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RESUMO

Crotalus durissus ruruima (C.d.r) é uma cascavel que habita a regido norte do pais e que
possui, dentre as toxinas presentes na sua composi¢ao do veneno, a crotoxina (CTX)
como a mais abundante. Estudos demonstram que essa toxina pode apresentar diferentes
atividades, dentre estas, atividade anti-inflamatoria e anticoagulante, entretanto, a CTX
da subespécie Crotalus durissus ruruima (C.d.r) ainda ndo foi isolada e testada quanto
suas potenciais atividades. Portanto, o objetivo geral do presente trabalho foi avaliar
atividade anti-inflamatoria e anticoagulante da CTX isolada de C.d.ruruima em modelo
in vitro. A partir da peconha bruta de Crotalus durissus ruruima, a CTX foi purificada
através de duas etapas de cromatografia liquida: cromatografia por exclusdo molecular
(Superdex 75GL) e cromatografia por troca anionica (Mono-Q GL). Os procedimentos
cromatograficos foram monitorados por eletroforese SDS-PAGE e ensaio de atividade
fosfolipasica. Para avaliar a acdo citotdxica da CTX sobre leucdcitos mononucleares de
sangue periférico (PBMC), foi utilizado método de viabilidade celular medido pela
reducdo do MTT. A avaliacdo da atividade anti-inflamatdria foi realizada com PBMC
previamente tratado com CTX e em seguida desafiado com o agente pro-inflamatério
lipopolissacarideo (LPS), apos a cultura, foi coletado o sobrenadante para dosagens das
citocinas IL-1p e TNF-a. Para avaliagdo da atividade anticoagulante, o Plasma Pobre em
Plaquetas foi incubado com diferentes concentragdes de CTX (3,0; 1,5; 0,75; 0,375 e
0,1875 pg/mL) e avaliado através do teste de Tempo de Protrombina. Apos etapas
cromatograficas de purificacdo, a analise por SDS-PAGE apresentou uma banda de
aproximadamente 9kDa e 15kDa, correspondentes as duas porc6es da toxina (CA e CB),
além da presenca de atividade fosfolipasica. Os ensaios de viabilidade celular
demonstraram que as doses de CTX de 0,01 pg/mL e 0,05 pg/mL n&o apresentaram agédo
citotoxica, sendo a dose 0,01 pg/mL a mais viavel. Na avaliacdo da atividade anti-
inflamatdria, pudemos observar que ambas as doses de CTX foram capazes de reduzir a
producéo das citocinas TNF-a e que a dose de 0,01 pg/mL também foi capaz de reduzir
a producéo de IL-1pB, sendo considerada a dose mais eficaz. Com relagdo ao teste de
atividade anticoagulante, a dose de 3 pg/mL prolongou o tempo de coagulacéo. Concluiu-
se, portanto, que a CTX isolada de C.d.ruruima demonstrou atividade anti-inflamatoria e

anticoagulante, representando um potencial agente terapéutico em doencas inflamatorias.

Palavras chave: Crotoxina; Anti-inflamatoria; Anticoagulante; Purificacao.



ABSTRACT

Crotalus durissus ruruima (C.d.r) is a rattlesnake species found in the northern region of
Brazil, whose, among the various toxins present in its venom, crotoxin (CTX) is the most
abundant in its venom. Studies have shown that CTX exhibits diverse biological
activities, including anti-inflammatory and anticoagulant effects. However, CTX from
the Crotalus durissus ruruima subspecies has not yet been isolated or tested for its
potential biological properties. Therefore, the main objective of the present study was to
evaluate the anti-inflammatory and anticoagulant activities of CTX isolated from C. d.
ruruima in an in vitro model. CTX was purified from crude venom through a two-step
liquid chromatography process: size-exclusion chromatography (Superdex 75 GL)
followed by anion-exchange chromatography (Mono Q GL). Chromatographic
procedures were monitored by SDS-PAGE electrophoresis and phospholipase activity
assay. To assess the cytotoxic effect of CTX on peripheral blood mononuclear cells
(PBMCs), the MTT reduction assay was employed to determine cell viability. The anti-
inflammatory activity was evaluated by treating PBMCs with CTX followed by
stimulation with the pro-inflammatory agent lipopolysaccharide (LPS). After incubation,
culture supernatants were collected for quantification of cytokines IL-18 and TNF-a. For
anticoagulant activity assessment, platelet-poor plasma was incubated with different
concentrations of CTX (3.0; 1.5; 0.75; 0.375; and 0.1875 ug/mL) and tested using the
Prothrombin Time assay. Following purification steps, SDS-PAGE analysis revealed
bands at approximately 9 kDa and 15 kDa, corresponding to the two subunits of the toxin
(CA and CB), along with confirmed phospholipase activity. Cell viability assays
indicated that CTX at concentrations of 0.01 pg/mL and 0.05 pg/mL were non-cytotoxic,
with 0.01 pg/mL being the most suitable dose. Anti-inflammatory activity assessment
showed that both CTX concentrations reduced TNF-a production, while 0.01 pg/mL also
reduced IL-1p levels, making it the most effective dose. Regarding anticoagulant activity,
the 3 ug/mL dose significantly prolonged clotting time. In conclusion, CTX isolated from
C. d. ruruima demonstrated both anti-inflammatory and anticoagulant activities,

suggesting its potential as a therapeutic agent for inflammatory disorders.

Keywords: Crotoxin; Anti-inflammatory; Anticoagulant; Purification.
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1 INTRODUCAO

As serpentes do género Crotalus, popularmente conhecidas como cascavéis,
pertencem a familia Viperidae com ampla distribuicdo geogréfica nas Américas. No
Brasil, o género é representado somente por uma espécie, a Crotalus durissus, que se
subdivide em diferentes subespécies distribuidas geograficamente, dentre elas a
subespécie Crotalus durissus ruruima esta presente na regido do Monte Roraima, no
Norte do pais (Melo; Blanco, 2014).

A composicdo da peconha de Crotalus durissus apresenta toxinas como
fosfolipases, serinoproteases, lectin-like e peptideos, além de L-aminoacido oxidases,
metaloproteases e outras (Calvete et. al., 2010). Dentre estes componentes, a crotoxina
(CTX), uma fosfolipase A2, é o principal componente, correspondendo a
aproximadamente 82,7% na peconha da subespécie Crotalus durissus ruruima. A toxina
é caracterizada por ser um complexo heterodimérico ligado ndo covalentemente formado
por uma fosfolipase A2 bésica e enzimaticamente ativa (denominada CB) e um dominio
acidico ndo enzimatico (denominado CA ou Crotapotina) (Sampaio et al., 2010).
Entretanto, a CTX de C.d.ruruima ainda € pouco explorada (Pucca et al., 2021).

Por constituir a maior parte da peconha, a CTX atua como a principal toxina
causadora dos efeitos patoldgicos causados pelos acidentes crotalicos no Brasil, estando
associados a efeitos como incoagulabilidade sanguinea, miotoxicidade e bloqueio
neuromuscular. Porém, a inflamacao aguda no local da picada causada pela pe¢onha de
C.durissus € relativamente baixa quando comparada as inflamacbes causadas por
acidentes botropicos, o que indica o baixo potencial inflamatério dessa toxina (Pucca et
al., 2021).

Desde a sua descoberta em 1938, os estudos envolvendo a CTX tomaram um
enfoque na pesquisa em relacdo as suas propriedades imunomodulatérias. Estudos mais
recentes demonstraram que ha uma tendéncia de resposta imunossupressora e anti-
inflamatdria, em modelos experimentais (Sartim; Menaldo; Sampaio, 2018).

Ademais, as fosfolipases Az isoladas da peconha de serpentes da familia Viperidae
(sPLA?) apresentam efeitos de acéo cardiovascular, miotoxicidade, indugéo e inibi¢do de
edemas, agdo hemolitica e atividade anticoagulante (Kini, 2003).

Observando as tendéncias dos estudos envolvendo os potenciais farmacoldgicos

da CTX, somado a lacuna de estudos aprofundados relacionados a subespécie
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C.d.ruruima, torna-se evidente a necessidade de uma analise mais aprofundada sobre as
atividades da CTX extraida desta subespécie. Com isto, o presente trabalho foi realizado

visando contribuir com mais informagdes com relagdo a este tema.

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Crotalus durissus

Serpente pertencente a familia Viperidae, subfamilia Crotalinae (Costa; Bernils,
2018). Esta espécie ocorre em areas secas e pedregosas, e estd amplamente distribuida
desde 0 México ao norte da Argentina, possuindo 11 subespécies distribuidas na América
do Sul (Wuester et al., 2005), deste total, seis subespécies sao encontradas em territdrio
brasileiro (C. d. durissus, C. d. cascavella, C. d. collilineatus, C. d. marajoensis, C.d.

ruruima e C. d. terrificus) (Costa; Bérnils, 2018).

2.1.1 Crotalus durissus ruruima

Descrita em 1965 por Hoge, a subespécie C.d.ruruima é encontrada no Brasil,
unicamente no estado de Roraima, principalmente nas regides de encosta do Monte
Roraima (Costa; Bérnils, 2018) (Hoge, 1965). De acordo com Pucca et al (2021) em sua
revisdo sobre a subespécie, seu tamanho varia de 31,5 a 34,5cm, sendo as fémeas
normalmente maiores do que os machos, entretanto, o dimorfismo sexual ainda néo foi
totalmente evidenciado na subespécie C.d.ruruima. Ainda de acordo com a revisao, seus
habitos sdo noturnos, tendo uma maior atividade a partir das 19h, com um pico entre as
21h e 22h, em relacdo a sua atividade durante o ano, 0s meses de agosto a fevereiro tomam
destaque, principalmente por apresentarem um clima mais seco e quente. Além disso, sua
dieta é composta por pequenos mamiferos e lagartos, e sua estratégia de caca consiste em
se manter camuflada e aguardar a presa se aproximar.

A peconha crotalica é composta de uma complexa mistura de substancias, dentre
elas, fosfolipases A2 (PLAZ2s), com destaque para a CTX por conta da abundancia
presente nesta peconha (Melo; Blanco, 2014). Em relagdo a composi¢do da peconha de
C.d.ruruima, hd uma diferenca significativa na composicéo deste em relagdo ao de outras
subespécies de Crotalus durissus, apresentando duas formas distintas denominadas

“pegonha branca” e “pegonha amarela” (dos Santos, 1993), além de apresentar uma maior
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concentracdo de crotoxina, aproximadamente 82,7% do peso molecular total da peconha,
em relacdo a outras subespécies, como C.d.terrificus, na qual a crotoxina representa em
média 60% do peso molecular da pe¢onha bruta (Pucca et al., 2021; Sartim; Menaldo;
Sampaio, 2018).

2.2 Fosfolipase A2

As fosfolipases sdo uma familia de proteinas enzimaticamente ativas, que
apresentam diversos potenciais. Estas podem ser classificadas em cinco superfamilias:
Al, A2, B, C e D, a depender do sitio de clivagem sobre qual atuam (Macédo, 2011). As
fosfolipases do tipo A2 (doravante PLA2s) possuem acédo hidrolitica sobre a ligacao 2-
acil-éster, na posicao sn-2 de fosfolipidios, esta clivagem é responsavel pela liberacéo de
acidos graxos livres, assim como lisofosfolipidios (como o acido araquidénico e o &cido
lisofosfatidico) (Khan; Ilies, 2023). De acordo com Kini (2003) por conta desta clivagem
e liberacdo de diferentes moléculas no organismo, as PLA2s possuem diversas funcgdes
no organismo, sendo os principais papéis farmacoldgicos: anticoagulante, hipotensivo,
hemolitico, inibidor da agregacdo plaquetaria, bactericida e pro6 inflamatério.

A superfamilia de PLA2s é dividida em 15 grupos e subgrupos, sendo estes
alocados em cinco tipos distintos a depender da proteina. Dentre estes, as PLA2s
encontradas em peconhas de serpentes da familia Viperidae, estdo classificadas como
PLAZ2s secretadas (SPLAZ2s) (Macédo, 2011). A peconha de C.d.ruruima apresenta
diferentes formas de PLA2s, dentre estas a por¢do basica da Crotoxina, denominada CBr,
a qual demonstrou possuir potencial imunoterapéutico (Sartim; Menaldo; Sampaio,
2018).

2.3 Crotoxina

Purificada e identificada em 1938 (Slotta, 1938), pode ser definida como um
complexo heterodimero proteico composto por duas por¢des, uma porcao basica e uma
porcdo acida. A porcdo basica, também denominada CB é a porcdo enzimaticamente
ativa, composta por uma PLAZ2s, enquanto a porcdo acida, denominada CA ou
Crotapotina, € ndo enzimaticamente ativa e restrita de atividade fosfolipasica (Rubsamen;
Breithaupt; Habermann, 1971).
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A familia das PLAZ2s representa a maior parte constituinte das peconhas das
subespécies de C. durissus, representando em media de 70-80% do total de proteinas
presentes (Boldrini-Franca et al., 2009). Dentre estas, a CTX, é considerada a mais
abundante na composicdo das peconhas das mesmas, chegando a 82,7% do peso
molecular total da peconha na subespécie C.d.ruruima. Ademais, a CTX esta relacionada
com os efeitos miotdxicos e neurotoxicos do envenenamento crotélico.

Estudos recentes demonstram novas perspectivas em relagdo a CTX, ao
demonstrar seus potencial imunossupressor, anti-tumoral e até mesmo antimicrobiano,
evidenciando-a como uma possivel estratégia farmacoldgica para o tratamento de
doengas. (Sartim; Menaldo; Sampaio, 2018; Samy et al., 2006; Wang et al., 2014).

2.4  Efeito anti-inflamatério da Crotoxina

Diferente das reacfes causadas por envenenamentos botrépicos, os acidentes
crotalicos apresentam reacOes inflamatorias de baixa intensidade (Pucca et al., 2021).
Estudos recentes demonstraram que o tratamento com crotoxina em testes in vitro, afetou
diretamente os linfécitos B, além de promover a producdo de citocinas I1L-10, uma
citocina anti-inflamatoria (Silva, 2020). Além disso, diversos outros estudos demonstram
a acdo de inducdo da producdo de citocinas com desvio para a dominancia anti-
inflamatoria, resultando, por exemplo, na reducdo do edema de pata e da inflamacéao de
mucosa de c6lon de camundongos (Cruz et al, 2008; Almeida et al, 2015).

Esses efeitos estdo associados ndo apenas a reducao da producdo de mediadores
pro-inflamatorios como TNF-a, IL-1p e IL-6, por se tratar de uma fosfolipase A2 a CTX
é responsavel por ativar o metabolismo lipidico e produzir mediadores eicosanoides a
partir do &cido araquidénico gerado pela toxina, ativando uma alta producdo de
mediadores lipidicos dependentes da 5-lipoxigenase, o0 que resulta na producdo de
Lipoxina A4, que possui atividade anti-inflamatdria no organismo, assim como 0
aumento da producdo de outros mediadores que podem apresentar efeitos anti-
inflamatdrios no organismo, como o IL-10, TGF-B, e prostaglandina E2 (PGE2) (Sartim
et al., 2018; Nunes et al., 2010; Almeida et al., 2015).

2.5  Efeito anticoagulante da crotoxina
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As sPLA2s apresentam atividades biolégicas como atividade neurotoxica,
miotoxica, inducdo de edema, agregacdo plaquetaria, acdo anticoagulante e hipotensiva.
Estas atividades estdo relacionadas com sua especificidade de acdo sobre o0s sitios ativos
(Cunha; Martins, 2012) (Kini, 2003). A acdo da CTX sobre a coagulacéo ja foi descrita
previamente. Pesquisas mostraram gue tanto o complexo CTX (CB + crotapotina) quanto
seus componentes isolados apresentam uma acéo anticoagulante, sendo a acdo de CB de
maior intensidade que a Crotapotina (Prezoto et al., 2018). Em estudo feito por Oliveira
(2022) a presenca de crotoxina (especialmente CB), isolada da peconha de C.d.terrificus,
prolongou o tempo de coagulacgéo, sendo classificada com acao anticoagulante.

O mecanismo ainda néo foi definido, mas é pressuposto que a a¢éo anticoagulante
esta associada a capacidade da toxina em interagir com um sitio especifico (Target site)
presente no fator Xa da cascata de coagulacdo, impedindo a formacdo do complexo
protrombinase, e, portanto, impedindo a formacéo de codgulo através de mecanismo néo-
enzimatico, sendo esta acdo independente ou paralela a funcéo catalitica da fosfolipase
(Faure et al., 2007; Nemecz et al., 2020; Gimenez et al., 2020).

3 JUSTIFICATIVA

Visto o crescimento da bioprospeccdo de farmacos, principalmente envolvendo
biomoléculas extraidas de venenos animais, como as peconhas das serpentes do género
Crotalus e Bothrops, surgiu o interesse na pesquisa em relagdo a compreensdo da
atividade farmacoldgica e a utilizacdo da crotoxina extraida da subespécie C.d.ruruima.
As pesquisas em relacdo a atividade desta molécula in vitro auxiliardo no
desenvolvimento das areas de bioguimica e imunologia. Ademais, a possivel utilizacdo
da toxina extraida de C.d.ruruima, colocaria em evidéncia o setor industrial e
farmacéutico da regido norte do pais, explorando a biodiversidade da regido de maneira

sustentavel e impulsionando a economia local.
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4 OBJETIVO GERAL

Evidenciar as atividades anticoagulante e anti-inflamatdria da crotoxina extraida
de C.d.ruruima em modelo in vitro de inflamacdo e coagulacdo intravascular

disseminada.

4.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Purificar crotoxina extraida da peconha da subespécie Crotalus durissus ruruima;
2. Avaliar a atividade anticoagulante da crotoxina in vitro;

3. Avaliar a atividade anti-inflamat6ria da crotoxina in vitro.

5 METODOLOGIA

5.1 Peconha de Crotalus durissus ruruima

A peconha foi coletada por um Herpet6logo, seguindo protocolo de extracao, de
um espécime de Crotalus durissus ruruima mantida no serpentario do Museu da
Amazonia (MUSA), Manaus-AM, com autorizacdo no Sistema de Autorizacdo e
Informacdo em Biodiversidade - SISBIO (n° 79102-1) e Comité de Etica no Uso de
Animais - CEUA (n° 001267/2022.018). A peconha coletada foi submetida a
centrifugacdo a 9.391 x g (Eppendorf® Centrifuge 5804/5804R) durante 10 minutos.
Apos este processo foi retirado todo o sobrenadante do microtubo de origem e aliquotado

em novo microtubo para armazenamento adequado em -80 °C.

5.2 Isolamento da Crotoxina (CTX)

A CTX foi isolada a partir do veneno bruto de Crotalus durissus ruruima por
cromatografia liquida em coluna de exclusdo molecular, como descrito anteriormente
(Diz-Filho et al., 2009). Foram solubilizados 50ul de peconha em 450ul de tampéo
Bicarbonato de Aménio 50 mM (pH 8,0), a solucéo foi aplicada a uma coluna contendo
resina Superdex 75 10/300 (GE-healthcare), previamente equilibrada, e eluida com o
mesmo tampéo. O procedimento foi realizado em fluxo de 1 mL/min e monitorado em
absorbancia de 280 nm. Os picos de interesse foram entdo dialisados em agua MilliQ para

retirada dos sais e em seguida liofilizados em sistema SpeedVac (Thermo, EUA).
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O material obtido através do processo de exclusdo molecular foi entdo submetido
a cromatografia em coluna de troca anibnica. Nesta etapa os picos selecionados foram
ressuspendidos em tampéo Tris-HCI 50mM (pH 7,4) e aplicados em coluna Mono Q em
sistema AKTA FPLC (GE-healthcare), utilizando gradiente linear Tris-HCI 50 mM, NaCl
150 mM, (pH 7,4) com gradiente e monitorado em absorbancia de 280 nm. A fracao
contendo a CTX foi liofilizada em sistema SpeedVac (Thermo, EUA) para

armazenamento.

5.3 Caracterizacdo da Crotoxina (CTX)

5.3.1 Anaélise molecular

O material obtido a partir dos procedimentos cromatograficos foi analisado por
eletroforese em gel de poliacrilamida a 15% e 20%, na presenca de agente desnaturante
dodecil sulfato de sédio (SDS-PAGE), segundo a técnica descrita por Laemmli (1970), e

corado com azul de coomassie G-250.

5.3.2 Atividade fosfolipasica

Utilizou-se gel agar/ovo, contendo CaCl2 a 0,01 M, gema de ovo 1:3 v/v PBS,
pH 7,2, &gar bacteriol6gico a 1%, azida de sédio a 0,005% e PBS 1x. Apds a solidificacdo
do gel em placas foram feitos orificios de tamanho uniforme (0,5 cm de didmetro) nos
quais foram aplicadas as fragdes de interesse diluidas em PBS, em volume final de 70pL
e concentragdo de 20ug. O gel contendo as amostras foi mantido em estufa a 37 °C por
24 horas. A atividade fosfolipasica foi avaliada pela formacdo e medida de halo
translucido ao redor dos orificios no gel. Este ensaio foi baseado em metodologia descrita

por Gutiérrez et al. (1988), com modificacdes.

5.4 Avaliacdo de citotoxicidade

As células foram tratadas com diferentes concentragdes de CTX (0,01 a 5 pg/mL)
durante 24h, em estufa a 37°C e 5% de CO.. Em seguida, o sobrenadante foi retirado e as
células aderidas a placa foram submetidas ao teste de citotoxicidade com MTT. O ensaio
com MTT foi utilizado para medir a viabilidade celular através da sua capacidade de

penetrar e reagir com as mitocondrias ativas da placa, sendo metabolizado em cristais de
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formazan que foram solubilizados com DMSQO. A absorbancia da placa foi medida atraves
de leitora de microplacas modelo AccuSkan FC (Fisher Scientific). O experimento foi
realizado com um N de 8.

5.5 Atividade Anti-inflamatdria
5.5.1 Avaliacdo da acéao anti-inflamatoria da CTX em modelo in vitro

Os leucdcitos mononucleares de sangue periférico (PBMC) foram obtidos a partir
do sangue de doadores sadios (CEP FMT/HVD CAAE 44561521.4.000.0005 PARECER
N° 4.654.182), utilizando reagente Histopaque 1077 (Sigma-Aldrich). As células foram
plaqueadas em placa para cultura de 96 pocos com fundo chato a uma concentragéo final
de 5x10° células/pogo em volume final de 0,5mL em meio RPMI completo contendo 10%
de soro fetal bovino (SBF).

Essas células foram tratadas de diferentes formas com o0s seguintes grupos
experimentais: células tratadas com meio de cultura apenas (controle), tratadas com
diferentes concentracbes de CTX, ou células tratadas com CTX em diferentes

concentracOes e desafiadas apds 30 minutos com lipopolissacarideo (1pg/mL).

Em seguida, a placa foi incubada em estufa a 37 °C e 5% de CO; por 24 horas.
Apbs 24 horas, o sobrenadante foi colhido e armazenado a -80 °C para dosagem de

citocinas pré-inflamatorias.

5.5.2 Dosagem de citocinas

A deteccdo e quantificacdo de citocinas pro inflamatorias, TNF-a e IL-1p, foi feita
através do método ELISA, a partir do sobrenadante coletado da cultura celular, de acordo

com técnica recomendada pelo fabricante (Thermo Scientific OPTEIA Kit).

Brevemente, uma placa de 96 pocos high-binding (Thermo Scientific) a placa foi
sensibilizada com Anticorpo de Captura (Ac), especifico para cada citocina, durante 12h.
Em seguida a placa foi lavada utilizando Tween, e foi aplicado BSA 1% na placa para
blogueio. Apo6s 1h a placa foi lavada novamente e as amostras de interesse foram
pipetadas na placa, e incubada durante 2h em temperatura ambiente. Apoés as 2h, a placa
foi lavada e adicionado Anticorpo de Deteccdo (Ad) conjugado com biotina. Apés 2h de

incubacdo, o contetdo da placa foi lavado e aplicou-se peroxidase conjugada a
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estreptoavidina em todos os pocos, apds 30 minutos, o contetdo foi desprezado e
adicionou-se reagente TMB. Na sequéncia aplicou-se &cido sulfurico 1M e a placa foi
lida em leitora de microplacas modelo AccuSkan FC (Thermo Scientific).

5.6 Atividade Anticoagulante

Amostras de sangue humano foram coletadas de doadores voluntarios que néo
faziam uso de medicagOes que pudessem interferir no processo de coagulagdo (como
anticoagulantes e agentes antitromboticos). O sangue periférico (cerca de 15mL por
doador) foi coletado em tubos Vacutainer contendo citrato de sédio 105 mM como
anticoagulante. A partir do sangue coletado, foram obtidos o plasma pobre em plaguetas
(PPP) para os ensaios de coagulacdo, além dos leucAcitos mononucleares de sangue
periférico (PBMC) para os ensaios de cultura celular. Este procedimento foi aprovado
pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da Fundagio de Medicina Tropical - Dr. Heitor
Vieira Dourado (FMT-HVD), sob CAAE niumero 44561521.4.0000.0005 e parecer de

autorizacdo numero 4.654.182.

O Plasma Pobre em Plaquetas (PPP) foi obtido em duas etapas de centrifugacao:
inicialmente, o sangue foi centrifugado a 21 x g (Eppendorf® Centrifuge 5804/5804R)
por 15 minutos para a obtencéo do plasma rico em plaquetas (PRP). Em seguida, o PRP
foi centrifugado a 588 x g (Eppendorf® Centrifuge 5804/5804R) por 15 minutos para a
obtencdo do PPP. O PPP de cada doador foi mantido individualmente e armazenado a 80

°C até sua utilizacdo nos experimentos de coagulacao plasmatica.

O ensaio consistiu na incubacao de 100 puL de PPP com diferentes concentracfes
de CTX (3,0; 1,5; 0,75; 0,375 e 0,1875 pg/mL) durante 30 minutos a 37 °C. Apoés a
incubacdo, foi adicionado fator de protrombina (TP) para ativar a cascata de coagulacao
e possibilitar a avaliagdo da atividade anticoagulante. A medida da coagulacdo foi
realizada pela leitura da absorbancia a 405 nm em um leitor de microplacas modelo
AccuSkan FC (Fisher Scientific).

5.7 Analise de dados

O software GraphPad Prism versdo 5.01 (GraphPad Software In - San Diego,
EUA) foi utilizado para elaborar os graficos e realizar analises estatisticas de dados. O
teste t de Student foi utilizado para analisar as diferencgas entre os dois grupos, enquanto

a analise de variancia unidirecional (ANOVA), seguida do pos-teste de Tukey, foi
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utilizada para comparacdo de multiplos grupos. A ANOVA de duas vias, seguida do pos-
teste de Bonferroni, foi usada para analisar os plots de tempo-resposta. Diferencas com p

<0,05 foram consideradas estatisticamente significantes.

6 RESULTADOS

6.1 Isolamento e caracterizacao

Ap0s submeter a peconha bruta a cromatografia liquida de exclusdo molecular,
foram selecionados 6 picos de interesse (P1, P1.1, P2, P3, P4 e P5) (Fig. 1), dos quais a
fracdo P2 se destacou por apresentar maior concentracdo proteica (Tabela 1) e o segundo
maior halo no teste de atividade fosfolipasica, (Fig. 2). Além disso, apds a realizacdo do
gel de poliacrilamida a 15%, o P2 apresentou bandas de aproximadamente 9 e 15,5 kDa,
que segundo literatura (Muller et al 2011; Breithaupt et al 1975) podem ser respectivos
as duas bandas da CTX (cadeia A e cadeia B). Por estes motivos P2 foi selecionado como

matriz para a cromatografia de troca anionica.
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Figura 1. Cromatograma obtido ap6s cromatografia de exclusdo molecular, no qual estdo identificados os

picos de interesse.
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Tabela 1. Valores obtidos referentes a concentracdo de proteinas em cada pico, obtido através da técnica

de dosagem de proteinas por BCA.

Pico png/ul
P1 0.65246235

P1.1 0,73614825

P2 4.0781715
P3 0.12081726
P4 0.1050756
P5 0.,12392826

(4]
B CONTROLE + 0,408 cm C CONTROLE + 0,50 cm
P1 0,423 cm P3 lcm
P11 0,550 cm P4 0,501 cm
P2 0,790 cm P5 0,421 cm

Figura 2. (A): Resultado dos halos ap6s aplicagdo de 20 [Ag de proteina de cada amostra em gel de &gar/ovo.
Controle + (C +)= veneno bruto C.d.ruruima (Concentragdo 1:100). (B e C): Medidas dos raios feitos por

cada pico, medidos com o auxilio do ImageJ com destaque para a medida do didmetro de P2.
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)

Gel Blot

Figura 3. Resultado da eletroforese de gel de poliacrilamida a 15%, com destaque para as bandas de
aproximadamente 9 kDa e 15 kDa, presentes em P2. Os picos foram aplicados em volume com 5 ug de
proteinas totais em cada. Ao lado, legenda de marcador (Pageruler Plus Prestained Protein Ladder, 10 to
250 kDa) de acordo com fornecedor (Thermo Scientific).

Com a realizacdo da cromatografia de troca anionica, a partir do P2, foram
identificados trés picos de interesse (P2.1, P2.2 e P2.3) (Fig. 4). Estes foram submetidos
aos mesmos testes de caracterizacdo (atividade fosfolipasica, SDS-PAGE e dosagem
proteica). O P2.3 foi 0 que apresentou uma maior concentracdo (Fig. 5), além de
apresentar um perfil eletroforético com duas bandas proteicas (~14 e 9 kDa) (Fig. 5),
porém com menor atividade fosfolipasica (Fig. 5). Considerando esse o perfil
caracteristico da crotoxina descrito em literatura (Muller et al 2011; Breithaupt et al 1975;
Canziani et al, 1983) o pico 2.3 foi selecionado para os experimentos das atividades anti-

inflamatdria e anticoagulantes.
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Figura 4. Cromatografia de troca ani6nica. O pico 2 da etapa cromatogréfica anterior (exclusdo molecular)
foi submetido a cromatografia de troca ibnica em coluna em resina Mono Q (troca aniénica) como descrito
na metodologia. O material eluido, em gradiente crescente de solugdo B contendo NaCl, foi monitorado

pela medida absorbancia a 280nm onde 3 picos de maior intensidade foram separados (2.1, 2.2 e 2.3).

A PICO Concentragcao
P 2.1
4,970 ug/ul
P22
7,277 ug/ul
P23 i b
22,742 uglul aa. @@ 0
D Amostra Raio
Controle 0,496 cm
‘ C- % P2 1,006 cm
. P21 1,013cm
\ P22 0,552cm
= P23 0,478 cm

Figura 5. Resultados obtidos durante etapas de caracterizacdo dos picos obtidos. (A): Dosagem de
proteinas, na qual o P2.3 apresentou a maior concentracdo proteica; (B): Eletroforese em gel de
poliacrilamida a 20%, no qual 2.3 apresentou duas bandas correspondentes a aproximadamente 9 e 15 kDa;
(C e D): Resultado da placa de atividade fosfolipasica, na qual P2.3 apresentou o menor halo formado,
resultado esperado do complexo CTX.
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6.2 Atividade anti-inflamatoria

Células PBMC isoladas de doadores saudaveis foram desafiadas com diferentes
concentracdes de CTX, em seguida as células foram submetidas aos ensaios de
viabilidade celular através de MTT. Os resultados da figura 6 mostram que nenhuma das

doses aplicadas apresentaram citotoxicidade, sendo a dose de 0,01pg/mL a mais viével

(Fig. 6).
i o
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Figura 6: Ensaio de citotoxicidade em células PBMC tratados com diferentes concentragdes de CTX (0,01
a 5ug/mL) ou meio cultura apenas (controle) pelo método de MTT. Os resultados sdo expressos pela a
média (+desvio padrdo) da % viabilidade celular (n=6). ANOVA) e analise estatistica realizada ANOVA
de uma via seguida do pos-teste de Tukey comparando os grupos tratados com CTX vs Controle (ndo houve

diferenga estatistica significante).

Levando em consideracédo os resultados obtidos no teste de viabilidade celular, as
duas menores doses foram selecionadas para dar continuidade na fase de avaliacdo da
atividade anti-inflamatoria. O sobrenadante recolhido, proveniente do tratamento celular
com as duas doses selecionadas ap6s serem desafiadas com 100ng de LPS, foi submetido
ao teste ELISA para avaliar a capacidade da CTX de inibir e/ou reduzir a producgéo das

citocinas pro-inflamatorias TNF-o e IL-1.

Ambas as doses apresentaram capacidade de reduzir a produgdo de TNF-a, e
somente a dose de 0,01pg/mL foi capaz de reduzir, a producgéo de IL-1p (Fig.7 ), sendo

considerada a dose mais eficaz.
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Figura 7: Células PBMC foram tratadas com meio cultura apenas (Controle), LPS apenas (LPS) ou com
CTX (0,01 ou 0,05ug/mL) previamente ao LPS. Ap6s 24 horas de incubag&o, o sobrenadanete foi coletado
e as TNF-a e IL-1p quantificadas. Os resultados séo expressos pelas médias das concentracdo de TNF-a. ou
IL-1B (pg/mL) (+ desvio padrdo). Anélise estatistica foi realizada pelo método ANOVA de duas vias,
seguido de pds teste de Bonferroni, onde *p < 0,05 e ***p<0,0001 em relacdo aos grupos tratamento

comparado ao grupo LPS.

6.3 Atividade anticoagulante

O ensaio da atividade coagulante inicialmente foi realizado somente com a
incubacdo do PPP com diferentes concentracdes de CTX (3; 2,5; 2; 1,5; 1; 0,5 0,25; 0,
05; 0,025; 0,001 pug/mL), com o objetivo de investigar se a toxina poderia apresentar uma
acdo proé-coagulante. Controle negativo consistiu da adi¢do do reagente de TP (Tempo de
protrombina). Os resultados mostram que nenhuma das doses de CTX foi capaz de induzir

a coagulacdo do plasma (Figura 8).
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Figura 8: Curva cinética de coagulacdo baseada na absorbancia relativa ao tempo, relacionada a
concentracdo de CTX, em comparacdo ao grupo controle (TP 1:16). Resultado obtido pos tratamento de
plasma com diferentes concentracfes de CTX, a leitura da absorbancia foi monitorada a 405 nm em um

leitor de microplacas modelo AccuSkan FC (Fisher Scientific), durante 30 minutos.

Em seguida foi realizado o experimento com a incubacao de diferentes doses de
CTX (3,0; 1,5; 0,75; 0,375 e 0,1875 pg/mL) desafiadas com reagente utilizado para
dosagem do Tempo de Protrombina, que atua como agonista de coagulagdo, ap6s 30
minutos de incubacdo prévia (CTX + plasma). Apesar de todas as doses demonstrarem
um aumento no tempo de coagulacdo em relacdo ao grupo controle, a dose de 3 pg/mL
foi a Unica a apresentar diferenca com significancia estatistica, sendo caracterizada,

portanto, como anticoagulante (Figura 9).
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Figura 9: Plasma pobre em plagquetas humano foi incubado com diferentes concentragdes de CTX (0,1875
a 3pug/mL) ou tampdo apenas (TP 1:16) e ap6s 30 minutos adicionado reagente agonista de coagulagdo
(Tempo Protrombina -TP). Os resultados sdo expressos pela média do tempo de coagulagdo (TCsp) =+
desvio padrdo. Andlise estatistica realizada ANOVA de uma via seguida do pos-teste de Tukey,

comparando os grupos tratados com CTX vs TP 1:16, onde **p<0,01.

7 DISCUSSAO

Com relacdo ao isolamento e caracterizacdo da CTX, seguiu-se metodologia
similar a utilizada por Breithaupt et al (1974), e obteve-se resultados condizentes, com 0
aparecimento de duas bandas referentes as duas porcbes constituintes da CTX, de
aproximadamente 15 e 9 kDa, apOs submeter purificacdo por duas etapas de
cromatografia liquida (exclusdo molecular e troca anibnica) e andlise atraves de
eletroforese em gel de poliacrilamida. Com relagdo a fosfolipasica da amostra, 0 pico
referente a0 complexo apresentou atividade reduzida em relacdo aos demais,
similarmente a resultados de demais estudos anteriores, visto a capacidade da crotapotina
de atuar como inibidor parcial da porcdo enzimaticamente ativa (Breithaupt et al, 1975;
Canziani et al, 1983). Para confirmacdo mais exata de que a amostra utilizada durante
este trabalho se trata da CTX seria necessario submeter as amostras ao peptide mass

fingerprint (MPF) a fim de comprovar que se trata da sequéncia primaria da toxina.

As doses aplicadas ao teste de citotoxicidade ndo apresentaram atividade
citotoxica, foram selecionadas as duas menores doses (0,05 e 0,01 pg/mL) para o teste de
atividade anti-inflamatoria. Apos submeter as células ao tratamento com as diferentes
doses, foi avaliado que ambas as doses reduziram a producéo da citocina pro-inflamatéria

TNF-a, e que a dose 0,01 pg/mL reduziu, também, a producéo da citocina IL-1p, sendo
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considerada a dose mais eficaz. Em seu estudo publicado no ano de 2020, Gimenez et al
avaliou que a CTX isolada de C.d.terrificus apresentou capacidade de reduzir as citocinas
TNF-a e IL-1P e que a maior atividade anti-inflamatdria foi observada nos grupos tratados
com a menor dose (0,4 pg/mL), os autores discutem a hipotese de que isso pode se dar
devido a uma dessensibilizacdo dos receptores envolvidos nos efeitos da CTX, causada

pelas altas concentracGes das amostras.

Ao realizar os testes de acdo sobre a coagulacdo, constatou-se inicialmente que
nenhuma das doses de CTX apresentou atividade pro-coagulante, em seguida, com o teste
de Tempo de Protrombina (TP), foi evidenciado que a dose de 3 pg/mL prolongou o
tempo de coagulagdo frente ao grupo controle. Estes resultados se assemelham aos
observados por Sousa et al (2018), que ao testar tanto 0 complexo crotoxina quanto suas
porcdes isoladas constatou que a CTX isolada de C.d.terrificus ndo induziu formacao de
coadgulo em amostras de sangue humano, e que as doses de 2.0pg e 4.0ug apresentaram
aumento com diferenga estatistica significante em relacdo ao tempo de coagulacdo do
grupo controle, Gimenez et al (2020) também observou que a dose de 2,5ug apresentou
melhor resultado em relacdo ao aumento no tempo de coagulacdo. Dessa forma, encontra-
se semelhanca entre resultados obtidos em estudos anteriores com os resultados
demonstrados no presente estudo.

8 CONCLUSAO

Com base nos resultados observados ao longo dos experimentos realizados, o
presente trabalho concluiu que a crotoxina isolada da peconha de Crotalus durissus

ruruima apresentou propriedades anticoagulante e anti-inflamatoria.

Dessa forma, a CTX apresenta potencial para ser utilizada futuramente como
mecanismo terapéutico. Entretanto, mais estudos focados em aprofundar os
conhecimentos sobre os mecanismos, atividades e efeitos da CTX isolada da pegonha de

C.d.ruruima sdo necessarios.
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