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APRESENTACAO



Apresentacao

As peconhas de serpentes, de uma forma geral, sdo constituidas por uma
grande variedade de proteinas e peptideos com efeitos toxicos que podem atuar
de forma isolada ou sinérgica potencializando os danos teciduais locais ou
sistémicos. As toxinas estdo presentes na peconha em diversas formas
estruturalmente relacionadas que muitas vezes apresentam diferentes atividades
biolégicas, assim como alteracdes na especificidade de ligacdo ao substrato.

O interesse pelo estudo das caracteristicas quimicas e funcionais de toxinas
isoladas de peconhas ofidicas ndo € devido somente a sua relevancia no
envenenamento, mas também pela sua possivel utilizacdo como valiosos
instrumentos de pesquisa em outras areas do conhecimento.

Com o0s avancos nos campos da biologia molecular, biotecnologia e
bioinformética, houve um aumento significativo no estudo da caracterizacao
estrutural e funcional de varias toxinas, na investigacdo do padrdo de expresséo
génica (transcriptoma) pela glandula de peconha e no desenvolvimento de
enzimas recombinantes. Estes estudos geram conhecimentos que podem ser
utilizados no tratamento de uma diversidade de doencas, além de oferecerem
ferramentas para analise de processos evolucionarios relacionados a origem das
toxinas.

Este trabalho consiste na andlise do perfil de expresséo génica da glandula
de peconha de B. pauloensis e caracterizacdo molecular de uma L-aminoacido

oxidase gerada a partir da biblioteca de cDNA.



O trabalho foi elaborado segundo as normas do Programa de POs-
Graduacdo em Genética e Bioquimica da Universidade Federal de Uberlandia e
redigido em capitulos. O capitulo 1 apresenta a fundamentacéo tedrica sobre
aspectos epidemiologicos dos acidentes ofidicos, composicdo da peconha
botrépica e as aplicacdes terapéuticas de componentes isolados de peconhas de
serpentes. O capitulo 2 consiste nas analises do padrdao de expressao de toxinas
por estudo do transcriptoma e caracterizacdo molecular de uma L-aminoacido

oxidase presente na biblioteca de B. pauloensis.



CAPITULO 1

Fundamentacao Teorica



1- Fundamentacéo Teorica

1.1- Serpentes e Aspectos Epidemioldgicos

Durante anos na historia da civilizacdo, as serpentes peconhentas
assumiram peculiaridades culturais. Na arte, ciéncia e religido representaram
valores  simbdlicos envolvendo inimeras crencas. Originadas ha
aproximadamente 135 milhdes de anos (Coates & Ruta, 2000), as serpentes sao
caracterizadas como um grupo monofilético independente, originado dos lagartos
ou de algum ancestral destes (Kochva, 1986). Atualmente, consistem em um dos
grupos mais bem sucedidos dos vertebrados e apesar do formato corporal
altamente conservado, este grupo exibe uma grande riqueza de espécies e
conquistou uma enorme variedade de ambientes (Lee & Scanlon, 2002).

As serpentes estdo inseridas na classe Reptilia (http:www.reptile-
database.org), a qual é dividida em quatro ordens:

- Crocodylia — composta por 23 espécies. Representada por crocodilos,
gaviais e jacarés.

- Rhynchocephalia — composta por duas espécies representadas por
tuataras da Nova Zelandia.

- Testudines — composta por aproximadamente 313 espécies entre
tartarugas, cagados e jabutis.

- Squamata — consiste na maior ordem e compreende aproximadamente
8.228 espécies entre serpentes e lagartos.

Atualmente, as serpentes constituem o segundo grupo mais diversificado
dos répteis, com aproximadamente 3200 espécies existentes no mundo, sendo
que 371 espécies de serpentes ocorrem no Brasil (Bérnils, 2010). Dentre as
familias encontradas no Brasil, somente duas sdo consideradas peconhentas
(Elapidae e Viperidae), pois possuem glandulas especializadas na producdo de

peconha e aparelho inoculador (Cardoso, 2003).



Esta classificacdo possui, ho entanto um carater pragmatico, pois serpentes
da familia Colubridae possuem glandulas cefélicas que secretam substancias
quimicas para auxiliar na digestdo da presa que podem ser tdxicas para 0s seres
humanos, além de um primitivo sistema de inoculacdo de peconha (Cardoso,
2003, Jackson, 2007).

Segundo dados do Ministério da Saude (2008), as serpentes do género
Bothrops (Familia Viperidae) sdo encontradas em todo territorio nacional e sdo
responsaveis por aproximadamente 73,5% dos acidentes ofidicos que ocorrem no
pais. As espécies mais conhecidas no Brasil sdo Bothrops atrox na regido Norte,
B. erythromelas no Nordeste, B. moojeni has regides Centro-Oeste e Sudeste, B.
jararaca na regiao Sul e Sudeste, B. jararacussu no Cerrado da regido central e
em florestas tropicais do Sudeste, B. alternatus distribuida pelo Sul do pais e
Bothrops neuwiedi encontrado em todo territério nacional, exceto na Bacia
Amazonica.

A espécie Bothrops neuwiedi, conhecida como jararaca pintada ou boca de
sapo, descrita por Amaral (1925), foi durante muito tempo dividida em doze
subespécies de acordo com padrbes de coloragdo e area de ocorréncia.
Entretanto, Silva (2000) realizou uma revisdo sistematica do complexo Bothrops
neuwiedi onde as 12 subespécies passaram a ser consideradas sete espécies
distintas. Nessa reclassificacdo Bothrops neuwiedi pauloensis passou a ser
denominada Bothrops pauloensis, classificacdo aceita pela Sociedade Brasileira
de Herpetologia (SBH 2005). Posteriormente, Fenwick et al, (2009) propuseram
uma nova reclassificacdo dos géneros Bothrops, Bothriopsis e Bothrocophias
baseado-se em evidéncias moleculares e morfolégicas o0 que resultou na
alteracdo do género de diversas espécies. Segundo esta nova classificacao,

Bothrops pauloensis foi renomeada como Bothropoides pauloensis (Figura 1).



Figura 1: Serpente Bothrops (Bothropoides) pauloensis mantida no serpentario

da Universidade Federal de Uberlandia — UFU. Fonte: Renata Santos Rodrigues.

No Brasil a espécie B. pauloensis tem sido registrada em Minas Gerais,
Goias, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul e Sédo Paulo (Silva, 2000). Habita
ambientes do cerrado brasileiro, sensu stricto, campo cerrado, campo Sujo ou
campo limpo nas zonas geograficas do Tridangulo Mineiro e Alto Paranaiba,

inclusive em areas alteradas pelo processo de urbanizacdo (Valle & Brites, 2008).

1.2- Peconhas Ofidicas: Sintese, Composicdo e
Variabilidade

As peconhas ofidicas despertam interesse devido a diversidade de
propriedades bioquimicas, funcionais e estruturais. A peconha produzida nas
glandulas veneniferas possui a funcdo de paralisar ou matar as presas e defender
contra predadores. A glandula de peconha teve origem pela especializacdo de
glandulas salivares sendo assim, parte dos componentes da peconha tem relacéo
com enzimas digestivas (Kochva, 1986).

Os mecanismos celulares que regulam a producéo e secrecdo de proteinas
nesse orgao sao desconhecidos. Sabe-se que a producdo da peconha depende
dos niveis protéicos armazenados no lumen glandular. A proporgédo de granulos

secretores nas células glandulares representa apenas 4% do volume celular e
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acredita-se que a secrecdo de toxinas ocorra continuamente apds a sintese
(Junqueira-de-Azevedo & Ho, 2002).

As peconhas das serpentes sdo provavelmente, as mais complexas de todas
as peconhas animais conhecidas, contendo 20 ou mais componentes diferentes,
sendo que mais de 90% do seu peso seco corresponde a proteinas, com uma
grande variedade de enzimas. (Varanda & Gianinni, 1999; Calvete et al, 2007).

Dentre as varias classes de toxinas encontradas na peconha das serpentes
podem-se destacar as metaloproteinases, serinoproteinases, fosfolipases A,, L-
aminoacido oxidases, peptideos potencializadores de bradicinina, miotoxinas,
disintegrinas, lectinas tipo C, entre outras de composi¢cdo minoritaria (Bjarnason &
Fox, 1994; Kamiguti et al, 1996; Matsui et al, 2000; Lu et al, 2005a). Em geral,
muitas dessas toxinas possuem multiplos alvos de acdo e agem de maneira
sinérgica, aumentando assim a sua toxicidade.

De forma resumida, sdo descritas trés principais acdes fisiopatologicas das
peconhas botropicas:

- Acao inflamatdria aguda: € causada pela acdo de um conjunto de toxinas
com especificidades diversas. Estas podem promover a liberacdo de mediadores
da resposta inflamatdria ou agir sobre o endotélio vascular (Moura-da-Silva et al,
1996; Clissa et al, 2001; Teixeira et al, 2003).

- Acdo sobre a coagulacdo sanguinea e plaquetas: decorrente da acdo de
proteases que atuam sobre alguns fatores da cascata de coagula¢do sanguinea,
como o fator X, fator V, fibrinogénio, trombina e a protrombina (White, 2005; Lu et
al, 2005a). Além das toxinas citadas acima, as disintegrinas podem agir sobre as
plaguetas inibindo a agregacao plaquetéaria (Kamiguti et al, 1996; Lu et al, 2005a).

- Acdo hemorragica: € atribuida a componentes especificos denominados
hemorraginas, que sdo metaloproteinases dependentes de zinco, que agem sobre
a membrana basal dos capilares, associadas a plaguetopenia e alteracbes na
coagulagéo.

O resultado desses multiplos efeitos pode ser visualizado por um quadro
clinico caracterizado por um marcante dano tecidual que incluem sintomas como

dor, edema, inflamacdo, necrose, além de distdrbios sistémicos como



coagulopatias, alteracbes cardiovasculares, choque hipovolémico e alteracdes
renais (Warrel, 1995).

As metaloproteinases sdo abundantes nas peconhas ofidicas e varios
estudos de caracterizacdo funcional e estrutural vém sendo realizados. Em
paralelo, estudos de andlise do padréo de expressao de toxinas tém revelado que
as metaloproteinases sao as toxinas que apresentam maior variabilidade nas
peconhas das serpentes da familia Viperidae. Devido a esse conjunto de
informacdes, essas toxinas se tornaram importantes alvos de pesquisa nos
altimos anos (Junqueira-de Azevedo & Ho, 2002; Cidade et al, 2006; Neiva et al,
2009).

1.3- METALOPROTEINASES (MPs)

De um modo geral, as metaloproteinases (E.C.3.4.24) s&o hidrolases do tipo
endopeptidases que dependem da ligacdo de um metal, na maioria das vezes, um
fon zinco (Zn**) em seu sitio catalitico para desempenhar suas atividades. Estas
enzimas, também denominadas de zinco-metaloproteinases sédo divididas de
acordo com a estrutura primaria de seus dominios e incluem os grupos das
zincinas (subdivididas em gluzincinas e metzincinas, dependendo do quarto
residuo responsavel pela coordenacdo do ion zinco, que pode ser glutamato ou
histidina, = respectivamente), inverzincinas, carboxipeptidases e DD-
carboxipeptidases. As metzincinas sao subdivididas em astacinas (encontradas
em crustaceos), serralisinas (encontradas em bactérias), matrixinas (encontradas
na matriz extracelular de mamiferos) e reprolisinas (presentes nas peconhas de
serpentes e ADAMSs) (Bode et al, 1993; Stocker et al, 1995; Matsui et al, 2000;
Fox & Serrano, 2005).

As metaloproteinases de peconha de serpentes (SVMPs — Snake Venom
Metalloproteinases) compreendem um amplo grupo de proteinas da familia zinco
dependentes, que juntamente com as ADAMs (A Disintegrin And

Metalloproteinase) e as ADAMTs (A Disintegrin And Metalloproteinase with



Thrombospondin motifs) pertecem a subfamilia das reprolisinas. Essas enzimas
apresentam grande homologia no dominio metaloproteinase e em alguns casos,
nos dominios localizados na porcdo carboxi-terminal subsequente (Fox &
Serrano, 2008).

As SVMPs compreendem uma série de proteinas com massas moleculares
variadas (20-110kDa), que estdo presentes em grandes quantidades nas
peconhas viperidicas e em algumas peconhas de serpentes da familia Elapidae e
Colubridae (Junqueira-de Azevedo & Ho, 2002; Ching et al, 2006). Estas enzimas
sao sintetizadas como precursores latentes multimodulares que sofrem diferentes
processamentos, gerando tanto moléculas cataliticamente ativas ou dominios
livres, ndo cataliticos conhecidos como disintegrinas.

De acordo com a distribuicdo dos seus dominios estruturais, as SVMPs
foram divididas em classes e subclasses. Essas enzimas s&o sintetizadas em
diferentes combinacdes dos seguintes dominios:

v’ Peptideo sinal: E composto por aproximadamente 18 aminoéacidos e é
responsavel pelo direcionamento da proteina nascente para o interior do
reticulo endoplasmatico para processamento e secrecao;

v Pr6 dominio: E composto por aproximadamente 200 aminoéacidos, esta
envolvido na inativagdo da enzima no interior das glandulas veneniferas e
contém um motivo conservado PKMCGV que esta relacionado com o
mecanismo cystein-switch. De acordo com esse mecanismo, o grupo tiol
presente na seqiiéncia conservada do pro-dominio interage com o zinco
presente no sitio ativo, bloqueando a ligacdo do substrato. Dessa forma é
necessaria a remocao do grupo tiol do sitio ativo para ativar a enzima. A
ativacdo da enzima pode ocorrer por atividade catalitica residual ou por
acdo de outras proteases da peconha (Bode et al, 1993; Stdcker et al,
1995).

v Metaloproteinase: E composto de aproximadamente 215 aminoacidos,
apresentando regides conservadas presentes  também nas
metaloproteinases de matriz (Matrix Metalloproteinases —MMPSs), sendo a
sequéncia HEXXHXXGXXH (H: histidina, E: acido glutamico, G: glicina, B:

residuo hidrofébico e X: qualquer aminoacido) relacionada ao sitio de
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ligacdo do atomo de zinco. Este dominio apresenta um residuo de
metionina na porgdo carboxi-terminal na alca abaixo do sitio ligante de
zinco (met-turn), que fornece estabilidade aos trés residuos de histidina
envolvidos na catalise (Bode et al, 1993; Stocker et al, 1995).

v Disintegrina ou Disintegrina-Like: Podem variar de 41 a 100 residuos de
aminoécidos, contendo pontes dissulfeto. O dominio disintegrina foi
primeiramente caracterizado como peptidios encontrados em peconhas
viperideas, sendo capazes de se ligar a integrinas das plaquetas com alta
afinidade por meio do motivo RGD (Gould et al, 1990; Scarborough et al,
1993; Morris et al, 1995; Kang et al, 1999; Souza et al, 2000; Mariano-
Oliveira et al, 2003; Cominetti et al, 2003; Cominetti et al, 2004). Algumas
substituicdes no motivo RGD foram previamente descritas, como motivos
DCD, ECD sendo denominados dominios disintegrinas-like (Paine et al,
1992; Hite et al, 1994; Zhou et al, 1995; Selistre-de-Araujo et al, 1997;
Souza et al, 2000). Outros dominios como MLD e KTS, bem como vérias
disintegrinas homo e heterodiméricas tém sido descritas nos ultimos anos
(Calvete et al, 2005; Marcinkiewicz, 2005).

v Rico em Cisteinas: Possui alta densidade de residuos de cisteina,
contendo por volta de 112 residuos de aminoacidos. O dominio rico em
cisteina esta localizado na por¢do C-terminal do dominio disintegrina em
metaloproteinases Pl (Cominetti et al, 2003).

v' Lectinas tipo-C: foram encontradas associadas com dois membros de
metaloproteinases da classe PIV, a RVV-X (ativador do fator X purificado
da peconha de Vipera russelli) e VLFXA (ativador do fator X purificado da
peconha de Vipera lebetina). Esta Ultima por meio de andlises por cDNA,
revelou ser sintetizada a partir de 3 RNAs independentes que codificam
uma metaloproteinase PIIlI (cadeia pesada) e duas lectinas tipo-C (cadeia
leve).

Baseado na estrutura dos dominios, as SVMPs foram classificadas em 3
classes e 11 subclasses designadas: P-la, Pll-a, P-llb, P-lic, P-lid, D-I, P-lle, P-
llla, P-1llb, P-llic, P-Illd (Fox & Serrano, 2008) (Figura 2). O critério para classificar

as SVMPs foi baseado na presenca ou auséncia dos dominios néo cataliticos que

11



sdo observados via transcriptoma ou proteinas isoladas da pegonha. Na
subclasse P-la estdo as metaloproteinases com massa molecular entre 20 e
30kDa, com baixa ou nenhuma atividade hemorragica. Esta subclasse origina-se
de precursores contendo os dominios pré, pré e catalitico, cujas proteinas
(quando processadas) ou maduras passam a apresentar apenas o dominio
catalitico que contém a sequéncia ligante de zinco.

A subclasse P-ll € composta pelos dominios pré, pré, catalitico e
disintegrina. Na subclasse P-lla temos as metaloproteinases de baixa massa
molecular e também as disintegrinas que possuem de 50 a 60 aminoécidos,
incluindo em sua maioria uma sequéncia RGD que compete com o fibrinogénio
plasmatico pela integrina a3 presente na superficie de plaquetas, inibindo
assim a agregacdo plaquetaria (Calvete et al, 2005). Alternativas quanto a
composicdo do dominio, mostram diferentes formas destas toxinas P-lIb (dominio
catalitico e disintegrina n&o processado), P-lic (presenca do dominio catalitico e
disintegrinas na forma dimérica), P-lld (disintegrinas homodiméricas) e P-lle
(disintegrinas heterodiméricas)

A classe P-lll é caracterizada por apresentar toxinas com alta atividade
hemorragica, e massa molecular entre 60 e 110kDa. Esta classe contem o0s
seguintes dominios: pré, pro, catalitico, dominio tipo disintegrina e rico em
cisteina. O dominio tipo-disintegrina € semelhante aos peptideos disintegrinas, no
entanto exibem substituicdes funcionais na sequéncia RGD, tais como ECD e
DCD, e é expresso sempre em conjunto com o dominio rico em cisteina. Essa
classe também apresenta subclasses que sédo definidas de acordo com a
composicdo de dominios. A classe PIlll-d, anteriormente classificada como P-IV
(Bjarnason & Fox, 1994) é caracterizada pela adicdo de dois dominios tipo lectina

na porcgao carboxi-terminal da proteina.
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Figura 2: Esquema das diferentes classes de metaloproteases. P (dominio pré),
Pro (dominio pro), Proteinase (dominio metaloprotease), S (dominio espacador),
Dis (dominio disintegrina), Dis-Like (dominio semelhante a disintegrina), Cys-Rich
(dominio rico em cisteina), Lec (dominio semelhante a lectina) (Fox & Serrano,
2008).

A diversidade estrutural das SVMPs confere a estas toxinas a capacidade de
interferir em diversos sistemas celulares, afetando a hemostasia de diferentes
maneiras. De modo geral, as SVMPs sdo capazes de hidrolisar proteinas da
membrana basal, incluindo fibronectina, laminina e colageno tipo IV (Gutiérrez &
Rucavado, 2000).

O mecanismo de acdo das SVMPs estad relacionado a protedlise de
componentes da matriz extracelular (Gutiérrez et al, 2005), proteinas plasmaticas
e proteinas de membrana celular (Kamiguti et al, 2003) e a interacdo com
receptores especificos, como integrinas de superficie de plaquetas (De Luca et al,
2003), células endoteliais (Souza et al, 2000; Cominnetti et al, 2004) e fibroblastos

(Zigrino et al, 2002), ativando ou inibindo a resposta celular. Esses efeitos podem
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resultar em varias alteracdes fisiopatoldgicas, tais como, inflamacéo, inibicdo da
agregacao plaquetaria, apoptose e hemorragia (Gutiérrez et al, 2005).

Estudos estruturais de metaloproteinases sugerem que 0 mecanismo de
catélise se deve a presenca de uma molécula de agua localizada entre o grupo
carboxilico do residuo GIlu335 catalitico e o ion zinco. A molécula da agua
provoca um aumento da polarizagdo na regido, isto possibilita a transferéncia de
um proton da molécula de agua para o Glu335, o qual se torna um nucledfilo e
ataca o grupo carbonil da ligacdo peptidica do substrato, levando o ion zinco a um
estado de transi¢do pentacoordenado. Com a transferéncia do proton do Glu para
0 nitrogénio da ligacdo peptidica do substrato, este é clivado liberando os
produtos da reacdo e a enzima é regenerada com a incorporacdo de uma nova
molécula de dgua (Stocker et al, 1995; Ramos & Selistre-de-Araujo, 2006).

O mecanismo de acdo das metaloproteinases tem sido investigado em
varios sentidos, porém existe um consenso em considerar a hidrolise de
componentes da membrana basal nos capilares e microvasos como um passo

chave neste processo (Gutiérrez et al, 2005).

1.4- SERINOPROTEINASES (SPs)

Dentre as diversas proteinas que interferem na hemostasia de mamiferos,
interagindo com proteinas da cascata de coagulacédo e da via fibrino(geno)litica,
destacam-se aquelas encontradas nas peconhas de serpentes da familia
Viperidae.

As serinoproteases da peconha de serpentes (SVSPs — Snake Venom
Serinoproteases) sdo classificadas como Tripsina S1 de cla SA (Rawlings &
Barrent, 2004), pois possuem estrutura semelhante a tripsina. Apesar desta
similaridade estrutural, estas toxinas frequentemente atuam em substratos
macromoleculares especificos (Halfon & Craik, 1998) e compreendem um grupo
de enzimas que catalisam uma ampla gama de reacgfes, que interferem em

pontos distintos da cascata de coagulacdo, por ativacdo ou inibicdo especifica de
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componentes envolvidos na agregacao plaquetaria, coagulacdo sanguinea e
fibrindlise (Braud et al, 2000).

As SVSPs sao glicoproteinas sintetizadas como zimogénios e possuem
cadeia polipeptidica Unica com massas moleculares variadas, dependendo da
quantidade de carboidratos que a molécula apresenta na estrutura. Além disso,
elas diferem uma da outra pelo nimero variavel de sitios de glicosilacdo N- ou O-
ligados.

SVSPs em sua maioria possuem enovelamento tipico da enzima digestiva
quimotripsina, caracterizada pela presenca de dois dominios assimétricos de
folhas B, separados pela triade catalitica (Lesk & Fordham, 1996) composta pela
Serl195 na regido C-terminal, além da His57 e do Asp102 na regido C-terminal, de
acordo com numeragao do quimiotripsinogénio.

O mecanismo de acdo destas enzimas consiste no ataque nucleofilico
realizado pela hidroxila de um residuo ativo de serina sobre o grupo carbonil de
ligagbes peptidicas. Concomitantemente, a His57 captura o proton da hidroxila,
interagindo com o Aspl02, resultando em um estado de transicdo tetraédrico
estabilizado pelos grupos amino da Ser195 e da Gly193. Finalmente, um préton &
transferido da His57 ao fragmento polipeptidico C-terminal da ligacdo rompida, e a
enzima é regenerada por um mecanismo similar onde uma molécula de agua atua
como nucledfilo (Silva Jr & De Simone, 2004).

Em geral, estudos indicam que as SVSPs sao constituidas de
aproximadamente 230 residuos de aminoacidos com doze residuos de cisteina,
0s quais formam seis pontes dissulfeto (Serrano & Maroun, 2005). As
serinoproteinases apresentam alto grau de semelhanca na sequéncia de
aminoacidos, mas apesar disto, elas sdo altamente especificas em atuar em
diferentes substratos tais como fibrinogénio, cininogénio e plaminogénio (Serrano
& Maroun, 2005). Dessa forma, algumas serinoproteinases atuam sobre um ou
mais substratos, enquanto outras apresentam atividade limitada. As SVSPs que
apresentam atividade coagulante in vitro sédo referidas como thrombin-like, pois
mimetizam algumas fungdes da trombina, como a capacidade em degradar o

fibrinogénio, formando coagulos de fibrina.
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A sequéncia motivo do sitio ativo das enzimas “thrombin-like” das pegonhas
de serpentes é altamente conservada, no entanto algumas diferencas séo
observadas no que diz respeito a especificidade da atividade catalitica sobre o
fibrinogénio, quando comparadas com a trombina.

O fibrinogénio é uma glicoproteina envolvida nas etapas finais da
coagulacao sanguinea, e composto por trés cadeias Aa, B e y. Algumas enzimas
‘thrombin-like” das pegonhas de serpentes clivam ambas as cadeias do
fibrinogénio, Aa e Bp, liberando fibrinopeptideos A (FpA) e fibrinopeptideos B
(FpB), mas a maioria delas atua preferencialmente em apenas uma das cadeias
do fibrinogénio (Pirkle, 1998; Markland, 1998; Matsui et al, 2000; Bortoleto et al,
2002). Markland (1998) designou a subfamilia das enzimas “thrombin-like” como
venombinas A, B ou AB, para definir toxinas que atuam de forma semelhante a
trombina, liberando fibrinopeptideos A, B ou AB da molécula de fibrinogénio,
respectivamente.

Castro et al, (2004) recomendam o uso da designacdo Snake Venom
Thrombin Like Enzyme (SVTLE) para esta subfamilia de serinoproteinases. Deste
modo, SVTLEs podem ser agrupadas de acordo com a liberacdo de
fibrinopeptideos em trés categorias: SVTLE-AB, SVTLE-A, SVTLE-B (Figura 3).

| ¥ Y
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%lkﬂ : &1_/
SVTLE-B

Thrombin
SVTLE- "'- SVTLE-AB

Figura 3: Esquema comparativo do sitio de a¢éo catalitica da trombina e SVTLESs
sobre o fibrinogénio. As cadeias do fibrinogénio sédo representadas pelos simbolos
a, B e y, enquanto que os fibrinopeptideos liberados pela ag&o hidrolitica séo

representados pelas letras A e B (Castro et al, 2004).

Sao descritas na literatura varias enzimas “thrombin-like” purificadas de

peconhas botrépicas, as quais sdo caracterizadas pela preferéncia em liberar
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especificamente os fibrinopeptideos A, B ou AB do fibrinogénio. Da peconha de
Bothrops jararaca ja foram isoladas a botrombina (Nishida et al, 1994), e a TL-BJ
(Serrano et al, 2000), estas toxinas apresentam massa molecular de
aproximadamente 30kDa. A botrombina e a TL-BJ liberam hidrolitcamente o
fibrinopeptideo A enquanto a jararassina-l libera o B. Exemplos de SVTLEs que
liberam ambos os fibrinopeptideos A e B sé@o a jararacussina da peconha de B.
jararacussu (Bortoleto et al, 2002) e THLE isolada de Trimeresurus flavoviridis
(Komori et al, 2002).

As SVTLEs, na maioria dos casos, ndo atuam sobre outros fatores da
coagulacdo que nao o fibrinogénio. Entretanto, com base na literatura algumas
enzimas como contortrixobina (Agkistrodon contortrix contortrix) ativam os fatores
Xl e V (Amiconi et al, 2000), a botrombina e trombocitina respectivamente
isoladas de Bothrops jararaca e Bothrops atrox ativam o fator VIII (Castro et al,
2004), a cerastocitina (Cerastes cerastes) € capaz de ativar o fator X, que
consiste em uma caracteristica rara e interessante na subfamilia das SVTLEs
(Marrakchi et al, 1995).

Costa et al, (2009) isolaram uma serinoprotease thrombin-like da peconha
de B. pauloensis denominada BpSP-l. Esta enzima atua sobre a cadeia a do
fibrinogénio e tem atividade calicreina-like. Por outro lado, esta enzima foi incapaz
de atuar sobre o fator X e plasmina e, além disso, ndo induziu agregacao
plaquetéria e atividade proteolitica sobre a caseina.

Dentre as SVTLESs, algumas possuem diferentes atividades biol6gicas sobre
0 sistema hemostatico e vale citar que elas também podem atuar em outros
processos, como nos sistemas complemento, nervoso e renal (Torrent et al,
2007).

1.5- FOSFOLIPASES A; (PLA,)

As fosfolipases (PLA.s) (E.C.3.1.1.4) sao enzimas que atuam sobre
membranas celulares clivando os fosfolipidios em &cidos graxos e

lisofosfolipidios. As fosfolipases sédo divididas em diferentes tipos, variando de

17



acordo com o sitio de hidrdlise. Sua descoberta foi baseada na observacdo do
suco pancreatico de mamiferos e da peconha de serpentes na hidrélise de
fosfatidilcolina (Wittcoff, 1951).

As PLA;s possuem importantes papéis no catabolismo de lipideos da dieta e
no metabolismo geral de lipideos estruturais de membranas celulares. Com a
acdo da enzima, os fosfolipidios sdo hidrolisados desestruturando a membrana e
comprometendo a sua permeabilidade seletiva. A hidrolise ocorre especificamente
na ligacdo éster do carbono 2, liberando acidos graxos e lisofosfolipidios em uma
reacdo dependente de calcio (Arni & Ward, 1996; Kudo & Murakami, 2002; Kini,
2003). Estas enzimas apresentam um importante papel em vérias funcfes
celulares, incluindo manutencdo dos fosfolipidios celulares, geracdo de
prostaglandinas (PGs) e leucotrienos, transducao de sinais, proliferacéo celular e
contracdo muscular. (Dennis et al, 1991; Santos-Filho et al, 2008; Oliveira et al,
2009).

As PLA;s constituem uma superfamilia de enzimas pertencentes a 15
grupos e seus subgrupos, e que também podem ser divididas em cinco tipos
distintos: 1) as PLA,s secretadas (SPLA;) encontradas em plantas, insetos,
mamiferos, peconhas de serpentes entre outros, 2) as PLA,s citossolicas
(cPLA,), 3) as PLA,s independentes de Ca®* (IPLA), 4) as acetil-hidrolases de
fatores ativadores de plaguetas (PAF-AH) e 5) as PLA;s lisossomais (Schaloske &
Dennis, 2006). Este sistema de classificacdo agrupa as PLA, de acordo com a
sequéncia de aminoacidos, origem, mecanismo catalitico, caracteristicas
bioquimicas adicionais, funcionais e estruturais.

As sPLA;s sdo enzimas que apresentam massa molecular variando entre 13
e 18 kDa, contendo usualmente de 5 a 8 pontes dissulfeto (Schaloske & Dennis,
2006). Estas enzimas apresentam uma histidina no sitio ativo e requerem a
presenca de fons célcio (Ca*") para a catélise. As PLA,s dos grupos IA, IB, IIA,
1B, IIC, 1D, IIE, IIF, LV, IX, X, XIA, XIB, Xll, XIII, XIV sédo representantes das
SPLA,s (Tabela 1).

18



Tabela 1: Classificagdo das fosfolipases A, secretadas (sPLA,). Adaptada de
Schaloske & Dennis, 2006

Grupo PLA, Fonte Massa Relativa Pontes
(Mr) Dissulfeto
1A sPLA, Hydrophiidae e Elapidae 13-15 7
IB SPLA, Pancreas Suino e Humano 13-15 7
A sPLA, Crotalinae, Fluido Sinovial Humano 13-15 7
1B sPLA, Vibora de Gaboon 13-15 6
11C sPLA, Rato e Testiculo Murino 15 8
11D sPLA, Humano, Pancreas Murino e Baco 14-15 7
IE sPLA, Humano, Cérebro Murino, Coracao e 14-15 7
Utero
IIF sPLA, Humano, Testiculo Murino, Embrido 16-17 6
1 SPLA, Humano, Murino, Lagarto e Abelha 15-18 8
55 (humano e
murino)
Vv sPLA, Humano, Cora¢do Murino, Pulmao e 14 6
Macrofago
IX sPLA, Veneno de Caracol (conodipine-M) 14 6
X sPLA, Baco Humano, Timo e Leucdcitos 14 8
XIA SPLA, Broto Verde de Arroz (PLA, - 1) 12.4 6
XIB sPLA, Broto Verde de Arroz (PLA, - Il) 12.9 6
Xl sPLA, Humano e Murino 19 7
Xl SPLA, Parvovirus <10 0
XV SPLA, Fungo Simbidtico e Bactéria 13-19 2

Do ponto de vista médico, existe um grande interesse no entendimento do
mecanismo de a¢ao das fosfolipases A,, pois essas enzimas estdo envolvidas em
varios processos inflamatorios humanos e envenenamentos ofidicos e por
abelhas. Sdo encontradas em uma variedade de fluidos biolégicos, plantas,
bactérias, eritrocitos, plaquetas e leucécitos polimorfonucleares. No entanto, as
mais conhecidas e mais estudadas sdo aquelas encontradas em tecidos
pancreaticos de mamiferos e nas peconhas de répteis e insetos (Dennis, 1994,
Soares e Giglio, 2003; Soares et al, 2004).
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As peconhas animais consistem em ricas fontes de fosfolipases A; as quais
apresentam uma variedade de efeitos farmacolégicos e/ou toxicos, como
mionecrose, inibicdo da agregacao plaquetaria, neurotoxicidade, cardiotoxicidade,
hipotenséo e indugdo de edema (Gutiérrez & Lomonte, 1997; Harris et al, 2000;
Singh et al, 2000; Soares et al, 2004; Santos-Filho et al, 2008).

As fosfolipases A, de peconha de serpentes estdo reunidas em dois grupos:
as enzimas do grupo IA que sdo encontradas em peconhas de serpentes da
familia Elapidae e Hydrophiidae e as do grupo IlA sdo encontradas em peconhas
das serpentes crotélicas e viperideas (Ward et al, 2001) (Tabela 1).

As PLA,s pertencentes ao grupo IIA foram divididas em subgrupos, dos
quais destacam-se: (a) PLA,s Asp49, enzimas que apresentam um residuo de
aspartato na posicdo 49 sendo cataliticamente ativas; (b) PLA,s Lys49,
apresentam uma substituicdo do residuo de aspartato pela lisihna ha mesma
posicdo e apresentam pouca ou henhuma atividade enzimética sobre substratos
artificiais. Ambos os subgrupos das PLA, podem ter carater basico, com ponto
isoelétrico variando entre 7,0 e 10,0 (Gutiérrez & Lomonte, 1997; Ownby et al,
1999; Soares et al, 2004). Além dos subgrupos acima, podemos citar outras
variantes como: Asn 49 (Tsai et al, 2004; Wei et al, 2006), Ser49 (Krizaj et al,
1991, Polgar et al, 1996); GIn49 (Bao et al, 2005) e Arg49 (Chijiwa et al, 2006;
Mebs et al, 2006), que apresentam atividade catalitica reduzida ou perdem
atividade quando comparadas com as fosfolipases A, Asp49 (Bao et al, 2005).

As sequéncias representantes dos dominios estruturais (DsxXCCXXHDyg) €
dos sitios de ligagdo ao calcio (X2;CGXGG3p), sdo altamente conservadas nas
PLA,s cataliticamente ativas do grupo Il (Kudo & Murakami, 2002).

Segundo Renetseder e colaboradores (1985), os residuos de His48, Asp49,
Tyr52 e Asp99 sdo altamente conservados no sitio ativo dos grupos | e Il das
PLA,s. O grupo carboxila do residuo de aspartato presente na posicdo 49,
juntamente com trés oxigénios carbonil da cadeia principal dos residuos Tyr28,
Gly30 e Gly32, estdao envolvidos na ligacdo ao Ca®", que funciona como um
cofator no mecanismo de hidrélise (Verheij et al, 1980; Scott et al, 1990). Este

cofator orienta tanto o substrato fosfolipidico, como estabiliza o intermediario
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catalitico tetraédrico (Scott et al, 1990) e, na sua auséncia, as PLA,s sédo
cataliticamente inativas.

O mecanismo proposto por Verheij et al (1981), e revisado por Berg et al
(2001), sugere que os residuos His48, Asp99 e uma molécula de agua formam
uma triade catalitica. A seqiéncia do mecanismo ocorre em trés etapas: (a)
desprotonacao da molécula de agua pela diade catalitica His48/Asp99; (b) ataque
nucleofilico na ligacdo éster sn-2 do glicerofosfolipideo pela dgua desprotonada e
a formacéo do intermediario tetraédrico, que é estabilizado pelo cofator Ca®*; e (c)
finalmente o colapso do intermediario da reacdo, com a liberagcdo dos produtos da
hidrolise, acido graxo e lisofosfolipidio.

Atualmente, pesquisadores procuram elucidar o mecanismo de acédo das
PLA,s sobre seus substratos por meio da interacdo da enzima com a membrana.
De acordo com o modelo proposto, as PLA,s se mantém cataliticamente inativas
em meio aquoso devido a baixa afinidade das PLA,s Asp49 ao ion calcio. Quando
a enzima penetra parcialmente na regiao hidrofébica da bicamada lipidica, varias
mudancas conformacionais ocorrem tornando o sitio ativo mais acessivel ao seu
cofator e também ao seu substrato. A hidrélise procede e seus produtos parecem
aumentar a afinidade da enzima a membrana (Wacklin et al, 2007).

A substituicdo do residuo Asp49 por Lys49 afeta drasticamente a ligacdo do
calcio as PLA,, justificando a baixa ou inexistente atividade catalitica. Apesar
disto, as PLA, Lys49 demonstram atividade litica sobre membrana através de um
mecanismo independente de calcio. Estudos com peptideos sintéticos, mapeando
sitios de interacdo com moléculas neutralizantes e mutagénese sitio dirigida, tem
demonstrado que existe uma regido molecular contendo aminoéacidos hidrofébicos
e catibnicos presentes na regido C-terminal das PLA; Lys49 que é essencial para
sua atividade miotoxica, bactericida e sobre lipossomos (Lomonte et al, 2003;
Chioato & Ward, 2003; Ambrosio et al, 2005).

Algumas fosfolipases A, basicas da peconha de B. n. pauloensis foram
isoladas e caracterizadas. Rodrigues et al (1998), isolaram duas fosfolipases A;
Lys49 denominadas BnSP6 e BnSP7 que ndo apresentaram atividade catalitica
sobre substratos artificiais, porém foram capazes de causar miotoxicidade e

edema. Por outro lado, as fosfolipases A, basicas Asp49 denominadas BnpTX-I e
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BnpTXIl apresentam atividade catalitica, citotoxicidade in vitro, miotoxicidade,
edema e letalidade em camundongos (Rodrigues et al, 2004).

As fosfolipases A, acidas Asp49 das peconhas de serpentes também tém
sido amplamente caracterizadas. Estas enzimas em geral, possuem ponto
isoelétrico que variam de 4,3 a 5,3 e apresentam uma alta atividade catalitica
(Nisenbon et al, 1986; Ketelhut et al, 2003; Rodrigues et al, 2007; Santos-Filho et
al, 2008), podendo ou néo apresentar atividade miotoxica, sendo esta menos
expressiva quando comparada a miotoxicidade induzida por PLA, basicas.

Vérias PLA; acidas ja foram isoladas e caracterizadas dentre estas podemos
citar trés PLA, acidas de B. neuwiedi (P1, P2 e P3) com atividade miotoxica
(Daniele et al, 1995; 1997), uma PLA, acida de B. alternatus que apresentou
efeito toxico sobre tecidos como figado, pulmbes e coracdo (Nisenbom et al,
1986), quatro PLA, &cidas de B. jararacussu que apresentaram também efeito
toxico (Ketelhut et al, 2003), duas PLA, acidas de B. insularis com atividade
miotoxica (Cogo et al, 2006), uma PLA; &cida de B.erythromelas com uma potente
acdo de inibitéria da agregacdo plaquetaria e inducdo de liberacdo de
prostaglandinas |, por células endoteliais (Modesto et al, 2006), uma PLA; acida
de B. pauloensis com elevada atividade hemolitica indireta, inibicdo da agregacao
plaquetéria, intensa atividade edematogénica e miotoxicidade (Rodrigues et al,
2007) e uma PLA, &cida de B. moojeni que induz edema de pata em
camundongos, atividade citotdéxica sobre bactérias, fungos e células tumorais
(Santos-Filho et al, 2008).

Devido a sua relativa abundancia em vaérias fontes naturais, a alta
estabilidade e metodologias de purificacdo bem definidas, as PLA, em geral,
estdo entre as toxinas mais estudadas e muitas delas possuem sua estrutura
terciaria determinada como a piratoxina- Il (B.pirajai) (Rigden et al, 2003), a
miotoxina-l (B.moojeni) (Marchi-Salvador et al, 2005) e a BthA-I-PLA;
(B.jararacussu) (Magro et al, 2005).
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1.6- L-AMINOACIDO OXIDASES (LAAQ)

As L-aminoéacido oxidases (E.C.1.4.3.2) sao flavoproteinas que apresentam
ligagcbes ndo covalentes com a flavina adenina dinucleotideo (FAD) ou flavina
mononucleotideo (FMN) e estdo presentes nas peconhas de véarias espécies de
serpentes (Iwanaga & Suzuki, 1979; Curti et al, 1992; Butzke et al, 2005).

Estas enzimas s&o usualmente homodiméricas, acidas ou bésicas e
apresentam massa molecular entre 110-150 kDa na forma nativa e 55-66 kDa em
suas formas monoméricas, com ponto isoelétrico entre 4,4 — 8,5 (Souza et al,
1999, Ponnudurai et al, 1994, Tan & Swaminathan, 1992, Tan & Saifuddin, 1989,
Torii et al, 1997, Abe et al, 1998, Du & Clemetson, 2002, Ali et al, 2000, Toyama
et al, 2006, Samel et al, 2006). Sao responsaveis pela coloracdo amarela das
peconhas ofidicas devido a presenca de riboflavina que faz parte do grupo
prostético (FAD ou FMN) das LAAOSs, o que facilita sua purificacdo (Takatsuka et
al, 2001; Manrique, 2005).

As LAAOs apresentam 3-4% de carboidratos em sua estrutura e estas
glicosilagcbes contribuem para a microheterogeneidade encontrada em algumas
LAAOs ja isoladas. As glicosilagbes destas enzimas parecem ser de fundamental
importancia para a secrecao e solubilidade protéica, bem como para as acdes
farmacoldgicas que estas apresentam.

As LAAOs catalisam a desaminacao oxidativa de um substrato L-aminoacido
para um a-cetoacido com a producdo de amoénio e peréxido de hidrogénio. Os
elétrons retirados durante a reacdo de desidrogenacdo catalisada pela LAAO
sobre o L-aminoacido, reduzem o grupo prostético FAD da enzima, convertendo-o
em FADH,, que posteriormente reduz oxigénio molecular até o peroxido de
hidrogénio (H,0,), oxidando novamente a molécula de FADH, e regenerando a
enzima (Geyer et al, 2001) (Figura 4).
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Figura 4: Reacdo quimica catalisada pelas L-aminoacido oxidases (LAAO). Os
produtos da reacdo sdo um iminoacido, como intermediario, seguido de uma

hidrolise esponténea, gerando assim um a-cetoacido e amonio.

Estas enzimas apresentam especificidade catalitica pelos aminoacidos
hidrofébicos e aromaticos, incluindo L-fenilalanina, L-triptofano, L-tirosina e L-
leucina. A afinidade pelos aminoécidos polares e basicos € bem mais reduzida,
sendo que aqueles carregados positivamente como L-lisina e L-arginina fazem
interacdo eletrostatica desfavoravel com a Argsy; do sitio catalitico da enzima
(Moustafa et al, 2006).

As LAAOs de peconhas ofidicas geralmente apresentam estruturas
homodiméricas, sendo que uma subunidade se mantém unida a outra por
ligacdes ndo covalentes. Cada mondmero contém 15 estruturas em a-hélice e 22
em folhas B-pregueada distribuidas em trés dominios: dominio ligante de
substrato, dominio ligante de FAD e um terceiro helicoidal, sendo que na interface
entre o dominio ligante de substrato e helicoidal ha uma distancia de 25A
formando um sulco que chega até o sitio ativo, provavelmente utilizado para a
liberacdo do produto. A estrutura do dominio ligante de FAD consiste em trés
regibes descontinuas entre os residuos 35-64, 242-318 e 446-486. O dominio
ligante de substrato € composto pelos seguintes residuos de aminoacidos 5-25,
73-129, 233-236 e 323-420, enquanto o dominio helicoidal € composto dos
residuos 130-230 (Pawelek et al, 2000).

A purificacdo de LAAOs de peconhas de serpentes tem sido descrita por
varios grupos de pesquisa, sendo que enzimas de diferentes origens exibem
distinta especificidade, estabilidade, atividade biologica e toxica (Du & Clemetson,

2002). A maioria das LAAOs isoladas apresentam grande similaridade em relacao
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a massa molecular, pl e sequéncia N-terminal. A LAAO isolada de Agkistrodon
halys blomhoffi apresenta 90% de similaridade com a sequéncia N-terminal da
LAAO isolada da peconha de Crotalus atrox (Torii et al, 1997) e 88% com C.
adamateus (Raibekas & Massey, 1998).

O mecanismo de acdo destas toxinas ainda nao foi completamente
elucidado, contudo, alguns trabalhos descrevem amplos efeitos biolégicos e
farmacoldgicos, como inducéo de apoptose (Surh & Kim, 1996; Torii et al, 1997;
Souza et al, 1999; Ali et al, 2000, Zhang et al, 2004), atividade bactericida (Stiles
et al, 1991; Souza et al, 1999; Ehara et al, 2002; Stabeli et al, 2004; Toyama et al,
2006; lzidoro et al, 2006; Torres et al, 2010; Sun et al, 2010); citotoxicidade (Ahn
et al, 1997, Souza et al, 1999, Butzke et al, 2005; Izidoro et al, 2006; Wei et al,
2009); alteracdo na funcéo plaquetéaria (Li et al, 1994, Stabeli et al, 2004, Toyama
et al, 2006, Izidoro et al, 2006, Wei et al, 2009, Sun et al, 2010); hemorragia
(Sakurai et al, 2003); edema (Izidoro et al, 2006), leishmanicida (Tempone et al,
2001, Torres et al, 2010) e antiHIV (Zhang et al, 2003). Muitos desses efeitos
biolégicos das LAAOs sdo creditados aos efeitos secundarios do peroxido de
hidrogénio produzido durante a reacao enzimatica (Torii et al, 1997; Li et al, 1994,
Suhr & Kim, 1999).

Algumas LAAOs foram isoladas de peconhas das serpentes do género
Bothrops. Dentre estas pode-se destacar a LAAO de B. moojeni que apresenta
efeito leishmanicida (Tempone et al, 2001), a de B. alternatus que possui efeito
bactericida (Stabeli et al, 2004), a de B. pirajai apresentando atividade bactericida
e antitumoral (Izidoro et al, 2006), a de B. pauloensis (Rodrigues et al, 2009) e B.
marajoensis (Torres et al, 2010) com atividade leishmanicida e bactericida.

Dentre essas, apenas a LAAO de Calosellasma rodhostoma foi amplamente
caracterizada e teve sua estrutura tridimensional determinada (Moustafa et al,
2006). Kommoju et al (2007), mostraram com sucesso a expressao do
recombinante ativo de LAAO de C. rodhostoma em Pichia pastoris (levedura),
enfatizando que as propriedades cataliticas e especificidade pelos substratos
foram similares aos da enzima nativa.

As LAAOs formam uma familia de proteinas com atividades biologicas

diversificadas, sendo que os resultados obtidos até o presente momento indicam

25



que o peroxido de hidrogénio, liberado durante a rea¢do quimica catalisada pelas
LAAOSs, é o metabdlito responsavel por muitos desses efeitos. Analises estruturais
e funcionais dessa classe de enzimas sdo de grande importancia, pois além de
uma melhor elucidacdo quanto ao mecanismo de acéo, estes estudos, podem
contribuir para aumentar o potencial de aplicagdo biotecnologica na clinica-

farmacéutica.

1.7- PEPTIDEOS POTENCIALIZADORES DE
BRADICININA (BPPs)

As peconhas de serpentes sdo conhecidas por serem fontes ricas de
peptideos bioativos. Os peptideos potencializadores de bradicinina (BPPs) sao
peptideos com baixa massa molecular e ndo apresentam pontes dissulfeto, sendo
que alguns sdo conhecidos como inibidores da enzima conversora de
angiotensina (ECA) e previnem a formag&o da angiotensina Il e a degradacgao da
bradicinina.

Esses peptideos sédo ricos em residuos de prolina, possuem um &acido
piroglutamico (Pyr) na porcdo N-terminal, geralmente uma sequéncia lle-Pro-Pro
na porcdo C-terminal e sédo codificados por uma proteina contendo 256 residuos
de aminoacidos. O polipeptideo precursor é composto por um peptideo sinal (~25
aa) na porcao N-terminal, seguido pela sequéncia dos BPPs ou analogos (5-13
aa), uma sequéncia espacadora com numero incerto de aminoacidos, uma
sequéncia ligante (~144 aa) com funcdo indefinida e uma sequéncia do peptideo
natriurético tipo-C (CNP) contendo 22 aminoacidos com uma seqiéncia sinal
anterior de processamento com 10 aminoacidos (Ferreira, 1970, Murayama et al,
1997, Higuchi et al, 1999, Menin et al, 2008). Na literatura foi descrito um peptido
potencializador de bradicinina isolado de Lachesis muta (Lm-BPP 1) que né&o
apresenta o Pyr na porcédo N-terminal (Soares et al, 2005).

As pesquisas com peptideos potenciadores de bradicinina tiveram inicio em
1965, por Ferreira e colaboradores, que observaram um fator na peconha de B.

jararaca capaz de potenciar a acdo da bradicinina. Estes fatores estavam
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associados ao controle da pressao sanguinea e outros processos fisiopatologicos.
Posteriormente, estes estudos levaram ao desenvolvimento do Captopril®,0
primeiro inibidor do sitio ativo da ECA e um dos farmacos mais utilizados no
tratamento de hipertenséao.

Além de BPPs isolados da peconha de B .jararaca outros peptideos foram
identificados e sequenciados como BPP-Ill (B. neuwiedi) (Ferreira et al, 1998),
Cdtla (Crotalus durissus terrificus) (Gomes et al, 2007) e Lm-BPP 1 (Lachesis
muta) (Soares et al, 2005).

Atualmente, as ferramentas protedmicas e gendmicas sdo metodologias
importantes para a descoberta de novos peptideos de peconhas animais e isso
pode levar a identificacdo de novos componentes que podem ser utilizados como

reagentes em diagnadsticos clinicos.
1.8- LECTINAS

As lectinas de peconhas de serpentes (SVL) sdo proteinas sintetizadas
exclusivamente nas glandulas veneniferas. Este grupo de proteinas pode ser
dividido em duas classes distintas: lectinas tipo-C (CTL) e as proteinas
semelhantes a lectinas tipo-C (CTL-like), ambas estruturalmente conservadas,
mas com fungdes bioldgicas diversificadas.

Em geral, as CTLs sdo homodiméricas e cada mondmero é composto de
aproximadamente 135 aminoacidos e quatro pares de pontes dissulfeto entre as
cadeias (Abreu et al, 2006).

As CTLs sao proteinas ligantes de carboidratos especificamente D-galactose
e lactose, sendo que algumas podem reconhecer D-manose (Zha et al, 2001).
S&o dependentes de célcio (Ca®*) e possuem uma regido altamente conservada
constituida de 115 a 130 residuos de aminoacidos denominada Dominio de
Reconhecimento de Carboidrato (CRD), regido na qual os carboidratos se ligam
(Lu et al, 2005b). Este dominio na maioria das CTLs é composto pelos seguintes
residuos de aminoacidos conservados: GIn96, Pro97, Asp98, Tyrl00, Glul04,
Asnl119, Aspl20 e GInl121. Além disso, outros residuos foram descritos como
importantes para o CRD, Glyl2, Cys31, Gly69, Thr82, Asp83, Thr87, Trp92,
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Cysl106, Glyl114, Trpl118, Cys123 e Cysl13 (Drickamer, 1988; Guimaraes-Gomes
et al, 2004).

A superficie envolvida na ligacdo com o carboidrato (CRD) é carregada
negativamente em todas as lectinas e apresenta uma forma cOncava que
acomoda o carboidrato e o ion célcio, permitindo a interacdo das CTLs com o
grupo hidroxila do carboidrato, modulando assim a funcdo hemaglutinante (Abreu
et al, 2006).

Muitas CTLs de peconhas ofidicas tém sido purificadas e caracterizadas,
porém poucas destas foram parcialmente ou totalmente sequienciadas como as
CTLs de C. atrox, L. muta stenophrys, Agkistrodon p. piscivorus, Trimeresurus
okinavensis e Bothrops jararacussu. Estas apresentam atividades bioldgicas tais
como aglutinacéo, atividade mitogénica sobre linfocitos, agregacdo plaquetaria,
inducdo de edema, inibicdo da proliferagdo celular, inducdo de inflamacéo,
nefrotoxicidade e citotoxicidade (Marcinkiewicz et al, 2000, Havt et al, 2005,
Panunto et al 2006).

As CLT-like sdo encontradas somente em peconhas ofidicas e possuem
similaridade com as descritas anteriormente, com excecdo do classico loop
ligante de carboidrato e calcio. Elas se ligam a uma ampla variedade de fatores
da coagulacéo e receptores de plaquetas, o que evidencia que apresentam mais
de um sitio de interacdo e podem interagir com mais de um receptor/proteina.

De acordo com seus alvos especificos, as CTL-like podem ser classificadas
em: (a) CTL-like ligantes do fator IX e/ou fator X que possuem massa molecular
em torno de 30kDa e sao heterodiméricas ligadas por ponte dissulfeto, (b) CTL-
like ligantes de trombina e protrombina, que possuem 30kDa, sdo formadas por
cadeias homodlogas distintas ligadas por pontes dissulfeto e apresentam carater
acido (c) CTL-like ligantes do fator de von Willebrand que sdo compostas por
duas cadeias heterdlogas ligadas por pontes dissulfeto e (d) CTL-like ligantes a
receptores plaquetarios, que sdo heterodiméricas, com duas subunidades a e
duas 3 e possuem massa molecular de aproximadamente 150kDa.

As buscas por um melhor entendimento quanto a estrutura e funcéo destas
proteinas direcionaram varios pesquisadores a identificar sequéncias de CTL-like

através de técnicas de biologia molecular. A primeira seqiéncia por cDNA de uma
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lectina foi uma CTL da peconha de T. stejnegeri (Xu et al, 1999). Posteriormente,
uma CTL-like de T. stejnegeri foi clonada e apresentou seqiéncias similares as
CTL-like de Echis ocellatus, E. pyramidum leakeyi, E. carinatus sochureki e Bitis
arietans (Harrison et al, 2003).

1.9- FATORES DE CRESCIMENTO

Os fatores de crescimento estdo presentes nas pecgonhas ofidicas, porém
sdo pouco estudados devido a baixa expressdo destes em relagdo as toxinas
predominantes. Dentre estes podemos citar os fatores de crescimento neural
(NGF) e endotelial (VEGF),

O fator de crescimento neural (NGF) pertence a familia de fatores
neurotréficos e consiste em um polipeptideo responsavel pela manutencao e
sobrevivéncia neuronal (Cohen et al, 1954). Os NGFs presentes nas pegonhas
ofidicas desempenham também efeitos farmacol6gicos ndo relacionados ao
sistema nervoso como inducdo do extravasamento plasméatico e liberacdo de
histamina em células sanguineas (Kostiza et al, 1995). A maioria das atividades
bioldgicas conhecidas desempenhadas por NGF ocorre via ligacédo a duas classes
de receptores transmembrana: receptores neurotroficos universais de baixa
afinidade p75"'", e receptores tirosina cinase de alta afinidade (Trk) (Connor &
Dragunow, 1998). Os receptores Trk ativam sinais positivos, como 0 aumento no
crescimento e sobrevivéncia dos neurbnios e o estimulo da maquinaria
transcricional que controla o crescimento de axbnios e dendritos, porém o0s

receptores p75"'"

sdo conhecidos por ativarem tanto sinais positivos quanto
negativos, como acgao pré-apoptoética (Casaccia-Bonnefil et al., 1999; Micera et al.,
2007).

Boldrini-Franca et al (2009), a partir de uma biblioteca parcial de cDNAs da
glandula da peconha de Crotalus durissus colillineatus, identificaram somente um
clone correspondente a NGF em um total de 198 sequéncias identificadas como
toxinas. Isso indica uma baixa expressdo deste componente pela glandula de

peconha desta espécie de serpente em relagdo aos outros componentes toxicos.
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Os fatores de crescimento endotelial vascular (VEGF) séo responséaveis pela
criacAo de novos vasos sanguineos durante o desenvolvimento embrionério,
agindo também em condicbes patologicas. As proteinas homologas aos VEGFs
na peconha de serpentes desempenham diversas atividades, como aumento da
permeabilidade capilar e inducdo de mitose em células endoteliais (Tokunaga et
al, 2005). Alguns destes fatores foram isolados, caracterizados e até clonados,
porém ainda ndo se sabe se todas as espécies de serpentes expressam esta
proteina em sua peconha.

Estudos no campo da toxinologia cresceram bastante e durante os ultimos
20 anos vérias toxinas ja foram isoladas de diversas espécies, porém algumas
delas ainda permanecem com sua estrutura e funcdo desconhecidas. Dessa
forma, torna-se de fundamental importancia o aprofundamento na investigacéo
funcional e estrutural das toxinas ofidicas, o qual poderd fornecer novas
ferramentas e/ou tratamentos mais eficazes na minimizacdo dos efeitos dos

envenenamentos ofidicos.
1.10- APLICACOES TERAPEUTICAS

As pesquisas de novos agentes terapéuticos sdo baseadas no
desenvolvimento racional de novos compostos por modelagem molecular, sintese
quimica e triagem de compostos naturais de origem microbiana, vegetal ou
animal. A grande maioria de compostos com potencial terapéutico € isolada de
extratos vegetais que apresentam metabdlitos ativos, provenientes do seu
metabolismo secundario. Por outro lado, tem sido verificado que peconhas de
origem animal, como as peconhas ofidicas, apresentam substancias com
potencial terapéutico.

Porém, os componentes originais das peconhas ofidicas sdo geralmente
inadequados como farmacos, necessitando de intervencbes por métodos
quimicos para que haja possibilidade de sua utilizacdo como agentes
terapéuticos. Alguns exemplos de medicamentos provenientes de proteinas
ofidicas que tiveram progresso clinico sdo mostrados na Tabela 2 (Adaptado de
Koh et al, 2006).
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Tabela 2: Medicamentos e Kits de Diagnosticos Clinicos Derivados de Peconhas
Ofidicas (Adaptado de Koh et al, 2006).

Farmaco/Nome Fonte Indicacédo Mecanismo de Acédo
Comercial
Captopril® Bothrops Tratamento de Inibicdo da Enzima Conversora de
jararaca Hipertensao Angiotensina (ECA)
Integrilina® Sistrurus Uso em Angioplastia Antagonista do Receptor da
miliarus barbouri Coronéaria Glicoproteina (GP) lIb/llla Humana
Plaquetaria; Inibicdo da Agregacéo
Plaguetaria
Aggrastat® Echis carinatus | Tratamento de Angina | Antagonista Reversivel do Receptor
da Glicoproteina Plaquetaria (GP)
lIb/llla; Inibicdo da Agregacao
Plaquetaria
Ancrod® Agkistrodon Tratamento de AVC Inibidor de Fibrinogénio
rhodostoma
Defibrase® Bothrops Infarto Cerebral Agudo, | Inibicdo da Trombina e Protrombina
moojeni Angina Peitoral

Hemocoagulase®

Bothrops atrox

Prevencéo e

Tratamento de

Efeito tipo Trombina e Atividade

Tromboplastina

Hemorragia

Protac® Agkistrodon Diagnostico Clinico de Ativacéo da Proteina C

contortrix Desordem Hemostética

contortrix

Reptilase® Bothrops Diagnéstico de _
jararaca Desordens da
Coagulacao Sanguinea

Ecarin® E. carinatus Diagnéstico Ativacdo de Protrombina
Exanta® Cobra Coagulopatias Inibidor de Trombina e Anticoagulante

Considerando a aplicagédo terapéutica desses componentes, talvez a mais

importante descoberta em pesquisa toxinoldégica no desenvolvimento de novos

medicamentos tenha sido a descoberta do Captopril®, um composto derivado da

peconha de Bothrops jararaca e que atua de maneira muito intensa nos niveis

presséricos do sangue de mamiferos ao inibir a enzima conversora de
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angiotensina (Ferreira et al, 1970). Este desenvolvimento foi um marco no
tratamento da hipertensao arterial. Ao bloquear a formagdo da angiotensina |
ocorre uma vasodilatacdo que, em ultima analise diminui os niveis pressoricos
sistémicos. Outra substancia de igual importancia é a Ancrod, um agente de agéo
fibrinolitico desenvolvido a partir da peconha de Agkistrodon rhodostoma, utilizado
no tratamento de trombose venosa profunda e também de obstrucbes
coronarianas.

Vérias outras substancias estdo sendo desenvolvidas com o objetivo de
tratar doengas como céancer e doencas cardiovasculares, disturbios de
coagulacdo, assim como substancias de uso biotecnolégico empregadas na
pesquisa em universidades e na industria. Muitas destas apresentam efeito
citotoxico sobre células tumorais de animais e de humanos, além de mostrar alto
potencial bactericida, antifingico, antiparasitario entre outros.

As disintegrinas sdo promissoras candidatas para o desenvolvimento de
farmacos por interagirem especificamente com determinadas classes de
integrinas. Podem ser utilizadas no tratamento de doencas importantes e severas
como tromboembolia e cancer.

O potencial das disintegrinas como agentes farmacéuticos tem sido avaliado
amplamente. A trigamina e a rodostomina sao potentes inibidores da agregacao
plagquetéaria induzida por células tumorais (Gould et al, 1990, Sheu et al, 1997). No
entanto as duas disintegrinas utilizam vias diferentes para alcancar seus
objetivos. A trigamina € um antagonista especifico da interacdo com células de
cancer de mama, enquanto a rodostomina inibe a agregacdo plaquetaria
antagonizando a interacdo com células de adenocarcinoma de colo (Gould et al,
1990).

O pentapeptideo sintético ciclico RGD cilengitide também conhecido como
EMD121974, ¢é inibidor das integrinas aVp3 e aVp5 e estad sendo estudado como
medicamento antiangiogénico e anticancerigeno (Stupp et al, 2007). Essas
disintegrinas estao envolvidas na formagao de novos vasos que consiste em um

processo essencial no desenvolvimento do cancer.
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Dessa forma, as peconhas ofidicas sdo consideradas novas fontes para o
descobrimento e a formulagdo de farmacos que podem ser utilizadas como

agentes terapéuticos para melhorar a qualidade de vida da populacéo.
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CAPITULO 2

ANALISE DO PERFIL DE EXPRESSAO GENICA
DA GLANDULA DE PECONHA DE Bothrops

pauloensis (Bothropoides pauloensis)
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Resumo

As peconhas de serpentes do género Bothrops consistem em uma fonte de
peptideos e proteinas que apresentam importantes acdes farmacoldgicas
ocasionando efeitos locais e sistémicos como edema, sangramentos e necrose
muscular. Muitas toxinas da peconha de B. pauloensis tém sido isoladas e
caracterizadas através de métodos bioquimicos tradicionais. Com o objetivo de
analisar o perfil transcricional da glandula de peconha de B. pauloensis e
desvendar o potencial farmacoldgico de seus constituintes a nivel molecular, foi
gerada um biblioteca parcial de cDNA, e as sequéncias obtidas foram
identificadas por analises de similaridade contra bancos de dados internacionais
existentes. Os resultados demonstraram que de um total de 1152 clones
sequenciados, 668 correspondem as sequéncias de qualidade (> 100pb),
havendo um grande predominio de transcritos que codificam toxinas em relacao
aos que codificam proteinas envolvidas em funcdes celulares. Entre as
sequéncias que codificam toxinas (41,5%), as metaloproteinases (38%)
apresentaram maior freqiéncia, seguidas pelas fosfolipases A, (27%), peptideos
potencializadores de bradicinina (16,5%) e lectinas tipo-C (8,2%). Outros clones
sado expressos em menor frequéncia como serinoproteinases (5,1%), L-
aminoacido oxidases (2,7%), fatores de crescimento neural (NGF) (1,0%),
endotelial vascular (VEGF) (0,3%) e hialuronidase (0,3%). Dentre os transcritos
gue codificam proteinas celulares a maioria consiste em moléculas envolvidas em
fungbes fisiologicas da glandula de pegconha. A maioria desses transcritos

celulares esta envolvida na expressdo génica e protéica, o que reflete uma alta
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especializacdo do tecido para a sintese de toxinas. As analises do transcriptoma
da glandula de peconha de B. pauloensis possibilitaram a identificagdo de um
cluster BP028 contendo 7 sequéncias correspondentes a L-aminoécido oxidase. A
clonagem e amplificacdo desta svLAAO gerou um fragmento de 1548 pares de
bases (pb) que codificam uma proteina madura de 516 residuos de aminoacidos,
com massa molecular de 58 kDa, pl 6,3 e apenas um sitio de glicosilacao.
Segundo analises filogenéticas, as svLAAOs de serpentes Viperidae e Elapidae
apresentaram evidente separacao, indicando uma correlacao significativa com a
especiacdo, demonstrando que 0s genes correspondentes a estas sequéncias

sao ortélogos.
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Abstract

Bothrops snake venoms are rich sources of peptides and proteins that have
important pharmacological actions causing local and systemic effects such as
swelling, bleeding and muscle necrosis. Many toxins from the venom of
B.pauloensis have been isolated and characterized by classical biochemical
methods. Aiming to describe the transcriptional profile of the gland of B.
pauloensis and unveil the pharmacological potential of its products at the
molecular level a partial cDNA library has generated and the sequences obtained
were identified by similarity analysis against existing international databases. The
results show that a total of 1152 clones sequenced, 668 correspond to the
sequences of quality, with a high prevalence of transcripts that encode toxins
when compared with those that code for proteins involved in cellular functions.
Among the sequences encoding toxins (41.5%), metalloproteinases (38%) showed
a higher frequency, followed by phospholipase A2 (27%), bradykinin potentiators
peptides (16.5%) and C-type lectins (8.2%). Other clones are expressed at lower
frequency as serineproteinases (5.1%), L-amino acid oxidase (2.7%), nerve
growth factors (NGF) (1.0%) and vascular endothelial growth factors (VEGF)
(0.3%), hyaluronidase (0.3%). After analysis of sequences in banks, it was found
that there was not only the identification of toxins, but also some cellular
transcripts, mostly involved in physiological functions of the gland. Most of these
transcripts are involved in cellular gene and protein expression, which reflects a
highly specialized tissue for the synthesis of toxins. The analysis of the

transcriptome of the gland of B. pauloensis allowed the identification of a BP028
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cluster containing seven sequences of transcripts encoding LAAO. Cloning and
amplification of LAAO generated a fragment of 1548 base pairs (bp) encoding a
mature protein of 516 amino acid residues with a molecular mass of 58 kDa, pl 6.3
and only one glycosylation site. According to the phylogenetic analysis svLAAOs
from Viperidae and Elapidae snake showed clear separation, indicating a
significant correlation with speciation, demonstrating that genes corresponding to

these sequences are orthologous
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1- INTRODUCAO
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A peconha de cada espécie de serpente € constituidapor um coquetel de
diferentes peptideos e proteinas com potencial farmacolégico. A acdo das toxinas
encontradas na peconha de serpentes do género Bothrops resulta em dois efeitos
distintos, porém integrados: os danos locais e sistémicos. Os danos locais estao
associados principalmente com mionecrose e edema (Gutiérrez & Lomonte, 1995)
causado pelas fosfolipases A, e metaloproteinases que destroem componentes
da parede vascular e matriz extracelular causando desordens na permeabilidade
dos vasos. Os danos sistémicos sdo ocasionados por desordens na coagulacao
sanguinea (Markland, 1998; Fox & Serrano, 2005), resultado da inibicao,
degradacédo e ativacdo de algumas proteinas como protrombina, fator I, fator X,
fator de von Willebrand, pela acdo de serinoproteinases, metaloproteinases,
disintegrinas e lectinas tipo-C (Markland, 1998). Algumas metaloproteinases
rompem o endotélio vascular causando hemorragia generalizada, quadro
observado na maioria dos envenenamentos botropicos. Outro efeito € ocasionado
pelos peptideos potencializadores de bradicinina que inibem a enzima conversora
de angiotensina (ECA) desencadeando um quadro de hipotensao.

Diversos peptideos e toxinas de peconhas de serpentes foram isolados e
caracterizados, porém muitos ainda permanecem pouco explorados ou mesmo
desconhecidos em virtude da dificuldade em purificar os componentes menos
expressos em quantidades suficientes para caracterizacéo estrutural e funcional.

Uma abordagem muito utilizada nos dias atuais, com o intuito de obtencgéo
de um perfil geral de toxinas presentes na glandula de peconhas, tem sido as

analises transcriptdmicas. Esse estudo possibilita a geracdo de ESTs (Expressed
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Sequence Tags) que sao sequencias contendo informagfes valiosas para o
estudo da complexidade e variabilidade de toxinas presentes na peconha.

Com o grande numero de sequUéncias geradas, torna-se possivel a
identificacdo de toxinas ja isoladas pelos métodos convencionais de purificacdo
ou a descricdo de novas toxinas apés analises comparativas com banco de dados
de sequéncias de DNA e proteinas. Muitas vezes permite a identificacdo de novas
toxinas, que por abordagens objetivas e direcionadas, ndo poderiam ser
descobertas (Junqueira-de Azevedo & Ho, 2002).

Além disso, o transcriptoma n&o contribui somente para o entendimento no
campo das toxinas, mas também mostram a diversidade de proteinas presentes
na peconha fornecendo uma amostra representativa da diversidade da expressao
génica naquele sistema.

Durante os ultimos anos, bibliotecas de cDNAs de glandulas de serpentes
foram construidas, e uma diversidade de ESTs foram geradas, contribuindo para
um melhor conhecimento biolégico da peconha, além de permitir a selecdo de
possiveis candidatos antigénicos para o desenvolvimento de soros. Dos estudos
transcricionais de glandula de peconha de serpentes previamente realizados
destacam-se os das espécies Bothrops insularis (Junqueira-de-Azevedo & Ho,
2002), Bothrops jararacussu (Kashima et al, 2004), Bothrops jararaca (Cidade et
al, 2006), Agkistrodon acutus (Qinghua et al, 2006), Philodryas olfersii (Ching et
al, 2006), Echis ocellatus (Wagstaff & Harrison, 2006), Bitis gabonica gabonica
(Calvete et al, 2007), Sistrurus catenatus edwardsii (Pahari et al, 2007), Bothrops
atrox (Neiva et al, 2009), Crotalus durissus collilineatus (Boldrini-Franca et al,

2009) e Bothrops pauloensis (presente trabalho).
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Andlises do padrdo de expressdo génica da glandula de peconha de B.
pauloensis, anteriormente descrita como B. neuwiedi pauloensis (Silva, 2000)
fornecerdo novas informacfes sobre a complexidade e variabilidade de toxinas,
pois apesar do grande numero de toxinas isoladas e bem caracterizadas das
peconhas de serpentes do complexo B. neuwiedi (Tabela 1), este trabalho se
mostra pioneiro quanto as analises transcricionais e clonagem de uma L- amino

acido oxidase de B. pauloensis, denominada Bp-LAAO.
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2- OBJETIVOS
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O objetivo deste trabalho foi gerar e analisar uma biblioteca de cDNA da
glandula de pegonha de B. pauloensis dando énfase nos estudos de homologia,

estrutura e analise filogenética de uma L-aminoacido oxidase (Bp-LAAO).
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3- MATERIAL E METODOS
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3.1- EXTRACAO DAS GLANDULAS VENENIFERAS DAS
SERPENTES B. pauloensis E OBTENCAO DO RNA TOTAL

Uma serpente da espécie B. pauloensis, medindo cerca de 50 cm de
comprimento, com aproximadamente 3 anos de idade foi utilizada neste trabalho.
Esta foi doada pelo Serpentéario Bioativas, localizado na cidade de Batatais-SP.
As glandulas de peconha foram retiradas pelo Bidlogo Luiz Henrique Anzaloni
(Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto/ FMRP-USP) e posteriormente
armazenadas no ultrafreezer a uma temperatura de -80°C.

As glandulas da serpente B. pauloensis foram retiradas trés dias apés a
extracdo da peconha, para estimular a producdo de mMRNAs nas células
glandulares.

Inicialmente as glandulas foram maceradas em 1 mL de Trizol® para cada
100 mg de tecido, agitando em vértex e incubando por 5 min a 30°C. Foram
adicionados 0,2 mL de cloroférmio, as amostras foram agitadas vigorosamente por
15 s e incubadas a 30°C por 2 min, seguido de centrifugagdo a 12000xg por 15 min
a 4°C. A fase aquosa foi transferida para tubo de eppendorf, ao qual foram
adicionados 500 uL de isopropanol para cada mL de trizol, e incubado a
temperatura ambiente por 10 min, seguido de centrifugacdo a 12000xg por 10
minutos, a 4°C. O precipitado foi lavado com etanol 75 % e centrifugado a 7500xg
por 5 min a 4°C. Depois de secagem ao ar, o material foi ressuspendido em

H,O/DEPC (agua livre de RNAses).
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3.2- QUANTIFICACAO DO RNA TOTAL PARA A
CONSTRUCAO DA BIBLIOTECA DE cDNA

O RNA total obtido foi avaliado para determinar a concentragcdo da amostra
pela leitura de absorbancia a 260nm e o calculo foi realizado pela seguinte

formula:

[RNA]= D.O. x Fator de Dilui¢g&do x Fator de Correcéo

[RNA]: concentracdo de RNA total na solugéo analisada.

D.O. : absorbancia da solugdo em A260nm.

Fator de Diluicdo: nimero de vezes que a solucao de RNA total foi diluida
para obtencéo do volume final.

Fator de Correg¢do: numero constante relativo a solugdo de RNA para
determinar calculos de concentragdo. Para A260nm o valor é igual a 40.

A andlise da integridade do RNA total foi realizada por meio da visualizacéo
de suas bandas caracteristicas, sendo 2,5 pL aplicados em gel de agarose 1%.

O grau de pureza do RNA total foi estimado por uma relagao direta entre a
absorbéancia da solucdo a 260 e a 280nm, quantificados no NanoDrop ND-1000.

D.0.260nm
D.0.280nm

Se o valor obtido por esta relagéo € proximo de 2, significa que héa predominio

de 4cidos nucléicos em relagédo a contaminantes protéicos.
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3.3- EXTRACAO DO RNA MENSAGEIRO

A partir do RNA total, o RNAm foi purificado por meio do Kit Polyatract®
MRNA Isolation Systems (Promega). Este sistema permite a extracao de tecidos
ou células lisadas. A sequéncia da cauda poli A de RNAm foi usada como
substrato para hibridizacdo do oligo(dT) biotinilado (sonda) e posteriormente
centrifugado para eliminacdo de restos celulares e proteinas. A estreptavidina
associada a biotina garante a eficiéncia do método utilizado nesta etapa. A
purificacdo do RNAm extraido da glandula de peconha de B. pauloensis iniciou
com a ligacdo da sonda oligo (dT) biotinilada ao RNAm, esse complexo hibridiza
com as particulas paramagnéticas de estreptavidina (AS-PMPs) que contém
particulas de oOxido de ferro incorporadas. A estreptavidina ndo possui carga
magnética, mas € capaz de gerar um dipolo responsavel pela atracdo quando
exposta a um campo magnético. O eppendorf contendo a solucdo hibrida
(RNAm/biotina/estreptavidina) foi submetido ao suporte magnético para a captura
do RNAm. As particulas foram lavadas e o RNAm purificado foi eluido pela adicao
de 15 pL de agua (livre de nucleases). O RNAm foi quantificado em
espectrometro NanoDrop ND-1000 e sua integridade foi verificada em gel de

agarose 1%.

3.4- CONSTRUCAO DA BIBLIOTECA DE cDNA de B.

pauloensis

Para a construcdo da biblioteca de cDNA, 3 pg de RNAm foram utilizados

juntamente com o kit CloneMiner™ cDNA Library Construction (Invitrogen). Este
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sistema dispensa 0 uso de enzimas de restricdo, utilizando o sistema Gateway.
Para sintese do cDNA foi utilizado um primer biotinilado com a sequéncia
adaptadora (attB2) e com oligo(dT), o qual hibridiza com a cauda poli-A do mRNA.
ApoOs a sintese da primeira fita pela transcriptase reversa e da fita complementar
pela DNA polimerase |, outro adaptador (attB1) foi ligado a extremidade 5" do
cDNA (a biotina presente na extremidade 3" impossibilita a ligacdo dos
adaptadores com eles mesmos). O cDNA resultante foi fracionado por
cromatografia de coluna com resina Sephacryl S-500 HR, possibilitando a
eliminacao dos residuos e separado de acordo com o tamanho dos fragmentos,
dentre os quais os maiores foram selecionados para a clonagem. A tecnologia
“Gateway” consiste na clonagem utilizando um sistema de recombinacéao sitio-
especifica observado nos bacteriéfagos lambda, capaz de mover as sequéncias
de cDNA para vetores especificos. As sequiéncias adaptadoras (attB1 e attB2)
inseridas nos cDNAs sao idénticas aquelas existentes nos plasmideos,
possibilitando uma rapida integracdo das sequéncias desejadas dentro dos
vetores especificos. Os vetores pDONR 222 (Figura 1) foram recombinados com
os cDNAs contendo os adaptadores e transformados em células competentes de
E. coli ElectroMAX DH10B, resistente ao fago T1. Os clones foram selecionados
em placas contendo kanamicina (25 pg/mL), uma vez que o vetor pDONR 222
garante resisténcia a este antibiotico. Além disso, clones ndo recombinantes sédo
invidveis, pois portam a sequéncia completa do gene ccdB que codifica uma
proteina inibidora da enzima DNA girase de E. coli, impedindo a replicacdo do
DNA e garantindo que apenas as bactérias transformantes com vetores

recombinados formem colonias.
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Figura 1. Esquema do vetor pDONR™ 222, retirado do manual do kit CloneMiner

cDNA Library Construction (Invitrogen). Fonte: www.invitrogen.com (acessado em

01-05-2010).

3.5- SEQUENCIAMENTO DA BIBLIOTECA DE cDNA de

B. pauloensis

As colonias recombinantes provenientes da biblioteca foram plaqueadas e
inoculadas em placas de 96 pocos contendo 200 pL de meio Circle Grow (glicerol
10%, kanamicina 25 pg/mL) para a geracédo das culturas permanentes. O DNA
plasmidial foi extraido em placas, seguindo o protocolo de miniprep descrito por
Sambrook et al (1989).

As reacdes de sequenciamento foram preparadas em gelo, utilizando-se
cerca de 250 ng de DNA plasmidial pDONR 222 (INVITROGEN) contendo os

cDNAs clonados, 5 pmol do primer universal M13-Forward e 4 pL do pré-mix Kit
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DYEnamic ET Dye Terminator (GE HEALTHCARE) em um volume total de 10 pL.
As reacOes foram submetidas a 30 ciclos de desnaturacdo a 95 °C por 20 s,
hibridizacdo a 50 °C por 15 s e extensao a 60 °C durante 60 s. As reacdes foram
realizadas evitando ao maximo a exposicao a luz.

Para a precipitacédo, a cada poco foram adicionados 28 pL de etanol 100 % e
1 yL de acetato de aménio 7,5 M, as placas foram invertidas 15 vezes e mantidas
durante 15 min a temperatura ambiente em local escuro. Foram centrifugadas na
centrifuga EPPENDORF 5810R, a 2750xg, 15 °C, durante 45 min. Em seguida as
placas foram invertidas e o sobrenadante foi desprezado. Foi utilizado 170 uL de
etanol a 70 % para a lavagem, centrifugou por 10 min, e apés o descarte do
sobrenadante as placas foram submetidas a um spin invertido, 300 rpm durante 1
min. As placas foram secadas em estufa a 50 °C durante 20 min e
ressuspendidas em 10 pL de tampao desnaturante Loading Solution (GE
HEALTHCARE). As amostras foram injetadas no sequenciador MegaBACE 1000
Flexyble, de 48 capilares (GE HEALTHCARE) durante 60 s a 2 kV e as corridas

foram realizadas durante 120 min a 9 kV.

3.6- ANALISES DAS SEQUENCIAS

Os eletroferogramas foram analisados pelo software Base Caller Cimarron
3.12, a fim de remover sequéncias de baixa qualidade. Sequéncias nucleotidicas
gue compdem o vetor, adaptador e ESTs menores que <100 pb foram excluidos.
Os ESTs foram agrupados em “clusters”, através do software CAP3, utilizando
sequéncias com pelo menos 90% de identidade e 50% de sobreposicdo minima.
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Cada cluster foi pesquisado no GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov — acessado em

01-05-2010) utilizando o algoritmo BLASTN para identificacdo de sequéncias

semelhantes com e-value < 10™%°,

3.7- AMPLIFICACAO DO cDNA CODIFICANTE DA
BpLAAO

Apés analises em banco de dados internacional GenBank

(www.ncbi.nlm.nih.gov — acessado em 01-05-2010) das sequéncias geradas, dois

pares de primers foram desenhados de acordo com sequéncias de regides
conservadas de LAAOs ja depositadas, para obtencado da ORF (open read frame)
completa e utilizando como molde o clone BP028 obtido da presente biblioteca.
Os primers utilizados foram:
» LAAO forward 5 (ATGAATGTCTTCTTTATGTTCTC) 3’
» LAAO reverse 5 (CTCAGAAGCACGATTCACATC) 3
» LAAO internal forward 5 (GGAAATCTGAGTCCTGGAGC) 3’
» LAAO internal reverse 5 (CGCTTTCTTTGGCGGAAGGG) 3
Apds a amplificacdo do cDNA de interesse, os produtos de PCR foram
analisados em gel de agarose a 1%. A purificacdo das bandas presentes no gel
foi feita utilizando o kit Wizard® SV Gel and PCR Clean Up System (Promega).
O kit The Ins T/A clone PCR Product (Fermentas) foi utilizado para a
clonagem do cDNA de interesse em plasmideo pTZ57R/T (Figura 2). As bactérias
foram selecionadas em meio contendo ampicilina e visualizadas ap6s adicao de

IPTG e X-Gal no meio de cultura. Ap6s a selecdo, as colbnias de bactérias
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recombinantes foram analisadas por PCR e por eletroforese em gel de agarose
1% para confirmacdo da clonagem. Os produtos obtidos foram purificados e
submetidos a sequenciamento utilizando o Kit DYEnamic ET Dye Terminator (GE
Healthcare, UK) em MEGA-BACE 1000 sequenciador automatico de DNA (GE
Healthcare, UK). Os eletroferogramas foram analisados pelo software Base Caller
Cimarron 3.12 gerando sequéncias que foram alinhadas pelo software Bioedit

7.0.5.3.
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Figura 2: Esquema do vetor pTZ57R/T, retirado do manual do kit The Ins T/A

clone PCR Product (Fermentas). Fonte: www.fermentas.com (acessado em 01-

05-2010).
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3.8- IDENTIFICACAO DE SEQUENCIAS HOMOLOGAS,
ALINHAMENTO E ANALISE FILOGENETICA

As sequéncias homologas foram obtidas a partir do banco de dados NCBI

(http://www.ncbi.nlm.nih.qgov - acessado em 01-05-2010) usando o algoritimo

BLASTP e a sequéncia da Bp-LAAO como sequéncia de consulta. Para o
alinhamento das sequéncias depositadas com a Bp-LAAO foi utilizado o programa
AMAP v.2.0 (Schwartz & Pachter, 2007). A determinacdo dos possiveis sitios de
glicosilacdo  foi  realizada utilizando o programa NetNGlyc 1.0

(http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc/ - acessado em 10-05-2010). A analise

filogenética foi executada utilizando os programas TREE-PUZZLE v.5.2 (Schmidt
et al, 2002), MrBayes v.3.1.2 (Huelsenbeck & Ronquist, 2001) e MEGA v.4.0.2
(Tamura et al, 2007). Estes experimentos foram realizados sob a supervisdo do
Professor Dr. Marcos R. M. Fontes da Universidade Estadual Paulista Julio de

Mesquita Filho, UNESP — Botucatu — Sao Paulo.

3.9- MODELAGEM MOLECULAR

O modelo cristalografico da L-aminoacido oxidase de Calloselasma
rhodostoma (PDB code 2iid_chain A) foi selecionado como molde para a
modelagem estrutural tedrica da Bp-LAAO de acordo com dados obtidos pelo
programa HHpred (Soding et al, 2005), disponivel pelo Instituto Max-Planck de

Biologia do Desenvolvimento (http://toolkit.tuebingen.mpg.de/hhpred- acessado

em 10-05-2010). O modelo inicial da estrutura da Bp-LAAO foi gerado pelo programa
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MODELLER 8v2 utilizando o modelo selecionado. Estes experimentos foram
realizados sob a supervisdo do Professor Dr. Marcos R. M. Fontes da
Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho, UNESP — Botucatu — Sao

Paulo.
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4- RESULTADOS E DISCUSSAO
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A descricdo das atividades farmacologicas, acOes patologicas,
propriedades cataliticas, entre outros, ainda constituem uma base fundamental no
entendimento do funcionamento das peconhas ofidicas. Entretanto, atualmente a
atribuicdo destas propriedades so passa a ter valor reconhecido quando vinculada
com suas bases moleculares. Com isso, uma melhor compreenséo dos aspectos
funcionais das peconhas das serpentes requer, antes de tudo, um conhecimento
de sua composicao em termos bioquimicos.

Os estudos das peconhas ofidicas, baseado em fracionamento
cromatografico e caracterizacdo de componentes, € um processo lento e oneroso.
Com o surgimento das tecnologias “6micas” houve um rapido crescimento quanto
a diversidade de substancias encontradas nas peconhas, porém a obtencéo de
informacBes mais extensivas sobre a estrutura primaria de proteinas ainda € um
desafio.

As abordagens transcriptdmicas tém sua vantagem na facilidade de se obter
grande quantidade de informacdes sobre sequéncias de toxinas e tracar um perfil
de expressdo génica nas glandulas de peconhas (Jungueira-de-Azevedo & Ho,
2002). A partir deste principio, alguns trabalhos buscam realizar a caracterizagéo
transcriptbmica de diversas espécies, porém nenhum deles abordou
sistematicamente uma espécie do complexo neuwiedi, razdo pela qual o presente
trabalho foi desenvolvido.

O RNA total (Figura 3) obtido da glandula de peconha de B. pauloensis
apresentou uma otima qualidade, a relacdo entre as absorbancias da solugcéo a
260nm e 280nm, de aproximadamente 2, revelou seu alto grau de pureza sendo

utilizado para obtencdo do RNAm o qual foi utilizado para a construcdo de uma
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biblioteca de cDNA. ApoOs analises em gel de agarose para confirmacdo da
clonagem dos transcritos, estes foram sequenciados. As sequéncias foram
analisadas em programas de bioinformatica para remocdo de segmentos
contendo vetores e seqiiéncias de baixa qualidade.

Subsequentemente, as ESTs foram agrupadas em sequéncias unicas no
qual revelaram que alguns transcritos altamente expressos apresentavam muitas
sequéncias diferindo uma das outras em poucas bases ou em apenas um
nucleotideo. Isto pode indicar a presenca de alguns genes paralogos derivados da
duplicacao génica. De fato, estas sequéncias sdo reconhecidas como “isoformas”

de transcritos codificantes de toxinas.

28 S
—>

18S —»

5S —»

FIGURA 3: Amostra de RNA total extraido da glandula de peconha de B.
pauloensis aplicada em gel de agarose 1%. As bandas correspondentes ao RNA

ribossbmico 28 S, 18S e 5 S.
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4.1- TOXINAS PRESENTES NO TRANSCRIPTOMA DA
GLANDULA DE PECONHA DE B. pauloensis

O banco de ESTs de B. pauloensis gerou 1152 sequéncias, estas foram
submetidas a analises de bioinformaticas para remocao das sequéncias de baixa
qualidade (<100pb), resultando em 668 (57,9%) sequéncias de qualidade que
foram separadas em dois grupos distintos: transcritos que codificam toxinas e
transcritos que codificam proteinas celulares.

E possivel notar que as toxinas sdo 0s transcritos mais abundantes,
representando 41,5% do total de seqiéncias. No entanto os transcritos celulares
Sao menos expressos, apenas 31,3% do total de clones identificados (Figura 4).

Os transcritos “NO HIT” encontrados no transcriptoma de B. pauloensis
(27,2%) representam sequéncias que ndo apresentaram homologia com qualquer
gene depositado no GenBank, (Figura 4). A alta abundancia de novas sequéncias
representando um grande numero de genes ndo identificados, sugerem a
complexidade e a diversidade dos genes expressos na glandula de peconha de B.
pauloensis . Dessa forma estudos futuros podem revelar novos genes expressos
neste orgao especializado, bem como auxiliar na compreensdo do mecanismo de

producao e secrecdo dessas toxinas e na evolucdo das glandulas veneniferas.
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Figura 4: Perfil de expressdo de toxinas, proteinas celulares e “no hits”

encontrados na glandula de peconha de B. pauloensis (% do total de clones).

As sequéncias transcritas que codificam toxinas foram agrupadas e
apresentaram semelhancas significativas com as toxinas encontradas no banco
de dados (e-value < 10™*°%). Estas sequéncias foram depositadas no GenBank
dbEST com os numeros de acesso GR955220 a GR955276, que séo os clusters
gue neste trabalho foram identificados como BP001 a BP057. De um total de 55
grupos, 26 grupos foram compostos por clones individuais (singletons) e 29
grupos com duas ou mais sequéncias (contigs) (Tabela 2).

As toxinas foram agrupadas de acordo com as classes de cada proteina,
enguanto 0s grupos para as proteinas celulares foram reunidos de acordo com as
categorias funcionais. A figura 5 apresenta a abundancia relativa de cada classe

distinta de toxinas encontradas na glandula de pegonha de B. pauloensis.
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Tabela 2: Catalogo de transcritos codificantes de toxinas presentes na glandula

de peconha de B. pauloensis

Cluster N° de ESTs Anotacao e-value
BPP
gb|AY310914.1| Bothrops jararacussu bradykinin-potentiating/C-type
BP0OO1 3 natriuretic peptide precursor isoform 1 mRNA 7
gb|AY310914.1|Bothrops jararacussu bradykinin-potentiating/C-type
BP002 2 natriuretic peptide precursor isoform 1 mRNA, partial cds 3¢
dbj| D85843.1| Bothrops jararaca mRNA for bradykinin-potentiating
BP0O03 2 peptide and C-type natriuretic peptide precursor, complete cds 6e°
gb|AF171670.2| Bothrops jararaca bradykinin-potentiating/C-type
BP004 1 natriuretic peptide mRNA, complete cds 4e™*
gb|AF490531.1|Bothrops insularis cluster BITBO1A bradykinin-
potentiating/c-type natriuretic protein precursor, mRNA, complete
BP005 11 cds 0.0
gb|AY310914.1|Bothrops jararacussu bradykinin-potentiating/C-type
BP0O06 25 natriuretic peptide precursor isoform 1 mRNA, partial cds 0.0
gb|AY310916.1|Bothrops jararaca bradykinin-potentiating/C-type
BPOO7 1 natriuretic peptide-related pseudogene mRNA, complete sequence 7>
gb|AY310916.1|Bothrops jararaca bradykinin-potentiating/C-type
BP008 1 natriuretic peptide-related pseudogene mRNA, complete sequence 2
dbj|D85843.1| Bothrops jararaca mRNA for bradykinin-potentiating
BP009 1 peptide and C-type natriuretic peptide precursor, complete cds 6e >
Total 47
CRISPs
BP012 1 gb|AY181983.1| Crotalus atrox catrin mRNA, complete cds 3¢
gb|AY423708.1| Trimeresurus stejnegeri cysteine-rich secretory
BPO13 1 protein mRNA 2™
Total 2
Fosfolipase A,
BP014 1 emb|X53471.1| VAPPLA2 V.ammodytes mRNA for phospholipase A2 9e”?
gb|U01026.1|U01026Crotalus scutulatus scutulatus Mojave Toxin
BPO15 3 preproacidic subunit 4%
gb|DQ359953.1| Bothrops erythromelas phospholipase A2 precursor,
BPO16 4 mMRNA, complete cds 2%
gb|AY299391.1|Bothrops jararacussu myotoxic A2-like phospholipase
BPO17 5 mMRNA, complete cds 1™
gb|AY299391.1|Bothrops jararacussu myotoxic A2-like phospholipase
BP018 16 mMRNA, complete cds 0.0
dbj|D31774.1| TRUCTGPLAA Trimeresurus gramineus cTgPLA2-l mRNA
BP0O19 13 for phospholipase A2, complete cds 0.0
gb|AY299391.1|Bothrops jararacussu myotoxic A2-like phospholipase
BP020 22 mRNA, complete cds 0.0
gb|AY299391.1|Bothrops jararacussu myotoxic A2-like phospholipase
BP021 2 mRNA, complete cds 7¢*
gb|AF490535.1| Bothrops insularis cluster BITPO1A phospholipase A2
BP022 1 precursor, mRNA, complete cds le-16
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gb|AY299391.1|Bothrops jararacussu myotoxic A2-like phospholipase

BP023 2 mRNA, complete cds le-87
dbj|AB440236.1| Trimeresurus flavoviridis phospholipase A2 gene
BP024 1 cluster (PfPLA1(psi), PfPLA2, PfPLA3(psi), PfPLA4, PfPLAS) 2e-19
gh|DQ359953.1| Bothrops erythromelas phospholipase A2 precursor,
BP025 3 mMRNA, complete cds 2e-141
dbj|D31774.1| TRUCTGPLAA Trimeresurus gramineus cTgPLA2-l mRNA
BP026 1 for phospholipase A2, complete cds 0.0
Total 74
Hialuronidase
gh|DQ840258.1|Bitis arietans clone Ba Hy-L-1000 truncated
BP027 1 hyaluronidase mRNA, complete cds 0.0
Total 1
LAAO
gb|AF093248.1|Crotalus atrox FAD-containing L-amino acid oxidase
BP028 7 Apoxin 1 mRNA, complete cds 0.0
emb|FM177950.1| Echis ocellatus mRNA for L-amino oxidase (lao-
BP029 Eocl67 gene) 6e-22
Total 8
Lectina tipo- C
gb|AY962524.1|Bothrops jararaca bothojaracin chain A precursor,
BP0O30 2 mMRNA, complete cds le-78
gb|AY962525.1|Bothrops jararaca bothojaracin chain B precursor,
BP031 7 mMRNA, complete cds 8e-151
gb|AY962524.1|Bothrops jararaca bothojaracin chain A precursor,
BP032 2 mRNA, complete cds 4e-71
gb|AY962524.1|Bothrops jararaca bothojaracin chain A precursor,
BP033 10 mRNA, complete cds 0.0
BP034 1 gb|AY522720.1|Bothrops insularis C-type lectin mRNA, complete cds 2e-56
emb|FM177948.1| Echis ocellatus mRNA for C-type lectin (ctl-Eoc124
BPO35 1 gene) 5e-46
dbj|D83332.1|TFLFIXB Trimeresurus flavoviridis mRNA for factor
BP036 1 IX/factor X binding protein B chain, complete cds 6e-15
Total 24
NGF
gb|AF306533.1|Crotalus durissus terrificus nerve growth factor
BP037 2 mRNA, complete cds 0.0
gb|AY007318.1|Bothrops jararacussu putative neurotrophic growth
BP038 1 factor precursor (NGF) mRNA, complete cds 2e-65
Total 3
Ohanina
gh|DQ103590.1| Ophiophagus hannah Ohanin precursor, gene,
BP039 1 complete cds 1e™®
Total 1
VEGF
gb|AY033151.1|Bothrops insularis vascular endothelial growth factor
BP040 1 precursor, mRNA, complete cds 3g®
Total 1
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Serinoproteinases

gb|AF490536.1|Bothrops insularis cluster BITSO1A serine proteinase

BP041 1 precursor, mRNA, complete cds 0.0
gh|DQ396477.1|Lachesis muta serine protease precursor, mRNA,

BP042 14 complete cds 0.0

Total 15

Metaloproteinases

gb|AY258153.1| Bothrops jararacussu metalloprotease BOJUMET Il

BP043 2 mRNA, partial cds 6e
gb|AY071905.1|Gloydius halys metalloproteinase mRNA, complete

BP044 7 cds 0.0
gb|AF490534.1|Bothrops insularis cluster BITMO6A metalloproteinase

BP045 1 precursor, mRNA, complete cds 2e™8
gb|AF149788.5|Bothrops jararaca hemorrhagic metalloproteinase

BP046 4 HF3 mRNA, complete cds 0.0
gb|AF149788.5| Bothrops jararaca hemorrhagic metalloproteinase

BP047 7 HF3 mRNA, complete cds 0.0
dbj|AB051849.1| Trimeresurus flavoviridis mRNA for vascular

BP048 3 apoptosis-inducing protein, complete cds 0.0
gb|AY255004.1|Bothrops jararacussu metalloprotease BOJUMET I

BP049 1 mRNA, partial cds 2e™
gb|AY736107.1|Bothrops insularis insularinase and insularin

BP0O50 1 precursor, mRNA, complete cds 3¢
gb|AY255004.1|Bothrops jararacussu metalloprotease BOJUMET Il

BP051 3 mRNA, partial cds 0.0
gb|AY736107.1|Bothrops insularis insularinase and insularin

BP052 1 precursor, mRNA, complete cds 3e™
gb|U01234.1|CRLPREHTA Crotalus atrox hemorrhagic toxin a,

BPO53 1 atrolysin a (Ht-a) mRNA, partial cds 4™
gb|DQ375437.1| Bothrops jararaca venom metalloproteinase

BP054 1 bothrojarin2 mRNA, partial cds 48
gh|U01235.1|CRLPREHTB Crotalus atrox prepro-hemorrhagic toxin b,

BPO55 54 atrolysin b (Ht-b) mRNA, complete cds 0.0
gb|AY255004.1| Bothrops jararacussu metalloprotease BOJUMET II

BP056 1 mRNA, partial cds g8e ™
gb|AY736107.1] Bothrops insularis insularinase and insularin

BP0O57 14 precursor, mRNA, complete cds 0.0

Total 101
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B METALLOPROTEINASES

M FOSFOLIPASES A2

H PEPTIDEOS POTENCIALIZADORES DE BRADICININA
M LECTINASTIPO-C

B SERINOPROTEINASES

o L-AMINO ACIDO OXIDASE

M FATOR DE CRESCIMENTO NEURAL (NGF)

M HIALURONIDASE

M OHANINA

FATOR DE CRESCIMENTO ENDOTELIALVASCULAR

(VEGF)
i PROTEINAS RICAS EM CISTEINAS (CRISP)

Figura 5: Abundancia relativa de toxinas (%) encontradas na glandula de

peconha de B. pauloensis (total de 277 clones).

Como identificado nas bibliotecas de B. insularis (Junqueira-de-Azevedo &
Ho, 2002), B. jararaca (Cidade et al, 2006) e B. atrox (Neiva et al, 2009), os
transcritos mais abundantes para a biblioteca de B. pauloensis foram as
metaloproteinases (Figura 6). A elevada expressdo de metaloproteinases na
glandula de peconha de B. pauloensis confirma o alto potencial proteolitico e

hemorragico de sua peconha (Vale et al, 2008).
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4.2- CARACTERIZACAO DO PERFIL DE EXPRESSAO DE
METALOPROTEINASES

As metaloproteinases foram organizadas em 15 grupos originados de 101
sequéncias (15.12% do total de clones sequenciados) representando 38% dos
clones de toxinas (Tabela 2, 3 e Figura 5). O cluster BP055 (GenBank GR955274)
€ representado 54 vezes na biblioteca de cDNA e mostrou 87% de identidade
com a atrolisina B da peconha de C. atrox, uma metaloproteinase da classe PI
que possui a sequéncia HELGH no sitio ligante de Zn®*". Outro cluster que
apresentou elevada abundéncia foi BP057 (GenBank GR955276) representando
14 ESTs e 86% de identidade com a insularinase (PIlI, ndo hemorragica) isolada
da peconha de B. insularis. Os clusters BP043 e BP051 mostraram similaridade
com as metaloproteinases BOJUMET I1ll e BOJUMET Il de B. jararacussu,
respectivamente (Kashima et al, 2004) (Tabela 2).

E interessante ressaltar que na biblioteca de B. pauloensis existe um
predominio de transcritos que codificam metaloproteinases PIll, fato também
observado para as bibliotecas de B. insularis (Junqueira-de-Azevedo & Ho, 2002)
e B. atrox (Neiva et al, 2009). E importante considerar que as modificacdes pos-
traducionais sdo comuns nesta classe de toxinas dando origem as demais
classes. Dessa forma, o predominio de cDNAs que codificam metaloproteinases
Plll em um determinado transcriptoma, ndo esta relacionado com a elevada

concentracéo destas toxinas na peconha (Fox & Serrano, 2008).
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Tabela 3: Ocorréncia das classes estruturais, redundancia (clones/cluster),

proporcao de todos os transcritos (% total) e de transcritos identificados (%ohits).

Toxinas N° de N°de  Clones/Cluster % Total % Hits
Clusters  Clones

Metaloproteinases 15 101 6,7 15,12 20,78
Fosfolipases Az 13 74 5,7 11,07 15,22
BPPs 9 47 5,2 7,3 9,67
Lectinas tipo-C 7 24 3,4 3,6 4,93
Serinoproteinases 2 15 7,5 2,24 3,08
LAAO 2 8 4 1,2 1,64

NGF 2 3 15 0,5 0,61
Hialuronidase 1 1 1 0,15 0,20
Ohanina 1 1 1 0,15 0,20
VEGF 1 1 1 0,15 0,20
CRISP 2 2 1 0,30 0,40
Total 55 277 5,03 41,51 56,93

4.3- CARACTERIZACAO DO PERFIL DE EXPRESSAO DE

PLA;

Dentre as proteinas bioativas mais abundantes nas peconhas ofidicas, as

PLA, se destacam por causar danos locais apdés o envenenamento botréopico,
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como mionecrose e edema, além disso sdo responsaveis pela acao inflamatoria.
Algumas peconhas botropicas (B. jararacussu, B. moojeni e B. neuwiedi) sdo
conhecidas por causar graves danos musculares quando comparadas com as
peconhas de B. jararaca e B. erythromelas (Zamuner et al, 2004). Estes dados
corroboram com nossos resultados, no qual as PLA, podem contribuir com a
gravidade dos efeitos locais causados pela peconha de B. pauloensis uma vez
que estas representam 27% do total de toxinas transcritas (Figura 5).

Como mostrado na figura 6, os transcritos que codificam as PLA; sdo mais
expressos nos transcriptoma de B. jararacussu (Kashima et al, 2004), seguido de
B. pauloensis e B. atrox (Neiva et al, 2009). Da pe¢conha de B. jararacussu duas
PLA.s foram isoladas, as bothropstoxinas | e Il (BthTX-1 e BthTX-Il). A BthTX-I é
uma proteina basica, Lys-49, possui atividade miotdxica, citotoxica, induz edema,
blogueia transmissdo neuromuscular, desencadeadora de hiperalgesia e letal; a
BthTX-1l é uma PLA, Asp49, capaz de induzir edema, apresentar atividade
miotoxica, citotdxica, anticoagulante, hemolitica, inducdo de agregacao
plaguetéaria, € letal e possui baixa atividade catalitica quando comparada com a
BthA-lI, uma Asp49 acida presente na peconha da mesma espécie (Homsi-
Brandeburgo et al, 1988; Pereira et al, 1998; Andrido-Escarso et al, 2000).

Por outro lado, andlises do transcriptoma de B. jararaca (Cidade et al, 2006)
e B. insularis (Junqueira-de-Azevedo & Ho, 2002) mostraram apenas 0,7% e 6,7%
de PLA,s transcritas respectivamente, sugerindo que o0s danos locais
ocasionados pela peconha destas espécies podem estar intimamente

relacionados com a presenca de outras toxinas que nao as PLA,s (Figura 6).
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Boldrini-Franca et al (2009), caracterizaram o perfil de expressao génica da
glandula de pecgonha de Crotalus durissus collilineatus e observaram que mais de
50% dos transcritos codificam toxinas, dentre estas a crotoxina perfaz um total de
88% destes transcritos. A crotoxina é composta por duas subunidades A e B,
onde a subunidade A (crotoxina A ou crotapotina) tem carater acido e nao
enzimatico, enquanto a crotoxina B € uma PLA; basica. A crotoxina B (PLA;) foi
representada em formas variaveis comparadas com a crotoxina A e muitas
sequéncias codificantes desta toxina foram identificadas como isoformas CB1 da
peconha de C. d. terrificus.

As sequéncias de PLA;s da biblioteca de B. pauloensis foram agrupadas em
treze clusters (BP014 a BP026), sendo que destes 8 sdo representantes de
Asp49 (basicas e acidas) e 5 para Lys49 (Tabela 2). Os clusters BP014, BP019,
BP022, BP024, BP025 e BP026 alinharam com as PLA,s basicas Asp49 de
Vipera ammodytes, Trimeresurus gramineus, B. insularis, T. flavoviridis, B.
erythromelas e T. gramineus respectivamente. Os clusters BP015 e BP016
alinharam com PLA,s acidas Asp49 de Crotalus scutulatus scutulatus e Bothrops
neuwiedi pauloensis respectivamente.

Duas fosfolipases A, basicas Asp49 (BnpTX-I e BnpTX-Il) da peconha de B.
neuwiedi pauloensis foram isoladas e parcialmente sequenciadas (Rodrigues et
al, 2004). Como pode ser observado na tabela 2, ndo foram encontrados
transcritos correspondentes a estas duas toxinas.

Rodrigues et al (2007), isolaram uma fosfolipase A, Asp49 &cida de B.
pauloensis (Bp-PLA;) cuja sequéncia N-terminal apresentou elevada identidade

com PLA; acidas Asp49 ja isoladas de peconhas botropicas. De acordo com 0s
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dados analisados no transcriptoma de B. pauloensis, a Bp-PLA; n&o foi
encontrada dentre os transcritos, embora o cluster BP016 presente nesta
biblioteca codifique @ uma PLA, acida denominada BPr-TXI (GeneBank
GQ850458). Até o momento, esta toxina néo foi isolada a partir da pegonha de B.
pauloensis mas de acordo com as analises in silico, a sequéncia encontrada
apresenta um residuo de aspartato altamente conservado na posicao 49 (Asp49)
que esta envolvido intimamente com o Ca** que é essencial na atividade catalitica
desta classe de enzimas.

As analises dos transcritos mostram que o cluster BP020 (GenBank
GR955239) 0 mais expresso (22 clones), codifica uma toxina similar (86%) a uma
fosfolipase A, miotoxica (Lys-49) de B. jararacussu (Tabela 2). Rodrigues et al,
(1998) e Soares et al, (2000) isolaram e caracterizaram respectivamente uma
fosfolipase A, Lys49 miotoxica denominada BnSP-7 da pegonha de B. neuwiedi
pauloensis, esta toxina apresentou elevada similaridade com miotoxinas Lys-49
de outras peconhas botrédpicas. O cluster BP018, o segundo mais expresso desta
classe, apresentou 98% de identidade com a BnSP-7 e 100% de identidade com

a BthTX-I da peconha de B. jararacussu (Figura 7).
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4.4- CARACTERIZAGAO DO PERFIL DE EXPRESSAO DE
BPP

Os peptideos potencializadores de bradicinina agem inibindo a enzima
conversora de angiotensina (ECA) prevenindo a formacdo de agiotensina Il
agindo como um vasodilatador. Estdo envolvidos com os quadros de hipotensao
observados apdés envenenamentos ocasionados por espécies botropicas. Estes
foram primeiramente descritos na peconha de B. jararaca e utilizados como
substrato de modelagem para a sintese de medicamentos hipotensores
amplamente utilizados no mundo, o Captopril® e o Enalapril.

As analises do transcriptoma de B. pauloensis identificaram 9 clusters (47
ESTs) que correspondem aos transcritos que codificam o0s peptideos
potencializadores de bradicinina (BPP) (Tabela 2), perfazendo 16,5% do total de
toxinas encontradas no transcriptoma de B. pauloensis (Figura 5).

O cluster BP0OO05 consiste em uma sequéncia parcial que apresentou 87% de
identidade com um transcrito de BPP descrito no transcriptoma de B. insularis
(Tabela 2). E interessante observar que dos 9 clusters encontrados, 5 clusters sdo
idénticos a precursores de peptideos potencializadores de bradicinina
encontrados na biblioteca de B. jararaca. No entanto de acordo com a figura 5,
podemos observar que a maior quantidade de transcritos para esta classe foi
detectado na biblioteca de B. insularis, e apenas o cluster BPOO5 contendo 11
clones apresentou identidade com estes transcritos identificados.

Jungueira-de-Azevedo & Ho, (2002) analisaram a biblioteca de B. insularis

mostrando um predominio de 19,7% de transcritos para BPPs (Figura 6), sendo

100



que em um unico cluster ocorreram 61 clones, sugerindo uma maior redundancia
para este grupo. Quando comparamos os transcritos de BPP encontrados para B.
insularis e B. pauloensis podemos observar que as serpentes B. insularis se
tornaram especializadas na producdo de quantidades elevadas de BPPs
extremamente conservadas, enquanto que B. pauloensis apresentaram uma

maior variabilidade entre os precursores de BPPs.

4.5- CARACTERIZACAO DO PERFIL DE EXPRESSAO DE
LECTINAS TIPO-C

As lectinas tipo-C sédo proteinas diméricas, presentes nas peconhas ofidicas,
que contém um dominio de reconhecimento a carboidratos. As peconhas
usualmente contém as lectinas tipo-C, que se ligam preferencialmente a galactose
e sdo calcio dependentes (Xu et al, 1999), e as lectinas tipo-C like que
apresentam uma variedade de atividades biolégicas principalmente sobre a
cascata de coagulacdo. Os membros da primeira classe apresentam atividade
hemaglutinante enquanto os membros da segunda classe exibem efeitos
anticoagulante ou procoagulante, que fazem destes promissores candidatos ao
desenvolvimento de novas drogas (Andrews et al, 2001).

Os clusters encontrados para as lectinas tipo-C representam 8,2% das
toxinas, 3,6% das sequéncias totais e 4,93% do total de sequéncias transcritas
(Figura 5 e Tabela 3). As lectinas tipo-C apresentaram 24 ESTs que foram
agrupados em 7 clusters (Tabela 2), sendo que a maioria apresentou homologia
com a bothrojaracina, isolada da peconha de B. jararaca, (Aroucas et al, 1997)

uma lectina tipo-C like que se liga diretamente a trombina.
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Até o momento, nao foi relatado o isolamento e caracaterizacéo de lectinas
tipo-C da peconha de B. pauloensis, no entanto a quantidade de transcritos
encontrados mostra que essas proteinas podem contribuir no desencadeamento
de alteracdes na hemostasia apresentados por tal peconha.

Kashima et al, (2004) mostraram que o transcriptoma de B. jararacussu
possuia apenas um cluster para lectinas tipo-C, o qual codifica uma lectina tipo-C
homodimérica ligante de galactose. Este cluster é composto por 25 ESTs que
correspondem a 7,4% das toxinas encontradas. A presenca de lectinas tipo-C na
peconha de B. jararacussu foi descrita e associada com a forte atividade
hemaglutinante observada.

Uma lectina tipo-C da peconha de B. insularis (BiL) foi clonada e
caracterizada, apresentando atividade hemaglutinante que foi inibida por
galactose, lactose e EDTA, evidenciando que esta seria uma lectina tipo-C
(Guimardes-Gomes et al, 2004). O transcriptoma de B. insularis apresentou 16
clusters para lectinas tipo-C, dois destes apresentaram maior similaridade com

lectinas tipo-C verdadeiras (Junqueira-de Azevedo & Ho, 2002).

4.6- CARACTERIZACAO DO PERFIL DE EXPRESSAO DE
SERINOPROTEINASES

As serinoproteinases ofidicas sdo enzimas capazes de afetar a hemostasia,
agindo em uma variedade de fatores da cascata de coagulagdo causando o
desequilibrio no sistema hemostatico da presa (Matsui et al, 2000).

Estas enzimas através de evolugcbes adaptativas aceleradas geraram

variantes com diversas funcdes (Fry et al, 2006) incluindo especificamente a
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degradacdo e ativacdo de componentes sanguineos que estdo envolvidas na
coagulacdo e fibrindlise (Serrano & Maroun, 2005), ativando o sistema
calicreina/cinina ou afetando agregacdo plaquetaria. Um grande numero de
isoformas tém sido descritas para serinoproteinases presentes nas peconhas
ofidicas, nas quais pequenas mudancas na sequéncia ou estrutura tém grande
impacto na atividade (Serrano & Maroun, 2005).

Nas analises transcricionais de B. pauloensis, as serinoproteinases (5.1%)
geraram apenas dois clusters (Figura 5 e Tabela 2), sendo que um destes
(BP041- GenBank GR955260) apresentou apenas uma sequencia com 97% de
identidade com o cluster BITSO1A de B. insularis que possui identidade com a
batroxobina (B. atrox). Como observado no cluster BP042 de B. pauloensis, os 14
clones apresentaram 89% de identidade com transcritos de serinoproteinases
presentes na biblioteca de Lachesis muta (Tabela 2).

Cidade et al, (2006) analisaram os transcritos presentes na glandula de
peconha de B. jararaca e observaram que as serinoproteinases eram a segunda
classe de toxinas mais abundantes no transcriptoma, perfazendo um total de
28,5% (Figura 6). A elevada quantidade de cDNAs codificantes para
serinoproteinases demonstraram coeréncia com o0s efeitos patoldgicos
observados por acidentes causados por esta espécie, sendo o consumo dos
fatores da coagulacdo e a ma formacao dos coagulos de fibrina, o principal efeito
destas toxinas no envenenamento (Matsui et al, 2000).

Pahari et al, (2007) realizaram estudos transcriptdmicos para a glandula da
peconha de Sistrurus catenatus edwardsii que apresentou uma elevada

abundéncia de transcritos de serinoproteinases (37,5%) pertencentes a 19
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clusters. O cluster (DQ439973) contém apenas a regido 3'UTR e este apresentou
90% de identidade com a regido 3'UTR de serinoproteinases presentes na
glandula de B. jararaca.

Recentemente, uma serinoproteinase da peconha de B. pauloensis (BpSPI)
foi isolada e caracterizada (Costa et al, 2009) sendo a sua sequéncia N-terminal
distinta das demais sequéncias de serinoproteinases encontradas na biblioteca,

sugerindo a presenca de isoformas na peconha de B. pauloensis.

4.7- CARACTERIZACAO DO PERFIL DE EXPRESSAO DE
LAAO

As L-aminoacidos oxidases sdo enzimas que representam de 1 a 9% da
peconha total de serpentes (Du & Clemetson, 2002). Elas agem sobre L-
aminoéacidos, gerando H,O,, contribuindo para inibir a agregacao plaquetaria e
causando danos celulares (Nathan et al, 1982).

Apbés o agrupamento das sequéncias geradas pela biblioteca de B.
pauloensis, essas enzimas representaram 2,7% das toxinas expressas, 1,2% do
total de sequéncias e 1,64% do total de sequéncias transcritas (Figura 5 e Tabela
3). Apesar da baixa expressdo nas glandulas de peconha, varias LAAOs vém
sendo isoladas e caracterizadas a partir das peconhas ofidicas (Tempone et al,
2001; Stébeli et al, 2004; Izidoro et al, 2006; Alves et al, 2008; Samel et al, 2008;
Rodrigues et al, 2009; Torres et al, 2010).

No presente trabalho, dois clusters gerados (BP028 e BP029), o primeiro

apresentou 7 ESTs com 88% de identidade com uma L-aminoacido oxidase da
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peconha de C. atrox. Nenhum dos clusters apresentou sequéncia completa,
devido provavelmente ao seu cDNA (2,7 Kb) ser muito longo.

Estudos recentes mostram que as L-aminoacidos oxidases sdo proteinas
multifuncionais com acdo edematogénica, inducdo de apoptose, atividade
bactericida, anticoagulante, anti-HIV e antiparasitaria. Estes efeitos sdo mediados
pela liberacdo de agua oxigenada no processo de oxidacdo, mas existe também
uma interacdo direta entre a LAAO e as células alvo que pode ter importantes
funcdes (Tempone et al, 2001; Toyama et al, 2006).

Com isso, um melhor entendimento da estrutura e das acfes farmacologicas
das LAAOs poderia facilitar a utilizacdo destas enzimas para o desenho de drogas
anticancer e anti-HIV, bem como o uso de drogas no tratamento de doencas

infecciosas causadas por parasitas como a leishmania.

4.8- OUTRAS TOXINAS PRESENTES NO
TRANSCRIPTOMA DA GLANDULA DE PECONHA DE B.

pauloensis

Os fatores de crescimento neural (NGFs) pertencem a familia das
neurotrofinas e sdo responsaveis por modular o desenvolvimento, manutencao e
sobrevivéncia de neurbnios do sistema nervoso central e periférico. Além disso,
estas moléculas apresentam acédo pleiotropica por ativar uma diversidade de vias
metabdlicas envolvidas ou ndo com o sistema nervoso.

Para os transcritos de NGF (1%) encontrados na biblioteca de B. pauloensis
(Figura 5), trés sequéncias se destacam formando dois clusters que apresentam

similaridade com transcritos de C. d. terrificus e B. jararacussu. Um dos clusters
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(BP038) é representado por um singleton, confirmando a baixa taxa de expressao
desta toxina (Tabela 2).

Kashima et al, (2002) compararam a sequéncia de NGF clonado de B.
jararacussu com as sequéncias de outros fatores de serpentes da subfamilia
Crotalinae depositadas em banco de dados internacional e constataram uma alta
homologia entre estes componentes da peconha. Porém, a analise filogenética
destas sequéncias demonstrou notavel diferenca dos NGFs desta subfamilia com
os fatores de serpentes da familia Elapidae. Boldrini-Franca et al, (2009)
relataram um transcrito de NGF na biblioteca de C. d. collilineatus que apresentou
100% de identidade com o NGF descrito para C. d. terrificus.

Um grande numero de pesquisas relacionadas ao assunto vem sendo
publicado nas Ultimas décadas, devido ao interesse terapéutico atribuido a
protecdo que os fatores de crescimento neural demonstram exercer sobre suas
células-alvo.

As hialuronidases s@o enzimas ndo tdéxicas conhecidas como “fator de
espalhamento”, pois elas catalisam a quebra do acido hialurdénico, o principal
componente da matriz extracelular em vertebrados e auxilia na difusdo de outras
toxinas durante o envenenamento. Estdo presentes em testiculos, baco, pele,
olho, figado, rim Utero, placenta, lagrima e sangue (Menzel & Farr, 1998), além de
possuir caracteristicas comuns essenciais para a atividade enzimatica,
conservadas entre diversas espécies (Csoka et al, 1999). Também sao
encontradas em varios tipos de peconhas e venenos, como em serpentes,
lagartos e artrépodes (escorpides, aranhas, vespas, lagartas e abelhas), atuando

como imundégeno nesses Uultimos. Em serpentes, a enzima potencializa a
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toxicidade da peconha e contribui para danos no local da picada, visto que
distorce a integridade da matriz extracelular por meio da degradacdo do acido
hialurbnico (Girish et al, 2002; Shashidharamurthy et al, 2002; Girish &
Kemparaju, 2006). Estas enzimas sdo mais bem descritas para as peconhas
crotalicas, mas surpreendentemente uma sequéncia foi encontrada no
transcriptoma de B. pauloensis. As hialuronidases representam menos que 1% do
peso seco das peconhas botropicas, por isso a grande dificuldade em sua
purificacao.

O cluster (BP027) referente a hialuronidase, (Tabela 2) foi o Unico
encontrado dentre os transcritos gerados no transcriptoma. Existem algumas
sequéncias de hialuronidases depositadas no GenBank, mas nenhuma
pertencente ao género Bothrops.

Ohanina foi primeiramente isolada da peconha de Ophiophagus hannah
mostrando ser responsavel por causar hipolocomogcdo e hiperalgesia em
camundongos (Pung et al, 2005). Essas ac¢fes farmacoldgicas sdo provavelmente
mediadas por meio de seu efeito no sistema nervoso central (Pung et al, 2006).
Diferente de outras proteinas presentes nas peconhas que sao ricas em residuos
de cisteina e pontes dissulfeto, ohanina apresenta apenas um residuo de cisteina
em sua estrutura.

O cluster BP039 (Tabela 2) encontrado no transcriptoma de B. pauloensis
apresentou 95% de identidade com a ohanina descrita em O. hannah. Alguns
relatos da literatura apresentam exemplos de ohanina como a Naja kaouthia (Thai

cobrin — P82885) (Fry et al, 2006). Ohanina € o primeiro membro da nova
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subfamilia de proteinas contendo o dominio B30.2-like com um pequeno
segmento N-terminal e foi denominada vespryns (Pung et al, 2006).

As sVWEGFs séo proteinas presentes em algumas peconhas ofidicas,
aumentam a permeabilidade vascular e apresentam importantes funcées durante
0S primeiros estagios no envenenamento.

No transcriptoma estudado, estas proteinas representam 0,3% do total de
toxinas encontradas (Figura 5), uma representacdo nao significativa quando
comparada com os transcritos codificantes de VEGF encontrados em B. insularis
(4,3%) (Figura 6). Junqueira-de-Azevedo et al, (2001) clonaram e expressaram
uma VEGF de B. insularis, mostrando o potencial da proteina em aumentar a
permeabilidade vascular, agindo assim como um agente de dipersédo da toxina e
provavelmente contribuindo para a acdo hipotensora observada nos
envenenamentos.

As analises da biblioteca de B. pauloensis revelaram a presenca de uma
EST (singleton) de VEGF que foi identificada como um cluster BP040 (GR955259)
(Tabela 2). Este cluster apresenta similaridade com uma VEGF encontrada no
transcriptoma de B. insularis (Junqueira-de-Azevedo & Ho, 2002). Alguns
aminoécidos presentes na sequéncia sVWEGF estdo envolvidos na ligacdo com
moléculas alvos, na dimerizacdo da proteina e sdo altamente conservados, porém
alguns destes aminoacidos ndo foram encontrados na sequéncia de VEGF
gerada pela biblioteca de B. pauloensis mostrando que esta sequéncia esta
incompleta.

As CRISPs (proteinas secretoras ricas em cisteina) sdo um grupo de

proteinas secretadas, com sequéncias homodlogas contendo 16 residuos de
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cisteina conservados os quais formam 8 pontes dissulfeto. Estas possuem
cadeias simples, com massa molecular de 20-30kDa e organizadas em trés
dominios: o dominio PR-1 (Proteinas relacionadas a patdgenos do grupo 1), o
dominio semelhante a uma dobradica e 0 dominio rico em cisteina (CDR) com 16
residuos de cisteina formando oito pontes dissulfeto (Osipov et al, 2005).

Estas proteinas estdo presentes em secrecdes de glandulas exdécrinas de
mamiferos, granulécitos e plasma humano (Udby et al, 2002) e em alguns
organismos de outros taxons (Yamazaki & Morita, 2004) incluindo os répteis.
Algumas CRISPs de espécies ofidicas tém sido descritas: CRVP (proteinas de
peconha ricas em cisteina) de Trimeresurus mucrosquamatus (Viperidae, Asia)
(Chang et al,1997), proteina 25k de Naja kaouthia (Elapidae, Asia) (Osipov et al,
2001), latisemina da serpente do mar Laticauda semifasciata (Hydrophidae), e
tigrina de Rhabdophis tigrinus tigrinus (Colubridae) (Yamazaki et al, 2002).
Recentemente, uma lista de CRISPs elapidicas asiaticas foi descrita: ophanina de
Ophiophagus hannah (Yamazaki et al, 2003), bucarina from Bungarus candidus
(Accesso P81993 no SwissProt), e duas proteinas de Naja atra, CRVP1 e CRVP2
(Jin et al, 2003).

Poucas informa¢cdes sdo conhecidas sobre a funcdo destas proteinas no
envenenamento. Até o momento apenas duas atividades foram encontradas:
inibicdo da contracdo do musculo liso e bloqueio de canais idnicos (Yamazaki &
Morita, 2004; Osipov et al, 2005).

Na biblioteca de B. pauloensis foram gerados dois clusters (BP012 e

BP013), o primeiro apresentou 92% de identidade com a CRISP de C. atrox e o
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segundo apresentou 89% de identidade com a proteina presente na peconha de
Trimeresurus stejnegeri (Tabela 2).

O perfil de expressdo génica da glandula de peconha de S.c.edwardsii
apresentou 6,6% de transcritos correspondentes a CRISPs (Pahari et al, 2007)
portanto pode ser interessante estudar as propriedades e funcdes destas
proteinas a partir desta peconha, por apresentar uma abundancia significativa nos
transcritos para CRISPs quando comparado com nossos resultados que foram de

0,6% (Figura 5).

4.9- PROTEINAS CELULARES

As proteinas relacionadas com funcdes celulares compreendem 31,3% dos
transcritos encontrados na biblioteca (Figura 4), os quais foram divididos em 9
categorias, de acordo com o tipo funcional (Figura 8). Os transcritos mais
abundantes estéo relacionados com a transcricdo do DNA e a traducdo do RNA
(24,4%), seguido dos transcritos relacionados com metabolismo celular (22,2%) e
17,3% relacionados com funcao estrutural (Figura 8).

Dentre os transcritos relacionados com o metabolismo celular, identificamos
um transcrito que codifica 5 nucleotidase, sugerindo que vias do metabolismo das
purinas e nicotinamidas sédo encontradas na glandula da peconha de B.
pauloensis.

Entre 0s grupos que aparecem menos expressos, mas nao menos
importantes, podemos citar as proteinas dissulfeto isomerases (PDI) (5,7%),

enzimas envolvidas na formacao das pontes dissulfeto (Freedman et al, 1994).
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Estas pontes sao frequentemente encontradas em toxinas e sdo importantes para
a manutencao da estrutura tridimensional das moléculas.

A calglandulina, uma proteina ligante de calcio foi identificada na biblioteca
de B. pauloensis. Estas proteinas possuem motivos ligantes de Ca®" e sdo
exclusivamente expressas em glandulas de peconhas ofidicas de varias espécies.
Elas ndo sao secretadas, porém sdo fundamentais no processo de secrecao das

toxinas (Junqueira-de-Azevedo & Ho, 2002; Junqueira-de-Azevedo et al, 2003).

M TRANSCRICAD ETRADUCAO

24,4

M METABOLISMO CELULAR
4 ESTRUTURAL

® MITOCONDRIAL

H REGULACAO CELULAR

B PROTEINAS DISSULFETO ISOMERASE

B DEGRADACAO CELULAR

M PROCESSAMENTO CELULAR

-

® PROTEINAS HIPOTETICAS

Figura 8: Proporcédo de proteinas celulares encontradas na glandula de peconha

de B. pauloensis (% do total de clones).

4.10- CLONAGEM DA Bp-LAAO DE B. pauloensis

O cluster BP028 (GenBank GR955247- EU870608) encontrado na biblioteca
de B. pauloensis apresentou similaridade com LAAOs de pegonhas ofidicas

encontradas no banco de dados internacional. Para a obtencdo da sequéncia
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completa deste clone, foi feita uma PCR utilizando dois pares de primers que
possibilitam o sequenciamento de fragmentos de cDNA que apresentam entre 1,3
a 7 kb, dividindo sequéncias longas em fragmentos menores.

As sequéncias obtidas por produtos de PCR foram analisadas por
similaridade em banco de dados existentes, resultando na identificacdo de
transcritos que codificam LAAOs de peconhas ofidicas. O produto de amplificacéo
produziu um fragmento de cDNA com 1548 pb (Figura 9), que codifica uma
proteina madura contendo 516 residuos de aminoacidos (GenBank:EU870608)
correspondendo a um pl tedrico de 6,3 e massa molecular de 58 kDa. Varios
clones com insercbes de um mesmo tamanho foram sequenciados e

apresentaram sequéncias nucleotidicas idénticas.

pb 1 2

2000
1500

1000
750

500
250

Bp-LAAO

Figura 9: Analise do produto de RT-PCR em gel de agarose a 1% para DNA.

(1) Marcador (GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder). (2) Produto da reacao — Bp-LAAO.
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A estrutura primaria mostra que a Bp-LAAO é um membro da familia das
proteinas que possuem o FAD como cofator, o que foi confirmado por analises
espectrofotométrica. Os sitios de glicosilacdo foram identificados pela utilizacao
do programa NetNGly 1.0 e apresentou apenas um sitio de glicosilacdo para a
Bp-LAAO (Figura 10).

Algumas sequéncias de LAAOs de serpentes da familia Viperidae e Elapidae
foram utilizadas nas analises filogenéticas e estdo apresentadas na Tabela 4 pelo
codigo de identificacdo com 4 letras. Todos os programas utilizados para as
analises filogenéticas mostraram a mesma topologia e resultados estatisticos,
confirmando os resultado encontrados. As LAAOs de serpentes Viperidae e
Elapidae foram claramente divididas em dois grupos monofiléticos. No entanto, a
LAAO da peconha de Ophiophagus hannah foi agrupada em um ramo separado e
reagrupada com duas LAAOs de Gallus gallus e Meleagris gallopavo

respectivamente (Figura 11).
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M N V F FM F S L L F L A AL G S CA D D
ATGAATGTCTTCTTTATGTTCTCACTGTTGTTCTTGGCTGCCTTGGGAAGCTGTGCAGATGAC
G N P L EECF RE T DY EEF L E I A K
GGAAACCCCCTAGAGGAATGCTTCCGAGAAACTGACTATGAGGAATTTCTAGAGATCGCCAAA
N 6 L S A T S N P K H V V I V G A G M S G
AATGGTCTGAGCGCGACATCAAACCCGAAACATGTTGTGATTGTAGGTGCAGGAATGTCTGGG
L S A A Y V L ANAGU HOQUV TV L EA S K
CTTAGTGCAGCCTATGTTCTTGCAAATGCTGGACATCAGGTGACAGTTCTTGAAGCCAGTAAA
R A G G R V R T Y R DNUDIEKTETGTW Y A N L G
CGTGCAGGAGGACGAGTGAGGACTTATCGAAATGACAAAGAAGGCTGGTATGCCAATCTCGGG
P M R L P E K HUR I VURUEVZYTIURIEKTFG L O
CCCATGCGTTTACCTGAGAAACACAGGATTGTCCGGGAATATATCAGAAAGT TTGGTCTGCAG
L N E F S QENEN AW Y F I KNI R K R
TTGAATGAATTTTCTCAGGAAAATGAGAATGCATGGTATTTTATCAAAAACATCAGGAAGAGA
V G E V N K D P GV L E Y P V K P S E V G
GTAGGGGAAGTCAATAAAGACCCTGGTGTTTTGGAATATCCCGTGAAGCCTTCAGAAGTAGGC
K S A G Q L Y EE S L Q KA V ETETL R R T
AAAAGTGCTGGACAGCTATATGAAGAGTCCCTCCARAAGGCTGTAGAAGAATTAAGAAGGACT
nﬂllilﬁi Yy M L N K Y DT Y S T K E Y L L K E
AACTGCAGCTACATGCTAAATAAATATGACACCTACTCAACGAAGGAGEATCTACTTAAAGARA
G N L S P GA VDMTIGTDTL L NTETDS G Y
GGAAATCTGAGTCCTGGAGCTGTAGATATGATTGGAGACTTACTGAATGAAGATTCTGGCTAT
Yy v S F I E S L K H DD I F A Y E K R F D
TATGTGTCTTTTATTGAAAGCCTGAAACATGATGATATCTTTGCTTATGAAAAAAGATTTGAT
E I V G G M DK L P T S M Y Q A I Q E K V
GARATTGTTGGTGGAATGGATAAGTTGCCTACATCCATGTATCAAGCCATTCAGGAAAAGGTG
R L N VR VI K I 0 0 DV KEUV T V T Y 0
CGTTTGAATGTCCGAGTAATCAAGATACAGCAGGATGTCAAGGAAGTCACAGTGACATATCAA
T S A K E T L S V T A D Y V I V C T T S R
ACCTCAGCAAAGGAGACGTTATCTGTGACAGCTGATTATGTCATTGTATGCACTACGTCAAGG
A A R R I KF E P UPTL P P KK AU HIU ATL R S
GCCGCCCGTCGCATCAAGTTTGAACCACCCCTTCCGCCAAAGAAAGCGCATGCTTTGCGGTCT
V HY R S G T K I F L T C T K K F W E D D
GTCCACTACAGAAGTGGCACCAAGATCTTCCTCACTTGCACTAAGAAATTTTGGCCTAACCAT
G I H G G K S T TOD L P S R F I Y Y P N H
GGCATTCATGGTGGGAAGTCCACAACTGATCTTCCATCCCGATTCATCTACTACCCTAACCAT
N F P S GV GV I I A Y G I G DDA AN F F
AACTTTCCTAGTGGAGTTGGGGTTATTATAGCCTATGGCATTGGTGATGATGCCAATTTCTTT
QO A L DF KDGCGUDTIUVINUDTLSTL I H Q
CAAGCTCTTGATTTCAAGGACTGTGGTGATATTGTCATTAATGACCTTTCATTGATCCATCAG
L P K EE I QA ATFT CU RU P SMTIUOT RTWS L D
CTGCCCAAGGAAGAGATCCAGGCCTTCTGTCGTCCCTCAATGATTCAAAGATGGAGCCTGGAT
K Y A M G G I T TFT P VY Q F Q HF S E A
AAGTATGCTATGGGTGGTATAACCACCETCACTCCCTACCAGTTTCAACATTTTAGTGAAGCG
L T A PV DU R I Y F A GE VY TAOQT ATHG W
CTCACTGCACCTGTAGACAGAATCTACTTTGCAGGGGAGTATACAGCCCAAGCTCATGGTTGG
I Ds T I K S G LT AA AT RT DTV VNI RIATSE N
ATTGACAGCACAATTAAGTCAGGGCTGACAGCAGCAAGAGATGTGAATCGTGCTTCTGAGAAT
R I P G P S T AT EJ ATCMTOQA A F P I
CGGATCCCGGGCCCGTCGACTGCAGAGGCCTGCATGCAAGCTTTCCCTATA

Figura 10: Sequéncia de cDNA e residuos de aminoacidos deduzidos de Bp-LAAO
(GenBank EU870608). A sequéncia sublinhada foi diretamente sequenciada a partir da
proteina (Rodrigues et al, 2009) e a sequéncia marcada em caixa € um sitio de N-
glicosilacao.
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Figura 11: RelagBes evolutivas das LAAOs. A historia evolutiva foi inferida
usando o método de Neighbor-Joining. Analises filogenéticas foram conduzidas
em MEGA4. As distancias evolutivas foram calculadas utilizando JTT matrix-
based. Em vermelho, azul e preto sdo apresentados, respectivamente, o teste de
bootstrap MEGA4 (2000 repeticdes), TREE-PUZZLE amostragem quarteto (10000
passos) e MrBayes analise bayesiana MCMC (75.900 ciclos). As svLAAOs foram
agrupadas em dois ramos monofiléticos (Viperidae e Elapidae).
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Na verdade, a topologia da arvore filogenética indica que as LAAOs
analisadas apresentam uma notavel correlacdo com especiacdo, demonstrando
gue 0s genes correspondentes a estas sequéncias sao ortélogos. Por outro lado,
a LAAO de O. hannah foi agrupada com as LAAOs de G. gallus e M. gallopavo
como foi descrito também por Jin et al, (2007). Este fato destaca que o gene que
codifica a LAAO de O. hannah é pardlogo em relacdo aqueles que codificam as
outras LAAOs incluidas nas analises filogenéticas. Assim, é provavel que este
gene tenha surgido de uma duplicacdo de genes codificantes para LAAOs
endodgenas de serpentes. Esta hipbdtese é reforcada pela auséncia de outros
genes ortélogos nas LAAOs de O. hannah em outras espécies de serpentes.
Além disso, esta LAAO pode apresentar caracteristicas distintas em comparacao
a outras LAAOs analisadas.

O primeiro modelo teorico estrutural da Bp-LAAO calculado pelo programa
Modeller 8v2 apresentou uma boa qualidade esteroquimica com 99,1% de seus
residuos de aminoacidos no nudcleo, permitindo plotagem das regibes de
Ramachandran. Além disso, todos os residuos apresentam potencial de energia
negativa e Z-score do modelo de -11,21.

O modelo tedrico final da Bp-LAAO apresentou estabilizacdo apés uma
simulagdo dinamica molecular de aproximadamente 1500 ps, com um ligeiro
desvio de posicionamento de &tomos (~0,1nm). Similarmente ao modelo inicial, o
modelo estrutural final da Bp-LAAO apresentou 97,9% de residuos no nucleo. Da
mesma forma, todos os residuos de aminoacidos deste modelo apresentaram

potencial de energia negativa e Z-score de -10,52.
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Todos estes dados em conjunto indicam que o alto grau de estabilidade da
estrutura apos a simulacao de dinamica molecular, demonstraram que a Bp-LAAO

€ um modelo estrutural viavel (Figura 12).

20 100 200

Figura 12: Diagrama do modelo estrutural tedrico da Bp-LAAO de B. pauloensis

obtido apdés simulacdo dindmica molecular. A escala de cor a

temperatura/mobilidade dos atomos do modelo final da Bp-LAAO (azul: frio

baixa temperatura = regides estaticas e imoveis; vermelho: alta temperatura
regides variaveis e moveis). O cofator FAD é representado pelos bastbes

coloridos. llustracao gerada pelo programa PyMOL (Delano, 2002).
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5- CONCLUSAO
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Os resultados apresentados no presente trabalho contribuiram para o
conhecimento do perfil de expressdo génica da glandula de peconha de B.
pauloensis, resultando em um estudo geral dos diferentes componentes
presentes na peconha responsaveis pela fisiopatologia do envenenamento.

Além disso, Rodrigues et al, (2009) isolaram e clonaram uma L-aminoacido
oxidase da peconha de B. pauloensis (Bp-LAAO) que compartilha sequéncias
com elevado grau de identidade e uma origem evolutiva comum com as svLAAOs
da familia Viperidae. Alguns estudos funcionais com a svLAAO tem demonstrado

seu alto potencial biotecnoldgico para o desenho de agentes terapéuticos.
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