Original Article

ACAO DE VARIOS AGENTES SOBRE O EFEITO PARALISANTE DOS
MEMBROS POSTERIORES INDUZIDO PELA CROTAMINA EM
CAMUNDONGOS

ACTION OF SEVERAL AGENTS ON THE PARALYZING EFFECT OF THE HIND
LEGS INDUCED BY CROTAMINE IN MICE

Carlos Alberto VIEIRA'; Lucas de Oliveira VIEIRA ?; Jodo Julio Rosa BUENO ?; Maira Renata Michelutti
DEBIASI?; Adriana Cristina MANCIM ; José Roberto GIGLIO*

RESUMO: A crotamina, neurotoxina isolada a partir da pegonha de Crotalus durissus terrificus (cascavel
sul-americana), foi a primeira proteina estudada no Brasil sob o aspecto bioquimico e farmacoldgico. O quadro clinico
mais evidente e caracteristico por ela induzido € a intensa paralisacdo dos membros posteriores quando injetada por
via i.v. (este trabalho) ou mesmo i.p. (tradicional) em camundongos ou ratos. Varios farmacos, inclusive aqueles
descritos como antagonistas da crotamina em diafragma isolado de rato, ndo foram eficientes para reverter seu efeito
in vivo. Somente alteragdes quimicas como acetilagdo de aminogrupos ou redugéo/carboximetilacdo das pontes
dissulfeto conseguiram abolir completamente esse efeito.

UNITERMOS: Crotamina; Efeito paralisante; Antagonistas; Acetilagdo; Redugdo/carboximetilagao.

INTRODUCAO

Crotamina é uma toxina de natureza polipeptidica,
constituida por 42 residuos de aminoacidos, Mr ao redor
de 4880 e pl= 10,3 (n=0,1) produzida pela espécie
Crotalus durissus terrificus, variante crotaminus. Seus
6 residuos de meia-cistina formam 3 pontes dissulfeto
que, em conjunto com 3 prolinas, produzem uma molécula
relativamente compacta e estavel.

Os primeiros estudos analiticos estruturais da
crotamina foram relatados ha 3 décadas (GIGLIO, 1975;
LAURE, 1975), mas sua farmacologia remonta a 1951
(BARRIO & VITAL BRAZIL, 1951) que descreveram
seu mais evidente efeito como “spasmodic seizure and
tonic convulsion” dos animais injetados. Quando injetada
em camundongos por viai.v. (S5pg/25g) oui.p. (20ng/25g),
a crotamina induz paralisia flacida dos membros
posteriores em aproximadamente 10 minutos (i.p.) ou
menos de 1 minuto (i.v.) (este trabalho).

A crotamina induz contratura do musculo
esquelético de gatos, ratos e camundongos, mas ndo de
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aves (MOUSSATCHE et al., 1956; GONCALVES,
1956; CHEYMOL, BOURRILLET & ROCH-
ARVEILLER, 1966; PELLEGRINI FILHO, VITAL
BRAZIL & LAURE, 1976). No diafragma isolado de
rato, desencadeia uma contratura imediata, seguida de
contragdes espontaneas irregulares. Esse efeito € inibido
por tetrodotoxina, Ca?*, Mg* e K" (CHEYMOL et al,
1971, BRAZIL, 1971). Esses e outros dados
experimentais indicam que a fibra muscular € o principal
alvo para a acéo da crotamina. O potencial de repouso
da membrana ¢ sensivelmente reduzido pela crotamina
e essa despolarizagéo ¢ antagonizada por tetrodotoxina
ou por concentragdo reduzida de Na*, sugerindo que a
crotamina ativa o canal de sédio e que, agindo na
membrana de células musculares de mamiferos, altera
a permeabilidade dos ions Na* ou Ca** (CHEYMOL et
al., 1971), aumentando o influxo desses ions. O influxo
de Na' causa despolarizagdo da membrana e forte
contragdo muscular, induzindo lesdo e necrose
caracterizadas pela extensa vacuolizacdo do reticulo
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sarcoplasmatico e ruptura dos filamentos de actina e
miosina.

Estudos mais recentes da crotamina (KAWANO,
LAURE & GIGLIO, 1982; ENDO et al., 1989; MANCIN
et al., 1998; NICASTRO et al., 2003) deram mais
destaque a essa neurotoxina cuja funcdo, além daquela
de induzir seus efeitos farmacoldogicos independentes, €
ainda de ativar proteases e fosfolipases A presentes na
peconha e nas células do tecido injetado ( MANCIN et
al., 1997).

OBJETIVOS

1. Demonstrar, in vivo, a irreversibilidade do
efeito paralisante dos membros posteriores induzido pela
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crotamina em camundongos frente as drogas previamente
descritas como reversoras/antagonistas por estudos in
vitro. 2. Avaliar o efeito paralisante apds acetilagdo da
crotamina ou redugdo e carboximetilagdo de suas pontes
dissulfeto.

MATERIAIS E METODOS

A crotamina foi obtida conforme previamente
descrito (MANCIN et al., 1998), partindo de 500 mg da
peconha dessecada de Crotalus durissus terrificus.

Seu alto grau de pureza foi constatado por
eletroforese em gel de poliacrilamida a 10% para proteinas
basicas (REISFELD, LEWIS & WILLIAMS, 1962)
(Figura 1).

Figura 1. Eletroforese em gel de poliacrilamida a 10%, em tampao B — alanina/ac. acético, pH 4.5. Tempo de
corrida: 65 minutos, em corrente constante de 10 mA e voltagem de 85 até 98 V. Corante: Coomassie Blue
G-250 a 0,2% (m/v) em agua — metanol 1:1 (v/v). Descorante: ac. acético a 7% (v/v). Comprimento do
gel: 10 cm. 1 e 4: crotamina nativa. 2 e 5: crotamina reduzida/carboximetilada. 3 e 6: crotamina acetilada.

A toxina purificada foi dialisada contra agua em
tubos de celofane acetilado e em seguida liofilizada. Para
a acetilagfo, tubos de dialise Sigma (Mr limite = 12000)
foram inflados e cheios com uma mistura de anidrido
acético mais piridina (1:1, v/v), mergulhados na mesma
solucdo por 12 horas e posteriormente lavados
exaustivamente com agua. A crotamina (Mr=4880) ndo ¢
difusivel através dessa celulose acetilada (GIGLIO, 1975).

Foram utilizados camundongos machos (n = 6)
de 25g da linhagem Swiss, nos quais foi injetada crotamina
por via endovenosa em dose pradonizada, com base na
relacdo dose/massa (Spg/25g = 200pg/kg). Desses,
metade pertencia ao grupo controle enquanto que, no
restante, foram injetadas, além da crotamina e logo apos
a instalag@o do efeito paralisante por ela induzido ou em
conjunto com a mesma, as substancias classicamente
descritas como antagonistas. As drogas testadas e

respectivas doses, por 25g, em camundongos, por via
endovenosa, em 100ul de NaCl isotonico injetados, foram:
1. Diazepam :30a 500 pg.
Li,CO,: 148ug
MgSO, : 2mg
Heparina : 10 U.L.
Flumazenil : 100pg
Lidocaina 0,2png
Hidantal : 0,5ng
KCI: 1,12mg
9. Tetrodotoxina (TTX): 0,16pg
10.Lamictal : 500pg
11. Lamotrigine : 1,25mg
12.Rocurdnio : 2,5 ug
Essas doses foram previamente determinadas, em
ensaios preliminares, por injecéo i.v. em camundongos
de 25 g, na auséncia de crotamina.
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A concentragdo da solugdo de crotamina foi
determinada com base no seu coeficiente de extingao
€ o omgm — 2-135 (GIGLIO, 1975).

Posteriormente, a crotamina foi submetida a dois
tipos de tratamento quimico, com o objetivo de alterar
estruturalmente a sua natureza:

1. Acetilacdo (RIORDAN & VALLEE, 1967):
50mg de crotamina foram dissolvidos em 5,0 ml
de fosfato de sédio 0,1M pH 8.0 e, em seguida,
foram adicionados 50ul de anidrido acético. O pH
foi ajustado e mantido a 7,5-8,0 com NaOH 1N,
até se estabilizar. A reagdo foi realizada em banho
de gelo. Apos estabilizado o pH, a mistura foi
incubada por aproximadamente 30 minutos.
Dialise subseqiiente foi realizada contra agua em
tubo de dialise, previamente acetilado, em
temperatura ambiente. Apos dialise, o material
final foi liofilizado.
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2. Redugdo das pontes dissulfeto e carboximetilagéo
dos grupos —SH formados (ANFINSEN &
HARBER, 1961; LAURE, 1975): 15mg de
crotamina foram dissolvidos em 2,0ml de uréia
8M. Em seguida foram adicionados 34pl de
ditiotreitol 0,1M. O pH foi levado a 8,0 com NaOH
diluido e a mistura incubada por aproximadamente
30min a 37°C sob N,. Trinta pl de acido
iodoacético 0,5M foram acrescentados e, apds
30 minutos, 100pl de B-mercaptoetanol. A solugéo
foi dialisada contra 4gua em temperatura ambiente
em tubo acetilado e finalmente liofilizada.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Nenhuma das drogas ou ions testados conseguiu
reverter o efeito paralisante dos membros posteriores dos
camundongos, induzido por 5Spug de crotamina (Figura 2).

Figura 2. Efeito paralisante induzido por 5 pg de crotamina por via i.v. em camundongos de 25 g.

Os efeitos observados em relagéo a tetrodotoxina
e as modifica¢des quimicas realizadas na crotamina serao
descritos no final desta se¢do. Abaixo temos a descri¢do
sucinta da acdo farmacoldgica especifica de cada droga
ou fon:

1. Diazepam: ¢ uma droga da classe dos
benzodiazepinicos. O diazepam se liga, com forte
afinidade, aos receptores do neurotransmissor
GABA (acido gama-aminobutirico)
potencializando seu efeito inibidor (SYAPIN &
SKOLNICK, 1979). Sua afinidade ao sistema
neuronal GABA sé pode ser compreendida com
a hipotese de um receptor para benzodiazepinico
independente do receptor GABA. Os
benzodiazepinicos, ao se ligarem a seus receptores
especificos, mudam a conformagao estrutural do
receptor GABA, facilitando a agdo GABAérgica.

O GABA, assim, produz uma inibigdo mais
potente do neurdnio pos-sinaptico (potencializagdo
alostérica) e o efeito ansiolitico € obtido. Trabalho
de revisdo sobre receptores benzodiazepinicos foi
publicado por CASELLAS, GALIEGUE &
BASILE, 2002.

2. Carbonato de litio (Li,CO,): O litio ¢
classicamente conhecido como um estabilizador
de humor. No Brasil e Estados Unidos é formulado
exclusivamente como carbonato de litio, mas em
paises da Europa € vendido como acetato de litio.
Portanto, somente o ion litio € eficaz; o respectivo
anion ndo interfere na ag¢do farmacoldgica. Nas
varicosidades ao longo das arborizagdes terminais
dos neurdnios com noradrenalina (NE) que se
projetam a partir do tronco cerebral para a regido
anterior do cérebro, a tirosina € oxidada a
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diidroxifenilalanina (DOPA) pela tirosina-
hidroxilase (TH), em seguida descarboxilada a
dopamina pela descarboxilase do L-aminoacido
aromatico (AAD) e armazenada em vesiculas,
onde a B-oxidacgdo pela dopamina B-hidroxilase
(DBH) converte a dopamina em noradrenalina.
Apds a liberagao exocitica (inibida pelo litio) por
despolarizagdo, na presenca de Ca®’, a NE
interage com os subtipos dos receptores a- e -
adrenérgicos pds-sinapticos, bem como com 0s
auto-receptores o, pré-sinapticos. A inativagdo
ocorre principalmente por transporte ativo
(“recaptagdo”) para dentro dos terminais pré-
sinapticos, com desaminagdo secundaria através
da monoamina oxidase (MAQO) mitocondrial.
Sulfato de magnésio (MgSO,): Com freqii€ncia
¢ aplicado durante a gestacdo para controlar as
convulsdes eclampticas. Também ¢ empregado
como um inibidor altamente eficaz da atividade
uterina. Concentragdes elevadas produzem
inibicdo progressiva da condugdo cardiaca e da
transmissao neuromuscular, podendo, até mesmo,
levar a depressdo respiratéria e a parada
cardiaca. O magnésio previne convulsdes
interagindo com os receptores do N-Metil-D-
Aspartato (NMDA) do sistema nervoso central.
Heparina: Poliosideo com poderosa agéo
anticoagulante presente em mastdcitos proximos
das paredes dos vasos sangiiineos e nas
superficies das células endoteliais. Sua acdo
anticoagulante se deve a sua capacidade de
aumentar a velocidade de formag&o de complexos
irreversiveis entre a antitrombina Il e os fatores
de coagulag@o que s@o serinoproteases. Assim, a
antitrombina III, além de inibir a trombina, inibe
os fatores Xlla, Xla, IXa e Xa. Devido ao seu
intenso carater acido, a heparina pode
eventualmente complexar proteinas muito basicas.
Flumazenil: Antagonista competitivo dos
benzodiazepinicos, revertendo a agdo ansiolitica
e sedativa por estes causada. E também utilizado
na intoxicagao alcodlica.

Glutationa Reduzida: Constitui um importante
redutor intracelular, auxiliando na manutengéo dos
grupamentos SH essenciais de enzimas, em seus
estados reduzidos.

7.
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Lidocaina: E um anestésico local e também pode
funcionar como anti-arritmico. Os anestésicos
locais evitam a geracdo e a condugéo do impulso
nervoso. Seu local primario de acédo ¢ a membrana
celular. Os anestésicos locais bloqueiam a
conduc¢do, reduzindo ou evitando o grande
aumento transitério na permeabilidade das
membranas excitaveis ao Na” normalmente
produzido por uma discreta despolarizacdo da
membrana.

. Hidantal: E utilizado sob a forma injetavel,

preferencialmente pela via venosa, quando ¢
necessario o efeito imediato, como no controle
de uma crise epiléptica aguda, um estado de mal
epiléptico e nas crises de arritmia.

. KCI: Pequenas altera¢cdes na concentragdo de

potassio extracelular afetam as fungdes de muitos
tecidos excitaveis, como o esquelético e cardiaco.
O potassio age também como medidor da dor
isquémica, quando em excesso.

10. Tetrodotoxina (TTX): E uma neurotoxina nio

I1.

protéica, termo-estavel, isolada do peixe fugu
(pufferfish). Em concentragdes nanomolares,
bloqueia especificamente os canais de Na* nas
membranas das células excitaveis. Como
resultado, o potencial de acdo é bloqueado. Nem
todos os canais de Na* sdo igualmente sensiveis
a tetrodotoxina (YOSHIDA, 1994). Os canais nas
células musculares cardiacas e de musculo liso
sdo amplamente resistentes, e um canal de Na*
tetrodotoxina-insensivel ¢ observado quando um
musculo esquelético € desnervado. O bloqueio dos
nervos vasomotores, associado ao relaxamento
do musculo liso vascular, parece ser responsavel
pela hipotensdo que € uma caracteristica do
envenenamento por tetrodotoxina. Essa toxina
causa morte por paralisia dos musculos
respiratorios.

Lamotrigine (LTG): O anticonvulsivante
lamotrigine tem sido investigado para tratamento
de desordem afetiva bipolar (antimaniaco),
aparentemente como estabilizador do estado de
animo e antidepressivo. O LTG inibe
preferencialmente a hiperexcitabilidade neuronal
e canais de Na" ativados, reduzindo a liberagao
excessiva de neurotransmissores no cérebro.
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Lamotrigine

O LTG atua assim nos canais de sodio sensiveis
a diferengas de potencial para estabilizar as membranas
neuronais e inibir o neurotransmissor responsavel pelo
desencadeamento de crises epilépticas.

QL

N

HO

Rocurénio

13.Anidrido acético: Acetila os aminogrupos dos
residuos de Lys e o N-terminal de proteinas: (H,C-
C0),0 + R-NH, — H,C-CONHR + H,C-COOH
14.Ditiotreitol: O ditiotreitol (DTT) € um forte redutor
utilizado para romper pontes dissulfeto de

12.Rocurdnio: Antagonista competitivo de receptores
colinérgicos. E um bloqueador neuromuscular
amino esterdide ndo despolarizante, com rapido
inicio de agdo (DORNELES et al., 1997)

OAcC

-+

)
CH;~CH=CH,

Br

proteinas, reduzindo-as a —SH livre. Os grupos —
SH espontaneamente se reoxidam em contato
com o O,. Bloqueando os grupos —SH com acido
iodoacético, consegue-se manter a cadeia
polipeptidica aberta, na forma carboximetilada.

-S-S!'+ HS-CH,-CH-CH-CH2-SH

OH OH

!

Ditiotreitol

| |
SH SH + '-SCH>-CH-CH-CH,-S

l 2ICH,COOH

| |
S-CH,-COOH

OH OH

S-CH-COOH + 2HI
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Como destacamos acima, ndo houve reversio do
quadro paralisante injetando-se a solugdo teste em
conjunto ou apos a crotamina. Essa irreversibilidade
ocorreu em 100% dos camundongos injetados. As drogas
injetadas cobrem um largo espectro de atividades
bioldgicas, incluindo um potenciador do efeito inibidor do
GABA, (diazepam); um inibidor da liberagéo exocitica
de NE (Li"); um inibidor da transmissdo neuromuscular
(Mg"™); um poliosideo altamente negativado (heparina),
presumivelmente capaz de complexar crotamina, com pl
= 10,3, a exemplo do que ocorre com a crotapotina,
subunidade acida da crotoxina, formando complexo estavel
com arespectiva fosfolipase A ; um antagonista competitivo
dos benzodiazepinicos (flumazenil); um anestésico local
(lidocaina); um anti-epiléptico (hidantal); um ion excitador
do musculo esquelético (K*); um poderoso bloqueador dos
canais de Na™ (tetrodotoxina), lembrando que a crotamina
é um ativador desses canais; um anti-convulsivante

VIEIRA, C.A. et al.

(lamotrigine); e um potente bloqueador neuromuscular de
acéo rapida (rocurénio). Da relagdo acima, alguns dos
agentes testados (Mg*, K", tetrodotoxina) representam
inibidores classicos da contratura induzida pela crotamina
em diafragma isolado de rato (CHEYMOL et al., 1971;
BRAZIL, 1971). In vivo, porém, o quadro foi bem
diferente, revelando uma irreversibilidade total ou
incapacidade de impedir o efeito paralisante quando
injetados juntamente com a crotamina. Essa
irreversibilidade se repetiu para as demais drogas injetadas.

No caso especifico da tetrodotoxina (TTX),
potente neurotoxina extraida do figado do peixe fugu ou
baiacu (familia Tetraodontidae, ordem Plectognathi),
capaz de bloquear canais de Na*, propagac¢éo de impulsos
em membranas excitaveis e liberagdo de glutamato, o
efeito antagonizante por inje¢@o (0,16 pg/camundongo)
endovenosa posterior a crotamina (23 segundos, quando
o quadro paralisante ja se instalou), foi insatisfatorio.

C= NHZ+

Tetrodotoxina (TTX)

Porém, injetando previamente a tetrodotoxina
(0,16pg por camundongo) e 5 minutos apos a crotamina
(5ng), observamos que a instalagdo do quadro ocorreu, em
média, 6 minutos apds a injegdo, contra 23 segundos no
grupo controle que recebeu somente crotamina (5pg, dose
minima para induzir paralisia). Apesar, portanto, do enorme
prolongamento do tempo médio para instalagdo da paralisia,
verificamos que esta continua irreversivel. Doses maiores
de TTX (0,32png) ou uma segunda dose de 0,16pg apos a
instalagdo do quadro matam os camundongos. Dessa forma
a acdo parcialmente protetora da TTX fica limitada pela
extrema toxicidade desse composto, uma vez que 0,32pg
de TTX em dose tinica ou duas doses de 0,16pg sdo letais.

Os resultados acima sugerem que o efeito
cumulativo do TTX é lento e competitivamente anulado
pela crotamina, cuja fungo ativadora de canais de Na*
acaba suplantando a agfo bloqueadora da TTX. O fato
de a tetrodotoxina ter revertido o quadro por um curto
periodo de tempo sugere que inibidores potentes de canais
de sodio menos toxicos do que a tetrodotoxina sdo agentes

promissores para antagonizar eficientemente a ag¢do
neurotoxica da crotamina em forma de antidotos.

Como alternativa final objetivando a anulagdo
completa do efeito paralisante da crotamina, realizamos
dois tipos de modificagdo quimica da mesma, a saber:
acetilagdo e redugdo/carbometilagio.

Apds a acetilacdo, o pl da crotamina nativa (10,3)
caiu fortemente para valor abaixo de 5, o que pode ser
verificado através de eletroforese em gel de poliacrilamida
a 10%, sem agente desnaturante, em tampao 5 — alanina
—acido acético, pH 4,5. Na Figura 1 podemos constatar
que a crotamina acetilada ndo aparece no gel porque
migra para o polo (+), ao contrario da nativa e da reduzida
/ carboximetilada. Esta, por sua vez, migra bem atras da
nativa, em func¢do do aumento de sua carga (-)
proveniente da dissociag@o dos novos grupos carboxilicos
formados. Muito provalmente, a mudanga de carga na
molécula, em paralelo com mudangas conformacionais,
bloquearam o “binding” nos receptores da crotamina. Nao
¢ surpreendente a queda brutal do pl apds acetilacio,
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uma vez que, de um total de 42 residuos totais de
aminoacidos (LAURE, 1975), 9 sdo de Lys, além do
residuo N-terminal Tyr. Isso representa um bloqueio de
mais de 20% dos aminogrupos livres.

Efeito similar foi observado apds reducdo das
pontes dissulfeto e carboximetilagdo dos grupos —SH
formados. Essa modificagdo quimica produz também
cargas negativas adicionais, mas fundamentalmente
mudanca na estrutura tercidria, originalmente compactada
por trés pontes dissulfeto —S-S- e 3 residuos de Pro.

CONCLUSAO

Em resumo, podemos concluir que agentes
farmacologicos relativamente potentes, incluindo aqueles

VIEIRA, C. A. etal.

que agem comprovadamente em canais de Na* e até
citados como antagonistas classicos da crotamina em
diafragma isolado, ndo foram capazes de reverter
eficientemente o quadro de paralisia induzido pela
crotamina nos membros posteriores de camundongos.
Essa reversdo, porém, foi parcialmente observada para
tetrodotoxina mas, em fun¢do do seu efeito toxico
elevadissimo, o efeito antagénico ficou limitado. A injecado
endovenosa prévia de TTX consegue prolongar o tempo
necessario para a instalagéo visivel da paralisia, mas nao
evita-la.

Acetilagdo ou redugdo/carboximetilacdo da
crotamina aboliram completamente o efeito paralisante.
Em ambos os casos ha diminui¢cdo do pl da molécula
nativa, acompanhado de alteracdo da estrutura terciaria.

ABSTRACT: Crotamine, a neurotoxin isolated from Crotalus durissus terrificus (South-American
rattlesnake) venom, was the first protein studied in Brazil biochemically and pharmacologically. The most evident and
characteristic clinical picture induced by crotamine is the intense paralysis of the hind legs when injected i.p.(traditional)
or i.v.(this work) in mice or rats. Several pharmacological agents, including those reported as antagonists when
assayed in the isolated rat diaphragm, were not able to reverse its paralyzing effect in vivo. Only chemical modifications,
namely acetylation of amino groups or reduction/carboxymethylation of disulfide bonds could completely abolish this

effect.

UNITERMS: Crotamine; Paralyzing effect; Antagonists; Acetylation; Reduction/carboxymethylation.
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