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Lista de Abreviacbes

Lista de Abreviacdes - Purificagdo, Cromatografias

Sephadex G-75 | Coluna de exclusdo molecular com matriz composta de dextrano.

PDA 991 Photodiode Array Detector

LC Sistema cromatografico HPLC de purificagdo de proteinas biocompativel
da Waters, similar ao sistema FPLC da Pharmacia.

HPLC High (Pressure/ Performace) Liquid Chromatography

Protein-Pak Serie de Coluna da Waters baseadas em silica em coluna de ago inox

300SW polido.

RP HPLC Reverse Phase HPLC

c18 18 High Carbon Load, High activity silica

u-Bondapack Coluna de HPLC com n-octadecyl como base da fase estacionaria

Cc18

Lista de Abreviagbes - Reagentes, Sais, Tampodes

TFA Acido trifluoracético.

Tampio A TFA 0,1% utilizado para cromatografia de HPLC-FR
Tampao B Acetonitrilo 66% utilizado em cromatografia de HPLC-FR
PAGE Eletroforese em Gel de poliacrilamida

SDS Dodecil Sulfato de Sodio, Lauril Sulfato de Sadio

Tris Tris[HidroximetillJaminometano

KCI Cloreto de potasio.

Ach Acetiicolina.

Lista de Abreviagcdes — Serpentes, fragbes, isoformas

Cdcoll Serpente Crotalus durissus collilineatus

Cdcas Serpente Crotalus durissus cascavella

Cdt Serpente Crotalus durissus terrificus

crotoxina Crotoxina de Crotalus durissus terrificus o Crotalus durissus collilineatus
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PLA; Fosfolipase A,

F5, F7 Isoformas de crotapotina de Crotalus durissus terrificus

F15, F16 e F17 Isoformas de PLA, de Crotalus durissus terrificus

F3F4 Isoformas indistintas de crotapotina de Crofalus durissus collilineatus e
Crotalus durissus cascavella.
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RESUMO

Crotalus durissus collilineatus € uma serpente de grande importancia médica na
regido Centro Oeste do Brasil. Desta forma justifica-se o interesse em isolar e caracterizar
compostos como a crotoxina que representa a principal fracdo do veneno bruto, com
importantes atividades farmacoldgicas. Aproximadamente 20 mg de veneno total foram
aplicados em uma coluna Protein Pack SW 300 (0,78X30cm Woaters) acoplada a um
sistema HPLC (Waters) resultando no isolamento da crotoxina. Nessa fase o perfil
cromatografico néo mostrou a fracdo correspondente & crotamina o que reforca a
importancia do estudo da crotoxina desse veneno.

O isolamento das fracbes crotapotina e fosfolipase A, a partir da crotoxina purificada
foi realizado em uma coluna de fase reversa, C-18 u-Boundapak em HPLC. Quatro
isoformas de crotapotina, sendo as isoformas F3 e F4 majoritariamente recuperadas e
apenas uma de fosfolipase Ay, (F6) foram purificadas com um alto grau de pureza segundo
a caracterizac&o bioguimica e estudos eletroforéticos como SDS-PAGE revelando a massa
molecular a crotoxina de 24 kDa e da PLA, de 15 kDa e das crotapotinas F3 e F4 com 9
kDa.

O estudo em forma cruzada do efeito inibitéric das crotapotinas sobre as PLA;
provenientes de Cdcoll, Cdt e Cdcas, sugere que as diferencas estruturais séo responsveis
pelas diferengas no mecanismo de inibicdo. A caracterizagcio cinética da fosfolipase A, de
Cdcoll evidencia um comportamento de enzima alostérica em nossas condicbes
experimentais, dado ndo relatado ainda na literatura especializada. Este fato reforcou
nosso interesse em estabelecer comparacdes entre outras fosfolipases dependentes de
calcio provenientes de veneno de serpentes gue possuam um comportamento michaeliano.

O efeito neurotdxico do veneno total, crotoxina, isoformas de crotapotina (F3 e F4);
assim como a fragéo, PLA; (F8) isolados, suas reassociacdes com a PLA; (F6) de Cdcaoll,
foi estudada em registros miogréficos, em preparagdes nervo frénico-diafragma isolado de
camundongo e biventer cervicis de pintainho. Evidenciou-se ainda que a reassociacdo das
isoformas da crotapotina de Cdcoll (F3 e F4) e a PLA2 (F6) restabelece o efeito bloqueador

neuromuscular caracteristico da crotoxina nativa.
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Foram realizadas abordagens bioquimica e farmacolégica comparando as duas
isoformas de crotapotina (F3 e F4) e reassociacéo de ambas com a fosofolipase isolada da
mesma crotoxina de Cdcoll, sdo resultados ainda n&o registrados na bibliografia. Portanto
este trabalho € importante para comprender a integridade ou pureza dos componentes
isolados, assim como para identificar o efeito neurotéxico. E importante ressaltar que a
reassociacdo entre as isoformas de crotapotina e fosfolipase (PLAz) ndo implicou em perda
do efeito biolégico, 0 que mostra que a metodologia utilizada foi satisfatéria para a
purificacdo das proteinas, preservando a integridade estrutural e funcional das isoformas
estudadas.
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Abstract

Crotalus durissus collilineatus is a serpent of great medical importance in the region
Center West of Brazil. Of this form the interest in isolating is justified and characterizing
composites as the crotoxina like that they present the main fraction of the raw poison, with
important pharmacology activities. Approximately 20 mg of total poison had been applied in
a column Protein Pack SW 300 (0,78X30cm Waters) coupled to a system HPLC (Waters)
resulting in the isolation of the crotoxina. In this phase the chromatographic profile did not
show crotamina to the corresponding fraction a what it strengthens the importance of the
study of the crotoxina of this poison.

The isolation of the fractions crotapotina and fosfolipase A, from the crotoxina
purificaty was carried through in a phase column reversa, C-18 u-Boundapak in HPLC.
Four. isoformas of crotapotina (F3 and F4) to greater recover, and only one of
phospholipase A, (F6) they had been purificatory with one high degree of pureness
according to characterization electrophoretics biochemist and studies as SDS-PAGE
disclosing relative the molecular mass of the 24 kDa crotoxina of 15 kDa PLA, kDa and the
crotapotinas F3 and F4 with 9 kDa respectively.

The inibitory effect of the crotapotins on the PLA; in crossed form proceeding from
Cdcoll, Cdt and Cdcas discloses to differences structured in the inhibition mechanism. The
kinetic characterization of phospholipase A, de Cdcoll evidences a alosteritic enzyme
behavior in our experimental conditions, still dates not told in specialized literature. This fact
strengthened our interest in establishing matchings among others fosfolipases dependents
of calcio proceeding from poison of serpents that possess a michaeliano behavior.

The neurotoxicity effect of the total poison, as well as of the crotoxina, beyond the
components of the crotoxina; isoforms of crotapotina (F3 and F4); as well as the fraction,
PLA; (F6) isolated, as of of these reasociations with PLA, (F6) of Cdcoll, was studied in
miographics registers, red tapes isolated nerve frenic-diaphragm of mouse and to biventer
cervicis of chick. It was still proven that the to reconstruct of isoformas of the crotapotina of
Cdcoll (F3 and F4) and PLA; (F6) commit the effect choke to neuromuscular characteristic
of the native crotoxina.
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Boardings the two biochemist and pharmacology comparing isoformas of
crotapotina (F3 and F4) and to reconstruct of both with phospholipase isolated of the same
crotoxina of Cdcoll, still not registered in the bibliography, for in such a way this whork were
important to comprender the integrity or purity of the isolated components, as well as
identifying the neurotoxocity effect. It is important to resaltar that the to reconstruct enters
isoformas of crotapotina and phospholipase (PLAz) did not imply in loss of the biological
effect, what sample that the used methodology was satisfactory for the purification of
proteins, preserving studied the structural and functional integrity of isoformas.

xiii



I INTRODUCAO 1

|  INTRODUGAO

1.1 - Acd@o e composicédo do veneno

Cerca de 90 a 95% do peso seco do veneno de serpentes é constituido por
proteinas, as quais apresentam importantes fungbes biolégicas quando comparadas com a
fracdo ndo protéica (Tu, 1982).

Os venenos de serpentes apresentam-se como uma mistura heterogénea e
complexa contendo: substancias simples como ions (magnésio, célcio e zinco). O
magnésio e o zinco sdo importantes ions para acdo das principais metaloproteases do
veneno, como as hemorraginas, e substancias complexas (enzimas e proteinas). A acéo de
algumas enzimas proteoliticas, fosfolipases Az, e neurotoxinas potencializam o efeito tdxico
do veneno, principalmente as neurotoxinas que atuam em sinergismo aumentando a acdo
téxica (Tu, 1977 e Jia ef al., 1996).

Dentro dos compostos simples temos varias substancias organicas como
aminoacidos livres, peptideos, nucleotideos, carboidratos, lipidios e aminas biogénicas,
(Ferreira et al., 1992).

Do ponto de vista bioquimico sdo encontradas algumas classes de enzimas nos
venenos de serpentes sendo a maior parte delas de natureza hidrolitica.

- Oxidoredutases: responsaveis pelas reacdes de oxido-reducdo, tais como as L-
aminoacido-oxidase e a lactato desidrogenase (Meister, 1965; Mebs, 1970). As L-
aminoacido oxidases convertem o aminoécido livre em um a-cetoacido. Muitos venenos de
serpentes possuem L-aminoéacido oxidase muito ativas, devido & presenca de seu cofator a
riboflavina; a presenca desta enzima da a cor amarela ac veneno seco, contudo sua
atividade biolégica nao é totalmente esclarecida.

Li et al. (1994) descobriram que as L-amino oxidases (LAQO) sdo capazes, em
determinadas condi¢des experimentais, de induzirem a agregacéo plaquetéria e a apoptose
em determinadas células (Suhr e Kini, 1996). Mclean ef al., (1971) descreveram que ©
veneno de algumas serpentes catalisa a conversio do lactato a piruvato. A presenca da
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lactato desidrogenase foi demonstrada em varios venenos, principaimente em serpentes do
género Naja e Dendroaspis.

- Hidrolases (fosfatases, fosfodiesterases, endonucleases e 5-nucleotidase). As
mais conhecidas s8o as fosfodiesterases que s&o largamente utilizadas no sequenciamento
ou caracterizacdo de oligonucleotideos e polinucleotideos (Lasckowski, 1971). A 5-
nuclectidase & uma enzima especifica encontrada na maioria dos venenos de serpentes, e
é mais instavel do que as fosfodiesterases (Mebs, 1970).

Fosfatases s8o hidrolases que utilizam como substrato fosfomonoésteres . Essas
enzimas sio classificadas como fosfatases acidas e fosfatases alcalina, baseando-se no
pH o6timo para catalise € mecanismo de reacdo (Vicent, 1992). As endonucleases s&o
especificas para 0 RNA (Ribonucleases) e para o DNA (Desoxiribonucleases), s8o enzimas
relativamente mais estaveis do que as outras fosfatases (Willians ef a/., 1961).

- Glicosidases: a hialuronidase é uma enzima que catalisa reagdes de hidrélise do
acido hialurénico que € um mucopolissacarideo, presente na pele, tecido conjuntivo e nos
tendbes. Esta enzima tem a funcao de facilitar a difus@o das toxinas do veneno para dentro
do tecido de suas vitimas (Mayer et al., 1960).

- Proteases: As proteases encontradas no veneno das serpentes podem ser
agrupadas em dois grandes grupos: as endopeptidases e as exopeptidases (lwanaga et al.,
1976). As proteases presentes no veneno total ndo s&o responsaveis pela acdo tdxica do
veneno, mais s&o responsaveis por varios danos, tais como: as hemorragias e as necroses
teciduais.

Assim, varias metaloproteases tém sido isoladas de diferentes venenos e
caracterizadas como hemorraginas. As metaioproteases sdo de dois tipos, conforme a
especificidade do substrato: enzimas de alta especificidade por substratos que induzem
hemorragia quando injetadas em animais. Dentro das hemorraginas existem aquelas com
alta especificidade por determinados tipos de substratos e que induzem hemorragias
quando injetadas em animais (Mandelbaum ef a/., 1976; Mori et al., 1987; Sanches et al,,
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1887; Tu, 1982); e outras proteases que n&o induzem hemorragia e também ndo possuem
especificidade em relacdo ao substrato (Asskura ef al, 1985; Mandelbaum ef al., 1976;
Sanches ef al., 1987; Tu, 1982).

O veneno de serpentes, particularmente aqueles da familia Crotalidae e Viperidae
contém muitas proteinases que agem em diferentes pontos da cascata da coagulacéo
sanglinea (lwanaga & Suzuki, 1979; Seegers & Ouyang, 1979; Kornalik, 1990). No Brasil,
os estudos destas enzimas tém sido realizados principalmente com as peconhas das
serpentes do género Bothrops e Crotalus. As enzimas isoladas de veneno de serpentes
gue possuem atividade tipo trombina-like apresentam a capacidade de atuar sobre a
molécula de fibrinogénio encontrada no plasma, transformando-a diretamente em fibrina
(Seegers & Ouyang, 1979).

- Lipases: s&o enzimas responsaveis pela degradacdo de lipidios e sé&o
comumente encontradas nos venenos de serpentes. Sao representantes deste grupo de
enzimas as fosfolipases e as acetilcolinesterases, sendo as fosfolipases Az (PLA2), as
enzimas mais estudadas (Tu, 1977a).

Além das enzimas hidroliticas o veneno total possui também outras moléculas de
importancia bioldégica sem atividade enzimatica como as desintegrinas e as lectinas. As
desintegrinas possuem massa molecular variada, com um alto contetido de residuos de
cisteinas. Sao proteinas que inibem a interacdo do fibrinogénio aoc complexo glicoproteico
llb-llla (receptores), durante a coagulagdo sanglinea. Possuem uma seqiéncia
caracteristica de trés residuos de aminoacidos Arg-Gly-Asp responsaveis pela atividade
biolégica (Musial et al., 1990; Kamiguti ef a/., 1998).

As proteinas denominadas de Lectina tipo C constituem um grupo de proteinas ou
glicoproteinas estruturalmente homoélogas, mas com funcdes distintas por exemplo algumas
possuem a capacidade de aglutinar células, outras podem precipitar polissacarideos e
glicoproteinas, pelo fato de se ligarem especifica e reversivelmente a determinados
carboidratos (Carvalho ef al,, 1998). Outras induzem efeitos anticoagulantes e agregacéo
de plaquetas (Kini, 1997).
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1.2 Neurotoxinas

As neurotoxinas podem ser classificadas em dois grandes grupos de acordo com
Tu, (1977b).

1.2.1 Inibidores da condugdo axdnica

A estimulac&@o do axbnio resuita na despolarizacdo da membrana celular e envolve
uma mudanca na condutancia dos ions Na*, K*, e Ca®* . Assim qualguer substancia que
altere o movimento normal, principalmente dos ions Na* e K" pode ser considerada como
neurotdxica. Como exemplo podemos citar a tetrodotoxina, (TTX) que é uma neurotoxina
isolada do baiacu ou “puffer fish”. A TTX caracteriza-se pelo blogueio dos canais de sédio
(Narahashi, 1967 e Hass, 1986). Toxinas de escorpides podem também afetar a
condutividade do axénio, devido a sua atuagéo sobre os canais de sddio e potassio (Rochat
et al., 1970, Ziotkin ef al., 1971, Strichariz ef al., 1986).

1.2.2 Inibidores da transmissao sinaptica

Além das toxinas que atuam sobre a condugio axdnica existem aguelas que atuam
na transmissdo sinaptica na regido da placa motora da juncdo neuromuscular, afetando a
liberacéo do neurotransmissor, a acetilcolina.

Estas toxinas afetam, portanto, a contracdo muscular, esta classe de toxinas séo
divididas em dois grandes grupos: as neurotoxinas pré-sinapticas (B-neurotoxinas) e pos-
sinapticas (a-neurotoxinas) (Tu, 1997b).

- Toxinas Pré-sinapticas: conhecidas também como B-neurotoxinas, que
genericamente inibem o processo de liberacdo da acetilcolina. A sua poténcia & maior que
a das toxinas pés-sinapticas (a-neurotoxinas).

A inibicdo da liberagao de acetilcolina leva a um evento chamado de bloqueio da
transmissao neuromuscular. Estas toxinas sdo encontradas nos venenos de serpentes da
familia Elapidae, tais como: as p-bungarotoxinas e notexinas (Karlsson ef al., 1979). As -
neurotoxinas também s&o encontradas em venenos de serpentes crotalicas e o principal
exemplo & a crotoxina. (Fraenkel-Conrad, H. 1982; Breithaupt, 1976, Faure e Bon, 1988 e
Faure ef al., 1991).
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- Toxinas pos-sinapticas: denominadas a-neurotoxinas. S0 toxinas que se ligam
aos receptores colinérgicos nicotinicos da regido subsindptica da placa motora. Atuam,
semelhantemente ao curare, mas sua combinacdo com os receptores se faz de forma ndo
covalente. As neurotoxinas pés-sinaptica sdo de baixo peso molecular (7 a 8 kDa) e sdo
desprovidas de atividade enziméatica (Karlsson et al., 1979).

1.3 — Neurotoxinas: Como ferramentas moleculares

Sabe-se que as neurotoxinas interagem especificamente com receptores, inibindo
ou estimulando varias funcdes celulares, portanto s8o ferramentas moleculares valiosas
dentro da fisiologia e farmacologia. As neurotoxinas em particuiar, tém sido utilizadas como
ferramentas para diferentes finalidades, como por exemplo, a sintese de novas drogas, ou
como agentes terapéuticos (tubocurarina e a toxina botulinica) ou na forma de
medicamentos como o Captopril, que foi sintetizado a partir do modelo molecular da toxina
de Bothrops jararaca (Harvey ef al., 1998).

As neurotoxinas de peconhas de escorpides e serpentes foram largamente usadas
na investigacdo dos canais idnicos. Desde 1952, quando os canais de sdédio foram
descritos por Hodkin e Huxley (1952), as neurotoxinas t&ém contribuido para o isolamento, a
caracterizacaéo e a determinacéo de um modelo de estrutura molecular dos canais idnicos
bem como na elucidacao do papel fisiolégico e farmacoldgico (Vassilev, ef al., 1989).

Por meio das varias neurotoxinas determinou-se a existéncia de quatro sitios
receptores distintos nos canais de sodio (Catteral ef al, 1984). Ao sitio 1 ligam-se as
neurotoxinas guanidinicas sollveis em agua (Tetrodotoxina e Saxitoxina), gue inibem o
transporte idnico pelo canal. Ao sitio 2 ligam-se varias toxinas lipossollveis (Graynotoxina,
Veratridina, Acotina e Batracotoxina), que causam a ativagcdo permanente do canal de
s6dio com consequente redugdo dos valores do potencial de repouso da membrana, por
bloquear a inativacéo da corrente de sbédio e alterar a dependéncia de voltagem para
potenciais de membrana mais negativos.

As o-toxinas de escorpido e da anémona do mar ligam-se ao sitio 3 causando o

retardo ou blogueic da inativacdo dos canais de sodio. E as neurotoxinas B escorpibnicas
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ligam-se ao sitio 4 alterando, principalmente, a ativacio dos canais de sédio.dependéncia
de voltagem.

A sinopse realizada por Catterall (1984) € uma valiosa visdo da maioria dos
trabalhos fisiologicos, farmacoldgicos e bioguimicos realizados até entéo, e sé foi possivel
pelo uso de neurotoxinas na forma pura. Estas neurotoxinas somente foram obtidas com o
desenvolvimento de véarias metodologias de purificacéo e isolamento.

Como exemplos importantes podemos citar a crotamina, miotoxina, a cardiotoxina,
melitina e as fosfolipases Az, que s&o toxinas que evidenciam grande potencial para sua
utilizacdo como ferramentas moleculares no estudo de determinadas patologias como a
mionecrose.

Os estudos feitos por Homsi-Brandeburgo, et al.,, (1988), Cintra, A. C.O. et al,;
(1993), confirmados por Rodrigues-Simioni ef al., (1995), mostraram que a BthTX-l € uma
miotoxina com estrutura de PLA, mas sem atividade catalitica. Esta toxina pode interagir
com a membrana da fibra muscular e causar mionecrose.

1.4 - Crotalus durrissus

Esta espécie e as subespécies proximas s@o as Unicas cascavéis na América do
Sul. O género Crotalus compreende espécies que sdo encontradas em terras baixas e
secas, e se encontram distribuidas desde o sul do México até o Brasil e Paraguai, com
interrupgdes zoogeogréficas no Panama e ao norte do Brasil. As serpentes do género
Crotalus medem aproximadamente 1,80 m. e se alimentam principalimente de mamiferos e
outros répteis menores (Janzen, Daniel H. 1991).

Do ponto de vista toxicoldgico, as serpentes pec¢onhentas do Brasil da familia
Crotalidae pertencem a quatro géneros: Bothrops, Crotalus, Lachesis, e da familia Elapidae
temos ao género Micrurus. As serpentes do género Crotalus estdo distribuidas em:

Crotalus durissus terrificus.- Encontrada em regides altas e secas do Brasil, desde
Minas Gerais até o Rio Grande do Sul.

Crotalus durissus colliineatus - 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.
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Crotalus durissus cascavella.- € encontrada nas areas de caatinga do Nordeste do
Brasil, desde 0 Maranhao até Norte do estado de Minas Gerais.

Crotalus durissus marajoensis.- Encontrada na llha de Marajé e em toda América
Equatorial.

Crotalus durissus trigonicus.- Encontrada em Roraima.

Crotalus durnissus ruruima.- Distribuida em algumas regides de Roraima, Amapa,
Para, Amazonas e Rondbnia, bem como na América Equatorial.

1.5 - Toxinas e Neurotoxinas de Crotalus durissus terificus
Desde 1938 foram isoladas e purificadas a partir do veneno total de Crotalus
durissus terrificus as fracdes denominadas de:

Giroxina: E farmacologicamente pouco conhecida, produz uma sindrome
convulsiva, em condicdes experimentais em camundongos. Seu isolamento foi descrito por
Barrio, A. (1961), Barrabin et. al., (1978) e , Alexander, ef al., (1988). Nao é afetada por
congelamento ou por tratamento com temperaturas préximas a 40°C por 15 min.

Convulxina: Foi caracterizada por induzir convulsdes e distlrbios respiratérios e
circulatérios, € uma toxina de alta massa molecular, que se comporta como uma proteina
homogénea. (Vital Brazil O. ef al., 1967; Vital Brazil. 0. 1972b; Prado-Franceschi, J. e Vital
Brazil O. 1981).

Crotamina: E uma proteina neurotdxica de baixo peso molecular de carater basico
caracterizada pela primeira vez por Gongalves e Vieira, (1950).. Esta toxina é encontrada
no veneno de Crotalus durisssus terrificus, de certas regibes do Brasil, Argentina e Bolivia.
E uma proteina de ponto isoelétrico de 10,3 uma massa molecular de 4,8 kDa e trés pontes
disulfeto, (Gongalves, 1956). Apresenta um pequeno nuimero de residuos de aminoacidos
comparados com outras neurotoxinas (Ryden ef.al., 1973, Yang, 1974). E uma molécula
resistente ao calor, suportando uma temperatura de 70°C por 18 horas sem perder sua
propriedade tdxica. Toyama, M.H. ef al. (2000) identificaram duas isoformas F2 e F3 da
Crotamina.
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Estudos mostraram gue quando é injetada intraperitonealmente em ratos causa
depressao respiratoria, lacrimejamento, paralisia das patas posteriores, convuls&o e morte.
Recentemente Macin ef.al., (1997) mostraram gue a Crotamina em baixas concentracdes é
capaz de induzir um efeito anestésico local cujo mecanismo de ac¢éo € desconhecido.
Assim como existe a presenca de isoformas detectadas por cromatografia convencional
(Smith and Schmidt 1990).

A espécie Crotalus durissus ruruima tém monstrado dois tipos de venenos, uma de
coloragdo amarela e a outra branca, trazendo como consequéncia diferencas bioquimicas,
e bioldgicos cuando comparado com o veneno de Crofalus durissus terrficus (Dos Santos
M. C., et al, 1993).

Crotoxina: € a principal neurotoxina, representa quase 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
terminacdes nervosas, respondendo pelas paralisias motoras e respiratdrias, em condicoes
experimentais.

Esta proteina € um heterodimero composto por duas diferentes subunidades: uma
fosfolipase A, (PLA2) (componente basico) com uma massa molecular de 14,5 kDa e um
componente denominado crotapotina, (componente acido) com uma massa molecular de 9
kDa. (Breithaupt 1976, Bon et al., 1979).

Quando um componente da crotoxina é separado do outro, seu efeito toxico &
praticamente anulado, sendo dez vezes menor que a sua forma associada (Slottay
Fraenkel-Conrat 1938. Chang e Lee 1977, Hawood e Santana de Sa S. 1979). A fosfolipase
Az (PLA,) é o componente principal e responséavel pelo desencadeamento dos efeitos
farmacoldgicos elucidado pelo compiexo crotoxina (Hendan e Fraenkel-Conrat 1971).

A crotoxina apresenta varias isoformas que s@o conseqliéncia, muitas vezes da
alteragdo de um Unico aminoacido (Faure e Bon, 1987). A multiplicidade e a diversidade
dessas isoformas de crotoxina parecem ser o resultado de:

- Modificacédo pés-traducional que ocorre sobre uma Unica forma do transcrito primario
levando a formac&o de isoformas de crotapotina (Bouchier ef.al.,1991).
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- [Expresséo de diferentes RNAs mensageiros, levando a formagio de isoformas de
PLA; (Faure.ef.al., 1994).

De acordo com alguns modelos os efeitos farmacoldgicos das PLA; poderiam ser
desencadeados pela presenca de um sitio farmacoldgico presente nas moléculas de PLA,
e que ¢ independente da atividade do sitio catalitico. O sitio farmacolégico da enzima teria
alta ou baixa afinidade por determinado sitio alvo presente na membrana celular.

A crotapotina foi inicialmente descrita como uma molécula “chaperone” das
fosfolipases A de Crotfalus durissus ferificus. A crotapotina potencializa a toxidade da
PLA; (Bon, et al., 1979); e este fendmeno de potencializacdo é interpretado como um
fendémeno farmacocinético, onde o componente acido pode proteger a fosfolipase A, da
inativag@o por ligag&o a sitios de baixa afinidade. No entanto, a crotapotina inibe a atividade
enzimatica da PLA,. (Laure, 1990).

Landucci et al., (1995), mostraram que a crotapotina também possui uma atividade
antiinflamatéria, e que esta n&o é devida a liberag@o de corticosterdides enddgenos ou
inibicdo da atividade ciclo - oxigenase. Um possivel mecanismo desse efeito
antiinflamatério talvez seja decorrente da interacdo da crotapotina com fosfolipases A;
extracelulares geradas durante o processo inflamatério. Entretanto, o papel da crotapotina,
como um antiinflamatoério ou sua real participagdo no processo de neurotoxicidade da PLA:
ainda néo esta totalmente esclarecido (Landucci, et al., 2000).

Sabe-se porém que as metodoiogias utilizadas para purificacdo destas neutoxinas
nao conseguem distinguir diferentes isoformas presentes no proprio veneno. De fato a
crotoxina, que € a principal toxina no veneno de Crotalus durissus terificus, pode possuir
até 16 diferentes isoformas, com diferentes graus de poténcia quanto a sua toxicidade
(Faure e Bon, 1987).

A crotoxina, principal neurotoxina das serpentes de Crofalus dunssus fterrificus,
possui varias isoformas, que podem ser, na verdade, combinacbes das subunidades de
crotapotina e fosfolipase A,. O grande problema para o estudo desta neurotoxina é se obter
um material com alto grau de homogeneidade molecular, tanto para o estudo da acéo
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isolada do complexo crotapotina-fosfolipase bem como para estudar a atividade biolégica
de suas subunidades.

Até o momento a crotapotina esta sendo considerada farmacologicamente inativa
quando se encontra isolada do complexo, crotoxinico e bioquimicamente inibe a atividade
PLA,, (Haberman and Breithaupt 1978; Bon, ef al, 1979, Verhei, ef al, 1981, e
Gopalakrishnarone, et al., 1984), sua funcao seria o de facilitar & unido da PLA; aos sitios
especificos presentes nas membranas bioldgicas envolvidos em suas atividades
fisiologicas bem como farmacoldgicas. (Bon, ef.al., 1979).

Estes sitios sdo de natureza protéica ou glicoprotéica e estariam localizados na
superficie da membrana plasmatica das células aivos (Kini e Evans 1989). Estudos mais
recentes, porém, demonstraram que a crotapotina quando administrada “in vivo” (através
de injecdo subplantar, intraperitoneal ou por via oral) apresenta propriedades
antiinflamatdria. Provavelmente a crotapotina interage com as PLA; extracelulares geradas
durante o processo inflamatério levando a uma reducéo da atividade hidrolitica destas
Ultimas.(Landucci, ef al., 1995).

A crotoxina considerada entdo como uma substancia neurotdxica é do ponto de
vista farmacolégico e fisiolégico, uma toxina que exibe uma atividade inibitdria
principalmente podendo apresentar um blogueio da transmissdo neuromuscular ao nivel
pré sinaptica observado por Vital, O. e Excell, B. J. (1971); Vital, B. (1972b); Chang, C. C.
and Dong Lee, J. (1977b); Hawgood, B. J. e Smith, J. W. (1977); e pos-sinaptica
desencaeando algum efeito na regido sub sinaptica a semelhanca do curare (Vital, B. et a/.,
1966; Hanley, 1978, Hawgood e Santana de S&a S. 1979 ; Bon, ef al., 1979 e Simpson, et
al., 1993).

A crotoxina pode inibir a transmissio axbnica afetando fortemente o fluxo normal
de jons Na' e K’ ao longo da agdo. O efeito da crotoxina na transmissdo pré-sinaptica
causa uma modificacéo trifasica na liberacdo de neurotransmissores das terminagbes
nervosas motoras. Esta modificacdo trifasica é caracterizada por uma depresséo fugaz na
liberacéo de acetilcolina seguida de um ligeiro aumento que precede o bloqueio irreversivel
da transmiss&o neuromuscular (Chang e Lee 19772, Chang e Su 1982).
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Os efeitos da crotoxina ao nivel pds-sinaptico, caracteriza-se pelo blogueio da
resposta da acetilcolina através de uma estabilizacdo do receptor de acetiicolina de um
estado conformacional inativo (Bon, ef al., 1979).

Séo descritos dois modelos para explicar a interacdo da crotoxina com a
membrana pré-sinaptica. O primeiro modelo chamado de Dissociacio explica que quando a
crotoxina se aproxima do receptor da membrana ocomre uma dissociacdo do complexo
crotapotina-PLA;, permitindo a PLA, se ligar a varios receptores de baixa especificidade na
membrana das células; de acordo com a literatura este mecanismo é muito improvavel. O
segundo modelo, designado por Complexc Ternario Transitério, estabelece que a crotoxina
liga-se primeiramente ao receptor da membrana e sé entdo ocorre a dissociacio de seus
componentes, liberando crotapotina ao meio, enquanto a PLA; permanece ligada ao
receptor (Delot, E. e Bon, C. 1993).

Além destas atividades, a crotoxina bem como o veneno total tem um efeito
inibitério sobre a resposta humoral e nao 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
macréfagos que podem causar diminuicdo dos niveis de anticorpos, n&o se conhecem 0s
mecanismos envolvidos na atividade imunosupressora do veneno de Crofalus durissus
terrificus ou da crotoxina (Rangel-Santos, A. C., e Mota, |. 2000).

1.6 - Estrutura e Funcao das Fosfolipases Az

As fosfolipases A (PLA;) s@o enzimas amplamente distribuidas na natureza,
podendo ser encontradas em bactérias, plantas, tecidos de mamiferos (pulm&o, figado,
baco, coracao, eritrécitos, plaquetas e leucécitos polimorfonucieares). No entanto, as mais
conhecidas e amplamente estudadas séo aquelas encontradas nos tecidos pancreéticos de
mamiferos e nos venenos de serpentes e insetos (Verheij, ef.al.,, 1981; Van der Bosch,
1980).

A unidade catalitica das fosfolipases (PLA;) é constituida pelos residuos His-48,
Asp-99 e uma molécula de agua. No mecanismo de catélise proposto, (Verheij ef al., 1980)
um préton na posicao 3 do anel imidazdlico do aminoacido His-48 esté envolvido em uma
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forte interacdo com o grupo carboxilico da Asp-99, impedindo que ocorra uma rotagéo no
anel imidazol (que esta envolvido com a catalise), deixando o nitrogénio da posicéo 1 deste
anel na posicao espacial prépria.

Uma molécula de agua promove entdo um atague nucleofilico ac carbono do grupo
éster do substrato e nesse momento o anel imidazol da His-48 recebe um proton da
molécula de agua facilitando a reacdo. Logo apds ocorre a hidrélise da uni&o acil-éster na
posicdo sn-2 do fosfoglicerideo (substrato), este préton é doado pelo anel imidazol para o

oxigénio que forma entdo um grupo élcool de lisofosfolipideo a ser liberado, quadro 1,
(Verheif, ef al., 1980).

#His 48
Asp 89 ——
COD - HN N
u ~&
|
H H N Gy 30
\o/ /Rz H/ ~
o/ c\;l—"'/ 2
H e PSS Cast . ....C TCO0
. / - Asp 49
¢ .
o
[e] §
\cu 7-0-P-0-X

Quadro 1. Representacdo esquemdtica do mecanismo
catalitico proposto para as PLA2. (Verheij ef al., 1980).

O sitio para uni@o do calcio, importante para a catélise, apresenta um cation ligado
pelo oxigénio do grupo carbdnico 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 fungao:
primeiro: fixar o fosfato e segundo: estabilizar a carga negativa do oxigénio do grupo
carbdnico da ligacdo éster na posicéo sn-2 do substrato. (Yang, 1994).

1.7 - Classificacdo das Fosfolipases.

As fosfolipases s&o classificadas dependendo de sua estrutura e de seu
mecanismo de catdlise. De acordo com seu sitio de hidrélise sobre o triacilglicerol se
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dividem: em fosfolipase A4, fosfolipase A, (PLAy), fosfolipase B, fosfolipase C, e fosfolipase
D. As PLA; sdo as mais abundantes lipases do nosso organismo e s&o capazes de
metabolizar varios tipos de lipidios tais como: fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina,
fosfatidilinositol, fosfatidilglicerol, plasminogénio (Quadro 2).

Estas enzimas possuem varias pontes dissulfeto e sdo extremamente estaveis ao
tratamento com calor e acidos, apresentando uma homologia seqlencial entre si e
especialmente na regido do sitio catalitico (Chang et.al., 1977).

Fosfolipase B - - - — - - Fosfolipase Ay

-
(N

Fosfo}iﬁase Ao
O

i
HCH—-O~C—R1

]
R;—C—-O—-CH Fosfolipase C

R1 e R2 séo cadeias de hidrocarbonetos OI
dos acidos graxos. HCH—O— b—O——X
X=grupamento polar tais como: 1
CHoCHoN(CHz)3 na fosfatidilcolina O
CHaCHaNMHo na fosfatidiletanolamina
CHoCH{COOH)NH, na fosfatidilserina Fosfolipase D

Quadro 2.Sitio de hidrélise das fosfolipases (Kini, 1997).

As PLA; (E.C. 3.1.1.4) catalisam especificamente as reacdes de hidrolises de uma
ligacdo acil-éster em uma posicédo sn2 de fosfoglicerideos em uma reacédo dependente de
célcio liberando quantidades equimolares de acidos graxos livres e lisofosfolipideos.

As fosfolipases A, (PLA2) também podem ser classificadas de acordo com o sua
estrutura em dois grandes grupos: uma de alta massa molecular, intracelular e uma de
baixa massa molecular. As PLA; de alto peso molecular estdo bem caracterizadas e podem
ser subdivididas do ponto de vista catalitico, em dois grandes subgrupos: as que
necessitam de calcio para sua atividade, com uma massa molecular que vai de 140 a 400
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kDa, e as gue ndo necessitam, apresentando massa molecular que vai de 85 a 100 kDa,
guadro 3, (Kini, 1997).

De acordo com Kini (1997) as PLA; de baixa massa molecular relativa podem ser
subdivididas em quatro subgrupos: Grupo |, Grupo I, Grupo Il e Grupo IV.

Fosfolipase Ao
I | ]
PLA» alto peso molecular FPLA» baixo peso molecular
{intracelular) (Extracelular / Secretdria)
| |
! i | i | i
Cal+ Cal+ Grupo! Grupoll Grupo#f Grupo IV

independerte Dependerite

Grupo (A Grupo I8 Grupo {14 Grupe B
{Elapidice)  (Pancreatico)  (Asp 49) {tys 48)
(Higrofilidico)

Quadro 3. Classificagdo das PLA; (Kini, 1997)

As PLA, do grupo | englobam as isoladas dos venenos elapidicos, hidrofilidicos
(Grupo |A) e a isoladas do pancreas de mamifero (Grupo IB). Estas enzimas contém cerca
de 115 — 120 residuos de aminoéacidos e sete pontes dissulfeto.

As fosfolipases A, do grupo Il sd@o encontradas nos venenos de serpentes
crotélicas e viperidicas e em células humanas como as plaquetas. Estas enzimas possuem
cerca de 120 a 125 residuos de aminoécidos e sete pontes dissulfeto. Fazem parte deste
grupo as enzimas PLA, miotdxicas Asp 49 (D49) e Lys 49 (K49), que possuem uma
atividade enziméatica baixa ou residual.

As PLA; do grupo Iil englobam aquelas isoladas de abelhas, diferentemente das
outras classes de PLA; estas sdo glicoproteinas, contendo de 130 a 135 residuos de
aminoacidos. Estas possuem uma baixa homologia com as outras PLA2.

As PLA; do grupo IV podem ser consideradas as mais recentes dentro da familia
das PLA,, do ponto de vista estrutural. Estas PLA> tém duas cadeias polipeptidicas: uma
longa com 77 residuos de aminocdcidos e uma curta com 42 residuos de aminoécidos,
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ligados por pontes dissulfeto intercadeias. Estas enzimas mostram dependéncia de caicio
para sua atividade (Mcintosh, 1995).
Segundo Dennis (1994) as PLA, também podem ser classificadas de acordo com

sua funcao, localizacdo, regulacdo, mecanismo, sequéncia de aminoacidos, estrutura e
papel dos ions divalentes, quadro 4, (Dennis, 1994).

Caracteristicas Classes

L v Ve
Localizacao Extracelular Intracelular Intracelular
Massa molecular ~ 14 kDa ~ 85 kDa ~ 40 kDa
Aminoacidos ~125 ~750 S
Cisteinas 10 - 14 9 e
Pontes sulfeto 57 0 S
Sensibilidade ac DTT + - -
Preferéncia por acido araquidénico - + +
Requerimento de Ca ** ~mM ~ uMP Nenhuma
Papel do Ca " Catalise Assoc Membrana Nenhuma
Proteina regulatéria - - PFK(?
Cofatores regulatorios - - ATP
Fosforilagéo regulatéria - + -
Atividade de liso - PLA; - Alta +
Atividade de PLA, - + -
Atividade transacilase - + -
Hidrélise de Acil-CoA graxo - - +

Quadro 4. Propriedades dos diferentes grupos de PLA, (Dennis, 1994).

2 Dados obtidos para PLA; miocardica canina. ° Outros metais e sais podem, in vitro, substituir
o célcio. (- ) ausente, ( +) presente.
PFK = fosfofructoquinase.

Dentro do grupo de PLA; de alta massa molecular intracelular (Kini, 1997)
podemos colocar as fosfolipases A; da classe IV assim como da classe V isolada do
musculo cardiaco de cées, classificadas por Dennis, (1994).

Estas fosfolipases ocorrem abundantemente na natureza, e s&o do ponto de vista
bioquimico e bioldgico, as mais estudadas. As fosfolipases A, foram as primeiras
fosfolipases a serem reconhecidas, sua descoberta foi baseada na observagdo da agéo do
suco pancreatico e do veneno de serpentes na hidrélise da fosfatidilcolina (Wittcoff, 1951).
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Estudos subsequentes mostraram que as fosfolipases Az s&o abundantemente
encontradas em venenos de varias serpentes, nas glandulas exécrinas, onde estas
enzimas tém um papel imporitante na digestao de lipidios (Wittcoff, 1951, Dennis, 1983 e
Harris, 1991).

Nestes ultimos anos as pesquisas sobre fosfolipases A, tém sido impulsionadas
principaimente pela acdo destas em varias atividades biolégicas (Quadro 5).

Neurotoxicidade

Neurotoxinas pré-sinapticas
Neurotoxinas pds-sinapticas
Miotoxicidade

Mionecrose local

Miotoxicidade sistémica
Cardiotoxicidade

Efeito anticoagulante

Iniciador da agregacao plaquetaria
Inibidor da agregac¢ao plaquetaria
Atividade hemolitica

Hemorragia Interna

Atividade antihemorragica
Atividade convuisionante
Atividade hipotensiva

Atividade edematogénica

Lesdo de drgaos e tecidos.

Quadro 5. Efeitos farmacolégicos das
enzimas PLA, isoladas do venenoc total de
serpentes. (Kini 1997).

As fosfolipases A; também tém grande importancia nos processos de fertilizac&o
(Fry et al., 1992); proliferacdo celular (Arita ef al., 1991); contracdo da musculatura lisa
(Nakajima et al., 1992; Vadas ef al., 1993); hipersensibilizacdo e processos inflamatérios
cronicos (Vadas et al.,, 1986 e Vadas et al., 1993).

As PLA; tém um papel fundamental no metabolismo de lipideos e estéo
intimamente relacionados com a liberacdo de acido araquiddnico que € um precursor
comum de uma série de lipidios bioativos tais como as prostaglandinas, leucotrenos e
tromboxanos (eicosanoides), compostos de vida média curta, embora de resposta
fisiologica importante.
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Os efeitos farmacoldgicos, observados pela ac@o das fosfolipase Az (PLA2) ndo
s80 necessariamente gerados pela quebra de fosfolipideos e pela ruptura das membranas
biolégicas. As fosfolipases A, parecem apresentar além do sitio catalitico caracteristico, um
sitio (s) farmacoldgico (s) distinto (s) do catalitico.(Yang 1994) e s&o portanto, mecanismos
independentes da atividade catalitica (Gutiérrez e Lomonte, 1995).

A presenca do sitic especifico distinguiria uma céiula alvo de uma célula nio alvo,
isso determinaria a unido de uma enzima com sua célula alvo (presenca do sitio ativo com
alta especificidade) e da n&o uni&o da célula alvo (auséncia do sitio e baixa especificidade,
ocorrendo apenas quando hd um excesso de enzima).

Os diferentes efeitos farmacoldgicos promovidos pelas fosfolipase A, podem ser
explicados também pela presenca de sitios alvos especificos, que estdo localizados na
superficie das células ou do tecido alvo. Estes sitios alvos seriam reconhecidos por sitios
farmacolégicos localizados na superficie das PLA,, que de forma geral s&o independentes,
mas algumas vezes estes se sobrepdem com o catalitico (Kini e Evans, 1989). De acordo
com esta hipotese haveria uma necessidade de complementaridade entre o (s) sitio (s)
farmacoldgico (s) e o sitio alvo em termos de equilibrio de cargas, interagdo hidrofébica e
interacdes de Van der Walls.

Segundo Kini e Evans (1989) a natureza quimica deste sitio de ligacdo entre as
PLA., e as células ou tecido alvo poderia estar entre um lipidio ou uma proteina
(glicoproteinas). Devido a alta especificidade das interacBes pode se supor que as
glicoproteinas podem estar diretamente relacionadas com o reconhecimento, contudo
lipidios préximos ao sitio de ligacdo também podem contribuir para o aumento da
especificidade. Muitos dos receptores para estas PLA, j& foram identificados e
caracterizados tanto estruturaimente como funcionalmente. Um dos mais bem
caracterizados e conhecidos € a proteina do canal de potassio (Kini, 1997).

Trabalhos recentes tem mostrado que algumas PLA,, cataliticamente ativas podem
ter um papel importante na morte de células bacterianas gram negativas, como a
Staphyloccocus aureus (Harwing, et.al., 1995). Recentemente, um efeito bactericida de
PLA; humanas nao pancreaticas foi demonstrado sobre linhagens de S. aureus. De acordo
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com estes resultados, esta agdo bactericida parece estar diretamente relacionada com a
atividade catalitica das PLA: (Weinrauch, ef.al., 1996).

1.8 - Fosfolipases A> neurotéxicas.

Dentro das PLA; neurotdxicas s&o consideradas as § neurotoxinas por ser potentes
blogueadores da transmiss&o neuromuscular. As PLA; neurotdxicas podem ser divididas
em dois grandes grupos:

B - Neurotoxinas Monoméricas, compostas unicamente por PLA;, um exemplo
desta classe esta a Notexin de Nofechis s. scutatus (Bon, 1997 e Kini,1997).

B - Neurotoxinas Multiméricas, compostas por uma molécula de PLA; associada
com uma outra molécula, sem atividade enzimatica. Como exemplo destas neurotoxinas
considera-se a crotoxina isolada de Crotalus durissus terrificus (Bon, 1997).

Até hoje, poucos s&o os estudos sobre o veneno de Crofalus durissus collilineatus
e de sua principal fracéo a crotoxina usando-se uma abordagem bioquimica ou biologica.

Desta maneira, o modelo utilizado torna-se muito interessante para estudos sobre
a caracterizacdo bioquimica, farmacoldgica, assim como sobre a interacdo estrutura-
atividade no processo de neurotoxicidade.
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OBJETIVOS

2.1 - OBJETIVOS GERAIS.
Isolamento e purificag8o da crotoxina like de veneno total de Crofalus durissus
colliiineatus.através de cromatografia convencional.
Desenvolvimento de novas metodologias para o fracionamento do veneno total de
Crotalus durissus collilineatus e a padronizacdo de um processo de purificacdo em
larga escala dos principais componentes neurotdxicos bem como de suas sub-
unidades.
Caracterizacdo da atividade da crotoxina like de Crofalus durissus collilineatus
através de estudos fisico-quimicos, bioquimicos e farmacoldgicos.

2.2 - OBJETIVOS ESPECIFICOS.
Determinacgéo e comparacao da atividade da PLA, de Crotalus durissus collilineatus
com Crotalus durissus cascavella e Crotalus durissus terrificus.
Determinac@o da atividade inibitéria da crotapotina sobre a atividade PLA: de

Crotalus durissus collilineatus com Crotalus durissus cascavella e Crotalus durnissus
terrificus.

Determinacao da, neurotoxidade da crotoxina like.

Determinacao preliminar da atividade cinética da PLA; de crotoxina like de Crotalus
durissus collilineatus em relacdo a atividade cinética de PLA, de Crotoxina de
Crotalus durrissus terrificus, Crotalus durissus cascavella
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il MATERIAIS E METODOS

3.1 - Animais

Foram utilizados para os ensaios biolégicos e farmacoldgicos ratos machos
Winstar (120-150g) e camundongos Swiss (18-20g) obtidos no biotério central da
UNICAMP.

3.2 - Venenos e Reagentes

O veneno total de Crofalus durissus terrificus foi adquirido do Sigma Chemical Co
(USA) O veneno total de Crofalus durissus collilineatus foi adquirido da Bio-Agents
Serpentério Proteinas Bioativas Ltda (Fazenda Boa Esperanca, Batatais, S&o Paulo).

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

3.3 - Purificacdo do veneno total Crofalus durissus collilineatus e Crotalus
durissus terrificus.

3.3.1 - Cromatografia de exclusao molecular em Sephadex G75

O veneno total de Crotalus durissus collilineatus (100mg) foi dissolvido em 2,0ml
de tampao Bicarbonato de Aménio (0,1M, pH 7.8) até sua homogeneizaggdo. O veneno
homogeneizado foi entdo submetido a uma clarificacéo por centrifugacdo a 250X g durante
5 minutos, o sobrenadante obtido foi guardado para posterior aplicagdo na coluna
cromatografica e o precipitado descartado.

O sobrenadante (veneno bruto) foi aplicado em uma coluna de Sephadex G75 (1.6
x 100cm), previamente equilibbrada com tampéao bicarbonato de aménio (0,1M pH 7.,8). A
eluicdo do material foi realizada usando-se o tamp&o bicarbonato de amonio 0,1M, pH 7,8,
a um fluxo constante 12mil/h. As amostras com 3mi por tubo foram coletadas em um coletor
de fracdes Redi Frac da Amersham Pharmacia Biotech. A corrida cromatogréfica foi
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monitorada usando-se absorbancia a 280 nm e as fracBes obtidas liofilizadas e guardadas
a -20°C.

Este procedimento também foi adotado para a purificagcdo do veneno total de
Crotalus durissus terrificus.

3.3.2 - Cromatografia de exclusdo molecular em HPLC

Cerca de 20mg do veneno bruto de Crotalus durissus coliilineatus foram
homogeneizados em tamp&o bicarbonato de amdnio 0,1M, pH 7,9. Esta solugdo de veneno
foi entdo centrifugada a 250X g por 5 minutos para clarificagdo da soluc@o. O sobrenadante
obtido foi entdo aplicade & coluna pré-empacotada de exclusdo molecular em HPLC,
Protein Pack SW 300 (0.78 x 30cm) (Waters). A coluna cromatografica acoplada ao sistema
HPLC-biocompativel, APPS LC 650E (Waters), foi previamente equilibrada com o tamp&o
bicarbonato de amonio, pH7,9, 0,1M, 60 minutos antes da corrida. A eluicdo do material foi
realizada a um fluxo constante de 0,2mi/min e monitorada a uma absorbancia de 280 nm.
As fracdes coletadas em um coletor de fragdes automatico Foxy 200 foram liofilizadas e
guardadas a -20°C.

Este procedimento também foi realizado para o veneno total de Crotalus dunissus
temificus.

3.3.3 - HPLC de fase reversa

Tanto a crotoxina like de Crotalus durissus collilineatus, assim como a crotoxina de
Crotalus durissus temificus, foram re-purificadas em uma coluna HPLC de Fase Reversa
preparativa. O sistema cromatogréfico 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 preparativa Waters),
previamente equilibrada com é&cido trifluoroacético 0,1%, pH 3,5 (Tampé&o A). Inicialmente
realizamos a eluicdo das amostras com um gradiente linear de acetonitrila 66% (Tamp&ao B)
posteriormente este gradiente foi modificado para a otimizag&o da purificagéo das fracdes,
bem como do veneno total. As fractes eluidas foram monitoradas a 280 nm.
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3.4 - Eletroforese em PAGE-SDS

A eletroforese em gel de poliacrilamida foi realizada de acordo com a metodologia
descrita por Laemmli (1970), onde as placas de poliacrilamida (PAGE) foram feitas de
modo descontinuo. O gel de empacotamento concentracio de 5% (M/V)e um gel de corrida
de 12,5% (M/V) de acrilamida estogue (30%T, 0,8%C). Para o gel de concentracda foi
usado o tamp&o Tris-HCI 0,5M, pH 6,8, enquanto que para o gel de corrida foi usado o
tampao Tris-HCI 1,0M, pH 8,8. Em ambaos os géis foram acrescentados 0,1% (v/v) de SDS
20%.

A corrida eletroforética foi realizada em um Sistema High Small [l SE 250 (Hoefer
Scientific). Tanto as amostras quanto os marcadores foram dissolvidos no tampé&o de
amostra (Tris-HCl, 0,075M, pH 6,8; 10% de Glicerol, 4% de SDS; 0,001% de Bromofenol).
A corrida eletroforética foi realizada usando-se uma amperagem constante de 40 mA,
durante 60 minutos, ao final da eletroforese os géis foram corados com solugdo de
Coomassie Blue 0,05% a 37°C, em seguida o gel foi descorado (solugéo de &cido acético
7%).

Também foi utilizada, para anadlise 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) através de um sistema de eletroforese descontinuo e um
gel de corrida a 10%. A corrida eletroforética foi realizada a uma amperagem constante de
20 mA durante 3 horas, apds a corrida os géis foram corados e descaorados como descrito
anteriormente.

3.5 Determinacdo da atividade PLA;

A determinac&o da atividade fosfolipasica foi realizada segundo o método descrito
por Cho e Kézdy, (1991) e Holzer e Mackessy (1996), utilizando-se como o substrato o
acido 4-nitro-3-(octanoiloxi) benzdico. Foram utilizadas amostras com uma concentracdo de
1,0 mg/ml de amostra, no caso do veneno total, crotoxina like e fosfolipase A; isoladas. As
amostras foram incubadas junto com o substrato, tamp&o de reacdo (Tris-HC! 0,1M Ca**
0,01M pH 8) por 20 minutos. Logo em seguida a reacio foi paralisada com acido acético
30% e a absorbancia medida a 425 nm.
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3.6 - Medida da atividade inibitéria da crotapotina sobre a atividade PLA,.

Para avaliagdo do efeito inibitério das crotapotinas obtidas foram utilizados os
mesmos protocolos para determinacio da atividade fosfolipasica A;. As PLA; iscladas 1,0
mg/mi como descrito anteriormente foram préincubadas por 20 minutos no tampdo de
reacdo com as crotapotinas na razdo de 1:1 (M/M), o meio de pré-incubacéo foi 0 mesmo
do ensaio enzimatico sem a enzima. Apds este tempo de incubacéo as amostras de PLAs e
crotapatina foram colocadas no meio de reacdo. A velocidade da reagdo enzimatica foi
expressa em quantidade de produto formado por mg de enzima por minuto
(nmoles/min/mg).

3.7. Estudos Cinéticos da PLA; de Cdcoll

A fragcdo de PLA; purificada foi submetida a estudos cinéticos, os quais foram feitos
em friplicatas, e os resultados obtidos a partir de suas médias. -

A atividade fosfolipasica A> (PLA>) foi avaliada de acordo com o método descrito
por Holzer e Mackessy (1996). Usando SpectraMax 340 (Molecular Devices, Sunnyvale,
CA) para microplaca 96-well. Foram utilizadas amostras com uma concentracdc de 1,0
mg/ml de PLA2. O ensaio padréo continha 200 ul de tamp&o (10 mM de Tris-HCI, 10 mM de
CaClz, 100 mM NaCl, pH 8.0), 20 ul de substrato, 20 ul de agua deionizada e 20 ul de
amostra em um volume final de 260 ul. Depois da adicdo da PLA; (20 pl), a mistura foi
incubada por 40 min a 37°C, e lida com absorbancia de 425 nm em intervalos de 10
minutos, sendo a atividade enzimatica 6tima observada em 20 min.

3.7.1. Efeito do Tempo de Reagdo da PLA, de Cdcoli

A atividade enzimatica foi determinada nas condicbes de ensaio descritas no
método 3.6, com excecdo do tempo de incubacgdo que teve uma variacdo de 10 a 40
minutos. A cada dez minutos foi feita a leitura.
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3.7.2. Efeito da Concentracdo da PLA; de Cdcolli

A concentracéo da fracéo PLA foi variada até uma concentracdo em que se pdde
ter uma linearidade da reta da atividade PLA; lida a 425 nm. A atividade foi determinada
como descrito no método 3.6.

3.7.3. Efeito do pH na atividade da PLA; de Cdcoll

Ensaio para observacéo do efeito do pH sobre atividade de PLA; foi realizado em
meios de reacdo preparados com diferentes valores de pH (4,0-10,0). A atividade foi
determinada como descrito em 3.6, e foi feito um controle para cada pH. A concentracéo de
enzima utilizada foi idéntica a do item 3.6. Os tampdes utilizados foram: Tampao Citrato de
sodio-HCI pHs 4,5; 5,0 e 5,5, Tampao Fosfato-NaCl pHs 6,0, 6,5 7,0 e 7,5, Tamp&o Tris-
HCI pHs 8,0 e 8,5; e Tampé&o Glicina-NaOH pHs 9,0; 9,5 e 10,0.

3.7.4. Efeito da Temperatura na Atividade da PLA: de Cdcoll

O teste foi realizado em tubos de ensaio nas mesmas condicbes descritas no
método 3.6, com ensaio padrao contendo: 100ul de substrato, 100ul de agua deionizada,
1000ul de tampao (Tris-HCI 10 mM, CaCl, 10mM, NaCl 100mM, pH 8,0) e 100ul de PLA,. A
temperatura, variada de 30-70°C, foi mantida por 20 minutos € em seguida feita a leitura a
425nm.

3.7.5. Efeito da concentracdo de substrato na atividade PLA; de Cdcoll
Esse ensaio foi feito variando-se a concentracdo do substrato 3-nitro-4(octanoiloxi)
acido benzbico de acordo com o método 3.6.

3.7.6. Efeito de alguns ions na Atividade da PLA; de Cdcoli
A atividade da PLA; na presenca de ions divalentes (Ca®*, Mn**, Mg®*, Zn** e Cu®")
foi determinada de acordo com o método 3.6.
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3.8 - Medida da atividade neurotéxica da crotoxina em nervo frénico-
diafragma de camundongo

Para estes experimentos foram utilizados preparacbes com nervo frénico de
diafragma de camundongo. A preparacdo foi removida cirurgicamente de animais
anestesiados com hidrato de cloral (3 mg/kg) e sacrificados por sec@o e sangria dos vasos
cervicais. A preparagéo (musculo diafragmatico, juntamente com seu nervo motor-o nervo
frénico) foi cuidadosamente retirada como descrito por Bllbring (1946) para ratos, e
colocada em uma cuba contendo 5,0 ml de solucédo de Tyrode e, em seguida presa, através
dos musculos da costela, por dois ganchos existentes na base da cuba. A temperatura foi
mantida a 37°C e a preparacgio aerada com carbogénio (mistura de 95% O, e 5% de COy).

O registro da forca de contragcdo muscular, em resposta a estimuios foi realizado
através de transdutor isométrico load bell BG 10GM, acoplado a um fisiégrafo Gold
Universal Amplifier Model RS 3400. O musculo foi submetido a tensdo constante de 5g/cm
por meio de um fio preso & porgdo tendinosa ligado ao transdutor isométrico, sendo a
estimulacio indireta, com pulsos supramaximais, gerados por estimuladores S48F (Grass
Instruments), de 0,2 ms de duracdo e 0,1 HZ de freqléncia, durante 20 minutos para
estabilizacdo. Ao término do periodo de incubagéo foram aplicadas as amostras obtidas do
fracionamento. Para cada experimento foram utilizados no minimo 3 animais.

3.9 - Medida da atividade neurotéxica em musculo biventer cervicis de
pintainho

A preparacéo foi isolada e montada de acordo com o método de Ginsborg e
Warriner (1960). Os pintainhos foram anestesiados com éter etilico e, apés o isolamento, o
musculo foi suspenso em uma cuba de 5 mi contendo solugdo nutritiva de Krebs com a
seguinte composicdo em mM: NaCl 118,6; KCI 4,69; CaCl; 1,88, KH2PO4 1,17; MgSO4
1,17; NaHCO3; e CeH1206 11,65. A solucdo foi arejada de modo constante com carbogénio
(mistura 95% O, e 5% CO-,) e mantida a 37°C. A preparacao foi submetida a uma tenséo
constante de 0,5 g e estimulada por meio de eletrodos bipolares (estimulagdo de campo).

Foram aplicados pulsos supramaximais de 0,1 Hz de freqiéncia e 0,2 ms de
duracd@o (estimulador Grass S48). As contracbes musculares resultantes de estimulos
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elétricos maximais e as contraturas em resposta a adicgo de KCl (13,4 mM) e ACh (14,6
uM) foram registradas em fisiografo Gould RS 3400, por meio de transdutores isométricos
Load Cell BG-10 GM. Os registros das contraturas para KCI e ACh foram realizados com
auséncia de estimulacdo elétrica, no inicio (antes da adicdo de veneno) e no final do
experimento (apds 120 min, de incubagdo com o veneno). As concentragbes de crotoxina
like utilizadas foram 1, 5, 10 e 20ug/ml.
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Purificacdo

Veneno total
Crotaius durissus collilineatus

Sephadex G-75
|,

Proteinpak SW 300
(0.78X30) HPLC
LiLilelV

Repurificacdo em HPLC-RP
p-Bondapak C-18 (3.9X300)

F3

F4

F6
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CARACTERIZACAD
BIOQUIMICA
Atividade PLA; Electroforese Efeito inibitério das Atividade cinética da PLA2
de Cdcoll Cdcoll Crotapotinas sobre as PLA; F6 de Cdcoll
] I I
CdtF15
Veneno total — Page SDS CdtF5s % de inbbicdo porF3 e F4
Crotoxina __ Page tricina | B N
PLA; (F6) g CdtF16 u Efeito de ions
Efeito da [S]
CdcaF3 CdtF17
— — Efeito do tempo de incub.
Cdca F4 Efeito da [E]
] — CdcaFé6 ]
Efeito da temperatura
Cdcoll F3 ——
CdcollF&8 | || Efeito de pH
CdColl F4
CARACTERIZACAO FARMACOLOGICA
Junc¢dao Neuromuscular
Nervo frénico-diafragma Musculo biventer cervicis
Isolado de camundongo de pintainho
]
Veneno total crotoxina (I} crotoxina (i)

i
I i i I |

F3 F4 F& F3+F6 F4 +F6

I I [ I i

10 e 20 ug/ml 1, 5, 10 € 20 ug/mi
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IV RESULTADOS

4.1 - Purificacdo do veneno total de Crofalus durissus terrificus (Cdt) e Crotalus
durissus collilineatus (Cdcoll) em cromatografia de exclusé@o molecular em Sephadex G-
75

O fracionamento do veneno total de Cdcoll em coluna Sephadex G-75 mostrou a
presenca de dois picos principais | e lll (Fig. 1a). As atividades farmacoldgicas das fracdes
| e lll foram avaliadas e fracdo | apresenta atividade de convulxina caracterizada pelas
convuisbes e frac@o lil apresenta atividade de crotoxina caracterizada pela parada
respiratéria por paralisia flacida do diafragma.

Este procedimento também foi adotado para a purificacdo do veneno total de Cdt.
O perfil cromatografico do veneno total de Cdt mostrou a eluicio de 4 picos principais, que
foram identificados como convulxina, giroxina, crotoxina (pico lll) e Crotamina (pico V).
(Fig. 1b).

Ambas corridas foram realizadas sobre as mesmas condi¢des cromatograficas
permitindo correlacionar os resultados obtidos pelas duas cromatografias e mostrando que
o pico Il obtido da purificacdo do veneno total de Cdcoll foi similares a eluicdo do pico 1l de
Cdt, ambos caracterizados como crotoxina.

4.2 - Cromatografia em HPLC (exclusao molecular e fase reversa).

O perfil cromatografico proveniente da purificagdo dos venenos de Cdcoll e Cdt em
coluna de exclusdo molecular em HPLC, Protein Pack SW 300 (0,78X30cm) (Waters)
mostra a presenca de 4 picos denominados de (Cdcoll |, lI, lll e IV) e foram identificados
como: Pico | convulxina, pico Il giroxina, pico IlI crotoxina e pico IV como Inter-cro (Fig.
2a,b).
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Figura 1. Cromatografia de exclus&o molecular do veneno total de Cdcoli (a) e Cdt (b) 100 mg. De
venenot total (Cdcoll e Cdct) foram aplicados em uma coluna de Sephadex G-75. A

corrida foi realizada com tampéo bicarbonato de aménio (0,1M. pH=7.8), a um fluxo
constante 12mi/h.
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Figura 2. Cromatografia de exclus@o molecular em HPLC, Protein Pack SW 300 (0.78 x 30cm
Waters). 20 mg. do veneno total de Cdcoll (a) e Cdt (b) foram aplicados. A corrida foi
realizada com tampé&o bicarbonato de amdnio (0,1M. pH=7,9), a um fluxo constante 0,2

mi/min. monitorado a uma absorbancia de 280 nm.
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A figura 3 mostra os perfis cromatogréficos das crotoxinas de Cdcoll e Cdt em uma
coluna p-Boundapak C-18 0,78 X 30 cm preparativa, acoplada a um sistema de HPLC de
Fase Reversa - PDA 991 (Waters). A fragdo de crotoxina (lll), previamente obtida em
coluna de exclusdo molecular em HPLC mostra similaridades, mas a eluigdo dos picos
indica uma heterogeneidade e diferengas entre as crotapotinas e PLA; de ambas
serpentes.

As crotapotinas de Cdcoll F3 e F4 foram eluidas em 41 e 46% do solvente B, de
modo que a PLA> F6 foi eluida em 55% do solvente B. As crotapotinas de Cdt F5 e F7

foram eluidas em 45 e 47,5 do solvente B; e as PLA; F15, F16 e F17 foram eluidas em 54,
56 e 57% do solvente B, respectivamente.

E11 E11 g e
< < | R
e Ry - Tempo({minj R " Tempo(min)

Figura 3. Cromatografia da crotoxina (fragao lil), em HPLC-FR em uma coluna p-Boundapak C-18
(0,78 X 30 cm preparativa Waters) equilibrada com acido trifluoroacético 0,1%, pH 3,5
(Tampé&o A) e eluida com um gradiente linear de acetonitrila 66% (Tampao B). a) O perfil
de crotoxina de Cdcoll onde temos F3 e F4 (crotapotina) e F6 (PLAy). b) O perfil

crotoxina purificada de Cdt, F5 e F6 como crotapotina e F15, F16 e F17 como isoformas
de PLA:.
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4.3 - Eletroforeses em gel de poliacrilamida SDS-PAGE.

O perfil massa molecular em PAGE-SDS, de veneno fotal, crotoxina, crotapotina e
PLA2 de Cdcoll estd mostrado na (Fig.4a), onde a crotoxina de Cdcoll apresenta uma
massa molecular de 24 kDa, além de mostrar a presenca de duas fragdes majoritarias, uma
de 14 kDa e a outra de 10 kDa unidas por interagdes nédo covalentes.

Em relacédo as PLA; a eletroforese em gel de Tricina (Fig. 4b) mostra a presenca
de uma Unica banda de 15 kDa, demonstrando alta homogeneidade molecular. As

crotopotinas (F3, F4) mostram uma Unica banda de SkDa (Fig. 4b).

1 2 34 5 § KDa 1 2 34 5 6 Do

a b

Figura 4. 4a Eletroforese em gel de poliacrilamida 12,5% (M/V). 1: veneno total de Cdcoll; em 2:
crotoxina; em 3 e 4 crotapotinas: F3; e F4; em 5: F6 (PLA); em 6 marcadores de massa
molecular. 4b Eletroforese em gel de Tricina (16,5%) em SDS-PAGE, corado com
comassie blue. Pista 1: veneno total de Cdcoll; em 2: crotoxina; em 3 e 4 crotapotinas:
F3: e F4: em 5: F6 (PLA;); em 6 marcadores de massa molecular.
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4.4 - Determinacdo e comparacdo da atividade fosfolipasica de PLA; de
Cdcoli, Cdcas e Cdt.

A medida da atividade PLA; para o veneno fotal foi de: Cdcoll 0,7482
nmoles/min/mg. ; Cdcas 1,4362 nmoles/min/mg. e Cdt 1,5337 nmoles/min/mg. No caso das
crotoxinas foram: Cdcoll 2,4338 nmoles/min/mg.; Cdcasca 2,0124 nmoles/min/mg. e Cdt
2,5671 nmoles/min/mg(Fig.5a).

A ordem na atividade fosfolipasica para as PLA; isoladas da maior para a menor foi
de: Cdcoll (F6) 9,87 nmoles/min/mg., Cdt (F15) 9,40 nmoles/min/mg, Cdcas (F6) 9,26
nmoles/min/mg, Cdt (F16) 9,10 nmoles/min/mg e finalmente Cdt (F17) 7,84 nmoles;min/mg
(Fig. 8b).

a 30, ] venenototal | —p— b 10—:5;‘1“
2'5: 7774 Crotoxing . ; g:/ —
€ 50l 7 — é//; le%
%IZ I% %
E= 1N IN EEN

Figura 5. a) Atividade PLA; proveniente de veneno total e crotoxina de Cdcoll, Cdcasca e Cdt, b)
Atividade das PLA; isoladas provenientes de Cdcoll, Cdcas, e Cdt; (CdcoliF6, CdcasF6,
CdtF 15, CdtF 16 e CdtF17).
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4.5 - Determinacdo e comparacao da atividade inibitéria das crotapotinas
sobre a atividade fosfolipasica de PLA; de Cdcoli, Cdcas e Cdt.

A inibicéo da atividade fosfolipasica pelas crotapotinas foi determinada incubando
as duas proteinas na razéo molar de 1:1, por 20 min a 37°C e medindo a atividade
enzimatica residual pelo mesmo método descrito em 3.6. A concentragdo usada para as
PLA, foi de 0,02 mg/ml e para as crotapotinas foram 0,03 mg/mi.

4.5.1 - Atividade inibitéria das crotapotinas CdcollF3, CdcollF4, CdtF5, CdtF7,
CdcasF3 e CdcasF4 sobre a atividade PLA; de CdcoliF6

A porcentagem da inibicdo sobre a PLA; de CdcollF8, foi superior & 50% por ag&o
das crotapotinas das trés sub espécies, sendo que a crotapotina CdcollF3 apresentou
maior efeito inibitério 89,96% + 0,02 (Fig. 6).

10_. WA Fracio % Inibicéo SD.+
94 CdcoliiFé 0 0,17
] CdeolhF3 89,94 0,02

. CdcolhF4 89,26 0,01
7+ Cates $7.23 0.05
CdtF7 86,32 0,04

CdcasF3 89,26 0,23

CdcasF4 80,04 0,09

IS

Cdcoll F& l Cdecoll F3  CdcoliF4  CdtFS CctF7  CdcasF3 ! Cdcas F4

Figura 6. Inibicdo da PLA; CdcollF6 pelas isoformas das crotapotinas de
Cdcoll, (CdcoliF3 e CdcollF4); Cdcas (CdcasF3 e CdcasF4) e Cdt
(CdtF5 e CdtF7).
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4.5.2 - Atividade inibitéria das crotapotinas CdcoliF3, CdcollF4, CdtF5, CdtF7,
CdcasF3 e CdcasF4 sobre a atividade PLA, de CdcasF6

A porcentagem da inibic8o sobre a PLA; de Cdcas F6 foi superior ao 50% por acao
das crotapotinas das trés sub espécies, sendo que a crotapotina CdcollF3 a que mostrou a
maior porcentagem de inibic8o 89,30% + 0,02. (Fig. 7).

10 Fracio | % Inibigao
B CdcascaFs 0 +0,04

Q- CdeoliF3 89,30 £0,02
CdcoliF4 88,55 + 0,01
CdtFs 86,39 + 0,05
CHtF7 8542 + 0,04

CdcasF3 88,55 +0,23
CdcasF4 78,72 +0,09

Vo (nmoles/min)

==

CdcasF6  CdoollF3  CdeollF4 ColtF5 CctF7  CdeasF3 CdcasF4

Figura 7. Inibicdo da PLA, Cdcas F6 pelas isoformas das crotapotinas de Cdcoll,

(CdcollF3 e CdcollF4); Cdcas (CdcasF3 e CdcasF4) e Cdt (CdtFS e
CdtF7).



IV RESULTADOS 36

4.5.3 - Atividade inibit6ria das crotapotinas CdcollF3, CdcoliF4, CdtF5, CdtF7,
CdcasF3 e CdcasF4 sobre a atividade PLA, de CdtF15

A porcentagem da inibicdo sobre a PLA> de CdtF15, foi superior ao 50% por acéo
das crotapotinas das trés sub espécies, sendo que a crotapotina CdcoliF3 a que exibiu a
maior porcentagem de inibicdo 92,97% + 0,08. (Fig. 8).

L

Fragdo | % Inmibigho
CdrFis 0 013

e CdcolbF3 82,97 £0,08

CdcoliF4 | 83.61 0.0
75 TS 5312 20,02
5] AT 122002

CdcasF3 86,38 £0,17
CdcasF4 84,04 0,01

—
—_—

/1 l | | |

Cdcoll F3‘ Cdcoll F4' Celt F5 Cat F7 ' Cdcas F3 . Cdeas F4 I

Cult F1

(5}

Figura 8. Inibicdo da PLA, Cdt F15 pelas isoformas das crotapotinas de Cdcoll,

(CdcollIF3 e CdcollF4); Cdcas (CdcasF3 e CdcasF4) e Cdt (CdiF5 e
CdtF7).
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4.5.4 - Atividade inibitéria das crotapotinas CdcollF3, CdcoliF4, CdtF5, CdtF7,
CdcasF3 e CdcasF4 sobre a atividade PLA; de CdtF16.

A porcentagem da inibicgo sobre a PLA, de CdtF186, foi superior ac 50% por acéo
das crotapotinas das trés sub espécies, sendo que a crotapotina CdcollF3 a que teve maior
porcentagem de inibig8o 85,38% + 0,01. (Fig. 9).

10 -
g- Fracéio % Inibicdo
CadtF16 0 z0,16
8 CdcoliF3 | 85,38 £0,01
7 CdcoliF4 | 82,08 £0,08
; CarFs 85,05 20,10
6+ CatF7 51,20 + 0,04

CdcasF3 85,05 +0,03
CdcasF4 82,41 +0,06

=

" Cdcoll F3 Cdooll F4  CotF5  CotF7  CdoasF3  CocasF4

Cot F1

m

Figura 9. Inibicdo da PLA, Cdt F16 pelas isoformas das crotapotinas de Cdcoll,
(CdcollF3 e CdcoliF4); Cdcas (CdcasF3 e CdcasF4) e Cdt (CdtF5 e CdtF7).
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4.5.5 - Atividade inibit6ria das crotapotinas CdcoliF3, CdcoliF4, CdtF5, CdtF7,
CdcasF3 e CdcasF4 sobre a atividade PLA; de CdtF17

A porcentagem da inibicdo sobre.a PLA, de CdtF17, foi superior ac 50% por agao
das crotapotinas das trés sub espécies, sendo que a crotapotina CdcollF3 a que teve maior
porcentagem de inibicgo 82,88% + 0,03. (Fig 10).

Vo (nmoles/min)

Fracédo % Inibicdo
CdiF17 0 £0,03
CdeolbF3 82,88 £0,03
CdeolliF4 30,07 £0,04
CdtFs 78,779 x£0,03
CdiF7 63,47 £0,13
CdcasF3 84,67 £0,04
CdcasF4 60,53 £0,08

—TT

Cdcoll F3  Cdool F4  CaiFS  CatF7  CocasF3  CocasF4

CdtF17

Figura 10. Inibigdo da PLA; Cdt F17 pelas isoformas das crotapotinas de Cdcoll,
(CdcollF3 e CdcollF4); Cdcasca (CdcasF3 e CdcasF4) e Cdt (CdtFS e
CdtF7).

A inibicdo das PLA: isoladas das trés sub-espécies foi superior ao 50% para todos
os casos, correspondendo a maior porcentagem de inibicad a isoforma CdcollF3 de Cdcoll
sobre a isoforma de CdtF15 de Cdt. (Fig. 8).
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4.6. Estudos Cinéticos da PLA- de Cdcaoll

4.6.1 - Efeito do Tempo de reacdo e concentracao da PLA;

A atividade enzimatica foi determinada nas condicdes de ensaio descritas no
método 3.6, com excecdo do tempo de incubacio que teve uma variagdo de 10 a 40
minutos. A cada dez minutos foi feita a leitura e observou-se um tempo de incubagéo 6timo
de aproximadamente 20 minutos, segundo a linearidade da reta.

As concentracbes das fracdes foram variadas até uma concentracdo em que se
pdde ter uma absorbancia a 425 nm. A atividade fosfolipasica foi observada em uma

concentracdo minima de 24 pg/ml. Resultados ndo mostrados.

4.6.2 - Efeito do pH na atividade da PLA;

O pH étimo da PLA; foi determinado, incubando a enzima em diferentes valores de
pHs [4-10], sendo feito um controle para cada pH, e o pH 6timo registrado foi de 8.3 (Fig.
11a).

4.6.3 - Efeito da Temperatura na Atividade da PLA;

O efeito da temperatura na atividade da PLA; foi determinado incubando em

diferentes temperaturas (30-50°C). A atividade da enzima a 37°C foi considerado 100%.
(Fig.11b).
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Figura 11. a) Efeito de diferentes pHs e b) Efeito da
temperatura; na atividade PLA, de Cdcoll.
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4.6.4 - Efeito da concentracdo de substrato na atividade PLA:

Os resultados em nossas condicbes experimentais mostram que a PLA; de Cdcoll
tem um comportamento tipo alostérico detalhamento ampliado na figura inserida (Fig. 12a).

4.6.5 - Efeito de alguns ions na atividade PLA;

A atividade da PLA; foi determinada na presenca de alguns ions tais como Mn?",
Mg?*, Zn?*, e Cu®** (10mM), na presenca de Ca** (1mM). Sendo que a atividade normal foi
feita com Ca®* 10mM.

A atividade PLA, frente aos ions Mn**e Mg®* (10 mM) na presenca de Ca®* (1mM)
foi; 6,33 nmoles/min e 5,97 nmoles/min. A presenca de célcio aumenta ligeiramente a
atividade Mn?‘e Mg?* (10 mM), e no caso dos ions Zn** e Cu** (10 mM), na presenca de
Ca®" (1mM), observa-se uma marcada diminuicdo 1,33 nmoles/min/mg e 2,25
nmoles/min/mg. A substituicio Ca®* por Mg** e Cu®* levou a uma reducéo consideravel da
atividade, 0,63 nmoles/min e 1,83 nmoles/min, niveis similares na auséncia total de ca*
0,5 nmoles/min (Fig. 12b).
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Figura 12. a) Efeito da concentragdo de substrato e b)
Efeito de alguns ions metalicos na presenga
e auséncia de célcio, na atividade PLA; de
Cdcoll.
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4.7 - Estudo da atividade neurotéxica na preparacé@o nervo frénico-diafragma
isolado de camundongo (NF-DIC).

4.7.1 - Registro miografico do efeito do veneno total e crotoxina de Cdcoli

As doses ensaiadas foram 10 e 20 pg/ml conforme a Figura 13a. Os resultados do
veneno total evidenciaram que o efeito pré-sinaptico decorrente da ligeira facilitac&o inicial
da liberacéo de acetilcolina traduzido pelo aumento da amplitude da contragdo muscular,
precede o blogueio neuromuscular que é dose-dependente e irreversivel. O bloqueio
neuromuscular ocorre principalmente ao nivel pré-sinaptico pela inibicdo da liberacéo de
acetilcolina. A medida da liberagdo quéntica de acetilcolina mostra que a liberagdo do
neurotransmissor esta diminuida.

O tempo necessario para se obter um bloqueio de 50% (10 ug/mi) foi de 73,73 +
12,50 min. e para a dose de 20 ug/mi foi 61,65 + 7,24 min. As figuras 13b, ¢, d, e, mostram
os registros da resposta contratii com uma ligeira facilitacéo, seguida de um bloqueio da
transmissao neuromuscular.

Com a crotoxina de Cdcoll procedente da purificacdo por exclusdo molecular em
HPLC em uma coluna Protein Pack SW300 (0,78 X 30 cm Waters), todos 0s ensaios foram
realizados nas doses de 10 e 20 ug/mi conforme mostrado na figura 13a, tanto na dose de
10 como na de 20, a crotoxina like de Cdcoll, mostrou o mesmo efeito de bloqueio com a
diferenca de que na dose de 20 evidenciou-se uma discreta facilitacdo da transmisséo
neuromuscular. O tempo de bloqueio de 50% foi de 82,24 min. £ 12 e 74,19 + 18 min. para
as doses de 10 e 20 ug/ml. para a crotoxina de Cdcoll respectivamente.

Ambos causaram blogueio ireversiveis pods-lavagem como se observa nos
registros miogréficos da figura 13b, ce 14a e b.
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Figura 13. Blogueio da Resposta Contratil em Preparagéo NF-DIC (Estimulo indireto). O bloqueio
neuromuscular é dose-tempo-dependente. Cada ponto corresponde & média + erro padréo de 3
experimentos. a) representacdo grafica do 50% do bloqueio de veneno total e crotoxina de Cdcoll
nas doses de 10 e 20 ug/ml. b e ¢) registro miografico de veneno total dose de 10 e 20 pg/mi 4
adicdo da mostra L lavagem.
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Figura 14. Registros da forga de Contragdo Muscular em Preparacéo NF-DIC (Estimulo
indirecto). a e b ilustram o perfil miogréfico dos efeitos da a crotoxina de Cdcoll nas doses de
10 e 20 pg/mi demonstrando o blogueio. No controle 4 adigdo da mostra L lavagem.
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4.7.2 - Registros miograficos do efeito das isoformas de crotapotina (F3 e F4)
e da fragdo PLA; (F6) isoladas a partir da crotoxina de Cdcoll.

As doses ensaiadas foram 10 e 20 ug/ml conforme a figura 15 e 16. Os resultados
mostram a auséncia do efeito neurotéxico das isoformas de crotapotina (F3 e F4) assim
como da PLA; (F6), em ambas doses. Ndo se observou qualquer mudanca na amplitude da
resposta contratil, ao longo dos 120 minutos do experimento.
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= 2o —O— Cdeoll F3 (20 ugimh) (n=3)
4;::3 j —&— Cdeoll F4 (10 ug/ml) (n=3)
o 97 —<7— Cdcoll F4 (20 ug/ml) (n=3)
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Figura 15. Efeito das isoformas de crotapotina (F3 e F4) e PLA; (F6) da crotoxina like de Cdcoll
isoladas sobre a preparagdo NF-DIC. (Estimulacdo indireta) na representacéo grafica da auséncia
do efeito neurotdxico, em b registro miografico da isoforma de crotapotina F3 isoladada, cada ponto
comesponde & média + erro padrdo de 3 experimentos.4 adicdo da mostra L lavagem.
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Figura 16. Registros da forga de Contrac&o Muscular em Preparacéo NF-DIC (estimulo indireto).
Em a, b, e ¢ ilustram o perfil miografico dos efeitos das fracdes isoladas das isoformas de

crotapotina (F3 e F4) nas doses de 10 e 20 pg/ml demonstrando a auséncia do bloqueio. 4 adigdo
da mostra L lavagem.



IV RESULTADOS 48

80 130

/I\
Il F8 {10 ugimi) Tempo {min.) L
Cdcollifineatus

0 | 10 70 | 80 130 ,[\ 140
T a
ll F6 (20 ugimi) Tempo (min) L
Cdcollilineatus
100
C)%
0
T T T T T | ! !
,‘l{ 30 70 120 4 130
Inicio Controle Tempo (min} L
Cdcolliiineatus

Figura 17. Registros da forga de Contragdo Muscular em Preparagdo NF-DIC (estimulo indireto).
Em a, e b ilustram o perfil miografico dos efeitos das fragdes isoladas da crotoxina de Cdcoll PLA;

(F6) nas doses de 10 e 20 ug/mi demonstrando a auséncia do bloqueio. Em ¢ controle 4 adicéo da
mostra L lavagem.
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4.7.3 - Registros miograficos das fragdes re-associdas F3 + F6 e F4 + F6
isoladas a partir da crotoxina de Cdcoli.

As doses ensaiadas foram 10 e 20 ug/mi na ragao molar 1:1 conforme a figura 18,
19 e 20. Os resultados evidenciam o efeito neurotdxico da crotoxina a partir da reassociacd
de suas fracdes isoladas de crotapotina (isoformas) F3 e F4 com a PLA; (F6).

A reassociacdes F4 + F6 (10 pug/ml) mostrou uma ligeira facilitacéo da ordem de
30% procedendo ao bloqueio da resposta contratil. A reassociacdo F3 + F6 (10 ug/mi) (Fig.
18) ndo mostrou efeito facilitatorio mas determinou 50% de blogueio em quase a metade do
tempo (49,76 = 6 min.) quando comparada com F4 + F6 (10 pg/mi).

O tempo necessario para se obter um bloqueio de 50% (10 ug/mi) para F4 + F6 foi
82,1 + 10,78 min e (20 pug/mi) foi 44,00 = 1,28 min (Fig. 18). Também mostrou um bloqueio

ireversivel da resposta contratil pds-lavagem (Fig. 20a e b)
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Figura18. Representacdo grafica do bloqueio da Resposta Contrétii em Preparagdo NF-DIC
(Estimulo indireto). O bloqueio neuromuscular € tempo-dose-dependentes. Cada ponto corresponde
3 média + emo padrdo de 3 experimentos. Representacdo grafica do 50% do bloqueio das
recombinacdes das isoformas de crotapotina (F3 e F4) e a PLA;, (F6) de Cdcoll na dose de 10 e 20
ug/ml. 4 adicdo da mostra L lavagem.
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Figura 19. Registros da forgca de Contragdo Muscular em Preparagdo NF-DIC (estimulo indireto).
Em a e b ilustram o perfil miografico dos efeitos das recombinagdes da isoforma de crotapotina F3 e

PLA; (F8) na doses 10 e 20 ug/ml demonstrando o bloqueio. Em ¢ controle 4 adicdo da mostra L
lavagem.
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Figura 20. Registros da for¢a de Contragdo Muscular em Preparagéo NF-DIC (estimulo indireto).
Em a e b ilustram o perfil miografico dos efeitos das recombinagdes da isoforma de crotapotina F4 e

PLA, (F6) na doses 10 e 20 ug/ml demonstrando o bloqueio. Em ¢ controle 4 adicgdo da mostra L
lavagem.
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A Tabela 1 mostra o tempo necessaric para se obter 50% de bloqueio utilizando
veneno total, crotoxina, componentes isolados e reassociados da crotoxina (isoformas de
crotapotina F3 e F4, e PLA; F6) em preparagédo nervo fréncio-diafragma isolado de
camundongo evidenciando-se ser doses-dependente.

Veneno de Cdcoll Dose Tempo de bloqueio 50% n
{(ng/mi) {min.)

veneno total 10 73,73 =+ 12,50 3
veneno total 20 6165 + 07,24 3
crotoxina like 10 8224 + 12,50 3
crotoxina like 20 74,19 + 18,89 3
Cdcoll F3 10 - 3
Cdcoll F3 20 - 3
Cdcoll F4 10 - 3
Cdcoll F4 20 - 3
Cdcoll F6 10 - 3
Cdcoll F6 20 - 3
Cdcoli F3 + Cdcoll F6 10 4976 + 06,16 3
Cdcoll F3 + Cdcoll F6 20 40,29 + 01,28 3
Cdcoll F4 + Cdcoll F6 10 82,10 + 10,78 3
Cdcoll F4 + Cdcoll F6 20 4400 + 01,28 3

Tabela 1 Tempo para o bloqueio de 50% da resposta contratil do veneno total, crotoxina like,
componentes isolados a partir da crotoxina like (isoformas de crotapotina F3 e F4; e PLA; FB), e
fracbes recombinadas da crotoxina like de Ccoll, sobre a preparagdo nervo frénico-diafragma
isolado de camundongo (NF-DIC).
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4.8 — Estudo neurotéxico em musculo biventer cervicis de pintainho

4.8.1 - Efeito neurotdxico da crotoxina de Cdcoll nas doses de 1, 5, 10 e 20

ng/mi

Foi utilizada a crotoxina like (Ill) de Cdcoll proveniente da purificacdo na coluna
Protein Pack SW300 (0.78x30cm) (Waters) acoplado ao sistema HPLC — biocompativel,
APPS LC 650E (Waters). Nos experimentos realizados para a determinacdo do tempo
necessario para a obtencdo de 50% de blogueio da resposta contrati do musculo
esquelético biventer cervicis de pintainho, foram utilizadas quatro doses diferentes de
crotoxina like de Cdcoll, 1, 5 10 e 20 ug/mL. No entanto foi possivel estabelecer uma ordem
de poténcia da atividade, como a melhor dose capaz de levar a cabo a maior atividade
bloqueadora neuromuscular. Todas as doses mostraram ser capazes de induzir um
blogueio significativo (p<0,05) em relagéo ao controle (Fig. 21a).

Considerando a poténcia das doses, o bloqueioc neuromuscular mostrou-se
ireversivel e, em geral, dose-dependente (Fig. 21a, b e ¢; Fig. 22a e b).

Assim, determinou-se 50% de bloqueio para cada uma das doses. A dose de 1
ug/mL levou 30,95 + 4,15 minutos; a dose de 5 ug/mL levou 22,75 + 1,11 minutos, a dose
de 10 ug/mL levou 19,44 + 0,98 minutos, e a dose de 20 ug/mL levou um tempo para o
50% de bloqueio 16,6 + 0,68 minutos (Tabela 2).

A figura 21a mostra a grafica do efeito neurotéxico no musculo biventer cervicis de
pintainho, de crotoxina quando comparadas com o controle mostram um efeito bloqueador
da resposta muscular, das doses de 1, 5, 10 e 20 pg/mL. Na figura 21b e 21c registros
miograficos da resposta contrétil da crotoxina like nas doses de 1 e 5 ug/mL mostrando o
efeito neurotdxico pré-sindptico comumente conhecido. Para todos os casos o efeito de
bloqueio foi ireversivel pos-lavagem, tal como se pode apreciar na figura 21b e.

Na figura 22a e 22c observa-se registros miograficos da resposta contratil da

crotoxina like nas doses de 10 e 20 ug/mL durante 80 e 40 minutos respectivamente.



IV RESULTADOS 54

2

biventer corvicis de
pintainho
erotoxina {11 Cdeoll
Doses : (n=3)
g Controle
—O— 1 ugimi
—O0— Sugmmi
\ —&— 10 ugiml

50 % Bloqueio —O— 20 ugfml

Resposta Contratil { % )

80 100 120
Tempo (min.)
In,ﬁg

A
‘ o 10 20 s 4 s s 0
Crotoxina ( 1ugiml ) T "
Cdcolfilineatus empo {mir}
o AL
A [y | 4 OB A
T T T Lt 1 T T T T T T 4 T T
0 10 20 30 40 50

Crotoxina (5 ngfmi } Tempo (min}
Cdcollitineatus

Figura 21. Porcentagem do blogueio e resposta muscular na preparacéo de biventer cervicis de
pintainho em na preséncga de crotoxina de veneno de Cdcoll. A resposta contratil a Acetilcolina [
ACh, 10 pg/ml. O e 20 ug/ml B e KCl & 13,4 mM. Agregados antes e depois da adicdo da
crotoxina like. A Porcentagem do bloqueio 50%; b) dose de 1 ug/ml e ¢) dose de 5 ug/m.
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Figura 22. Resposta muscular na preparacéo de biventer cervicis de pintainho na presénca de
crotoxina de veneno de Crotalus durissus collilineatus. A resposta contratil a Acetilcolina (ACh, 10
pg/ml. 0 e 20 pg/mi M e KCI A 13,4 mM. Agregados antes e depois da adic&o da crotoxina. Em a)
dose de 10 pg/mL em b) dose de 20 pg/mL.
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A tabela 2 mostra os respectivos tempos de blogueio 50% da crotoxina, de Cdcoll
comparados, na preparacdo biventer cervicis de pintainho, evidenciando-se ser dose-
dependente.

Tabela 2 Tempo para o bloqueio de 50% da resposta contratil da crotoxina de Cdcoli na
preparacéoc de biventer cervicis de pintainho.

Dose Tempo para 50% de n
{(ng/m) Bloqueio (min.)
1 30,95 + 04,15 3
5 22,75 + 01,11 3
10 19,44 + 00,98 3
20 16,60 + 00,68 3

4.8.2 - Resposta contraturante & adicao de ACh e K*

A preparacdo de biventer cervicis de pintainho, ao ser incubada, com as
respectivas doses de crotoxina de Cdcoll, mantendo-se a resposta a adicio de acetilcolina

(ACh) (10 e 20 pg/ml) assim como a adi¢do de KCI (13,4 mM), sempre que a doses da
crotoxina like utilizada fosse igual ou menor a 10 ug/ml. No entanto, na dose de 20 pg/mi
apareceu um efeito contraturante tanto na adigdo de ACh (10 e 20 ug/ml), assim como na

adicdo de KCI (13,4 mM) na doses de 20ug/mL isso se pdde observar na Tabela 3.
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Tabela 3. Porcentagem de bloqueio da resposta confraturante a
acetilcolina (ACh) e ac potassio, na forma de KCI, obtida apds 120
minutos de incubac@o com os diferentes doses de crotoxina de
Cdcoll, em musculo biventer cervicis de pintainho

Dose KCI{ 13,4 mM) n
{ng/mi) % Blogueio
1 0 0,00 3
5 8 +£7,66 3
10 0 +0,00 3
20 16 +8,02 3
Dose ACh (10 pg/mi ) n
(ng/mi) % Bloqueio
1 17 + 16,66 3
5 0+0,00 3
10 0+0,00 3
20 17 +16,66 3
Dose ACh { 20 ug/ml) n
{ ug/mi) % Bloqueio
1 3 £18,82 3
5 0 +£0,00 3
10 0 +£0,00 3
20 24 14,52 3

57
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V - DISCUSSAO

Purificacé@o e caracterizacdo bioquimica

A purificacé@o e o conhecimento do mecanismo de acdo das toxinas tém sido de
grande importancia na area bioldgica. As toxinas tém sido utilizadas, como instrumentos de
pesquisa em diversos processos como a inflamagéo e ativag@o celular, no estudo dos
canais de sodio, na marcagdo e classificacdo de tipos de receptores, processos de
exocitose e no estudo do metabolismo lipidico, através da utilizacdo especifica de
fosfolipases.

As metodologias de purificacdo empregadas na obtenc&o das neurotoxinas, como
a crotoxina de Cdt, tém sido descritas por Breithaupt, ef al., (1975), onde empregaram trés
passos cromatograficos: uma cromatografia de troca idnica CM-celulose (CM 32 Whaiman)
pH 3,5 tamp&o formiato de amédnio 0,1 a 3M seguida por uma cromatografia de gel filtrac&o
Sephadex G-50 e finalmente usaram troca idbnica DEAE-celulose (DE 32 Whatman).

Bercovici, et al. (1987) desenvolveu um outro método para a purificacdo da
crotoxina; este protocolo consistiu em trés passos cromatograficos iniciando com uma
precipitagdo com sultato de amdnio de 30-60%, seguida por uma cromatografia de
exclusdo molecular em Sephadex G-75, tampé&o acetato 0,1M, pH 3,3 e finaimente por CM-
sephadex pH=3,3 tampao formiato de aménio 0,1 e 3M.

Lennon e Kaiser (1990) usaram também dois passos cromatograficos, com varias
didlises intercaladas, um de gel filtracdo Sephacryl S-200-SF, NaCl 0,1M pH=6,7 e outro
Superose 12 HR NaCl 0,7M pH 6,5 e finalmente fizeram dialises & 4°C onde & possivel
ocorrer perda de parte significativa da frac&o e de sua atividade biologica.

Contudo essas metodologias ndo definem o grau de purificacdo das isoformas e
nem dos componentes que fazem parte da crotoxina de Cdt. Um dos objetivos procurado
neste trabalho foi o de desenvolver um novo protocolo de purificacdo da crotoxina e de
seus componentes (isoformas de crotapotina F3 e F4; e PLA; F8) usando métodos em
HPLC como método cromatografico.
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No presente trabalho as metodologias empregadas na purificac@o da crotoxina like
e de seus componentes; crotapotina (isoformas F3 e F4) e fosfolipase A, (F8), diferem das
descritas na literatura para Cdt.

De acordo com nossos resultados, ficou evidente a otimizac&o da obtencéo das
fragcbes de crotoxina e seus componentes através da utilizacdo das cromatografias de
exclus&o molecular como etapa inicial @ HPLC de fase reversa como etapa final, o que
reverteu na obtengao das fracdes, apds esse processo,sem perda da atividade bioldgica.

Os nossos resuitados mostram que de acordo com o método desenvolvido é
possivel evidenciar de forma clara a diferenca dos venenos de Cdt e Cdcoll (Fig.1 e 2),
principaimente em relacdo a crotamina. A andlise cromatografica dos dois venenos (Fig.2a,
b) mostra a presenca de uma pequena fracdo, que no veneno de Cdcoll é eluido entre as
fracbes de crotoxina e crotamina, que corresponde a frac&o IV na cromatografia de Cdcoll.
(Fig.2a). Estes resultados preliminares indicam que esta proteina poderia ser a Inter-cro
caracterizada parcialmente por Laure (1989).

A purificacdo da crotoxina do veneno total de Cdcoll, em HPLC de fase reversa
(FR), mostra a presencga de quatro isoformas de crotapotina, sendo as fracbes F3, F4 as
mais abundantes que as isoformas F1 e F2 que n&o foram utilizadas neste trabalho devido
a baixa concentrac@o protéica e apenas uma isoforma de PLA; (Fig. 3a, F6) sugerindo a
presenca de duas isoformas de crotoxina maiores e duas isoformas de crotoxina menores.

A anélise do perfil cromatogréafico da purificacdo da crotoxina de Cdt evidenciou a
presenca de duas isoformas principais de crotapotina (F5 e F7), e de trés isoformas para
PLA2(F15, F16 e F17), Fig.3b, sugerindo a presenc¢a de seis isoformas de crotoxina.

Valente ef al, (1998) utilizando metodologias semelhantes sobre estudos de
purificacdo das isoformas de PLA: de crotoxina de Cdt e seus efeitos em mitocOndrias
isoladas, conseguiu obter uma forma de crotapotina (C) e trés isoformas de PLA; (F1, F2 e
F3), porém de acordo com nossas metodologias conseguiu-se purificar a partir de crotoxina
de Cdt, duas isoformas de crotapotina (F5 e F7) e trés isoformas de PLA..

A analise eletroforética em gel tricina mostra a crotoxina de cdcoll e a crotoxina de
Cdt como um heterodimero formado pela associacdo nao covalente de PLA; e crotapotina
com uma massa molecular em torno de 25 e 26 kDa, a PLA, emtomo a 145 kDa e a
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crotapotina em tomo de © kDa n&o sendo visualizadas devido ao carater acido das
crotapotinas o probablemente oa tempo de corrida, sendo necessario entdo, para poder
evidenciar as mesmas, o uso de um gel SDS-PAGE tricina que devido a diferenca de
concentracdo permite visualizar tais proteinas que n&o foram vistas em um gel normal
(Fig.4a, b).

Os estudos realizados por Lennon e Kaiser (1990) ao explorar as similaridades
bioguimicas e biol6gicas das crotoxinas de Cdt e Cdcoll, mostraram propriedades muito
similares entre ambas.

Santoro, et al., (1999) apresentaram evidéncias bioquimicas e bioldgicas que
suportam que as trés subespécies: Cdcoll, Cdt e Cdcas sdo muito similares, salvo algumas
particularidades relacionadas a estudos farmacolégicos como, edema de pata.

Contudo, em nossas pesquisas de purificac@o realizadas em HPLC de exclusdo
molecular e de fase reversa mostraram que os venenos de Cdcoll e Cdt, do ponto de vista
bioguimico possuem diferengas relacionadas provaveimente ao carater estrutural, que
podem ser observadas nas diferengas no tempo de retenc@o e eluicdo das isoformas de
crotapotinas (F3 e F4) de Cdcoll e de Cdt assim como as PLA, de Cdt (F15, F16 e F17) e
PLA, de Cdcoll (FB) (Fig.3).

Os resultados permitem sugerir que as crotapotinas de Cdcoll sédo ligeiramente
menos hidrofébicas que as crotapotinas de Cdt e a PLA; de Cdcoll é menos hidrofobica que
as PLA; de Cdt. (Fig. 3).

Outra diferenca, de carater bioquimico, que reforca a idéia da presenca de
diferencas estruturais entre a PLA, encontrada na crotoxina like de Cdcoll e Cdt, € que a
atividade catalitica da PLA; de Cdcoll (CdcollF6) difere das PLA, de Cdt (F15, F16 e F17) e
da PLA; de Cdcas, (CdcasF6), presentes no veneno total, crotoxina e PLAz. (Fig.5).

Nossos estudos sobre inibicdo das isoformas de crotapotinas de Cdcoll, Cdt e
Cdcasca de acordo com o meétodo de Holzer e Mackessy (1996), feitos sobre as PLA; das
trés subespécies de forma cruzada, mostram diferencas néo significativas na capacidade
inibitéria, inferindo desta forma diferengas estruturais entre as crotapotinas e
conseqlentemente entre as PLA; e crotoxinas (Fig. 6,7,8,9 e 10). De acordo com os
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nossos dados a crotapotina F3 de Cdcoll é relativamente, em relacdo as outras
crotapotinas, mais potente das outras subespécies de cascavel.

Estudo cinético da PLA; de Cdcoll (CdcoliF6)

As fosfolipases Az (E.C.3.1.1.4) provenientes do veneno de Cdt, desde que séo
consideradas como PLA, de baixa massa molecular, extracelulares, Asp (49), hidrolisam
substratos em sua forma micelar ou lipidica, evidenciando assim um comportamento tipo
Michaelis-Menten (Breithaupt, 1976; Deems e Dennis, 1995b; Holzer e Mackessy, 1996;).
No entanto, frente a um substrato sintético, cromogénico, e ndo micelar, como o 4-nitro-3-
(OCtanoiicxi) acido benzdico, a PLA, de Cdcoll (CdcollF6), comportou-se como enzima
alostérica (Fig.12a) o que poderia estar relacionado a prépria caracteristica ndo micelar do
substrato ou a arranjo molecular da PLA2, a formar agregados como dimeros, trimeros ou
tetrameros, como apresentado para a PLA2 de Cdcas descrito por Beghini, et al., (2000) o
que constitui uma diferenca estrutural com as PLA: de Cdt.

Entretanto, nem toda enzima que mostra uma curva alostérica pode ser
considerada uma ezima alostérica, fato este que faz sugerir um comportamento alostérico
que precisa ser mais e melhor compreendido.

As PLA; procedentes de Cdt mostram ser calcio-dependentes, uma vez que ion
célcio € um importante cofator para que ocorra a catalise (Kini, 1997; Tu, 1977;1982;1891,
Breithaupt, 1976, Holzer e Mackessy 1996). No entanto, determinadas PLA; sao ativas
cataliticamente por ac&o de outros ions divalentes como descrito por Breithaupt, (1976), Tu,
et al., (1970) para PLAz de Cdt, Crotalus atrox e Liticauda semifasciata.

Em nossos experimentos observamos que além do Ca** (CaCl, 10mM) a PLA; de
Cdcoll (CdcollF6) é ativada na presenca de outros ions divalentes (como cofator), tais como
Mn?* e Mg®* (10mM), mais foi necessério & adicdo minima de CaCl, 1mM (Fig. 12b) e
menos ativa frente a Zn®** e Cu?* (10mM) e em auséncia de Ca®* a PLA, de Cdcoll
(CdcoliF8) evidenciou uma baixa atividade mostrando ser caicio-dependente. No entanto ao
mostrar atividade frente a outros jons divalentes como Mg® e Mn?* parece ser que o
arranjo do sitio catalitico apresenta uma estrutura exclusiva para o ion Calcio.
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Apesar da PLA; de Cdcoll (CdcollF8) ser céicioc-dependente, o estudo do efeito de
cation mostrou que o sitio catalitico pode ser modificado estruturaimente tomando a enzima
ativa na presenca de outros ions como Mg2+ e Mn®" ou gerando um desarranjo molecular
com perda da atividade catalitica frente a Zn®* e Cu®* (Fig.12b).

Tem sido registrado que a PLA, de Naja naja naja € altamente estéavel a
temperaturas extremas tal como 100°C (Deems e Dennis, 1975a) assim como para PLA
de Cdt mostra uma alta atividade em temperatura em torno de 53-57°C (Breithaupt, 1976).
Em nossos experimentos encontramos que a PLA; de Cdcoll (CdcollF6) mostrou uma
temperatura 6tima para sua atividade catalitica na faixa de 30-40°C (Fig.11b), evidenciando
uma perda da atividade muito lenta frente a um aumento da temperatura.

Outros parametros cinéticos conhecidos para PLA; (Asp49) como pH, mostraram
ser comuns, cujos valores 6timos se encontram entre 7 a 8,5 (Kini, 1997; Breithaupt, 1976;
Beghini, ef al., 2000). Nossos resultados mostraram que a PLA; de Cdcoll (CdcollF6) tem
um pH o6timo na faixa de 7 a 8,8. Em valores de pH acima de 8,5 a enzima PLA2 de Cdcoll
(CdcoliF6) demonstrou ser relativamente instavel (Fig. 11b).

Esta caracteristica do perfil de atividade sugere que o sitio ativo da enzima contém
um grupo ainda capaz de ionizar-se com um pK proximo de 7,5 e 8,5.

Caracterizacao biolégica. Estudos de neurotoxicidade

Tem sido demonstrado que o veneno de Cdt caracteriza-se por apresentar elevada
toxicidade muito superior & dos venenos das outras viperidias €, em algumas espécies
animais, a dos venenos da maioria das serpentes Elapidae (Vital, 1972b).

O efeito neurotdxico no caso de envenenamento por Cdt é causado
fundamentalmente pela presenca da fragio crotoxina. A crotoxina possui uma PLA; (Asp
49) capaz de levar a um bloqueio neuromuscular a nivel pré-sinaptico, considerada como
uma B-neurotoxina (Fraenkel-Conrad, 1982; Bon, et al., 1988). E a crotoxina em altas doses
tem um efeito pds-sinaptico (Vital-Brazil, 1966; 1972a; 1972b e Bon, ef al., 1979; 1989)
levando a uma estabilizacgo do receptor da acetilcolina a um estado conformacional
inativo.
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Em nossos estudos de caracterizacdo neurotéxica a partir do veneno total e
crotoxina like de Cdcoll, podemos correlacionar com os citados pela bibliografia em relaco
a Cdt, a evidenciar o efeito neurotdxico na preparacao nervo frénico-diafragma isolado de
camundongo, modelo proposto por Bulbring (1946) ac evidenciar um blogueio na
transmiss&o neuromuscular caracterizada pelo blogueio irreversivel na resposta contratil
mostrado no registro miografico tanto pelo veneno total como pela crotoxina like de Cdcoll
(Fig.13 e 14), o que estaria reforcando mais ainda que nossas metodologias empregadas
foram adequadas e permitiram a manutencao estrutural das proteinas pela integridade de
sua atividade bioldgica.

Embora existam algumas diferencas de resposta bioldgica tal como a auséncia do
efeito trifasico encontrado para a crotoxina de Cdt (Lee e Ho, 1882; Chang, 1985; Strong,
1987), a crotoxina like de Cdcoll purificada em nosso trabalho demonstrou ser ativa para
bloguear a resposta contrétii na juncdo neuromuscular no modelo de nervo frénico-
diafragma isolado de camundongo que sugere a manutencdo de sua integridade estrutural.

Como referéncia da fungdo bioldgica, foi testado o efeito neurotoxico do veneno
total, da crotoxina de Cdcoll nas doses de 10 e 20 ug/ml. (Fig13e), assim como na
miografia (Fig.18). O tempo necessario para o blogueio de 50% foi para o veneno total (10
ug/ml.) 73,73 £ 12,50 min. e (20 pg/ml.) 61,65 + 07,24 min. No caso da crotoxina like foi (10
ug/mi) 82,24 + 12,50 min. e (20 ug/ml.) 74,19 + 18,89 min. evidenciando ser dose-
dependente.

Os estudos neurotdxicos das fragbes isoladas do complexo crotoxina de Cdt
(crotapotina e fosfolipase Ay) tem demonstrado a auséncia do efeito neurotoxico e foram
considerados como desprovidos de atividade farmacoldgica por Slotta Fraenkel-Conrad
(1938); Chan e Lee (1977); Haberman e Breithaupt, (1978); Hawgood e Santana de Sa S.
(1979); Verheij, ef al., (1981) e Gopalakrishnarone, ef al., (1984).

Nossos estudos corroboram com o0s dados da bibliografia, ao testar em forma
isolada os componentes do complexo crotoxina de Cdcoll (isoformas de crotapotina F3 e
F4) e a fracdo PLA2 (CdcollF8), tanto em doses de 10 e 20 ug/mi (Fig.15, 16 e 17) e
evidenciar a auséncia do efeito neurotdxico.
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Nossos estudos revelam que a PLA; de Cdcoll (CdcollF6) apresenta sitio(s)
especificos denominados como sitio(s) farmacoldgico(s) distinto do sitio catalitico capaz de
desencadear o efeito neurotéxico (Yang, 1994; Gutierrez e Lomonte, 1995 e Kini, 1997)
onde a crotapotina estaria levando a PLA> a um estado conformacional adequado expondo
esses sitio(s) farmacoldgicos e inativando o sitio catalitico, colocando o complexo crotoxina
like de tal forma que possa interagir com os receptores da célula alvo (efeito especifico)
(Kini, 1997).

Tem sido estudado que o complexo crotoxina de Cdt atua de forma sinérgica onde
o componente acido (crotapotina) estaria potencializando o efeito neurotdxico da crofoxina,
como descrito por RiUbsamen, ef al., 1971; Horst, ef al., 1972; Bon, 1982; Faure e Bon,
1987; e Kini, (1997).

Em nosso trabalho foi evidenciado este efeito sinérgico nos experimentos de
recombinagdo dos componentes da crotoxina de Cdcoll F3 + F6 e F4 +F6, onde foi
recombinada cada isoforma de crotapotina (F3 e F4) com a fracdo PLA, (CdcollF6) nas
doses de 10 e 20 ug/mi utilizando uma razdo molar 1:1 mostrando o efeito neurotdxico no
bloqueio da transmissdo neuromuscular, evidenciado pelo bloqueio da resposta contratil
como no registro miografico, na preparacdo nervo frénico-diafragma isolado de
camundongo (Fig. 18, 19 e 20).

Esses resultados confirmam a integridade da crotoxina like de Cdcoll, em seu
rearranjo molecular para desencadear o efeito neurotoxico demonstrando assim a
otimizacdo de nossas metodologias de purificacdo que leva a conservagéo da funcéo
biolégica das proteinas isoladas.

A recombinacao F3+F6 na dose de 10 pg/ml o tempo necessario foi de 49,7616,16
minutos (Fig.18) e para a dose 20 pg/m foi 40,29+1,28 minuto (Fig.18) e para a combinagdo
de F4 + F6 na doses de 10 ug/m o tempo necessario foi de 82,1+10,78 minutos (Fig.18) e
para a dose de 20 ug/m foi de 44+8,08 minutos (Fig.18). Os resultados obtidos poderiam
sugerir o alto grau de pureza das fracOes isoladas como a razao molar utilizada 1:1 o que
sugeriria que a combinacdo do complexo crotoxina like se deve fundamentalmente ao
equilibrio de cargas entre a crotapotina e a PLA> para reproduzir o efeito neurotoxico
melhor desejado.
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O mais importante é observar que a crotoxina recombinada foi capaz de
desencadear o efeito neurotoxico desejado o que nos permite destacar a otimizacéo de
nossas metodologias de purificacdo como as mais 6timas.

Poderia acontecer que tanto o veneno fotal como a crotoxina, proveniente da
purificacéo, n&o pudessem guardar estritamente a raz&o molar 1:1, o que faria com que 0s
tempos de blogueio 50% se mostrassem diferentes, entre o veneno total, crotoxina com as
reassociacdes de F3+F6 tanto nas doses de 10 e 20 pg/mL.

Experimentos realizados por Faure e Bon, (1987) mostraram a presenca de até 16
isoformas de crotoxina em Cdt como o resultado da express&o de isogenes responsaveis
pela alteracdo de 2 aminoacidos até o reporte de vérias posigbes na seqiéncia da PLA;.
Faure, ef al. (1994) mostra que a multiplicidade das isoformas de crotoxina de Cdt é o
resultado da modificacdo poés-traducional modificada a partir de um precursor. Estes
resultados da literatura corroboram com nosso estudo ao evidenciar o efeito neurotdxico
nas recombinagdes, sugerindo como o resultado das isoformas expressadas.

O efeito irreversivel da resposta contratil ao efeito neurotéxico da crotoxina de
Cdcoll em nervo frénico-diafragma isolado de camundongo, pés-avagem, foi evidenciado
em todos os registros miograficos onde aconteceu tal efeito (Fig. 13b, c; 14abec19a, be
c.e 20a, e b;) fato que foi também registrado para a crotoxina de Cdt descrito por Hawgood
e Smith (1977).

Os diferentes perfis cromatograficos da re-purificacdo da crotoxina de Cdcoll
sugerem uma divergéncia nas diferentes atividades farmacoldgicas referidas ao tempo de
bloqueio 50%, entre os venenos e crotoxina de Cdcoll e Cdt que ainda necessitam ser
melhores explorados (Tabela 1).

Tem sido estudado que neurotoxinas presentes nos venenos de serpentes que
desencadeiam paralisia neuromuscular agem pré-juncionaimente causando interferéncia na
liberacdo de acetilcolina (Ach) ou pds-juncionalmente bloqueando os receptores para a
acetilcolina. Estes diferentes mecanismos de acdo ndo podem ser facilmente diferenciados
usando-se as preparagdes nervo frénico-diafragma isolado de camundongo, mas podem
ser diferencialmente demonstrados usando-se a preparacdo biventer cervicis de pintainho
(Harvey, et al, 1994). Uma neurotoxina pura pre-sinaptica ativa poderia abolir a resposta
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contratil evocada sem afetar as respostas aos agonistas colinérgicos ou as respostas a
estimulacdo direta pelo KCl. Neurotoxinas ativas poés-sindpticamente blogueariam
respostas aos agonistas dos colinoceptores tanto quanto a estimulagdo indireta, mas néo
afetariam as respostas a elevadas concentracdes de potéssio ou a estimulacdo direta.

O efeito neurotdxico, dose-dependente da crotoxina like de Cdcoll pode ser
observado melhor em nossos estudos neurotoxicos realizados em musculo biventer cervicis
de pintainho (Fig.21 e 22), nas doses utilizadas de 1, 5 10 e 20 ug/mi, além de evidenciar
tratar-se de uma neurotoxina pré-sinaptica, ao ndo mostrar um bloqueio de 50% a resposta
contraturante a ACh e KCI (Tab.2 e 3), confirmando o indicado por Hawgood e Santana de
Sa S. (1979) e Bon, ef al.,, (1979) o que pode sugerir que a toxina pode-se ligar ao sitio pré-
sinaptico especifico, seguida por uma facilitagdo da liberagdo de ACh e progressiva
depresséo, até o blogueio irreversivel da transmisao.

O efeito pos-sindptico observado ao ver o ligeiro blogueio a resposta
contracturante nas diferentes doses da acetilcolina (Tab. 4), pode ser devido ac bloqueio da
resposta da acetilcolina através da estabilizacdo do receptor de acetilcolina para a forma de
um estado conformacional inativo, tal como fosse indicado para a crotoxina de Cdt. (Bon, et
al., 1979). Pode também bioquear o efluxo de Na’ da microvesicula excitavel tendo por
tanto, agdo pds-sinaptica, originalmente observada por Vital e Fontana (1996).

Os resultados obtidos no presente trabalho s&o estimulantes e somados ao grau
de pureza, observado nas purificacbes e caracterizagdes bioquimicas, justificam um estudo
mais detalhado quando & atividade bioldgica, ndo s no registro miografico como também
na electrofisiologia.

A importancia das neurotoxinas nas investigacdes dos canais idnicos, na
transmissdo do impuiso nervoso; contribuirdo muito para o desenvolvimento de
metodologias para o isolamento, caracterizacdo bioquimica, biolégica e na determinacéo de
um modelo da estrutura molecular dos canais de sédio (Smithies, 1979, Vassilev, et al,
1988).

A crotoxina é de longe o componente protéico e neurotéxico mais importante de
todo o veneno de serpentes crotélicas. O isolamento e a caracterizacdo da crotoxina e de
seus componentes permitirdo uma investigacdo futura sobre o polimorfismo molecular
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desta familia de proteinas, que poderdo ajudar a entender a aco principalmente desta

neurotoxina.
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VI - CONCLUSAO

As novas metodologias de purificacdo em HPLC de exclusdo molecular e de fase
reversa, permitiram purificar quatro isoformas de crotapotina, e uma de fosfolipase Az com
atividade catalitica denominada CdcollF6, usando dois passos cromatogréficos, e sem
perder a atividade bioldgica, tal como foi mostrado nos processos de reassociacdo foi
obtido um melhor tempo de bloqueio 50% ficando-se os passos de purificacgo e otimizando
custo/beneficio.

Definitivamente existem diferencas entre a crotoxina de Cdt e a crotoxina de Cdcoll
que nao podem ser diferenciadas apenas por seu efeito biolégico, mesmo que possam
existir diferengas no tempo de bloqueio 50% do efeito farmacoldgico observado.

Essas diferencas poderiam estar relacionadas ao nimero de componentes do
complexo crotoxina (crotapotinas e fosfolipases Az) de Cdcoll e a crotoxina de Cdt, além de
sugerir que possam existir diferencas de carater estrutural devido ao tempo de retengdo na
eluicdo das fracdes (hidrofobicidade) dos componentes do complexc crotoxinico na
purificacéo feita em HPLC de fase reversa.

Entre outras diferencas encontram-se aquelas referentes a atividade PLA;
presente no veneno total, crotoxinas e PLA; a crotoxina de Cdcoll quando comparada com
as PLA2 de Cdt (F15, F16 e F17), Cdcasca (FB) observam-se diferencas em termos de
velocidade, assim como as caracterisiticas préprias de cinética enzimatica da PLA; de
Cdcoll (CdcollF6).

As diferencas de caracterizag&o bioquimica da crotoxina sdo extrapoladas, quando
comparadas com o efeito farmacoldgico, vemos uma diferenga na poténcia neurotdxica
diferenciados entre a crotoxina de Cdt e a crotoxina de Cdcoll a respeito do tempo para
alcancar o 50% de bloqueio, assim como as doses utilizadas. Essas diferencas biolégicas
poderiam correlacionar-se com a possivel diferenca molecular descoberta na purificacéo
através do HPLC de fase reversa.

Contudo, acredita-se que estudos sobre, dicroismo circular, sequenciamento dos
componentes da crotoxina de Cdcoll, assim como estudos de eletrofisiologia devem ser
necessarios para compreender melhor as diferencas entre as duas toxinas.
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G.B.; Toyama, M.H.; Ponce-Soto, L.A. Marangoni, S.;Rodrigues-Simioni,L.
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