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RESUMO 

 

O Fator Neutralizante de Crotalus (CNF) é uma glicoproteína presente no plasma da 

serpente Crotalus durissus terrificus e capaz de inibir os efeitos tóxicos in vivo da Crotoxina 

(CTX), principal componente encontrado na peçonha desta serpente. Entretanto, não há estudos 

in vitro demonstrando a ação neutralizadora do CNF sobre as ações tóxicas da CTX na junção 

neuromuscular, principal local de ação 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 preparações nervo frênico-músculo diafragma de camundongos. A 

atividade paralisante foi avaliada através de registros de contrações musculares isoladas 

evocadas indiretamente e diretamente. Ao final dos experimentos miográficos, os músculos 

foram fixados e as lâminas submetidas à coloração de hematoxilina e eosina para posterior 

análise morfológica da miotoxicidade induzida pela CTX e capacidade de neutralização do 

CNF. Os resultados mostraram que os grupos controle e CNF não induziram alterações na 

amplitude das contrações musculares evocadas indiretamente ou diretamente ao longo do 

tempo. A CTX 5 µg/mL induziu bloqueio total das contrações indiretas em 60 minutos e, nas 

contrações diretas, o bloqueio foi parcial. O CNF 50 µg/mL, quando pré-incubado com a CTX 

5 µg/mL, foi capaz de inibir o bloqueio neuromuscular nas preparações evocadas indiretamente 

e, parcialmente, nas diretas. Em relação a subunidade CB 20 µg/mL, as concentrações de CNF 

propostas não foram suficientes para promover a inibição do efeito tóxico dessa PLA2. O estudo 

morfológico mostrou que o produto da pré-incubação de CTX 5 µg/mL com o CNF 50 µg/mL 

reduziu o número de fibras lesadas em comparação aos músculos expostos apenas a CTX. 

Portanto, os resultados revelaram pela primeira vez que o CNF é capaz de inibir as atividades 

neurotóxicas e miotóxicas da CTX. Apesar da inibição da miotoxicidade ter sido parcial nos 

experimentos miográficos, a lesão muscular foi inibida completamente, como observado no 

estudo morfológico. Portanto, o CNF pode ser uma ferramenta importante para o estudo dos 

mecanismos de ação da CTX, visto que é capaz de neutralizar seus efeitos tóxicos, bem como, 

uma substância com potencial clínico para auxiliar no tratamento de indivíduos envenenados 

por serpentes da espécie Crotalus durissus terrificus.  

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

Peçonha Ofídica. 

 



 

 

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 μg/mL alone induced total blockade of indirectly evoked 

twitches in 60 minutes, however, in the direct contractions, the blockade was partial. The CNF 

50 μg/mL was able to inhibit neuromuscular block induced by CTX 5 μg/mL in indirectly 

evoked preparations, whereas in the direct twitches the inhibition was partial. Concerning the 

CB 20 μg/mL subunit, the proposed concentrations of CNF were not sufficient to promote the 

inhibition of the toxic effect of this PLA2 alone. The morphological study showed that the pre-

incubation of CTX 5 μg/mL with CNF 50 μg/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 INTRODUÇÃO  

1.1 Epidemiologia dos acidentes ofídicos 

Os acidentes ofídicos provocam elevada morbidade e mortalidade nos países tropicais, 

tornando-se um problema de saúde pública. Em todo o mundo são registrados entre 1.8 a 2.7 

milhões de casos, com maior número de incidência nas regiões da África, Ásia, Oceania e 

América Latina (GUTIERRÉZ et al., 2017). Relatórios da Organização Mundial de Saúde 

(OMS) revelaram a ocorrência de 81 a 130 mil mortes por ano, com 400 mil amputações e 

outras sequelas incapacitantes (WHO, 2017). Em razão disso, em 2019 a OMS lançou uma 

estratégia para prevenir e controlar os envenenamentos por picadas de serpentes. O objetivo é 

de reduzir em 50% o número de mortes e incapacitações nos próximos 12 anos, através de 

melhorias na educação e prevenção nas comunidades afetadas, assegurando tratamento seguro 

e eficaz. Além disso, a OMS irá promover o incentivo a pesquisas sobre novas formas de 

tratamento e diagnóstico que possam auxiliar na recuperação das vítimas (WHO, 2019). As 

picadas de serpentes afetam principalmente indivíduos de níveis socioeconômicos baixos, 

devido ao acesso limitado à educação e a saúde. Por isso, os acidentes ofídicos são comuns 

entre trabalhadores rurais com idade entre 10 a 40 anos, que são os mais produtivos nas 

comunidades rurais (GUTIERRÉZ et al., 2017). Em 2017, registros obtidos através do Sistema 

de Informação de Agravos de Notificação (SINAN) mostraram que o período do ano com o 

maior número de acidentes no Brasil são os meses de outubro a maio, devido a fatores 

climáticos (chuvas), reprodução e ao aumento da atividade humana na área rural. 

Dados do Ministério da saúde (BRASIL, 2019a) registraram 28.841 acidentes ofídicos 

no ano de 2018, destacando-se as regiões com o maior número de casos às do Norte, Nordeste 

e Sudeste. Dentre esses registros, o coeficiente de incidência foi de 127,2 acidentes/100.000 

habitantes, mostrando a elevada ocorrência no país (BRASIL, 2019b). As serpentes de 

importância médica no Brasil são as das famílias Viperidae (gêneros Bothrops, Crotalus e 

Lachesis) e Elapidae (gênero Micrurus). Em números, o gênero Bothrops (jararaca, jararacuçu) 

é responsável por 87% dos casos, com índice de letalidade de 0,4%, seguido pela Crotalus 

(cascavel), com incidência 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 Características dos principais envenenamentos ofídicos no Brasil 

As ações tóxicas das peçonhas ofídicas podem atingir vários órgãos e sistemas, de modo 

direto ou indireto, através da liberação de substâncias farmacologicamente ativas. As peçonhas 
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crotálicas produzem poucas reações locais, sendo o envenenamento caracterizado por 

atividades sistêmicas, como a neurotóxica, a miotóxica e a coagulante (AZEVEDO-

MARQUES et al., 2009). A atividade neurotóxica é evidenciada pela paralisia flácida dos 

músculos esqueléticos, observando-se inicialmente a “fáceis miastênica”, caracterizada por 

ptose palpebral e flacidez da musculatura da face. Trata-se de uma das principais manifestações 

clínicas do envenenamento crotálico. Em casos graves, a neurotoxicidade pode evoluir para a 

insuficiência respiratória (ROSENFELD, 1971). A atividade miotóxica sistêmica decorre da 

lesão das células musculares esqueléticas ao longo de todo o organismo, determinando a 

rabdomiólise. O escurecimento da urina devido à mioglobinúria é a manifestação clínica mais 

evidente da rabdomiólise e da gravidade do envenenamento, podendo ocasionar a insuficiência 

renal aguda (AZEVEDO-MARQUES et al., 1985). A atividade coagulante do veneno crotálico 

está relacionada ao consumo de fibrinogênio que prolonga o tempo de coagulação ou até mesmo 

torna o sangue incoagulável (KAMIGUTI; SANO-MARTINS, 1995; AZEVEDO-MARQUES 

et al., 2009; SANTOS et al., 2018).  

Os acidentes provocados por serpentes do gênero Bothrops são caracterizados por 

sintomas locais, sendo as manifestações clínicas rápidas e intensas como edema de tonalidade 

violácea, devido a sangramento subcutâneo, dor na região da picada ou membro acometido, 

linfadenomegalia, equimoses, bolhas, inflamação local, necrose e síndrome compartimental 

(FRANÇA; MÁLAQUE, 2009). A mionecrose é relevante do ponto de vista clínico, tanto pela 

sintomatologia apresentada no envenenamento, quanto pela dificuldade em neutralizá-la in 

vivo. A miotoxicidade das peçonhas botrópicas pode ser decorrente da isquemia do tecido 

muscular causada por fatores hemorrágicos presentes nestas peçonhas, ou da presença de 

miotoxinas que afetam diretamente o tecido muscular (DOS-SANTOS et al., 1992; 

GUTIÉRREZ; OWNBY, 2003). Complicações sistêmicas ocorrem na ausência da 

administração do soro antiofídico, levando a casos de alterações cardiovasculares (sangramento 

intenso, choque) e insuficiência renal aguda que podem evoluir para a morte do paciente 

(FRANÇA; MÁLAQUE, 2009; FÉLIX-SILVA et al., 2017; JORGE et al., 2017). 

Apesar de raros, os acidentes provocados pelo gênero Lachesis devem ser considerados 

graves devido à grande quantidade de peçonha inoculado durante os acidentes (SOUZA, 2009). 

Os efeitos sistêmicos observados são hemorragia espontânea, náuseas, vômitos, diarreia, 

distúrbios da coagulação, hipotensão, alterações sensoriais (para cor e som), choque 

cardiovascular e disfunção 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 gênero Micrurus, estes são de pouca frequência 

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 manifestações locais são 

discretas, com dor de intensidade variável, leve edema e ausência de hemorragia local. Os 

efeitos sistêmicos são caracterizados por paralisia flácida dos músculos, podendo ocasionar 

síndrome miastênica aguda, parada respiratória e morte (SILVA JR; BUCARETCHI, 2009; 

SANZ et al., 2019). 

1.3 Soroterapia 

A terapêutica do envenenamento por serpentes é realizada através da soroterapia. Os 

princípios desta terapia são baseados nos estudos de Albert Calmette (CALMETTE, 1984), o 

primeiro a utilizar o antiveneno no tratamento de indivíduos envenenados por serpentes. Porém, 

foi Vital Brazil que demonstrou pela primeira vez que a especificidade do soro antiofídico 

estava relacionada ao gênero das serpentes (WEN, 2009). 

O antiveneno é formado por imunoglobulinas produzidas principalmente por cavalos, 

mas, também, por ovelhas e camelos imunizados com a peçonha por meses e/ou anos. A eficácia 

do soro antiofídico é restrita às espécies de serpentes cujas peçonhas foram utilizadas no 

processo de imunização, não havendo um soro antiofídico universal (WEN 2009). Ademais, os 

soros antiofídicos não são capazes de neutralizar alguns efeitos tóxicos das peçonhas causados 

por componentes pouco imunogênicos, como as miotoxinas, não apresentando benefícios na 

evolução do quadro clínico local (WEN 2009; GUTIERRÉZ et al., 2017). Assim, inúmeras 

pesquisas vêm sendo realizadas com o objetivo de se obter algum progresso no tratamento dos 

acidentes ofídicos, além de melhorar a segurança, a eficácia e o acesso aos antivenenos 

(BERMÚDEZ-MENDÉZ et al., 2018; SILVA et al., 2018). 

1.4 Peçonhas ofídicas 

As peçonhas ofídicas são uma mistura de substâncias, sendo mais de 90% do peso seco 

formado por proteínas, compreendendo complexos enzimáticos, não-enzimáticos e proteínas 

tóxicas e não-tóxicas. Também apresentam carboidratos, lipídios, metais, aminas biogênicas, 

nucleotídeos e aminoácidos livres (FRANÇA; MÁLAQUE, 2009). A variabilidade das 

peçonhas das serpentes pode ocorrer por variações ontogenética, geográficas, dieta, idade e 

dimorfismo sexual (FRANÇA; MÁLAQUE, 2009; GALIZIO et al., 2018). 

Entre os componentes das peçonhas ofídicas, destacam-se as fosfolipases A2 (PLA2s) e 

proteínas homólogas, devido a fração significativa nas peçonhas e a ampla variedade de efeitos 
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biológicos. Estas proteínas são encontradas principalmente nas serpentes das famílias Viperidae 

e Elapidae (MONTECUCCO; GUTIÉRREZ; LOMONTE, 2008). 

 As PLA2s (EC 3.1.1.4) são enzimas que hidrolisam glicerofosfolipídeos na posição sn-

2 da ligação acil, liberando lisofosfolipídeos e ácidos graxos (BURKE; DENNIS, 2008; 

DENNIS et al., 2011). Essas proteínas são uma superfamília formada por vários grupos e 

subgrupos, que apresentam como características: baixa massa molecular, dependência do íon 

Ca2+ e uma díade catalítica formada pelos aminoácidos His-Asp (MURAKAMI et al., 2015). 

As PLA2s se diferenciam quanto a localização (citosólica, secretada), independente de Ca2+, 

sequência de aminoácidos, massa molecular, número e posição de pontes dissulfeto, demanda 

do íon Ca2+, entre outras características, exibindo atividades biológicas distintas devido sua 

ampla distribuição celular e seletividade ao substrato (BURKE; DENNIS, 2008; MURAKAMI 

et al., 2015).  

As PLA2s ofídicas pertencem aos grupos I e II da classificação geral (BURKE; 

DENNIS, 2008) e são proteínas de baixo peso molecular (aproximadamente 14 kDa) e diversos 

efeitos biológicos, destacando-se o neurotóxico (pré e/ou pós-sinápticos), cardiotóxico, 

miotóxico, indutor ou inibidor da agregação plaquetária, hemolítico, anticoagulante, 

convulsivante e hipotensor (ROSENBERG, 1989; KINI; EVANS, 1989; GUTIÉRREZ; 

LOMONTE, 1995; OWNBY, 1998; OWNBY et al., 1999). As enzimas do grupo II são 

classificadas em dois subgrupos, as PLA2s que apresentam um resíduo de ácido aspártico 

conservado na posição 49 e são cataliticamente ativas, denominadas de PLA2s Asp49 (ARNI; 

WARD, 1996); e as PLA2s homólogas, que apresentam uma substituição do resíduo aspartato 

por uma lisina na mesma posição (PLA2s Lys 49) tornando-a cataliticamente inativa 

(GUTIÉRREZ; LOMONTE, 1995; OWNBY et al., 1999). 

1.5 Crotoxina 

A Crotoxina (CTX) foi a primeira toxina isolada de uma peçonha 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 proteína de 23 kDa constituída de duas subunidades, 

uma ácida sem atividade enzimática, denominada crotapotina ou CA (9,5 kDa), e uma básica 

com atividade enzimática, conhecida como crotoxina B ou CB (14,5 kDa), que é uma PLA2 

Asp49. Essas subunidades se encontram unidas por forças eletrostáticas, requerendo condições 

drásticas para sua separação, como pH ácido (próximo 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 farmacológicos realizados com a CTX revelaram que a junção 

neuromuscular (JNM) constitui um dos principais sítios de sua atividade tóxica (VITAL 

BRAZIL, FRANCESCHI, WAISBICH, 1966; VITAL BRAZIL, 1966). Em 1966, Vital Brazil 

e colaboradores demonstraram que a CTX produzia paralisia flácida muscular semelhante aos 

curares em várias espécies animais (ratos, coelhos, cães, gatos, cobaias e macacos) e, em adição, 

diminuição da resposta de preparações hemidiafragma desnervado de ratos à acetilcolina 

(ACh), indicando um bloqueio do tipo pós-sináptico (VITAL BRAZIL, 1966; VITAL 

BRAZIL, FRANCESCHI, WAISBICH, 1966). Posteriormente, experimentos realizados em 

eletroplaca de Electrophorus electricus (peixe elétrico da bacia amazônica) e microvesículas 

de Torpedo marmorata (peixe elétrico) confirmaram a ação pós-sináptica, sugerindo que a CTX 

estabiliza o receptor nicotínico no estado dessensibilizado quando administrada em baixas 

concentrações (BON et al., 1979). 

A CTX também possui efeitos pré-sinápticos na JNM, demonstrados a partir de técnicas 

eletrofisiológicas (VITAL BRAZIL; EXCELL, 1971; CHANG; LEE, 1977; HAWGOOD; 

SMITH, 1977a; 1977b; RODRIGUES-SIMIONI, HAWGOOD; SMITH, 1990). A toxina 

promove um efeito trifásico na liberação evocada do neurotransmissor, com supressão inicial 

da transmissão, seguida de facilitação e posterior declínio e ausência completa da transmissão 

neuromuscular (VITAL BRAZIL, 1972; CHANG; LEE, 1977; HAWGOOD; SMITH, 1977b; 

HAWGOOD; SANTANA DE SÁ, 1979). Também foram observadas alterações na liberação 

espontânea do neurotransmissor, como o aumento inicial da frequência dos potenciais de placa 

terminal em miniatura, associado com potenciais “gigantes” ocasionais e posterior depressão 

(VITAL BRAZIL; EXCELL, 1971; CHANG; LEE, 1977, HAWGOOD; SMITH, 1977b; 

HABERMANN; BREITHAUPT, 1978; HAWGOOD; SANTANA DE SÁ, 1979; 

RODRIGUES-SIMIONI, HAWGOOD; SMITH, 1990). Estudos paralelos, realizados com a 

subunidade CB, forneceram evidências de que a atividade fosfolipásica é vital para o bloqueio 

neuromuscular (MARLAS; BON, 1982; HAWGOOD; SMITH, 1989; HAWGOOD; BON, 

1991). A CB altera de forma semelhante a CTX a liberação evocada e espontânea do 

neurotransmissor, bem como, as propriedades da membrana da fibra muscular. Entretanto, a 

neurotoxicidade é menos marcante (HAWGOOD; SANTANA DE SÁ, 1979). Em vista do 

exposto, foi sugerido que a CTX promove ataque enzimático nos fosfolipídios da terminação 

nervosa motora (HAWGOOD; SMITH, 1977b; CHANG et al., 1977) e a baixa neurotoxicidade 

da CB pode ser o resultado da perda de especificidade ao sítio de ligação quando a subunidade 

é administrada isoladamente. 
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Estudos de binding mostraram que as subunidades CA e CB da CTX se dissociam a 

partir da interação com as membranas biológicas (BON et al., 1979; BON et al., 1989; DELOT; 

BON 1993). A CB, que é uma PLA2, liga-se de forma não saturável e não específica em 

qualquer tipo de membrana biológica, enquanto que, na presença da CA, a CB interage apenas 

com um número limitado de sítios de ligação de alta afinidade presentes nas membranas 

sinápticas. Embora o alvo da CTX ainda não tenha sido identificado, os experimentos de 

binding indicaram que alguns fosfolipídios carregados negativamente poderiam ser um 

componente importante do local de ação da CTX (BON et al., 1979; BON et al., 1989; DELOT; 

BON 1993). 

No final da década de 80 e início de 90 foi proposto parte do mecanismo de ação da 

CTX que, apesar de antigo, ainda é parcialmente aceito; porém, muitas incógnitas permanecem 

(BON et al., 1979; BON et al., 1989; DELOT; BON 1993) (Figura 1). Foi sugerido que a CA, 

apesar da ausência de ação tóxica, potencializa os efeitos neurotóxicos da CB (CA.CB), atuando 

como um carreador que auxilia a ligação da CB a sítios específicos na JNM e, provavelmente, 

também do músculo esquelético, potencializando as ações neurotóxica e miotóxica do 

complexo (BON et al., 1979; DELOT; BON, 1993). Na época não eram compreendidos o exato 

mecanismo de ação e nem os resíduos de aminoácidos envolvidos na neurotoxicidade da CTX, 

bem como, de outras toxinas pré-sinápticas. Os estudos iniciais com a CTX propunham uma 

ação direta da toxina nas membranas plasmáticas, iniciando eventos que culminariam em 

bloqueio neuromuscular, sem internalização. Entretanto, dados mais recentes sugerem que 

toxinas pré-sinápticas ofídicas, em geral, entram no lúmen das vesículas sinápticas, após a 

endocitose, e hidrolisam os fosfolípides do folheto interno da membrana, afetando a liberação 

do mediador químico (MONTECUCCO; ROSSETTO, 2000). Além disso, estudos com 

neurotoxinas mutantes mostram degeneração mitocondrial, que poderia estar associada a uma 

ação direta da toxina ou ao influxo de íons cálcio e depleção das vesículas na maioria dos botões 

terminais (LOGONDER et al., 2009; GUTIÉRREZ; LOMONTE, 2013). Portanto, a ligação e 

a internalização ao terminal nervoso in vivo é um fator importante para a toxicidade das PLA2s 

neurotóxicas. Neste sentido, novas abordagens experimentais são importantes para avançar no 

conhecimento do mecanismo de ação da CTX. 
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Figura 1 – Mecanismo de ação da CTX na JNM. Na membrana pré-sináptica da terminação nervosa a 

toxina atuaria impedindo a liberação da ACh, enquanto que na membrana pós-sináptica (placa motora 

terminal) sua ação estaria relacionada a dessensibilização dos receptores nicotínicos. Em maior aumento 

é destacado o comprometimento da liberação do mediador químico.   

 

Estudos funcionais recentes demonstraram pela primeira vez a interferência direta da 

CTX e da CB na liberação do mediador químico na JNM de camundongos, através de técnicas 

radioquímicos e de vídeo-microscopia de fluorescência em tempo real (CAVALCANTE et al., 

2017). Os resultados radioquímicos, realizados para avaliar a liberação de ACh marcada com 

trítio (3H-ACh), mostraram que a CTX e a CB, após 54 minutos de contato com as preparações, 

reduzem a liberação do neurotransmissor. A técnica de vídeo-microscopia em tempo real, que 

permite observar a cinética das vesículas na terminação nervosa, mostrou aumento significativo 

da exocitose vesicular em 20 minutos, induzido tanto pela CTX como pela CB, seguido por 

diminuição em 90 minutos. Apesar desses achados diferirem do efeito trifásico da CTX e da 

CB apresentado nos estudos eletrofisiológicos (CHANG; LEE, 1977; HAWGOOD; 

SANTANA DE SA, 1979; RODRIGUES-SIMIONI, HAWGOOD; SMITH, 1990), é 

importante salientar que, nesses experimentos, as preparações neuromusculares são mantidas 

em condições com baixa concentração de Ca2+ e elevada de Mg2+, interferindo diretamente no 

processo de liberação do neurotransmissor. Logo, os experimentos radioquímicos e de vídeo-

microscopia em tempo real conservam as preparações em condições mais próximas da 

fisiológica e, em adição, demonstram uma ação direta da CTX e da CB na cinética de liberação 

da ACh na JNM (CAVALCANTE et al., 2017). 
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Em relação a estrutura da CTX, por meio da identificação de uma mistura de isoformas 

dessa toxina na peçonha da C.d.terrificus, Faure e Bon (1988) purificaram de uma única 

serpente, duas isoformas de CA e quatro isoformas de CB. Além de observarem a presença de 

sete resíduos de aminoácidos diferentes, foram combinadas ao caso várias isoformas de CA e 

CB, resultando em diferentes isoformas de CTX que, após reconstituição, apresentavam 

propriedades enzimáticas e farmacológicas diferentes, atribuídas a influência das isoformas CB 

no complexo (FAURE; BON, 1988). Posteriormente, foi demonstrado na peçonha crotálica 

uma mistura de quatro isoformas de CA (CA1, CA2, CA3 e CA4) e quatro isoformas de CB 

(CBa2, CBb, CBc e CBd), resultando em uma combinação aleatória de dezesseis complexos 

(FAURE et al., 1994). As diferentes combinações promovem variabilidade nas propriedades 

biológicas e farmacológicas da CTX. A maior estabilidade entre as subunidades CA e CB está 

relacionada com o aumento do efeito tóxico, pois ocorre uma dissociação lenta entre as 

subunidades, possibilitando ao carreador levar a CB aos locais de ação com maior eficiência 

(FAURE et al., 2011). As isoformas mais tóxicas são denominadas de Classe I e são 

representadas por associações das diferentes isoformas da CA com as subunidades CBb, CBc 

ou CBd. As CTXs da Classe II, representadas pela associação da CBa2 com diferentes 

isoformas de CA, são menos tóxicas, por serem menos estáveis e dissociarem-se mais 

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

Estudos cristalográficos elucidaram a estrutura tridimensional da CB, revelando um 

arranjo tetramérico composto de dois heterodímeros, resultante da associação das isoformas 

CBc e CBa2 (MARCHI-SALVADOR et al., 2007). Esta associação pode estar relacionada com 

o aumento da atividade neurotóxica da CB, devido ao aparecimento de novos sítios de ligação 

que não são encontrados nos monômeros. A estrutura em cristal da CTX foi resolvida somente 

em 2011, por Faure e colaboradores, devido à dificuldade na obtenção de isoformas puras da 

CTX, sendo utilizado o complexo CA2CBb no estudo. Trata-se do primeiro modelo em alta 

resolução da CA, mostrando que esta subunidade é formada por três cadeias polipeptídicas (α, 

β e γ) ligadas por pontes de dissulfeto, as quais estão complexadas de forma não covalente com 

a PLA2 (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 biofísicas, confirmaram a importância desses resíduos de triptofano para a 

atividade tóxica da CTX. Os resíduos de Trp 31 e Trp 70 estão na entrada do sítio catalítico da 

CB e os resíduos His 48 e Asp 49 estão envolvidos no ataque nucleofílico e coordenação do 
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cofator de Ca2+, compondo o sítio catalítico desta PLA2. A interação entre CA e CB obstrui os 

Trp 31 e Trp 70 da CB, causando o bloqueio do sítio catalítico. A partir destes achados foi 

sugerido um mecanismo de ação para a toxicidade da CTX. Foi proposto que a região N-

terminal da CB poderia ser o primeiro local de ligação da CTX aos locais de destino. Após a 

ligação da região N-terminal da CB ao alvo, a CA se dissocia da CB, permitindo a interação da 

região C-terminal da CB com o alvo e exposição do sítio catalítico. A partir deste momento, a 

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

O avanço no conhecimento da relação estrutura-atividade da CTX tem sido possível 

devido a utilização 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 identificação 

de inibidores e a caracterização das regiões de contato da CTX ou de suas subunidades com 

estes inibidores, revelando assim, possíveis sítios tóxicos ou responsáveis pelo contato com a 

membrana e, consequentemente, o avanço no mecanismo de ação da toxina.  

1.6 Inibidores naturais de fosfolipases de serpentes 

 Muitas espécies de serpentes peçonhentas e não peçonhentas são naturalmente 

resistentes às ações deletérias dos componentes da peçonha, devido à presença de antitoxinas 

específicas no sangue (CAMPOS et al., 2016). Estas antitoxinas são proteínas secretadas pelo 

fígado capazes de impedir danos causados por toxinas que alcançam a corrente sanguínea da 

serpente, seja por vazamento do conteúdo da glândula de peçonha ou por picada de outra 

serpente. Entre essas substâncias destacam-se os inibidores de fosfolipase A2 (PLI) encontrados 

no sangue das serpentes, que desempenham importante papel na resistência endógena desses 

animais (SANTOS et al., 2005; CAMPOS et al., 2016).  

A maioria dos PLIs são glicoproteínas oligoméricas, com massa molecular entre 75 a 

180 kDa, classificados em três classes estruturais denominados de PLIα, PLIβ, PLIγ. Os PLIα 

apresentam um domínio semelhante a lectina do tipo C altamente similar ao domínio de 

reconhecimento de carboidratos das lectinas dependentes de cálcio. Estes inibidores 

neutralizam preferencialmente PLA2 ácidas. Os PLIβ exibem repetições em série ricas em 

leucina e são capazes de inibir especificamente PLA2 básicas. Por sua vez, os PLIγ, o maior 

dentre os três grupos, são compostos por uma estrutura conservada representada por uma 

sequência de repetições de cisteínas, conhecida como motivos de três dedos (“three-finger 

motifs”). Estas proteínas são menos específicas e inibem PLA2 ofídicas neutras, ácidas e 

básicas, destacando-se as PLA2 do grupo II encontradas nas peçonhas das serpentes das famílias 
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Crotalidae e Viperidae (OHKURA et al., 1997; CAMPOS et al., 2016). Além disso, como os 

PLIγ podem ser encontrados nas formas de heterômeros ou homômeros, uma subclassificação 

foi realizada a partir da composição dos monômeros. A subclasse I constitui os heterômeros e 

a subclasse II os homômeros (FORTES-DIAS et al., 2014; CAMPOS et al., 2016). Apesar do 

crescente número de PLIγs descritos, as estruturas e os mecanismos de ação destas proteínas 

ainda não são totalmente compreendidos (FORTES-DIAS et al., 2014). Estudos realizados com 

o sangue da serpente C.d.terrificus mostraram propriedades antitóxicas contra a própria 

peçonha, bem como, o seu principal componente tóxico, a CTX. O composto antitóxico foi 

isolado e caracterizado, sendo denominado de Fator Neutralizante de Crotalus (CNF) 

(FORTES-DIAS et al., 1991). O CNF é um oligômero de subunidades individuais glicosiladas 

e não glicosiladas de 24 kDa e 20 kDa pertencente aos PLIγ da subclasse II (FORTES-DIAS et 

al., 1994; LIZANO; DOMONT; PERALES 2003; CAMPOS et al., 2016). O CNF se liga de 

maneira saturável à CB, deslocando a CA, formando um complexo solúvel e estável na 

proporção 1:1 (molécula:molécula) que é dissociado apenas sob condições desnaturantes. Dessa 

forma, o mecanismo de ação proposto para o CNF é a capacidade de deslocar a subunidade CA 

da CTX, formando um complexo estável com a CB (Figura 2) (FORTES-DIAS et al., 1994). 

Além disso, foi sugerido semelhanças entre o CNF e o alvo da CTX na região pré-sináptica da 

junção neuromuscular (FORTES-DIAS et al., 1994). Entretanto, o local exato de ação da CTX 

ainda é pouco conhecido. Portanto, o CNF poderia auxiliar no avanço do conhecimento do 

mecanismo de ação desta toxina.  

 

Figura 2 – Representação esquemática da interação da crotoxina com seu receptor alvo  e o CNF. Fonte: 

FORTES-DIAS et al., 1994. 

 

Em 1995, outro grupo de pesquisadores identificaram uma proteína do soro de 

C.d.terrificus e denominaram CICS (inibidor de crotoxina do soro de Crotalus). Esta proteína 

apresentou características e mecanismo de ação semelhantes aos do CNF, diferenciando-se 
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apenas na descrição de sua formação, composta por oligômeros com duas subunidades 

associadas de forma não covalente, com 23 e 25 kDa. Quando a sequência do CNF e do CICS 

foi comparada, uma única diferença foi vista no resíduo 27, onde o CNF contem uma cisteína 

e o CICS um ácido aspártico. O CICS também apresentou capacidade de deslocar a subunidade 

CA do completo CTX, formando um complexo estável com a subunidade CB, inibindo os 

efeitos tóxicos tanto da CTX quanto da CB. O mecanismo de ação proposto para o CICS é que 

atue como um falso aceptor da CTX, retendo a toxina no sistema vascular, impedindo sua ação 

na junção neuromuscular. Portanto, considera-se que o CICS e o CNF sejam denominações 

distintas para a mesma proteína (PERALES et al., 1995; LIZANO; DOMONT; PERALES, 

2003). 

É importante salientar que o CNF não apresenta efeito inibitório significativo na 

atividade enzimática de PLA2 secretadas de pâncreas suíno e PLA2 secretadas humana 

(FORTES-DIAS et al., 1994; FAURE et al., 2000), favorecendo o estudo dessa substância como 

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

O avanço no conhecimento das ações da CTX revelou atividades biológicas com 

potencial valor terapêutico, como imunomodulatória, antiinflamatória, antimicrobiana, 

antitumoral e analgésica (SAMPAIO et al., 2010; PIMENTA et al., 2019). No entanto, para 

assegurar a possível aplicabilidade terapêutica da CTX ou de novas drogas derivadas desta, 

torna-se fundamental o esclarecimento dos mecanismos envolvidos nas atividades tóxicas desta 

proteína, bem como de sua relação estrutura-atividade. 

O estudo de inibidores de toxinas endógenas de serpentes promoveu uma nova 

perspectiva quanto à sua utilização para o tratamento de acidentes ofídicos, bem como, para o 

avanço no conhecimento do mecanismo de ação de PLA2s ofídicas, porém mais informações 

são necessárias a respeito dos mecanismos moleculares envolvidos na ação desses inibidores e 

da interação com as toxinas para assegurar a aplicabilidade. O CNF, apesar do mecanismo 

pouco conhecido, constitui uma ferramenta importante de pesquisa com potencial valor 

terapêutico, pois além de inibir a CTX e as peçonhas de outras serpentes, não se liga à PLA2s 

secretadas humanas (FORTES-DIAS et al., 1994; LIZANO; DOMONT; PERALES, 2003; 

CAMPOS et al., 2016). Apesar de estudos bioquímicos e de bioinformática terem mostrado a 

capacidade do CNF de deslocar a subunidade CA da CTX e de se ligar à subunidade CB, 

formando um complexo não tóxico e estável, ainda não foram realizados estudos funcionais 

com o intuito de demonstrar a inibição dos efeitos tóxicos da CTX pelo CNF no principal sítio 

de ação desta toxina, a JNM, através de preparações neuromusculares de camundongos. 
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3 OBJETIVOS 

3.1 Objetivo geral 

Avaliar a influência do Fator Neutralizante de Crotalus (CNF) sobre as atividades 

tóxicas da Crotoxina (CTX) em preparações neuromusculares de camundongos. 

3.2 Objetivos específicos 

- Avaliar a capacidade do CNF de neutralizar o bloqueio das contrações musculares, 

evocadas de forma direta e indireta, induzido pela CTX.  

- Avaliar a capacidade do CNF de neutralizar o bloqueio das contrações musculares, 

evocadas de forma indireta, induzido pela CB.  

- Avaliar a integridade do tecido muscular após a exposição à CTX, ao CNF ou ao 

produto da pré-incubação da CTX com o CNF, através de técnicas morfológicas. 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

4.1. Animais 

Camundongos fêmeas adultos, linhagem Swiss (20-25 g), foram fornecidos pelo 

biotério da Fundação Ezequiel Dias (FUNED). Os animais foram mantidos em gaiolas 

abastecidas com água e ração ad libitum em ambiente com temperatura (24 ± 2 °C) e ciclo 

claro-escuro (12/12 horas) controlados. Os procedimentos experimentais foram aprovados pela 

Comissão de Ética na Experimentação 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 peçonha da serpente Crotalus durissus 

terrificus. O CNF foi isolado do plasma do sangue desta mesma serpente. Todos os compostos 

foram fornecidos pela Drª. Consuelo Latorre Fortes Dias da FUNED. 

 

4.3 Solução nutriente 

A solução nutriente (Ringer) foi preparada em água destilada utilizando os seguintes 

sais (mM): NaCl - 135; KCl - 5; MgCl2 - 2; NaHCO3 -15; Na2HPO4 - 1; CaCl2 - 2; glicose - 11.  

 

4.4. Estudo miográfico 

O estudo miográfico foi realizado no Laboratório de Farmacologia da Junção 

Neuromuscular e Toxinologia do Departamento de Farmacologia do Instituto de Ciências 

Biológicas da Universidade Federal de Minas Gerais. 

Os animais foram sacrificados por deslocamento cervical e posteriormente 

exanguinados por secção dos grandes vasos cervicais (protocolo CEUA: 17/2017). Após 

toracotomia ampla, a preparação do nervo frênico-músculo diafragma foi removida 

(BULBRING, 1946). Durante este período a preparação foi umedecida intermitentemente com 

solução Ringer. A seguir, o hemidiafragma esquerdo foi cortado em forma de triângulo e 

montado verticalmente em cuba para órgão isolado, contendo 12 ml de solução nutriente, 

constantemente borbulhada com carbogênio (95 % O2 e 5 % CO2). O bordo costal diafragmático 

foi conectado a um suporte de vidro em forma de L. O centro tendíneo do músculo foi conectado 

a um transdutor de tensão 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 aquisição de dados (Gould Sytems, Summit ACQuire) e analisados através do aplicativo 

Summit DataViewer. 
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4.4.1. Registro das contrações musculares evocadas indiretamente 

As contrações musculares foram evocadas através de estímulos indiretos. A extremidade 

livre do nervo frênico foi aspirada por um eletrodo de platina “de sucção”, que estava acoplado 

a um estimulador elétrico (Grass, S88). Um outro eletrodo de platina, mergulhado na solução, 

servia como eletrodo de referência e serviu para fixar o bordo costal do músculo diafragma 

(Figura 3). A tensão de base foi de 5 gramas e as contrações musculares foram evocadas 

indiretamente por pulsos elétricos retangulares com duração de 0,5 ms, intensidade 

supramáxima e frequência de 0,2 Hz.  

 

Figura 3 –  Ilustração do sistema de registro miográfico para as contrações musculares evocadas 

indiretamente a partir de preparações nervo-frênico músculo diafragma de camundongos. 

 

4.4.2. Registro das contrações musculares evocadas diretamente 

O músculo diafragma foi posicionado entre os pólos de um eletrodo bipolar de platina 

(Figura 4), e este foi acoplado a um estimulador elétrico (Grass, S88). A tensão de base foi de 

5 gramas e as contrações musculares foram evocadas através de pulsos elétricos retangulares 

com duração de 5 ms, intensidade supramáxima e frequência de 0,2 Hz. Para evitar qualquer 

contribuição da contração indireta, o Brometo de Pancurônio (Sigma-Aldrich®), um 

bloqueador não-despolarizante que atua como antagonista competitivo dos receptores 

nicotínicos presentes na placa motora terminal, foi adicionado à solução nutriente na 

concentração de 2x10-6 M. 
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Figura 4 – Ilustração do sistema de registro miográfico para as contrações musculares evocadas 

diretamente a partir de preparações nervo-frênico músculo diafragma de camundongos. 

 

4.4.3. Protocolo Experimental do Estudo Funcional 

Em todos os experimentos, as preparações foram mantidas a 35 ± 2 ºC e submetidas a 

um período de estabilização de 30 minutos, durante os quais o líquido nutriente foi trocado a 

cada 15 minutos. A seguir, foram registrados 15 minutos de contrações controle (na ausência 

de qualquer agente). Posteriormente, uma das substâncias (CTX 5 µg/mL; CB 20 µg/mL; CNF 

50 µg/mL) ou o produto da pré-incubação por 15 minutos (CTX + CNF; CB + CNF; 

concentrações crescentes do CNF estabelecidas ao longo dos experimentos) foi adicionado ao 

banho e o decréscimo percentual das contrações musculares evocadas de forma indireta ou 

direta foi avaliado por 120 e 240 minutos, respectivamente.  

 

4.5. Estudo morfológico 

Após os experimentos miográficos diretos, as preparações foram cuidadosamente 

retiradas e fixadas em solução de Formaldeído 10%. Em seguida, os fragmentos do músculo 

diafragma foram submetidos à desidratação em série ascendente de álcool (álcool 70%, 80%, 

95% e mais três banhos em 100%, 30 minutos cada). Após a desidratação, os músculos foram 

infiltrados em resina pura (Leica Historesin) para posterior inclusão. A inclusão foi feita 

utilizando-se a resina pura adicionando-se a solução polimerizante na proporção: 15 mL de 
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resina glicolmetacrilato para 1 mL da solução polimerizante. Os músculos foram orientados nos 

moldes para permitir a secção transversal dos mesmos e em seguida embebidos na solução de 

inclusão. Para completa polimerização, os blocos permaneceram por, no mínimo, 24 horas em 

temperatura ambiente. Após inclusão, os blocos contendo os músculos foram montados em 

suportes para micrótomo e cortados utilizando-se navalhas de vidro (Leica). Os músculos foram 

cortados transversalmente, montados em lâminas de vidro e corados com hematoxilina e eosina 

(HE). Em cada lâmina foram colocados até 5 cortes de um mesmo músculo, sendo montadas 5 

lâminas por grupo experimental, ou seja, 5 músculos de animais diferentes.  

As lâminas foram submetidas à análise qualitativa, para observar o aspecto morfológico 

geral das fibras, e quantitativa, para a determinação do índice de mionecrose. Em cada músculo 

foram analisados cinco campos microscópicos 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 número 

de fibras com lesão foi representado como porcentagem do número total de fibras (normal + 

lesada) em cada campo a partir da fórmula: índice de mionecrose = (número de células 

lesadas/número total de células) x 100. Este estudo foi realizado utilizando um sistema de 

análise de imagens (programa ImageJ). 

 

4.6. Análise estatística 

Os resultados experimentais foram agrupados em média e erro padrão da média (EPM). 

As diferenças entre os valores médios foram testadas através de análise estatística utilizando-

se o teste “t Student” (para comparação de duas amostras) e a análise de variância (ANOVA, 

para a comparação de mais de duas amostras). Neste último caso, a análise foi complementada 

através do teste de comparações múltiplas de Tukey-Kramer. O nível de significância 

estabelecido foi de 5 %. 
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5 RESULTADOS 

5.1 Estudo Funcional 

5.1.1 Influência da CTX sobre as contrações musculares indiretas e diretas em 

preparações frênico-diafragma de camundongos 

Para avaliar a influência da CTX nas preparações musculares evocadas de forma indireta 

e direta, avaliou-se a CTX na concentração de 5 µg/mL. A toxina foi capaz de promover o 

bloqueio progressivo e tempo-dependente das contrações evocadas indiretamente e diretamente 

em preparações do nervo frênico-músculo diafragma de camundongos (Gráfico 1 A e B).  

 

Gráfico 1 – Efeito da CTX (5 µg/mL) sobre o decurso temporal da amplitude das contrações 

musculares evocadas indiretamente (A) e diretamente (B) em preparações neuromusculares de 

camundongos. Os dados foram agrupados em média ± EPM (P < 0,05). * indica o tempo a partir 

do qual ocorreu diferença significativa em relação ao controle. 
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5.1.2 Influência do CNF sobre as contrações musculares indiretas e diretas em 

preparações frênico-diafragma de camundongos  

Para avaliar a influência do CNF nas preparações musculares evocadas de forma indireta 

e direta foi utilizado o CNF na concentração de 50 µg/mL. Observou-se que isoladamente essa 

substância não promoveu alterações das contrações musculares evocadas de forma indireta 

(Gráfico 2 A) ou direta (Gráfico 2 B) quando comparado ao controle.  

 

Gráfico 2 – Efeito do CNF (50 µg/mL) sobre o decurso temporal da amplitude das contrações 

musculares evocadas indiretamente (A) e diretamente (B) em preparações neuromusculares de 

camundongos. Os dados foram agrupados em média ± EPM (P < 0,05). 
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5.1.3 Influência do CNF sobre o efeito paralisante da CTX em preparações frênico-

diafragma de camundongos 

Para avaliar a capacidade do CNF em neutralizar os efeitos da CTX nas preparações 

musculares evocadas de forma indireta e direta foi realizado a pré-incubação por 15 minutos da 

CTX com o CNF e, em seguida, adicionado à preparação. Observou-se que o produto da pré-

incubação preveniu de forma significativa a paralisia induzida por esta toxina nas preparações 

submetidas a contrações musculares evocadas indiretamente (Gráfico 3 A) e diretamente 

(Gráfico 3 B). Nestes experimentos foram avaliadas concentrações crescentes de CNF (5, 20 e 

50 µg/mL) pré-incubadas com CTX 5 µg/mL (Gráfico 3 A). Em relação às contrações 

musculares evocadas diretamente, o CNF na concentração de 50 µg/mL foi capaz de prevenir 

parcialmente o bloqueio induzido pela CTX 5 µg/mL (Gráfico 3 B).  

 

Gráfico 3 – Efeito da CTX (5 µg/mL) e do produto de sua pré-incubação com o CNF em 

concentrações crescentes (5 µg/mL; 20 µg/mL e 50 µg/mL) sobre o decurso temporal da 

amplitude das contrações musculares evocadas indiretamente (A) e diretamente (B) em 

preparações neuromusculares de camundongos. Os dados foram agrupados em média ± EPM. 

* indica o tempo a partir do qual ocorreu diferença significativa em relação ao controle.  
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5.1.4 Influência do CNF sobre o efeito paralisante da CB em preparações frênico-

diafragma de camundongos 

Para avaliar a ação da subunidade CB sobre as preparações musculares evocadas de 

forma indireta utilizou-se a concentração de 20 µg/mL. Observou-se que nesta concentração a 

CB promoveu bloqueio progressivo e tempo-dependente das contrações musculares evocadas 

indiretamente nas preparações nervo frênico-músculo diafragma de camundongos (Gráfico 4 

A). Porém, o CNF, na concentração de 50 µg/mL, não foi capaz de neutralizar os efeitos 

paralisantes do CB (Gráfico 4 B). 

 

Gráfico 4 – Efeito da CB (20 µg/mL) e do produto de sua pré-incubação com concentrações 

crescentes de CNF (50 µg/mL e 100 µg/mL) sobre o decurso temporal da amplitude das 

contrações musculares evocadas indiretamente em preparações neuromusculares de 

camundongos. Os dados foram agrupados em média ± EPM (P < 0,05). * grupo CB (20 µg/mL) 

+ CNF (50 µg/mL) e # grupo CB (20 µg/mL) + CNF (100 µg/mL) indicam o tempo a partir do 

qual ocorreu diferença significativa em relação ao controle.  
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5.2 Estudo Morfológico 

5.2.1. Aspecto Morfológico Geral das Fibras Musculares 

Para avaliar as células do músculo hemidiafragma exposto a CTX, ao CNF ou ao 

produto da pré-incubação da CTX com o CNF, foi realizado o estudo morfológico através da 

observação das fibras musculares por microscopia óptica conforme ilustra a Figura 4. Os 

grupos experimentais controle (Figura 4 A) e CNF 50 µg/mL (Figura 4 B) apresentaram fibras 

com formato poligonal, núcleo periférico e sarcoplasma acidófilo. As fibras musculares 

estavam claramente delimitadas por uma delicada camada de tecido conjuntivo (endomísio), e 

organizadas em fascículos também delimitados por tecido conjuntivo (perimísio). Na Figura 4 

C temos os músculos expostos a CTX (5 µg/mL) que apresentaram diferentes graus de danos 

musculares após 240 minutos de contato com a preparação. As alterações mais evidentes foram 

edema entre as fibras, núcleo disperso com áreas do citoplasma desprovidas de miofibrilas e 

fibras arredondadas. Os músculos submetidos à ação da mistura da CTX (5 µg/mL) com o CNF 

(50 µg/mL) apresentaram aspecto morfológico geral semelhante ao controle (Figura 4 D).  

 

Figura 4 – Microscopia óptica do músculo diafragma de camundongos submetidos à coloração 

HE. Detalhes descritos no texto. (A) controle, (B) CNF, (C) CTX, (D) CTX + CNF; (f) fibras 

poligonais; (en) endomísio; (e) edema; (seta) fibras arredondadas; (*) perda dos miofilamentos. 
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5.2.2. Índice de Mionecrose 

O Gráfico 5 ilustra o índice de mionecrose, evidenciando que os músculos expostos a 

CTX (5 µg/mL) apresentaram aumento deste índice quando comparados ao controle. No 

entanto, os músculos expostos ao CNF (50 µg/mL) isolado ou ao produto da pré-incubação da 

CTX (5 µg/mL) com o CNF (50 µg/mL) não sofreram alterações, apresentando índices de 

mionecrose semelhantes ao controle. 

 

 

 

Gráfico 5 – Índice de mionecrose avaliado a partir do efeito do CNF (50 µg/mL) sobre a 

miotoxicidade induzida pela CTX (5 µg/mL) no músculo diafragma de camundongos. Os dados 

foram agrupados em média ± EPM de 4 experimentos. *indica diferença significativa em 

relação ao controle (P < 0,05). 
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6 DISCUSSÃO 

No Brasil, os compostos provenientes de serpentes são fontes importantes de moléculas 

biologicamente ativas. A CTX, principal componente da peçonha das serpentes Crotalus 

durissus terrificus, apesar das atividades tóxicas descritas há vários anos, como neurotóxica e 

miotóxica, recentemente vem apresentando atividades com potencial valor terapêutico, como 

imunomodulatória, antiinflamatória, antimicrobiana, antitumoral e analgésica (SAMPAIO et 

al., 2010; SHIMIZU et al., 2017; PIMENTA et al., 2019). Entretanto, os mecanismos 

envolvidos nestas atividades ainda são pouco conhecidos. O CNF é outro composto importante, 

trata-se de um PLI da classe γ, isolado do soro das serpentes C.d. terrificus, capaz de neutralizar 

a CTX in vivo, sendo uma ferramenta útil para o avanço no conhecimento da relação 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 

esforços para desvendar as possíveis interações e a capacidade inibitória do CNF, ainda não 

foram realizados estudos funcionais para comprovar sua ação sobre a CTX em seu principal 

local de ação, 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 

preparações nervo-frênico músculo diafragma de camundongos. 

Na etapa inicial deste projeto, foram realizados estudos miográficos com a CTX e sua 

subunidade básica, a CB, para verificar suas ações sobre as preparações neuromusculares de 

camundongos. Os resultados mostraram que estas substâncias promovem bloqueio tempo 

dependente das contrações musculares evocadas tanto indiretamente como diretamente. 

Entretanto, a CB levou mais tempo para induzir o bloqueio e a intensidade foi menor. Esta 

diferença decorre da ausência da subunidade CA quando a CB é administrada isoladamente. A 

CA, encontrada no complexo CTX, atua como um carreador que auxilia a ligação da CB com 

sítios específicos da membrana pré-sináptica do nervo motor e, provavelmente, das membranas 

das fibras dos músculos esqueléticos, potencializando as ações neurotóxica e miotóxica do 

complexo (BON et al., 1979, DELOT; BON, 1993). Portanto, apesar da subunidade CB exibir 

atividade tóxica, o complexo CTX (CA.CB) é mais eficiente, revelando que os resultados 

miográficos do presente estudo estão 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 rápido e intenso da CTX sobre os 

experimentos indiretos quando comparado aos diretos. As contrações musculares induzidas a 

partir de estímulos elétricos no nervo, ou seja, estímulos indiretos, dependem da integridade do 
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processo de neurotransmissão, bem como, da membrana da fibra muscular. Já contrações 

musculares evocadas através de estímulos elétricos diretos no músculo, dependem 

exclusivamente da integridade das fibras musculares. Portanto, qualquer alteração na região da 

JNM, seja por bloqueio pré- ou pós-sináptico, bem como, por lesão da membrana na região da 

placa motora terminal, compromete o processo de neurotransmissão. Apesar dessas 

possibilidades estarem envolvidas na ação da CTX, a interferência na região pré-sináptica é 

fundamental para o bloqueio neuromuscular, conforme demonstrado por estudos 

eletrofisiológicos, radioquímicos e de vídeo-microscopia em tempo real (VITAL BRAZIL; 

EXCELL, 1971; VITAL BRAZIL, 1972; CHANG; LEE, 1977; HAWGOOD; SMITH, 1977b; 

HABERMANN; BREITHAUPT, 1978; HAWGOOD; SANTANA DE SÁ, 1979; 

RODRIGUES-SIMIONI, HAWGOOD; SMITH, 1990; CAVALCANTE et al., 2017). Em 

conjunto, os nossos resultados e os estudos anteriores demonstram a importância dos efeitos 

neurotóxicos da CTX para a indução da paralisia muscular, justificando as diferenças 

encontradas nos estudos miográficos indiretos em relação aos diretos. Estas atividades também 

foram descritas para a CB isolada, entretanto, de forma menos marcante, reforçando a 

importância da atividade fosfolipásica para o bloqueio neuromuscular (MARLAS; BON, 1982; 

HAWGOOD; SMITH, 1989; HAWGOOD; BON, 1991). 

Além dos efeitos pré-sinápticos, a neurotoxicidade induzida pela CTX também está 

envolvida com ações pós-sinápticas, possivelmente por dessensibilização dos receptores 

nicotínicos (VITAL BRAZIL et al., 1966; BON et al., 1989). Portanto, apesar das ações pré- e 

pós-sináptica da CTX e da CB terem sido extensivamente estudadas, o mecanismo de ação e os 

resíduos de aminoácidos envolvidos nestas ações ainda não foram totalmente elucidados 

(FERNANDES et al., 2017). 

Os primeiros estudos que propuseram o mecanismo de ação tóxico da CTX sugerem 

ação na membrana plasmática, sem internalização, originando uma série de eventos que 

resultam no bloqueio neuromuscular (BON et al., 1979; BON et al., 1989; DELOT; BON 1993). 

Apesar desta proposta ainda ser parcialmente aceita, estudos recentes propõem que as toxinas 

ofídicas de ação pré-sináptica se ligam a alvos na membrana da terminação nervosa, 

possibilitando a entrada da toxina no lúmen da vesícula, no momento em que esta libera o seu 

conteúdo. Uma vez no interior das vesículas, a toxina interage com os ácidos graxos e 

lisofosfolipídeos do folheto interno da membrana, promovendo alterações que podem 

desencadear a exocitose vesicular, inclusive em locais que não estão voltados para a célula 

muscular, promovendo assim a descarga de neurotransmissores. Também é sugerido que a 
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hidrólise dos fosfolipídios é dependente de cálcio e a ligação da toxina à receptores de 

membrana pode estar envolvida na neurotoxicidade (MONTECUCCO; ROSSETTO, 2000; 

MONTECUCCO; GUTIÉRREZ; LOMONTE, 2008; FERNANDES et al., 2017). Tzeng e 

colaboradores (1995) mostraram que a atividade catalítica por si só não explica a 

neurotoxicidade da CTX, indicando outras regiões envolvidas nesse mecanismo de 

neurotoxicidade, como a presença do resíduo Tyr 21 (presente em outras PLA2s tóxicas) e a 

região C-terminal, evidenciando assim a importância do estudo das regiões responsáveis pela 

atividade tóxica das toxinas. 

Apesar da CTX ter sido isolada em 1938, por Slotta e Fraenkel-Conrat, as estruturas 

cristalográficas 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 ação da CTX e, também, para o desenvolvimento de inibidores baseados na 

relação estrutura-atividade. Neste sentido, o estudo da interação do CNF com a CTX é de 

grande importância para o avanço no conhecimento do mecanismo de ação desta toxina, além 

de fornecer um composto com potencial valor terapêutico em casos de envenenamentos por 

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

Na segunda etapa deste projeto, foram realizados experimentos miográficos para 

verificar a capacidade do CNF de neutralizar as atividades tóxicas 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 preparações neuromusculares evocadas indiretamente e 

diretamente, apesar da neutralização ter sido menos intensa nesta última. Estudos prévios 

mostram que a atividade enzimática da CTX está envolvida na ação bloqueadora neuromuscular 

(DELOT; BON 1993; CAVALCANTE et al., 2007; DOLEY; KINI, 2009) e que o CNF é capaz 

de neutralizar as atividades fosfolipásicas e as ações letais do veneno da C.d.terrificus e, 

também, de outros viperídeos (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 ligação a subunidade CB. Atualmente, o 

mecanismo de neutralização proposto para o CNF sobre a CTX descreve que a CA é deslocada 

pelo inibidor, que se liga fortemente a CB, formando um complexo estável CNF.CB desprovido 

de qualquer atividade fosfolipásica. O CNF se comporta como um aceptor solúvel da CB, 

prejudicando assim a ligação dessa subunidade ao seu alvo biológico, como a região pré-

sináptica da JNM (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 já ligada no seu 

sítio ativo (SANTOS et al., 2005; FORTES-DIAS et al., 2009). Apesar do receptor para CTX 

não ter sido esclarecido, esta proposta poderia explicar as diferenças observadas nos estudos 

miográficos, onde as preparações evocadas indiretamente e expostas a mistura CTX e CNF não 

foram bloqueadas, mas as preparações evocadas diretamente, apresentaram uma proteção 

parcial pelo CNF. 

Os experimentos realizados com a subunidade CB e o CNF mostraram que as 

concentrações de CNF utilizadas não foram capazes de neutralizar a atividade tóxica da CB. O 

número de experimentos foi pequeno, pois a quantidade de CNF necessária para completar o 

número experimental era inviável. Apesar da CB apresentar efeitos tóxicos semelhantes a CTX 

e sua atividade fosfolipásica ser essencial para o bloqueio neuromuscular (MARLAS; BON, 

1982; HAWGOOD; SMITH, 1989; HAWGOOD; BON, 1991), os efeitos tóxicos desta 

subunidade são menores, exigindo concentrações maiores para induzir respostas parecidas com 

o complexo CTX (HAWGOOD; SANTANA DE SÁ; 1979; CAVALCANTE et al., 2017). A 

baixa neurotoxicidade da CB está relacionada a perda de sua especificidade pelo sítio de ligação 

na membrana pré-sináptica, devido à ausência da subunidade carreadora CA (HAWGOOD; 

SMITH, 1977b; CHANG et al., 1977). Diante disto, as concentrações de CNF utilizadas nesse 

estudo não foram suficientes para promover uma inibição significativa da toxicidade da CB, 

provavelmente devido a sua ligação a sítios não específicos na membrana. Deve-se considerar 

que o CNF compete com a CA pelo possível alvo da CTX na membrana pré-sináptica da junção 

neuromuscular, comportando-se como um aceptor solúvel, prejudicando a ligação da CB no 

seu possível alvo biológico da região pré-sináptica. Logo, a neurotoxicidade da CTX pode estar 

relacionada com sua ligação a sítios específicos que estão indisponíveis ou de difícil 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 morfológico, para verificar a 

miotoxicidade induzida pela CTX no músculo diafragma de camundongos e, também, a 

capacidade do CNF em inibir este efeito. Inicialmente observamos os efeitos da CTX, esta 

induziu alterações das fibras musculares e aumento significativo do índice de mionecrose, 

corroborando assim com estudos prévios (GOPALAKRISHNAKONE; HAWGOOD, 1984; 

CAVALCANTE et al., 2007; ROSA et al., 2010). Estes resultados reforçaram os obtidos no 

estudo miográfico, indicando que a paralisia das preparações estimuladas diretamente decorre 

do efeito da CTX sobre as células musculares. Melo e colaboradores (2004) relataram que a 
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aplicação de CTX em células musculares promove despolarização da membrana plasmática e 

hipercontração das fibras nos minutos iniciais, além de impossibilitar a repolarização das 

células após 30 minutos. O dano celular torna-se irreversível em 10 minutos, com ruptura da 

membrana plasmática, hipercontração dos miofilamentos, bem como, aumento da taxa de 

liberação de creatina quinase; características que justificam a impossibilidade de repolarização 

da membrana plasmática e, consequentemente, paralisia da fibra. 

Neste trabalho foi observado a ação protetora do CNF ao ser pré-incubado com a CTX 

nas preparações do músculo diafragma de camundongos, pois não foi visto qualquer alteração 

morfológica nesta preparação. As fibras musculares apresentaram aspecto e número de células 

lesadas semelhantes ao controle. Essa ação do CNF também foi demonstrada em outros estudos 

que avaliaram o efeito do CNF in vivo em camundongos, verificando que este PLIγ foi capaz 

de neutralizar a toxicidade da peçonha total da C.d. terrificus ou da toxina isolada (CTX) em 

camundongos (FORTES-DIAS et al., 1991; FORTES-DIAS et al., 1994). Ao investigarem os 

efeitos do CNF na interação entre CTX e receptor alvo em sinaptossomas de ratos, Santos e 

colaboradores (2005) constataram que o CNF além de impedir a ligação da subunidade CB ao 

sinaptossoma, quando ambos são colocados em contato com o tecido, também foi capaz de 

deslocar o CB já ligado ao tecido, corroborando com os dados morfológicos aqui mostrados. 

Além disso, Lizano e colaboradores (2000) ao isolarem do soro da serpente Cerrophidion 

godmani o CgMIP-I, uma PLIγ com 90% de identidade sequencial ao CNF, observaram sua 

capacidade de impedir a liberação de creatina quinase do músculo gastrocnêmio de 

camundongos quando expostos a miotoxina I da peçonha dessa serpente. Estes achados são 

interessantes pois a miotoxina I apresenta sequência análoga a subunidade B da CTX, 

reforçando os nossos resultados. Dessa forma, o presente estudo demonstra que o CNF é capaz 

de impedir os efeitos miotóxicos da CTX, indicando um potencial papel protetor sobre as 

células musculares. 
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7 CONCLUSÕES 

O CNF é capaz de neutralizar as atividades neurotóxicas e miotóxicas da CTX in vitro, 

apresentando potencial terapêutico em casos de envenenamentos crotálicos. Além disso, o 

estudo futuro da interação molecular entre CNF e CTX possibilitará o avanço no conhecimento 

do mecanismo de ação dessas duas substâncias. O CNF, nas concentrações utilizadas, não foi 

capaz de neutralizar a atividade paralisante da CB isolada, possivelmente devido às 

concentrações utilizadas em nosso estudo, sendo necessário a realização de outros experimentos 

que permitam a utilização de menores quantidades de CNF. 
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