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RESUMO

O Fator Neutralizante de Crotalus (CNF) é uma glicoproteina presente no plasma da
serpente Crotalus durissus terrificus e capaz de inibir os efeitos tdxicos in vivo da Crotoxina
(CTX), principal componente encontrado na peconha desta serpente. Entretanto, ndo ha estudos
in vitro demonstrando a acéo neutralizadora do CNF sobre as a¢des tdxicas da CTX na juncéo
neuromuscular, principal local de acdo desta toxina. Neste sentido, o objetivo deste estudo foi
avaliar a capacidade do CNF em inibir a neurotoxicidade e a miotoxicidade induzida pela CTX
e sua subunidade CB em preparagdes nervo frénico-musculo diafragma de camundongos. A
atividade paralisante foi avaliada através de registros de contracdes musculares isoladas
evocadas indiretamente e diretamente. Ao final dos experimentos miograficos, os musculos
foram fixados e as laminas submetidas a coloracdo de hematoxilina e eosina para posterior
analise morfoldgica da miotoxicidade induzida pela CTX e capacidade de neutralizacdo do
CNF. Os resultados mostraram que 0s grupos controle e CNF ndo induziram alteracdes na
amplitude das contragdes musculares evocadas indiretamente ou diretamente ao longo do
tempo. A CTX 5 pg/mL induziu bloqueio total das contragdes indiretas em 60 minutos e, nas
contragOes diretas, o bloqueio foi parcial. O CNF 50 pg/mL, quando pré-incubado com a CTX
5 pg/mL, foi capaz de inibir o bloqueio neuromuscular nas preparacdes evocadas indiretamente
e, parcialmente, nas diretas. Em relacdo a subunidade CB 20 pg/mL, as concentracdes de CNF
propostas ndo foram suficientes para promover a inibicdo do efeito toxico dessa PLA>. O estudo
morfolégico mostrou que o produto da pré-incubacdo de CTX 5 pg/mL com o CNF 50 pg/mL
reduziu o namero de fibras lesadas em comparacdo aos musculos expostos apenas a CTX.
Portanto, os resultados revelaram pela primeira vez que o CNF € capaz de inibir as atividades
neurotoxicas e miotdxicas da CTX. Apesar da inibicdo da miotoxicidade ter sido parcial nos
experimentos miograficos, a lesdéo muscular foi inibida completamente, como observado no
estudo morfolégico. Portanto, 0 CNF pode ser uma ferramenta importante para o estudo dos
mecanismos de a¢do da CTX, visto que é capaz de neutralizar seus efeitos toxicos, bem como,
uma substancia com potencial clinico para auxiliar no tratamento de individuos envenenados

por serpentes da espécie Crotalus durissus terrificus.

Palavras-chave: Crotoxina, Fator Neutralizante de Crotalus, Jungdo Neuromuscular,

Peconha Ofidica.



ABSTRACT

Crotalus Neutralizing Factor (CNF) is a glycoprotein present in the blood plasma of
C.d. terrificus, capable to inhibit the in vivo toxic effects of CTX, the main component found
in the venom of this snake. However, there are no in vitro studies demonstrating the neutralizing
action of CNF on the CTX toxic actions at the neuromuscular junction, the main site of action
of this toxin. In this sense, the objective of this study was to evaluate the ability of CNF to
inhibit neuromuscular blockade and myotoxicity induced by CTX and its CB subunit in mice
phrenic nerve-diaphragm muscle preparations. The paralyzing activity was evaluated through
the recording of muscle twitches evoked indirectly and directly. At the end of the myographic
experiments, the muscles were fixed, and the blades subjected to hematoxylin and eosin
staining, the myotoxicity was assessed by optical microscopy. The results showed that the
control and CNF groups did not induce alterations in the amplitude of indirectly or directly
evoked twitches over time. CTX 5 pg/mL alone induced total blockade of indirectly evoked
twitches in 60 minutes, however, in the direct contractions, the blockade was partial. The CNF
50 pg/mL was able to inhibit neuromuscular block induced by CTX 5 pg/mL in indirectly
evoked preparations, whereas in the direct twitches the inhibition was partial. Concerning the
CB 20 pg/mL subunit, the proposed concentrations of CNF were not sufficient to promote the
inhibition of the toxic effect of this PLA> alone. The morphological study showed that the pre-
incubation of CTX 5 pg/mL with CNF 50 pg/mL reduced the number of injured fibers
compared to the muscles exposed to CTX alone. Therefore, the results revealed for the first
time that CNF is able to inhibit the neurotoxic and myotoxic activities of CTX. Although
inhibition of myotoxicity was partial in myographic experiments, muscle injury was completely
inhibit, as observed in the morphological study. Thus, CNF can be an important tool for the
study of the CTX mechanisms of action, since it is able to neutralize its toxic effects, as well as
a substance with clinical potential to assist in the treatment of individuals poisoned by snakes

of the Crotalus durissus terrificus species.

Keywords: Crotoxin, Crotalus Neutralizing Factor, Neuromuscular Junction, Snake Venom.
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1 INTRODUCAO

1.1 Epidemiologia dos acidentes ofidicos

Os acidentes ofidicos provocam elevada morbidade e mortalidade nos paises tropicais,
tornando-se um problema de satde publica. Em todo o mundo séo registrados entre 1.8 a 2.7
milhdes de casos, com maior nimero de incidéncia nas regides da Africa, Asia, Oceania e
América Latina (GUTIERREZ et al., 2017). Relatérios da Organizacido Mundial de Salde
(OMS) revelaram a ocorréncia de 81 a 130 mil mortes por ano, com 400 mil amputaces e
outras sequelas incapacitantes (WHO, 2017). Em razéo disso, em 2019 a OMS langou uma
estratégia para prevenir e controlar os envenenamentos por picadas de serpentes. O objetivo é
de reduzir em 50% o nimero de mortes e incapacitacbes nos proximos 12 anos, através de
melhorias na educacao e prevenc¢do nas comunidades afetadas, assegurando tratamento seguro
e eficaz. Além disso, a OMS ird promover 0 incentivo a pesquisas sobre novas formas de
tratamento e diagnostico que possam auxiliar na recuperacao das vitimas (WHO, 2019). As
picadas de serpentes afetam principalmente individuos de niveis socioecondmicos baixos,
devido ao acesso limitado a educacdo e a salde. Por isso, os acidentes ofidicos sdo comuns
entre trabalhadores rurais com idade entre 10 a 40 anos, que sdo 0s mais produtivos nas
comunidades rurais (GUTIERREZ et al., 2017). Em 2017, registros obtidos através do Sistema
de Informacdo de Agravos de Notificacdo (SINAN) mostraram que o periodo do ano com o
maior numero de acidentes no Brasil sdo os meses de outubro a maio, devido a fatores

climaticos (chuvas), reproducédo e ao aumento da atividade humana na area rural.

Dados do Ministério da satde (BRASIL, 2019a) registraram 28.841 acidentes ofidicos
no ano de 2018, destacando-se as regides com o maior nimero de casos as do Norte, Nordeste
e Sudeste. Dentre esses registros, o coeficiente de incidéncia foi de 127,2 acidentes/100.000
habitantes, mostrando a elevada ocorréncia no pais (BRASIL, 2019b). As serpentes de
importancia médica no Brasil sdo as das familias Viperidae (géneros Bothrops, Crotalus e
Lachesis) e Elapidae (género Micrurus). Em nimeros, o género Bothrops (jararaca, jararacugu)
é responsavel por 87% dos casos, com indice de letalidade de 0,4%, seguido pela Crotalus
(cascavel), com incidéncia de 8% e letalidade de 1,1%, sendo raros os acidentes por Lachesis e
Micrurus (PINHO; PEREIRA, 2001; DE OLIVEIRA et al., 2009; SINAN, 2017; SILVA et al.,
2018).

1.2 Caracteristicas dos principais envenenamentos ofidicos no Brasil
As acgdes toxicas das pegonhas ofidicas podem atingir varios 6rgaos e sistemas, de modo

direto ou indireto, atraves da liberacdo de substancias farmacologicamente ativas. As pegonhas
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crotalicas produzem poucas reacdes locais, sendo o envenenamento caracterizado por
atividades sistémicas, como a neurotdxica, a miotdxica e a coagulante (AZEVEDO-
MARQUES et al., 2009). A atividade neurotdxica e evidenciada pela paralisia flacida dos
musculos esqueléticos, observando-se inicialmente a “faceis miasténica”, caracterizada por
ptose palpebral e flacidez da musculatura da face. Trata-se de uma das principais manifestacdes
clinicas do envenenamento crotalico. Em casos graves, a neurotoxicidade pode evoluir para a
insuficiéncia respiratéria (ROSENFELD, 1971). A atividade miotdxica sistémica decorre da
lesdo das células musculares esqueléticas ao longo de todo o organismo, determinando a
rabdomidlise. O escurecimento da urina devido a mioglobindria é a manifestacéo clinica mais
evidente da rabdomidlise e da gravidade do envenenamento, podendo ocasionar a insuficiéncia
renal aguda (AZEVEDO-MARQUES et al., 1985). A atividade coagulante do veneno crotalico
esta relacionada ao consumo de fibrinogénio que prolonga o tempo de coagulacdo ou até mesmo
torna o sangue incoagulavel (KAMIGUTI; SANO-MARTINS, 1995; AZEVEDO-MARQUES
etal., 2009; SANTOS et al., 2018).

Os acidentes provocados por serpentes do género Bothrops sdo caracterizados por
sintomas locais, sendo as manifestacdes clinicas rapidas e intensas como edema de tonalidade
violacea, devido a sangramento subcutaneo, dor na regido da picada ou membro acometido,
linfadenomegalia, equimoses, bolhas, inflamacao local, necrose e sindrome compartimental
(FRANCA; MALAQUE, 2009). A mionecrose é relevante do ponto de vista clinico, tanto pela
sintomatologia apresentada no envenenamento, quanto pela dificuldade em neutraliza-la in
vivo. A miotoxicidade das peconhas botrdpicas pode ser decorrente da isquemia do tecido
muscular causada por fatores hemorragicos presentes nestas peconhas, ou da presenca de
miotoxinas que afetam diretamente o tecido muscular (DOS-SANTOS et al., 1992;
GUTIERREZ; OWNBY, 2003). ComplicacBes sistémicas ocorrem na auséncia da
administragdo do soro antiofidico, levando a casos de altera¢des cardiovasculares (sangramento
intenso, choque) e insuficiéncia renal aguda que podem evoluir para a morte do paciente
(FRANCA; MALAQUE, 2009; FELIX-SILVA et al., 2017; JORGE et al., 2017).

Apesar de raros, os acidentes provocados pelo género Lachesis devem ser considerados
graves devido a grande quantidade de peconha inoculado durante os acidentes (SOUZA, 2009).
Os efeitos sistémicos observados sdo hemorragia espontdnea, nauseas, vomitos, diarreia,
distarbios da coagulacdo, hipotensdo, alteracbes sensoriais (para cor e som), choque
cardiovascular e disfuncdo renal. No local da picada foi verificado dor intensa, edema e
equimose local discreta (SOUZA, 2009; STRANSKY et al., 2018).
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Quanto aos acidentes provocados pelo género Micrurus, estes sdo de pouca frequéncia
no Brasil e apresentam baixa letalidade em humanos, apesar da elevada toxicidade mostrada
em estudos in vivo e in vitro (SILVA JR; BUCARETCHI, 2009). As manifestacdes locais sdo
discretas, com dor de intensidade variavel, leve edema e auséncia de hemorragia local. Os
efeitos sistémicos sdo caracterizados por paralisia flacida dos musculos, podendo ocasionar
sindrome miasténica aguda, parada respiratoria e morte (SILVA JR; BUCARETCHI, 2009;
SANZ et al., 2019).

1.3 Soroterapia

A terapéutica do envenenamento por serpentes é realizada através da soroterapia. Os
principios desta terapia sdo baseados nos estudos de Albert Calmette (CALMETTE, 1984), o
primeiro a utilizar o antiveneno no tratamento de individuos envenenados por serpentes. Porém,
foi Vital Brazil que demonstrou pela primeira vez que a especificidade do soro antiofidico
estava relacionada ao género das serpentes (WEN, 2009).

O antiveneno ¢é formado por imunoglobulinas produzidas principalmente por cavalos,
mas, também, por ovelhas e camelos imunizados com a peconha por meses e/ou anos. A eficacia
do soro antiofidico € restrita as espécies de serpentes cujas peconhas foram utilizadas no
processo de imunizacdo, ndo havendo um soro antiofidico universal (WEN 2009). Ademais, 0s
soros antiofidicos ndo sdo capazes de neutralizar alguns efeitos toxicos das peconhas causados
por componentes pouco imunogénicos, como as miotoxinas, ndo apresentando beneficios na
evolucdo do quadro clinico local (WEN 2009; GUTIERREZ et al., 2017). Assim, inimeras
pesquisas vém sendo realizadas com o objetivo de se obter algum progresso no tratamento dos
acidentes ofidicos, além de melhorar a seguranca, a eficacia e o acesso aos antivenenos
(BERMUDEZ-MENDEZ et al., 2018; SILVA et al., 2018).

1.4 Peconhas ofidicas

As peconhas ofidicas sdo uma mistura de substancias, sendo mais de 90% do peso seco
formado por proteinas, compreendendo complexos enzimaticos, ndo-enzimaticos e proteinas
toxicas e ndo-toxicas. Também apresentam carboidratos, lipidios, metais, aminas biogénicas,
nucleotideos e aminoécidos livres (FRANCA; MALAQUE, 2009). A variabilidade das
peconhas das serpentes pode ocorrer por variagbes ontogenética, geogréaficas, dieta, idade e
dimorfismo sexual (FRANCA; MALAQUE, 2009; GALIZIO et al., 2018).

Entre os componentes das peconhas ofidicas, destacam-se as fosfolipases A2 (PLA2S) e

proteinas homologas, devido a fragdo significativa nas peconhas e a ampla variedade de efeitos
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bioldgicos. Estas proteinas sdo encontradas principalmente nas serpentes das familias Viperidae
e Elapidae (MONTECUCCO; GUTIERREZ; LOMONTE, 2008).

As PLAs (EC 3.1.1.4) sdo enzimas que hidrolisam glicerofosfolipideos na posigao sn-
2 da ligacdo acil, liberando lisofosfolipideos e &cidos graxos (BURKE; DENNIS, 2008;
DENNIS et al., 2011). Essas proteinas sdo uma superfamilia formada por varios grupos e
subgrupos, que apresentam como caracteristicas: baixa massa molecular, dependéncia do ion
Ca" e uma diade catalitica formada pelos aminoacidos His-Asp (MURAKAMI et al., 2015).
As PLA2s se diferenciam quanto a localizagdo (citosélica, secretada), independente de Ca?*,
sequéncia de aminoacidos, massa molecular, nimero e posicao de pontes dissulfeto, demanda
do ion Ca?*, entre outras caracteristicas, exibindo atividades bioldgicas distintas devido sua
ampla distribuicéo celular e seletividade ao substrato (BURKE; DENNIS, 2008; MURAKAMI
etal., 2015).

As PLAys ofidicas pertencem aos grupos | e Il da classificacdo geral (BURKE;
DENNIS, 2008) e sdo proteinas de baixo peso molecular (aproximadamente 14 kDa) e diversos
efeitos bioldgicos, destacando-se o neurotoxico (pré e/ou pdés-sinapticos), cardiotdxico,
miotoxico, indutor ou inibidor da agregacdo plaquetaria, hemolitico, anticoagulante,
convulsivante e hipotensor (ROSENBERG, 1989; KINI; EVANS, 1989; GUTIERREZ;
LOMONTE, 1995; OWNBY, 1998; OWNBY et al., 1999). As enzimas do grupo Il sdo
classificadas em dois subgrupos, as PLA>s que apresentam um residuo de acido aspartico
conservado na posicéo 49 e s&o cataliticamente ativas, denominadas de PLA2s Asp49 (ARNI,
WARD, 1996); e as PLA2s homologas, que apresentam uma substitui¢do do residuo aspartato
por uma lisina na mesma posicdo (PLA2s Lys 49) tornando-a cataliticamente inativa
(GUTIERREZ; LOMONTE, 1995; OWNBY et al., 1999).

1.5 Crotoxina

A Crotoxina (CTX) foi a primeira toxina isolada de uma pegonha animal, por Slotta e
Fraenkel-Conrat, em 1938 e sua estrutura foi descrita quase duas décadas depois por Fraenkel-
Conrat e Singer (1956). Trata-se de uma proteina de 23 kDa constituida de duas subunidades,
uma acida sem atividade enzimatica, denominada crotapotina ou CA (9,5 kDa), e uma bésica
com atividade enzimatica, conhecida como crotoxina B ou CB (14,5 kDa), que € uma PLA>
Asp49. Essas subunidades se encontram unidas por forcgas eletrostaticas, requerendo condicdes
drésticas para sua separacdo, como pH &cido (proximo de 4) ou uréia 6 M (BREITHAUP;
RUBSAMEN; HABERMANN, 1974; BON et al., 1979; FAURE et al., 2011).
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Os primeiros estudos farmacoldgicos realizados com a CTX revelaram que a juncdo
neuromuscular (JNM) constitui um dos principais sitios de sua atividade toxica (VITAL
BRAZIL, FRANCESCHI, WAISBICH, 1966; VITAL BRAZIL, 1966). Em 1966, Vital Brazil
e colaboradores demonstraram que a CTX produzia paralisia flacida muscular semelhante aos
curares em varias espécies animais (ratos, coelhos, cées, gatos, cobaias e macacos) e, em adicao,
diminuicdo da resposta de preparagdes hemidiafragma desnervado de ratos a acetilcolina
(ACh), indicando um blogueio do tipo pos-sinaptico (VITAL BRAZIL, 1966; VITAL
BRAZIL, FRANCESCHI, WAISBICH, 1966). Posteriormente, experimentos realizados em
eletroplaca de Electrophorus electricus (peixe elétrico da bacia amazonica) e microvesiculas
de Torpedo marmorata (peixe elétrico) confirmaram a acdo pds-sinaptica, sugerindo que a CTX
estabiliza o receptor nicotinico no estado dessensibilizado quando administrada em baixas
concentracdes (BON et al., 1979).

A CTX também possui efeitos pré-sindpticos na JNM, demonstrados a partir de técnicas
eletrofisioldgicas (VITAL BRAZIL; EXCELL, 1971; CHANG; LEE, 1977, HAWGOOD;
SMITH, 1977a; 1977b; RODRIGUES-SIMIONI, HAWGOOD; SMITH, 1990). A toxina
promove um efeito trifasico na liberacdo evocada do neurotransmissor, com supressao inicial
da transmissdo, seguida de facilitacdo e posterior declinio e auséncia completa da transmissao
neuromuscular (VITAL BRAZIL, 1972; CHANG,; LEE, 1977; HAWGOOD; SMITH, 1977b;
HAWGOOD; SANTANA DE SA, 1979). Também foram observadas alteracées na liberagio
espontanea do neurotransmissor, como o aumento inicial da frequéncia dos potenciais de placa
terminal em miniatura, associado com potenciais “gigantes” ocasionais e posterior depressao
(VITAL BRAZIL; EXCELL, 1971; CHANG; LEE, 1977, HAWGOOD; SMITH, 1977b;
HABERMANN; BREITHAUPT, 1978; HAWGOOD; SANTANA DE SA, 1979;
RODRIGUES-SIMIONI, HAWGOOD; SMITH, 1990). Estudos paralelos, realizados com a
subunidade CB, forneceram evidéncias de que a atividade fosfolipasica € vital para o bloqueio
neuromuscular (MARLAS; BON, 1982; HAWGOOD; SMITH, 1989; HAWGOOD; BON,
1991). A CB altera de forma semelhante a CTX a liberacdo evocada e espontanea do
neurotransmissor, bem como, as propriedades da membrana da fibra muscular. Entretanto, a
neurotoxicidade é menos marcante (HAWGOOD; SANTANA DE SA, 1979). Em vista do
exposto, foi sugerido que a CTX promove ataque enzimatico nos fosfolipidios da terminacéo
nervosa motora (HAWGOOD; SMITH, 1977b; CHANG et al., 1977) e a baixa neurotoxicidade
da CB pode ser o resultado da perda de especificidade ao sitio de ligacdo quando a subunidade

¢ administrada isoladamente.
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Estudos de binding mostraram que as subunidades CA e CB da CTX se dissociam a
partir da interacdo com as membranas biologicas (BON et al., 1979; BON et al., 1989; DELOT;
BON 1993). A CB, que € uma PLA;, liga-se de forma nédo saturavel e ndo especifica em
qualquer tipo de membrana bioldgica, enquanto que, na presenca da CA, a CB interage apenas
com um numero limitado de sitios de ligacdo de alta afinidade presentes nas membranas
sinpticas. Embora o alvo da CTX ainda néo tenha sido identificado, os experimentos de
binding indicaram que alguns fosfolipidios carregados negativamente poderiam ser um
componente importante do local de acdo da CTX (BON etal., 1979; BON et al., 1989; DELOT;
BON 1993).

No final da década de 80 e inicio de 90 foi proposto parte do mecanismo de acdo da
CTX que, apesar de antigo, ainda é parcialmente aceito; porém, muitas incognitas permanecem
(BON et al., 1979; BON et al., 1989; DELOT; BON 1993) (Figura 1). Foi sugerido que a CA,
apesar da auséncia de acdo toxica, potencializa os efeitos neurotdxicos da CB (CA.CB), atuando
como um carreador que auxilia a ligacdo da CB a sitios especificos na JNM e, provavelmente,
também do musculo esquelético, potencializando as agbes neurotoxica e miotdxica do
complexo (BON etal., 1979; DELOT; BON, 1993). Na época ndo eram compreendidos o exato
mecanismo de a¢do e nem os residuos de aminoacidos envolvidos na neurotoxicidade da CTX,
bem como, de outras toxinas pré-sinapticas. Os estudos iniciais com a CTX propunham uma
acao direta da toxina nas membranas plasmaticas, iniciando eventos que culminariam em
bloqueio neuromuscular, sem internalizacdo. Entretanto, dados mais recentes sugerem que
toxinas pré-sinapticas ofidicas, em geral, entram no limen das vesiculas sinapticas, apds a
endocitose, e hidrolisam os fosfolipides do folheto interno da membrana, afetando a liberacdo
do mediador quimico (MONTECUCCO; ROSSETTO, 2000). Além disso, estudos com
neurotoxinas mutantes mostram degeneracdo mitocondrial, que poderia estar associada a uma
acdo direta da toxina ou ao influxo de ions calcio e deplecdo das vesiculas na maioria dos botbes
terminais (LOGONDER et al., 2009; GUTIERREZ; LOMONTE, 2013). Portanto, a ligaco e
a internalizacdo ao terminal nervoso in vivo é um fator importante para a toxicidade das PLA2S
neurotoxicas. Neste sentido, novas abordagens experimentais sdo importantes para avangar no

conhecimento do mecanismo de acdo da CTX.
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Terminacgdo nervosa
(Regido pré-sinaptica)

U CROTOXINA
Crotapotina (CA)

K/

PLA, (CB)

SE——

Figura 1 — Mecanismo de a¢do da CTX na JNM. Na membrana pré-sinaptica da terminagéo nervosa a
toxina atuaria impedindo a liberacdo da ACh, enquanto que na membrana p6s-sinaptica (placa motora
terminal) sua agdo estaria relacionada a dessensibiliza¢&o dos receptores nicotinicos. Em maior aumento
é destacado o comprometimento da liberacdo do mediador quimico.

Estudos funcionais recentes demonstraram pela primeira vez a interferéncia direta da
CTX e da CB na liberagcdo do mediador quimico na JNM de camundongos, através de técnicas
radioquimicos e de video-microscopia de fluorescéncia em tempo real (CAVALCANTE et al.,
2017). Os resultados radioquimicos, realizados para avaliar a liberacdo de ACh marcada com
tritio (*H-ACh), mostraram que a CTX e a CB, apds 54 minutos de contato com as preparagdes,
reduzem a liberagdo do neurotransmissor. A técnica de video-microscopia em tempo real, que
permite observar a cinética das vesiculas na terminagdo nervosa, mostrou aumento significativo
da exocitose vesicular em 20 minutos, induzido tanto pela CTX como pela CB, seguido por
diminuicdo em 90 minutos. Apesar desses achados diferirem do efeito trifsico da CTX e da
CB apresentado nos estudos eletrofisiolégicos (CHANG; LEE, 1977; HAWGOOD;
SANTANA DE SA, 1979; RODRIGUES-SIMIONI, HAWGOOD; SMITH, 1990), é
importante salientar que, nesses experimentos, as preparacdes neuromusculares sdo mantidas
em condigBes com baixa concentracio de Ca®* e elevada de Mg?*, interferindo diretamente no
processo de liberacdo do neurotransmissor. Logo, 0s experimentos radioquimicos e de video-
microscopia em tempo real conservam as preparacdes em condi¢fes mais proximas da
fisiologica e, em adi¢cdo, demonstram uma acéo direta da CTX e da CB na cinética de liberacao
da ACh na JNM (CAVALCANTE et al., 2017).
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Em relacéo a estrutura da CTX, por meio da identificacdo de uma mistura de isoformas
dessa toxina na peconha da C.d.terrificus, Faure e Bon (1988) purificaram de uma Unica
serpente, duas isoformas de CA e quatro isoformas de CB. Além de observarem a presenca de
sete residuos de aminoacidos diferentes, foram combinadas ao caso vérias isoformas de CA e
CB, resultando em diferentes isoformas de CTX que, apds reconstituicdo, apresentavam
propriedades enzimaticas e farmacoldgicas diferentes, atribuidas a influéncia das isoformas CB
no complexo (FAURE; BON, 1988). Posteriormente, foi demonstrado na pegonha crotalica
uma mistura de quatro isoformas de CA (CAL, CA2, CA3 e CA4) e quatro isoformas de CB
(CBa2, CBb, CBc e CBd), resultando em uma combinacéo aleatéria de dezesseis complexos
(FAURE et al., 1994). As diferentes combinac¢Ges promovem variabilidade nas propriedades
bioldgicas e farmacoldgicas da CTX. A maior estabilidade entre as subunidades CA e CB esta
relacionada com o aumento do efeito toxico, pois ocorre uma dissociacdo lenta entre as
subunidades, possibilitando ao carreador levar a CB aos locais de agdo com maior eficiéncia
(FAURE et al., 2011). As isoformas mais toxicas sdo denominadas de Classe | e séo
representadas por associacdes das diferentes isoformas da CA com as subunidades CBb, CBc
ou CBd. As CTXs da Classe Il, representadas pela associacdo da CBa2 com diferentes
isoformas de CA, sdo menos toxicas, por serem menos estaveis e dissociarem-se mais

rapidamente, apesar de serem enzimaticamente mais ativas (FAURE et al., 1994).

Estudos cristalograficos elucidaram a estrutura tridimensional da CB, revelando um
arranjo tetramérico composto de dois heterodimeros, resultante da associacdo das isoformas
CBc e CBa2 (MARCHI-SALVADOR et al., 2007). Esta associa¢ao pode estar relacionada com
0 aumento da atividade neurotdxica da CB, devido ao aparecimento de novos sitios de ligacao
gue ndo sdo encontrados nos mondmeros. A estrutura em cristal da CTX foi resolvida somente
em 2011, por Faure e colaboradores, devido a dificuldade na obtencdo de isoformas puras da
CTX, sendo utilizado o complexo CA2CBb no estudo. Trata-se do primeiro modelo em alta
resolugdo da CA, mostrando que esta subunidade ¢ formada por trés cadeias polipeptidicas (a,
B e v) ligadas por pontes de dissulfeto, as quais estdo complexadas de forma né&o covalente com
aPLA: (CB). Além disso, o triptofano 36 (Trp 36) da CA e os triptofanos 31 e 70 (Trp 31 e Trp
70) da CB fazem parte da interface de contato entre CA e CB, desempenhando papéis
importantes na estabilidade do complexo. Posteriormente, Fernandes e colaboradores em 2017,
utilizando técnicas biofisicas, confirmaram a importancia desses residuos de triptofano para a
atividade tdxica da CTX. Os residuos de Trp 31 e Trp 70 estdo na entrada do sitio catalitico da

CB e os residuos His 48 e Asp 49 estdo envolvidos no ataque nucleofilico e coordenagéo do
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cofator de Ca?*, compondo o sitio catalitico desta PLA,. A interacdo entre CA e CB obstrui o0s
Trp 31 e Trp 70 da CB, causando o blogueio do sitio catalitico. A partir destes achados foi
sugerido um mecanismo de acdo para a toxicidade da CTX. Foi proposto que a regido N-
terminal da CB poderia ser o primeiro local de ligacdo da CTX aos locais de destino. Apds a
ligacdo da regido N-terminal da CB ao alvo, a CA se dissocia da CB, permitindo a interagdo da
regido C-terminal da CB com o alvo e exposicao do sitio catalitico. A partir deste momento, a

CB pode formar heterodimeros que potencializam seus efeitos (FERNANDES et al., 2017).

O avancgo no conhecimento da relagdo estrutura-atividade da CTX tem sido possivel
devido a utilizagdo de agentes neutralizadores, como compostos sintéticos e naturais (MELO et
al., 1994; FAURE, 2000; CAVALCANTE et al., 2007; MARCHI-SALVADOR et al., 2007;
ROSA et al., 2010). O uso conjunto de técnicas funcionais e estruturais permite a identificacao
de inibidores e a caracterizagao das regides de contato da CTX ou de suas subunidades com
estes inibidores, revelando assim, possiveis sitios toxicos ou responsaveis pelo contato com a

membrana e, consegquentemente, 0 avango no mecanismo de a¢do da toxina.

1.6 Inibidores naturais de fosfolipases de serpentes

Muitas espécies de serpentes peconhentas e ndo peconhentas sdo naturalmente
resistentes as acdes deletérias dos componentes da peconha, devido a presenca de antitoxinas
especificas no sangue (CAMPOS et al., 2016). Estas antitoxinas sdo proteinas secretadas pelo
figado capazes de impedir danos causados por toxinas que alcancam a corrente sanguinea da
serpente, seja por vazamento do conteudo da glandula de peconha ou por picada de outra
serpente. Entre essas substancias destacam-se os inibidores de fosfolipase A2 (PLI) encontrados
no sangue das serpentes, que desempenham importante papel na resisténcia enddgena desses
animais (SANTOS et al., 2005; CAMPOS et al., 2016).

A maioria dos PLIs sdo glicoproteinas oligoméricas, com massa molecular entre 75 a
180 kDa, classificados em trés classes estruturais denominados de PLIa, PLIB, PLIy. Os PLIa
apresentam um dominio semelhante a lectina do tipo C altamente similar ao dominio de
reconhecimento de carboidratos das lectinas dependentes de célcio. Estes inibidores
neutralizam preferencialmente PLA: acidas. Os PLIB exibem repeticdes em série ricas em
leucina e sdo capazes de inibir especificamente PLA:? basicas. Por sua vez, os PLIy, o maior
dentre os trés grupos, sd&0 compostos por uma estrutura conservada representada por uma
sequéncia de repeticdes de cisteinas, conhecida como motivos de trés dedos (“three-finger
motifs”). Estas proteinas sdo menos especificas e inibem PLA> ofidicas neutras, acidas e

béasicas, destacando-se as PLA>do grupo Il encontradas nas peconhas das serpentes das familias
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Crotalidae e Viperidae (OHKURA et al., 1997; CAMPOS et al., 2016). Além disso, como 0s
PLIy podem ser encontrados nas formas de heterdmeros ou homomeros, uma subclassificagao
foi realizada a partir da composi¢do dos mondmeros. A subclasse | constitui os heteromeros e
a subclasse I os homémeros (FORTES-DIAS et al., 2014; CAMPOS et al., 2016). Apesar do
crescente numero de PLIys descritos, as estruturas e os mecanismos de a¢do destas proteinas
ainda nédo séo totalmente compreendidos (FORTES-DIAS et al., 2014). Estudos realizados com
0 sangue da serpente C.d.terrificus mostraram propriedades antitdxicas contra a propria
peconha, bem como, o seu principal componente toxico, a CTX. O composto antitoxico foi
isolado e caracterizado, sendo denominado de Fator Neutralizante de Crotalus (CNF)
(FORTES-DIAS et al., 1991). O CNF é um oligbmero de subunidades individuais glicosiladas
e ndo glicosiladas de 24 kDa e 20 kDa pertencente aos PLIy da subclasse Il (FORTES-DIAS et
al., 1994; LIZANO; DOMONT; PERALES 2003; CAMPOS et al., 2016). O CNF se liga de
maneira saturdvel a CB, deslocando a CA, formando um complexo solUvel e estavel na
propor¢do 1:1 (molécula:molécula) que é dissociado apenas sob condi¢des desnaturantes. Dessa
forma, 0 mecanismo de acdo proposto para 0 CNF € a capacidade de deslocar a subunidade CA
da CTX, formando um complexo estavel com a CB (Figura 2) (FORTES-DIAS et al., 1994).
Além disso, foi sugerido semelhancas entre 0 CNF e o alvo da CTX na regido pré-sinaptica da
juncéo neuromuscular (FORTES-DIAS et al., 1994). Entretanto, o local exato de acdo da CTX
ainda é pouco conhecido. Portanto, o0 CNF poderia auxiliar no avango do conhecimento do

mecanismo de acao desta toxina.

nCHNF - CB + nCA

nCrotoxin (CA - CB)

nTR - CB + nCA

Figura 2 — Representagdo esquematica da interacéo da crotoxina com seu receptor alvo e o CNF. Fonte:
FORTES-DIAS et al., 1994.

Em 1995, outro grupo de pesquisadores identificaram uma proteina do soro de
C.d.terrificus e denominaram CICS (inibidor de crotoxina do soro de Crotalus). Esta proteina

apresentou caracteristicas e mecanismo de acdo semelhantes aos do CNF, diferenciando-se
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apenas na descricdo de sua formagdo, composta por oligdmeros com duas subunidades
associadas de forma ndo covalente, com 23 e 25 kDa. Quando a sequéncia do CNF e do CICS
foi comparada, uma unica diferenca foi vista no residuo 27, onde o CNF contem uma cisteina
e 0 CICS um &cido aspartico. O CICS também apresentou capacidade de deslocar a subunidade
CA do completo CTX, formando um complexo estavel com a subunidade CB, inibindo os
efeitos toxicos tanto da CTX quanto da CB. O mecanismo de a¢do proposto para o CICS é que
atue como um falso aceptor da CTX, retendo a toxina no sistema vascular, impedindo sua acdo
na juncdo neuromuscular. Portanto, considera-se que o CICS e o CNF sejam denominagdes
distintas para a mesma proteina (PERALES et al., 1995; LIZANO; DOMONT; PERALES,
2003).

E importante salientar que 0 CNF ndo apresenta efeito inibitorio significativo na
atividade enzimatica de PLA: secretadas de pancreas suino e PLA: secretadas humana
(FORTES-DIAS etal., 1994; FAURE et al., 2000), favorecendo o estudo dessa substancia como

um modelo alternativo para o tratamento do envenenamento ofidico (SANTOS et al., 2005).
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2 JUSTIFICATIVA

O avanco no conhecimento das acfes da CTX revelou atividades biologicas com
potencial valor terapéutico, como imunomodulatéria, antiinflamatéria, antimicrobiana,
antitumoral e analgésica (SAMPAIQO et al., 2010; PIMENTA et al., 2019). No entanto, para
assegurar a possivel aplicabilidade terapéutica da CTX ou de novas drogas derivadas desta,
torna-se fundamental o esclarecimento dos mecanismos envolvidos nas atividades toxicas desta
proteina, bem como de sua relacdo estrutura-atividade.

O estudo de inibidores de toxinas enddgenas de serpentes promoveu uma nova
perspectiva quanto a sua utilizagdo para o tratamento de acidentes ofidicos, bem como, para o
avanco no conhecimento do mecanismo de acdo de PLA;s ofidicas, porém mais informacdes
s80 necessarias a respeito dos mecanismos moleculares envolvidos na acdo desses inibidores e
da interacdo com as toxinas para assegurar a aplicabilidade. O CNF, apesar do mecanismo
pouco conhecido, constitui uma ferramenta importante de pesquisa com potencial valor
terapéutico, pois além de inibir a CTX e as peconhas de outras serpentes, ndo se liga a PLA2s
secretadas humanas (FORTES-DIAS et al., 1994; LIZANO; DOMONT; PERALES, 2003;
CAMPOS et al., 2016). Apesar de estudos bioquimicos e de bioinformatica terem mostrado a
capacidade do CNF de deslocar a subunidade CA da CTX e de se ligar a subunidade CB,
formando um complexo ndo toxico e estavel, ainda ndo foram realizados estudos funcionais
com o intuito de demonstrar a inibi¢do dos efeitos toxicos da CTX pelo CNF no principal sitio

de acdo desta toxina, a JNM, através de preparacGes neuromusculares de camundongos.
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral
Avaliar a influéncia do Fator Neutralizante de Crotalus (CNF) sobre as atividades

toxicas da Crotoxina (CTX) em preparacGes neuromusculares de camundongos.

3.2 Objetivos especificos
- Avaliar a capacidade do CNF de neutralizar o bloqueio das contra¢gdes musculares,

evocadas de forma direta e indireta, induzido pela CTX.

- Avaliar a capacidade do CNF de neutralizar o blogqueio das contragdes musculares,

evocadas de forma indireta, induzido pela CB.

- Avaliar a integridade do tecido muscular ap6s a exposicdo a CTX, ao CNF ou ao

produto da pré-incubacao da CTX com o CNF, através de técnicas morfoldgicas.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1. Animais

Camundongos fémeas adultos, linhagem Swiss (20-25 g), foram fornecidos pelo
biotério da Fundacdo Ezequiel Dias (FUNED). Os animais foram mantidos em gaiolas
abastecidas com agua e racdo ad libitum em ambiente com temperatura (24 + 2 °C) e ciclo
claro-escuro (12/12 horas) controlados. Os procedimentos experimentais foram aprovados pela
Comissdo de Etica na Experimentacdo Animal da Universidade Federal de Minas Gerais
(UFMG), protocolo CEUA: 17/2017.

4.2. CTX, CB e CNF

A CTX e a CB foram isoladas a partir da peconha da serpente Crotalus durissus
terrificus. O CNF foi isolado do plasma do sangue desta mesma serpente. Todos 0s compostos
foram fornecidos pela Dr2. Consuelo Latorre Fortes Dias da FUNED.

4.3 Solugéo nutriente
A solucdo nutriente (Ringer) foi preparada em agua destilada utilizando os seguintes
sais (mM): NaCl - 135; KCI - 5; MgClz - 2; NaHCO3 -15; Na2HPO4 - 1; CaCl; - 2; glicose - 11.

4.4. Estudo miografico

O estudo miogréfico foi realizado no Laboratério de Farmacologia da Juncdo
Neuromuscular e Toxinologia do Departamento de Farmacologia do Instituto de Ciéncias
Biologicas da Universidade Federal de Minas Gerais.

Os animais foram sacrificados por deslocamento cervical e posteriormente
exanguinados por sec¢cdo dos grandes vasos cervicais (protocolo CEUA: 17/2017). Ap0s
toracotomia ampla, a preparacdo do nervo frénico-musculo diafragma foi removida
(BULBRING, 1946). Durante este periodo a preparacao foi umedecida intermitentemente com
solucdo Ringer. A seguir, o hemidiafragma esquerdo foi cortado em forma de triangulo e
montado verticalmente em cuba para 6rgdo isolado, contendo 12 ml de solugdo nutriente,
constantemente borbulhada com carbogénio (95 % Oz e 5 % CO,). O bordo costal diafragmético
foi conectado a um suporte de vidro em forma de L. O centro tendineo do musculo foi conectado
aum transdutor de tensdo isométrica (Grass, FT03), acoplado a um amplificador de sinal (Gould
Systems, 13-6615-50). Os registros foram efetuados em um computador, através de um sistema
de aquisicdo de dados (Gould Sytems, Summit ACQuire) e analisados através do aplicativo

Summit DataViewer.
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4.4.1. Registro das contra¢es musculares evocadas indiretamente

As contragdes musculares foram evocadas através de estimulos indiretos. A extremidade
livre do nervo frénico foi aspirada por um eletrodo de platina “de suc¢do”, que estava acoplado
a um estimulador elétrico (Grass, S88). Um outro eletrodo de platina, mergulhado na solugéo,
servia como eletrodo de referéncia e serviu para fixar o bordo costal do muasculo diafragma
(Figura 3). A tensdo de base foi de 5 gramas e as contragdes musculares foram evocadas
indiretamente por pulsos elétricos retangulares com duracdo de 0,5 ms, intensidade

supraméaxima e frequéncia de 0,2 Hz.

Transdutor de sinal

v Estimulador elétrico

= .///. - ; ..;./, O
oee -

——»Fletrodo de succdo —~a Amplificador de sinal

I_I

/

L 1 | Y

Eletrodo de base v Sistema de Aquisicdo de dados

Cuba para 6rgdo isolado

Figura 3— llustracdo do sistema de registro miografico para as contragdes musculares evocadas
indiretamente a partir de preparac6es nervo-frénico musculo diafragma de camundongos.

4.4.2. Registro das contrac6es musculares evocadas diretamente

O musculo diafragma foi posicionado entre os polos de um eletrodo bipolar de platina
(Figura 4), e este foi acoplado a um estimulador elétrico (Grass, S88). A tensdo de base foi de
5 gramas e as contragdes musculares foram evocadas através de pulsos elétricos retangulares
com duracdo de 5 ms, intensidade supraméxima e frequéncia de 0,2 Hz. Para evitar qualquer
contribuicdo da contragdo indireta, o Brometo de Pancurbnio (Sigma-Aldrich®), um
bloqueador ndo-despolarizante que atua como antagonista competitivo dos receptores
nicotinicos presentes na placa motora terminal, foi adicionado a solugdo nutriente na

concentragéo de 2x10° M.
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Figura 4 — llustracdo do sistema de registro miografico para as contragcbes musculares evocadas
diretamente a partir de preparacdes nervo-frénico masculo diafragma de camundongos.

4.4.3. Protocolo Experimental do Estudo Funcional

Em todos os experimentos, as prepara¢des foram mantidas a 35 = 2 °C e submetidas a
um periodo de estabilizacdo de 30 minutos, durante os quais o liquido nutriente foi trocado a
cada 15 minutos. A seguir, foram registrados 15 minutos de contracdes controle (na auséncia
de qualquer agente). Posteriormente, uma das substancias (CTX 5 pg/mL; CB 20 pg/mL; CNF
50 pg/mL) ou o produto da pré-incubacdo por 15 minutos (CTX + CNF; CB + CNF;
concentracdes crescentes do CNF estabelecidas ao longo dos experimentos) foi adicionado ao
banho e o decréscimo percentual das contracdes musculares evocadas de forma indireta ou

direta foi avaliado por 120 e 240 minutos, respectivamente.

4.5. Estudo morfologico

ApoOs os experimentos miograficos diretos, as preparagdes foram cuidadosamente
retiradas e fixadas em solucéo de Formaldeido 10%. Em seguida, os fragmentos do musculo
diafragma foram submetidos a desidratacdo em série ascendente de alcool (alcool 70%, 80%,
95% e mais trés banhos em 100%, 30 minutos cada). Apos a desidratacdo, os musculos foram
infiltrados em resina pura (Leica Historesin) para posterior inclusdo. A inclusdo foi feita

utilizando-se a resina pura adicionando-se a solugéo polimerizante na proporcdo: 15 mL de
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resina glicolmetacrilato para 1 mL da solugdo polimerizante. Os musculos foram orientados nos
moldes para permitir a secgdo transversal dos mesmos e em seguida embebidos na solugéo de
incluséo. Para completa polimerizacao, os blocos permaneceram por, no minimo, 24 horas em
temperatura ambiente. Apos inclusdo, os blocos contendo os masculos foram montados em
suportes para micrétomo e cortados utilizando-se navalhas de vidro (Leica). Os musculos foram
cortados transversalmente, montados em laminas de vidro e corados com hematoxilina e eosina
(HE). Em cada lamina foram colocados até 5 cortes de um mesmo musculo, sendo montadas 5

laminas por grupo experimental, ou seja, 5 musculos de animais diferentes.

As laminas foram submetidas a analise qualitativa, para observar o aspecto morfoldgico
geral das fibras, e quantitativa, para a determinacéo do indice de mionecrose. Em cada musculo
foram analisados cinco campos microscopicos diferentes com a objetiva de 20 X; uma imagem
de todo o hemidiafragma foi feita para cada corte transversal com a objetiva de 10 X. O nimero
de fibras com leséo foi representado como porcentagem do numero total de fibras (normal +
lesada) em cada campo a partir da formula: indice de mionecrose = (numero de células
lesadas/numero total de células) x 100. Este estudo foi realizado utilizando um sistema de
analise de imagens (programa ImageJ).

4.6. Analise estatistica

Os resultados experimentais foram agrupados em média e erro padrdo da média (EPM).
As diferencas entre os valores médios foram testadas através de anélise estatistica utilizando-
se o teste “t Student” (para comparagdo de duas amostras) e a analise de variancia (ANOVA,
para a comparacdo de mais de duas amostras). Neste ultimo caso, a analise foi complementada
através do teste de comparacGes mdaltiplas de Tukey-Kramer. O nivel de significancia

estabelecido foi de 5 %.
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5 RESULTADOS
5.1 Estudo Funcional

5.1.1 Influéncia da CTX sobre as contragfes musculares indiretas e diretas em
preparagdes frénico-diafragma de camundongos

Para avaliar a influéncia da CTX nas preparacdes musculares evocadas de forma indireta
e direta, avaliou-se a CTX na concentracdo de 5 pg/mL. A toxina foi capaz de promover o
blogueio progressivo e tempo-dependente das contracdes evocadas indiretamente e diretamente

em preparacdes do nervo frénico-musculo diafragma de camundongos (Gréfico 1 A e B).
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Gréfico 1 — Efeito da CTX (5 pg/mL) sobre o decurso temporal da amplitude das contracbes
musculares evocadas indiretamente (A) e diretamente (B) em prepara¢Ges neuromusculares de
camundongos. Os dados foram agrupados em média £ EPM (P < 0,05). * indica o tempo a partir
do qual ocorreu diferenca significativa em relacdo ao controle.
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5.1.2 Influéncia do CNF sobre as contracGes musculares indiretas e diretas em
preparacdes frénico-diafragma de camundongos

Para avaliar a influéncia do CNF nas preparacdes musculares evocadas de forma indireta
e direta foi utilizado o CNF na concentracdo de 50 pg/mL. Observou-se que isoladamente essa
substancia ndo promoveu alteracbes das contracbes musculares evocadas de forma indireta

(Gréfico 2 A) ou direta (Grafico 2 B) quando comparado ao controle.
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Gréfico 2 — Efeito do CNF (50 pg/mL) sobre o decurso temporal da amplitude das contracdes
musculares evocadas indiretamente (A) e diretamente (B) em prepara¢es neuromusculares de
camundongos. Os dados foram agrupados em média + EPM (P < 0,05).
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5.1.3 Influéncia do CNF sobre o efeito paralisante da CTX em preparacdes frénico-
diafragma de camundongos

Para avaliar a capacidade do CNF em neutralizar os efeitos da CTX nas preparagdes
musculares evocadas de forma indireta e direta foi realizado a pré-incubacao por 15 minutos da
CTX com o CNF e, em seguida, adicionado a preparacdo. Observou-se que o produto da pré-
incubacéo preveniu de forma significativa a paralisia induzida por esta toxina nas preparagoes
submetidas a contracdes musculares evocadas indiretamente (Grafico 3 A) e diretamente
(Gréafico 3 B). Nestes experimentos foram avaliadas concentracdes crescentes de CNF (5, 20 e
50 pg/mL) pré-incubadas com CTX 5 pg/mL (Grafico 3 A). Em relagdo as contracbes
musculares evocadas diretamente, 0 CNF na concentracdo de 50 pug/mL foi capaz de prevenir
parcialmente o bloqueio induzido pela CTX 5 pg/mL (Gréfico 3 B).
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Gréfico 3 — Efeito da CTX (5 pug/mL) e do produto de sua pré-incubacdo com o CNF em
concentracdes crescentes (5 pg/mL; 20 pg/mL e 50 pg/mL) sobre o decurso temporal da
amplitude das contragdes musculares evocadas indiretamente (A) e diretamente (B) em
preparacdes neuromusculares de camundongos. Os dados foram agrupados em média £ EPM.
* indica o tempo a partir do qual ocorreu diferencga significativa em relagdo ao controle.
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5.1.4 Influéncia do CNF sobre o efeito paralisante da CB em preparacdes frénico-
diafragma de camundongos

Para avaliar a acdo da subunidade CB sobre as preparacdes musculares evocadas de
forma indireta utilizou-se a concentracéo de 20 pg/mL. Observou-se que nesta concentracao a
CB promoveu bloqueio progressivo e tempo-dependente das contragdes musculares evocadas
indiretamente nas preparac6es nervo frénico-musculo diafragma de camundongos (Gréfico 4
A). Porém, o CNF, na concentracdo de 50 pg/mL, ndo foi capaz de neutralizar os efeitos
paralisantes do CB (Gréfico 4 B).
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Gréfico 4 — Efeito da CB (20 pg/mL) e do produto de sua pré-incubacdo com concentracfes
crescentes de CNF (50 pg/mL e 100 pg/mL) sobre o decurso temporal da amplitude das
contragbes musculares evocadas indiretamente em prepara¢fes neuromusculares de
camundongos. Os dados foram agrupados em média £ EPM (P < 0,05). * grupo CB (20 pg/mL)
+ CNF (50 pg/mL) e # grupo CB (20 pg/mL) + CNF (100 pg/mL) indicam o tempo a partir do
qual ocorreu diferenca significativa em relacdo ao controle.
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5.2 Estudo Morfoldgico

5.2.1. Aspecto Morfologico Geral das Fibras Musculares

Para avaliar as células do musculo hemidiafragma exposto a CTX, ao CNF ou ao
produto da pré-incubacdo da CTX com o CNF, foi realizado o estudo morfologico atraves da
observacao das fibras musculares por microscopia optica conforme ilustra a Figura 4. Os
grupos experimentais controle (Figura 4 A) e CNF 50 pg/mL (Figura 4 B) apresentaram fibras
com formato poligonal, ndcleo periférico e sarcoplasma aciddfilo. As fibras musculares
estavam claramente delimitadas por uma delicada camada de tecido conjuntivo (endomisio), e
organizadas em fasciculos também delimitados por tecido conjuntivo (perimisio). Na Figura 4
C temos os musculos expostos a CTX (5 ug/mL) que apresentaram diferentes graus de danos
musculares ap6s 240 minutos de contato com a preparacao. As alteracdes mais evidentes foram
edema entre as fibras, nucleo disperso com areas do citoplasma desprovidas de miofibrilas e
fibras arredondadas. Os musculos submetidos a acdo da mistura da CTX (5 pg/mL) com o CNF

(50 pg/mL) apresentaram aspecto morfoldgico geral semelhante ao controle (Figura 4 D).

Figura 4 — Microscopia Optica do musculo diafragma de camundongos submetidos a coloragdo
HE. Detalhes descritos no texto. (A) controle, (B) CNF, (C) CTX, (D) CTX + CNF; (f) fibras
poligonais; (en) endomisio; (e) edema; (seta) fibras arredondadas; (*) perda dos miofilamentos.
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5.2.2. Indice de Mionecrose

O Gréfico 5 ilustra o indice de mionecrose, evidenciando que os muasculos expostos a
CTX (5 pg/mL) apresentaram aumento deste indice quando comparados ao controle. No
entanto, os musculos expostos ao CNF (50 pg/mL) isolado ou ao produto da pré-incubacéo da
CTX (5 pg/mL) com o CNF (50 pg/mL) ndo sofreram alteracdes, apresentando indices de

mionecrose semelhantes ao controle.

I Controle
[ CNF
I CTX 5 pg/mL + CNF 50 pg/mL

I CTX 5 pg/mL

20

*

indice de Mionecrose

Controle CNF CTX + CNF CTX
Grupos Experimentais

Grafico 5 — indice de mionecrose avaliado a partir do efeito do CNF (50 pg/mL) sobre a
miotoxicidade induzida pela CTX (5 pg/mL) no musculo diafragma de camundongos. Os dados
foram agrupados em média £+ EPM de 4 experimentos. *indica diferenca significativa em
relacdo ao controle (P < 0,05).
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6 DISCUSSAO

No Brasil, os compostos provenientes de serpentes sdo fontes importantes de moléculas
biologicamente ativas. A CTX, principal componente da peconha das serpentes Crotalus
durissus terrificus, apesar das atividades toxicas descritas ha varios anos, como neurotoxica e
miotoxica, recentemente vem apresentando atividades com potencial valor terapéutico, como
imunomodulatéria, antiinflamatoria, antimicrobiana, antitumoral e analgésica (SAMPAIO et
al.,, 2010; SHIMIZU et al., 2017; PIMENTA et al., 2019). Entretanto, 0s mecanismos
envolvidos nestas atividades ainda sdo pouco conhecidos. O CNF é outro composto importante,
trata-se de um PLI da classe v, isolado do soro das serpentes C.d. terrificus, capaz de neutralizar
a CTX in vivo, sendo uma ferramenta Gtil para o avango no conhecimento da relagdo estrutura-
atividade desta toxina, bem como, para auxiliar na soroterapia (FORTES-DIAS et al., 1994;
FORTES-DIAS et al., 1999; FORTES-DIAS et al., 2014; CAMPOS et al., 2016). Apesar dos
esforgos para desvendar as possiveis interaces e a capacidade inibitéria do CNF, ainda nao
foram realizados estudos funcionais para comprovar sua a¢ao sobre a CTX em seu principal
local de acdo, a JNM. Neste sentido, o presente estudo descreve pela primeira vez a capacidade
do CNF de inibir a paralisia neuromuscular e a miotoxicidade induzida pela CTX em

preparacdes nervo-frénico masculo diafragma de camundongos.

Na etapa inicial deste projeto, foram realizados estudos miograficos com a CTX e sua
subunidade basica, a CB, para verificar suas acdes sobre as prepara¢fes neuromusculares de
camundongos. Os resultados mostraram que estas substancias promovem bloqueio tempo
dependente das contragfes musculares evocadas tanto indiretamente como diretamente.
Entretanto, a CB levou mais tempo para induzir o blogueio e a intensidade foi menor. Esta
diferenca decorre da auséncia da subunidade CA quando a CB é administrada isoladamente. A
CA, encontrada no complexo CTX, atua como um carreador que auxilia a ligacdo da CB com
sitios especificos da membrana pré-sinaptica do nervo motor e, provavelmente, das membranas
das fibras dos mdsculos esqueléticos, potencializando as acGes neurotoxica e miotoxica do
complexo (BON et al., 1979, DELOT; BON, 1993). Portanto, apesar da subunidade CB exibir
atividade toxica, o complexo CTX (CA.CB) e mais eficiente, revelando que os resultados
miograficos do presente estudo estdo de acordo com a literatura (CHANG; LEE, 1977,
TRIVEDI et al., 1989) e confirmam a qualidade dos compostos isolados.

Outro detalhe importante é o bloqueio mais rapido e intenso da CTX sobre os
experimentos indiretos quando comparado aos diretos. As contragdes musculares induzidas a

partir de estimulos elétricos no nervo, ou seja, estimulos indiretos, dependem da integridade do
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processo de neurotransmissdo, bem como, da membrana da fibra muscular. Ja contragdes
musculares evocadas através de estimulos elétricos diretos no musculo, dependem
exclusivamente da integridade das fibras musculares. Portanto, qualquer alteracdo na regido da
JNM, seja por bloqueio pré- ou pos-sinaptico, bem como, por lesdo da membrana na regido da
placa motora terminal, compromete o processo de neurotransmissdo. Apesar dessas
possibilidades estarem envolvidas na acdo da CTX, a interferéncia na regido pré-sinaptica é
fundamental para o bloqueio neuromuscular, conforme demonstrado por estudos
eletrofisiologicos, radioquimicos e de video-microscopia em tempo real (VITAL BRAZIL;
EXCELL, 1971; VITAL BRAZIL, 1972; CHANG,; LEE, 1977; HAWGOOD; SMITH, 1977b;
HABERMANN; BREITHAUPT, 1978; HAWGOOD; SANTANA DE SA, 1979;
RODRIGUES-SIMIONI, HAWGOOD; SMITH, 1990; CAVALCANTE et al., 2017). Em
conjunto, 0s nossos resultados e os estudos anteriores demonstram a importancia dos efeitos
neurotoxicos da CTX para a inducdo da paralisia muscular, justificando as diferencas
encontradas nos estudos miogréaficos indiretos em relacéo aos diretos. Estas atividades também
foram descritas para a CB isolada, entretanto, de forma menos marcante, reforcando a
importancia da atividade fosfolipasica para o bloqueio neuromuscular (MARLAS; BON, 1982;
HAWGOOD; SMITH, 1989; HAWGOOD; BON, 1991).

Além dos efeitos pré-sinapticos, a neurotoxicidade induzida pela CTX também esta
envolvida com acBes poés-sindpticas, possivelmente por dessensibilizacdo dos receptores
nicotinicos (VITAL BRAZIL et al., 1966; BON et al., 1989). Portanto, apesar das a¢des pré- e
pos-sinaptica da CTX e da CB terem sido extensivamente estudadas, 0 mecanismo de acéo e 0s
residuos de aminoacidos envolvidos nestas acfes ainda ndao foram totalmente elucidados
(FERNANDES et al., 2017).

Os primeiros estudos que propuseram o0 mecanismo de acao toxico da CTX sugerem
acdo na membrana plasmatica, sem internalizacdo, originando uma série de eventos que
resultam no blogueio neuromuscular (BON etal., 1979; BON et al., 1989; DELOT; BON 1993).
Apesar desta proposta ainda ser parcialmente aceita, estudos recentes propdem que as toxinas
ofidicas de agdo pré-sinaptica se ligam a alvos na membrana da terminagdo nervosa,
possibilitando a entrada da toxina no Iimen da vesicula, no momento em que esta libera o seu
conteddo. Uma vez no interior das vesiculas, a toxina interage com 0s acidos graxos e
lisofosfolipideos do folheto interno da membrana, promovendo alteragcbes que podem
desencadear a exocitose vesicular, inclusive em locais que ndo estdo voltados para a célula

muscular, promovendo assim a descarga de neurotransmissores. Também é sugerido que a
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hidrélise dos fosfolipidios é dependente de calcio e a ligacdo da toxina a receptores de
membrana pode estar envolvida na neurotoxicidade (MONTECUCCO; ROSSETTO, 2000;
MONTECUCCO; GUTIERREZ; LOMONTE, 2008; FERNANDES et al., 2017). Tzeng e
colaboradores (1995) mostraram que a atividade catalitica por si s6 ndo explica a
neurotoxicidade da CTX, indicando outras regides envolvidas nesse mecanismo de
neurotoxicidade, como a presenca do residuo Tyr 21 (presente em outras PLAs toxicas) e a
regido C-terminal, evidenciando assim a importancia do estudo das regides responsaveis pela

atividade téxica das toxinas.

Apesar da CTX ter sido isolada em 1938, por Slotta e Fraenkel-Conrat, as estruturas
cristalogréficas da CB e do complexo CTX foram desvendadas posteriormente (MARCHI-
SALVADOR et al., 2007; FAURE et al., 2011; SALVADOR et al., 2019). A partir destes
achados, novas possibilidades surgiram para explicar o papel das subunidades CA e CB no
mecanismo de acdo da CTX e, também, para o desenvolvimento de inibidores baseados na
relacdo estrutura-atividade. Neste sentido, o estudo da interacdo do CNF com a CTX é de
grande importancia para o avan¢o no conhecimento do mecanismo de acdo desta toxina, além
de fornecer um composto com potencial valor terapéutico em casos de envenenamentos por

serpentes do género Crotalus ou até mesmo de outras espécies (estudos futuros).

Na segunda etapa deste projeto, foram realizados experimentos miograficos para
verificar a capacidade do CNF de neutralizar as atividades toxicas da CTX e, posteriormente,
da CB. Nossos resultados mostraram pela primeira vez que o CNF é capaz de inibir as atividades
paralisantes do complexo CTX em prepara¢fes neuromusculares evocadas indiretamente e
diretamente, apesar da neutralizacdo ter sido menos intensa nesta Ultima. Estudos prévios
mostram que a atividade enzimatica da CTX esta envolvida na acéo bloqueadora neuromuscular
(DELOT; BON 1993; CAVALCANTE et al., 2007; DOLEY:; KINI, 2009) e que 0 CNF é capaz
de neutralizar as atividades fosfolipasicas e as acdes letais do veneno da C.d.terrificus e,
também, de outros viperideos (FORTES-DIAS et al., 1994; FORTES-DIAS et al., 1999;
FORTES-DIAS et al., 2014; CAMPOS et al., 2016). Dessa forma, a capacidade do CNF de
neutralizar a CTX pode estar relacionada com sua ligacdo a subunidade CB. Atualmente, o
mecanismo de neutralizacdo proposto para 0 CNF sobre a CTX descreve que a CA é deslocada
pelo inibidor, que se liga fortemente a CB, formando um complexo estdvel CNF.CB desprovido
de qualquer atividade fosfolipasica. O CNF se comporta como um aceptor solivel da CB,
prejudicando assim a ligacdo dessa subunidade ao seu alvo bioldgico, como a regido preé-
sinaptica da INM (FORTES-DIAS et al., 1994; SANTOS et al., 2005; FORTES-DIAS et al.,
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2014). Além disso, o CNF demonstrou ser capaz de deslocar parte da toxina ja ligada no seu
sitio ativo (SANTOS et al., 2005; FORTES-DIAS et al., 2009). Apesar do receptor para CTX
ndo ter sido esclarecido, esta proposta poderia explicar as diferencas observadas nos estudos
miograficos, onde as preparacdes evocadas indiretamente e expostas a mistura CTX e CNF nao
foram blogueadas, mas as preparagdes evocadas diretamente, apresentaram uma protecédo
parcial pelo CNF.

Os experimentos realizados com a subunidade CB e o CNF mostraram que as
concentragOes de CNF utilizadas ndo foram capazes de neutralizar a atividade toxica da CB. O
namero de experimentos foi pequeno, pois a quantidade de CNF necessaria para completar o
numero experimental era inviavel. Apesar da CB apresentar efeitos toxicos semelhantes a CTX
e sua atividade fosfolipasica ser essencial para o blogueio neuromuscular (MARLAS; BON,
1982; HAWGOOD; SMITH, 1989; HAWGOOD; BON, 1991), os efeitos tdxicos desta
subunidade s&o menores, exigindo concentragcdes maiores para induzir respostas parecidas com
o complexo CTX (HAWGOOD; SANTANA DE SA; 1979; CAVALCANTE et al., 2017). A
baixa neurotoxicidade da CB estéa relacionada a perda de sua especificidade pelo sitio de ligacdo
na membrana pré-sindptica, devido a auséncia da subunidade carreadora CA (HAWGOOD;
SMITH, 1977b; CHANG et al., 1977). Diante disto, as concentraces de CNF utilizadas nesse
estudo ndo foram suficientes para promover uma inibicdo significativa da toxicidade da CB,
provavelmente devido a sua ligacdo a sitios ndo especificos na membrana. Deve-se considerar
que o CNF compete com a CA pelo possivel alvo da CTX na membrana pré-sinaptica da juncao
neuromuscular, comportando-se como um aceptor soltvel, prejudicando a ligacdo da CB no
seu possivel alvo biol6gico da regido pré-sindptica. Logo, a neurotoxicidade da CTX pode estar
relacionada com sua ligacdo a sitios especificos que estdo indisponiveis ou de dificil acesso
quando a CB é administrada de forma isolada (KRIZAJ et al., 1997; SANTOS et al., 2005;
FORTES-DIAS et al., 2009).

Na etapa final deste projeto foi realizado o estudo morfologico, para verificar a
miotoxicidade induzida pela CTX no musculo diafragma de camundongos e, também, a
capacidade do CNF em inibir este efeito. Inicialmente observamos os efeitos da CTX, esta
induziu alteracfes das fibras musculares e aumento significativo do indice de mionecrose,
corroborando assim com estudos prévios (GOPALAKRISHNAKONE; HAWGOOD, 1984;
CAVALCANTE et al., 2007; ROSA et al., 2010). Estes resultados reforcaram os obtidos no
estudo miografico, indicando que a paralisia das preparacdes estimuladas diretamente decorre

do efeito da CTX sobre as células musculares. Melo e colaboradores (2004) relataram que a
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aplicacdo de CTX em células musculares promove despolarizacdo da membrana plasmatica e
hipercontragdo das fibras nos minutos iniciais, além de impossibilitar a repolarizagdo das
células apds 30 minutos. O dano celular torna-se irreversivel em 10 minutos, com ruptura da
membrana plasmatica, hipercontracdo dos miofilamentos, bem como, aumento da taxa de
liberacdo de creatina quinase; caracteristicas que justificam a impossibilidade de repolarizagdo
da membrana plasmaética e, consequentemente, paralisia da fibra.

Neste trabalho foi observado a acao protetora do CNF ao ser pré-incubado com a CTX
nas preparacdes do musculo diafragma de camundongos, pois ndo foi visto qualquer alteracéo
morfolGgica nesta preparagdo. As fibras musculares apresentaram aspecto e nimero de células
lesadas semelhantes ao controle. Essa acdo do CNF também foi demonstrada em outros estudos
que avaliaram o efeito do CNF in vivo em camundongos, verificando que este PLIy foi capaz
de neutralizar a toxicidade da pegonha total da C.d. terrificus ou da toxina isolada (CTX) em
camundongos (FORTES-DIAS et al., 1991; FORTES-DIAS et al., 1994). Ao investigarem 0s
efeitos do CNF na interacdo entre CTX e receptor alvo em sinaptossomas de ratos, Santos e
colaboradores (2005) constataram que o CNF além de impedir a ligacdo da subunidade CB ao
sinaptossoma, quando ambos sdo colocados em contato com o tecido, também foi capaz de
deslocar o CB jé ligado ao tecido, corroborando com os dados morfoldgicos aqui mostrados.
Além disso, Lizano e colaboradores (2000) ao isolarem do soro da serpente Cerrophidion
godmani o CgMIP-I, uma PLIy com 90% de identidade sequencial ao CNF, observaram sua
capacidade de impedir a liberacdo de creatina quinase do musculo gastrocnémio de
camundongos quando expostos a miotoxina | da peconha dessa serpente. Estes achados sdo
interessantes pois a miotoxina | apresenta sequéncia analoga a subunidade B da CTX,
reforcando 0s nossos resultados. Dessa forma, o presente estudo demonstra que 0 CNF é capaz
de impedir os efeitos miotdxicos da CTX, indicando um potencial papel protetor sobre as

células musculares.
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7 CONCLUSOES

O CNF é capaz de neutralizar as atividades neurotdxicas e miotoxicas da CTX in vitro,
apresentando potencial terapéutico em casos de envenenamentos crotalicos. Além disso, o
estudo futuro da interacdo molecular entre CNF e CTX possibilitarad o avanco no conhecimento
do mecanismo de acdo dessas duas substancias. O CNF, nas concentracdes utilizadas, ndo foi
capaz de neutralizar a atividade paralisante da CB isolada, possivelmente devido as
concentracgdes utilizadas em nosso estudo, sendo necessario a realizagdo de outros experimentos

que permitam a utilizacdo de menores quantidades de CNF.



43

8 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ARNI, R.K.; WARD, R.J. Phospholipase A>: a structural review. Toxicon, v. 34, p. 827-841,
1996.

AZEVEDO-MARQUES, Marisa Mazzoncini de et al. Myonecrosis, myoglobinuria and acute
renal failure induced by south American rattlesnake (Crotalus durissus terrificus)
envenomation in Brazil. Toxicon, v. 23, p. 631-636, 1985.

AZEVEDO-MARQUES, Marisa Mazzoncini de. Acidente Crotalico. In: CARDOSO, J.L.C;
FRANCA, S.F.O.; WEN, F.H,; MALAQUE, C.M.S.; HADDAD JUNIOR, V. (Eds.). Animais
peconhentos no Brasil: biologia, clinica e terapéutica dos envenenamentos. S&o Paulo: Sarvier,
2009. p.108-115.

BON, Cassian et al. Postsynaptic effect of crotoxin and its isolated subunits. Eur. J. Biochem,
v. 99, p. 471-481, 1979.

BON, Cassian et al. Crotoxin, half-century of investigations on a phospholipase A2 neurotoxin.
Acta. Physiol. Pharmacol. Latinoam., v. 39, n. 4, p. 439-448, 1989.

BRASIL. Ministério da Saude. Acidentes por Animais Peconhentos — Serpentes: Casos de
acidentes por serpentes, 2018. Disponivel em:
<https://portalarquivos2.saude.gov.br/images/pdf/2019/junho/05/16-Dados-Epidemiologicos-
SiteSVS--maio-2019---OFIDISMO-CASOS.pdf> Acesso em 10 de Abril de 2019a.

BRASIL. Ministério da Salde. Acidentes por Animais Peconhentos -
Serpentes: INCIDENCIA (/100.000 HABITANTES) - OFIDISMO. Disponivel em:
<https://portalarquivos2.saude.gov.br/images/pdf/2019/junho/05/17-Dados-Epidemiologicos-
SiteSVS--maio-2019---OFIDISMO-INCIDENCIA.pdf>. Acesso em: 30 de Setembro de
2019D.

BULBRING, E. Observations on the isolated phrenic nerve diaphragm preparation of the rat.
Br. J. Pharmacol., v. 120, p. 3-26, 1946.

BURKE, John E.; DENNIS, Edward A. Phospholipase A structure/function, mechanism, and
signaling. J. Lipid Res., v. 50, p. 237-242, 2008.

CALMETTE, A. Contribution a I’étude du venin des serpents. Immunisation des animaux et
traitement de I’envenimation. Ann. Inst. Pasteur, v. 8, p. 275-291, 1894.

CAMPOS, Patricia Cota et al. Endogenous phospholipase A2 inhibitors in snakes: a brief
overview. Journal Of Venomous Animals And Toxins Including Tropical Diseases, v. 22,
n.1, p.1-7, 2016.

CAVALCANTE, Walter Luis et al. Neutralization of snake venom phospholipase A toxins by
aqueous extract of Casearia sylvestris (Flacourtiaceae) in mouse neuromuscular preparation. J.
Ethnopharmacol., v. 112, p. 490-497, 2007.

CAVALCANTE, Walter Luis et al. Neuromuscular paralysis by the basic phospholipase A 2
subunit of crotoxin from Crotalus durissus terrificus snake venom needs its acid chaperone to
concurrently inhibit acetylcholine release and produce muscle blockage. Toxicology And
Applied Pharmacology, v. 334, p. 8-17, 2017.



44

CHANG, C. Chiung; LEE, J. Dong. Crotoxin, the neurotoxin of South American rattlesnake
venom, is a presynaptic toxin acting like beta-bungarotoxin. Naunyn Schmiedebergs Arch
Pharmacol, v. 296, n. 2, p. 159-168, 1977.

CHANG, C. Chiung et al. Effects of Sr?* and Mg?* on the phospholipase A and the presynaptic
neuromuscular blocking actions of beta-bungarotoxin, crotoxin and taipoxin. Naunyn
Schmiedebergs Arch Pharmacol, v. 299, n. 2, p. 155-161, 1977.

CHIPPAUX, Jean-philippe. Snakebite envenomation turns again into a neglected tropical
disease! Letter to the Editor. Journal of Venomous Animals and Toxins including Tropical
Diseases. v. 23:38, 2017.

DE OLIVEIRA, R.C.; WEN, F.H.; SIFUENTES, D.N. Epidemiologia dos Acidentes por
Animais Pecgonhentos. In: Cardoso, J.L.C.; Franca, S.F.O.; Wen, F.H.; Malaque, C.M.S,;
Haddad Junior, V. (Eds.). Animais peconhentos no Brasil: biologia, clinica e terapéutica dos
envenenamentos. S&o Paulo: Sarvier, p.6-21, 2009.

DELOT, Emmanuele; BON, Cassian. Model for the interaction of crotoxin, a phospholipase
A2 neurotoxin, with presynaptic membranes. Biochemistry, v. 32, n. 40, p. 10708-10713,
1993.

DENNIS, Edward A. et al. Phospholipase A2 Enzymes: Physical Structure, Biological
Function, Disease Implication, Chemical Inhibition, and Therapeutic Intervention. Chemical
Reviews, v. 111, n. 10, p. 6130-6185, 2011.

DOLEY, R.; KINI, R. M. Protein complexes in snake venom. Cellular and Molecular Life
Sciences, v. 66, n. 17, p. 2851-2871, 2009.

DOS-SANTOS, Maria Cristina et al. A eficAcia do antiveneno botrépico-crotalico na
neutralizacdo das principais atividades do veneno de Bothrops jararacussu. Revista do
Instituto de Medicina Tropical de Sdo Paulo, v. 34, n. 2, p.77-83, 1992.

FAURE, Grazyna; BON, Cassian. Crotoxin, a Phospholipase A2 Neurotoxin from the South
American Rattlesnake Crotalus durissus terrificus: Purification of Several Isoforms and
Comparison of Their Molecular Structure and of Their Biological Activities. Biochemistry, v.
27,n. 2, p. 730-738, 1988.

FAURE, Grazyna et al. The origin of the diversity of crotoxin isoforms in the venom of Crotalus
durissus terrificus. European Journal Of Biochemistry, v. 223, n. 1, p.161-164, 1994.

FAURE, Grazyna. Natural inhibitors of toxic phospholipases A2. Biochimie, v. 82, n. 9-10, p.
833-840, 2000.

FAURE, Grazyna et al. Crystal Structure of Crotoxin Reveals Key Residues Involved in the
Stability and Toxicity of This Potent Heterodimeric B-Neurotoxin. Journal Of Molecular
Biology, v. 412, n. 2, p.176-191, 2011.

FERNANDES, Carlos A. H. et al. A structure-based proposal for a comprehensive myotoxic
mechanism of phospholipase A2-like proteins from viperid snake venoms. Biochimica Et
Biophysica Acta (bba) - Proteins And Proteomics, [s.l.], v. 1844, n. 12, p. 2265-2276, 2014.

FELIX-SILVA, Juliana et al. Inhibition of local effects induced by Bothrops erythromelas
snake venom: Assessment of the effectiveness of Brazilian polyvalent bothropic antivenom and
aqueous leaf extract of Jatropha gossypiifolia. Toxicon, v. 125, p. 74-83, 2017.



45

FRAENKEL-CONRAT H., SINGER B. Fractionation and composition of crotoxin. Arch
Biochem Biophys, v.60, n.1, p.64-73, 1956.

FRANCA, F.O.S, MALAQUE, C.M.S. P. Acidente Botrdpico. In: CARDOSO, J.L.C;
FRANCA, S.F.0.; WEN, F.H.; MALAQUE, C.M.S.; HADDAD JUNIOR, V. (Eds.). Animais
peconhentos no Brasil: biologia, clinica e terapéutica dos envenenamentos. S&o Paulo: Sarvier.
p.81-95, 20009.

FORTES-DIAS, Consuelo Latorre et al. Purification and properties of an antivenom factor from
the plasma of the south american rattlesnake (Crotalus durissus terrificus). Toxicon, v. 8, n. 29,
p.997-1008,1991.

FORTES-DIAS, Consuelo Latorre et al. A Phospholipase A, Inhibitor from the Plasma of the
South American Rattlesnake (Crotalus durissus terrificus): PROTEIN STRUCTURE,
GENOMIC STRUCTURE, AND MECHANISM OF ACTION*. The Journal Of Biological
Chemistry, v. 269, n. 22, p. 156464-15641, 1994.

FORTES-DIAS, Consuelo Latorre et al. Studies on the specificity of CNF, a phospholipase A2
inhibitor isolated from the blood plasma of the South American rattlesnake (Crotalus durissus
terrificus). I. Interaction with PLA2 from Lachesis muta snake venom. Toxicon, v. 37, n. 12,
p.1747-1759, 1999.

FORTES-DIAS, Consuelo Latorre et al. Identification of continuous interaction sites in
PLA(2)-based protein complexes by peptide arrays. Biochimie, v. 91, n. 11-12, p. 1482-1492,
20009.

FORTES-DIAS, Consuelo Latorre et al. Insights on the structure of native CNF, an endogenous
phospholipase A2 inhibitor from Crotalus durissus terrificus, the South American
rattlesnake. Biochimica Et Biophysica Acta (bba) - Proteins And Proteomics, v. 1844, n. 9,
p.1569-1579, 2014.

GALIZIO, Nathalia da Costa. et al. Compositional and functional investigation of individual
and pooled venoms from long-term captive and recently wild-caught Bothrops jararaca
snakes. Journal of Proteomics, v. 186, p. 56-70, 2018.

GOPALAKRISHNAKONE, P.; HAWGOOD, Barbara J. Morphological changes induced by
crotoxin in murine nerve and neuromuscular junction. Toxicon, v.22, p.791-804, 1984.

GUTIERREZ, José Maria; LOMONTE, Bruno. Phospholipase A2 myotoxins from Bothrops
snake venoms. Toxicon, v. 33, n. 11, p. 1405-1424, 1995.

GUTIERREZ, José Maria M.; OWNBY, Charlotte L. Skeletal muscle degeneration induced by
venom phospholipases A 2: Insights into the mechanisms of local and systemic myotoxicity.
Toxicon, v. 42, n. 8, p. 915-931, 2003.

GUTIERREZ, José Maria et al. Systemic and local myotoxicity induced by snake venom group
Il phospholipases A2>: Comparison between crotoxin, crotoxin B and a Lys49 PLA> homologue.
Toxicon, v. 51, p. 80-92, 2008.

GUTIERREZ, José Maria; LOMONTE, Bruno. Phospholipases A2: Unveiling the secrets of a
functionally versatile group of snake venom toxins. Toxicon, v. 62, p. 27-39, 2013.

GUTIERREZ, José Maria et al. Snakebite Envenoming. Nature Reviews Disease Primers. v.
3,n. 17079, 2017.



46

HABERMANN, E.; BREITHAUPT, H. Mini-review. The crotoxin complex--an example of
biochemical and pharmacological protein complementation. Toxicon, v. 16, n. 1, p. 19-30,
1978.

HAWGOOD, Barbara J.; SMITH, J. W. The mode of action at the mouse neuromuscular
junction of the phospholipase A-crotapotin complex isolated from venom of the South
American rattlesnake. Br. J. Pharmacol., v. 61, n. 4, p. 597-606, 1977a.

HAWGOOD, Barbara J.; SMITH, J. The presynaptic action of crotoxin at the murine
neuromuscular junction. Physiological society, n. December, p. 336-352, 1977b.

HAWGOOD, Barbara J.; SANTANA DE SA, Sonia. Changes in spontaneous and evoked
release of transmitter induced by the crotoxin complex and its component phospholipase A; at
the frog neuromuscular junction. Neuroscience, v. 4, n. 2, p.293-303, 1979.

HAWGOOD, Barbara .J.; SMITH, 1. Cristopher. The importance of phospholipase Az in the
early induction by crotoxin of biphasic changes in endplate potentials at the frog neuromuscular
junction. Toxicon, v. 27, n. 2, p. 272-276, 1989.

HAWGOOD, B.; BON, C. Snake venom presynaptic toxins. In: TU, A.T. (Ed.), Handbook of
Natural Toxins, Vol. 5. Reptile Venoms and Toxins. New York: Marcel Dekker, p. 3-52, 1991.

JORGE, Roberta Jeane Bezerra et al. Differences between renal effects of venom from two
Bothrops jararaca populations from southeastern and southern Brazil. Toxicon, v. 125, p. 84-
90, 2017.

KAMIGUTI, Aura S.; SANO-MARTINS, Ida S. South american snake venoms affecting
haemostasis. Toxin Reviews, v. 14, n. 3, p. 359-374, 1995.

KINI, R. Manjunatha; EVANS, Herbert J. A model to explain the pharmacological effects of
snake venom phospholipases A2. Toxicon, v. 27, n. 6, p. 613-635, 1989.

KINI, R. Manjunatha. Excitement ahead: structure, function and mechanism of snake venom
phospholipase A2 enzymes. Toxicon, v.42, p.827-840, 2003.

KRIZAJ, Igor et al. Neurotoxic Phospholipases A2Ammodytoxin and Crotoxin Bind to Distinct
High-Affinity Protein Acceptors inTorpedomarmorataElectric Organt. Biochemistry, v. 36, n.
10, p. 2779-2787, 1997.

LIZANO, Sergio et al. Two phospholipase A2 inhibitors from the plasma of Cerrophidion
(Bothrops) godmani which selectively inhibit two different group-Il phospholipase A2
myotoxins from its own venom: isolation, molecular cloning and biological properties.
Biochemical Journal, v. 346, n. 3, p.631-639, 2000.

LIZANO, Sergio; DOMONT, Gilberto; PERALES, Jonas. Natural phospholipase A2 myotoxin
inhibitor proteins from snakes, mammals and plants. Toxicon, v. 42, n. 8, p. 963-977, 2003.

LOGONDER, U. et al. Ultrastructural evidence for the uptake of a neurotoxic snake venom
phospholipase A2 into mammalian motor nerve terminals. Experimental Neurology, v. 219,
n. 2, p. 591-594, 20009.

MARCHI-SALVADOR, D. P. et al. Preliminary X-ray crystallographic studies of a tetrameric
phospholipase A2 formed by two isoforms of crotoxin B from Crotalus durissus terrificus



47

venom. Acta Crystallographica Section F: Structural Biology and Crystallization
Communications, v. 63, n. 12, p. 1067-1069, 2007.

MARLAS, Guy; BON, Cassian. Relationship between the Pharmacological Action of Crotoxin
and Its Phospholipase Activity. European Journal of Biochemistry, v. 125, n. 1, p. 157-165,
1982.

MELO, Paulo A. et al. Inhibition of the myotoxic and hemorrhagic activities of crotalid venoms
by Eclipta prostrata (Asteraceae) extracts and constituents. Toxicon, v. 32, n. 5, p. 595-603,
1994,

MELO, Paulo A. et al. Membrane depolarization is the initial action of crotoxin on isolated
murine skeletal muscle. Toxicon, v. 43, n. 2, p.111-119, 2004.

MONTECUCCO, C.; ROSSETTO, O. How do presynaptic PLA2 neurotoxins block nerve
terminals? Trends in Biochemical Sciences, v. 25, n. 6, p. 266—270, 2000.

MONTECUCCO, C.; GUTIERREZ, J. M.; LOMONTE, B.. Cellular pathology induced by
snake venom phospholipase A2 myotoxins and neurotoxins: common aspects of their
mechanisms of action. Cellular And Molecular Life Sciences, v. 65, n. 18, p.2897-2912,
2008.

MURAKAMI, Makoto et al. A new era of secreted phospholipase A2. Journal Of Lipid
Research, v. 56, n. 7, p.1248-1261, 2015.

OHKURA Naoki et al. Purification and characterization of three distinct types of phospholipase
A2 inhibitors from the blood plasma of the Chinese mamushi, Agkistrodon blomhoffii siniticus.
Biochem J, v. 325, p.527-31, 1997.

OWNBY, Charlotte L. Structure, function and biophysical aspects of the myotoxins from snake
venoms. J. Toxicol. Toxin Rev., v. 17, p. 213-238, 1998.

OWNBY, Charlotte L. et al. Lysine 49 phospholipase A proteins. Toxicon, v. 37, p. 411-445,
1999.

PERALES, Jonas et al. Molecular structure and mechanism of action of the crotoxin inhibitor
from Crotalus durissus terrificus serum. Eur. J. Biochem, France, n. 227, p.19-26, 1995.

PIMENTA, Luciana de Araujo et al. Crotoxin promotes macrophage reprogramming towards
an antiangiogenic phenotype. Scientific Reports, v. 9, n. 1, p.1-15, 2019.

PINHO, F.M.O.; PEREIRA, 1.D. Ofidismo. Rev. Assoc. Med. Bras., Sdo Paulo, v. 47, n. 1, p.
24-29, 2001.

ROSA, Luana de Jesus Reis et al. The inhibitory effect of Camellia sinensis extracts against the
neuromuscular blockade of Crotalus durissus terrificus venom. J Venom Res, v. 1, p. 1-7,
2010.

RODRIGUES-SIMIONE, L.; HAWGOOD, B.J.; SMITH, I.C. Properties of the early phases
of crotoxin poisoning at frog neuromuscular junctions. Toxicon, v. 28, n. 12, p. 1479-14809,
1990.

ROSENFELD, G. Symptomatology, pathology and treatment of snake bites in South America
In: Bucherl,W.; Buckley, E.; Deulofen, V. (Eds.). Venomous animals and their venoms. New
York: Academic Press, v. 2, 1971.



48

SALVADOR, Guilherme H. M. et al. Search for efficient inhibitors of myotoxic activity
induced by ophidian phospholipase AZ2-like proteins using functional, structural and
bioinformatics approaches. Scientific Reports, v. 9, n. 1, p.1-13, 2019.

SAMPAIO, Sandra C. et al. Crotoxin: Novel activities for a classic B-neurotoxin. Toxicon, V.
55, n. 6, p. 1045-1060,2010.

SANTOS, Roberta Méarcia Marques et al. Inhibition of crotoxin binding to synaptosomes by a
receptor-like  protein  from Crotalus durissus terrificus (the South American
rattlesnake). Biochimica Et Biophysica Acta (bba) - Biomembranes, v. 1717, n. 1, p. 27-33,
2005.

SANTOS, Hildegard Loren Reboucas et al. Rattlesnakes bites in the Brazilian Amazon:
Clinical epidemiology, spatial distribution and ecological determinants. Acta Tropica, v. 191,
p.69-76, 2019.

SANZ, Libia et al. New insights into the phylogeographic distribution of the 3FTx/PLA2
venom dichotomy across genus Micrurus in South America. Journal Of Proteomics, v. 200,
p.90-101, 20109.

SILVA, Ana da et al. Potential Utilization of a Polysaccharide from the Marine Algae Gayralia
oxysperma, as an Antivenom for Viperidae Snakebites. Marine Drugs, v. 16, n. 11, p.412-426,
2018.

SILVA JR, Nelson Jorge da; BUCARETCHI, Fabio. Mecanismo de Acao do Veneno Elapidico
e Aspectos Clinicos dos Acidentes. In: CARDOSO, J.L.C.; FRANCA, S.F.O.; WEN, F.H.;
MALAQUE, C.M.S.; HADDAD JUNIOR, V. (Eds.). Animais pegonhentos no Brasil:
biologia, clinica e terapéutica dos envenenamentos. Sao Paulo: Sarvier, 2009. p.96-107.

SISTEMA DE INFORMACAO DE AGRAVOS DE NOTIFICACAO. Acidentes por Animais
Peconhentos. Anélise dos Dados Epidemioldgicos de 2014 a 2019. Disponivel em: <
http://tabnet.datasus.gov.br/cgi/tabcgi.exe?sinannet/cnv/animaisbr.def> Acessado em 10 de
Abril de 20109.

SLOTTA, C.H.; FRAENKEL-CONRAT, M. Purificacdo e cristalizacdo do veneno da cobra
cascavel. Mem. Inst. Butantan, v. 12, p. 505-513, 1938.

SOUZA, Rodrigo C. G. de. Aspectos Clinicos do Acidente Laquético. In. CARDOSO, J.L.C;
FRANCA, S.F.0.; WEN, F.H.; MALAQUE, C.M.S.; HADDAD JUNIOR, V. (Eds.). Animais
peconhentos no Brasil: biologia, clinica e terapéutica dos envenenamentos. Sdo Paulo: Sarvier,
2009. p.96-107.

STRANSKY, Stephanie et al. In vitro assessment of cytotoxic activities of Lachesis muta snake
venom. Plos Neglected Tropical Diseases, v. 12, n. 4, p.1-17, 2018.

TRIVEDI, S. et al. Pharmacologic experiments on the interaction between crotoxin and the
mammalian neuromuscular junction, v. 251, n. 2, p. 490-6, 1989.

TZENG, Mu-chin et al. Binding proteins on synaptic membranes for crotoxin and taipoxin, two
phospholipases A2 with neurotoxicity. Toxicon, v. 33, n. 4, p.451-457, 1995.

VITAL BRAZIL, O. Pharmacology of crystalline crotoxin I1. Neuromuscular blocking action.
Mem. Inst. Butantan, v. 33, p. 981-992, 1966.

VITAL BRAZIL, O.; FRANCESCHI, J.P.; WAISBICH, E. Pharmacology of Crystalline
Crotoxin. I. Toxicity. Mem. Inst. Butantan, v. 33, n. 3, p.973-980, 1966.


http://tabnet.datasus.gov.br/cgi/tabcgi.exe?sinannet/cnv/animaisbr.def

49

VITAL BRAZIL, O. & EXCELL, B.J. Action of crotoxin and crotactin from the venom of
Crotalus durissus terrificus (South American rattlesnake) on the frog neuromuscular junction.
J. Physiol, v. 212, n. 2, p. 34-35, 1971.

VITAL BRAZIL, O. Neurotoxins from the South American rattle snake venom. J. Formosan
Med. Assoc, v. 71, p. 394-400, 1972.

WEN, F.H. Soroterapia. In: CARDOSO, J.L.C.; FRANCA, S.F.O.; WEN, F.H.; MALAQUE,
C.M.S.; HADDAD JUNIOR, V. (Eds.). Animais peconhentos no Brasil: biologia, clinica e
terapéutica dos envenenamentos. S&o Paulo: Sarvier, 2009. p.432-441.

WORLD HEALTH ORGANIZATION. Snakebite envenoming. 2018. Disponivel em: <
http://www.who.int/snakebites/disease/en/ >. Acessado em 30 de Novembro de 2018.

WORLD HEALTH ORGANIZATION. Snakebite: WHO targets 50% reduction in deaths and
disabilities. 2019. Disponivel em: < https://www.who.int/news-room/detail/06-05-2019-
snakebite-who-targets-50-reduction-in-deaths-and-disabilities>. Acessado em 15 de Junho de
2019.


http://www.who.int/snakebites/disease/en/

