e il foram
avaliadas e a fracBo | apresenta atividade de convulxing caracterizada pelas convulsfes
(PRADO-FRANCESCHI et al.,1981) e = fracdo i apresentz atividade de crotoxing
caracterizada pela parada respiratéria por paralisia flacida do diafragma (VITAL BRAZIL,
1966). A crotoxina representa a maior porcentagem do veneno total, aproximadamente 58%.

4.2. Cromatografia de exclusdo molecuiar em HPLC

O veneno de C. d. cascavelia e o veneno de C. d. terrificus, aproximadamente 20 mg
foram aplicados em uma coluna Protein pack 300SW eluida com tamp&o bicarbonato de
amdnia 0,2 M, pH 7,9, a um fluxo de 0,1 mi/min. O perfil de eluigdo foi monitorado a 280 nm.
O perfil cromatografico do veneno total de C. d. cascavella em HPLC de exclusdo molecular
& mostrado na figura 6a e foi similar ao obtido em LC 650 na coluna Superdex G75. As
fragGes |, I, Ill e IV correspondem respectivamente a convuixina, giroxina, crotoxina e inter-
cro.

O perfil cromatografico obtido para o veneno de Crotalus durissus terrificus é mostrado
na figura 8b e foi compativel com resuitados ja publicados (LANDUCCI et al, 1994). Os
perfis cromatograficos obtides com veneno de C. d. cascavelia e C. d. terrificus sdo similares.
No entanto, o ultimo possui a crotamina como uma de suas principais fracbes, a2 qual é
praticamente ausente no veneno de C. d. cascavella. Por outro lado, a fracdo convulxina
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apresenta aproximadamente ¢ dobro da massa no veneno de C. d. cascavella, quando

comparada a massa da convuixina no veneno de C. d. terrificus ( Fig. 5 ¢ 8).

3.04
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Abs (280 nm)

1.6+

0.5+
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Tempo {min}
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Fig. 5. Cromatografia de exclusdo molecular em coluna Superdex G-75 em LC 850 do

veneno total de Crotalus durissus cascavelfa. Os picos |, Il il e IV correspondem

respectivamente as fragbes: convulxina, giroxina, crotoxina e inter-cro. Notar a auséncia da

fracao crotamina neste cromatograma.
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Fig. 6: Cromatografia de exclus&o molecular em HPLC em coluna Protein pack SW300 do

veneno total de Crofalus durissus cascavella (6a) e do veneno total de Crofalus durissus

terrificus (6b). Os picos |, I, 1, Ve V correspondem respectivamente as fragbes: convulxina,

giroxing, crotoxina, inter-cro e crotamina.



Resnliados

4.3. Cromatografia da fracdo crotoxina do veneno de C. d. cascavella em
HPLC de fase reversa

Utilizando-se uma coluna C-18 u-Bondapak em sistema de HPLC, aproximadamente
10 mg de crotoxina foram dissolvidas em 250 ul de TFA (Sclvente A} e clarificada por meio
de centrifugagéo. A eluicdo das guatro fracBes de crotapotina (F2, F3, F4, F5) e uma fracdo
de fosfolipase A (FB) da crotoxina de C. d. cascavella foi realizada usando-se um gradiente
linear de concentracao de solvente B (acetonitrila 66%) em sclvente A (TFA 0,1%) (Fig. 7a).
A fracdo FE& de fosfolipase A, representa a maior porcentagem dessa crotoxing,
aproximadamente 50%, enquanto que entre as isoformas de crotapotina, a fracdo F3
representa aguela de maior porcentagem. Portanio, na crotoxina obtida do veneno total de
Crotalus durissus cascavella foram detectadas quatro isoformas de crotapotina (F2, F3, F4 e
F5) e uma fracdo de fosfolipase A; (F8). A frag8o crotapotina F3 de C. d. cascavelia eluiu a
36% de solvente B e a fragdc PLA; F6 eluiu a 53% de B. Na crotoxina de Crotalus durissus
terrificus, ao contrario, aparecem duas principais crotapotinas (CdtF5 e CditF7) e trés
principais fosfolipases A, (CdtF15, CdtF16 e CdtF17) (Fig. 7b). As fracdes Cdt F5 & F7
eluiram a 45 e 47,5% de B, respectivamente, e as fragbes Cdt F15, F16 e F17 eluiram a 54,
56 e 57% de B, respectivamente.
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Fig. 7: Perfil cromatografico em HPLC de fase reversa em coluna C-18 u-Bondapak da
crotoxina (lil) de Crofalus durissus cascavella (a) e de Crotalus durissus terrificus (b). Em (a)
F2, F3, F4 e FS comrespondem as isoformas de crotapotina e F8 corresponde a fosfolipase
Az. Em (b) Cdt F5 e Cdt F7 correspondem as isoformas de crotapotina e Cdt F15, Cdt F16 e
Cdt F17 correspondem as isoformas de fosfolipase A,
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4.4, Eletroforese em PAGE-8DS e PAGE-S8DS-Tricina

A crotoxina & suas subunidades crotapotina e fosfolipase A, foram submetidas a uma
anglise em PAGE-SDS e PAGE-SDE-Tricina. Os marcadores de massa molecular utilizados
foram: fosforilase b {94 kDa), BSA (67 kDa), ovoalbumina {43 kDa), anidrase carbdnica (30
kDa), inibidor de tripsina de soja (20,1 kDa) e o-lactoalbuming (14,4 kDa). Na Fig. 8 s&o
mostrados os perfis de massa molecular em PAGE-5DS a 12,5% do veneno tofal de C. d
cascavella e de suas fragdes crotoxina (Ill) e fosfolipase A, (FB). As pistas eletroforeticas
correspondem respectivamente: 1- fosfolipase A, reduzida com DTT (ditictreitol}, 2-
fosfolipase A, sem reducfo, 3- crotoxina, 4- veneno iotal ¢ 5- marcadores de massa
molecular.

Na Fig. @ mostramos a sletroforese em PAGE-8DS-Tricina do veneno total de C. d.
cascavelia e de suas fragbes crotoxina (Ill), crotapotinas (F3 e F4) e fosfolipase Ag (FB). As
nisias elefroforéticas correspondem respectivamente: 1- veneno fotal, Z- crotoxinag, 3-
crotapotina {(F3}, 4- crotapotina (F4), 5- fosfolipase A, reduzida com DTT e 8- marcadores de
massa molecular.

A massa molecular estimada para PLA; de C. d. cascavella foi de 15 kDa, enquanto

que para as principais isoformas de crotapotina F3 e F4 estimamos uma massa moiecular de
S kba {Fig. 8e 9}.
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Fig. 8: Eletroforese em PAGE-8DS 2 12,5% do veneno total de Crofalus durissus cascavella
e de suas fragGes crotoxina {lll) & fosfolipase A; (FB). As pistas eletroforéticas correspondem
respectivamente: 1- fosfolipase A, reduzida com DTT (ditiotreitol), 2- fosfolipase A; sem
reducao, 3- crotoxing, 4- veneno total e 5- marcadores de massa molecular.

Fig. 9: Eletroforese em PAGE-SDS-Tricina do veneno total de Crofaius durissus cascavella e
de suas fragbes crotoxina, crotapotinas (F3 e F4) e fosfolipase A; (F8). As pistas
eletroforéticas correspondem respectivaments: 1- venenc total, 2- crotoxina, 3- crotapotina

{F3), 4- crotapotina (F4), 5- fosfolipase A; reduzida com DTT e 8- marcadores de massa
molecuiar.
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4.5, Analise de Aminoacidos

A analise de aminoacidos mostrada na Tab. 4 mostrou um alto contetdo de
aminodcidos basicos (Lys, Arg) e a presenca de 14,5% de % cisteinas na PLA, de C. ¢
cascavelia, indicando a presenca de grande numero de pontes dissulfeto. As crotapotinas F3
e F4 diferem em seu conteudo de Gix, Gly, Tyr, Met, and Pro, com F3 sendo fracamente
menocs hidrofébica do que F4. A fraglo crotapotina F4 apresenta uma porcentagem maior de
aminoacidos hidrofébicos do que a F3.

Tab. 4. Composi¢ac de Aminoacidos das fragdes fosfolipase A; (FB), crotapotina (F3) e
crotapotina (F4), iscladas a partir da crotoxina de Crotalus durissus cascavella. Os valores
S80 expressos como porcentagem de residuos por mol.

Aminoacidos| PLA crtp (F3) crtp (F4)
ASX 7.05 1230 11,80
Gix 836 17 01 1460
Ser 450 548 511
His 159 1.1 1.05
Gly 7,23 891 8943
Thr 565 411 391
Arg 782 236 2,16
Ala 441 6,23 559
Tyr 811 378 455
Met 222 1,654 129
Val 283 097 137
Phe 497 348 326
fle 425 2.9 284
Leu 510 1.28 1,10
Lys 6,83 252 238
Pro 471 536 6,90
12 Cys 14,41 1940 2210
Total (%] 100 100 100
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4.6. Estudos Cinéticos

A atividade enzimatica da PLA; de C. d. cascavella foi examinada sob diferentes
condigbes usandc o substrato sintético cromogénico 4-nitro-3-(octanoyloxy) benzoic acid
(HOLZER & MACKESSY, 1996). Na Fig. 10 mositramos um ensaio padrio em que =2
atividade fosfolipasica foi determinada para PLA,, crotoxina e veneno fotal de . o
cascavelia em nmoles/min. Nesse ensaio observaemos que 2 atividade enzimatica da PLA,
isolada foi significativamente maior do que a atividade medida para crotoxina e veneno iotal.

4.6.1. Comportamento cinético

O efeitc da concentragdo de subsirato na velocidade de hidrolise da enzima foi
estudado. Us resuitados obtidos pela incubac@o da PLA, isolada, PLA, e crotapoting {em
uma razéo de 1:1) e PLA; e heparina s&o mostrados na Fig. 11. Em todos os Cas0s, sob as
condigbes experimentais usadas, a enzima PLA; mostrou um comportamento alostérico,
principalmente em baixas concentragdes de substrato. Essa resposta alostérica foi vista
principalmente quandc a crotapotina foi incubada com a PLA, Crotapotina e heparina

atuaram como efetores alostéricos, com a crotapotina exibindo uma intensidade de acéo
significativamente maior.

4 6.2. Efeito de ions metalicos

fons calcio sdo requeridos para atividade da PLA; (BREITHAUPT, 1976). A escolha
dos metais utilizados nesse ensaio foi baseada na literatura. A influéncia de outros cations
divalentes como Mg®, Mr®, Cu®™ e Zn® (10mM) foi estudada na presenca de uma
concentrac&o sub 6tima de CaCly (1mM) e na auséncia de CaCl. O ensaio foi realizado
conforme descrito no método 3.8, utilizando tampées:; Tris-HCI (10mM), contendo os fons
Mn®*, Mg®, Zn®* ou Cu® (10 mM), NaCi (100mM), com concentracio de CaCl, subdtimas
(1mM) ou com auséncia de CaCl.. O tempo de reagéo foi de 20 minutos a 37°C.

Nessas condigbes na presenca de Mg?* e Mn** a enzima mostrou alta atividade. No
entanto, na auséncia completa de Ca® a enzima mostrou somente baixa atividade, isso
confirma o requerimento exclusivo do fon Ca* na atividade enzimatica da PLA; (Fig. 12).

40



Remltados

4.6.3. Efeito inibitorio da crotapotina

Esse ensaio foi realizado conforme descritc no método 3.8, incubando PLA; e
crotapotina por 30 minutos a2 37°C e depois medindo a atividade enzimatica residual.

A crotapotina inibiu & alividade da PLA; de maneira concentracio-dependents
exibinde uma atividade méxima na concentracdo de 2ug/ul; ndo foi visto inibicdo completa
aumentando-se a concentracio de crotapotina (Fig. 13).

4.6.4. Efeito do pH

0O ensaio foi reaiizado conforme descrito no método 3.8 e os tampdes utilizados na
concentracae de 10 mM foram: Citrato de sodio (pH 4,0-7.5), Tris (pH 7,8-8,8), Glicina
(pH9,0-10,0). O tempo de reacio foi de 20 minutos a 37°C.

0 efeito do pH na atividade da PLA, foi testado em uma escala de pH variando de pH
40 a 10,0. A stividade maxima da enzima foi observada entre os valores de pH 7,5-8,5 (Fig.
14).

4.8.5. Efeito da temperatura

O efeito da temperatura na velocidade inicial de hidrdlise do substrato foi medids,

dentro de uma variagao de 25 a 45°C, e g velocidade méaxima foi observada entre 35 e 40°C
(Fig. 15).
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Fig. 10: Atividade fosfolipasica em nmoles/min da PLA,, crotoxina (CRTX) e veneno total
(VT)de C. d. cascavelila.
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Fig. 11: Efeito da concentracdo de substrato na cinética da PLA, (F8) de C. d. cascavella. O
ensaio foi realizado conforme descrito no método 3.8 variando-se a concentragdo de
substrato na auséncia e na presenca de crotapotina e heparina.
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Fig. 12: Influéncia de ions na atividade da PLA; de C. d. cascavella. © ensaio foi realizado
conforme descrito no métode 3.8, utilizando tampées: Tris-HCI (10mM), contendc os ions
Mn®*, Mg®, Zn®* ou Cu* (10 mM), NaCl (100mM), com concentracdo de CaCl, subdtima
{1tmM) ou com auséncia de CaCly. O tempo de reacéo foi de 20 minutos a 37°C.
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Fig. 13: Efeito inibitério da crotapotina sobre a atividade da PLA; de C. d. cascavella. Esse
ensaio foi realizado conforme descrito no métode 3.8, incubando PLA; e crotapotina por 30
minutos a 37°C e depois medindo a atividade enzimatica residual
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Abs {425 nm)

Fig. 14: Efeito da variagdo de pH sobre a atividade da PLA, de C. d. cascavelia. O ensaio foi
realizado conforme descrito no método 3.8 e os tampdes utilizados na concentracéo de 10
mM, foram: Citrato de sodio (pH 4,0-7,5), Tris (pH 7,8-8,8), Glicina (pH 9,0-10,0). O tempo de
reac&o foi de 20 minutos a 37°C.
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Fig. 15: Efeito da variagéo de temperatura sobre a atividade da PLA; de C. d. cascavella. O
ensaio foi realizado conforme descrito no método 3.8. A temperatura, variada de 25-45°C, foi

mantida por 20 minutos e em seguida feita a leitura a 425nm.
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4.7. Estudo miogréafico das amostras de crotoxina e veneno bruto de C. d.

cascavelia

4.7.1. Estimulacao indireta em preparacdo biventer cervicis de pintainho

Nos experimentos realizados para se determinar o tempo necessaric para obtencio
de 50% de bloqueic da resposta contratil, foram utilizadas doses de 0,04,02, 1, 5e 25 ug/mi
para © veneno e para croloxing. Todas as doses de veneno e crotoxina utilizadas
determinaram bloqueio de 50% das respostas musculares, com excegdo da dose de 0,04
ug/ml. Nos experimentos usando ¢ veneno total na dose de 0,2 ng/mi, 50% de bloqueio foi
atingide em media aos 6613,2 min (n=3) e na a2 dose de 25 ug/ml 50% de blogueic foi
atingido aos 23,3458 min {n=3). Nos experimentos usando a crotoxina na dose de 0,2 ug/m!
50% de bioqueio foi atingido aos 72,245,3 min (n=3) e na dose de 25 ug/mi 50% de bloqueio
foi atingide aos 21,5421 min (n=3) (Tab. 5). O bloqueio foi dose-dependente. As doses de
0.2, 1, 5 e 25 ug/ml de veneno bruto utilizadas levaram a bloqueio total e irreversivel das
contracGes musculares (Fig. 16). Nas figuras 17 e 18 sdo mostrados os perfis miograficos
das preparacles tratadas com o veneno total. As doses de 5 e 25 ug/mi de crotoxina levaram
a bloqueio total e irreversivel das contracées musculares (Fig. 19). Nas figuras 20 e 21 sdo
mostrados os perfis miograficos das preparacbes fratadas com crotoxina. Repetidas
lavagens nas preparagdes tratadas com veneno ou crotoxina nao foram capazes de reverter

o bloqueio. Nos experimentos controle, o registro das contracbes permaneceu estavel
(83,9% de resposta durante 120 minutos em Krebs, n=4).

4.7.2. Respostas ao efeito contraturante da acetilcolina e do potassio

A incubagéo da preparagdo com o veneno bruto variou a resposta confraturante da
acetilcolina e do potassio de aproximadamente 80 a 140% do controle para ambas. Essa
variac&o foi independente da dose (Fig. 22).

A incubagd0 da preparacdo com a crotoxing levou a uma variacado da resposta
contraturante a adicao de potassio da ordem de 40 a 110% do controle aproximadamente,
independente da dose. Com relagdo as respostas coniraturantes da acetilcoling, elas
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variaram de 60 a 110% aproximadamente do controle, independente da dose de crotoxina
utilizada (Fig. 23). A variacdo nas respostas da acetiicolina e do KCl induzidas pela crotoxina
e pelo veneno total n&o foram consideradas significativas por ndo haver nenhuma correlacéo
com a dose de veneno & crotoxinag utilizadas quando houve tal variagéo.

MNos experimentos conirole, as respostas mantiveram-se estaveis, na auséncia de
venenc apos 120 minutos de estimulacdo indireta; as respostas 24 ACh e KCI ficaram em
média 105,417 3% e 96,2:3,7%, respectivaments.

Tab. 5 — Tempo necessério para o blogueio de 50% da resposta coniratii da
preparacéc biventer cervicis de pintainho, incubado com © veneno e crofoxina de C. d.

cascavella.

Veneno Dose (ug/mb Tempo para n

C. d. cascavella 50% de blogueio

{min)

Veneno total 0,04 - 3
0,2 66,613,2 3
1 32,7109 3
5 26.9+14 3
25 23,3158 3
Crotoxina 0,04 - 3
0,2 72,2453 3
1 33,843,8 3
5 23,9+3,7 4
25 21,542,1 3
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Fig. 16: Blogueio neuromuscular em preparagao biventer cervicis de pintainho induzido pelo
veneno total de C. d. cascavella. Cada ponto representa a média de 3 experimentos + EPM.
*p<0,05
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Fig. 17 Efeito do veneno de C. d. cascavella, sobre o perfil miografico, da preparagio
biventer cervicis de pintainho, sob estimulacio indireta (0,2 mseg e 0,1 Hz). Em A) controle
em Krebs, em B) e C) veneno nas doses de 0,04 e 0,2 ug/mi, respectivamente. Em V, adicao
do veneno. Resposta contraturante da ACh (I 55 a 165 uM, ® 110 a 220 M) e KCI ([T
20,1 mM) foi obtida antes e depois da adicdo do veneno. A tens&o usada nas preparacoes foi
de 0,50.
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Fig. 18: Efeito do venenc de C .d. cascavelia, sobre ¢ perfil miogréfico, da preparacao
biventer cervicis de pintainho, sob estimulac&o indireta (0,2 mseg e 0,1 Hz). Em A), B) e C)
veneno nas doses de 1, 5 e 25 ug/ml, respectivamente. Em V, adicdo do veneno. Resposta
contraturante da ACh (M 55 a 165 M, @ 110 2 220 uM) e KCI (T 20,1 mM) foi obtida antes
€ depois da adicao do veneno. A tensdo usada nas preparacdes foi de 0.5 g.
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Fig. 19: Blogueio neuromuscular em preparacdo biventer cervicis de pintainho induzido pela

crotoxina de C. d. cascavella. Cada ponto representa a média de 3 a 4 experimentos = EPM.

* p<0,05.

53



Resuitados

o 10100 110 120 min

Fig. 20: Efeito da crotoxina do veneno de C. d. cascavella, sobre o perfil miogréfico, da
preparagao biventer cervicis de pintainhe, sob estimulago indireta (0,2 mseg e 0,1 Hz). Em
A), B) e C) crotoxina nas doses de 0,04, 0,2 e 1 ug/ml, respectivamente. Em V, adigio da
crotoxina. Resposta contraturante da ACh (M 55 a 165 uM, ® 110 a 220 uM) e KCI (T 20,1

mM; foi obtida antes e depois da adig&o de crotoxina. A tens&o usada nas preparacdes foi de
054g
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Fig. 21. Efeitc da crotoxina do venenc de C. d. cascavella, sobre o perfil miografico, da
preparacdo biventer cervicis de pintainho, sob estimulagao indireta (0,2 mseg e 0,1 Hz). Em
A) e B) crotoxina nas doses de 5 e 25 pg/mi, respectivamente. Em V, adi¢do da crotoxina.
Resposta contraturante da ACh (Il 55 2 165 uM, @ 110 a 220 uM) e KCI (0 20,1 mM) foi

obtida antes e depois da adig@o de crotoxina. A tensao usada nas preparacdes foi de 0,5 g.
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Fig. 22: Efeito do veneno total de C. d. cascavella sobre as respostas da preparagdo biventer
cervicis de pintainho a acetilcolina (ACh) e potassio (KCI). As preparagées foram expostas ao
veneno, nas concentragbes indicadas pelos nGmeros (ug/mi) colocados sob cada
histograma. Cada ponto representa a média de 3 experimentos + EPM.
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Fig. 23 Efeito da crotoxina de C. d. cascavella sobre as respostas da preparacdo biventfer
cervicis de pintainho & acetilcolina (ACh) e potassio (KCi). As preparacgdes foram exposias a
croioxina, nas concentragbes indicadas pelos numeros (ug/mi) colocados sob cada
histograma. Cada ponto representa a média de 3 a 4 experimentos £ EPM. * p<0,05.
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4.7 3. Preparagao nervo frénico-diafragma de camundongo

A preparac@o nervo musculo de camundongo mostrou-se menos sensivel 2 acdio
bloqueadora neuromuscular tanto da crotoxina quanto do veneno total de C. d. cascavelia,
quando submetida a estimulo elétrico indireto. Nos experimentos realizados para se
determinar o tempo necessaric para obtengdo de 50% de blogueio da resposta contratil,
foram utilizadas doses de 1, 5, 10, 20 e 40 ug/mi para o veneno total e doses de 1, 5, 10 e 20
ug/mi para a crotoxina de C. d. cascavella (Tab. 8) . Nos experimentos usando ¢ veneno total
na dose de 10 pug/ml 50% de bloqueio foi atingido em média aos 37+1,5 min (n=3) e na a
dose de 40 ug/mi 50% de bioqueio foi atingido aos 33,112,9 min (n=5). Nos experimentos
usando a crotoxina na dose de 1 ug/mi 50% de bloqueio foi atingido aos 52,6+4,5 min {n=5) e
na dose de 20 ug/mi 50% de bloqusio foi atingido aos 31,4347 min (n=3). O blogueio foi
dose dependente para a crotoxina (Tab. §). As doses de 1 e 5 ug/mi de veneno total néo
determinaram bloqueio de 50% das respostas musculares, em um periodo de 120 minutos
de incubacao (Fig. 24). Na figura 25 sd@o mostrados os perfis miogréficos das preparacfes
tratadas com veneno total.

A crotoxina de C. d. cascavella foi mais potente em bloquear a juncio neuromuscular
em preparagéo nervo frénico-diafragma de camundongo do que o veneno total. A crotoxina,
em todas as doses estudadas (1, 5, 10 e 20 pg/ml), determinou blogueio de 50% das
respostas musculares, em um periodo inferior a 120 minutos de incubacéo (Fig. 26). Na
figura 27 s&c mostrados os perfis miogréficos do controle em Tyrode e das preparactes
fratadas com crotoxina.

Repetidas lavagens nas preparacbes tratadas com veneno ou crotoxina nac foram
capazes de reverter ¢ blogueio. Nos experimentos controle, a resposta contratil manteve-se
estavel (91% de resposta, n=4), durante 120 minutos, com incubagdo em Tyrode.
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Tab. 8- Tempo necessaric para o blogueic de 50% da resposta contratil da preparacao

nerve frénico de diafragma de camundongo, incubado com o venenc e crotoxina de C. d.

cascavelia.
Veneno Dose (ug/mi) Tempo para n
C. d cascavella 50% de
blogueio (min)

Veneno total 1 - 3

5 - 3

10 3715 3

20 38 543,29 3

40 33,18+2,95 5

Crotoxina 1 £2,64+4 56 5

5 36,68+4 11 3]

10 41,52+5,08 4

20 31,434,786 3
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Resposta Contratll (%)

a0 &0 B
Tempo {min}

120

—O— Controie
—O— 1 ygimi
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—— 10 pgimi
G- 20 ughmi
—&— 40 pgimi

Fig. 24: Efeito do veneno tolal de C. d. cascavella scbre a preparagic nervo frénico-

diafragma de camundongo, sob estimulagéo indireta. Cada ponto representa a média + EPM

de 3 a 5 experimentos. * p<0,05.
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Fig. 25: Efeito do veneno de C. d. cascavella, sobre o perfil miografico, da preparagéo nervo
frénico-diafragma de camundongo, sob estimulacéo indireta. Em A), B), C} e D) veneno total

nas doses de 1, 5 10 e 20 ug/mi. A tens@c usada nas preparacbes fol de 5g.
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Fig. 26: Efeito da crotoxina de C. d. cascavella sobre a preparacéo nervo frénico-diafragma

de camundongoe, sob estimulag&o indireta. Cada ponto representa a média + EPM de 23 a 6
experimentos. *p<0,05.
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ﬁ ‘i.b zg 30 : 4!3 &0 o

Fig. 27: Efeito da crotoxina de C. d. cascavelia, sobre o perfil miografico, da preparacgéc
nervo frénico-diafragma de camundongo, sob estimulacao indireta. Em A) controle em

Tyrode, em B}, C), D) e E) crotoxina nas doses de 1,5,10 e 20 ug/ml. A tens&o usada nas
preparagdes foi de 5g.
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5. DISCUSSAQO

A crotoxina do veneno de Crofalus durissus cascavella foi purificada em uma coluna
Superdex G-75 e fracionada em HPLC de fase reversa, oblendo-se desta forma as
subunidades crotapotina (F2, F3, F4 e F5) e fosfolipase A, (F8). Assim, conseguimos isolar
em apenas dois passos cromatogréficos a crotoxina e suas subunidades (Fig. 5 e 7). A
crotoxina também pdde ser isolada em HPLC de excius&o molecular na coluna Protein pack
SW 300 (Fig. 6). Os perfis cromatogréficos do veneno total de C. d. cascavella e C. d.
terrificus foram comparados. FAURE & BON (1988) obtiveram as subunidades do complexo
crotoxina de C. d. ferrificus através de varias etapas cromatograficas: partinde de uma coluna
convencional Sephadex G-75, indo para CM-celulose, e em seguida para HPLC de fase
reversa. Portanto, no presente trabalho foi utilizado pela primeira vez uma metodologia capaz
de com um menor numero de etapas obter as quatro isoformas de crotapotina e uma de

PLA,, a partir do veneno total de C. d. cascavella.

O perfil cromatografico de eluicdo do veneno iotal de C. d cascavella mostrou
auséncia da fragdo crotamina, que se encontra presente no veneno de C. d. ferrificus. A
auséncia de crotamina seria um forte indicic da importancia da crotoxina dentro do vensno
de C. d cascavella, sendo portanto, 0 componente principal responsavel pelos efeitos
farmacolégicos. A falta de atividade crotaminica no veneno de C. d. cascaveila foi também
observada por SANTORO et. al. (1999). Desta forma, o estudo e compreens&o da crotoxina
de C. d cascavelia tantc do ponto de vista bioquimico como farmacoldgico é fortemente

embasado e se justifica.
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Os resultados da purificagdo da crotoxing de C. o cascavellza em HPLC de fase
reversa indicaram a presenca de quatro isoformas de crotapotina (F2, F3, F4 e F5) e apenas
uma de PLA; (F8) (Fig. 7a). Portanio, o veneno de C. d cascavella coniém pelo menocs
guatro isoformas de crotoxina formadas por diferentes combinacbes das crotapotinas com a
Unica isoforma de PLA, O veneno de C. ¢ ferrificus mostra a presenca de duas principais
crotapotinas (Cdt F5 e FY) e irés isoformas de PLA; (Cdt F15, Fi16 e F17) {Fig. 7b),
sugerindo, desta forma, a presencga de seis isoformas de crotoxina. FAURE & BON (1988)
detectaram a presenca de 8 isoformas de crotoxina no venenc de C. d. ferrificus obtidas em
um esiado homogéneo pela associacdo das isoformas do componente A & B purificados.
Apesar da grande similaridade funcional entre as crotoxinas de C. d. cascavella e de C. d.
terrificus, algumas diferencas foram encontradas, principaimente em relaggo ao

comportamento fisico-quimico como detectado pela analise em HPLC de fase reversa.

A analise em PAGE-SDS mostrou gque a PLA; de C. d. cascavelia em condigdes néo-
redutoras migra como uma banda difusa de 30 kDa (Fig. 8). Bandas difusas similares ja
foram obtidas para as fosfolipases A, miotoxicas: miotoxina H de Bothrops asper (FRANCIS
et al., 1991) e para as miotoxinas MP-l e MP-il de Bothrops pirajai (TOYAMA et al., 1995).

Em fosfolipases tipicas a transicdo de mondmero para dimero € sugerida (HEINRIKSON et

al., 1977).

A PLA; de C. d cascavella possui uma massa molecular estimada pela analise em
PAGE-SDS, em condicdes redutoras da fracéo, de 15 kDa. A analise em PAGE-SDS-Tricina
mostrou que as crotapotinas F3 e F4 possuem uma massa molecular de aproximadamente 9

kDa {Fig. 9). BREITHAUPT et. al., {1974) mostraram que a crotapotina do veneno de C. .d.
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terrificus possui uma massa molecular de 8,8 kDa, estimada por gel de filtraczo, e 8,45 kDa
por analise de aminodcidos. E que a fosfolipase de C. d. ferificus apresenta uma massa
molecular de 15,4-15,8 kDa, obtida por cosficiente de sedimentacio e de 15,7-16,4 kDa,
obtida por eletroforese em gel de poliacrilamida na presenca de SDS. Portanto, todas as
fragbes purificadas vindas do HPLC de fase reversa apresentam-se com altc grau de

homogeneidade molecular indicando, desta forma, a eficiéncia do método agui apresentado.

A analise de aminoacidos mostrou, tanto para crotapotina quanio para PLA;, alia
quantidade de meia cisteina que participam de pontes dissulfsto contribuindo para a
estabilidade molecuiar (Tab. 4). Além disso, a PLA; apresentou maior guantidade de
aminoéacidos basicos (Lys, Arg) do que as isoformas de crotapotina F3 e F4. A composicéo
de aminodcidos sugere uma natureza 4cida para as crotapotinas devido & presenca de 12%
de aspariato/asparagina para F3 e F4, 14% de gluatamato/giutamina para F3 e 17% de
glutamato/glutamina para F4 versus 2% de lisina e 2% de argina para ambas. Portanto, as
crotapotinas F3 e F4 possuem maior quantidade de aminoacidos acidos conferindo sua
natureza &cida. A analise em HPLC de fase reversa mostrou que as isoformas de crotapotina
possuem diferencas quanto a sua hidrofobicidade devido a diferencas nos tempos de
retenclo de F3 e F4. Isso é reforgado pela andlise da composicio de aminoécidos de
ambas, onde F4 apresentou maior quantidade de aminoécidos hidrofébicos do que F3 {Tab.
4). Na viséo global, as fragbes F3 e F4 mostraram pequenas diferengas na composicao de
aminoé&cidos demonstrando serem mesmo isoformas, ou seja, pequenas diferencas entre si

com relacéo a estrutura primaria.
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A enzima PLA; € o principal componente de venenos de serpentes. Muitas delas tem
sido envolvidas como responsaveis pela acfo toxica de muitos venenos que exibem
atividades neurotdxicas, mictdxicas, hemorrdgica, hemolitica, inflamatdria ou citotdxica
(DAVIDSON & DENNIS, 1981). Portanto, o isolamentc e caracterizacao dessas enzimas
continuam a ter grande importancia e o estude da atividade catalitica possibilita a correlagéo

com a atividade farmacolégica,

A PLA, do veneno de C. d. terrificus é uma tipica PLA; desde que hidrolisa substratos
na posico 2 e preferenciaimente ataca substratos em seu estado micelar (BREITHAUPT,
1976; HOLZER & MACKESSY, 1996). A enzima PLA; de C. d. terrificus mostra um classico
comportamento Michaelis-Menten contra substratos micelares (BREITHAUPT, 1976). A
enzima PLA, de Crotalus durissus cascavella apresentou uma cinética alostérica com o
substrato sintético 4-nitro-3-(octanoyloxy) benzoic acid (BEGHINI et al., 2000). isso foi
claramente visto no grafico de velocidade por concentracdo de substrato, principalmente em
baixas concentracOes de substrato. Na presenca de efetores alostéricos (crotapotina e
heparina) a curva de velocidade apresentou uma forma sigmoidal mais acentuada. isso
deronstra que esses efetores atuaram como inibidores alostéricos. Os nossos resuliados
corroboram com as propriedades das enzimas alostéricas descritas em SEGEL, (1979): 1-
presenca de efetores atuando como moduladores alostéricos negativos (crotapotina e
heparina); 2- sugestao de uma estrutura dimérica para enzima PLA;; 3- curva sigmoidal no

gréfico de velocidade por concentraco de substrato.
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A eguacdo de Michaellis-Menten nd3o se aplica a enzimas alostéricas para
determinacao dos parémetros cinéticos. Portanto, para se obter a cooperatividade da ligagdo
de um ligante a uma enzima quando esta tem mais de um sitio de ligac&o para aguele
ligante, tem sido considerado o modelo proposto por HILL (1848}, Embora esse modslo nao
observe o comportamenic cooperative da hemoglobina, sle tem sido muito usado na andlise
do fenbmeno de ligacio cooperativa como um método empirico para estimar o grau de
cooperatividade (DIXON & WEBB, 1979). A literatura relata até o momento somente enzimas
PLA; de venenos de serpente apresentando cinética michaelliana como as PLA; de Crotalus
adamanteus (SAITO & HANAHAN., 1962), Crotalus atrox (WU et al., 1989), Bothrops
neuwiedii (VIDAL et al., 1872) e Naja naja (SALACH et al., 1971). Os parémetros cinéticos
alostericos e michaellianos ndo devem ser comparados por serem provenientes de diferentes
equagbes (equacdo de Michasllis-Menten e equacgéo de Hill). Além disso, os valores dos
parametros cinéticos, velocidade maxima (Vma), coeficiente de Hill {(n) e concentracdo de

substrato (kos) dependem fortemente das condigdes em solugcdo (PASTRA-LANDIS et al,
1878).

Crotapotina inibe a atividade enzimatica da PLA;, portanto, a crotoxina pode ser
considerada como um complexo enzima-inibidor (BREITHAUPT, 1978). Além da crotapotina
outros compostos também podem inibir a atividade enzimatica da PLA,, como € o caso da
heparina. A interag&o da PLA; com heparina foi demonstrada para algumas PLA; como a
miotoxina |i de Bothrops asper (LOMONTE et al., 1994 a,b). Para a enzima de C. d.
cascavella , a inibicgo por heparina foi melhor vista em altas concentracdes de substrato,

onde o seu carater anidnico atuou como um modulador negativo da PLA,.
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O requerimento de Ca** é bem conhecido para muitas fosfolipases A, (BREITHAUPT,
1976). Nossos estudos foram feitos em presenga de CaCl, (10 mM), no entanto, algumas
fosfolipases de ouiras fontes s&o ativadas por alguns outros cations divalentes. Por exemplo,
Mg?*, Ni¥*, Co® e Cd™ ativam fosfolipases A de Crofalus afrox e Laticauda semifasciata (TU
gt al., 1970). A atividade da enzima PLA; de C. d. cascavella aumentou devido a exposicio
aos fons Mg® e Mn® (Fig. 12) em concentracBes subdtimas de Ca”*, a mesma ativacéo foi
observada na PLA; de Crofalus durissus terrificus por BREITHAUPT (1978). Em nossos
estudos, outros fons como Zn®* e Cu®* n&o mostraram ativacdo eficaz sobre a enzima,
atuando como inibidores. Ainda na auséncia completa de CaCly a enzima mosirou somente

baixa atividade indicando o requerimento exclusivo do ion Ca®.

No grafico de pH de atuacdo da PLA; de C. d. cascavella observamos que a
concentracdo hidrogenidnica tem grande influéncia sobre a atividade enzimatica da PLAx.
Assim, em valores de pH mais altos, acima de 8,5, a enzima demonstra uma relativa
instabilidade. Essa caracteristica do perfil de atividade sugere que o sitic ativo da enzima

contém um grupo ionizavei com um pK por volta de 7,5-8,5.

As PLA, isoladas de veneno de serpente sdo estaveis a 100°C (DEEMS e DENNIS,
1975). Assim como outras PLA;, a PLA; do veneno de C. d. ferrificus apresenta mais alta
stividade a 53-57°C (BREITHAUPT, 1978). A PLA, de C. d. cascavella mostrou mais alta

atividade a 30-40°C (Fig. 15).

O veneno de C. d. ferrificus possui atividades miotéxica e neurotdxica, ambas

expressas pela crotoxina, a principal toxina desse veneno. A crotoxina exerce sua agio letal
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através do blogueio da fransmissdo neuromuscular {(CHANG & LEE, 1977). O veneno de C.
d. cascavella aqui reportado, bem como seu componente crotoxina, apresentou atividade

neurctoxica bastante potente em preparacéo biventer cervicis de piniainho.

A crotoxina atua nos terminais nervosos alterando a liberacdo quantica de acetilcoling
(HAWGOOD & SMITH, 1977, HAWGOOD & SANTANA DE SA, 1979). A crotoxina também
atua poés-sinapticamente (VITAL BRAZIL, 1966; BON et al.,, 1979), causando =a
dessensibilizacho farmacoldgica do receptor de acetilcolina (BON et al., 1879). Neurotoxinas
presentes nos venenos de serpentes que causam paralisia agem pré-juncionalmente por
bloguear a liberagéo de acetilcoling ou pds-juncionalmente por dessensibilizar os receptores
colinérgicos nicotinicos. Estes diferentes mecanismos de acas ndo podem ser faciimente
diferenciados usando-se a preparagdo nervo frénico-diafragma de rato e de camundongo,
mas podem ser diferencialmente demonstrados usando-se o biventer cervicis de pintainho
(HARVEY et al., 1994). A atividade pré-sinaptica da neurotoxina pode abolir a contracéo
evocada, sem afetar a resposta do agonista colinérgico e a resposta do muscuic por

contratura induzida pelo potassio (BARFARAZ & HARVEY, 1994).

O fato de a crotoxina e o veneno total de C. d. cascavella nao afetarem de forma
significante as respostas a acetilcolina e ao potassio adicionados a preparagdo biventer
cervicis de pintainho corrobora com o que € conhecido para a crotoxina do veneno de C d
terrificus, que age principaimente no terminal nervoso alterando a liberagdo do guanta de
acetilcolina. No presente trabalho ficou demonstrado gue a crofoxina e o veneno de C. d.

cascavella possuem um efeito neurotdxico pré-sindptico predominante. Essa demonstracdo é
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consubstanciada pelo fato de que, no blogueio neuromuscular completo, a preparagao

manteve-se ainda respondendo & agio contraturante da acetilcolina e potassio.

Espera-se que a presenca de componentes mictdxicos em venenos de serpente seja
sficiente em reduzir a resposta contraturante do musculo esquelético & adicdo de
concentracdo elevada de potassio. Como visto em nossos resultados, apds o blogueio
neuromuscular completo o muscuio continuou respondendo a adigdo de potéssio, sugerindo
gue nas doses utilizadas ndo foi possivel detectar o efeito miotdxico da crotoxina ou do
veneno. Este resultado concorda com ¢ que é conhecido da poténeia de toxinas sobre
preparacdes iscladas, onde baixas concentragdes de venenc podem revelar a presenca de
neurotoxinas, enguanto altas concentragfes podem ser necessérias para indicar a possivel

presenca de componentes miotoxicos (HARVEY et al., 1994).

O estudo miografico revelou diferencas marcantes na sensibilidade ac veneno e a
crotoxina de C. d. cascavella das preparagbes nervo frénico-diafragma de camundongo e
biventer cervicis de pintainho. A razdo da preparag@o nerve frénico-diafragma de
camundongo mostrar-se menos sensivel a acdo bloqueadora neuromuscular do veneno e da
crotoxina quando comparadc com a preparacic biventer-cervicis, permanecem para ser
elucidadas. Trés hipdteses podem ser formuladas: a primeira estaria relacionada a
diferencas préprias da preparacio (ave e mamifero), a segunda as caracteristicas estruturais
e metabdlicas das fibras musculares dos dois tipos de musculos. A preparacdc biventer
cervicis de pintainho, além de possuir inervac&o focal como o musculo diafragma de
camundongo, apresenta preponderantemente inervac@c multifocal. Istc significa que o

musculo bivenfer cervicis apresenta recepiores pos-sinapticos nicotinicos distribuidos ao
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longo de toda a fibra muscular, ac contrério do diafragma, que apresenta apenas uma placa
motora, em uma regiao diminuta da fibra muscular. Como os receptores nicotinicos conferem
quimiossensibilidade a fibra muscular, as fibras musculares que compbe o musculo biventer
cervicis s&o quimiossensiveis em toda sua extenséo (GINSBORG & WARRINER, 1960). O
digfragma € um musculo vermelho, predominantemente lento e, por ser constantemente
ativo, requer elevada capacidade oxidativa, sendo possivel que a maior proporgéo de fibras
lentas proporcione, ao mesmo, um certo grau de resisténcia 2 fadiga (TAKEKURA et al.,
1994; JECKEL-NETO et. al., 1896). A Ultima hipdtese estaria relacionada as caracteristicas

farmacolégicas proprias do veneno e da crotoxina de C. d. cascavelia (agdo pré-sinaptica).

Na preparacéo nervo frénico-diafragma de camundonge o venenc total de C. ¢
cascavella mostrou-se menos potente em atingir 50% de bloqueio das respostas conirateis
do que seu componente crotoxina (Tab. 6). Na preparacdo biventer cervicis de pintainho o
tempo requerido para biogqueio de 50% das respostas foi bastante similar entre o venenc e a
crotoxina. Portanto, venenc e crotoxina de C. d. cascavella mostraram pequenas diferencas

quanto a poténcia em bloquearem as respostas contrateis das preparacdes

Nossos resultados apontaram algumas diferencas fisico-quimicas no veneno e na
crotoxina de C. d. cascavella em relagdo ac venenc de C. d. terrifcus, refletindo em sua
atividade bioidgica. Desde que o habitat de C. d. cascavel/ia (cerrado do Nordeste do Brasil,
regi&o de Caatinga) € bastante diferente daquele de C. d. terrificus e C. d. collilineatus,, e o
habitc alimentar portanto difere das outfras duas subespécies. O venenc de C. d. cascavella
pode ter se adaptado ao tipo de presa encontrado, e essa condigdo pode explicar em parte

as poucas diferencas encontradas (SANTORO et. al., 1999).
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A principal conclusaoe deste trabalho € que o veneno de C. d. cascavella contém ao
menos guatro isoformas de crotoxina formadas por diferenies combinagbes das crotapotinas
com uma Unica isoforma de PLA, Essa situacfo difere da crotoxinag no venenc de C. d
terrificus, onde a hetercgenidade resulia da presenca de trés ou qualro isoformas de PLAy
Desde gue a toxicidade do venenoc depende principalmente de seu contetdo de crotoxing, a

presenca das isoformas pode confribuir para variagdes na neurotoxicidade.
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8. CONCLUSOES

O metedo de purificagéio apresentado foi eficiente em purificar em unicamente duas
etapas a crotoxina e suas subunidades crotapotina e PLA, & partir do veneno de C. o,
cascavella. Esse método revelou a presenca de quatro isoformas de crotapotina na
crotoxina desse veneno, diferindo da crotoxing de C. d. ferrfficus. lsso poderia
contribuir para variacfes neurctdxicas entre os dois venenos.

A auséncia de crotamina no veneno de C. d. cascavella é um forte indicio da
importancia da crotoxina, sende esta o componente principal do veneno.

A enzima PLA: de C. d. cascavella apresentou uma cinélica alostérica com o
substratc  sintético 4-nitro-3-(octanoyloxy) benzoic acid. Crotapotina e heparina
atuaram como inibidores alostéricos.

O veneno de C. d. cascavella, bem comc seu componente crotoxina, apresentou
potente atividade neurotoxica em preparacdo biventer cervicis de pintainho.

A crotoxina e o veneno total de C. d. cascavelia ndo afetaram de forma significante as
respostas a acetilcolina e ao potassio adicionados a preparacéo biventer cervicis de
pintainho, corroborando com o que é conhecido para a crotoxina do veneno de C. 4.
terrificus, que age principaimente pré-sinapticamente alterandc a liberacdc de
acetilcolina.

Apss ¢ blogueic neuromuscular completo o musculo continuou respondendo a adigéo
de potassio, sugerindo que nas doses utilizadas ndo foi possivel detectar o sfeito
miotéxico da crotoxina ou do veneno.

A preparagao nervo frénico-diafragma de camundongo mostrou-se menos sensivel a
acao blogueadora neuromuscular do veneno e da crotoxina quando comparado com g

preparacio biventer cervicis de pintainho.
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