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Resumo

A crotoxina € uma fosfolipase A, que € a principal responsavel pelo efeito neurotoxico do veneno das serpentes da especie Crotalus durissus,
popularmente conhecida como cascavéis. Na crotoxina existem duas subunidades: uma acida, néo toxica e desprovida de ago enzimatica, (chamada
de crotoxina A ou CA); e uma basica, toxica com atividade enzimatica (chamada de crotoxina B ou CB). O principal objetivo desse trabalho é estudo
da CA, CB e do complexo CA+CB através das técnicas de Espalhamento de Raios-X a Baixo Angulo (SAXS), absorcéo Optica e fluorescéncia estatica.
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Abstract

The crotoxin is a phospholipase A, that is the mainly responsible for the neurotoxic effect of the snakes’ venom of the species Crotalus durissus,
popularly known as rattlesnakes. In the crotoxin there are two subunits: an acidic, non-toxic and devoid of enzymatic action, (called crotoxin A or CA);
and a basic, toxic with enzymatic activity (called crotoxin B or CB). The main objective of this work is to study the CA, CB and the complex CA + CB

using the Small-Angle X-ray Scattering (SAXS), Optical absorption spectrometry and static fluorescence techniques.

Keywords: crotoxin, phospholipases A2, structure-activity relationship.

Introdugéao

As serpentes do género Crotalus, popularmente conhe-
cidas no Brasil como cascavéis, estao representadas por
uma Unica espécie com ampla distribuicdo geogréfica,
Crotalus durissus, que possui cinco subespécies, sendo
as espécies Crotalus durissus terrificus e a Crotalus duris-
sus collilineatus as mais conhecidas e estudadas’. O estu-
do do veneno dessas serpentes é especialmente relevante,
uma vez que este género é responsavel pelo maior nimero
de Obitos em acidentes ofidicos e seu veneno possui pro-
nunciadas atividades neurotodxica, miotoxica e coagulan-
te, que acarretam em paralisias musculares, insuficiéncia
respiratéria, mioglobinuria e insuficiéncia renal aguda, prin-
cipal causa de obito nesses envenenamentos®®. A agéo
neurotdxica, principal caracteristica do veneno crotdlico,
¢ fundamentalmente produzida pela crotoxina, que é o

componente responsavel pela alta toxicidade do veneno,
representando até 60% do peso total do veneno bruto
seco*. Além da crotoxina, outras neurotoxinas foram isola-
das do veneno de Crotalus, como a crotamina, a giroxina
e a convulxina, cujos efeitos, caracterizados experimental-
mente, ndo sao identificados nas manifestacdes do enve-
nenamento humano?®.

A crotoxina é uma fosfolipase A, neurotoxica e mio-
toxica com potente atividade de bloqueio da transmis-
s&o neuromuscular através de uma acgao pré-sinaptica,
inibindo a liberagéo de acetilcolina pelos impulsos ner-
VOSO0S, O que provoca paralisia motora e respiratéria nos
animais®’. A crotoxina é um complexo heterodimérico
composto por uma associagdo ndo-covalente entre
duas subunidades: uma acida que é conhecida como
crotoxina A, CA ou crotapotina®® e uma basica que é co-
nhecida como crotoxina B ou CB'®'". Quando isoladas,
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foi demonstrado que a CB possui uma agao toxica e en-
zimatica menor que a crotoxina e que a crotapotina nao
possui acao toxica e nem atividade enzimatica'®. Esta
grande variacdo pode ocorrer devido a modificagcdes
poés-traducionais que ocorreriam em uma molécula
precursora da crotoxina ou da expresséo de diferentes
RNAs mensageiros presentes em um Unico individuo'.
Duas dessas isoformas de crotoxina B (CB1 e CB2) fo-
ram isoladas a partir de uma biblioteca de cDNA pre-
parada a partir de uma Unica glandula de veneno de
Crotalus durissus terrificus'®. O sequenciamento dos
aminoacidos dessas duas isoformas mostra que elas
diferem em oito residuos, resultando em diferengas em
suas propriedades enzimaticas e farmacologicas™. A
isoforma CB1 se associa com alta afinidade a qualquer
isoforma de CA resultando em uma crotoxina mais toxi-
ca, mas enzimaticamente menos ativa que o complexo
menos estavel formado pela associacédo de CA com a
isoforma CB2%'2, Nos ultimos anos, a estrutura crista-
lografica da crotoxina B de Crotalus durissus terrificus
foi elucidada’. Essa estrutura é formada por um tetra-
mero formado por dois dimeros. Cada dimero, por sua
vez, € formado por um mondmero da isoforma CB1 e
por um mondémero da isoforma CB2. Essa conforma-
cao dimérica/tetramérica pode potencializar a atividade
neurotoxica da CB através da criagdo de novos sitios
de ligagdo que aumentariam a afinidade da CB com
a membrana pré-sinaptica’®. Apesar disso, ainda nao
se sabe como ocorre a interacao da crotapotina com
a crotoxina B para a formagdo do complexo crotoxina.
Recentemente, foi elucidada a estrutura do complexo
total da crotoxina (CA+CB), onde apenas uma molécu-
la de CB se ligaria a CA e provavelmente esta atuaria
como mondmeros'“. A fim de se obter informagdes es-
truturais acerca da oligomerizagéo da CB e como seria
a sua interacado com a CA, foram usadas as técnicas
de espalhamento de raios-X a baixo angulo (SAXS), de
absorcéao optica e fluorescéncia estatica.

Materiais e Métodos

Amostras de Crotoxina A (CA), Crotoxina B (CB) e o com-
plexo CA+CB foram preparadas em solugao tampao Tris
HCI, pH = 8,0, e forga idbnica 20 mM.

Os experimentos de SAXS foram realizados no equi-
pamento Nanostar™ — Bruker, localizado no Instituto de
Fisica da Universidade de Sao Paulo (USP). As amostras
foram analisadas a 25 °C com concentracdes de apro-
ximadamente 5 mg/mL. Estas foram acondicionadas em
capilares de quartzo. Foram realizadas 27 aquisicdes de
600 s para cada amostra a fim de observar eventual de-
gradacédo da amostra pela incidéncia de raio-X.

Os experimentos de absorcdo optica e fluorescén-
cia estatica foram realizados na Faculdade de Filosofia,
Ciéncias e Letras da USP de Riberao Preto (SP). As amos-
tras foram analisadas a temperatura ambiente com
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concentracdes de aproximadamente 40 mM. Estas foram
acondicionadas em cubetas de quartzo de caminho Opti-
co 2 mm. Para as medidas de fluorescéncia, foi usado um
comprimento de onda de excitagao de 295 nm.

As fungbes distribuicéo de distancias p(r) foram ob-
tidas da transformada de Fourier indireta das curvas de
espalhamento de raios-X, através de programa computa-
cional desenvolvido por D. . Svergun.

Absorgéo oOptica foi usada para determinar o espectro
de absor¢ao das moléculas aqui estudadas. Para estas
proteinas, a absor¢do de luz ocorre apenas para as liga-
¢des peptidicas, a fenilalanina (Phe), a tirosina (Tyr) e o trip-
tofano (Trp), com cada grupo molecular absorvendo num
intervalo especifico de comprimento de onda. Para a Phe,
a absorbancia maxima ocorre em 257 nm, para a Tyr em
274 nm, e para o Trp em 280 nm.

Fluorescéncia estatica foi usada para detectar a inten-
sidade de luz fluorescente emitida pela excitagéo do Trp
constante em cada uma das moléculas estudadas. Luz
polarizada na excitagdo e emissédo das moléculas foram
usadas para a determinagao do grau de anisotropia das
mesmas. Medidas de anisotropia dao informacdes sobre
o tamanho e forma das proteinas e sua difusao rotacional.
Quanto maior é o valor da anisotropia, menor é a difuséo
rotacional.

Resultados

S&o apresentadas as Figuras 1 e 2, referentes as curvas
da intensidade de espalhamento /(g) em fung¢édo do vetor
de espalhamento g, e as fungdes distribuicao de distan-
cias p(r), respectivamente, para as amostras CA, CB e o
complexo CA+CB. J& a Figura 3 e 4 representam variagao
da absorbancia A em fungao do comprimento de onda |
e a intensidade fluorescente do Trp em fungé&o do com-
primento de onda de emisséo |, respectivamente. Ja a
Figura 5, apresenta a anisotropia fluorescente do Trp em
fungédo do comprimento de onda de emisséo |.

® Crotoxin A
u Crotoxin B

0,14 4 Crotoxin Complex |

= 0,014

1E-34

000 005 010 015 020 025 030 035
qlA1]

Figura 1. Curva de espalhamento de raio-X a baixo angulo para
as amostras CA, CB, e o complexo CA+CB.
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Figura 2. Funcdo distribuicdo de distancias para as amostras
CA, CB, e o complexo CA+CB.

Figura 4. A intensidade fluorescente do Trp em fungéo do
comprimento de onda de emissdo | para as amostras CA, CB, e
do complexo CA+CB.
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Figura 3. variacdo da absorbancia A em funcdo do comprimento
de onda | para as amostras CA, CB, e do complexo CA+CB.

Discussao e Conclusoes

Na Figura 1, através da transformada de Fourier indireta
das curvas de espalhamento foi possivel obter as funcdes
distribuicao de distancias (ver Figura 2). Da Figura 2 ob-
serva-se que as amostras tém dimenséao maxima de apro-
ximadamente 55 A paraa CA, 75 A paraaCBe 70 A para
o complexo CA+CB. Além disso, o raio de giro obtido para
aCAéde R,= 16,35=0,05 Aeo peso [nolecular de MW=
224 kDa. Paraa CB, R = 25,69:0,003 Ae MW= 42+8 kDa
e para 0 complexo Rg: 21,37+0,05 A e MW=35+7 kDa.
Ja com base na Figura 3, os espectros séo resul-
tantes da absorcao das ligagdes peptidicas, da Phe, da
Tyr e do Trp. As diferencas nos espectros observados
entre as proteinas estudadas podem estar relacionadas
as diferencas do ambiente molecular em que tais grupos
absorvedores se encontram. Em relacéo a Figura 4, o
valor maximo da intensidade fluorescente do complexo

Figura 5. Anisotropia fluorescente do Trp para as amostras CA,
CB e 0 complexo CA+CB, diluidas em solugo tamp&o Tris HCI.

é observado em 344 nm, e da CA e CB em torno de
351 nm. Tal diferenca se deve a mudanca do ambien-
te molecular do Trp. Isoladamente o Trp da CA e CB
encontra-se num ambiente polar. Quando ambas as cro-
toxinas se complexam, o Trp é observado em um am-
biente menos polar. A intensidade fluorescente da CB é
maior que a CA. Isso esta de acordo com a quantidade de
Trp encontrado em cada uma das amostras (1 para CAe 3
para CB). No entanto, para o complexo, observa-se uma
intensidade fluorescente muito menor do que as crotoxi-
nas isoladas. Pode-se associar a uma elevagao da taxa
de decaimento nao radiativo ou supressao colisional.
Jéa em relagao a Figura 5, a CA apresenta um valor mé-
dio aproximado de 0,75, a CB um valor médio de 0,95, e
o complexo CA+CB um valor médio de 0,11, de acordo
com o tamanho de cada proteina (maior proteina, menor
movimento de difusdo rotacional da mesma, e conse-
qlientemente maior é o valor da anisotropia).
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A analise de SAXS mostra que o0 complexo possui
uma dimensdao maxima ligeiramente menor que a CB.
Isso pode estar associado ao processo oligomerizacao do
complexo, reduzindo assim o seu volume. Esse resultado
também é observado por anisotropia de fluorescéncia que
mostra valores médios da CB e complexo bastante simi-
lares. A analise das medidas de fluorescéncia mostra que
na complexacao das proteinas CA e CB, o Trp se dirige
para um ambiente hidrofébico, diferente de seu compor-
tamento quando analisadas isoladas. Nesse processo de
complexagéo, a mudanga do ambiente molecular do Trp
leva a uma reducao da taxa de decaimento fluorescente
devido a processos ainda nao esclarecidos.
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