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RESUMO

Estudos mostram a existéncia de variacbes na composicdo e nos efeitos das
peconhas de diferentes subespécies de serpentes do género Crotalus, ou até
mesmo de uma mesma subespécie. Considerando a letalidade do envenenamento
crotalico, o estudo comparativo das atividades biolégicas das peconhas e do seu
principal componente toxico, a Crotoxina (CTX), pode fornecer subsidios para o
desenvolvimento de uma terapia antiofidica mais eficaz, além de avancar no
conhecimento do mecanismo de acao destes compostos. Assim, o objetivo do estudo
foi comparar por meio de estudos miograficos e morfologicos, a atividade de blogueio
neuromuscular e o aspecto morfolégico geral de musculos expostos a peconhas e
CTXs isoladas de serpentes Crotalus durissus terrificus (Cdt) provenientes de
diferentes regides do estado de Minas Gerais (Carrancas, Patos de Minas, Nova
Ponte e Nazareno). As pegonhas e CTXs foram testadas em preparacdes nervo
frénico-muasculo diafragma de camundongos. Os resultados mostraram que as
preparacdes neuromusculares expostas as peconhas e CTXs de diferentes regides
apresentaram bloqueio tempo e concentracdo dependentes em 180 minutos. As
diferencas no bloqueio neuromuscular entre as peconhas ou as CTXS foram
observadas na concentracdo de 1 ug/mL, revelando possiveis variacbes na
composicao das peconhas bem como nas isoformas de CTX. O estudo morfologico
revelou a capacidade miotéxica tanto das peconhas como das CTXs, entretanto,
nao ocorreu variacdo entre os grupos. A partir dos resultados obtidos, podemos
concluir a importancia da comprovacéao funcional da variabilidade entre peconhas e
toxinas de uma mesma subespécie, revelando a necessidade de pools de peconhas,

provenientes de diferentes regides, para a producéo de antivenenos.

Palavras-chave: Peconha, Crotoxina, Variabilidade, Atividade Paralisante, Juncao

Neuromuscular, Crotalus durissus terrificus.



ABSTRACT

Several studies show the existence of variations in the composition and effects of
venoms from different subspecies of Crotalus snakes, or even from the same
subspecies. Considering the lethality of crotalic poisoning, the comparative study of
the biological activities of venoms and its main toxic component, Crotoxin (CTX), can
provide subsidies for the development of a more effective antiophidic therapy, in
addition to advancing the knowledge of the mechanism of action of these
compounds. Thus, the aim of this study was to compare, through myographic and
morphological techniques, the neuromuscular blocking activity and the general
morphological aspect of muscles exposed to venoms and CTXs isolated from
Crotalus durissus terrificus snakes, from different regions of the Minas Gerais state
(Carrancas, Patos de Minas, Nova Ponte and Nazareno). Venoms and CTXs were
tested in mouse phrenic nerve-diaphragm preparations. The results showed a time
and concentration-dependent blockade of neuromuscular preparations exposed to
venoms and CTXs in 180 minutes. Differences were observed at the concentration
of 1 ug/mL, for both substances, revealing possible variations in venom composition
as well as in CTX isoforms. The morphological study revealed the myotoxic capacity
of venoms and CTXs, however, despite the differences in relation to the control
group, there was no variation between the venom or CTXs groups. From the results
obtained, we can conclude the importance of functional proof of the variability
between venoms and toxins from the same subspecies, revealing the need for

venom pools, from different regions, for the production of antivenoms.

Key Words: Venom, Crotoxin, Variability, Paralyzing Activity, Neuromuscular

Junction, Crotalus durissus terrificus.
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1. REVISAO DE LITERATURA

O envenenamento por picadas de serpentes (acidente ofidico) & considerado
pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS) como uma doenca tropical
negligenciada, recebendo, historicamente, pouca atencao da industria farmacéutica,
das autoridades de salude publica e dos 6rgdos de financiamento, apesar de
acometer 1.8 a 2.7 milhdes de pessoas ao redor do mundo (GUTIERREZ et al,
2017). Estes acidentes ocasionam 100.000 mortes e 400.000 amputa¢cdes a cada
ano, sendo a populacéo rural a mais vulneravel ao envenenamento (GUTIERREZ
et al, 2017). Os acidentes ofidicos ocorrem principalmente em paises tropicais, nos
periodos quentes e nas épocas chuvosas do ano, coincidindo com a reproducao
destes animais e o trabalho no campo (GUTIERREZ et al, 2017). A exposicdo da
populacao Européia e da América do Norte as serpentes € relativamente pequena,
0 que contribui para a baixa repercussdo dos casos de envenenamento
(GUTIERREZ et al, 2017).

Existem no mundo aproximadamente 3 mil espécies de serpentes, sendo que
10 a 14% sao consideradas peconhentas (PINHO & PEREIRA, 2001). O Brasil € o
pais que apresenta uma das mais ricas faunas de serpentes do planeta, com cerca
de 366 espécies catalogadas (BERNANDE, 2011). Destas, 55 sdo peconhentas
(BERNARDE, 2011). Entre os paises da América do Sul, o Brasil se destaca pela
elevada incidéncia de acidentes ofidicos, sendo estes geograficamente dispersos e
registrados em todas as Regides e Estados Brasileiros (LIMA et al, 2009; SARAIVA
et al, 2010). Dados do Ministério da Saude, relativos ao ano de 2019, registram a
ocorréncia de aproximadamente 30.482 casos de envenenamento (MINISTERIO DA
SAUDE, 2020).

A notificacdo obrigatdria dos acidentes ofidicos no Brasil teve inicio a partir
do ano de 1986. Isso permitiu a melhor compreensao da epidemiologia, bem como
do estabelecimento de um sistema de troca de soros por informacoes
epidemioldgicas entre o Ministério da Saude e as Secretarias Estaduais de Saude,
com vistas a melhor organizagéo e planejamento das a¢6es de controle (CARDOSO
et al, 2009). Atualmente, a producao e a distribuicdo de soros antiofidicos no pais

encontram-se estabilizadas, no entanto, ainda ha problemas relacionados a
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notificacdo dos acidentes em varias regides (LEMOS et al, 2009).

A maioria dos acidentes ofidicos registrados no pais esta relacionada as
serpentes do género Bothrops (87%), seguido pelos géneros Crotalus (9%),
Lachesis (3%) e Micrurus (1%). O acidente crotélico, apesar da menor incidéncia
em relacéo ao botropico, é grave, com letalidade em torno de 72% nos casos nao
tratados e 5% nos casos em que houve soroterapia (PINHO et al, 2000; CARDOSO
et al, 2009). A peconha crotalica €, portanto, considerada a mais toxica dentre as

peconhas das serpentes brasileiras (PINHO et al, 2000).

As serpentes do género Crotalus séo representadas no Brasil por uma Unica
espécie, a Crotalus durissus (C.d.), e cinco subespécies: C.d. terrificus, C.d.
collilineatus, C.d. cascavella, C.d. ruruima e C.d. marajoensis. Estas serpentes sao
conhecidas popularmente como cascavel, boicininga, maracambdia e maraca
(PINHO & PEREIRA, 2001). Caracterizam-se por cabeca triangular, par de fossetas
loreais (6rgao sensorial termorreceptor), escamas na cabeca, aparelho inoculador
de peconha, olhos pequenos com pupilas em fenda e guizo na porcao terminal da
cauda (CARDOSO et al, 2009). Distribuem-se de maneira irregular pelo pais,
determinando as variacdes no registro de acidentes (SECRETARIA DE SAUDE,
2020). De forma geral, ocorrem nos cerrados do Brasil central, nas regifes aridas e
semiaridas do nordeste, nos campos e areas abertas do sul, sudeste e norte, ndo

sendo encontradas em regides litoraneas (BERNARDE, 2011).

As peconhas das Crotalus durissus apresentam atividades biologicas
caracteristicas, como a neurotoxica, que causa paralisia flacida da musculatura
esquelética, miotdxica sistémica, evidenciada pela ocorréncia de rabdomidlise, e
hemotoxica, relacionada a disturbios da coagulacédo (PINHO & PEREIRA, 2001;
CARDOSO et al, 2009). Assim, o quadro clinico associado ao envenenamento
crotalico inclui tanto manifestacfes locais de ordem discreta, como dor, eritema,
edema e parestesia; quanto manifestacdes sistémicas, como mal estar, prostracéo,
sudorese, nauseas, cefaléia, vomitos, boca seca, sonoléncia, inquietacéo, variacoes
de presséo arterial, manifestacfes de ordem neuroldgica (que surgem nas primeiras
3-6 horas) e muscular (PINHO & PEREIRA, 2001; CARDOSO et al, 2009). No local
da picada é possivel observar arranhdes ou marcas puntiformes Unicas ou duplas
(PINHO et al, 2000).



19

Dentre os sinais e sintomas neurolégicos, a facies miasténica se destaca
como importante indicador diagnéstico do envenenamento, podendo evoluir para a
paralisia do muasculo diafragma. Os sintomas musculares, por sua vez, estado
relacionados a ocorréncia de miotoxicidade, caracterizada pelo aparecimento de
intensa mialgia, edema muscular e mioglobinuria, sendo esta ultima decorrente da
instalagdo de um quadro clinico de rabdomidlise. As manifestages clinicas
relacionadas ao sistema hemostatico demonstram incoagulabilidade sanguinea e
aumento do tempo de coagulacdo, observado em aproximadamente 40% dos
pacientes. Dentre as complicagbes associadas ao envenenamento, a insuficiéncia
renal aguda é destaque, instalando-se ao longo das primeiras 48 horas apos a
picada (PINHO & PEREIRA, 2001; CARDOSO et al, 2009).

A variedade de atividades bioloégicas e de manifestagcdes clinicas,
apresentada pelos pacientes expostos ao envenenamento crotalico, revela a
importancia da identificacdo bioquimica e farmacoldgica das fragcdes que compdem
a peconha, sendo fundamentais para a compreensédo do quadro patologico e para a
melhora da soroterapia. Neste sentido, diversas proteinas foram isoladas e
caracterizadas a partir da peconha da Crotalus durissus terrificus, destacando-se a
Crotamina, a Giroxina, a Convulxina e a Crotoxina (CARDOSO et al, 2009; DOS
SANTOS et al, 2017).

A Crotamina € um polipeptideo de baixa massa molecular, ndo-enzimético e
basico, identificada como uma miotoxina capaz de induzir espasmos ha musculatura
esquelética, resultando em paralisia espéastica (CUNHA & MARTINS, 2012). A
Giroxina, por sua vez, € uma glicoproteina de 33 kDa, néo letal e relacionada a
guadros de hemotoxicidade e leséo labirintica (CUNHA & MARTINS, 2012). Estudos
de Ferrari e colaboradores (2020), sugerem que a Giroxina pode induzir
neurotoxicidade decorrente de uma elevagcao nos niveis de glutamato, sendo este
mecanismo, dependente de calcio (FERRARI et al, 2020). J4 a Convulxina, uma
proteina que corresponde a 5% do peso seco da pegonha, promove ativagdo e
agregacao plaquetaria, além de perda do equilibrio, convulsdes e alteragbes de
ordem visual e gastrintestinal (CUNHA & MARTINS, 2012). Por fim, a Crotoxina
(CTX), constitui-se em uma proteina composta por duas subunidades, uma basica,
conhecida por Crotoxina B ou CB (14,5 kDa), e uma acida, a Crotoxina A (CA) ou
Crotapotina (9,5 kDa) (SLOTTA & FRAENKEL-CONRAT, 1938; FRAENKEL-
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CONRAT & SINGER, 1956; RUBSAMEN et al, 1971; CHANG & LEE, 1977). ACTX
€ responsavel pelos principais efeitos neuromusculares observados no
envenenamento (CHOUMET et al, 1996; CAVALCANTE et al, 2015; CAVALCANTE
et al, 2017).

Os componentes encontrados nas peconhas crotalicas podem variar entre
diferentes espécies e subespécies, ou até mesmo dentro de uma mesma
subespécie, impactando diretamente na pesquisa e no tratamento dos acidentados,
como selecéo de antivenenos e de espécimes para a sua producéo. A variabilidade
€ atribuida a diversos fatores, incluindo localizac&o geografica, habitos alimentares,
clima, idade do animal, fatores individuais e diferencas genéticas e ontogenéticas
(SANTORO et al, 1999; SARAVIA et al, 2002; DOS SANTOS et al, 2005; FURTADO,
2018; CALVETE et al, 2009).

Estudos bioquimicos e farmacologicos demonstram variagbes na
composicdo e nas atividades biologicas das peconhas crotélicas. Neste sentido,
SANTORO e Colaboradores (1999) relataram variagdes entre as peconhas de trés
subespécies de Crotalus durissus (C. d. terrificus, C. d. cascavella e C. d.
collilineatus), provenientes, respectivamente, das regides Nordeste, Centro-Oeste e
Sudeste do Brasil. Apesar de serem da mesma espécie, a peconha da C.d.
cascavella foi diferente das outras em relacdo as suas atividades edematogénicas e
fosfolipasicas e, também, quanto ao seu contetdo inorganico, presenca de
Crotamina e perfil eletroforético. As variacbes foram sutis entre as demais
subespécies, sendo estas atribuidas a fatores genéticos e/ou ambientais das
serpentes (SANTORO et al, 1999).

Posteriormente, Boldrini-Franca e colaboradores (2010), através de estudos
prote6bmicos, compararam a composic¢ao das peconhas da C.d. cascavella e da C.d.
collilineatus. O estudo revelou a presenca de desintegrinas, fosfolipases A2 (PLAY),
serinoproteases, proteinas secretorias ricas em cisteina, fatores de crescimento
vascular endotelial, L-aminoacido oxidases, metaloproteinases e outros
componentes. As diferencas observadas nas pegonhas foram atribuidas a
quantidade de PLA2 miotdxica, 4,6% do total de proteinas na C.d. collilineatus e
18,1% na C.d. cascavella, e a presenca de Crotamina apenas nas amostras de C.d.
collilineatus, representando 20,8% do total de proteinas (BOLDRINI-FRANCA et al,
2010). Além disso, foi constatada variagcdo na composicdo das peconhas dos
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espécimes de C.d. collilineatus, com auséncia de Crotamina em uma das amostras,
indicando individuos crotamina-positivos e crotamina-negativos (BOLDRINI-
FRANCA et al, 2010). A menor propor¢cdo de PLA: nas peconhas das C.d.
collilineatus foi atribuida a uma especializacdo adaptativa, que ocorreu durante a
colonizacdo de novos nichos ecolégicos, sendo a localizagdo geogréfica, bem
como os habitos alimentares, utilizados para explicar tais diferencas (BOLDRINI-
FRANCA et al, 2010).

No que diz respeito as variacbes observadas dentro de uma mesma
subespécie, DOS SANTOS e colaboradores (2005) avaliaram as atividades
coagulante, hemorragica, edematogénica, miotoxica e fosfolipasica de peconhas de
diferentes amostras de C.d. ruruima, provenientes do mesmo local geografico
(estado brasileiro de Roraima). Foram observadas diferencas tanto na coloracéo
como nas atividades bioldgicas, além de auséncia de Crotamina em todas as
peconhas analisadas. Os achados confirmam a variabilidade intrapopulacional em
C.d. ruruima, podendo explicar a diversidade de sintomas observados em pacientes
picados por essa subespécie (DOS SANTOS et al, 2005).

Outro aspecto interessante, € a variacdo existente entre peconhas de
serpentes jovens e adultas de uma mesma subespécie (SARAVIA et al, 2002;
CALVETE et al, 2009). LOMONTE e colaboradores (1983) mostraram que as
peconhas de C.d. durissus recém-nascidas eram desprovidas de atividades
hemorragicas e edematogénicas, ao contrario de espécimes adultos. Por outro lado,
as peconhas de recém-nascidos eram mais letais, com maior atividade hemolitica
indireta, além de menor atividade proteolitica. Posteriormente, FURTADO e
colaboradores (2003) compararam o conteldo de proteinas, a letalidade e as
atividades proteolitica, miotoxica, hemorragica e fosfolipasica da peconha de uma
serpente C.d. terrificus mae, em relacdo as seus 15 recém-nascidos. Os resultados
mostraram que, embora o conteudo proteico fosse semelhante, as peconhas das
serpentes jovens exibiam atividades enzimaticas, miotoxicas e coagulantes mais
elevadas que as da mae. Além disso, o estudo mostrou relagdo direta entre a
quantidade de PLA2s na peconha e o grau de miotoxicidade observado (FURTADO
et al, 2003). Portanto, fatores ontogenéticos também influenciam na variedade da
composicdo e das atividades bioldgicas observadas nas peconhas ofidicas
(LOMONTE et al, 1983; SARAVIA et al, 2002; FURTADO et al, 2003; CALVETE et
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al, 2009).

Apesar das diferencas bioquimicas e das atividades tdxicas comentadas
anteriormente, ainda sdo escassos estudos que comparem os efeitos de peconhas,
provenientes de diferentes subespécies de Crotalus durissus, na juncao
neuromuscular, o principal local de a¢ao dessas pec¢onhas. Um destes estudos foi
realizado por CAVALCANTE e colaboradores (2015), onde diferencas nos efeitos
paralisantes entre as peconhas de C.d. ruruima e C.d. cumanensis foram
observados. Assim, a peconha da C.d. cumanensis mostrou exercer tanto efeitos
neurotdxicos como miotdxicos, enquanto a da C.d. ruruima, apenas neurotoxicos. A
neurotoxicidade existente foi atribuida a presenca da CTX e a atividade miotoxica a
participacdo de outros componentes, como a Crotamina. Este trabalho mostrou a
importancia da comprovacéo funcional da variabilidade entre as peconhas e, em
adicdo, a necessidade do uso de um pool de peconhas para a producao de
antivenenos, para garantir a neutralizagdo do niumero maximo de toxinas de uma
determinada espécie (CAVALCANTE et al, 2015). Em adicdo, como a CTX
representa 65 a 68% do peso seco total em algumas subespécies de Crotalus
durissus (DOS SANTOS, 2014) e é responsavel pelos principais efeitos toxicos do

envenenamento, o estudo desse componente de forma isolada é fundamental.

A CTX foi a primeira toxina isolada de uma peconha animal, proveniente da
serpente C.d. terrificus (SLOTTA & FRAENKEL-CONRAT, 1938). Sua estrutura foi
descrita em 1956 por Fraenkel-Conrat & Singer; trata-se de uma proteina composta
por duas subunidades, uma acida denominada de CA e outra basica conhecida como
CB (FRAENKEL-CONRAT & SINGER, 1956; RUBSAMEN et al, 1971). As
subunidades atuam em sinergismo, visto que a CA é uma chaperona, auxiliando a
ligacdo da CB nos sitios alvo das terminagfes nervosas e do masculo esquelético,
prevenindo ligacdes inespecificas, e potencializando as ac¢des neurotoxicas e
miotoxicas do complexo (RUBSAMEN et al, 1971; CHOUMET et al, 1996;
CARDOSO et al, 2009; CAVALCANTE et al, 2017).

O mecanismo de acéo da CTX ainda é pouco conhecido e desperta grande
interesse da comunidade cientifica, pois, além das atividades téxicas descritas,
como a neurotdxica e a miotoxica, apresenta atividades com potencial valor
terapéutico, como imunomodulatéria, anti-inflamatdria, antimicrobiana, antitumoral e

analgésica (SAMPAIO et al, 2010). O principal local de acdo desta toxina é a jungéo
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neuromuscular, afetando tanto regides pré como pos-sinapticas (VITAL BRAZIL,
1966; VITAL BRAZIL et al, 1966; VITAL BRAZIL & EXCELL, 1971; VITAL BRAZIL,
1972; CHANG & LEE, 1977; HAWGOOD & SMITH, 1977; BON et al, 1979;
HAWGOOD & SANTANA DE SA, 1979; RODRIGUES-SIMIONI et al, 1990; DELOT
& BON, 1993; CAVALCANTE et al, 2017). Os primeiros estudos farmacoldgicos,
realizados por Vital Brazil e colaboradores (VITAL BRAZIL et al, 1966), mostraram
que a CTX promove bloqueio neuromuscular semelhante aos curares, em caes,
gatos, coelhos, cobaias e macacos. Em adicdo, foi observada diminuicdo da
resposta do musculo diafragma de ratos desnervados a acetilcolina, sugerindo uma
acao pos-singptica da CTX (VITAL BRAZIL, 1966; VITAL BRAZIL, 1972).
Posteriormente, BON e colaboradores (1979) estudaram os efeitos pds-sinapticos
da CTX em eletroplacas isoladas de Electrophorus eletricus (peixe elétrico da bacia
amazoénica) e em vesiculas ricas em receptores nicotinicos, provenientes de Torpedo
marmorata (raia elétrica). O estudo mostrou a interacdo da CTX com as membranas
pés-sinapticas, estabilizando o receptor nicotinico no estado dessensibilizado (BON
et al, 1979).

As atividades pré-sinapticas da CTX na juncdo neuromuscular foram
demonstradas a partir de estudos eletrofisiolégicos (VITAL BRAZIL & EXCELL,
1971; CHANG & LEE, 1977; HAWGOOD & SMITH, 1977; HAWGOOD & SANTANA
DE SA, 1977; RODRIGUES-SIMIONI et al, 1990). A CTX, de forma semelhante a
beta-bungarotoxina, promove diminuicéo da liberacdo do mediador quimico (ACh) na
fenda sindptica (CHANG & LEE, 1977). O efeito desta toxina sobre a liberacao
evocada do neurotransmissor € trifasico, caracterizado por diminuicao inicial na
liberacdo, seguida por uma fase transitéria de facilitacao e posterior bloqueio, onde
ocorre auséncia completa da transmissdo neuromuscular (VITAL BRAZIL, 1972;
CHANG & LEE, 1977; HAWGOOD & SMITH, 1977; HAWGOOD & SANTANA DE
SA, 1979). Em adicéo, foram descritas alteracdes na liberacio expontanea, com
aumento inicial na frequéncia de potenciais de placa motora terminal em miniatura
(PPTMs), associado a potenciais “gigantes” ocasionais e posterior depressao
(VITAL BRAZIL & EXCELL, 1971; CHANG & LEE, 1977; HAWGOOD & SMITH,
1977; HAWGOOD & SANTANA DE SA, 1979). Estudos eletrofisiologicos realizados
com a CB demonstraram que esta apresenta perfil semelhante ao complexo CTX,

sobre a liberacdo evocada e espontanea do neurotransmissor. No entanto, o efeito
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neurotoxico da CB é menos expressivo, sendo isto resultante de uma perda na
especificidade de sua ligacdo ao sitio alvo, em virtude da auséncia da CA
(HAWGOOD & SMITH, 1977; HAWGOOD & SANTANA DE SA, 1979; CHANG &
LEE, 1977). Os estudos também mostraram que a atividade fosfolipasica é
fundamental para o blogueio neuromuscular (BON et al, 1979; HAWGOOD &
SMITH, 1977; MARLAS & BON, 1982; HAWGOOD & SMITH, 1989; HAWGOOD
& BON, 1991), sugerindo o ataque enzimatico dos fosfolipidios de membrana da
terminacéo nervosa motora (HAWGOOD & SMITH, 1977; CHANG & LEE, 1977).

Em 2017, foram utilizadas outras abordagens experimentais para verificar a
acdo direta da CTX na juncdo neuromuscular (CAVALCANTE et al, 2017).
Experimentos de video-microscopia em tempo real, que utillizam sondas
fluorescentes para monitorar a reciclagem das vesiculas na transmisséo, mostraram
que a CTX e sua subunidade PLAz, a CB, promovem efeitos bifasicos na exocitose
evocada do neurotransmissor, com facilitagdo inicial transitoria seguida de
decaimento sustentado. Em adicdo, estudos radioquimicos revelaram que a CTX e
a CB reduzem em 60% e 69%, respectivamente, a liberacédo evocada de aceticolina
marcada com tritio, mas apenas a CTX diminui a amplitude das contracdes
musculares em experimentos miograficos realizados em condicbes semelhantes.
Portanto, os resultados mostraram a importancia da CB para os efeitos pré-
sinapticos da CTX e, também, que estes ndo sdo suficientes para explicar a paralisia
muscular, ocorrendo uma acéo inibidora pos-sinaptica em conjunto (CAVALCANTE
et al, 2017).

Recentemente, foi proposto a amplificacdo das atividades toxicas da CTX nas
regides pré- e pds-sinapticas, devido a ativacdo de mecanismos enddgenos de vias
de sinalizacéo celular (BICKLER, 2020). Estes mecanismos, por sua vez, seriam
desencadeados pela presenca de acido araquidénico (AA) nos terminais sinapticos.
O AA é o principal produto da atividade catalitica de PLA2s enddgenas e de PLA2s

provenientes de serpentes, como a CTX (BICKLER, 2020). A geragao de AA pelas

fosfolipases ofidicas mobiliza a liberacdo de Ca2* do reticulo endoplasmatico,

desencadeando aumento da liberacdo do neurotransmissor na fenda sinaptica

(SRIBAR et al, 2014; BICKLER, 2020). A crescente concentragdo de ca2* nos

compartimentos pré e pos-sinapticos seria, por sua vez, amplificada por outros

mecanismos, tais como a entrada de Ca?* por canais voltagem dependentes
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(SRIBAR et al, 2014; BICKLER, 2020).

Achados cientificos mostram que o AA é capaz de interagir tanto com
proteinas do complexo SNARE quanto inibir o transportador de recaptacdo de
colina, o que contribuiria para o esgotamento da acetilcolina nos terminais preé-
singpticos (BOKSA et al, 1988; BICKLER et al, 2020). Por outro lado, o AA
demonstrou ativar a proteina kinase C (PKC) pés-sinapticamente, a qual fosforilaria
0S receptores nicotinicos da placa motora terminal (SCHAECHTER et al, 1993;
BICKLER, 2020). A partir desta fosforilagdo, os receptores teriam sua atividade
inicialmente aumentada, com posterior dessensibilizacdo (VULFIUS et al, 2017;
BICKLER, 2020). Um segundo estagio na inativacdo de receptores nicotinicos, seria
decorrente de uma internalizacdo, provocada pelo aumento da atividade de
fosfatases sensiveis ao calcio na regido da membrana poés-sinaptica (ST JONH &
GORDON, 2001; BICKLER, 2020). Tal internalizacdo, desencadearia alteracdes de
origem funcional e morfolégica na regido da juncédo neuromuscular (CHIBALIN et al,
2018; BICKLER, 2020).

Pesquisas tém demonstrado que a CTX pode apresentar diferentes isoformas
de CA e CB, e que a combinacéo destas isoformas promove atividades biolégicas
distintas (FAURE & BON, 1987; FAURE & BON, 1988; FAURE et al, 1991; FAURE
et al, 1993; FAURE et al, 1994, FAURE et al, 2011). A partir da identificacdo da
primeira estrutura cristalografica da CTX, FAURE e colaboradores (2011)
mostraram que a estabilidade existente entre as diferentes isoformas de CA e CB
poderia ser responsavel pela existéncia de variacdes em sua toxicidade. Assim, uma
lenta dissociacdo entre as subunidades, resultaria em baixa atividade enzimatica e
rapido bloqueio da transmissao neuromuscular (FAURE et al, 1993). CAVALCANTE
e colaboradores (2015) também confirmaram por meio de estudos miograficos, que
estas variacbes bioquimicas podem implicar em alteracdes de funcionalidade.
Assim, foi demonstrado que CTXs de diferentes subespécies de serpentes do
género Crotalus durissus apresentam variacdo no tempo para o bloqueio da
transmissao neuromuscular (FAURE et al, 1993; CAVALCANTE, 2015).

Posteriormente, a partir do conhecimento acerca da estrutura bioquimica da
CTX, FERNANDES e colaboradores (2017) propuseram, através de estudos
biofisicos, um novo mecanismo de agéo para a toxina, no qual a regido N-terminal
da subunidade CB seria a primeira a entrar em contato com o alvo biolégico. Apos

esta ligacdo, a subunidade CA se dissociaria da CTX, tornando acessiveis ao alvo,
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tanto o sitio catalitico da CB, como sua regido C-terminal, possibilitando a ocorréncia
de atividades biol6gicas (FERNANDES et al, 2017).

Apesar dos crescentes avancos no conhecimento do mecanismo de acéo da
CTX, ainda ha a necessidade de maior investimento na area, pois a melhor
compreensao da relacdo estrutura-atividade pode proporcionar beneficios a saude
publica e, consequentemente, o melhor conhecimento da variabilidade entre as
peconhas. Assim, tendo em vista que peconhas de serpentes do género Crotalus
apresentam elevada letalidade, o estudo comparativo da atividade biol6gica destas
substancias e de CTXs isoladas pode fornecer subsidios para o desenvolvimento
de uma terapia antiofidica mais eficaz, além de ampliar o conhecimento do

mecanismo de acdo desses compostos.
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2. JUSTIFICATIVA

O envenenamento por picada de serpentes é considerado pela Organizacéo
Mundial da Saude (OMS) como uma doenca tropical negligenciada, acometendo
cerca de 1.8 a 2.7 milhdes de pessoas ao redor do mundo (GUTIERREZ et al, 2017).
As diferentes manifestagfes clinicas associadas ao envenenamento resultam da
existéncia da variabilidade na composi¢do entre as peconhas, que pode ocorrer
interfamilias, intergéneros, interespécies e intraespécies, sendo as variacdes
individuais, resultantes de fatores relacionados a localizacao geografica, alteracdes
de habitat, sazonalidade, dieta, idade e dimorfismo sexual (CHIPPAUX et al,1991).

No Brasil, a pegconha da serpente Crotalus durissus tem sido amplamente
estudada. Esta espécie apresenta o maior indice de letalidade entre as serpentes
peconhentas brasileiras e é responsavel por cerca de 9% de todos os acidentes
ofidicos registrados, perdendo apenas para as serpentes do género Bothrops, que
apresentam distribuicdo ampla no pais e cerca de 30 espécies (PINHO & PEREIRA,
2001; CARDOSO et al, 2009; DOS SANTOS et al, 2014; FURTADO, 2018).

A existéncia de variacbes em peconhas crotalicas foi demonstrada em
diferentes estudos (SCHENBERG, 1959; LOMONTE et al, 1983; DOS SANTOS et
al, 1993; SANTORO et al, 1999; FRANCISCHETTI et al, 2000; SARAVIA et al, 2002;
FURTADO et al, 2003; DOS SANTOS et al, 2005; CALVETE et al, 2009; BOLDRINI-
FRANCA et al, 2010; CAVALCANTE et al, 2015; DOS SANTOS et al, 2017;
CARVALHO et al, 2019). Pesquisas envolvendo seu principal componente toxico, a
CTX, também mostraram que esta exibe variacdes, tanto em relacdo as suas
atividades biolégicas quanto a sua estrutura molecular (FAURE et al, 1993;
CAVALCANTE et al, 2015). Além disso, diferentes propriedades terapéuticas tém
sido atribuidas a esta toxina, tais como imunomodulatéria, anti-inflamatoria,
antitumoral, antibacteriana e analgésica (SAMPAIO et al, 2010).

No entanto, apesar dos crescentes avangos no estudo de peconhas e toxinas
ofidicas, ainda ndo ha estudos comparando os efeitos neurotdxicos e miotdxicos in
vitro de peconhas e CTXs de uma mesma subespécie de Crotalus durissus de
diferentes regibes geograficas. Nesse contexto, o presente estudo comparou,
através de técnicas miograficas e morfolégicas, os efeitos neuromusculares de

peconhas e CTXs isoladas de peconhas de serpentes Crotalus durissus terrificus
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provenientes de Carrancas, Patos de Minas, Nova Ponte e Nazareno (estado de
Minas Gerais). Tendo em vista que serpentes do género Crotalus apresentam
elevada letalidade, o estudo comparativo da atividade biolégica de suas peconhas
e CTXs, pode fornecer subsidios para o desenvolvimento de uma terapia antiofidica
mais eficaz, além de avancar no conhecimento do mecanismo de acdo destes

compostos.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

Comparar as atividades paralisantes e miotoxicas de peconhas e CTXs
isoladas de Crotalus durissus terrificus provenientes de diferentes regides do estado
de Minas Gerais, através de técnicas miograficas e morfolégicas em preparacdes

neuromusculares de camundongos.

3.2. Objetivos Especificos

- Comparar o blogueio neuromuscular induzido por diferentes peconhas e CTXs
de Crotalus durissus terrificus em preparagdes nervo frénico — musculo diafragma de
camundongos;

- Avaliar o aspecto morfolégico geral e o indice de mionecrose do tecido

muscular exposto as diferentes peconhas e CTXs, por meio de estudos morfoldgicos.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Peconhas e Crotoxinas

Os pools de peconhas e CTXs isoladas de serpentes da subespécie Crotalus
durissus terrificus foram fornecidos pela Dra. Consuelo Latorre Fortes-Dias,
pesquisadora da Fundacéo Ezequiel Dias (FUNED). Os mesmos foram provenientes
de quatro diferentes regibes do estado de Minas Gerais, sendo estas: Carrancas,
Patos de Minas, Nova Ponte e Nazareno (FIGURA 1). Cada pool foi preparado a partir
da mistura das peconhas e CTXs de 9 a 18 serpentes, sendo disponibilizados na
forma liofilizada, e diluidos posteriormente em solu¢cdo nutriente Ringer para a
realizacdo dos experimentos. As peconhas eram de coloracdo branca e crotamina-

negativas.

Figura 1: Regi6es de origem das peconhas e CTXs: Carrancas (Vermelho), Patos de Minas (Azul),
Nova Ponte (Verde) e Nazareno (Laranja), Minas Gerais — Brasil. Fonte: WIKIMEDIA COMMONS.
Disponivel em: <lmage:MinasGerais MesoMicroMunicip.svg> Acesso em 12 de Agosto de 2020
(Adaptado).

4.2. Solugao Nutriente

Solucéo fisiologica Ringer contendo: NaCl 135 mM; KCI 5 mM; MgCI2 2 mM;
NaHCO3 15 mM; Na2HPO4 1 mM; CaCl2 2 mM; C6H1206 11 mM.
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4.3. Animais

Foram utilizados camundongos Swiss (fémeas, adultas, pesando entre 20 - 25
g) fornecidos pela FUNED. Estes animais foram mantidos em gaiolas abastecidas com
agua e racdo Ad Libitum, controle de temperatura (24 + 2°C) e ciclo claro-escuro (12
h/12 h). Todos os protocolos experimentais foram submetidos ao Comité de Etica
Local (CEUA 17/2017) e os estudos foram realizados no Laboratério de Farmacologia
da Juncé@o Neuromuscular e Toxinologia (LFJT), localizado no Instituto de Ciéncias

Bioldgicas, da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG).

4.4. Estudo Miografico

A atividade das peconhas e das CTXs sobre o processo de contragdo muscular
foi avaliada através de experimentos miograficos in vitro. Os animais foram
sacrificados por deslocamento cervical e posteriormente exanguinados e submetidos
a toracotomia ampla, para o isolamento do nervo frénico-musculo diafragma
(BULBRING, 1997). O hemidiafragma (esquerdo ou direito) foi montado em uma cuba
para orgaos isolados (contendo 12 mL de solucdo nutriente Ringer), constantemente
aerada com uma mistura gasosa de Carbogénio (95 % O2e 5 % CO2) e mantida a
uma temperatura de 35 + 2 °C. O nervo frénico foi conectado a um eletrodo de base,
enquanto o centro tendineo do musculo foi posto em contato com um transdutor de
tensao isométrica (Grass, FT03), o qual encontrava-se acoplado a um amplificador de
sinal (Gould Systems, 13-6615-50) (FIGURA 2). Os registros miograficos foram
obtidos por um sistema computacional de aquisicéo de dados (Gould Sytems, Summit

ACQuire e Summit DataViewer).
4.4.1. Protocolo Indireto de Estimulacao

As contracdes musculares foram evocadas indiretamente. Neste tipo de
estimulacdo, a extremidade livre do nervo frénico é aspirada por um eletrodo de
succado, constituido de platina, acoplado a um estimulador elétrico (Grass, S88)
(FIGURA 2). Foram deflagrados estimulos de 0,5 milissegundos de duracéo, 0,2 Hz
de frequéncia e intensidade supraméaxima. As preparacdes foram submetidas a um
periodo de estabilizacdo de 45 minutos, sendo a solugao nutriente trocada a cada 15

minutos e as contragdes de referéncia registradas na auséncia de qualquer agente.
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Apos o periodo da estabilizacdo, uma das substancias quimicas (peconhas ou CTXs)
foi adicionada a preparacdo, sendo entdo avaliado o decréscimo percentual das
contracdes musculares evocadas indiretamente ao longo de 180 minutos. No grupo
controle, as contracGes foram avaliadas na auséncia das referidas substancias. Os
dados obtidos a partir dos registros miograficos foram coletados e os graficos plotados

com o auxilio do Software OriginPro 8.5.
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Figura 2: Sistema de Miografia — Protocolo indireto de estimulagédo. Fonte: Acervo Préprio (LFJT).

4.5. Estudo Morfolégico

Apos o0 término dos experimentos miograficos, as preparacoes
neuromusculares foram submetidas ao estudo morfolégico, para a caracterizacao da

atividade miotoxica das peconhas e CTXs.

O tecido foi processado para observacdo ao microscopio optico, respeitando-
se as etapas de fixacao (realizada em formaldeido 10%), desidratacao (feita em alcool
70%, 80%, 90%, 95%, alcool absoluto e xilol), inclusdo em parafina, microtomia,
coloragdo e montagem das laminas (UFMG, 2018). Os corantes utilizados foram
hematoxilina e eosina. As laminas continham cerca de 8 cortes com 4 um cada, os

guais foram analisados panoramicamente com a objetiva de 10x. Dentre os 8 cortes,
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apenas um foi escolhido para ser fotografado. As imagens foram capturadas
considerando 4 diferentes campos do corte histolégico, com a utilizacdo da objetiva
de 20x. A andlise das laminas foi realizada com o auxilio do microscopio 6ptico

Axioplan 2 Carl Zeiss e do software ImageJ.

Para a avaliacdo do aspecto morfologico geral das fibras musculares, foi
observada na preparacdo a disposicdo morfologica dos nucleos, células e fibras
musculares. O tecido foi considerado lesionado quando as células se encontravam
com nucleo central, forma arredondada, perda de miofilamentos e cercadas de edema.
As células foram contadas individualmente, sendo posteriormente determinado o
indice de mionecrose, o qual é calculado a partir da seguinte formula (CARREIRO et
al, 2018):

Numero de células lesadas

indi ] = 100
Indice de Mionecrose Numero total de células x

Formula 1: Calculo do indice de Mionecrose. Fonte: Carreiro et al, 2018.

A partir dos dados obtidos, foi construido o grafico considerando-se a média do

indice de mionecrose, calculada para cada grupo experimental estudado.

4.6. Andalise Estatistica

Os resultados experimentais foram agrupados em média e erro padrdo da
média (E.P.M). As diferencas entre os valores médios foram testadas através de
analise estatistica baseada nos testes “T Student” e Analise de Variancia (ANOVA),
complementados com o teste de comparacfes multiplas de Tukey-Kramer. O nivel de

significancia estabelecido foi de p < 0,05.
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As peconhas das Cdt de Carrancas, Patos de Minas, Nova Ponte e Nazareno,
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na concentracdo de 1 ug/mL, promoveram bloqueio progressivo e tempo-dependente

das contragbes musculares evocadas indiretamente em preparacdes nervo frénico-

musculo diafragma de camundongos (GRAFICO 1). As peconhas de Carrancas e

Nazareno foram diferentes entre si, nos tempos de 15 minutos (91.19 + 1.14 vs 97.34
+ 0.74; n = 5), 45 minutos (84,51 + 2,33 vs 97,88 * 2,68; n =5) e 60 minutos (72,49 *

4,33 vs 96,43 £ 592; n = 5). O grupo controle ndo apresentou bloqueio das

contracoes.
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GRAFICO 1: Efeito das pegonhas de Crotalus durissus terrificus na concentracdo de 1 pg/mL

sobre as contragcdes musculares evocadas indiretamente em preparacdes nervo frénico-

musculo diafragma de camundongos. A ordenada representa a amplitude das contragdes

musculares evocadas indiretamente em relagcdo a amplitude inicial (valores em porcentagem). A
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abcissa indica o tempo em minutos apés a adicdo de cada pegonha ao banho de 6rgéos isolados. Os
dados foram agrupados em média + E.P.M. #, *, ©, + indicam, respectivamente, os pontos a partir dos
guais ocorreram diferencgas significativas entre as peconhas das Cdt de Carrancas, Patos de Minas,
Nova Ponte e Nazareno em relacao ao controle. #+ indica o ponto em que Carrancas foi diferente de

Nazareno (p < 0,05).

5.1.2. Efeito paralisante das peconhas de Cdt (5 pg/mL) em preparacdes

neuromusculares de camundongos.

As peconhas das Cdt de Carrancas, Patos de Minas, Nova Ponte e Nazareno,
na concentracdo de 5 pg/mL, promoveram bloqueio progressivo e tempo-dependente
das contragbes musculares evocadas indiretamente em preparacdes nervo frénico-
musculo diafragma de camundongos (GRAFICO 2). As peconhas ndo apresentaram
diferencas entre si, quando comparadas nos diferentes tempos do experimento. O

grupo controle ndo apresentou bloqueio das contracdes.
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GRAFICO 2: Efeito das peconhas de Crotalus durissus terrificus na concentracdo de 5 pg/mL
sobre as contragcdes musculares evocadas indiretamente em preparacdes nervo frénico-
musculo diafragma de camundongos. A ordenada representa a amplitude das contragdes

musculares evocadas indiretamente em relacdo & amplitude inicial (valores em porcentagem). A

abcissa indica o tempo em minutos apds a adicdo de cada peconha ao banho de 6rgéos isolados. Os
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dados foram agrupados em média + E.P.M. #, *, ©, + indicam, respectivamente, os pontos a partir dos
guais ocorreram diferengas significativas entre as peconhas das Cdt de Carrancas, Patos de Minas,

Nova Ponte e Nazareno em relacdo ao controle (p < 0,05).

5.1.3. Efeito paralisante das peconhas de Cdt (10 pg/mL) em preparacdes

neuromusculares de camundongos.

As peconhas das Cdt de Carrancas, Patos de Minas, Nova Ponte e Nazareno,
na concentracdo de 10 pg/mL, promoveram bloqueio progressivo e tempo-
dependente das contracbes musculares evocadas indiretamente em preparacdes
nervo frénico-musculo diafragma de camundongos, quando comparadas ao controle
(GRAFICO 3). As peconhas nido apresentaram diferencas entre si, quando
comparadas nos diferentes tempos do experimento. O grupo controle ndo apresentou

bloqueio das contracées.
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GRAFICO 3: Efeito das pegonhas de Crotalus durissus terrificus na concentracdo de 10 pg/mL
sobre as contragcdes musculares evocadas indiretamente em preparacdes nervo frénico-
musculo diafragma de camundongos. A ordenada representa a amplitude das contracdes
musculares evocadas indiretamente em relacdo & amplitude inicial (valores em porcentagem). A
abcissa indica o tempo em minutos apds a adicdo de cada peconha ao banho de 6rgéos isolados. Os
dados foram agrupados em média + E.P.M. #, *, ©, + indicam, respectivamente, os pontos a partir dos
guais ocorreram diferencgas significativas entre as peconhas das Cdt de Carrancas, Patos de Minas,

Nova Ponte e Nazareno em relacdo ao controle (p < 0,05).
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5.1.4. Efeito paralisante das CTXs (1 ug/mL) em preparacdes neuromusculares

de camundongos.

As CTXs das peconhas das Cdt de Carrancas, Patos de Minas, Nova Ponte e
Nazareno, na concentracédo de 1 pg/mL, promoveram bloqueio progressivo e tempo-
dependente das contracbes musculares evocadas indiretamente em preparacoes
nervo frénico-musculo diafragma de camundongos (GRAFICO 4). As diferencas foram
observadas entre Carrancas e Nova Ponte nos tempos de 105 minutos (56,17 + 9,70;
n=5vs 25,99 + 5,84; n =5), 120 minutos (46,69 + 8,38; n =5 vs 13,68 £ 4,18; n = 5),
135 minutos (32,63 £ 8,11; n =5vs 9,21 + 2,86; n =5) e 150 minutos (24,85 £ 7,38; n
=5vs 3,94 +2,21; n =5); Carrancas e Patos de Minas em 120 minutos (46,69 +
8,38; n = 5vs 19,30 + 3,16; n = 6); Nova Ponte e Nazareno em 120 minutos (13,68
+4,18; n =5vs 39,56 + 8,25; n = 5) e 150 minutos (3,94 + 2,21; n =5 vs 23,35 £ 6,18;
n = 5) e Patos de Minas e Nazareno em 165 minutos (0,82 + 0,55; n =6 vs 17,80 %

5,06; n = 5). O grupo controle ndo apresentou blogueio das contracdes.
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GRAFICO 4: Efeito das CTXs de peconhas de Crotalus durissus terrificus provenientes de
diferentes regifes na concentracdo de 1 pg/mL, sobre as contracdes musculares evocadas
indiretamente em preparagdes nervo frénico-musculo diafragma de camundongos. A ordenada
representa a amplitude das contragBes musculares evocadas indiretamente em relacao a amplitude

inicial (valores em porcentagem). A abcissa indica o tempo em minutos apés a adigdo de cada CTX ao
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banho de 6rgdos isolados. Os dados foram agrupados em média + E.P.M. #, * ©, + indicam,
respectivamente, os pontos a partir dos quais ocorreram diferengas significativas entre as CTXs das
peconhas das Cdt de Carrancas, Patos de Minas, Nova Ponte e Nazareno em relagdo ao controle (p <
0,05). #o indica o ponto em que a CTX de Carrancas difere da CTX de Nova Ponte (p < 0,05). #* indica
0 ponto em que a CTX de Carrancas difere da CTX de Patos de Minas (p < 0,05). o+ indica o ponto em
gue a CTX de Nova Ponte difere da CTX de Nazareno (p<0,05). *+ indica o ponto em que a CTX de
Patos de Minas difere da CTX de Nazareno (p < 0,05).

5.1.5. Efeito paralisante das CTXs (5 ug/mL) em preparacdes neuromusculares

de camundongos.

As CTXs das peconhas das Cdt de Carrancas, Patos de Minas, Nova Ponte e
Nazareno, na concentracao de 5 pg/mL, promoveram bloqueio progressivo e tempo-
dependente das contracbes musculares evocadas indiretamente em preparacdes
nervo frénico-masculo diafragma de camundongos (GRAFICO 5). Nesta
concentracdo, as CTXs ndo apresentaram diferencas entre si quando comparadas

nos diferentes tempos do experimento. O grupo controle ndo apresentou bloqueio das

contracoes.
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GRAFICO 5: Efeitos das CTXs de peconhas de Crotalus durissus terrificus provenientes de
diferentes regifes nas concentracdes de 5 pg/mL sobre as contraces musculares evocadas

indiretamente em preparacdes nervo frénico-musculo diafragma de camundongos. A ordenada
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representa a amplitude das contragGes musculares evocadas indiretamente em relagdo a amplitude
inicial (valores em porcentagem). A abcissa indica o tempo em minutos apés a adigdo de cada CTX ao
banho de 6rgédos isolados. Os dados foram agrupados em média + E.P.M. #, * © + indicam,
respectivamente, os pontos a partir dos quais ocorreram diferengas significativas entre as CTXs das
peconhas das Cdt de Carrancas, Patos de Minas, Nova Ponte e Nazareno em relagcédo ao controle (p <
0,05).
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5.2. Estudo Morfolégico

5.2.1. Microscopia Optica

As Figuras de 3 a 7 mostram cortes histolégicos dos musculos diafragma de
camundongos. Os grupos experimentais controle, representados pela letra A nas
figuras de 3 a 7, revelaram musculos com aspecto morfolégico normal, fibras
poligonais, nucleo periférico, sarcoplasma aciddfilo e células delimitadas por uma
delicada camada de tecido conjuntivo (endomisio). Os musculos expostos as
peconhas crotalicas por 180 minutos (FIGURAS 3 a 5) apresentaram diferencas em
relacéo ao controle nas concentragdes de 1, 5 e 10 uyg/mL para a peconha da Cdt de
Patos de Minas (FIGURAS 3C, 4C e 5C), 5 e 10 pg/mL, para as peconhas das Cdt de
Carrancas (FIGURAS 4B e 5B), Nova Ponte (FIGURAS 4D e 5D) e Nazareno
(Figuras 4E e 5E). As alterac6es morfologicas foram caracterizadas pela presenca de

células arredondadas, nucleo central, perda de miofilamentos e edema.

Os musculos expostos as CTXs apresentaram alteracbes morfolégicas nas
concentracOes de 1 e 5 ug/mL para Nova Ponte (Figura 6D e 7D) e a partir de 5 pg/mL
para Carrancas (Figura 7B). As CTXs das peconhas de Patos de Minas e Nazareno

nao promoveram alteracdes morfologicas significativas em relacdo ao controle.
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Figura 3: Microscopia 6ptica de musculos diafragma de camundongos submetidos as pegconhas
de Crotalus durissus terrificus (1 pg/mL) por 180 minutos — Coloracdo Hematoxilina/Eosina.
Detalhes no texto. (A) Controle, (B) Peconha de Carrancas, (C) Peconha de Patos de Minas, (D)
Peconha de Nova Ponte, (E) Peconha de Nazareno. (f) fibras poligonais; (en) endomisio; (e) edema;

(seta) fibras arredondadas; (*) perda dos miofilamentos.
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Figura 4: Microscopia 6ptica de musculos diafragma de camundongos submetidos as peconhas
de Crotalus durissus terrificus (5 pg/mL) por 180 minutos — Coloragcdo Hematoxilina/Eosina.
Detalhes no texto. (A) Controle, (B) Peconha de Carrancas, (C) Pe¢conha de Patos de Minas, (D)
Peconha de Nova Ponte, (E) Peconha de Nazareno. (f) fibras poligonais; (en) endomisio; (e) edema;
(seta) fibras arredondadas; (*) perda dos miofilamentos.



43

Figura 5: Microscopia 6ptica de misculos diafragma de camundongos submetidos as pegconhas
de Crotalus durissus terrificus (10 pg/mL) por 180 minutos — Coloracdo Hematoxilina/Eosina.
Detalhes no texto. (A) Controle, (B) Pegconha de Carrancas, (C) Pegonha de Patos de Minas, (D)
Peconha de Nova Ponte, (E) Peconha de Nazareno. (f) fibras poligonais; (en) endomisio; (e) edema;

(seta) fibras arredondadas; (*) perda dos miofilamentos.
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Figura 6: Microscopia 6ptica de muisculos diafragma de camundongos submetidos as CTXs de
peconhas de Crotalus durissus terrificus (1 pg/mL) por 180 minutos — Coloracéo
Hematoxilina/Eosina. Detalhes no texto. (A) Controle, (B) CTX de Carrancas, (C) CTX de Patos de
Minas, (D) CTX de Nova Ponte, (E) CTX de Nazareno. (f) fibras poligonais; (en) endomisio; (e€) edema;
(seta) fibras arredondadas; (*) perda dos miofilamentos.
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Figura 7: Microscopia Optica de misculos diafragma de camundongos submetidos as CTXs de
peconhas de Crotalus durissus terrificus (5 pg/mL) por 180 minutos - Coloracéo
Hematoxilina/Eosina. Detalhes no texto. (A) Controle, (B) CTX de Carrancas, (C) CTX de Patos de
Minas, (D) CTX de Nova Ponte, (E) CTX de Nazareno. (f) fibras poligonais; (en) endomisio; (e) edema;
(seta) fibras arredondadas; (*) perda dos miofilamentos.
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5.2.2. indice de Mionecrose

5.2.2.1. Inducdo da mionecrose pelas peconhas de Cdt em preparacdes

neuromusculares de camundongos.

Na concentracédo de 1 ug/mL, apenas a pegonha da Cdt de Patos de Minas
promoveu aumento significativo do indice de mionecrose em relacdo ao controle
(GRAFICO 6). Os GRAFICOS 7 e 8 ilustram o indice de mionecrose de musculos
expostos as peconhas das Cdt de Carrancas, Patos de Minas, Nova Ponte e Nazareno
nas concentragbes de 5 e 10 pg/mL, respectivamente, por 180 minutos. Nestas
concentracfes 0s musculos promoveram aumento significativo do indice de
mionecrose em relacéo ao controle, evidenciando leséo nas fibras. Nas concentracdes

estudadas, as peconhas néo apresentaram diferengcas quando comparadas entre si.

60 —

indice de Mionecrose %

GRAFICO 6: Indugéo da mionecrose pelas pegonhas de Crotalus durissus terrificus (1 pug/mL)
em prepara¢des musculo diafragma de camundongos. Os dados foram agrupados em média +

E.P.M. * indica diferenca estatistica significativa em relagao ao controle (P < 0,05).
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GRAFICO 7: Inducdo da mionecrose pelas peconhas de Crotalus durissus terrificus (5 pg/mL)
em preparac¢des musculo diafragma de camundongos. Os dados foram agrupados em média +

E.P.M. * indica diferenca estatistica significativa em relagéo ao controle (P < 0,05).
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GRAFICO 8: Inducdo da mionecrose pelas pegonhas de Crotalus durissus terrificus (10 ug/mL)
em preparac6es musculo diafragma de camundongos. Os dados foram agrupados em média +

E.P.M. *indi ¢ ferencga estatistica significativa em relagéo ao controle (P < 0,05).
(=)
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5.2.2.2. Inducado da mionecrose pelas CTXs em prepara¢cdes neuromusculares

de camundongos.

O GRAFICO 9 ilustra o indice de mionecrose de musculos expostos as CTXs
de diferentes peconhas de Cdt na concentracdo de 1 ug/mL. Nesta concentragéao,
apenas a CTX de Nova Ponte promoveu aumento significativo neste indice, quando
comparada ao controle. Ao elevarmos a concentragao para 5 pg/mL, tanto as CTXs
de Carrancas como Nova Ponte promoveram alteracdes significativas em relacéo ao
controle (GRAFICO 10). Nas concentracfes estudadas, as CTXs ndo apresentaram

diferencas nos indices de mionecrose quando comparadas entre si.
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GRAFICO 9: induc&o da mionecrose pelas CTXs de pegconhas de Crotalus durissus terrificus
(1 pg/mL) em preparac6es musculo diafragma de camundongos. Os dados foram agrupados em

média £ E.P.M. * indica diferenca estatistica significativa em relacéo ao controle (P < 0,05).
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GRAFICO 10: Indug&o da mionecrose pelas CTXs de peconhas de Crotalus durissus terrificus (5
pg/mL) em preparac8es musculo diafragma de camundongos. Os dados foram agrupados em

média £ E.P.M. *indica diferenca estatistica significativa em relacéo ao controle (P < 0,05).
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6. DISCUSSAO

A variabilidade existente nas peconhas de serpentes pode ter um impacto
tanto na pesquisa béasica quanto no manejo dos casos de envenenamento,
incluindo a selecdo de antivenenos e de amostras para a sua producao
(CHIPPAUX et al, 1991). As peconhas das serpentes brasileiras tém sido alvo de
uma série de estudos, com parte das pesquisas envolvendo o género Crotalus e
sua subespécie Crotalus durissus terrificus (DOS SANTOS et al, 2017). No
entanto, apesar dos crescentes avancos, ainda ndo ha dados na literatura que
comparem os efeitos biolégicos das peconhas e CTXs de C.d. terrificus
provenientes de uma mesma regido geogréfica na juncdo neuromuscular. Portanto,
na etapa inicial deste projeto, comparamos o bloqueio neuromuscular induzido por
peconhas de C.d. terrificus provenientes do estado de Minas Gerais (regibes de
Carrancas, Patos de Minas, Nova Ponte e Nazareno), em preparacdes nervo

frénico-musculo diafragma de camundongos.

Os resultados iniciais mostraram que as peconhas das C.d. terrificus
promovem bloqueio progressivo tempo e concentracdo dependentes das
contracdes musculares evocadas indiretamente quando comparadas ao controle.
Estes resultados sdo semelhantes aos demonstrados em estudos anteriores,
realizados nas mesmas condi¢cbes experimentais (BEGHINI et al, 2005; REIS
ROSA, 2010; CAVALCANTE et al, 2015, CARVALHO et al, 2019). As
concentracfes utilizadas no presente estudo foram de 1, 5 e 10 pg/mL. O tempo
meédio para bloqueio de 50%, 80% e 90% das contracdes musculares, foi calculado
para cada pegonha e concentracdo, ndo sendo estes diferentes quando
comparados entre si. Variagdes entre peconhas foram observadas apenas na
concentragéo de 1 pg/mL, e em determinados tempos do experimento (15, 45, e
60 minutos). Tais variagdes ocorreram entre Carrancas e Nazareno podendo estas
estar relacionadas a localizagdo geografica das serpentes. Francischetti e
colaboradores (2000) descreveram que peconhas de espécimes de Cdt,
provenientes de diferentes regides do estado de Minas Gerais, variavam em
relacdo ao perfil cromatografico e as suas atividades proteoliticas, fosfolipasicas e
agregantes plaquetarias. Assim, tém-se que Carrancas e Nazareno encontram-se

na regido sul do estado de Minas Gerais, pertencendo a mesorregiao do Campo



52

das Vertentes. Estes municipios estdo situados em uma area de transi¢cao entre os
biomas Cerrado e Mata Atlantica, apresentando clima tropical de altitude
(TEIXEIRA et al, 2014; MOURA & ZAIDAN, 2015; BOTEZELLI et al, 2019).
Assim, a ocorréncia de pequenas alteracdes ecoldgicas nestes ambientes, poderia
resultar na variabilidade existente entre as peconhas (CHIPPAUX et al, 1991;
SANTORO et al, 1999; FRANCISCHETTI et al, 2000).

A variacdo nas atividades biologicas pode decorrer da composi¢do e/ou da
proporcdo de substancias que compdem as peconhas. Boldrini-Franca e
colaboradores (2010), ao estudarem peconhas de Crotalus durissus de diferentes
regides do Brasil, observaram variacdes no proteoma total entre subespécies e,
também, em uma mesma subespécie. As variagcbes foram atribuidas,
principalmente, as PLA2. Como o bloqueio neuromuscular induzido pelas
peconhas das C.d.terrificus esta diretamente relacionado as atividades téxicas da
CTX, a qual apresenta uma PLA2 em sua composi¢ao, optamos por realizar,

posteriormente, o estudo miografico com as CTXs isoladas de cada peconha.

As CTXs estudadas induziram bloqueio neuromuscular tempo e
concentracdo dependentes nas concentracfes de 1 e 5 yg/mL em preparacdes
nervo frénico-musculo diafragma de camundongos, sendo resultados semelhantes
aos observados em estudos anteriores (BREITHAUPT, 1976; CHANG & LEE,
1977; HAWGOOD & SMITH, 1977; CHANG & SU, 1981; TRIVEDI et al, 1989;
FAURE et al, 1993; BEGHINI et al, 2004; BEGHINI et al, 2005; REIS-ROSA
et al, 2010; CAVALCANTE et al, 2015). O tempo médio para bloqueio de 50%,
80% e 90% das contracbes musculares foi calculado para cada CTX e
concentragcdo, ndo sendo estes diferentes quando comparados entre si. No
entanto, variagdes foram observadas na concentragao de 1 ug/mL entre Carrancas
e Nova Ponte, nos tempos de 105,120, 135 e 150 minutos; Carrancas e Patos de
Minas, em 120 minutos; entre Nova Ponte e Nazareno em 120 minutos e 150
minutos, e entre Patos de Minas e Nazareno em 165 minutos. Estas diferencas
podem estar relacionadas a presenca de isoformas da CTX. Estudos bioquimicos
revelam a existéncia de quatro variantes de CA (CA1, CA2,CAs e CA4) e quatro de
CB (CBa2, CBb, CBc e CBg), que diferem entre si conforme os residuos de
aminoacidos presentes na cadeia polipeptidica (FAURE & BON, 1988; FAURE et
al, 1991). As isoformas de CA séo resultantes de modifica¢cdes pos-traducionais no
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precursor pro-CA, enquanto as de CB, da traducdo de diferentes RNAs
mensageiros (BOUCHIER et al, 1991; FAURE et al, 1991; FAURE et al, 1994;
FAURE et al, 2011). A associacao dessas isoformas possibilita a formacéo de
multiplos complexos de CTX em uma mesma peconha de C.d. terrificus (FAURE
& BON, 1987). Faure e colaboradores (1993) mostraram que os complexos diferem
no tempo para o bloqueio neuromuscular. Os autores revelaram a existéncia de
duas classes de complexos: classe | (contendo CBb, CBc e CBd associada a CA),
altamente téxico e enzimaticamente menos ativo, e classe Il (contendo CBa2
associada a CA), menos toxico e enzimaticamente mais ativo. As duas classes sédo
capazes de promover bloqueio das respostas contrateis de preparacdes
neuromusculares evocadas indiretamente. No entanto, o bloqueio induzido pelos
complexos da classe | é rapido, enquanto o da classe Il exige tempo de 2 a 4 vezes
maior para atingir a mesma resposta. Dentre as variantes estudadas, o complexo
CA2CBp foi 0 que apresentou o menor tempo para o blogueio de 50% das
contracdes musculares (FAURE et al, 1993).

A partir de estudos cristalograficos e estruturais tedricos, Marchi-Salvador e
colaboradores (2008) mostraram gue a subunidade CB pode se organizar na forma
tetramérica, através da unido de dois heterodimeros constituidos de CB1 (idéntica
a CBc) e CB2 (idéntica a CBa2) (MARCHI-SALVADOR et al, 2008; FAURE et al,
2011). Esta conformacdo poderia potencializar a atividade neurotoxica da CB,
devido a criacdo de novos sitios de ligacdo, aumentando a afinidade do complexo
pelas membranas pré-sindpticas (MARCHI-SALVADOR et al, 2008). Em 2011,
FAURE e colaboradores, ao elucidarem pela primeira vez a estrutura
cristalografica da CTX, a partir da CA2CBp, demonstraram a importancia de
residuos-chave diretamente envolvidos na toxicidade e estabilidade do complexo.
Estes residuos estariam localizados nas regides de interacdo entre as
subunidades, como os Triptofanos 31 e 70 da subunidade CB que interage com 0s
Aspartatos 89 e 99 da subunidade CA, respectivamente. A interagdo promove a
estabilidade do complexo CA2CBy, sendo determinante para a a¢ao sinérgica das
subunidades. Assim, uma forte associacdo entre CA e CB resulta em lenta
dissociacdo das mesmas, baixa atividade enzimatica e rapido bloqueio da
transmissao neuromuscular, configurando alta letalidade (FAURE et al, 1993;
FAURE, 2011). Em 2015, estudos miograficos, comparando CTXs de duas
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subespécies de Crotalus durissus (C.d. cumanensis e C.d. ruruima), mostraram
diferencas nos perfis de bloqueio neuromuscular. Tais alteracbes estariam
associadas a composi¢do das isoformas CA e CB das CTXs de cada pe¢onha
(CAVALCANTE et al, 2015). Portanto, as variacdes no bloqueio neuromuscular
observadas com as CTXs do presente estudo podem estar relacionadas a presenca
de diferentes complexos de CTX nas peconhas. Entretanto, estudos bioquimicos
adicionais sao necessariospara caracterizar as isoformas presentes em cada pool
de toxina estudado.

Na segunda etapa deste projeto, as preparacdes submetidas aos
experimentos miograficos foram utilizadas para a realizagdo do estudo
morfolégico. Inicialmente, foram analisados os musculos expostos as pegconhas
crotalicas. Na concentracdo de 1 ug/mL, apenas Patos de Minas promoveu
alteracdes morfolégicas significativas em relacdo ao controle. Entretanto, ao
compararmos 0s musculos expostos as peconhas entre si, ndo foram observadas
diferencas, mostrando que, apesar do bloqueio neuromuscular ser efetivo apds
180 minutos, o dano muscular ainda é baixo nesta concentracéo. Ao elevarmos as
concentracfes para 5 e 10 ug/mL, todas as peconhas promoveram alteracdes
morfoldgicas significativas em relacdo ao controle, apresentando fibras lesadas e
aumento no indice de mionecrose. Mas, novamente, as peconhas nao
apresentaram diferenca entre si. E importante destacar que os musculos foram
analisados em um tempo fixo, ou seja, ap6s 180 minutos de exposicdo as
peconhas, portanto, ndo conseguimos observar variacées ao longo do periodo.

Estudos prévios revelaram que o efeito miotoxico das peconhas crotélicas
decorre de lesdo das fibras musculares (OSHIMA-FRANCO et al, 1999; REIS
ROSA et al, 2010; CAVALCANTE et al, 2015, CAVALCANTE et al, 2019). Oshima-
Franco e colaboradores (1999), ao estudarem os efeitos de peconhas de
C.d.terrificus em preparagoes isoladas de ratos, relataram blogueio neuromuscular
e mionecrose no musculo extensor longo dos dedos. A miotoxicidade foi
caracterizada pela liberacao de creatina quinase (CK) e por alteracées nos padroes
morfolégicos das fibras musculares. Reis Rosa e colaboradores (2010)
descreveram efeito semelhante ao avaliarem a peconha de C.d.terrificus em
preparacdes frénico-diafragma de camundongos, mostrando alteracdes
morfolégicas como edema, perda do perfil poligonal das miofibrilas, ruptura do

sarcolema, nucleo disperso e células fantasmas (REIS ROSA et al, 2010). Em
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2015, Cavalcante e colaboradores (2015), ao realizarem estudos miograficos
diretos, mostraram bloqueio das preparacdes musculo diafragma de camundongos
induzido por pegonhas de C.d. cumanensis. Como o musculo foi estimulado de
forma direta, sem a contribuicdo do processo de neurotransmisséo, a paralisia foi
atribuida a miotoxicidade da peconha. Posteriormente, Carvalho e colaboradores
(2019) observaram resposta semelhante com peconhas de C.d. terrificus, além da
elevacao dos niveis de CK (CARVALHO et al, 2019).

O dano muscular induzido pelas peconhas crotélicas, conhecido como efeito
miotoxico, esté relacionado a presenca de diferentes substancias, destacando-se
a Crotamina e a CTX (SANTORO et al, 1999; FRANCISCHETTI et al, 2000;
FURTADO et al, 2003; CALVETE et al, 2009; BOLDRINI-FRANCA et al, 2010;
GUTIERREZ et al, 2017). Peconhas de C.d. terrificus crotamina-positivas
promovem elevada facilitacdo inicial e posterior bloqueio das contragdes
musculares em preparacdes neuromusculares de camundongos (CAVALCANTE
et al, 2019; CARVALHO et al, 2019). A Crotamina é uma miotoxina que se liga aos

canais de Nat sensiveis & voltagem no sarcolema do musculo esquelético,
promovendo influxo de ions Na*, que leva a despolarizacdo, contracdo e
mionecrose (CHANG & TSENG, 1978; PELLEGRINI FILHO et al, 1978; TU &
MORITA, 1983; OGUIURA et al, 2005; PONCE-SOTO et al, 2010). A elevada
facilitacdo néo foi observada no presente estudo, pois 0s pools de peconhas
fornecidos pela FUNED eram crotamina-negativos (dados ndo mostrados). A
variacdo de crotamina nas peconhas é relatada em diferentes subespécies de
Crotalus durissus ou até mesmo dentro de uma mesma subespécie
(SCHENBERG, 1959; SANTORO et al, 1999; FRANCISCHETTI et al,
2000; CALVETE et al, 2009; BOLDRINI-FRANCA et al, 2010). Schenberg (1959)
constatou que peconhas de espécimes de C.d.terrificus coletadas ao leste do
estado de S&o Paulo e adjacentes a regido de Minas Gerais eram
predominantemente crotamina- negativas. Posteriormente, Franscischetti e
colaboradores (2000), ao analisarem pegconhas de espécimes de C.d.terrificus,
provenientes de diferentes regibes do estado de Minas Gerais, também
demonstraram a auséncia deste composto. Como as peconhas utilizadas no
presente estudo sdo crotamina-negativas, a mionecrose observada decorre,

principalmente, dos efeitos da CTX. Portanto, foram analisados neste projeto, 0s
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musculos expostos a CTX por 180 minutos.

Na concentracédo de 1 pg/mL, apenas as CTXs de Nova Ponte promoveram
alteracdes morfologicas significativas em relacdo ao controle. Aumentando a
concentragdo para 5 pg/mL, as alteracdes foram evidentes para as CTXs de
Carrancas e Nova Ponte. Contudo, ao compararmos as alteragbes promovidas
pelas CTXs entre si, ndo observamos diferencas estatisticas em ambas as
concentracfes. A auséncia de variacdes entre as CTXs pode ser explicada pelas
concentracdes e técnicas utilizadas. Estudos mostram que elevadas concentracdes
de CTX promovem bloqueio irreversivel das contracbes musculares evocadas
diretamente (BREIHAUPT, 1976; HAWGOOD & SMITH, 1977; CHANG & SU,
1981; OSHIMA-FRANCO 1999; CAVALCANTE, 2015). Este blogueio esta
relacionado ao dano das fibras musculares, ocasionado pela hidrélise do sarcolema
induzido pela PLA2 presente no complexo CTX (GOPALAKRISHNACONE &
HAWGOOD, 1984). A despolarizacdo da membrana plasmatica foi descrita como
o primeiro indicador de dano celular, sendo rapidamente seguida por
hipercontragéo de miofilamentos, rompimento da membrana, liberagédo de CK e,
por fim, mionecrose (MELO et al, 2004). Alteracdes morfolégicas das fibras
também foram identificadas, sendo estas associadas ao acimulo de Ca?' no
interior da célula (GOPALAKRISHNAKONE & HAWGOOD, 1984). Assim como
para as peconhas, é importante destacar que os musculos expostos as CTXs
foram analisados em um tempo fixo, apds 180 minutos de exposi¢éo, portanto, ndo
conseguimos observar variagdes no final deste periodo. Além disso, a CTX é o
principal componente toxico das peconhas das C.d. terrificus e seu efeito miotdxico
€ menos marcante que o neurotoxico, o que justificaria os resultados obtidos tanto
para as peconhas como para as toxinas (BREIHAUPT, 1976; HAWGOOD &
SMITH, 1977; CHANG & SU, 1981; CAVALCANTE, 2015; CARVALHO etal, 2019).
Portanto, para experimentos futuros, serdo utilizadas técnicas miogréaficas de
contracdo direta que possibilitam a comparacao do efeito miotdxico induzido pelas
CTXs ao longo do tempo.

Em vista dos dados obtidos em nossa pesquisa, podemos concluir que as
variacdes encontradas entre as peconhas podem estar relacionadas as diferencas
no ambiente ecologico das serpentes, promovendo variagdo no contetdo proteico.
Ja as relacionadas as CTXs, podem ser explicadas com base na existéncia de

diferentes isoformas de CA e CB. Dessa forma, o presente estudo mostra a
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importancia da comprovacao da variabilidade entre peconhas ofidicas de uma
mesma subespécie e, em adicdo, a necessidade da escolha adequada de
espécimes para a producdo do soro antiofidico, visando a neutralizacdo do nimero
méaximo de componentes téxicos das peconhas de uma determinada serpente. Tal
observacdo vai de encontro com o estudo de Boldrini-Franca e colaboradores
(2010), que ressaltou a necessidade da elaboracdo de pools para producédo de
soro a partir da andlise de antivenenos brasileiros contra peconhas de subespécies

de Crotalus durissus.
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