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Introducao

O envenenamento pelos acidentes ofidicos foi
reconhecido como uma doenga  tropical
negligenciada pela Organizacdo Mundial de Saude?.
No Brasil, as serpentes das espécies do género
Crotalus (cascavéis) promovem a maior taxa de
mortalidade entre as vitimas2. A Crotoxina (CTX),
fracdo majoritaria do veneno de cascavéis, € um
complexo proteico heterodimérico com potente
efeito neurotoxico pré-sinaptico®. A CTX é formada
por uma subunidade &cida, n&o-tdxica e né&o-
enzimética (Crotoxina A, CA ou Crotapotina) ligada
ndo-covalentemente a uma componente bésica,
uma fosfolipase Az (PLA2) enzimatica e tdxica
(Crotoxina B ou CB)* Esse complexo atua pela
sinergia entre suas subunidades. Sugere-se que a
CA pode diminuir a atividade catalitica da CB, pois
pode bloquear parcialmente o acesso ao substrato.
Como a mesma néo possui agéo local, a CA atuaria
como carreadora da CB a seu sitio especifico,
localizado na membrana pré-sinaptica da juncéo
neuromuscular. Apds a interacdo do complexo com
o alvo, as subunidades dissociam-se, permitindo
gue a CB exerca seu papel neurotoxicos.

Apesar da soroterapia geralmente neutralizar os
efeitos sistémicos do envenenamento ofidico, pode
ocorrer reagbes adversas graves®. Além disso, o
mecanismo de acdo desta toxina nao esta
completamente elucidado, justificando o]
aprofundamento dos estudos nesta area. Vale
ressaltar ainda, que a CTX e suas subunidades vem
sendo estudada pelo seu potencial como farmaco
para diversas patologias®.

Aprofundar o conhecimento estrutural e funcional da
CTX e suas subunidades isoladas, utilizando como
modelo o veneno da subespécie Crotalus durissus
terrificus, cascavel de maior dispersdo em territério
brasileiro.

Material e Métodos

O isolamento da CTX e suas subunidades foi
realizada a partir do fracionamento do veneno bruto
de C. d. terrificus por cromatografia liquida de
exclusdo molecular (CTX), em fase reversa (CA e
CB) e de troca ibnica (isoformas de CA)"8. As
subunidades de CA foram avaliadas por
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espectrometria de massas do tipo MALDI-TOF®. As
fracbes de cada etapa cromatografica foram
analisadas por eletroforese em gel de poliacrilamida
(SDS-PAGE)™0. Para realizar estudos estruturais, a
CTX e suas subunidades foram submetidas a
ensaio de cristalizacdo e co-cristalizagao!* com
inibidores de PLA:z descritos na literatura. Os cristais
serdo submetidos a experimentos de difracdo de
raios X para a obtencéo das estruturas quaternarias
dessas toxinas na forma nativa e em interagdo com
ligantes. Para realizar os estudos funcionais sera
realizada a verificacdo de atividade enzimatica'? da
CTX e da CB, na presenca dos potenciais inibidores
encontrados nas estruturas cristalograficas.

Resultados e Discussao

As andlises cromatograficas e por SDS-PAGE
corroboram o perfil do veneno crotalico’, com fragdo
minoritdria de Crotamina. A alta homologia
sequencial entre as fracbes coletadas ndo permitiu
a diferenciagdo das isoformas de CA. Os testes de
cristalizacdo das toxinas nativas e complexadas
estdo em andamento.

Conclusodes

As regifes estruturais de interesse farmacolégico
serdo analisadas apO0s a obtencdo dos cristais.
Adicionalmente serdo realizados ensaios estruturais
em solucdo, como andlises por dicroismo circular,
espectrometria de fluorescéncia e espalhamento
dindmico de luz, disponiveis nas dependéncias do
laboratério.
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