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Resumo

Na regido norte do Brasil a serpente Crotalus durissus ruruima (C.d.r) é
responsavel por diversos casos de acidentes ofidicos, e é principalmente encontrada
proxima a fronteira com a Venezuela e Colédmbia. Contudo a Crotalus durissus
cumanensis (C.d.c). & outra serpente bastante comum no sul da Venezuela proximo a
fronteira com o Brasil. Ambas as serpentes sdo encontradas na regido equatorial da
América do Sul e ambos os venenos mostraram diferengas significativas em suas

composicdes, se comparadas com a Crotalus durissus terrificus (C.d.t.).

A crotoxina € a principal toxina, e responsavel pelos principais efeitos toxicoldgicos
do veneno de C.d.t.. O objetivo principal desta dissertagao foi o de isolar e caracterizar
isoformas de PLAZ2s isoladas de ambos os venenos e caracterizar farmacolégica e

bioquimicamente estas PLA2s e outras toxinas.

A analise comparativa do veneno total de C.d.r. mostrou uma presenca sutil de
convulxina e giroxina, enquanto a analise da C.d.c. revelou auséncia de convulxina no
veneno. Alem disso, ambos demonstraram significativas diferengas para a atividade de
PLA2. A anadlise de cada crotoxina isolada de C.d.r. ou de C.d.c. também revelou
significante variagdo em comparagao com a C.d.t. Neste trabalho nos isolamos duas
novas isoformas de PLA2 de C.d.r. e C.d.c.. Ambas as proteinas foram caracterizadas

como basicas e ambas demonstram massa molecular de aproximadamente 14 kDa.

Em dicroismo circular ambas as proteinas demonstraram a presenca de alta

quantidade de alfa hélice, contudo foi encontrada uma pequena diferenga para a
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quantidade de folha Beta e cadeias randdmicas. Estes resultados sugerem que a
diferenca estrutural entre estas proteinas, corrobora com os resultados da analise de

sequéncia N-terminal e a analise filogenética.

Além das diferengas bioquimicas encontradas para os dois venenos, para a
crotoxina, PLAZ2 e crotapotina, nos observamos que o veneno e a crotoxina isolada da
C.d.c. exibiram alta atividade neurotdéxica em preparagcdao de musculo nervo frénico-

diafragma de camundongo, enquanto o veneno e a crotoxina de C.d.r. ndo.

Logo nos concluimos que ambos 0s venenos mostraram diferengas em suas
propriedades bioquimicas e farmacoldgicas, entre os dois venenos e estes em
comparagao com a C. d. terrificus e C. d. collilineatus. Ambas as isoformas de PLA2
demonstraram algumas similaridades estruturais em alguns aspectos, mas nos
observamos algumas poucas diferengas que provavelmente estdo associadas com as
diferencas farmacoldgicas e enzimaticas encontradas entre as isoformas de PLA2

isoladas de C.d.r.e C.d.c..



Abstract

In the north region of Brazil the Crotalus durissus ruruima (C.d.r.) is responsible for
several snake bit cases and mainly found in the region near the Venezuela and
Colombia. Although the Crotalus durissus cumanensis (C.d.c.) is other wide spread
rattlesnake in south Venezuela frontier. Both snakes are only found in the equatorial
region of South America and both venoms showed significative difference in the

composition if compared to Crotalus durissus terrificus (C.d.t).

The crotoxin is the principal toxin and responsible for the main toxicology effect of
the Crotalus durissus terrificus venom. The main focus of the thesis was isolation and
characterization of the PLA2 isoforms isolated from the both venom and characterized

the pharmacological and biochemical characterization PLA2 and other toxins.

The comparative analysis of whole venom of C.d.r. showed the marginal presence
of convulxin and gyroxin while the analysis of the C.d.c. the convulxin was absent in the
venom. Beyond this, both also showed significative differences for the PLA2 activity.
The analysis of the each crotoxin isolated from the C.d.r. or C.d.c. also showed
significant variation in comparison with C.d.t. In this work we isolated two new isoforms
of PLA2 from the C.d.r. and C.d.c. Both proteins were characterized as basic protein

and both showed a molecular mass around 14 kDa.

In the circular dichroism, both proteins showed the presence of high content of

alpha helix although they found slights differences for the beta sheets or random coil.
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These results suggest the structural difference of both proteins that were corroborated

by the N-terminal sequence analysis and by phylogenetic analysis.

Beside the biochemical differences found for both venom, crotoxins, PLA2 and
crotapotins, we observed the venom and Crotoxins isolated from the C.d.c. exhibited
higher neurotoxic activity on the phrenic nerve diaphragm preparation while the venom

and crotoxin isolated from the C.d.r. was not.

Thus we conclude that both venoms showed differences at biochemical and
pharmacological properties between both venom and these in comparison with C.d.
terrificus or C.d. collilineatus. Both PLAZ2 isoforms showed some similar structural
aspects but we observed some slight different that probably were associated with the
pharmacological and enzimatical differences found for both PLAZ2 isolated from the C.d.

c.and C.d.r.
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1 INTRODUGAO

1.1  Caracteristicas gerais dos acidentes ofidicos

Em nivel mundial, o envenenamento por serpentes é um problema maior na Asia
e nas regides da América Latina, como € o caso das ilhas do Caribe. A exatidao do
numero de casos é discutivel, como fica ilustrado em um estudo dos anos 50, que
sugere uma mortandade anual de 25 a 30 mil pessoas no mundo. No entanto, estes
dados parecem nao representar a real magnitude do problema, pois acredita-se que a
mortandade anual apenas na Asia chegue a ser de até 100 mil pessoas (Rodriguez-

Acosta, A. 2001).

Com excecao de locais muito frios, de algumas altitudes e dos circulos polares,
as serpentes habitam praticamente todas as regides do planeta e sao divididas em
quatro grandes familias: Hydrophidae, Elapidae, Viperidae e Crotalidae (Matsui et al.,
2000). Segundo Barraviera (1994) o Brasil pospbe aproximadamente 250 espécies de
serpentes, das quais cerca de 70 sao venenosas e destas 32 pertencem ao género
Bothrops da familia Viperidae, seis ao género Crotalus da familia Crotalidae, dois ao

género Lachesis da familia Crotalidae e 29 ao género Micrurus da familia Elapidae.

1.2 Epidemiologia.

No Brasil no periodo de janeiro de 1990 a dezembro de 1993 foram notificados a

Fundacdo Nacional de Saude — Ministério da Saude (FUNASA - Ministério da Saude)
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81.611 casos de acidentes por serpentes, o que representa aproximadamente 20.000

casos / ano no pais (Quadro 1).

Sudeste; 40,00%

Centro Oeste; Sul; 17,80%
15,70%

Norte: 12.70% Nordeste; 13,80%
’ y 0

Quadro 1 Procedéncia das notificagdes segundo as regides fisiograficas Brasil, 1990 —

1993 (FUNASA 2001)

A maioria das notificagdes procedeu das regides Sudeste e Sul, como mostra o
quadro 2. Estas sdo regides as mais populosas do pais e as que contam com melhor
organizacgao de servigos de saude e sistema de informagéao, para a obtengdo dos dados

coletados.
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35+

30+

25+

20+ @ Brasil

15 0O Nordeste
0O Sudeste
| Sul

5+ 0O Norte

B Centro-Oeste
1990 1991 1992 1993

Quadro 2 Coeficiente de incidéncia anual (por 100.000 habitantes) dos acidentes

ofidicos por regido fisiografica - 1990 a 1993 (FUNASA 2001)

Em 84% das 81.611 notificagdes analisadas o género da serpente envolvida é
conhecido e em 16,34% n&o foi informado. A distribuicdo dos 65.911 casos de
acidentes por serpente peconhenta, de acordo com o género da serpente envolvida,

quando esta variavel foi referida, pode ser observada na Quadro 3.
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Néo
pecgonhentas;
2.361; 2,89%

Nao informados;
13.339; 16,34%

Micrurus; 281;
0,34%

Lachesis; 939;
1,15%
Crotalus; 5.072;
6,21%

Bothrops;
59.619; 73,05%
Quadro 3 Distribuicao dos acidentes ofidicos, segundo o género da serpente envolvido

Brasil, 1990 — 1993 (FUNASA 2001).

Estatisticamente o veneno Bothropico € o que se apresenta com os maiores
numeros de notificagbes em ambito nacional, contudo se for colocado estatisticas de
notificagdes em algumas regides particularizadas como no caso da regido de Ribeirdo
Preto ou de Botucatu, o acidente crotalico aparece em segundo lugar, mas com uma
porcentagem de notificagdes proximas 6% ao ano. Mesmo a nivel nacional, o acidente
botrépico em letalidade representa apenas 0.31% de letalidade, ja o veneno crotalico

pode, pelas analises epidemioldgicas, ser considerado o mais importante (Quadro 4).
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n° n°® Letalidade

Genero Casos Obitos (%)
Bothrops 119.238 369 0,31
Crotalus 10.143 189 1,87
Lachesis 1878 18 0,95
Micrurus 558 6 0,36

Ndao informado 26.678 138 0,52
Total 158.495 720 0,45

Quadro 4. Letalidade dos acidentes ofidicos, divididos por género.

1.3 Crotalus durissus

Do ponto de vista médico sanitario, sdo quatro os géneros de serpentes
peconhentas do Brasil: Bothrops, Crotalus, Lachesis, da familia Viperidae e Micrurus,
da familia Elapidae. No Brasil ocorre uma unica espécie de cascavel, também
conhecida como cascavelha, boicininga, maracabdia ou cascavella, a qual é
denominada de Crotalus durissus ssp. Esta espécie e suas subespécies distribuem-se
desde o sul do México até o Brasil e Paraguai, com interrupgdes zoogeograficas no
Panama e ao norte do Brasil. As cascaveis medem aproximadamente 1,80 metros e se
alimentam principalmente de mamiferos e outros répteis menores (Janzen Daniel,

1991).
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C d ruruima

C. d cascavella

Quadro 5. Distribuicao das principais subespécies de cascavéis no territério brasileiro.

No Brasil ja foram identificadas algumas subespécies de Crotalus durissus

(Quadro 5):

1) Crotalus durissus terrificus.- Encontrada em regides altas e secas do Brasil,

desde Minas Gerais até o Rio Grande do Sul.

2) Crotalus durissus collilineatus - Distribuida nas regides secas da zona Centro-
Oeste do Brasil desde o Mato Grosso do Sul, Goias, Minas Gerais até o Norte do

Estado de Sao Paulo.

3) Crotalus durissus cascavella.- € encontrada nas areas de caatinga do

Nordeste do Brasil, desde o Maranhao até o norte do estado de Minas Gerais.
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4) Crotalus durissus marajoensis.- Encontrada na llha de Marajé e em toda

Ameérica Equatorial.

5) Crotalus durissus trigonicus.- Encontrada em Roraima.

6) Crotalus durissus cumanensis — Amplamente distribuida na vegetacédo de

cerrado da Venezuela e no extremo norte do estado de Roraima.

7)Crotalus durissus ruruima.- Distribuida em algumas regides de Roraima,

Amapa, Para, Amazonas e Ronddnia, bem como na América Equatorial.

1.3.1 Crotalus durissus cumanensis

A serpente Crotalus durissus cumanensis (Quadro 6a) foi originalmente descrita
como Crotalus cumanensis e depois como Crotalus durissus terrificus, e foi somente em
1965 que Hoge a designou como uma subespécie valida. (O. Grilo Rodrigues, et al
1974). Esta confusdo se deve provavelmente a suas particularidades morfométricas e
também pelo ecossistema em que estas serpentes sdo encontradas. A C. d.
cumanensis € uma das espécies mais comuns na Venezuela e responsavel por um
grande numero de acidentes. (Roze, 1996) (Quadro 6b). Seu veneno & composto
principalmente por um complexo protéico de atividade neurotoxica denominado
crotoxina, além de possuir atividade hemolitica, proteolitica, esterolitica e miotoxica.
Embora seja uma serpente endémica da Venezuela existe uma regido de contato com
uma especie brasileira chamada Crotalus durissus ruruima, encontrada no estado de

Roraima (Rodriguez e Scannone 1996).
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Quadro 6. Em 6a é mostrado a foto de um exemplar adulto de C.d. cumanensis e sua

localizagdo mais provavel (6b).
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1.3.2 Crotalus durissus ruruima

A serpente Crotalus durissus ruruima, também descrita por Hoge em 1965, é
encontrada em uma regido de cerrado ao extremo sul da Venezuela e em terras
cultivadas do norte do estado de Roraima (Hoge e Romano, 1972)(Quadro 7). Dados do
ministério da saude do Brasil mostram que 30% dos acidentes crotalicos do Brasil
ocorrem no estado de Roraima. Assim como a Crotalus durissus terrificus, a espécie
Crotalus durissus ruruima tem mostrado dois tipos de venenos, uma de coloracéo
amarela e a outra branca, trazendo como consequéncia diferengas bioquimicas, e
biolégicas, quando comparado com o veneno de Crotalus durissus terrificus, estes dois
tipos de veneno podem ser produzidos por um unico animal (Dos Santos M. C., et al.,

1993).
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1.4 O veneno - Caracteristicas gerais

Aproximadamente 90 a 95% do peso seco do veneno de serpentes é constituido
por proteinas, as quais apresentam importantes fungdes bioldgicas quando comparadas
com a fracdo ndo protéica (Tu, 1982). A fragdo ndo protéica € constituida por sais,
carboidratos, ions, lipidios e outros. (Tu, 1977). Esta mistura de toxinas e enzimas tem
evoluido para ajudar tanto na captura quanto na digestdo da presa, assim como para o

uso na defesa contra os predadores (Meier e Stocker, 1995).

Ainda ndo é conhecido com exatiddo o mecanismo de ac¢ao do veneno, contudo,
com relagcdo a patogénese decorrida da agdo do veneno, acredita-se que estes efeitos

sdo combinatorios e multi-fatoriais. (Gutierrez, .M. e Lomonte, B. 2003).

Segundo Varanda & Giannini (1994), os venenos de serpentes sao ricos em
substancias farmacologicamente e bioquimicamente ativas. Sua composi¢do quimica
varia de espécie para espécie e sua acdo depende da natureza dos elementos
presentes no veneno e da interagao bioldgica entre estes elementos. Segundo Daltry et
al. (1996), serpentes da mesma espécie podem diferir na composi¢cdo do veneno devido
a uma pressao seletiva do ambiente em que se encontram e a diversidade de animais

disponiveis para sua alimentacgao.

Embora serpentes da mesma espécie possam diferir na composi¢éo do veneno,
seus componentes parecem ter propor¢des comuns e similares dentro de uma mesma
familia, isto &, neurotoxinas (que agem sobre o sistema nervoso) sao geralmente

encontradas no veneno das familias Hydrophidae e Elapidae, enquanto que toxinas
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hemorragicas e mionecréticas sdo encontradas no veneno das Crotalidae e Viperidae

(Matsui et al., 2000).

Sendo a composi¢cdo quimica das pegonhas tdo complexa, as lesdes produzidas
por elas dependem da natureza desses elementos e da interagao biolégica de cada um
deles, também contribui para o envenenamento, outros fatores como infeccdes
secundarias, por exemplo, mesmo o estado clinico do paciente ou ainda os tratamentos
fitoterapicos em uso pela medicina popular. Por essa raz&o, alguns venenos sao
considerados principalmente neurotdxicos, como sao os casos da Micrurus ssp, outros
caracterizam-se por fortes efeitos vasculatérios, como o veneno da Bothrops jararaca,

ou miotdxicos, citando como exemplo a Bothrops jararacussu.

1.4.1 Componentes protéicos

Em relacdo a porgcao protéica do veneno das serpentes, sabe-se que sua

constituicdo é majoritariamente formada por enzimas de natureza hidrolitica tais como:

1) Oxirredutases.

Basicamente sdao encontrados dois tipos destas enzimas no veneno total das
serpentes, a L-aminoacidos oxidase que convertem o aminoacido livre a um alfa-
cetoacido (Meister, 1965; Mebs, 1970) e a lactato desidrogenase, que € responsavel

pela catalise da reagao de conversao do lactato a acido piruvico (Mclean, et al ., 1971).

2) Fosfatases.
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Fosfatases sdo enzimas que quebram ligagdes fosfomonoéster e fosfodiésteres,
sendo que as fosfodiesterases sdo as mais conhecidas e muito utilizadas como
ferramenta no sequenciamento ou caracterizagdo de oligonucleotideos e

polinucleotideos (Lasckowski, 1971).

3) Glicosidases

A hialuronidase € um exemplo de glicosidade, sendo a primeira uma enzima
capaz de catalisar a reacado de hidrdlise do acido hialurénico, facilitando a difusdo das
toxinas do veneno para dentro do tecido das vitimas. Este acido hialurénico € um

mucopolissacarideo, encontrado na pele, nos tenddes. (Meyer et al, 1960).

4) Proteases

Existe um grande numero de proteases encontradas no veneno, quase todas
dependentes de cofatores como ions metalicos (calcio e magnésio). As proteases
podem ser classificadas em dois grandes grupos: as exopeptidases e as

endopeptidases (lwanaga et al., 1976).

5) Lipases

O veneno também pospoe varias enzimas lipoliticas, tais como as fosfolipases e
as acetilcolinesterases. As fosfolipases A; sédo as lipases mais estudadas devido a sua

importancia bioldgica. (Tu, 1977).
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1.4.2 Componentes nao protéicos

Além das enzimas hidroliticas o veneno total pospde também outras moléculas
de importancia biolégica sem atividade enzimatica como as desintegrinas, lectinas,
potencializadores de bradicinina, precipitados natriureticos. A por¢do nao protéica do

veneno de serpentes é constituida por compostos orgénicos e inorganicos.
1) Orgénicos

Os compostos organicos sao constituidos por aminoacidos livres, lipidios,

agucares, nucleotideos e aminas biogénicas. (Sasaki, 1960; Shipolini et al., 1965).
2) Inorganicos

No veneno total encontram-se varios tipos de ions, sendo o calcio, 0 magnésio e
0 zinco os principais. Estes ions sdo importantes cofatores de varias enzimas, tais como
as metaloproteases (dependentes do zinco e magnésio), as fosfolipases A;
(dependentes do Ca*?) e as proteinas trombina-like (dependentes de Mg*?) (Tu, 1977;

Jia et al., 1996).
1.5 O veneno Crotalico

Em 1938 Freankel e Conrat, pela primeira vez isolaram a partir do veneno da
Crotalus durissus terrificus uma fragdo por técnicas de precipitacdo com sulfato de

aménio, uma proteina denominada de crotoxina, posteriormente outras fragoes
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passaram a ser isoladas e purificadas. Posteriormente varios autores durante as

décadas de 60 e 70 isolaram os demais componentes do veneno total.

1.5.1 Crotamina.

Esta fragdo isolada do veneno total da cascavel é uma proteina neurotoxica de
baixo peso molecular, de carater basico, integralmente caracterizada pela primeira vez
por Gongalves e Vieira, (1950) no Brasil. Foi uma das primeiras toxinas isoladas do
veneno total de Crotalus durissus terrificus a ser sequenciada completamente por Laure
(1975). Seus efeitos farmacologicos analisados e caracterizados por Vital Brazil e

colaboradores em 1979 (Brazil et al., 1979).

1.5.2 Convulxina

Esta lectina tipo C simile foi caracterizada por induzir convulsées e disturbios
respiratorios e circulatérios, € uma toxina de alta massa molecular, que se comporta
como uma proteina homogénea. (Prado-Franceschi, J. e Vital Brazil O. 1981). Apesar
de sua similaridade estrutural com outras lectinas tipo C multiméricas de outras
serpentes, esta proteina ndo é capaz de hemaglutinagdo de eritrocitos, mas pospoe
capacidade de interacdo com receptores protéicos especificos, mas que podem
contribuir para, por exemplo, aumento da secregao de insulina via ativagdo de quinases
e que podem induzir outros efeitos farmacolégicos como a toxicidade renal (Toyama et

al., 2001 e Martins et al., 2002).
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1.5.3 Giroxina

Esta fracdo protéica € farmacologica e bioquimicamente pouco conhecida,
produz uma sindrome convulsiva, em condi¢gées experimentais em camundongos. A
primeira descricdo do isolamento da giroxina foi feita por Seki et al., (1980), sendo
posteriormente o processo de fracionamento modificado por Alexander et al., (1988)
que foram os primeiros a caracterizar a sua atividade trombina likesimile desta fragao.
Além deste componente trombina like, recentemente Fonseca et al., (2006) isolaram da
giroxina da Crotalus durissus cascavella uma proteinas com atividade L-amino-

oxidasica com forte atividade sobre a agregagao plaquetaria.

1.5.4 Crotacetina

A crotacetina € uma outra lectina tipo C, que apresenta uma homologia
sequencial muito proxima a da convulxina. Foi isolada e caracterizada por Radis-
Baptista et al., (2006), que mostraram que esta proteina diferentemente da convulxina,
apresenta uma atividade hemaglutinante e antibacteriana. Esta toxina aparentemente
parece ser um produto derivado da biossintese da convulxina e que ¢é isolada junto com
a convulxina por processos convencionais de fracionamento em Sephadex G 75, mas
que podem ser separadas por colunas de exclusdo molecular realizadas sobre matrizes

de silica ou poliestirenos de alta resisténcia (Protein Pack 300SW).
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1.5.5 Crotoxina.

Esta proteina é a principal neurotoxina encontrada no veneno total da
cascavel Crotalus durissus terrificus, representa aproximadamente 50% do peso seco
do veneno total e foi a primeira neurotoxina a ser purificada e analisada em 1938 por
Fraenkel-Conrat. A crotoxina € a responsavel pela alta toxidade do veneno, atuando
nas terminagdes nervosas, respondendo pelas paralisias motoras e respiratérias, em

condigdes experimentais.

Além destas atividades, a crotoxina bem como o veneno total tem um efeito
inibitério sobre a resposta humoral e ndo sobre a resposta celular sugerindo que o
veneno de Crotalus durissus terrificus e seus componentes toxicos principais, possam
ter um efeito supressivo da resposta humoral. Esta seria modulada através de seu
efeito sobre os macrofagos que podem causar diminuigdo dos niveis de anticorpos. Nao
se conhecem 0s mecanismos envolvidos na atividade imunossupressora do veneno de

Crotalus durissus terrificus ou da crotoxina (Rangel-Santos, A. C., e Mota, |. 2000).

Esta proteina € um heterodimero composto por duas diferentes subunidades:
uma fosfolipase A, (PLA;) (componente basico) com uma massa molecular de 14,5 kDa
e um componente denominado crotapotina, (componente acido) com uma massa

molecular de 9 kDa. (Bon et al., 1979).

A crotoxina € o componente majoritario encontrado no veneno total de Crotalus
durissus sp. Segundo Breithaupt (1976) e Bon et al. (1979), a crotoxina, do ponto de

vista farmacolégico e fisioldgico, possui dois tipos de agdes: uma pré-sinaptica (Bon et
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al., 1979, Hawgood e Santana de Sa, 1979) e uma pos-sinaptica (Hawgood e Santana
de Sa 1979 e Bon et al, 1979) ela pode inibir a transmissdao axénica afetando

fortemente o fluxo normal de ions Na+ e K+ ao longo da acgao.

O efeito da crotoxina na transmissao pré-sinaptica causa uma modificagao
trifasica na liberagdo de neurotransmissores das terminagdes nervosas motoras. Esta
modificagao trifasica € caracterizada por uma depressdo fugaz na liberacdo de
acetilcolina seguida de um ligeiro aumento que precede o bloqueio irreversivel da

transmissdo neuromuscular (Chang e Su 1982).

Os efeitos da crotoxina em nivel pds-sinaptico, caracteriza-se pelo bloqueio da
resposta da acetilcolina através de uma estabilizacdo do receptor de acetilcolina de um
estado conformacional inativo (Bon, et al., 1979). Com isso, impede a transmisséo do
estimulo nervoso para o musculo se contrair. Elas causam morte por faléncia

respiratoria, sendo a ptose palpebral um dos primeiros sinais da acdo do veneno.

Sabe-se, porém que as metodologias utilizadas para purificagdo destas
neurotoxinas nado conseguem distinguir diferentes isoformas presentes no proprio
veneno. De fato a crotoxina, que é a principal toxina no veneno de Crotalus durissus
terrificus, pode possuir até 16 diferentes isoformas, com diferentes graus de poténcia

quanto a sua toxicidade (Faure e Bon, 1987).

A Crotoxina apresenta varias isoformas que sdo consequéncia, muitas vezes da
alteragao de um unico aminoacido (Faure e Bom 1987). A multiplicidade e a diversidade

destas isoformas de crotoxina parecem ser resultado de:
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¢ Modificacdo pds-transducional que ocorre sobre uma unica forma do
transcrito primario levando a formacdo de isoformas de crotapotina
(Bouchier et al., 1991).

e A expressao de diferentes RNAs mensageiros, levando a formagao de
isoformas de PLA2 ( Faure et al., 1994). A crotoxina, principal neurotoxina,
pertence a classe das B-neurotoxinas, da serpente de Crotalus durissus
terrificus, possui varias isoformas, que podem ser, na verdade,

combinacgdes das subunidades de crotapotina e fosfolipase A..

A crotoxina € uma proteina heterogénea. Varias isoformas ja foram isoladas do
veneno de uma unica serpente e resultam da associagao de varias isoformas de duas
subunidades (Faure e Bom 1988). O grande problema para o estudo desta neurotoxina
€ se obter um material com alto grau de homogeneidade molecular, que sirva para o
estudo tanto da acdo isolada do complexo crotapotina-fosfolipase, bem como da

atividade biologica de suas subunidades.

A crotoxina ligaria ao receptor, formando, portanto um complexo ternario, depois
do qual, uma mudanga conformacional ocorreria induzindo a dissociacédo da crotapotina
(DELOT E BON, 1993). Aléem de ter um efeito neurotdxico, a crotoxina & também
miotoxica, afetando  diretamente as células do musculo  esquelético
(GOPALAKRISHNAKONE et al.,1981). A toxicidade ao musculo esquelético foi

demonstrada in vivo por GOPALAKRISHNAKONE et al. (1984).
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1.6 Crotapotina

A crotapotina foi inicialmente descrita como uma molécula “chaperone” das
Fosfolipases A, de Crotalus durissus terrificus. A crotapotina potencializa a toxidade da
PLA2 (Bon, et al., 1979); e este fenbmeno de potencializagdo € interpretado como um
fendmeno farmacocinético, onde o componente acido pode proteger a fosfolipase A, da
inativagdo por ligagdo a sitios de baixa afinidade. No entanto, a crotapotina inibe a
atividade enzimatica da PLA2. (Laure, 1990). Além deste efeito, a crotapotina isolada
do veneno total de Crotalus durissus terrificus também possui uma atividade
antiinflamatoria. Inibindo a atividade inflamatéria ndo somente da PLA2 de C. d.
terrificus, mas outras PLA2 de outros venenos (Landucci et al., 1995). Camara e
colaboradores (Camara et al., 2003), mostraram que a crotapotina de C.d. terrificus nao
induziu qualquer tipo de alteragdo em edema de pele, mas ja uma das crotapotinas
isoladas do veneno total de Crotalus durissus cascavella (C. d. cascavella) e Crotalus
durissus collilineatus (C. d. collilineatus) mostraram serem capazes de induzir um
edema agudo e discreto se comparado ao das PLA2 isoladas. Oliveira et al., (2003),
usando a crotapotina de C.d. cascavella mostraram uma discreta atividade
antibacteriana e nefrotoxica e Garcia et al., (2003) mostraram que a crotapotina, foi
capazes de induzir uma modificagao na proliferagao celular de linfocitos via mediagao
da sintese de prostaglandinas PG2 pela crotapotina de C. d. collilineatus. E,
recentemente tem sido evidenciado que a crotapotina de Crotalus durissus terrificus é
capaz de inibir em até 54% o efeito inflamatdrio e miotéxico de varias PLA2 de origem

botrépico, tais como: Bothropstoxina-l (BthTX-I) e Bothropstoxina-ll (BthTX-Il), de
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Bothrops jararacussu; Pirotoxina-I (PrTX-l) e Pirotoxina-Ill (PrTX-Il), de Bothrops pirajai

e Moojenitoxina-Il (MjTX-Il), de Bothrops moojeni (Cecchini et al., 2004).

1.7 Fosfolipase A;

As fosfolipases A; (PLA2) sdo enzimas amplamente distribuidas na natureza,
podendo ser encontradas em bactérias, plantas, tecidos de mamiferos (pulmé&o, figado,
baco, coracgao, eritrécitos, plaquetas e leucdcitos polimorfonucleares). No entanto, as
mais conhecidas e amplamente estudadas sdo aquelas encontradas nos tecidos
pancreaticos de mamiferos e nos venenos de serpentes e insetos (Verheij, et.al., 1981).
Todas as PLA2s de venenos contém cerca de 120-135 aminoacidos, varias pontes de
sulfeto e uma alta conservacdo da estrutura tridimensional. Além disso, a maioria
dessas PLA2s tém atividade catalitica, mas a caracterizagcao sistematica destas tem
conduzido para a identificacdo de varias variantes de PLA2 como as PLA,-like que sao

cataliticamente inativas (Gutierrez et al.,1995).

Estas moléculas sdo enzimas que desempenham importante papel no
metabolismo de lipidios com alta especificidade estéreo especifica para hidrolise da
ligacdo 3sn-fosfoglicideos na posicdo sn-2, sendo, portanto denominada de PLA2
(Roberts, 1996 e Dennis, 1997). O mecanismo para catalise das PLA2 foi proposto por
Scott e Singer (1994), envolve uma interacdo altamente especifica com
glicofosfolipidios, nesta catalise ha participagdo de calcio como cofator, o sitio ativo e
molecular da agua. As PLA2 consistem uma superfamilia de proteinas que tém sido

caracterizadas como uma importante familia de enzimas transdutoras de sinal, atuando
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como proteinas que interagem de forma especifica com receptores denominados do
tipo M e N ou como efetores de atividades biolégicas intracelulares (Dennis, 1997).

Desta forma € possivel dividir as PLA2 em um outro tipo, as citosolicas.

As PLAZ2 secrettrias sédo proteinas de baixo peso molecular com a presenca de
pontes de sulfeto, com uma massa molecular de aproximadamente 13 a 15 Kda e séo
produzidas e secretadas por células (Gutierrez et al., 1995, Valentin e Lambeau, 2000).
Estas proteinas normalmente requerem concentragées milimolares de Ca+2 para a

atividade catalitica 6tima.

As PLA2 pancreaticas de mamiferos sao produzidas no pancreas e secretadas
com zimdgenos, com a presenga de um heptapeptidio na regido N-terminal na enzima
inativa. Contudo, no caso das serpentes ou de outros animais peconhentos, diversas

isoformas de PLA2 s&o constantemente sintetizadas (Ducancel et al., 1988)

As isoformas geralmente apresentam graus diferenciados de atividade
enzimatica e atividade toxica, sendo que estas podem estar conectadas ou
relacionadas com a atividade enzimatica ou ndo, como evidenciados para as miotoxinas
K49 que exibem varias atividades farmacolégicas, desde a atividade neurotdxica,
cardiotoxica, nefrotdxica, mionecréticas, anticoagulante, convulsionante, hipertensivo e
edematogenico. Portanto estas PLA2 K49 diferentemente das PLA2 D49
(cataliticamente ativas) sdo capazes de desencadear suas atividades bioldgicas
independentemente da liberagdo do acido araquidbnico (Pederson, 1994). Neste

contexto, segundo Kini R.M. (2003), as PLA2 procedentes de veneno de serpentes
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compartilham uma similaridade em estrutura e fungao com as enzimas de mamiferos.
No entanto dentre as PLA2 de veneno de serpentes, muitas sao toxicas e induzem um
amplo espectro de efeitos farmacolégicos. Prepde-se que as PLA2 procedentes de
veneno de serpentes possuam uma habilidade de se unir a um “sitio especifico”, devido
a sua alta afinidade de se ligar a proteinas especificas que atuam como receptores ou
aceptores. Essa ligacao especifica de PLA2 se dispbe pela presenga de um sitio
“farmacolégico” em sua superficie, que é independente do sitio catalitico. Assim, o

quadro 8 representa a hipotese apresentada por Kini, R.M. (2003):

De acordo com este modelo as PLA2 podem exercer sua atividade bioldgica

pelos seguintes mecanismos.

1 — A célula alvo difere de uma célula ndo alvo (extremo direito), pela presenca
de um sitio alvo (A). As células ou tecidos diferentes possuem os sitios alvos distintos
na superficie. Estes sitios alvos podem ser uma proteina ou glicoproteina

transmembrana que se encontra na superficie da célula.

2 — Temos o sitio complementar ao sitio alvo, o sitio farmacolégico (Far) esta
presente na PLA2 especifica, além do sitio catalitico (Cat). Uma PLA2 nao especifica
(extremo direito) ndo possui o sitio farmacoldgico (F). A natureza e a ubiquagao dos

sitios farmacolégicos na superficie molecular das PLA2 variam com a enzima.

3 — Quando se administra a PLA2, através da via intraperitoneal ou intravenoso,
as PLA2 especificas procuram e se ligam as células alvos, devido a sua afinidade alta

pelo sitio alvo Esta ligacdo especifica, assim como a acessibilidade do sitio alvo,
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dependeria da acessibilidade da célula. De outro lado, uma PLA2 nao especifica vai se
ligar a muitos tipos diferentes de células. As PLA2 nao especificas, assim, ndo vao lesar

a célula alvo eficazmente como a PLA2 especifica.

4 — Um sistema in vitro ou ex vivo, uma célula, tecido ou 6rgéo incuba-se com a
PLA2. As PLA2 especificas e ndo especificas podem lesar a célula alvo e poderiam
exibir “efeitos farmacoldgicos”. Isto € particularmente verdade quando a atividade
enzimatica desempenha um papel maior, induzindo o efeito farmacologico, embora
sejam necessarias quantidades mais altas (ou cataliticamente as quantidades muito
eficazes) de enzimas ndo especificas para induzirem os efeitos similares das PLA2

especifica.

5 — As PLA2 especificas se ligam ao alvo (ou aceptor), a proteina na membrana
plasmatica (MP) com uma alta afinidade (10P-9P M). No entanto, também ocorre uma
afinidade baixa (10P-4P a 10P-6P M) quando se liga a fosfolipidios. Os estudos de
ligacdo especifica sempre indicam a afinidade alta e baixa aos sitios alvos. A afinidade
€ alta ao sitio alvo, é baixa comparada a sitios de ligagdo de baixa afinidade. Os
tratamentos para destruir as proteinas alvo produzem a perda da alta afinidade de se
ligar, mas ndo baixa a afinidade dos sitios alvos. Assim, as PLA2 ndo especificas ligam-

se aos fosfolipidios com a afinidade baixa e n&o se liga ao sitio alvo.

6 — Vemos que o sitio alvo é um “bom encaixe” para o sitio farmacolégico em
espécies de células ou tecidos susceptiveis. Nas espécies ndo susceptiveis, aquelas

que tém sofrido processos de mutagdes (M) ou modificagdes pos traducionais (MPT)
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como (glicosilagdes, células ou tecidos susceptiveis sdo suficientes para alterar a
afinidade especifica da PLA2 com a célula alvo. Isso explica a especificada das
espécies observadas, na habilidade das PLA2 de exibir seus efeitos farmacolégicos

(Kini, M.R 2003).

1. Sitio alvo na superficie celular 2.8itio farmacolégico das PLAZ2
Far Far Far
ST @® QOO & @ ¢ @
pYg Ny A
3. Administrag&o "in vivo''das PLA2 4, Estudo de PLA2 "in vitro" ou "in vivo"

0o W, S50 . W@
22 00 T co = I %gﬁ

o e B » ¢
54 o oz e e o il
TV v

5. Ligacao de afinidade de PLAZ2 6. Espécie especificas
PLAZ especn’ ica PLAZ especifica
bauxa bauxa balxa ba|><a ba|><a
M MPT
MP—t I | | | M | M
Suceptive MNEo Mo

Suceptivel  Suceptivel

Quadro 8 - Modelo para explicar os efeitos farmacolégicos das PLA2 (Kini, M.R. 2003).

Além destes mecanismos, recentemente, nestas ultimas décadas, receptores e

proteinas pra PLA2 secretérias € de venenos tem sido identificados em mamiferos,
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sugerindo que as PLA2 do veneno possam exercer sua toxicidade através da interagao
com proteinas, que seriam, portanto os mesmos receptores para as PLA2 secretoérias
produzidas pelos mamiferos alem da atividade enzimatica. Até o presente momento
foram caracterizados dois receptores denominados M e N. (Valentine e Lamdeau, 2000)

(Quadro 9).

A interacdo da alta afinidade da PLA2 com seu aceptor (proteina alvo) devem-se
provavelmente a complementaridade de carga, hidrofobicidade e for¢cas de Van der
Walls, que se da entre o sitio farmacologico e o sitio alvo na superficie do receptor
protéico ou aceptor. A PLA2 pode induzir seus efeitos farmacolégicos por mecanismos

dependentes ou independentes de sua atividade enzimatica.

ext. int.

C=—=—==0
ORI e
M- 1 2 3 4 5 & 7 8 & c{:‘“
=3
)
L JL JL JL IL ]
Darminic Daminio COR-like Darminio
rico-cisteing repetido transmembrana
Darminic Carminio
Fibronectin-like citoplasmatico

type II

Quadro 9. Receptor tipo M para PLA2 secretorias e possivel local de interagdo da PLA2

com o receptor.
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A identificagdo dos sitios farmacolégicos tem o potencial para a exploragao no
desenvolvimento de novos sistemas uteis, devido ao amplo espectro de especificidade
em tecidos e 6rgaos, para o “direcionamento” de proteinas especificas a um tecido alvo
particular ou 6rgdo. De acordo com a literatura as PLA2 sdao muito mais que
simplesmente enzimas hidroliticas, as pesquisas recentes buscam os novos papéis das
PLAZ2 intracelulares, no entanto, varias enzimas secretadas tém sido registradas na
maioria das células. Também tém sido encontrados varios novos papéis das PLA2 que
diferem consideravelmente das PLA2 secretadas. A extensa literatura sobre PLA2
indica a importancia destas enzimas para muitas areas de pesquisa em bioquimica,

biologia molecular, biologia estrutural, toxicologia, toxinologia e medicina.

1.8 Classificagcao das Fosfolipases.

As fosfolipases sao classificadas dependendo de sua estrutura, do seu
mecanismo de catalise e de acordo com seu sitio de hidrdlise sobre o triacilglicerol.
Podendo desta forma ser inicialmente classificadas em Fosfolipase A1, Fosfolipase A2,

Fosfolipase B, Fosfolipase C, Fosfolipase D (Quadro 10).
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Quadro 10. Principais classes de lipases e seus respectivos sitios de atuacao

catalitica.

No caso das PLA2, estas também podem ser classificadas segundo algumas
caracteristicas tais como, localizagao celular (secretérias ou citosolicas), de acordo com
a massa molecular (de alto ou baixo massa), dependéncia ou n&o de calcio para sua
atividade enzimatica, de acordo com o numero de pontes de sulfeto. Desta forma as
PLA2 conhecidas até o presente momento podem ser colocadas em algumas das

classes de PLA2. Atualmente estas PLA2 estdo colocadas de acordo com a Tabela 1.

Grupo Crigem Localizagao kDa CaZ* 55 |Caracteristicas
|

A Elapidico e Hidrofilidico  |Secretada 1315 m i Par His-Asp

B Péancreas suinod humano |Secretada 13-15 mM 7 Par His-Asp, alga elapidica
] - o

A Eﬂﬁgﬂg{?ﬁﬂ;ﬂ“m Secretada 1315 mM 7 |ParHis-Asp, C-terminal.

B Vibora de Gordon Secretada 1315 mM B Par His-Asp, C-terminal.

c Testiculo de rato Secretada 15 mi g Par His-Asp, C-terminal.
] Abelhas e lagartos Secretada 16-18 mh 5 Par His-Asp, C-terminal.

Ser-228 na seqiléncia consenso
GLSGS.

v |Rimderatonovo 2637 icitosolicas 85 | <HM Arg-200, Asp-548
2Ll gl (et Ser-505 fosforilacao do sitio
Dominio do sitio Gal B
Humano/ ratof coragao - = -
Y camundongo, puimao e | Secretada 14 mM B P? r El‘ljjs‘] allg:a LeDGE Ll
macrofago P388D1 nan L-erminal.

. . Seqiéncia consenso repetida
Macrifago da linhagem

vl Citosolica 80-85 — CXSHG
celular P228D1 Complexo de 340 kDa
_ Sequincia consenso. GXGXG
Wil Plasma humano Secretada 45 Ser-273, Asp-298, His-351
Wil Cérebro bovino Citosolica 29 — Ser47
4 Caracol marinho Secretona 14 <mM G Par His-Asp
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Tabela 1: Caracteristicas de um grupo maior de Fosfolipases A2.

1.9  Estrutura e fungao das Fosfolipases A2

As PLAZ2 secretorias séo proteinas de baixo peso molecular (13 a 15 KDa) com a
presenca de sete pontes dissulfeto e sdo secretadas por células. Geralmente requerem
concentracdo mM de calcio para sua atividade enzimatica e podem ser inibidas pelo
brometo de bromofenacil (pBPB), que impede a ligagdo do calcio modificando
aminoacidos e alternado a estrutura da proteina. Estas enzimas foram primeiramente
caracterizadas no suco pancreatico de mamiferos, mas também sdo abundantemente

encontradas no veneno e na secrecao anal de serpentes de todas as familias.

Ja foram caracterizados mais de 100 membros desta familia de PLA2 que sao
capazes de hidrolisar glicerofosfolipidios contendo um grupamento de ésteres de
fosforil, de colina, etanolamina, inositol e glicerol ao acido fosfatidil livre. A hidrélise de
glicerofosfolipidios esterificados com fosfatidilcolina, etanolamina ou inositol gera dois
produtos extremamente importantes, o acido araquiddnico e o lisofosfolipidio que € um
precursor de lipideos bioativos tais como prostaglandinas, leucotrienos e tromboxanos,
sendo que ha evidencias de que estas enzimas poderiam também atuar em respostas
imunoldgicas, inflamacdes, ploriferagdo celular e vasoconstricdo (Chang et al. 1977,
Bomalaski e Clark, 1993; Mukherjee et al. 1994; Hanada et al. 1995). Desta forma as
PLAZ2 induzem a producéo tecidual de varios tipos de lipidios biologicamente ativos, que

irdo entao induzir os diferentes tipos de atividades farmacolégicas (Quadro 11).
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Quadro 11. Atividade da PLAZ citosolicas e os produtos da degradagéo do fosfolipidios

de membrana e suas diferentes atividades fisiolégicas e farmacoldgicas.

As enzimas das classes | e Il apesar de possuirem origens filogenéticas distintas,
possuem uma estrutura terciaria com os mesmos motivos estruturais, que incluem a
presenca de trés segmentos em alfa hélice, a presencga de algas e folhas beta (Quadro
12). As PLA2s classes | e Il conttm um ion de célcio coordenado dentro desta
estrutura, que é definido como nucleo hidrofébica onde esta localizado o sitio catalitico

destas moléculas. Este canal formado pela hélice encontra-se aberto a superficie
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externa da molécula e durante a atividade enzimatica € ocupado pelas cadeias acilas

do substrato.

"C-terminal loop"
a) "Calcium binding loop" ) i b)

N /
ca* 'y \ !

Helice 3 };‘ Yi

Helice 2

Helice 4

A\j Helice 1
g [S—Winé'\'

Quadro 12. 12a, mostra a estrutura terciaria da PLA2 de Bothrops pirajai, destacando-

se a localizacdo das estruturas secundarias desta molécula. 12b mostra detalhes da

ligacado do calcio e sua coordenagado com o loop de ligagcédo do calcio e com a His 48.

Este canal ou nucleo cor hidrofobico é ocupado pelas cadeias acilas do substrato
(Arni e Ward, 1996). Estas enzimas possuem um loop de ligagdo de ion calcio,
denominado de “calcium-binding loop” que possui uma sequéncia consenso de glicinas
que conferem a este loop uma grande flexibilidade estrutural, que permite trés atomos
de oxigénio das carbonilas proximais para coordenagdo molecular primaria do calcio.
Além disso, a residua carboxila da Asp 49 participa secundariamente da coordenagao

do calcio (Rigden et al., 2003). As PLA2 classe | e Il também possuem uma estrutura
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em folhas beta antiparalelas conservadas, que formam a B-Wing, apesar desta estrutura
secundaria ndo participar da catalise esta estrutura tem sido relacionado a varias
atividades farmacologicas tais como neurotoxicidade, miotoxicidade ou atividade

anticoagulante (Harris, 1991, Yang, 1994 and Soares et al., 2000).

A catalise das PLA2 secretérias € analogo ao mecanismo de agao das serino
proteases, envolvendo as cadeias laterais dos residuos de Asp99, His-48 e uma
molécula de agua (Scott e Sigler, 1994). Estudos cristalograficos de PLA2 complexados
com analogos do estado de transigdo, que confirmaram alguns aspectos da catalise,
que pode ser dividido em trés estagios: 1)Ataque base mediado sobre o substrato,
2)Formacao e colapso do intermediario tetraédrico e 3)Liberagao dos produtos. Quando
0 substrato esta presente, o calcio primariamente faz coordenagbes (pentagono
bipiramidal) com os atomos de oxigénio de duas moléculas de agua, o oxigénio do
Aspartato 49, e do esqueleto formado pelos residuos de Gly32, Tyr28 e Gly30. Durante
a entrada do substrato no sitio catalitico ocorre uma acomodacao do substrato dentro

do canal hidrofébico da enzima (Scott e Sigler, 1994).

No modelo de agdo das PLA2 a unidade catalitica compreende os residuos de
aminoacidos His 48 (posicao 48 da cadeia polipeptidica), Asp 99 e uma molécula de

agua .

A unidade catalitica das fosfolipases (PLAZ2) & constituida pelos residuos His-48,
Asp-99 e uma molécula de agua. No mecanismo de catalise proposto, (Verheij et al.,

1980) um proéton na posicéo 3 do anel imidazol do aminoacido His-48 esta envolvido em
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uma forte interagdo com o grupo carboxilico da Asp-49, impedindo que ocorra uma
rotacdo no anel imidazol (que esta envolvido com a catélise), deixando o nitrogénio da

posicao 1 deste anel na posi¢gao espacial propria.

Neste modelo de catalise uma molécula de agua promove entdo um ataque
nucleofilico ao carbono do grupo éster do substrato e nesse momento o anel imidazol
da His-48 recebe um préton da molécula de agua facilitando a reagédo. Logo apds
ocorre a hidrdlise da unido acil-éster na posicao sn-2 do fosfoglicerideo (substrato), este
préton € doado pelo anel imidazol para o oxigénio que forma entdo um grupo alcool de

lisofosfolipidio a ser liberado, (Verheif, et al., 1980) (Quadro 13).
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Quadro 13. Representacdo esquematica do mecanismo catalitico proposto para as

PLA2. (Verheij et al., 1980).

O sitio para unido do calcio, importante para a catalise, apresenta um cation
ligado pelo oxigénio do grupo carbdénico dos residuos Tyr-28, Gly-30, Gly-32 e por
oxigénio da cadeia lateral do residuo Asp-49. No mecanismo de catalise, o calcio tem
dupla fungado: primeiro: fixar o fosfato e segundo: estabilizar a carga negativa do
oxigénio do grupo carbdnico da ligagao éster na posicdo sn-2 do substrato. (Yang,

1994).

O ion calcio cataliticamente importante esta ligado pelos oxigénios da Tyr-28,
Gly-30, Gly-32 e pelo oxigénio da cadeia lateral do Asp-49. No mecanismo da catalise,
o calcio tem dupla fungéo, fixar o fosfato e estabilizar a carga negativa do oxigénio do
grupo carbonil da ligagdo éster da posi¢cdo sn-2 do substrato (Yang, 1994). As
fosfolipases A2 que ndo dependem de caélcio, sdo de forma gerais ativadas e
estabilizadas na presenca de ATP. Basicamente o ATP modularia a polimerizacao

dessas PLA2, o que a tornaria cataliticamente ativa e estavel (Dennis,1994).

1.10 Fosfolipases A2 Lys 49 (Cataliticamente nao ativas).

As PLA2s de serpentes possuem varios efeitos farmacoldgicas tais como:
neurotoxicidade pré e pds sinaptica, miotoxidade (Azevedo Marques et al., 1982; Cupo
et al.,, 1988), atividade coagulante (Landucci et al.,, 1994) e anticoagulante,
convulsionante, hipotensiva, hemolitica (Rosenfeld, 1971), hemorragica e

edematoldgica (Kini e lwanaga, 1986: Kini e Evans, 1987). Estas atividades nao
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necessariamente envolvem a geragao de lipideos biologicamente ativos, portanto
dependem de mecanismos independentes da atividade catalitica (Gutiérrez e Lomonte,
1995). Segundo Valentin et al (1999), mostram evidéncias de que os efeitos
farmacolégicos sdo mediados via receptores de alta afinidade por determinados tipos

de PLAZ2.

Durante muito tempo a atividade enzimatica da PLA2 foi uma condigdo
sinequanon para a atividade farmacologica. Apos o isolamento e caracterizagédo
molecular das PLA2 Lys 49 (Maraganore et al., 1984), que estruturalmente mantém os
mesmos motivos estruturais das PLA2 D49 (cataliticamente ativas), que para usarem o
calcio durante a catalise ha necessidade de uma coordenagao secundaria importante
dos grupos carboxila das Asp 49. Portanto, a substituicdo da Asp 49 (D49) por Lys 49
(K49), indisponibiliza a presenca deste secundo grupo de coordenagao e assim a
atividade enzimatica é perdida (Quadro 13). As PLA2 Lys 49 s&o proteinas desprovidas
de atividade catalitica, mas responsaveis por varias atividades biologicas, que sao
independentes da liberagao do acido araquidonico (Maraganore, et al., 1984; Gutierrez

e Lomonte, 1995; Arni e Ward, 1996 e Selistre et al., 1996).

Segundo Gutiérrez e Lomonte (1995) as PLA2 poderiam se ligar a determinados
sitios, com uma carga parcial negativa que poderiam servir de ancoragem para as
PLA2. Unidas assim a membrana celular, poderiam gerar uma desorganizagao da
membrana levando a alteragdo na permeabilidade e consequente destruicido celular
devido preferencialmente a desorganizagao celular mais do que pela toxicidade da

PLA2. Segundo Kini (1997) as PLA2 isoladas do veneno de serpentes poderiam
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interagir com determinadas células mediante reconhecimento especifico de
determinados receptores ou “sitios ativos”. Desta forma as PLA2 n&o especificas podem
interagir ao acaso com todos os tipos de células, incluindo as “células alvo”. Assim o
efeito farmacolégico produzido pela interagédo da PLA2 nao especifica € menos potente

do que em uma interagao especifica (Kini, 1997).
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2 Objetivos

2.1 Gerais

a) Caracterizagdo molecular do veneno das serpentes de Crotalus durissus

ruruima e Crotalus durissus cumanensis.

b) Isolamento e caracterizagdo molecular das crotoxinas isoladas a partir destes

venenos.

c) Isolamento e Caracterizagdo molecular e farmacolégica de PLA2 do veneno

de serpentes de Crotalus durissus ruruima e Crotalus durissus cumanensis.

2.2 Especificos.

a) Caracterizagao bioquimica das PLA2

b) Caracterizagao farmacologica

c) Analise evolutiva das PLAZ2.
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3 Materiais e Métodos

3.1 Animais

Os animais utilizados foram camundongos Swiss, machos, adultos (45 dias),
cedidos pelo Biotério Central do Instituto de Biociéncias da Universidade Estadual

Paulista, Campus de Botucatu.

3.2 Venenos e Reagentes

Os venenos de Crotalus durissus ruruima e Crotalus durissus cumanensis, foram

adquiridos do CETA - Centro de Extracdo de Toxinas Animais, Morungaba (Sao Paulo).

Todos os solventes, produtos quimicos e reagentes utilizados foram de grau
HPLC, grau sequéncia ou de alto grau de pureza, obtidos dos laboratérios Sigma,

Aldrich Chemicals, Merk, Cristalia e Bio Rad.

3.3  Purificagao do veneno

As PLA2s cataliticamente ativas encontradas no veneno de C.d.c. e C.d.r. foram
obtidas a partir de uma combinagdo de varios processos cromatograficos, que serao

discutidos a sequir.

3.3.1 Cromatografia de exclusao molecular em HPLC

20 mg de veneno total de foram homogeneizados em tamp&o bicarbonato de

amoénio 0,1M, pH 7,9 até a sua completa dissolugcdo. Esta solugao de veneno foi entao
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centrifugada a 2500¢g por 5 minutos para clarificacdo da solugédo. O sobrenadante obtido
foi entdo aplicado a coluna pré-empacotada de exclusdo molecular, Protein Pack SW
300 (0.78 x 30cm) (Waters) acoplada ao sistema LC-biocompativel, APPS LC 650E
(Waters), foi previamente equilibrada com o tampao bicarbonato de aménio, pH 7,9,
0,1M, antes da aplicacdo da amostra. A eluicdo do material foi realizada a um fluxo
constante de 0,2 ml/min com tampao bicarbonato de amoénio, pH 7,9, 0,1M e
monitorada a uma absorbancia de 280 nm. As fragdes coletadas em um coletor de

fragdes automatico Foxy 200 foram liofilizadas e guardadas a -20°C.

3.3.2 Cromatografia de fase reversa em HPLC

Nas etapas anteriores concomitantes ao fracionamento, foram também
realizados experimento para a caracterizacdo PLA2 do veneno e de suas fragcbes ao
longo da corrida cromatografica. O sistema cromatografico utilizado foi o HPLC - PDA
991 (Waters), equipado com duas bombas Waters modelo 510/B, um injetor automatico
de amostras U6K com um “loop” de 2,0 ml e uma coluna p-Boundapak C-18 (0,78 X 30
cm analitica Waters), previamente equilibrada com Tamp&o A (acido trifluoracético

0,1%, pH 3,5), que também foi utilizado para a homogeneizagao das amostras.

A corrida cromatografica foi feita usando um gradiente de concentragdo de
tampao B (acetonitrila 66% em tampdo A), o fluxo foi mantido em 1ml/min e o
monitoramento do cromatograma foi realizado a 280nm. As fragdes coletadas foram

liofilizadas e posteriormente armazenadas a -20 °C.
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3.3.3 Eletroforese em PAGE-SDS

A eletroforese em gel de poliacrilamida 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 solu¢do de acrilamida estoque
(30%T, 0,8%C). O gel de concentragdo 5% foi preparado utilizando-se o tampéao Tris-
HCI 1,0 M, pH 6,8. O gel de corrida foi feito utilizando-se o tampéao Tris-HCI 1,0M, pH
8,8. Em ambos os géis foram acrescentados 0,1% (v/v) de SDS 20%. A eletroforese
PAGE-SDS foi realizada em um sistema duplo de mini placas SE 250 Mighty Small Il
(Hoefer Scientific Instruments). As amostras e os marcadores de peso molecular foram
dissolvidos em tampao de amostra (Tris-HCI, 0,075M, pH 6,8; 10% de Glicerol; 4% de
SDS; 0,001% de Bromofenol). A corrida eletroforética foi realizada a 40 mA. Os géis
foram corados com solugdo de Coomassie Blue 0,05% a 37°C, seu excesso foi
removido em acido acético 7%. Também foram utilizadas para a analise do grau de
homogeneidade molecular das amostras as eletroforeses em gel de PAGE-SDS-Tricina,
de acordo com o método descrito por Schagger and Von Jagow (1987), usando um

sistema de eletroforese descontinuo e um gel de corrida a 10%.

Também foi utilizada, para analise do grau de homogeneidade molecular da
amostra, a eletroforese em gel de PAGE-SDS-Tricina, de acordo com o método descrito

por Schagger e Von Jagow (1987).
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3.3.4 Analise por Espectrometria de Massa de tipo Maldi-Tof (MS).

A massa molecular das neurotoxinas foi analisada por Espectrometria de Massa
utilizando um Voyager DE PRO MALDI TOF mass spectrometry (Applied Biosystems,
Foster City, CA, USA). 1 mL. da amostra em TFA 0,1% foi misturada em 2 mL. da
matriz. A matriz foi preparada com a-cyano-4-hidroxy-cinnamic acido (Sigma), 60%
acetonitrila e 0.1% v/iv TFA e massa foi analisada sob as condi¢des seguintes:
aceleracéo de voltagem 25 kV, o laser ajustado a 2890 mJ/com2, em 300 ns e modo de

analise linear.

3.4 Caracterizagcao bioquimica

3.4.1 Determinagao da atividade PLA2

A medicdo da atividade enzimatica de PLA2 foi realizada de acordo com o
método descrito por Holzer e Mackessy (1996) e adaptado para placa de ELISA com 96
pocos de acordo com o método descrito por Beghini et al. (19..), utilizando-se como o
substrato o acido 4-nitro-3-(octanoiloxi) benzéico. Foram utilizadas amostras com uma
concentragdo de 1,0 mg/ml, no caso do veneno total, crotoxina e fosfolipase A;
isoladas. As amostras foram incubadas a 37° C junto com o substrato, tampao de
reagdo (Tris-HCI 0,1M Ca** 0,01M pH 8) e lidas a 425 nm apdés 20 minutos de
incubagdo. A incubacido e leitura foram feitas em leitor de placa de multicanal

(Spectramax 340).
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3.4.2 Analise de aminoacidos

A analise de aminoacidos foi realizada no analisador automatico de aminoacidos
PICO TAG (Sistema Waters) seguindo a metodologia descrita por Henrikson e Meredith
(1984). Aproximadamente 1 a 2 mols das amostras purificadas, foram hidrolisadas com
HCl a 106 °C em presencga de fenol 1% durante 24 h em ambiente de vacuo. Apds a
hidrolise as amostras foram derivatizadas com PITC dando origem aos respectivos PTC
aminoacidos que forma aplicados a uma coluna de HPLC especifica para a analise de
aminoacidos. A identificagdo dos aminoacidos foi realizada usando-se PTC
aminoacidos padrdes o que também foi importante para a determinagao da composi¢ao

global de aminoacidos das proteinas.

A determinacdo do triptofano foi realizada de acordo com metodologia descrita
pela Waters, onde a hidrolise é realizada com 4M de acido metilsulfonico ao invés de
HCI 6M e a temperatura de hidrolise é de 110 °C por 20 horas. A derivatizacédo e a

analise dos hidrolisados seguiu os procedimentos anteriormente descritos.

3.4.3 Determinagao da sequéncia N-terminal

Dois miligramas da proteina purificada de acordo com a metodologia
anteriormente descrita foram dissolvidos em tampao de reducédo (Guanidina 6M; Tris
0,4M; EDTA 2mM, pH 8,13) reduzidos com DTT (14h) e carboximetilados com acidos
iodoacetico marcado (Marangoni et al 1995) Apds a redugao e alquilacao radioativa, as

amostras foram dessalinizadas por meio de coluna de exclusdo molecular em G25,
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usando o acido aceético 1M como eluente. As amostras de proteina dessalinizadas

foram entao liofilizadas.

A proteina reduzida e carboximetilada, RC proteina, foi seqlienciada em um
sequenciador automatico de proteinas gas-liquido prociser (Applied Biosystem) e a
identificacdo dos aminoacidos foi realizada por comparagao do tempo de retencdo dos

PTC aminoacidos padrdées com os PTC aminoacidos das amostras.

A Cys foi identificado como PTH carboximetil cisteina marcada e confirmada por

contagem radioativa.

4.4.4. Dicroismo Circular

A alteracao das estruturas secundarias foi monitorada pelo dicroismo circular. O
aparelho a ser utilizado foi o Jasco J-720 espectropolarimetro (Tékio, Japao), equipado
com um IBM PC-AT PS/2 com monitor multiscan CNS-3436 e com uma impressora
Hewlett Packard 7465A. As amostras protéicas foram dissolvidas em fosfato de sédio
10mM pH 7,4 com concentragao de 0,1mg/mL a temperatura ambiente. Foi utilizada
uma cela de 1mm e monitoragao realizada a 195-250nm. Esta técnica foi realizada no

Instituto de Quimica da Unicamp.
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3.5 Atividade farmacolégica
3.5.1 Medida da atividade neurotéoxica em nervo frénico-diafragma de

camundongo

Para estes experimentos foram utilizadas preparacbes com nervo frénico de
diafragma de camundongo. Todos os procedimentos foram aprovados no conselho local
de ética (CEEA, IB, UNESP). A preparagédo foi removida cirurgicamente de animais
anestesiados (hidrato de cloral 3mg/ kg), os animais foram sacrificados por
deslocamento cervical e sangria dos vasos cervicais. A preparagdo musculo diafragma,
juntamente com seu nervo motor o nervo frénico, foi cuidadosamente retirada e

montada para registro miografico “in vitro” (Gallacci et al., 2006).

O registro da forga de contragdo muscular, em resposta a estimulos, foi realizado
através de transdutor isométrico (Grass, FT03), e este acoplado a um amplificador de
sinal (Gould, 13-6615-50), que foi transmitido e gravado no computador através do

sistema de aquisi¢cao de dados “AcquireLab” (Gould).

O musculo foi submetido a tensdo constante de 5g/cm, por meio de um fio preso
a porgao tendinosa, ligado ao transdutor isométrico, sendo que na estimulagao indireta,
a extremidade livre do nervo frénico foi aspirada por um eletrodo de platina do tipo
"sucgao". Um outro eletrodo de platina, mergulhado na solugao, servia como eletrodo
de referéncia. As contracbes foram provocadas indiretamente, por pulsos elétricos
regulares com duragao de 0,5 milisegundos, intensidade supramaxima e frequéncia de

0,2 Hz. e na estimulagao direta o musculo diafragma foi posicionado entre os pélos de
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um eletrodo bipolar de platina, e este foi acoplado a um estimulador elétrico (Grass-
S88K). A tensdo de base de cada uma das preparagdes foi estabelecida
individualmente, de modo a fornecer a tensdao maxima, em resposta a aplicacao de
pulsos elétricos regulares com duragao de 5 milisegundos, intensidade supramaxima e
frequéncia de 0,2 Hz. Para evitar alguma contribuicdo da contragdo indireta, o

pancurdnio (2x10° M) foi adicionado & solugéo nutriente.

A amostra foi aplicada apods o término do periodo de estabilizagcdo de 45 minutos
e as respostas indiretas ou diretas, para a porcentagem do bloqueio neuromuscular,
foram observadas apds 90 e 120 minutos respectivamente, com n = 3 para cada

experimento.
3.6 Analise estatistica

Os resultados foram expressos como média + erro padrdo. A significancia das
diferencas observadas foi determinada pelo teste ndo-pareado t-Student, com valor P <

0,05 considerado como significante.
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4 RESULTADOS
4.1 Cromatografia de exclusao molecular dos venenos de C.d.r e C.d.c. em

HPLC (Protein Pack SW 300).

A corrida cromatografica dos venenos de Crotalus durissus foi realizada sobre as
mesmas condi¢cdes, a um fluxo de 0.2 ml/min. O primeiro veneno a ser fracionado
seguindo o protocolo descrito anteriormente foi o veneno de Crotalus durissus ruruima,
que mostrou a presenca de seis fragdes principais nomeadas de Ctn (Crotacetina),

CVX - | (Convulxina), Gyr - Il (Giroxina), Crtx — Il (Crotoxina) e Crot (Crotamina) - IV

(Fig. 1).

O monitoramento da atividade fosfolipasica A2 foi feito ao longo do
fracionamento, que mostrou a presenga de PLAZ2 no pico da crotoxina (Fig. 1). Apods o

fracionamento, todas as fragdes foram identificadas e liofilizadas e estocadas a -20°C.
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Figura 1. Perfil cromatografico do fracionamento do veneno total de C. d. ruruima,
através de cromatografia em sistema de HPLC, utilizando coluna de Exclusdo Molecular
(Protein Pack SW 300 0,78 x 30 cm - Waters). Pode-se observar a presencga dos picos
Ctn (Crotacetina), CVX - | (Convulxina), Gyr - Il (Giroxina), Crtx — Il (Crotoxina) e Crot

(Crotamina) - IV. O pico da crotoxina foi evidenciado por ensaio especifico para PLAZ2 .
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O segundo veneno a ser fracionado foi proveniente de serpentes de Crotalus
durissus cumanensis. Este veneno foi pesado e dissolvido em tampao Bicarbonato de
amoénia (0.1M, pH 7.9) até a sua completa dissolugdo, esta solugdo foi entdo
centrifugada e aplicada a uma coluna, sobre as mesmas condi¢gées do fracionamento
do veneno total de Crotalus durissus ruruima. O perfil cromatografia do fracionamento
do veneno de Cd cumanensis mostra a presenca de trés fracbes majoritariamente,
identificadas como Gyr (Giroxina), Crtx (Crotoxina) e Crot (Crotamina) (Fig 2). A fragao
Crtx mostrou uma forte atividade PLA2, mas ausente nas demais fracdes deste veneno.
Desta forma a andlise cromatografica dos venenos de Crotalus durissus ruruima e
Crotalus durissus cumanensis, revela diferengas significativas ndo somente em analise
quantitativa, mas também do ponto de vista qualitativo. O veneno de Crotalus durissus
ruruima mostra varias fracbes sendo a crotoxina e a crotamina predominantes,
enquanto que o veneno de Crotalus durissus cumanensis, mostrou um pediu
cromatografico com alta concentragcao de giroxina, crotamina e crotoxina e auséncia de

Crotacetina e convulxina.
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Figura 2. Fracionamento do Veneno total de C. d. cumanensis, através de cromatografia
em sistema de HPLC, utilizando coluna de Exclusdo Molecular (Protein Pack SW 300
0,78 x 30 cm - Waters). Pode-se observar a presenca dos picos Gyr (Giroxina), Crtx

(Crotoxina) e Crot (Crotamina). Nao foi observado o pico da Convulxina.
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4.2 Analise do veneno total em HPLC de fase reversa.

Aproximadamente 10mg do veneno total de cada amostra foi dissolvido em 200ul
de solugdo de bicarbonato de aménia 1M pH 7,8, clarificado por centrifugagéo. A
eluicdo das fragbes dos venenos foi realizada fazendo uso de um gradiente linear de
concentragdo de solvente B (acetonitrila 66%) em solvente A (TFA 0,15) As fragdes que
correspondem as crotapotinas e PLA2s estdo destacadas e correspondem
conjuntamente a aproximadamente 30 % das proteinas totais para o veneno de C. d.
ruruima (Figura 3) e a aproximadamente 54% das proteinas totais do veneno de C. d.

cumanensis (Figura 4).

Comparativamente os dados do perfil cromatografico do veneno total de C. d.
ruruima foram semelhante ao veneno de C. d. terrificus. Uma vez que as corridas
cromatograficas foram obtidas nas mesmas condi¢cdes de ensaio é possivel identificar
nitidas diferengas entre estes venenos, sendo a mais evidente a auséncia de crotamina
no veneno total de C. d. cumanensis, que possui uma evidente presenca de proteinas

de alto peso molecular (Figuras 3 e 4).
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Figura 3. Perfil cromatograficos do fracionamento do veneno total de C. d. ruruima
através de cromatografia de HPLC, utilizando coluna de Fase Reversa (C-18 u-
Bondapack 0,78 x 30 cm - Waters), evidenciando os picos de Crotapotina (Crtp) e

fosfolipase A2 (PLA2).
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Figura 4. Fracionamento do veneno total de C. d. cumanensis através de cromatografia
em sistema de HPLC, utilizando coluna de Fase Reversa (C-18 u-Bondapack 0,78 x 30

cm - Waters), evidenciando os picos de Crotapotina e PLAZ2.
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4.3 Isolamento das Fosfolipases A2 (PLA2) e Crotapotinas (Crtp).

Apoés o isolamento, por exclusdo molecular, da crotoxina do veneno total de
Crotalus durissus ruruima e Crotalus durissus cumanensis, estas fragdes foram entdo
repurificadas usando-se cromatografia em HPLC de fase reversa. Ambas crotoxinas
forma fracionadas nas mesmas condi¢des cromatograficas e que permitiram
caracterizar as principais isoformas de PLA2 e Crotapotina . Na figura 5, observamos
que o fracionamento por cromatografia de fase reversa da crotoxina de Crotalus
durissus ruruima (Cd ru) mostrou a presencga de trés isoformas principais de Crotapotina
(Crtp) e duas isoformas de PLA2 (PLAZ2 iso 1 e iso 2), que foram eluidas aos 30.6

minutos e 34.3 minutos respectivamente da corrida cromatografica.
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Figura 5. Fracionamento da crotoxina

isolada de C. d..

ruruima, através de

cromatografia em sistema de HPLC, utilizando coluna de Fase Reversa (C-18 u-

Bondapack 0,78 x 30 cm - Waters), evidenciando os picos de Crotapotina e PLA2.
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O fracionamento da crotoxina do veneno total de Crotalus durissus cumanensis
(Cd cu) em cromatografia de fase reversa mostrou a presenga de uma forma maijoritaria
de crotapotina e duas isoformas de PLA2, uma mais hidrofilica (PLAZ2 iso 1) e uma mais
hidrofébica (PLAZ2 iso 2) (Figura 6). A analise comparativa das duas crotoxinas em
HPLC de fase reversa mostra que quantitativamente a crotoxina de C. d. ruruima
apresenta uma concentracdo menor de PLA2 ou crotapotinas em comparacao com as

C. d. cumanensis.
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Figura 6. Fracionamento da crotoxina isolada de C. d. cumanensis através de
cromatografia em sistema de HPLC, utilizando coluna de Fase Reversa (C-18 u-

Bondapack 0,78 x 30 cm - Waters), evidenciando os picos de Crotapotina e PLA2.
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4.4 Eletroforese em PAGE-SDS

O veneno total e suas fragdes Crotoxina e PLA2 foram submetidos a analise em
PAGE-SDS com e sem DTT. 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 a-lactoalbumina (14,4 KDa). Na figura 7
sdo mostrados os perfis de massa molecular em PAGE-SDS a 12,5% do veneno de C.
d. ruruima e suas fragdes Crotoxina, PLA2 em presenca de DTT 1M e Crotapotina. A
analise eletroforética do veneno mostra a presenca de varias bandas eletroforéticas
algumas com uma massa molecular proximas aos descritos para convulxina, também
foi detectada a presenca de uma banda eletroforética com uma massa molecular de
5kDa, que esta proximo a massa molecular da crotamina. Além disso, a analise
eletroforética da crotoxina mostra a presenca de quatro bandas eletroforética principais,
duas ao redor de 30 kDa, uma ao redor de 25 kDa e uma outra com uma massa
molecular de 14kDa. As PLA2 e Crotapotinas, mostraram neste estudo eletroforético em
PAGE-SDS a presenca de uma unica banca eletroforética ao redor de 15 KDa e 9 KDa,
respectivamente. A presenca de uma unica banda eletroforética para as fosfolipases A2

e crotapotinas sugere um alto grau de homologia molecular (Fig. 7).
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Figura 7. Perfil eletroforético do veneno de C. d. ruruima (WV), crotoxina (Crtx-ru),
Fosfolipases A2 (PLAZ2-iso 1) e crotapotina (crtp) em PAGE-SDS 12.5%. A corrida
eletroforética foi realizado usando-se voltagem constante de 70V para a corrida

eletroforética.
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A analise eletroforética das amostras provenientes do veneno total de Crotalus durissus
cumanensis (WV), crotoxina (Crtx), fosfolipase A2 (PLA2) ou Crotapotina (Crtp) séo
mostrados na figura 8. De acordo com este perfil cromatografico ndo se observa no
veneno total a presenga de Convulxina, que estaria na faixa de 70kDa, mas a analise
também mostrou que o veneno total de C.d. cumanensis possui uma concentracio
acentuada de crotamina, maiores do que o observado no veneno total de Crotalus
durissus ruruima. O perfil eletroforético da crotoxina mostra trés bandas predominantes,
uma ao redor de 30 KDa, uma ao redor de 25 KDa e a outra ao redor de 14 KDa varias
bandas com menor concentracdo. Ja a homogeneidade molecular da PLA2 e
crotapotina esta evidenciada na eletroforese, onde as PLA2 mostram uma massa

molecular de 15 kDa aproximadamente e a Crtp uma banda de 9 kDa.

As massas moleculares para as PLA2 de C. d. Ruruima e C. d. cumanensis
foram estimadas em aproximadamente 15 KDa para as PLA2 de ambos os venenos. A
Crotoxina de ambos o0s venenos aparece com uma banda principal de
aproximadamente 30, 25 e uma banda menor de 14 kDa. Provavelmente a banda de
14 kDa correspondam a PLA2, as banda aos redor de 30 kDa, sdo decorrentes da
dimerizagdo da PLA2 e a banda de 25kDa corresponderia ao heterodimero de

PLA2+Crpt.
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Figura 8. Perfil eletroforético do veneno de C. d. cumanenis (WV), crotoxina (Crtx-cum),
Fosfolipases A2 (PLA2-iso 1) e crotapotina (crtp) em PAGE-SDS 12.5%. A corrida
eletroforética foi realizado usando-se voltagem constante de 70V para a corrida

eletroforética.
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4.5 Espectrometria de massa.

A analise por espectrometria de massa mostra que as amostras de PLA2 de
Crotalus durissus ruruima e Crotalus durissus cumanensis mostram massas
moleculares de 14599,5 Da e 13.989.14 Da, respectivamente. A analise também revela
0 grau de pureza da amostra que se apresentou como um unico pico detectado (Fig 9a

e 9b).
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Figura 9. Determinacdo das massas moleculares das duas PLAZ iso1 de Crotalus

durissus ruruima (a) e Crotalus durissus cumanensis (b). As massas no eixo X

representam as massas moleculares x 1000.

As amostras foram previamente

passadas em um HPLC de fase reversa usando uma coluna C-18 capilar.
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Nesta tese realizamos experimentos de incubagdo da PLA2 com a crotapotina
para reconstituir o complexo crotoxinico, nestas condi¢gdes as PLA2 e crotapotina foram
incubadas usando uma razao equimolar de PLAZ2 e crotapotina. Nesta condi¢cbes
aliquotas do meio de incubagao (tampéao fosfato 0.05M, pH 7.5) foram recolhidas e
aplicadas ao sistema de espectrometria de massa. A analise do perfil espectral do
produto da incubagdo em espectrometria de massa mostrou a presenca de trés picos
principais, um de crotapotina com uma massa molecular ao redor de 9 — 10 kDa, um de
PLA2 com uma massa molecular ao redor de 14.5 kDa e um correspndendo a crotoxina

com uma massa molecular estimada em 25 kDa aproximadamente (Figura 10).
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Figura 10. Espectrometria de massa do produto da incubagdo da PLA2 com a
crotapotina. A incubacéo foi realizada a temperatura ambiente em presenga do tampéao

fosfato (pH 7.5, 0.05M).
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4.6 Anadlise comparativa da atividade fosfolipasica A2 nos venenos de C.d.r e

C.d.c.

As quantidades relativas de Crotoxina e PLA2 presentes nos dois venenos foram
estimadas através do calculo das areas dos picos isolados em cromatografia é
demonstrada na figura 11. As fragbes que contém Crotoxina parecem representar
aproximadamente 60% do total de proteinas no veneno de C. d. ruruima e 50% do total
de proteinas no veneno de C. d. cumanensis, calculados a partir da cromatografia de
exclusdo molecular. As fracbes que contém PLA2 parecem representar 46% e 27 % do

total de proteinas dos venenos de C. d. ruruima e C. d. cumanensis, respectivamente.

Durante o processo de purificagdo do veneno total de Crotalus durissus ruruima,
em cromatografia de exclusdo molecular, e fase reversa foram realizados ensaios
enzimaticos especificos para medigdo da atividade fosfolipasica A2 (Holzer e
Mackessey 1996), cada experimento foi realizado com n=5. Os resultados
apresentados na figura 12, mostramos que durante a exclusdo molecular a fragdo que
significativamente apresentou atividade PLAZ2 foi a fragéo lll. Observamos também que
as PLA2 iso1 (PLA2-1) e iso 2 (PLA2-2) mostraram uma significativa atividade PLAZ2,
duas vezes maior do que a crotoxinas nativas. A adicdo de uma concentracao
equimolar de crotapotina (pico majoritario) coma as PLA2-1 e PLA2-2, reduziu em trés

vezes a atividade enzimatica da PLA2-1 e PLA2-2 (Fig. 11).

Procedimento semelhante foi adotado para o veneno total de C. d. cumanensis,

onde foram medidas as atividades enzimaticas PLA2 das fracdes I, Ill e IV, onde
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somente a fracao lll, que representa a crotoxina mostrou uma atividade enzimatica
significativa (Fig. 12). Os resultados da analise PLA2 das fragdes provenientes do
HPLC de fase reversa mostram que a PLA2 iso1 de C. d. cumanensis mostrou uma
atividade comparativamente maior do que a PLA2 de C.d. ruruima, ja em presenga
equimolar de crotapotina a atividade enzimatica da PLA2 diminuiu cerca de trés vezes
em relacdo a PLAZ2 isolada (Fig. 13). Estes resultados sugerem que a crotapotina de
C.d. cumanensis teria uma capacidade inibitéria maior do que a crotapotina de C. d.

ruruima.
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Figura 11. Comparativo das quantidades especifica dos constituintes dos venenos
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Figura 12: Comparativo da atividade especifica para a fosfolipase apresentada pelos
picos provenientes da purificacdo de C. d. ruruima através de exclusdo molecular (
Picos I, I, Ill e IV), demais picos provenientes da purificagdo da Crotoxina de C. d.
ruruima atraves de Fase reversa ( Crtp, PLA 2-1 e PLA2-2) e PLA 2 encubadas com

Crtp (PLA 2-1C e PLA2-2C).
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Figura 12: Comparativo da atividade especifica para a fosfolipase apresentada pela
Crotoxina provenientes da purificacdo de C. d. cumanensis através de exclusao
molecular ( Pico Ill), demais picos provenientes da purificagdo da Crotoxina de C. d.

ruruima através de Fase reversa ( Crtp, e PLA 2) e PLA 2 incubadas com Crtp (PLA 2-

C).
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4.7 Andlise da composi¢cao de aminoacidos das PLA2 dos venenos de C.d.r e

C.d.c.

A analise de aminoacidos (tabela 2) mostra que as PLA2 de C. d. ruruima e de C.
d. cumanensis possuem alto conteudo de aminoacidos basicos (Lys, Arg) e a presenca
de 7 residuos de ' cisteina para a PLA2 de C. d. ruruima e 8 residuos de ' cisteina

para a PLA2 de C. d. cumanensis.

Aminoacidos PLA2-cum iso1 Aminoacidos PLA2-ru iso1
Asp 13 Asp 11
Glu 09 Glu 10
Ser 06 Ser 05
Gly 14 Gly 16
His 02 His 04
Arg 07 Arg 10
Thr 06 Thr 05
Ala 07 Ala 05
Pro 06 Pro 05
Tyr 09 Tyr 10
Val 02 Val 05
Met 01 Met 01
Cys 07 Cys 08
lle 05 lle 05
Leu 08 Leu 07
Phe 04 Phe 02
Lys 13 Lys 12
Trp 01 Trp 01
Total 122 Total 122

Tabela 2. Composicao de aminoacidos em determinada por PITC derivacdo de

aminoacidos.
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4.8 Alinhamento da seqiiéncia de Aminoacidos das PLA2 dos venenos de C.d.r

e C.d.c. com outras PLA2.

A sequéncia N-terminal dos residuos de aminoacidos de C. d. ruruima e C. d.
cumanensis pode ser observada na tabela 3, em alinhamento com outras sequéncias
de diferentes PLA2 de diferentes subespécies e demonstrou possuir alto grau de

homogeneidade com as demais PLA2 dos venenos de serpentes do género crotalus.

10 20 30

1 1 1
Crotalus durissus cumanensis HLLOQFNEMNIKFETEERNAIPFTY
Crotalus duissus rurdima 5. PE. . ... .AFYGECYCGU
Crotalus durissus cascavella 3 AFYGCYCGW
Crotalus durissus collilineatus e e e e e e e e e B .. AFYGCYCGW
Crotalus scutellatus e O G K . .. .AFYGCYCGW
Crotalus durissus terrificus -F 17 . EKE . v . .AFYGCYCGW
Crotalus durissus terrificus -F 145 o ¢ . EKE . v . .AFYGCYCGW
Frotobothrops mucrosguamatus . I M . K. - 33T GCTYTCGW
Crotalus durissus terrificus -F 16 S . . «. - REK ¥ . AFYTGCYCGW
Crotalus viridis viridis . . MM, E . F . TSESYGCYCGW
Trirmeresurus flavoviridis m . . - - .IN. .KE.GF. .. .TSYGCYCGW
Diaboia russelli Pulchella e E. G. L E . L -5 .55YGCYTCGW
Diaboia russelli Pulchella 2 3 . E. &F. . LE. . zEKEL. .3 LB ST FCYCOGEW
Trimeresurus gramineus . .M. . EN. . EW .G I .WW.ESTECTYTCGFEK
Gloydis hlomhbofi . R KN . G EPVIS.AFYGCYLCGES
Ankistrodon Halys Pallas - R . EN . GEEPVV I .AFYGLCYCGEFI3
Bothrops asper 3 .1 E . & L E «. - LPF.Y.TTYGCYCLGW
Gloydis Halys 3 . . R.o. . EHN CGEEPVV IS .AFYTYTECTLCGS
Calloselasma rhodostoma . . ET. I EM . QD TGLF% . 3S5SFYGEGCYLCGEW
Echis coloratus . ¥ . . EN. YooK CGEF. .IA. 55 NTYTECTCGEW
Yipera ammodytes ammodytes S. .E.GM. L G GE.PLTS . SFYGCYCGEV
Bothrops jararacussu b .W. .GO. . LK . GELPF ¥ . TTYGCYCGEW
Echis aocellatus S VIE.GT. . IE. . 3PF. . . TSYECYLCGL
Trimeresurus jerdonii . .. . RE . . E A FCEEPLTT.LFYACYLCGW
Datoia russellii N.F..FE..LEEK.GEEVVYHSS . AIYTYTGECYTCGW
Vipera aspis aspis HN.F..&...NGELGAFIVWNEN.I3ITGECTYTCGW
Bothrops insularis HN.W. .. MNYVHGQSYVVYTYE.FYYGCYCGTW
Crotalus atrox 5.%¥ . .ETL MEIAG. 5S5GCGLLW. SATYTGEGCYCGEW

Tabela 3. Comparagao da sequéncia N-terminal dos residuos de aminoacidos das
fosfolipases provenientes dos venenos de C. d. ruruima, C. d. cumanensis (PLA2 ru e

PLAZ2 cu, respectivamente) e outras provenientes de venenos diferentes.
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4.9 Analise filogenética das PLA2 dos venenos de C.d.r e C.d.c., em

comparagao com outra PLA2.

O cladograma da figura 14 mostra as distancias filogenéticas entre as PLA2 de
C. d. ruruima, C. d. cumanensis e outras PLA2 do veneno de serpentes do género
Crotalus e de outros géneros. Sendo que, filogeneticamente a PLA2 de C. d. ruruima é
mais proxima das PLA2 de C. d. terrificus e a PLA2 de C. d. cumanensis é mais

préxima da Pla2 de C. d. collilineatus.
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Figura 14. Cladograma das relagdes entre as PLA2 de C. d. ruruima, C. d. cumanensis

e outras PLAZ2 provenientes de outros venenos.
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4.10 Analise por dicroismo circular

A analise das fragdes constituintes da crotoxina por dicroismo circular mostra que
as PLA2 iso1 e iso2 de C. d. ruruima mostram a presenga de grande concentragao de
alfa hélice, seguida pela presenga de folhas beta e uma significativa presenga de
randon coils (Fig 15a). A analise da crotapotina (Crpt) contudo mostrou a presenca

discreta de estrutura em folha beta e predominio de estruturas em randon coil (Fig 15b).

A analise das fragdes constituintes da crotoxina por dicroismo circular mostra que
a PLA2 isso 1 apresentou grande concentragdo de alfa hélice, seguida pela presenga
de folhas beta e uma significativa presenca de “randon coils” (Fig 16a). A analise da
crotapotina (Crpt) contudo mostrou a presencga discreta de estrutura em folha beta e
predominio de estruturas em randon coil (Fig 16b). Os resultados mostram que as PLA2
de Crotalus durissus cumanensis e Crotalus durissus ruruima apesar de apresentarem
uma homologia sequencial alta, mostram em solugdo estruturagdes secundarias
discretamente distintas. Ja as crotapotinas mostram umas estruturagcdes secundarias

muito proximas.
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Figura 14. Em 15a, observamos os perfis espectrais das PLA2 e crotapotinas (15b)
isoladas do complexo crotoxinico da Crotalus durissus ruruima. Os dados foram

coletados em intervalos de 3nm entre os 185nm a 250nm.
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Figura 16. Em 16a, observamos os perfis espectrais das PLA2 e crotapotinas (16b)
isoladas do complexo crotoxinico da Crotalus durissus cumanensis. Os dados foram

coletados em intervalos de 3nm entre os 185nm a 250nm.
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4.11 Atividade neurotoxica dos venenos e Crotoxinas de C.d.r e C.d.c.

As amostras dos venenos de C. d. ruruima e C. d. cumanensis, assim como as
fragbes crotoxina de cada veneno, foram analisadas através de ensaios sobre
preparagdes musculo diafragma e nervo frénico musculo diafragma de camundongos,
para demonstrar os efeitos da estimulagdo direta e indireta. As figuras 17 e 18 mostram
o efeito do veneno total de C. d. ruruima e C. d. cumanensis quando o musculo foi
estimulado de maneira indireta e direta, respectivamente; em ambas as figuras podem
observar que o veneno de C. d. cumanensis provoca um efeito facilitador da contracéo
muscular, com um posterior bloqueio. Ja a figura 19 mostra o efeito neurotéxico da
Crotoxina de C. d. ruruima e C. d. cumanensis quando o musculo foi estimulado de
maneira indireta, nesta figura ndo é possivel ver o mesmo efeito facilitador provocado
pelo veneno de C. d. cumanensis. A estimulagao direta foi controlada com a utilizagao
de Brometo de Pancurdnio, um bloqueador que se liga aos receptores na placa motora
impedindo a transmissao de sinal nervoso por fragdes do nervo, que por ventura nao
tenham sido retirados. Em todos os casos pode-se observar que existe um bloqueio
dose dependente irreversivel das contragcdes musculares e que o material utilizado para
os testes, tanto o veneno como a crotoxina, sdo mais neurotdxicos na C. d. cumanensis

do que na C. d. ruruima.
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Figura 17. Efeito dos venenos de C. d. ruruima e C. d. cumanensis na estimulagao
indireta de contracdo através de preparagdo do nervo frénico do diafragma de
camundongo. O eixo das ordenadas representam a % de amplitude das contragbes em
relacdo a amplitude da contragéo inicial. O eixo das abscissas indica o tempo (min)
apos a adicao de cada veneno ao banho. Os pontos do grafico sdo representados por
suas médias e desvio padrao para n= 4 — 8 experimentos. I, # *, o e t indicam,
respectivamente o ponto no qual as diferengas para cada veneno e dose (Cdc 1 pug/ml,
Cdr 5 pyg/ml, Cdc 5 pg/ml, Cdr 10 yg/ml and Cdc 10 pyg/ml) tornam-se significantes em

relacéo ao controle (P < 0.05).
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Figura 18. O efeito do veneno de Crotalus durissus ruruima and Crotalus durissus
cumanensis na estimulacao direta de contracao através de preparacao do nervo frénico
do diafragma de camundongo. O eixo das ordenadas representam a % de amplitude
das contragcdes em relagao a amplitude da contracgao inicial. O eixo das abscissas indica
o tempo (min) ap6s a adicédo de cada veneno ao banho. Os pontos do grafico sao
representados por suas medias e desvio padrdo para n= 4 — 6 experimentos. £ e T
indicam, respectivamente o ponto no qual as diferengas para cada veneno tornam-se

significantes em relagao ao controle (P < 0.05).
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Figura 19. Efeito das crotoxinas de C. d. ruruima e C. d. cumanensis na estimulagao
indireta de contracdo através de preparacdo do nervo frénico do diafragma de
camundongo. O eixo das ordenadas representam a % de amplitude das contragbes em
relacdo a amplitude da contracao inicial. O eixo das abscissas indica o tempo (min)
apos a adicao de cada veneno ao banho. Os pontos do grafico sdo representados por
suas médias e desvio padrédo para n= 4 — 7 experimentos. I, # e * indicam,
respectivamente o ponto no qual as diferengas para cada crotoxina e dose (CTX Cdc 1
pg/ml, CTX Cdr 5 ug/ml, CTX Cdc 5 pg/ml) tornam-se significantes em relagédo ao

controle (P < 0.05).
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5. DISCUSSAO

A atividade toxica promovida em um acidente ofidico e suas alteragdes
bioquimicas, toxicologicas, fisiologicas e farmacoldgicas é resultado do sinergismo de
varias proteinas que irdo atuar nos diferentes sistemas do organismo. Até mesmo em
uma unica espécie, os componentes do veneno s&o encontrados de forma diversificada,
de acordo com fatores ontogenéticos, sazonais, interpopulacional, intrapopulacional e
até mesmo fatores individuais (Chippaux et al., 1991). A existéncia em um mesmo
veneno de diversas isoformas de proteinas de uma mesma familia, diferindo umas das
outras em seu efeito farmacoldgico, refletem a duplicacdo de genes e a aceleragao da
evoluao Darwiana (Calvete, J. J., et al., 2003; Tani, A., et al., 2002; Moura-Da-Silva, A.
M., et al.,, 1996 and Deshimaru, M., et al., 1996). Neste sentido, desenvolvemos o
trabalho com estes dois venenos de C. d. ruruima e C.d cumanensis para caracterizar
as diferencgas entre o veneno destas serpentes com de outras serpentes crotalicas de
regides tropicais. O nosso objetivo foi centrado na crotoxina, uma vez que é a principal
fracdo presente no veneno. A cromatografia de exclusdo molecular em HPLC mostra
que tanto o veneno total de Crotalus durissus ruruima como o veneno de Crotalus
durissus cumanensis mostram diferencas significativas com o veneno total de Crotalus
durissus terrificus (Oliveira DG et, al. 2002), um aspecto comum nestes venenos foi a
pequena quantidade ou auséncia de convulxina e uma concentracdo elevada de
crotamina, mesmo assim ambos 0s venenos possuem como fracdo predominante a
crotoxina. As fragdes que contém crotoxina aparecem em ambos 0s casos como um

pico majoritario (pico lll), com aproximadamente 60 % do total de proteinas para o
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veneno da C. d. ruruima e um unico e majoritario pico (pico lll) que contabiliza para
aproximadamente 50% do total de proteinas do veneno da C. d. cumanensis. Desta
forma é possivel atribuir a estes venenos um forte carater neurotdéxico e mionecrético,

mas praticamente desprovido de atividade proteolitica.

A analise do perfil cromatografico em HPLC de fase reversa mostrou também
diferencas em relagao aos constituintes basicos do complexo crotoxinico (PLA2 e Crtp),
tanto de um veneno em relagdo ao outro ou destes em relacdo ao veneno total de

Crotalus durissus terrificus (Hernandez- Oliveira et, al. 2005).

Observa-se, contudo que a crotoxina do veneno total de Crotalus durissus
cumanensis possui uma concentragdo significativamente maior de crotapotina em
relacdo aos venenos de C.d. terrificus e C.d. ruruima. Uma outra diferenga significativa
entre as crotoxinas de C.d. ruruima e C.d. cumanensis é a presencgas de duas isoformas
distintas de PLA2, uma de carater mais hidrofilico semelhante as PLA2 de C.d.
terrificus. Além disso, em ambos os venenos tém a presenga de um grupo relativamente
homogéneo de crotapotinas, ja no caso da C.d. terrificus observamos a presenca de

duas ou mais isoformas nitidamente separadas.

A homogeneidade e massa molecular de ambas as fosfolipases foram
confirmadas por cromatografia de fase reversa (Sistema de HPLC), eletroforese em
PAGE-SDS e espectrometria de massas, ambas as PLA2 podem ser observadas em
nova cromatografia de fase reversa como um unico pico e em gel de eletroforese como

uma unica banda de aproximadamente 14KDa (fig 7 e 8) . Os resultados de

93



espectrometria de massa (Hernandez- Oliveira et, al. 2005) demonstraram uma massa
molecular aparente de 14599,5 Da para PLA2 ru e 13989,14 para PLA2 cum. A
crotoxina nativa, de C. d. r. submetida a eletroforese em SDS-PAGE (Fig 7), resultou
em trés bandas distintas, com massa molecular estimada em aproximadamente 30
KDa, 28 KDa e uma mais forte e evidente com aproximadamente 15 Kda. A mesma
crotoxina do veneno de C. d. ruruima submetida a espectrometria de massa em MALDI-
TOF (Fig 10) pode ser observada como trés sinais distintos, é observado um sinal para
uma isoforma de crotapotina de 9569,3 Da; um sinal para PLA2 ru de 14589,5 Da e um
sinal para o complexo crotoxina de 24,158,8 Da. Isso, portanto sugere que a interagao
da crotapotina com a PLA2 nao é muito estavel e depende principalmente de forgas de
interacdo muito fracas, que séo facilmente quebradas. Estes resultados sugerem que
uma solugao contendo crotoxina € composta pelo complexo crotoxina e por suas

subunidades livres.

A analise comparativa da atividade enzimatica das crotoxinas mostra que
existem diferencgas significativas entre a atividade PLA2 da crotoxina isolada do veneno
total de C.d. ruruima e C.d. cumanensis. Observamos que a crotoxina de C. d. ruruima
€ mais ativa que a crotoxina de C. d. cumanensis. Este quadro € invertido ao
observarmos a atividade enzimatica medida para as PLA2 isoladas (fig 12 e 13).
Avaliamos também a atividade inibitoria da crotapotina destes dois venenos e podemos
observar que a crotapotina de C. d. cumanensis possui maior atividade inibitéria que a
crotapotina de C. d. ruruima. Como a PLA2 é a principal toxina do veneno, € o

componente toxico da crotoxina, esta diferenca relativa nas quantidades de crotoxina e
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de PLAZ2 destes dois venenos pode ser entendida como uma compensagao pela baixa
atividade enzimatica demonstrada pela PLA2, e pela Crotoxina do Veneno de C. d.

ruruima.

A composi¢cdo de aminoacidos (tabela 2) demonstra que a PLA2 ru e PLA2 cu
sdo ricas em residuos de aminoacidos com carater basico e hidrofilico e que PLA2 ru
possui 7 residuos de cisteina e a PLA2 cum possui 8 residuos de cisteina. O residuo N-
terminal da PLA2 ru € S e sua sequéncia para os primeiros 24 aminoacidos,
determinados por sequenciamento automatico de Edman e
SLLQFNKMIKFETRKNAIPFYAFYGCYCG e o residuo N-terminal da PLA2 cum é H e
sua sequéncia N-terminal para os primeiro 20 residuos de aminoacidos €
HLLQFNKMIKFETKRNAIPFY (tabela 3). As sequéncias N-terminais das PLA2s de C. d.
ruruima e C. d. cumanensis demonstraram uma alta homologia quando alinhada com
outras sequéncias N-terminais de PLA2 de outros venenos crotalicos. A pequena
diferenca observada na composicdo das sequéncias N-terminais pode ser entendida
como sendo responsavel pela diferenca na atividade das PLA2s e conseqluentemente,
por representar a principal toxina do veneno, na atividade das crotoxinas e dos

venenos, de C. d. ruruima e C. d. cumanensis.

A analise comparativa das sequéncias foi conduzida através da comparacao das
sequéncias N-terminais de C. d. ruruima e C. d. cumanensis com outras sequéncias N-
terminais de PLA2s dos venenos de serpentes de diferentes espécies. A filogenia

resultante (Fig 13) indica que estas PLA2 sdo membros da familia IIA de fosfolipases. A
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analise estrutural revela que residuos altamente conservados em PLAZ2 crotalicas,

pertencentes ao grupo IlA, sdao também conservados para as PLA2 de C.d.r. e C.d.c..

Baseado na analise filogenética C.d.r. parece ter um relacionamento mais
préximo com a C. d. terrificus do que com a C.d.cumanensis que por outro lado parece
ser mais relacionada com a C. d. cascavella e com a C. d. collilineatus.
Interessantemente a C. d. cumanensis ja foi uma vez classificada erroneamente como
C. d. terrificus. A analise filogenética de fosfolipases vem sendo extensamente utilizada
para examinar relagdes evolutivas entre PLA2 de varias espécies animais (Dutton and
Hider, 1983; Tamiya and Yagi, 1985; Kostetsky et al., 1991; Slowinski et al., 1997; Tsai,
1997). Slowinski et al. (1997) comparou a sequéncia de aminoacidos das PLA2 de 25
especies de elapidos em 14 géneros e seus resultados suportam a divisdo das elapidios
examinadas em grupos irmas entre as espécies marinhas e australianas e as espécies
asiaticas e africanas, seus resultados também foram confirmados por seqiéncia de
DNA (Keogh, 1998). Entretanto até o presente estagio da analise das PLA2 ru iso 1 e
PLA2 cum iso 1, esta comparacgao filogenética tem o propdsito de classificar a enzima.
Uma relagcdo mais detalhada entre estas PLA2s e outras PLA2s de outras serpentes

sera obtida quando a sequéncia completa se tornar disponivel.

Os resultados da analise da estruturacdo secundaria das PLA2 (fig 15 e 16)
mostram alguns aspectos comuns como a presenga de alta concentragao de alfa-hélice
e randon coils e seguida por estrutura em folhas beta, mas a analise também mostra

discreta diferenga, entre as PLA2 de C. d. ruruima, ja as crotapotinas possuem uma
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estruturacdo secundaria semelhante, com alta concentracdo de estruturas randémicas,

poucas estruturas em folha Beta e quase auséncia de estrutura em alfa hélice.

A despeito da diversidade de origens, trés regides nas PLA2s das classe | e |l
retém significativamente um alto grau de homologia na sequéncia de aminoacidos.
Estas regides contribuem para a formacédo de elementos estruturais secundarios e
terciarios, altamente conservados, incluindo a hélice N-terminal (residuos 1 - 12) o sitio
de ligacdo para o calcio (residuos 25 - 33) e a regido do sitio ativo junto com os
aminoacidos que dao forma ao canal hidrofébico que se liga as cadeias de acido graxo

do fosfolipidio(Damico et al. 2005).

A andlise estrutural das enzimas fosfolipasicas de origem pancreatica, ou de
venenos demonstraram que o N-treminal e outras estruturas alfa-hélice sao importantes
para a formacdo do canal hidrofdbico, que € responsavel pela atividade enzimatica

catalitica(Scott et al., 1991 and Arni and Ward, 1996).

Para as classes | e Il de PLA2, proximo ao canal hidrofébico existe um loop de
ligagcao para o calcio, que é estritamente responsavel pela ligagao do calcio (Rigden et
al., 2002). A estrita dependéncia de calcio para a atividade catalitica da PLA2 de
veneno foi bem caracterizada (Pieterson et al., 1974, Toyama et al., 2003) e
consequentemente a substituicdo do ion calcio (Ca?’) por outros cations divalentes

contribuem muito pouco para atividade desta enzima.

O grupo de ligacado para o calcio € definido pelo atomo de calcio e por cinco

aminoacidos na proteina (Tyr28, Gly 30, Gly 32, Asp 49 e Asp 99), a correta orientagao
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molecular do ion calcio (ca?+) no loop de ligacdo para o calcio e no sito catalitico é
crucial para a atividade enzimatica destas enzimas. A ligacao efetiva dos fosfolipidios,
com este sitio depende da correta coordenacdo do grupo de calcio, com alguns
residuos de aminoacidos e com o grupo do fésforo do fosfolipidio (Ridgen et al., 2002).
Assim a substituicdo do calcio por outros cations divalentes induz uma pequena
modificacdo na estrutura secundaria desta enzima e conseqlentemente um decaimento

na atividade enzimatica (Chu et al., 2005).

As atividades farmacoldgicas dos venenos totais e de suas crotoxinas sao
avaliadas neste estudo através da comparacao de seus efeitos na contragcdo muscular,

utilizando preparagao musculo-nervo frénico diafragma “in vitro“(Gallacci et al., 2006).

Ambos 0s venenos e suas crotoxinas induzem efeitos dependentes da
concentracdo de bloqueio irreversivel na contracdo por estimulo indireto, impedindo a
transmissao sinaptica na placa motora. Entretanto apenas o veneno de C. d.
cumanensis promove efeito dependente da concentracdo de bloqueio irreversivel da
contracao por estimulo direto, provavelmente por causar destruigao celular, e este efeito
€ sempre precedido por uma facilitacdo na contracdo muscular, tanto para a contracao
por estimulo direto quanto para a contragcédo por estimulo indireto. O tempo necessario
para que o veneno de C. d. cumanensis, produza bloqueio de 50% (t/2) na amplitude
da contracdo muscular por estimulo indireto (Fig 17), varia de acordo com a
concentragcéo aplicada e é de 87.11 min 8.8 (1ug/ml) e 36.47 min £ 1.76 (10pg/ml),
para a contragdo por estimulo direto( Fig 18) é de 70.5 min 6.8 (10 ug/ml) e superior a

120 min (1ug/ml). Para o veneno de C. d. ruruima, t/2 é de 90 min + 4.3 (5ug/ml), e é
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de 53.79 min + 8.58 (10ug/ml) para a contragao por estimulo indireto (Fig 17) e para a
contracao por estimulo direto (Fig 18) ndo é capaz de apresentar bloqueio significativo,

sendo superior a 120 min (10ug/ml).

O efeito das crotoxinas (Fig 19) foi testado para a contrag&o por estimulo direto e
apresenta padrao dose-resposta parecido ao padrao apresentado pelos venenos totais.
A crotoxina do veneno de C. d. cumanensis mostra-se mais ativa e t'2 € de 68,3 min %
7.8 % (1pg/ml) e 33.8 min £ 4.9 % (5ug/ml), a resposta para a crotoxina de C. d.
ruruima acorre, em 64,7min = 6.3 (5ug/ml), préxima a resposta para t'z da Crotoxina de
C. d. cumanensis (1ug/ml) a crotoxina de C. d. ruruima n&o apresenta resposta

significativa quando em concentragédo de 1ug/ml.
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5 CONCLUSAO

= (Os dois métodos de purificagdo apresentados, um ou dois passos
cromatograficos, mostraram-se igualmente eficientes quanto ao rendimento da
purificacdo. Embora o método de purificagdo por um unico passo cromatografico n&o
seja capaz de isolar o complexo crotoxinico, pode ser utilizado quando deseja-se
purificar a PLA2, sem interesse nas demais proteinas do veneno.

» A purificagdo do veneno de C. d. ruruima revelou a presenga de trés isoformas
de crotapotina e duas isoformas de PLAZ2, diferentemente da purificacédo de C. d.
cumanensis que resultou em uma crotapotina e duas isoformas de PLA2. Ja que a
toxicidade do veneno destas duas subespécies depende principalmente da crotoxina,
formada pela combinacao de diferentes isoformas de crotapotina e PLA2, a variedade
de crotoxina poderia contribuir para a diferenga na toxicidade dos dois venenos. Isso é
apoiado pela auséncia de algumas fragoes.

= A PLA2iso 1 de C. d. cumanensis € as PLA 2 iso 2 de C. d. ruruima possuem
propriedades quimicas semelhantes, entretanto as PLA 2 divergem quanto a sua
atividade. A analise da atividade enzimatica especifica para PLA2 demonstra
claramente que a PLA2 iso 1 de C. d. cumanensis é mais potente que as PLA2 iso1
de C. d. ruruima.

= O resultado da espectrometria de massa da crotoxina de C. d. ruruima,
demonstra que o complexo crotoxinico nao € estavel e que se dissocia faciimente.
Juntamente a esse resultado os dados apresentado pela eletroforese das crotoxinas

de C. d. cumanensis e C. d. ruruima pode-se observar a presenca de mais de uma
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banda, o que comprova a natureza instavel do complexo e a possibilidade da
formacéao de estruturas diméricas, triméricas e até tetraméricas.

= O alinhamento das sequéncias n-terminais das PLA2 de C. d. ruruima e C. d.
cumanensis sugerem que a C. d. ruruima esta filogeneticamente mais préxima da C.
d. terrificus do que da C. d. cumanensis, que por sua vez esta mais proxima da C. d.
cascavella e C. d. collilineatus.

= Os resultados apresentados por dicroismo circular ressaltam a presenca de alta
concentragao de estruturas rigidas, folhas B e as Hélices nas estruturas das PLA2 de
C. d. ruruima e C. d. cumanensis, 0 que sugere a importancia da conservagao destas
estruturas para a manutengao da atividade da PLA2, por estarem estas estruturas
ligadas a formagao e manutencado do canal hidrofébico de calcio, que é responsavel
pela atividade enzimatica da PLAZ2.

= Os dados farmacoloégicos obtidos até o momento demonstram que em
preparagdao nervo frénico-diafragma de camundongo, ambos o0s venenos
apresentaram atividade neurotoxica e que seus efeitos podem ser atribuidos a
crotoxina. Os resultados apresentados indicam também que o veneno e a crotoxina
de C. d. cumanensis apresentaram, pela acdo bloqueadora neuromuscular, atividade
neurotéxica mais intensa que a atividade apresentada pelo veneno e pela crotoxina de
C. d. ruruima.

= O efeito facilitador que o veneno de C. d. cumanensis apresenta para as
contracgdes por estimulo direto e indireto ndo pode ser observado para a crotoxina do
mesmo veneno, sendo este efeito, provocado pela crotamina que é capaz de reduzir o

potencial de membrana, por ativacdo dos canais de sddio, que em musculo estriado
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de mamiferos provoca o aumento da permeabilidade dos ions Na e K (Chemymol et al
1971).

= A maior concentragdo de crotoxina e PLA2 apresentada pelo veneno de C. d.
ruruima em relacdo ao veneno da C. d. cumanensis pode ser visto como um efeito
compensatoério pela baixa atividade, enzimatica e neurotdxica, apresentadas por seu

veneno e suas subunidades, Crotoxina e PLAZ2.
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