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Resumo
No Brasil sdo encontradas sete subespécies de Crotalus durissus (C d. cascavella, C. d. collilineatus, C. d.
dryinas, C. d. marajoensis, C. d. ruruima, C. d. terrificus e C. d. trigonicus), popularmente conhecidas por
cascavel, cascavel-gquatro-ventas, boicininga, maracamboia, maraca, entre outras. As cascavéis sdo serpentes
de porte médio e distribuidas em regides onde ocorre vegetacdo relativamente aberta como cerrados,
lavrados e campos, e raramente sdo encontradas na faixa litoranea. A caracteristica mais evidente da cascavel
é o chocalho (ou guizo) situado na ponta da cauda, que é vibrado quando a serpente se sente ameacada. O
veneno das cascavéis sdo misturas complexas de proteinas sendo a Crotoxina ou a Crotoxina-simile o
principal componente toxico. A Crotoxina foi isolada pela primeira vez, em 1938, por Slotta e Fraenkel-
Conrat, do veneno da cascavel sul-americana Crotalus durissus terrificus, e as Crotoxinas-similes de outras
subespécies de Crotalus durissus encontradas no Brasil: C. d. cascavella, C. d. collilineatus, C. d.
marajoensis e C. d. ruruima. A Crotoxina ou Crotoxina-simile sdo complexos proteicos formados da ligagdo
ibnica entre uma proteina acida, ndo toxica, denominada de Crotapotina ou Crotoxina A e outra basica,
pouco toxica, a Fosfolipase A, ou Crotoxina B, que apresentam vérias isoformas e inUmeras atividades
bioldgicas, as quais serdo abordadas neste artigo de revisdo.
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Abstract

In Brazil, we can find seven subspecies of Crotalus durissus (C d. cascavella, C. d. collilineatus,
C. d. dryinas, C. d. marajoensis, C. d. ruruima, C. d. terrificus and C. d. trigonicus), popularly
known as rattlesnake, four-noustril rattlesnake, “boicininga”, “maracambdia”, “maraca”, among
others. The rattlesnakes are midsize snakes and are distributed throughout regions where vegetation
is relatively open such as savannahs and plowed fields, and are rarely found on the coastal strip.
The most obvious feature is the rattle of the rattlesnake located on the tip of its tail, which vibrates
when the shake feels threatened. The venoms of rattlesnakes are complex mixtures of proteins with
crotoxin or crotoxin-like substance being the primary toxic component. Crotoxin was first isolated in
1938 by Slotta and Fraenkel-Conrat, from the venom of the South American rattlesnake Crotalus durissus
terrificus and Crotoxina-like from other subspecies of Crotalus durissus found in Brazil: C. d. cascavella, C.
d. collilineatus, C. d. marajoensis and C. d. ruruima. Crotoxin or Crotoxin-like protein complexes are
formed by ionic bonding of an acidic nontoxic protein named Crotoxin A or crotapotin with another basic,
low toxicity, Phospholipase A, or Crotoxin B which have several isoforms and numerous biological
activities, which are presented in this review article.
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1. Introducéo

Os venenos das serpentes, como o0 da
cascavel, sdo misturas complexas de componentes
organicos e  inorgénicos  produzidos e
armazenados em glandulas especializadas. Dentre
0S componentes organicos, destacam-se 0S
peptideos e as proteinas, que podem apresentar ou
ndo atividade enzimatica e agir em varios sistemas
fisioldgicos, levando a morte ou morbidade de
suas presas ou vitimas, apds serem injetados.
VariacBes dos constituintes quimicos e de suas
concentracdes ja foram descritas para 0s venenos
de uma mesma espécie (ontogenética, inter e
intrapopulacBes) e, devido a essas variagdes, 0s
acidentados podem apresentar diferencas nos
sinais e sintomas ap0s a picada, pois a
fisiopatologia do envenenamento é resultado do
somatorio ou do sinergismo das acdes biolégicas
desencadeada por cada constituinte do veneno.
Além dessas variagOes, podem ocorrer, ainda,
polimorfismos genéticos que induzem trocas de
aminodcidos nas sequéncias de proteinas,
resultando em diferentes conformacdes, tropismos
e, consequente, acdes bioldgicas distintas, como
sera mostrado neste artigo de revisdo para a
crotoxina e crotoxina-simile, dos venenos de
subespécies de Crotalus durissus.

2. Metodologia

A revisdo bibliografica, para a elaboragdo
do presente artigo foi realizada nos seguintes
sitios de busca: Scopus, Scirus, MEDLINE,
Science Direct, PubMed, PubMed Central e
Periodicos CAPES, o periodo consultado foi de
1938 a 2013 e a palavra-chave “crotoxin” foi
associada com as seguintes palavras: “isolation”
ou “caracterization” ou ‘“biological activities” ou
Crotalus durissus cascavella ou Crotalus durissus
collilineatus ou Crotalus durissus dryinas ou
Crotalus durissus marajoensis ou Crotalus
durissus ruruima ou Crotalus durissus terrificus
ou Crotalus durissus trigonicus.

Nesta revisdo serdo abordados os estudos
realizados com a crotoxina purificada do veneno
de Crotalus durissus terrificus e com as
crotoxinas-similes, dos venenos das subespécies
de Crotalus durissus, encontradas no territério
brasileiro: C. d. cascavella, C. d. collilineatus, C.
d. marajoensis e C. d. ruruima. Nao foram
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encontradas referéncias para 0s venenos de
Crotalus durissus dryinas e de Crotalus durissus
trigonicus. Ressalta-se que o termo “crotoxina”
serd utilizado apenas para o complexo isolado do
veneno de Crotalus durissus terrificus.

3. O Género Crotalus sp.

O género Crotalus sp., pertencente a
familia Viperidae, subfamilia Crotalinae, possui
cerca de 70 espécies e  subespécies
(http://www.reptile-database.org) € encontrado
somente no Novo Mundo, do sul do Canada a
Argentina Central. Embora a maioria das espécies
habite as regides aridas, tais como: cerrados,
desertos, lavrados e savanas, algumas espécies
podem ser encontradas em regifes pantanosas e
de florestas (KLAUBER, 1972; CAMPBELL e
LAMAR, 2004). A espécie encontrada no Brasil é
a C. durissus e possui sete subespécies C. d.
cascavella, C. d. collilineatus, C. d. dryinas, C. d.
marajoensis, C. d. ruruima, C. d. terrificus e C. d.
trigonicus (CAMPBELL e LAMAR, 1989). No
entanto, alguns autores consideram as subespécies
C. d. cascavella e C. d. collilineatus sinbnimos de
C. d. terrificus (WUSTER et al., 2005).

Os acidentes com a maioria das serpentes
do género Crotalus sp. da América do Norte e da
América Central, ndo apresentam sintomas
neurotdxicos. Os sintomas e sinais apresentados
sdo tanto locais quanto sistémicos. Dos locais, 0s
mais frequentes sdo dor, edema e hemorragia; 0s
sistémicos incluem alteracbes nos sistemas
cardiovascular, respiratério e urinario (OWNBY,
1982). Ja o veneno de Crotalus durissus terrificus,
a cascavel sul americana mais estudada, apresenta
atividade coagulante de peguena intensidade. No
local da picada observam-se edema discreto e
parestesia persistente, enquanto sistemicamente ha
sintomas de envolvimento de ac6es neuroldgicas e
miotoxica como: “facies miasténica” (ptose
palpebral uni ou Dbilateral e paralisia da
musculatura facial), oftalmoplegia, dificuldade de
acomodacdo visual, mioglobindria e elevacéo dos
niveis séricos da enzima creatina-quinase (CK)
(AZEVEDO-MARQUEZ et al., 1985;
AZEVEDO-MARQUEZ et al., 1987). As acdes
miotoxica e neurotoxica, induzidas pelo veneno
de Crotalus durissus terrificus, sdo atribuidas ao
complexo proteico, alvo desta revisdo, a
Crotoxina.



4. O veneno de Crotalus durissus terrificus

Dos venenos das cascavéis brasileiras o
mais estudado quanto a sua composi¢do quimica e
atividade bioldgica foi o de Crotalus durissus
terrificus. Deste veneno ja foram isoladas e
caracterizadas as atividade bioldgicas de varias
proteinas, como descrito a seguir: Crotamina foi a
primeira proteina isolada, em 1950, por Moura-
Goncalves e Vieira, de venenos de serpentes
brasileiras; a Giroxina foi isolada por Barrio, em
1961; Trombina-simile purificada por Raw e
colaboradores, em 1986 - porém, Alexander e
colaboradores (1988) observaram que a trombina-
simile apresentava massa molecular semelhante e
a mesma atividade biol6gica da Giroxina -; a
Conwvulxina, purificada em 1970, por Prado-
Franceschi (PRADO-FRANCESCHI; VITAL-
BRAZIL, 1981); a Fosfolipase A, “intercro”
isolada por Vieira, 2009; e, recentemente, em
2012, foi isolada por Bordon e colaboradores a
Hialuronidase.

5. Crotoxina e Crotoxina-simile

A crotoxina, o principal componente
toxico do veneno de Crotalus durissus terrificus
isolado em 1938 (SLOTTA e FRAENKEL-
CONRAT 1938a, b), foi a primeira proteina de
veneno a ser cristalizada (SLOTTA e
FRAENKEL-CONRAT 1938a, b). Em 2007, foi
recristalizada e cristalografada em raios-X
(SANTOS et al., 2007). A crotoxina possui peso
molecular de aproximadamente 30.000 daltons,
ponto isoelétrico de 4.7 e representa 65 a 68% do
peso total do veneno (HANASHIRO et al., 1978).
Uma forte indicacdo da ndo homogeneidade dessa
proteina foi mostrada, dezoito anos mais tarde,
por Fraenkel-Conrat e Singer (1956) que, tratando
a crotoxina com fluorodinitrobenzeno, verificaram
a presenca de duas subunidades: a subunidade
maior era basica e rica em residuos de lisina e
arginina, enquanto a subunidade menor era
fortemente acida (AIRD et al., 1985). Todavia, foi
s0, em 1970, que Habermann e Ribsamen,
cromatografando a crotoxina em coluna de
carboximetil celulose na presenca de tampdes
acidos, obtiveram duas fracBes. Uma fracdo
fortemente basica, pouco toxica e com atividade
fosfolipasica e outra 4&cida, ndo toxica, sem
atividade fosfolipasica. Quando as duas fracoes
eram misturadas, a toxicidade in vivo da fracdo
basica era potencializada pela fracdo acida,
enquanto a atividade enzimatica, in vitro, da
fosfolipase era inibida. Hendon e Fraenkel-
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Conrat, em 1971, separaram 0S componentes da
crotoxina tanto em DEAE-celulose pH 6,0 na
presenca de 6 mol L™ de ureia, como também em
carboximetil-celulose, sem ureia. Ribsamen e
colaboradores, em 1971, denominaram a proteina
acida de crotapotina — crota, por ter sido isolada
do veneno de Crotalus durissus terrificus; pot, por
potencializar a toxicidade da fosfolipase A, in
vivo, e in por inibir a atividade enzimatica in vitro
da fosfolipase A,. Fraenkel-Conrat e associados
preferiram denominar a crotapotina e a fosfolipase
A, em Crotoxina A e Crotoxina B,
respectivamente (HABERMANN e
BREITHAUPT, 1978). Quinze isoformas de
crotoxina ja foram isoladas e caracterizadas
(FAURE et al., 1991; WU et al., 1983).

Crotoxinas-similes ja foram isoladas dos
venenos de Crotalus durissus cascavella, C. d.
collilineatus, C. d. ruruima e detectada, pela
técnica Western-blot, no veneno de C. d.
marajoensis. A crotoxina-simile obtida do veneno
de Crotalus durissus collilineatus constitui 60%
do peso seco do veneno, apresenta propriedades
semelhantes as da crotoxina incluindo: a estrutura
heterodimérica ndo covalente, mobilidade
eletroforética em SDS-PAGE, ponto isoelétrico,
toxicidade em  camundongos, reatividade
imunol6gica, maltiplas isoformas, atividade
fosfolipasica, mapeamento de peptideos e
estabilidade em coluna de troca anibnica
(LENNON e KAISER, 1990).

Dos venenos variedade amarela e branca,
de Crotalus durissus ruruima, foram separadas
crotoxinas-similes por precipitacdo, no ponto
isoelétrico de 4,7. Semelhantes a crotoxina,
apresentaram no gel de poliacrilamida, na
presenca de Dodecil Sulfato de Sodio (PAGE-
SDS), duas bandas: uma de 14 kDa e outra de 9
kDa correspondentes a fosfolipase A, e
crotapotina,  respectivamente  (dados  ndo
publicados). Os venenos de Crotalus durissus
ruruima foram analisados individualmente e foi
observado que o0s da variedade branca
apresentaram maiores concentragcfes de crotoxina-
simile do que os da variedade amarela (DOS-
SANTOS et al., 2005). A Andlise protedmica
revelou que 82.7% do veneno da variedade branca
de C. d. ruruima é composto por crotoxina-simile
e, dentre o0s venenos estudados, foi o que
apresentou maior concentracdo dessa proteina. Por
exemplo, o veneno de Crotalus durissus terrificus,
desse estudo, apresentou em sua CcOmpOSi¢ao
proteica total 59.5% de crotoxina (CALVETE et



al, 2010), uma quantidade semelhante aquela
observada por Hanashiro e colaboradores (1978),
gue foi de 65 a 68% do peso total do veneno.

A crotoxina-simile obtida do veneno de
Crotalus durissus cascavella também apresentou
duas bandas na eletroforese em PAGE-SDS-
Tricina: uma de 15 kDa que corresponde a
fosfolipase A, e a outra de 9 kDa referente a
crotapotina (BEGHINI,et al., 2000).

O perfil eletroforético, em SDS-PAGE, do
veneno de Crotalus durissus marajoensis
apresentou trés bandas caracteristicas de massas
moleculares de aproximadamente 9, 15 e 30 kDa
correspondentes a crotapotina, a fosfolipase A, e a
crotoxina-simile, respectivamente. Porém, as
presengas de crotoxina-simile e de fosfolipase A,,
no veneno de C.d. marajoensis, sO0 foram
confirmadas com auxilio da técnica de Western
blot e pelo uso antifosfolipase A, de C. d.
terrificus, o qual revelou duas bandas: uma de
aproximadamente 15 kDa (fosfolipase A,) e outra
de 30 kDa (crotoxina-simile) (GUIDOLIN et al.,
2013).

6. Subunidades de Crotoxina e Crotoxinas-
similes: Crotapotina (Crotoxina A) e
Fosfolipase A, (Crotoxina B).

Em 1974, Breithaupt e colaboradores
demonstraram que a crotapotina, 0 componente
acido da crotoxina, isolada por cromatografia de
carboximetil-celulose,  apresenta um  peso
molecular de 8.900 daltons e ponto isoelétrico
determinado por focalizacéo isoelétrica de 3,4. A
crotapotina é composta por trés cadeias peptidicas
(A, B e C) unidas por sete pontes de sulfeto. Essas
trés cadeias foram originadas da clivagem
proteolitica de um precursor homologo a
fosfolipase A, (BOUCHIER et al., 1991). A
cadeia A contém 40 residuos de aminoacidos (M,
4.274); a cadeia B, 34 residuos (M, 3658), e a
cadeia C, 14 residuos de aminoacidos (M, 1558),
que, em solucdes de baixa forca idnica, podem ser
encontradas como dimero (M, 12000, 12600).

Aird e colaboradores (1985), utilizando
cromatografia liquida em alta eficiéncia (HPLC),
purificaram a crotapotina em coluna de DEAE-
ureia e confirmaram os resultados obtidos por
Breithaupt et al. (1974) — isto é, a presenca de trés
cadeias peptidicas. A Unica diferenca foi
observada na cadeia A que apresentou 38 residuos
(dois residuos a menos que o0 observado
anteriormente). As trés cadeias polipeptidicas da
crotapotina foram comparadas com sete diferentes
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fosfolipases A, isoladas dos venenos de diferentes
espécies de serpentes: Crotalus durissus terrificus,
Crotalus adamanteus, Crotalus atrox,
Trimeresurus oknavensis, Bitis caudalis, Bitis
nasicarnis e Bitis gabonica. A cadeia A
apresentou  homologia nos  residuos de
aminodcidos correspondentes as posi¢oes 24-32 e
41-52, comum a todas as fosfolipases usadas na
comparagdo. Na cadeia B, a homologia entre os
segmentos das fosfolipases foi também muito
grande nas posicBes 71-104. Os 14 residuos da
cadeia C apresentaram homologia com a posi¢ao
carboxi-terminal de todas as fosfolipases A,
como também, grande homologia com o segmento
(residuo 48-61) de neurofisinas de mamiferos e
seus precursores. A homologia existente entre a
cadeia C e as neurofisinas sugere que a
crotapotina tem como func¢do “acompanhar” a
fosfolipase A, ao alvo, evitando assim uma
ligacdo inespecifica (JENG et al., 1978; AIRD et
al., 1985).

A fosfolipase A, o componente bésico da
crotoxina, tem peso molecular de 14.500 daltons e
ponto isoelétrico 9,7. Consiste de uma cadeia
peptidica de 123 aminoacidos (FRAENKEL-
CONRAT et al., 1980) que formam dobras que se
anelam no nivel de suas oito pontes dissulfeto
(BREITHAUPT et al., 1974). Possui grande
similaridade em tamanho, quantidade de residuos
de cisteina e, com respeito a existéncia de sitio
ativo, com as fosfolipase A, ja estudadas na época
(pancreédtica de porco e B-Bungarotoxina). Esses
autores verificaram, ainda, que as fosfolipases
usadas na comparacdo apresentavam uma
histidina essencial para a sua atividade enzimatica
na posicdo 48 e que se inativava ao reagir com p-
brometo de fenacila. Por outro lado,
demonstraram que o0 complexo crotoxina
reconstituido pela interacdo da crotapotina com a
fosfolipase A, — tratada com p-brometo de
fenacila — apresentava perda da atividade
mionecrética e da letalidade. No entanto, essa
crotoxina reconstituida mantinha suas
caracteristicas antigénicas, pois era reconhecida
por anticorpos produzidos contra o complexo
ativo (JENG e FRAENKEL-CONRAT, 1978;
GOPALAKRISHNAKONE et al., 1981).

Aird e colaboradores, em 1986, também
sequenciaram a fosfolipase A, da crotoxina,
fragmentando a proteina com brometo ciandgenio
e endoprotease especifica para arginina e lisina.
Alguns residuos obtidos, dessa fragmentag&o,
diferiram dos residuos obtidos por Fraenkel-



Conrat e colaboradores (1980). Notaram, ainda,
que algumas posi¢Bes exibiam variacdo alélica.
Em alguns lotes de veneno o aminoacido da
posicdo 33 era acido glutamico (GLX), enguanto,
em outros, foi encontrado arginina (Arg), nessa
posicdo (AIRD et al., 1986; AIRD et al., 1990).

A sequéncia de aminoacidos da
fosfolipase A, de Crotalus durissus terrificus foi
comparada com as sequéncias de fosfolipases
obtidas dos wvenenos de outras serpentes. A
fosfolipase A, da crotoxina-simile do veneno de
Crotalus viridis concolor apresentou 100% de
homologia com os 43 residuos da posi¢cdo N-
terminal da fosfolipase A, de Crotalus durissus
terrificus. Quando compararam a fosfolipase A,
com a crotapotina de Crotalus durissus terrificus,
a homologia foi de 56,6% (a estimativa foi feita
sobre os 76 residuos, entdo conhecidos da
crotapotina). A fosfolipase A, de Crotalus
durissus terrificus apresentou também homologia
com as fosfolipases dos venenos de Crotalus
adamanteus, Crotalus atrox, Trimeresurus
oknavensis e Bitis caudalis (AIRD et al., 1986).

Semelhante a outras fosfolipases, esta
enzima é relativamente resistente a aquecimento
(85 °C), a 4cidos e a ureia 6 mol L™; entretanto, é
inativada em pH com valores préximos a 9.
Demonstra alta atividade enzimatica entre pH 7,0
e 8,0 e entre 53 a 57 °C; é dependente de célcio e
é inibida pelo quelante EDTA. Ambos os produtos
da hidrolise, lisolecitina e acidos graxos, inibem
sua acdo enzimatica (BREITHAUPT, 1976).

A fosfolipase A, de Crotalus durissus
terrificus é relativamente téxica quando
comparada com outras fosfolipases A, Sua DLs,
determinada em camundongos, pela via
intravenosa, é cerca de cinco vezes menor (0,540
mg kg') que a da crotoxina (HENDON e
FRAENKEL-CONRAT, 1971; RUBSAMEN et
al., 1971).

A fosfolipase A, e a crotapotina foram
purificadas da crotoxina-similes de Crotalus
durissus  cascavella  por  dois  passos
cromatogréaficos: cromatografia de exclusdo
molecular em Superdex G-75 e cromatografia em
HPLC de fase reversa (BEGHINI et al 2000;
2004). A cinética da enzima PLA, de C. d.
cascavella mostrou comportamento alostérico,
com atividade maxima em pH 8,3, 35-40 °C e
presenca de Ca”, porém, a atividade enzimatica
foi inibida por Zn** e Cu®*. Crotapotina, assim
como a heparina, inibiram a atividade catalitica da
enzima atuando como inibidores alostéricos
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(BEGHINI et al., 2000). Fonseca e colaboradores
(2006), também trabalhando com a crotoxina-
simile de Crotalus durissus cascavella, isolaram
PLA, crotapotina - ambas as fracOes
corresponderam a aproximadamente 85% do peso
total da crotoxina-simile - e outra fracdo menor,
que exibiu atividade serina protease. Apds
refracionamento foram obtidas trés novas fracoes.
Uma destas, denominada de F202, foi obtida com
alto grau de homogeneidade molecular e com
massa molecular de 28 kDa. Esta proteina clivou
o fibrinogénio e esta acdo foi bloqueada pelos
inibidores de serina proteases TLCK (N-a-tosil-L-
fenilalanina clorometil cetona) e PMSF (fluoreto
de fenilmetilsulfonila); induziu agregacao
plaquetéria, que também foi inibida por TLCK.

Os venenos individuais das serpentes
Crotalus durissus ruruima, coletadas em uma
Unica fazenda localizada em Boa Vista, Roraima,
Brasil, foram submetidos a cromatografia de fase
reversa. Os resultados mostraram a presencga de
componentes com tempos de retencdo muito
préximos aos observados para as subunidades da
crotoxina isolada de C. d. terrificus (crotapotina e
fosfolipase A,). Para os venenos dos individuos de
nimero 69 (veneno amarelo) e 82 (veneno
branco) foram observados dois picos na regido de
fosfolipase A, sugerindo a presenca de isoformas.
Para o os venenos 68 amarelo, 110 e 173 branco
foi observado apenas um Unico pico nessa regido
(DOS-SANTOS, et al.; 2005).

Diz-Filho e colaboradores, em 20009,
purificaram a crotoxina-simile do veneno
branco de Crotaluls durissus ruruima e a
resubmeteram a um novo processo cromatografico
sobre coluna de fase reversa. Nessas condigdes 0s
autores purificaram duas crotapotinas e duas
isoformas de fosfolipase A, denominadas de
PLA,A e PLA,B. A PLALA representou 26% e a
PLA,B apenas 7% do total de crotoxina-simile.

A crotoxina-simile e suas subunidades
apesar de terem sido detectadas no veneno de
Crotalus durissus marajoensis (GUIDOLIN, et
al., 2013), ainda, ndo foram isoladas e
caracterizadas.

7. Isoformas de Crotoxina, de Crotoxinas-
similes e de suas Subunidades

Faure e Bon, em 1987, fracionaram
amostras individuais de venenos de serpentes ou
misturas de venenos de Crotalus durissus
terrificus em cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC). Os perfis cromatograficos



obtidos de amostras individuais do veneno
indicaram que cada serpente sintetiza de cinco a
dez diferentes isoformas de crotoxina, em
propor¢oes relativas variaveis. A comparacdo dos
perfis cromatogréficos entre as amostras
individuais e a mistura de venenos permitiu a
identificacdo de quinze isoformas. Essas
observagGes sugerem que cada serpente possa
apresentar varios genes que codificam Vvérias
isoformas de crotoxina.

Breithaupt e colaboradores, em 1975,
separando a crotoxina em carboximetil celulose,
observaram a presenca de duas isoformas de
fosfolipase A,, diferentes uma da outra em alguns
aminoécidos. Essa diferenca estava presente
apenas em alguns lotes de veneno de Crotalus
durissus terrificus e, em outros lotes, apenas uma
isoforma foi encontrada. Este resultado foi
confirmado por Faure e Bon (1988), quando
fracionaram crotoxina em FPLC (Fast Protein
Liquid Chromatography) usando colunas de troca
anidnica (Mono Q) e troca catidnica (Mono S).
Por esse método foram obtidas duas isoformas de
crotapotina e quatro isoformas de fosfolipase A..
A reassociagcdo in vitro das isoformas de
crotapotina com as de fosfolipase A, permitiu a
obtengdo de oito crotoxinas. Comparando as
propriedades enzimaticas e farmacoldgicas dessas
crotoxinas reconstituidas verificaram que as duas
isoformas  da  crotapotina  apresentavam
propriedades idénticas. Todavia, as quatro
isoformas da fosfolipase A, foram divididas em
duas classes: a) as que apresentavam menor
atividade enzimatica e maior poténcia
farmacolégica, b) e as com maior atividade
enzimatica e menor poténcia farmacolégica. As
oito crotoxinas, resultantes das associagdes entre
as duas isoformas de crotapotina com as quatro de
fosfolipase A, apresentaram ligeiras diferencas na
poténcia letal e em suas propriedades
farmacoldgicas e biologicas. As comparacgdes
quantitativas das propriedades dessas isoformas
de crotoxinas revelaram que a estabilidade do
complexo tem importante papel no
desencadeamento de suas agBes farmacoldgicas
(FAURE e BON, 1988; FAURE et al., 1991, 1993
e 1994).

Quatro isoformas de crotapotina (F2, F3,
F4 e F5) e apenas uma PLA, (F6) foram obtidas,
da crotoxina-simile do veneno de Crotalus
durissus cascavella, pela analise cromatogréafica
em HPLC de fase reversa. A composicdo de
aminoacidos da PLA, apresentou grandes

Scientia Amazonia, v. 3, n.1, 102-115, 2014
Revista on-line http://www.scientia.ufam.edu.br

107

Mai-Ago ISSN:2238.1910

quantidades de residuos de meia-cisteina e de
residuos carregados positivamente, enquanto as
isoformas de crotapotinas F3 e IF4 mostraram
maior quantidade de residuos carregados
negativamente (BEGHINI et al., 2000; 2004).

Crotoxina de Crotalus durissus ruruima
foi purificada, recromatografada, em coluna de
fase reversa e, neste processo, foram obtidas duas
isoformas de crotapotina e duas de fosfolipase A,
(PLAA e PLA;B). As massas moleculares
obtidas das isoformas PLA,A e PLA,B foram,
respectivamente, de 14299,34 e de 14756,45
daltons (DIZ FILHO et al., 2009).

8. Atividades Biologicas de Crotoxina, de
Crotoxinas-similes e de suas Subunidades.

Como  mencionado  anteriormente  varias
atividades bioldgicas ja foram descritas para a

crotoxina tais como: neurotéxica (VITAL-
BRAZIL, 1966), hemolitica in  vitro
(ROSENFELD, 1971), miolitica

(GOPALAKRISNAKONE et al., 1984; MEBS;
OWNBY, 1990), analgésica (ZHU et al., 2008),
antitumoral (RUDD et al., 1994), agregacdo de
plaguetas (LAUDUCCI et al., 1994), antiviral
(MULLER et al., 2012), antibacteriana (DIZ
FILHO et al., 2009), anti-inflamatéria (NUNES et
al., 2010) e imunossupressora (DOS-SANTOS et
al., 1986; CARDOSO e MOTTA, 1997).

8.1. Atividade Neurotdxica

Vital-Brazil, em 1966, demonstrou que a
crotoxina interrompe a transmissdo neuromuscular
em preparagcbes de masculo anterior ciatico-
tibialis, de cées e gatos. Observou, além disso, que
em hemidiafragma de rato a crotoxina ndo produz
contracdo, induzindo um decréscimo na resposta a
acetilcolina. Isso o levou a sugerir que a crotoxina
interfere  na  transmissdo  neuromuscular,
provavelmente reduzindo a sensibilidade da placa
motora a acetilcolina (HABERMANN e
BREITHAUPT, 1978; BON et al., 1979).

Jeng e Fraenkel-Conrat, em 1978,
observaram que a inativacdo da atividade
enzimatica da fosfolipase A, resultou na perda da
toxicidade. Chang e Lee, em 1977, observaram
gue a agdo de bloqueio da crotoxina sobre a
transmissdo neuromuscular foi reduzida quando
jons de Ca** foram substituidos por fons de Sr*,
um inibidor da atividade fosfolipasica (BON et
al., 1979). Esta observacdo levou Bon e
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colaboradores, em 1979, a hipGtese de que a
fosfolipase A, é a responsavel por essa agdo.
Esses autores, trabalhando com preparacbes pos-
sindpticas de eletroplaca de Electrophorus
electricus, concluiram que tanto a crotoxina como
a fosfolipase A, bloqueiam a despolarizacdo
causada por agonistas colinérgicos. Nessas
condicdes, a crotoxina expressava uma acdo dez
vezes mais potente que a fosfolipase A,. A
crotapotina ndo blogueia a despolarizacdo, mas
aumenta a atividade farmacoldgica da fosfolipase
A, quando as duas proteinas sdo usadas
conjuntamente. A crotapotina previne a ligacdo
inespecifica da fosfolipase A, para sitios de baixa
afinidade. Dessa forma, os autores demonstraram
a acdo pos-sinaptica da crotoxina e da fosfolipase
A, e, ainda, que essa acdo é dez vezes mais
potente que a agdo pré-sinaptica, concluindo que o
veneno de Crotalus durissus terrificus atua tanto
nas jungbes pré quanto nas pés-sinapticas (BON

etal., 1979).

O veneno e a crotoxina-simile de Crotalus
durissus  cascavella  foram testados em
preparacdes  nervo  frénico-diafragma  de

camundongos e biventer cervicis de pintainhos e
induziram  potente  atividade  neurotoxica,
principalmente em preparagéo biventer cervicis de
pintainho. O estudo miografico mostrou, também,
gue a preparagdo biventer cervicis de pintainho foi
mais sensivel ao efeito paralisante do veneno C. d.
cascavella e da crotoxina-simile isolada deste
veneno (BEGHINI, 2001). Como mencionado
anteriormente, apenas uma isoforma de PLA; e
guatros isoformas de crotapotina foram isoladas
da crotoxina-simile de C. D. Cascavella. Essa
situacdo difere da observada para a crotoxina, da
gual foram obtidas trés ou quatro isoformas de
PLA,. Como a toxicidade do veneno depende, em
grande parte, do conteddo de crotoxina ou de
crotoxina-simile, a presenca de diversas
isoformas, deste complexo, pode potencializar a
neurotoxicidade.

A crotoxina-simile isolada de Crotalus
durissus cascavella é, também, uma neurotoxina
com acgdes pré e pods-sindptica e induz potente
atividade neurotdxica em baixas doses (BEGHINI
et al., 2000; BEGHINI et al., 2004).

O efeito letal da crotoxina tem sido
atribuido ao bloqueio pré-sinaptico da transmissao
neuromuscular, devido a reducdo da liberacdo de
acetilcolina pelas terminacfes nervosas (VITAL-
BRAZIL e EXCELL, 1971; CHANG e LEE,
1977). As crotoxinas-similes de C. D.
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Collilineatus e de C. D. Cascavella apresentaram
alta atividade letal (DLsp) e foram similares & da
crotoxina de C. D. Terrificus, com valores de
DLs, de 55, 67,5 e 70,5ug kg™, respectivamente
(RANGEL-SANTOS et al., 2004a).

8.2. Atividade Miotoxica

Gopalakrishnakone e colaboradores, em
1984, demonstraram, por meio de estudos
histopatoldgicos, que tanto a fosfolipase A, como
a crotoxina apresentavam atividade mionecroética
guando doses subletais foram injetadas em
camundongos pela via intramuscular. O mesmo
foi observado, mas em menor intensidade, quando
injetaram, nas mesmas condi¢Bes, 0 complexo
crotoxina reconstituido com a fosfolipase A,
modificada pelo p-brometo de fenacila. Esses
autores notaram, também, 72 horas apds a injecéo
da enzima, a presenca de mioblastos — indicadores
de regeneragdo muscular — fenémeno que se
completava entre 0 7° e o 11° dia. Resultados
similares foram obtidos por Kouyoumdjian e
colaboradores, em 1986, utilizando ratos como
modelo experimental. Gopalakrishnakone e
Hawgood, em 1984, também estudaram as
alteracdes morfolGgicas que ocorrem nos nervos e
nas jungdes neuromusculares de camundongos,
induzidas pela injecdo de crotoxina. Quando
injetaram doses letais de crotoxina pela via
intravenosa  observaram: alteracbes  nas
terminagfes nervosas do diafragma, incluindo
reducdo na populagdo de vesiculas sindpticas;
alteracGes morfolégicas no axolema e aumento de
tamanho das mitocondrias, que estavam
associados com sinais clinicos e desenvolvimento
da paralisia muscular durante a intoxicacao
sisttmica. N&do observaram alteracbes pos-
sindpticas ou miofibrilares no estagio de parada
respiratéria. Quando a crotoxina foi injetada pela
via intramuscular, em doses subletais, 0s autores
observaram, no inicio da mionecrose, a
desorganizacdo da placa terminal, o envolvimento
das terminacGes axdnicas pelas células de
Schwann e as alteragbes  estruturais
axoplasmaticas do nervo pré-terminal.

Salvini e colaboradores, em 2001,
demonstraram, in vivo, que a crotoxina induz
injuria  sistémica e seletiva em muasculos
esqueléticos ou regides musculares compostas por
fibras musculares oxidativas dos tipos | e Il. Os
experimentos comprovaram que a crotoxina é o
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componente  responsavel pela acdo de
miotoxicidade sistémica, observada nos acidentes
causados por Crotalus durissus terrificus
(AZEVEDO-MARQUES et al., 1985; 1987).

As crotoxinas-similes, isoladas dos

venenos variedade amarela e branca de Crotalus
durissus ruruima, induziram mionecrose, necrose
coagulativa,  homogenizacdo e  acidofilia
citoplasmética, perda das estriagbes transversais,
miodlise, edema intersticial, congestao e infiltrado
leucocitario de polimorfonucleres neutréfilos, 24
horas apds a injecdo, por via intramuscular, em
camundongos (dados ndo publicados).

A atividade miotoxica da crotoxina-
simile, isolada do veneno de Crotalus durissus
cascavella, ndo foi a acdo preponderante desse
complexo (BEGHINI et al., 2004).

Rangel-Santos e colaboradores (2004a)
compararam os efeitos miotdxicos, pela liberagao
da enzima creatina quinase (CK), induzidos pelas

crotoxinas-similes de Crotalus durissus
cascavella e de C. d. collilineatus, com a
crotoxina de C. d. terrificus. Os autores

constataram que a crotoxina induziu maior
aumento dos niveis séricos de CK do que as
crotoxinas-similes e, portanto, apresentou maior
atividade miotoxica. Neste estudo, ainda, os
autores compararam o0s efeitos miotdxicos
induzidos pelas trés fosfolipases A, isoladas dos
complexos obtidos dos trés venenos e constaram
gue os niveis de CK séricos liberados, apés a
injecdo dessas enzimas, foram similares para as
trés PLA,. Porém, a atividade miotoxica foi
menos potente do que a desencadeada pelos
complexos integros, mostrando a importancia da
crotapotina (Crotoxina A) para a eficicia dessa
acao.

A crotoxina-simile e a fosfolipase A,

isoladas do veneno de Crotalus durissus
collilineatus, ap6s administracdo por via
intramuscular  ou intravenosa, induziram

prolongado aumento de creatina quinase (CK) no
plasma. Tanto a crotoxina como a PLA;
induziram miotoxicidade sistémica, embora a
PLA, apresentou atividade menos potente do que
a crotoxina (GUTIERREZ et al, 2008),
confirmando assim o observado por Rangel-
Santos et al., 2004a.

A fosfolipase A, (crotoxina B) interage
mais seletivamente com alvos na membrana de
celulas musculares. Essa seletividade pode ser
devida a capacidade da crotoxina e da PLA, em
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induzir miotoxicidade sisttmica. A PLA, do
veneno de Crotalus durissus terrificus € um
exemplo de fosfolipase A, de Classe Il, que induz
miotoxicidade local e sistémica. A PLA, sistémica
tem alta seletividade pelas fibras musculares
esqueléticas e ndo desviam o seu foco, para se
ligarem a outros tipos celulares. O que nao ocorre
com PLA, de acdo local que se liga a diversos
tipos de células. A especificidade das PLA, de
acdo sistémica permite a difusdo desta enzima,
além do sitio da injecéo, facilitando sua chegada,
por meio da corrente sanguinea, a musculos
distante causando a rabdomidlise (GUTIERREZ
et al., 2008).

8.3. Atividade analgeésica

Crotoxina de Crotalus durissus terrificus
apresentou efeito analgésico que foi total ou
parcialmente induzido, em ratos e camundongos,
pelo sistema serotonérgico central, mas ndo pelos
sistemas opioidérgico e colinérgico. A crotoxina,
similar a morfina, provocou uma inibicéo
significativa da dor evocada pela descarga de
neurdnios no nucleo parafascicular talamico. Esse
efeito foi dose-dependente (ZHU et al., 2008).

8.4. Atividade agregadora de plaguetas

A crotoxina de Crotalus durissus
terrificus induziu agregagéo de plaquetas humanas
lavadas e o0s autores demonstraram que este
fendbmeno é independente de metabdlitos pro-
agregatorios formados do &cido araquiddnico
(LAUDUCCI et al., 1994).

Fonseca e colaboradores, em 2006,
demonstraram que a agregacdo plaquetéria,
observada pela agdo da crotoxina-simile, isolada
de Crotalus durissus cascavella, era na realidade
causada por uma serina protease denominada
F202, de 28 kDa, presente nesse complexo
proteico.

8.5. Atividade anti-inflamatoria

Nunes e colaboradores (2010)
demonstraram que a crotoxina € responsavel por
inibir, durante longo periodo, os efeitos
inflamatdrios induzidos pela carragenina como:
edema, migracdo de células para local
principalmente de polimorfonucleares (PMN) e a
interacdo dos leucdcitos com as células
endoteliais. A crotoxina induz aumento da fase de
rolamento de leucdcitos no endotélio, porém inibe
0 extravasamento dessas células para o local da
inflamacéo. Os autores mostraram que a a¢do anti-



inflamatdria da crotoxina depende da ativacdo de
receptores FPR2/ ALX e FPR1 (do inglés formyl
peptide receptors).

8.6. Atividade antiviral

A crotoxina, a fosfolipase A, isolada da
crotoxina e a fosfolipase A, -intercro”, todas
obtidas do veneno de Crotalus durissus terrificus,
apresentaram atividade antiviral frente aos virus
Degue e Febre amarela, pertencentes ao género
Flavivirus, familia Flaviviridae e de grande
importancia na Saude Publica. A crotoxina e as
fosfolipases A, inibiram o crescimento dos virus,
em células VERO EB6, na fase inicial do ciclo de
replicacdo (MULLER, et al., 2012).

8.7. Atividade antibacteriana

A fosfolipase A, (PLA;) isolada da
crotoxina-simile de Crotalus durissus ruruima
apresentou potente atividade antibacteriana frente
a bactéria Gram-negativa Xanthomonas axopodis
PV passiflorae. Essa atividade antibacteriana néo
foi inibida pela adicdo do EDTA (quelante de
fons, neste caso Ca®") demonstrando que sitio
enzimatico, da fosfolipase A, ndo foi o
responsavel por esta agdo (DIZ FILHO et al.,
2009).

8.8. Atividade antitumoral

A crotoxina  apresentou  atividade
citotoxica contra células tumorais murinas, in
vitro (CORIN et al., 1993). Rudd e colaboradores,
em 1994, demonstraram a acdo antitumoral da
crotoxina sobre células humanas em cultura. As
linhagens celulares Hs 578T (carcinoma de ductos
mamarios) e SK-LU-1 (adenocarcinoma de
pulméo) foram mais sensiveis a agdo da crotoxina
do que a linhagem U-87 MG (glioblastoma).

Yan e colaboradores, em 2006,
investigaram o envolvimento dos processos de
autofagia e apoptose, em linhagem de célula K562
de leucemia mieloide croénica, na morte induzida
por crotoxina. Os autores demonstraram que
ambos, autofagia e apoptose, sdo ativados durante
a morte das células K562 induzida pela crotoxina.

8.9. Atividade Imunossupressora

Rolim-Rosa e colaboradores (1980/81)
observaram que as concentra¢fes e os titulos de
imunoglobulinas do soro anticrotalico, produzido
contra o veneno de Crotalus durissus terrificus,
eram inferiores aos contidos em antivenenos
produzidos com venenos de espécies do género
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Bothrops sp. Mais tarde, foi demonstrado que o
veneno de Crotalus durissus terrificus suprimia,
também, a resposta imunoldgica para outros
antigenos (DOS-SANTOS et al.,, 1986). Esses
resultados foram confirmados por Cardoso e
Motta, em 1997, que observaram a supressao das
respostas imunes humorais, mas ndo das respostas
imunes celulares, para antigenos sollveis,
induzidas pelo veneno total de Crotalus durissus
terrificus e pela crotoxina. Rangel-Santos e
colaboradores  (2004b)  demonstraram  que
crotoxina inibiu a liberagéo das citocinas IL-2, IL-
4 e IL-10, em camundongos imunizados com
Albumina de Soro Humano (HSA), porém néo a
sintese de INF-y. A presenca de INF-y demonstra
que a resposta imune celular (Thl) foi mantida,
enquanto, a humoral, foi inibida (Th2) devida
auséncia, principalmente, de 1L-4.

Em 2001, Cardoso e colaboradores
sugeriram que a imunossupressao e a auséncia de
reacdo inflamatoria local, observadas em
camundongos injetados com o veneno de Crotalus
durissus terrificus, podem ser causadas por acao
indireta da crotoxina. Este complexo deve induzir
a ativacdo de mecanismos enddgenos, que levam a
secrecdo de citocinas anti-inflamatérias como a
IL-10 e de glicocorticéides, como também, a
reducdo de linfocitos e de células mononucleares
circulantes. Outro trabalho no qual foram
utilizados ratos (Wistar), que receberam crotoxina
ou fosfolipase A, por via subcutanea,
apresentaram entre uma e duas horas apds as
injecdes: diminuicdo no numero de linfocitos
circulantes no sangue e na linfa e aumento dos
nameros de linfocitos B e T, nos nddulos
linfaticos mesentéricos. Quando crotapotina foi
injetada isoladamente essas atividades ndo foram
observadas, o que demonstra ser a fosfolipase A; a
porcdo do complexo responsavel por tais efeitos.
Os autores demonstraram, ainda, que a crotoxina
promove 0 aumento das moléculas de adesdo nos
linfocitos (LFA-1) envolvidas no rolamento e na
aderéncia dessas células as células endoteliais da
microcirculacdo sanguinea e as HEV, nos nédulos
linfaticos, levando a diminuicdo do numero de
linfocitos circulantes. O aumento na expresséo das
moléculas de adesdo, nos linfocitos, pode ser
resultado da acdo de derivados eicosanoides da
via lipoxigenase (ZAMBELLI et al., 2008). Esses
achados corroboram com os resultados obtidos
por Sampaio e colaboradores (2006) os quais
demonstraram que inibicdo nas atividades de
espraiamento e fagocitose dos macrdfagos, apos



tratamento com a crotoxina ou com a fosfolipase
A,, foi mediada pelos derivados eicosanoides da
via lipoxigenase.

Ao contrario da crotoxina, a fosfolipase
A, ndo foi capaz de inibir a proliferacdo de células
esplénicas induzidas pelo mitdégeno, Concavalina
A, indicando que a fosfolipase A, ndo é o
componente  imunossupressor do complexo
(RANGEL-SANTOS et al., 2004b). Porém,
Sampaio e colaboradores (2005) demonstraram
que a fosfolipase A, isolada da crotoxina de
Crotalus durissus terrificus, inibiu o espraiamento
e a atividade fagocitica de macréfagos, da
cavidade peritoneal de ratos.

A fosfolipase A, isolada da crotoxina
guando usada na imunizacdo de camundongos e
equineos, induziu a produgdo de anticorpos e a
protecdo dos animais hiperimunes contra a agéo
letal do veneno total de Crotalus durissus
terrificus (DOS-SANTOS et al., 1988; DOS-
SANTOS et al., 1989).

9. Conclusbes

A multiplicidade e diversidade de
isoformas podem explicar os tropismos distintos
da crotoxina ou das crotoxinas-similes para 0s
diferentes Orgdos, tecidos ou células, induzindo
diversas atividades bioldgicas ou atividades
semelhantes, com variagdes em suas intensidades.
A utilizacdo de vérios genes para codificar um
Unico complexo proteico demonstra a importancia
da crotoxina ou das crotoxinas-similes para a
sobrevida das subespécies de Crotalus durissus.
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