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APRESENTACAO

As peconhas de serpentes compreendem uma complexa mistura de
proteinas, componentes organicos de baixo peso molecular e componentes
inorganicos. O estudo das caracteristicas bioquimicas e funcionais de toxinas
purificadas de peconhas ofidicas torna-se importante ndo somente pelos
efeitos resultantes do envenenamento, mas também pela possivel utilizacdo
dessas toxinas como ferramentas de pesquisa na area médica.

O presente trabalho teve como objetivo caracterizar uma Fosfolipase A, da
peconha da serpente Bothrops alternatus quanto aos seus aspectos funcionais.
Essa caracterizagcdo compreendeu a avaliacdo da sua atividade miotOxica, a
caracterizacdo da atividade antiplaquetaria, a avaliagdo das atividades
antibacteriana e antiparasitaria, e a avaliacdo de seus efeitos inflamatorios. Os
objetivos foram atingidos e resultaram em um melhor entendimento dos efeitos
da miotoxina, que neste trabalho foi chamada de BaltMTx.

Essa dissertacdo de mestrado foi preparada de acordo com as normas do
Programa de Poés-Graduacdo em Genética e Bioquimica da Universidade
Federal de Uberlandia.

O capitulo 1 busca fornecer a motivacao e contextualizacao dessas tarefas
no ambito da literatura internacional. As referéncias utilizadas neste capitulo
foram buscadas nos servicos de indexacdo ‘PubMed, ‘Science Direct’ e ‘Scielo’.
Ele mostra a importancia da serpente Bothrops alternatus entre as serpentes
do Brasil e do mundo, sob os pontos de vista da distribuicdo e epidemiologia
dos acidentes ofidicos, e termina com uma apresentacdo sobre a importancia
gue os componentes isolados de peconhas, como as Fosfolipases A,, possuem
em relacdo aos aspectos farmacéuticos e terapéuticos.

O capitulo 2 apresenta um relatério das tarefas executadas para
purificacdo e caracterizacdo funcional da BaltMTx, no formato e linguagem do
artigo cientifico que sera submetido a publicacdo, de acordo com os padrdes

exigidos pelo periddico.
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1. Serpentes Brasileiras

As serpentes sdo animais vertebrados pertencentes a classe Reptilia, a
ordem Squamata e a subordem Serpentes. Devido a capacidade de adaptacdo
em diversos ambientes, sdo encontradas em varias regides do mundo, onde se
conhece aproximadamente 3000 espécies, distribuidas em 20 familias e 465
géneros (HICKMAN et al.,, 2004). Segundo a Sociedade Brasileira de
Herpetologia (COSTA; BERNILS, 2014), no Brasil ha 386 espécies, divididas
em 70 géneros e 10 familias, mas apenas duas familias sdo peconhentas:
Elapideae e Viperidae. Juntas elas compreendem cerca de 60 espécies, as
guais pertencem a 6 géneros: Micrurus e Leptomicrurus (Elapidae), Bothrops,
Bothrocophias, Lachesis e Crotalus (Viperidae).

As serpentes possuem como caracteristicas, morfologicas e fisiologicas, o
corpo alongado e coberto por escamas, auséncia de membros locomotores,
olhos redondos com pupila vertical ou circular e desprovidos de palpebras
moveis. Elas sao desprovidas de ouvido externo, possuem duas narinas, uma
localizada de cada lado da cabeca e a frente dos olhos, e lingua bifida, sendo
gue é por esta que as informa¢des quimicas sao transportadas até o 6rgao de
Jacobson, o qual é analogo ao sistema olfativo. Algumas possuem um orificio
entre o olho e a narina chamado de fosseta loreal, o qual € um Orgao
termorreceptor. Os oOrgaos internos possuem formato alongado e a bexiga é
ausente, sendo que a urina é expelida juntamente com as fezes, através da
cloaca (FRANCO, 2003).

A diferenciacéo entre serpentes peconhentas e ndo peconhentas é definida
por alguns autores por algumas caracteristicas anatbmicas e dos habitos das
serpentes. As peconhentas sdo caracterizadas como tendo a cabeca triangular,
bem destacada do corpo e coberta com escamas pequenas; olhos com pupila
em fenda vertical; presenca de fosseta loreal; cauda curta e que afina
abruptamente; presenca de escamas asperas com nervura central; desenhos
na pele; habitos noturnos e atitude de ataque quando ameacadas. Enquanto
que as serpentes ndo peconhentas sdo caracterizadas como apresentando
cabeca arredondada, pouco destacada do corpo e coberta com placas grandes
diferentes das escamas que recobrem o corpo; auséncia de fosseta loreal;

cauda longa e que afina gradualmente; escamas lisas sem nervura central;



pele com colorido uniforme; habitos diurnos e fogem ao se sentirem
ameacadas (CARDOSO; GONGCALVES, 1996; CRUZ, 1997; GOWDAK;
MARTINS, 1997; LOPES, 1996; MARQUES; PORTO, 1997; PAULINO, 1995;
PAULINO, 1998; SILVA JUNIOR; SASSON, 1997; SOARES, 1996; SOARES,
1998). Apesar de serem comumente utilizados, esses modos de diferenciagao
ndo sdo adequados a diversidade de serpentes brasileiras, pois no Brasil
existem serpentes peconhentas com a cabeca que se destaca do corpo, porém
h&4 serpentes ndo peconhentas com essa caracteristica, como algumas
serpentes da familia Boidae, conhecidos popularmente como jiboia e sucuri. Ha
também serpentes peconhentas com a cabeca arredonda como as corais.
Diferencas também ocorrem na presenca de escamas pequenas ou placas
grandes na cabeca, olhos com pupila em fenda vertical ou arredondada,
escamas asperas ou lisas. Em relagéo a cauda terminar de maneira abrupta ou
gradual, esta ndo € uma caracteristica constante, pois parte da forma da cauda
é relacionada aos habitos e sexo do animal, em razdo de |4 estar localizado o
hemipénis, o qual é uma estrutura dupla de copula nos machos (SANDRIM,;
PUORTO e NARDI, 2005). A coloracdo das serpentes nem sempre pode ser
associada a capacidade de inoculacédo de peconha, pois os padrdes de cores
das serpentes brasileiras sédo variados, sendo que ha espécies com dimorfismo
sexual, variacbes genética, ontogenética e intraespecifica, como as corais
peconhentas que apresentam espécies de cor vermelha, mas apresentam
espécies de outras cores, como uma espécie da Amazobnia que € negra com
cintas de pintas brancas (GRANTSAU, 1991).

Tendo em vista as dificuldades na distingdo dos dois grupos, é
recomendavel a utilizacdo da fosseta loreal como critério para a diferenciacao,
desde que seja observavel a distancia do animal, pois todas as serpentes
peconhentas possuem tal caracteristica. Apos a identificacdo da fosseta loreal,
deve-se observar a extremidade da cauda, se for lisa, provavelmente a
serpente € do género Bothrops, se apresentar guizo, € do género Crotalus, e
Se possuir peguenas escamas ericadas, provavel que seja do género Lachesis
(Figura 01) (BRASIL, 2001). Todas as serpentes que possuem fosseta loreal
possuem importancia para a saude puablica, devido ao risco de
envenenamento. Tais distingbes ndo se aplicam para as serpentes do género

Micrurus, pois estas ndo apresentam fosseta loreal e apresentam cauda com
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anatomia diferentes das citadas, porém possuem dentes fixos inoculadores de
peconha na posicdo anterior do maxilar (Figura 02), sendo de importancia
medica. Todavia, ndo é recomendavel a manipulacdo da serpente para verificar
0 dente devido ao perigo que representa (BRASIL, 2001; PUORTO, 1992,
2001).

A
Narina
h Fosseta Loreal
B
Cauda lisa Guizo ou Escamas ericadas

Bothrops Crotalus Lachesis

Figura 01: Identificacdo de serpentes peconhentas. A - presenca de fosseta loreal. B -
tipos de caudas. Fonte: Adaptado de (BRASIL, 2001).

Narina

Figura 02: Serpentes do género Micrurus: ndo apresentam fosseta loreal e possuem
dentes inoculadores de peconha poucos desenvolvidos e fixos na regido anterior da boca.
Fonte: (BRASIL, 2001).

As espécies de serpentes peconhentas possuem um sistema de
inoculacdo da pecgonha formado por quatro componentes (Figura 03): glandulas

produtoras da peconha, masculos que forcam a glandula a liberar a peconha,



ductos que transportam a peconha, e presas, as quais sao dentes modificados
gue contem canais abertos ou fechados, para inocular a pegonha na vitima. As
presas das espécies opistoglifas da antiga familia Colubridae, que atualmente
teve a maioria de suas subfamilias elevadas a posicdo de novas familias
(ZAHER et al., 2009), possuem um sulco anterior ou lateral por onde a peconha
escorre, enquanto que as das familias Elapidae e Viperidae possuem canais
fechados, desde a glandula da peconha até o tecido da vitima. A peconha é
produzida continuamente pelas glandulas e armazenada nas mesmas (ZUG et
al., 2000).

Glandula de

h Mdusculo

econha

pe¢ Masseter
j

Fosseta loreal _ A S RS e

Bainha da presa e - ¥
Presa e W > o )

- g . -~_A/’,/ “’7-" F 7, “y -~ /,: _I‘ N

Dentes i PR o S < S

Figura 03: Componentes do sistema de inoculacdo da peconha. Fonte: ZUG et al., 2000.

2. O género Bothrops e a espécie Bothrops alternatus

O género Bothrops (incluindo Bothrocophias) representa o grupo mais
importante de serpentes peconhentas brasileiras, com cerca de 30 espécies e
subespécies, distribuidas por todo o territério nacional (BERNILS e COSTA,
2012; BRASIL, 2009). As serpentes deste género possuem cauda lisa e suas
cores variam muito dependendo da espécie e da regido onde vivem
(CARDOSO et al., 2003). As espécies mais conhecidas sédo B. atrox, conhecida
como Jararaca-do-Norte e encontrada no norte do Brasil; B. erythromelas,
conhecida como Jararaca-da-seca e encontrada nha regido nordeste; B.
neuwiedi, conhecida como Jararaca-pintada e encontrada em todo territério

nacional, exceto regido norte do pais; B. jararaca, conhecida como Jararaca-



da-mata e distribuida na regido sul e sudeste; B. jararacussu, conhecida como
Jararacussu e encontrada no cerrado da regidao central e em florestas tropicais
do sudeste, B. moojeni, conhecida como Caicaca e encontrada desde o Sul até
o Nordeste e B. alternatus, conhecida como Urutu-cruzeiro e distribuida no
centro-sul do pais (PINHO; PEREIRA, 2001). Habitam preferencialmente
ambientes Umidos como matas e areas cultivadas, zonas rurais e periferias de
grandes cidades, e locais onde haja proliferagcédo de roedores. Sao serpentes
de habitos noturnos ou crepusculares, apresentam comportamento agressivo
guando ameacadas e atacam sem provocar ruidos (BRASIL, 2001).

A espécie Bothrops alternatus, descrita por DUMERIL, BIBRON e
DUMERIL (1854), conhecida popularmente como Urutu-cruzeiro, possui 0
corpo robusto e pode atingir cerca de 1,7 m de comprimento. Possui na pele
desenhos em forma de ferradura, dispostos de forma alternada, podendo,
eventualmente, haver desenhos opostos (FRANCO, 1986).

E uma serpente de grande importdncia médica por causar muitos
acidentes em humanos. Popularmente, € conhecida por causar graves
acidentes, e por isso foi criado o ditado “A urutu quando n&o mata aleija”
(PEREIRA, 1940), porém contrariamente a crenca popular, estudos indicam
gue a peconha desta serpente possui enzimas com baixa atividade enzimatica,
se comparada as peconhas de outras serpentes botropicas (FURTADO et al.,
1991; ROCHA e FURTADO, 2005; SANCHEZ et al., 1992).

Apresentam ampla distribuicdo geografica que inclui a regido sul (Rio
Grande do Sul, Parana e Santa Catarina), sudeste (Sédo Paulo e Minas Gerais)
e centro oeste (Mato Grosso) e habitam matas abertas, campos, cerrados e
brejos (Figura 04) (SOERENSEN, 2000). Apesar desta ampla distribuicdo
geografica, a peconha desta espécie conserva suas caracteristicas bioldgicas e
enzimaticas em seus exemplares de todo lugar que € encontrado (ROCHA;
FURTADO, 2005).



Figura 04: A - Exemplar da espécie B. alternatus. Fonte: BORGES-MARTINS et al., 2007.
B - Distribuicdo geografica da espécie B. alternatus no Brasil. Fonte: (BRASIL, 2001).

3. Acidentes ofidicos

Os acidentes ofidicos representam um sério problema de saude publica,
por ocorrerem frequentemente e por ocasionarem morbi-mortalidade em suas
vitimas (PINHO; PEREIRA, 2001). Geralmente, os fatores climaticos e o
aumento da atividade de trabalhadores no campo afetam diretamente a
ocorréncia dos acidentes, pois em épocas quentes e chuvosas, que coincidem
com o periodo de maior atividade no campo, ha um aumento do nimero de
casos, sendo estes predominantes em pessoas do sexo masculino, na faixa
etaria entre 15 e 49 anos, e tem como mais atingidos os membros inferiores
(BRASIL, 2001; BOCHNER E STRUCHINER, 2003). Por ser uma condicao
negligenciada de saude, os acidentes com serpentes peconhentas foram
incluidos na lista das doencas negligenciadas, em abril de 2009 pela
Organizacdo Mundial da Saude, da qual fazem parte outras 14 enfermidades
gue afetam comunidades mais pobres e marginalizadas (SOUZA, 2010).

Entre os paises sul-americanos, o Brasil € o que apresenta maior nimero
de acidentes por ano (MEBS, 1981). No ano de 2014 foram notificados, pelo
Sistema de Informacdo de Agravos de Notificacdo (SINAN, 2014), 151.650
envenenamentos por animais pegonhentos, dentre os quais 21.301 casos
foram cometidos por serpentes. A média anual € de cerca de 20.000 acidentes
ofidicos por ano (BOCHNER E STRUCHINER, 2003). De acordo com Lira-da-



Silva et al. (2009), este € um valor subestimado, em razdo das inadequactes
na coleta de dados e pelo fato de um grande ndimero de casos ndo serem
notificados.

Dos acidentes ofidicos notificados no pais em 2014, 17.406 (81,72%)
foram causados por serpentes do género Bothrops, 1.728 (8,11%) por
serpentes do género Crotalus, 191 (0,89%) por serpentes do género Micrurus,
748 (3,51%) por serpentes do género Lachesis, e 1.228 (5,76%) por serpentes
ndo peconhentas (Figura 05). Isso demonstra a importancia epidemioldgica do
acidente botrépico para o pais. Dentre esses acidentes, 104 (0,48%) evoluiram
para Obito, sendo que o maior indice de letalidade corresponde ao género
Crotalus com 0,57%, e 0 menor, ao género Bothrops, que corresponde a 0,44%
(SINAN, 2014).

Nunes et al (2014) analisaram 641 prontuarios de vitimas de acidentes
ofidicos no Hospital de Clinicas da Universidade Federal de Uberlandia, na
regido do Triangulo Mineiro, de janeiro de 1999 a dezembro de 2013, e
observaram que maioria dos acidentes ocorreu nos meses de outubro a abiril,
no periodo da tarde. A maior frequéncia de ocorréncia dos acidentes foi
atribuida as serpentes do género Bothrops (54,76%), seguido pelas serpentes

do género Crotalus (30,58%) e do género Micrurus (1,40%).

Acidentes Ofidicos

1% 3%
(]

M Bothrops

M Crotalus
Micrurus

M Lachesis

N3o pegonhentas

Figura 05: Acidentes ofidicos notificados no Brasil em 2014. Fonte: Adaptado de SINAM,
2014.

Os acidentes botropicos causam efeitos locais e sistémicos, sendo que as

manifestagdes locais mais comuns sao dor, edema, hemorragia local, formagéo



de bolhas e necrose tecidual (GUTIERREZ et al., 2009, 2011). Os efeitos tem
intensidade variavel e geralmente ocorre precocemente e possui carater
progressivo (BRASIL, 2001). A dor local é induzida pela liberacdo de
bradicinina e histamina, e a formacéo do edema ocorre devido ao aumento da
permeabilidade vascular, extravasamento de proteinas e mediadores
inflamatérios (GUTIERREZ et al., 2009a).

As manifestacfes sistémicas mais comuns sao distlrbios na coagulagéo
sanguinea, hemorragia sistémica, alteracdes cardiovasculares, nauseas,
vomitos, sudorese, hipotensdo arterial, hematuria, epistaxes e hematémese
(GUTIERREZ et al., 2009b; PINHO; PEREIRA, 2001; WARREL, 2004). A
hemorragia sistémica resulta da acdo de fracbes da peconha com atividade
semelhante a da trombina, as quais formam fibrina devido a degradacdo de
fibrinogénio, induzindo frequentemente a incoagulabilidade sanguinea
(BARRAVIERA, 1993; GUTIERREZ et al., 2009b; HERRERA et al., 2012;
OTERO-PATINO, 2009).

A quantidade de peconha inoculada varia de acordo com o tamanho da
serpente e, também, se ela atacou alguma outra presa recentemente (FILHO,
1997). Nos acidentes botrépicos, ha uma diferenca entre a peconha do filhote,
gue é predominantemente coagulante, e do adulto, que possui maior acao
proteolitica e menor acao coagulante (JORGE e RIBEIRO, 1990)

Os acidentes botrépicos séo classificados em trés tipos, de acordo com as
manifestacbes clinicas que apresentam. A forma mais comum do
envenenamento € a leve, que é caracterizada por dor e edema local pouco
intenso e hemorragias discretas ou ausentes. Ja se a dor e o edema forem
evidentes e ultrapassarem o local da picada, podendo ou ndo ter hemorragia
local ou sistémica, o envenenamento é considerado como moderado. O
envenenamento é considerado grave se o local da picada apresentar edema
intenso, atingindo todo o membro picado, geralmente acompanhado de dor
intensa e eventualmente com presenca de bolhas. Neste tipo também pode
haver sinais de isquemia local devido a compressdo dos feixes vasculo-
nervosos. Quando ocorrem manifestacdes sistémicas como hipotensao arterial,
choque, hemorragias intensas, o0 quadro ¢é considerado grave,
independentemente do quadro local (BRASIL, 2001).
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Algumas complicagbes locais e sistémicas podem ocorrer quando o
envenenamento € grave. Como complicacbes locais, tem-se a Sindrome
Compartimental, que ocorre em consequéncia do grande edema formado, onde
hd compressdo do feixe vasculo-nervoso produzindo isquemia nas
extremidades, o que resulta em dor intensa, parestesia, cianose e déficit motor,
mas essa complicacdo ocorre raramente. Outra complicacdo local € o
abscesso, que ocorre devido a contaminacdo pela flora bacteriana oral da
serpente, da contaminacdo pela pele do acidentado, do uso de contaminantes
sobre o ferimento e também devido a liberacdo de mediadores inflamatoérios
endogenos, e ocorre entre 10 a 20% dos acidentes. A necrose € outro tipo de
complicacdo local, é provocada pela acao proteolitica da peconha associada a
lesdo vascular, e pode ser agravada com 0 uso incorreto de torniquete e
demora no tratamento, o que pode resultar em perda irreversivel do tecido,
havendo possibilidade de amputacdo do membro afetado (BARRAVIERA,
1993; BRASIL, 2001; CARDOSO et al., 2003; PINHO et al., 2008; STABELI et
al., 2006).

As complicacbes sistémicas sdo o choque, que € raro e pode ocorrer
devido a varios fatores, como liberacdo de substancias vasoativas, sequestro
de liquido na area do edema e perdas por hemorragias; e a Insuficiéncia Renal
Aguda (IRA), que também pode ocorrer por varios fatores, como pela acéo
direta da peconha sobre os rins, isquemia renal secundaria a deposi¢cao de
microtombos nos capilares, desidratacdo ou hipotensédo arterial e choque
(BRASIL, 2001).

O diagnéstico é feito a partir da observacdo dos sintomas, e também pode
ser feitas confirmacdes laboratoriais através de antigenos da peconha
botropica, que podem ser detectados no sangue através da técnica de ELISA.
Podem ser realizadas também avaliacbes laboratoriais para além de
diagnosticar, entender a conduta e a evolucdo clinica, como o teste de tempo
de coagulacao (TC) e o tempo parcial de tromboplastina (PTT), que geralmente
estdo aumentados. E possivel também a deteccdo por hemograma, que
geralmente encontra-se hemossedimentacdo elevada nas primeiras horas do
acidente, leucocitose com neutrofilia e plaguetopenia de intensidade variavel,
por exame de urina, onde se pode observar proteindria, hemataria e

leucocitlria, e também por outros exames, como dosagens de eletrélitos, ureia
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e creatinina, pois através deles se detectam precocemente distarbios
hidroeletroliticos e insuficiéncia renal aguda (BRASIL, 2001; FILHO, 1997).

O tratamento do acidente botropico consiste na administragdo, 0 mais
precocemente possivel, por via endovenosa do soro antibotropico e, na falta
deste ou quando nao se tem certeza se o envenenamento foi por espécies do
género Bothops, administra-se as associa¢cdes antibotropico-crotalico ou
antibotropico-laguético. O soro antiofidico € formado por fragmentos de
imunoglobulinas fracionados a partir do plasma de animais que foram
sensibilizados previamente com aplicacbes sucessivas de pequenas doses da
peconha bruta da serpente ou uma mistura de peconhas de serpentes. Dessa
forma, a presenca de titulos elevados de anticorpos capazes de neutralizar a
toxina, impede o agravamento do envenenamento (BRASIL, 2001; WHO,
2010).

Além da soroterapia, outras medidas devem ser adotadas, como manter o
membro picado elevado e estendido, utilizar analgésicos para aliviar a dor,
hidratar o paciente e empregar antibiéticos quando houver infeccdo. Se for
diagnosticado o quadro de sindrome de compartimento, deve-se realizar a
fasciotomia, desde que as condicbes de hemostasia permitam, e se necessario
realizar a transfuséo de sangue (BRASIL, 2001).

A soroterapia tem grandes beneficios, mas ainda possui alguns problemas,
pois pode induzir reacdes de hipersensibilidade e ndo é capaz de reverter 0s
danos locais provocados pelo envenenamento (DA SILVA et al., 2007,
GUTIERREZ et al., 2009a). Outro problema no uso de soros antiofidicos é a
baixa disponibilidade do mesmo em &reas distantes, o que atrasa a sua
administracdo (CRUZ et al., 2009; GUTIERREZ et al., 2009c). E um agravante
€ que existem variacdes inter e intraespecifica na composicao da peconha das
serpentes da mesma espécie, o que interfere no efeitos patolégicos e na
neutralizacéo pelo soro (CALVETE et al., 2009).

Sendo assim, o tratamento ideal dos acidentes ofidicos ainda € um desafio
da salude publica, o que torna necessarios estudos cientificos e incentivos
politicos e industriais para o aumento da producdo de soros antiofidicos mais
eficazes, e assim diminuir os indices de morbi-mortalidade provocados pelos
envenenamentos (GUTIERREZ et al., 2010).
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4. Pegonhas de serpentes

As peconhas de serpentes sdo uma mistura heterogénea de substancias
biologicamente ativas produzidas, armazenadas e secretadas por glandulas
especializadas. Sua principal funcédo é a captura de alimento, sendo capazes
de imobilizar, matar e iniciar a digestao de suas presas. Também sdo utilizadas
para defesa contra agressores (AIRD, 2002; MENEZES et al., 2006). A
peconha interfere rapida e seletivamente em mecanismos fisiolégicos, celulares
e moleculares muito especificos, onde atuam direta ou indiretamente, isolados
ou em associacdo, causando uma perturbacdo no funcionamento dos
musculos, nervos e do sistema cardiovascular da presa (DALTRY et al., 1996;
MACKESSY et al., 2003; MARKLAND, 1997; SILVA JR.; AIRD, 2001).

Acredita-se que a presenca da peconha em serpentes seja uma adaptacao
evolutiva convergente (FRY et al., 2006, 2008), sendo que durante o0 processo
evolutivo das serpentes, parte do aparato digestorio, principalmente as
glandulas salivares e pancreatica, tenha se diferenciado num tecido
especializado para a producdo de peconha. Durante este processo a saliva e
outras secrecfes gastricas passaram a fornecer as bases para a formacao da
peconha (BOISBOUVIER et al., 1998).

As peconhas das serpentes € a mais complexa dentre as peconhas do
reino animal, devido a riqueza de componentes e propriedades toxicas que a
compbe (DALMORA, 1992). A composicdo da peconha é diferenciada entre
familias, géneros, espécies, subespécies, variacdes intraespecificas, e pode
ser influenciada pelo habitat e origem geografica da serpente, sendo que as
variacfes intraespecificas sdo decorrentes de variagcbes sazonais, sexuais,
dietéticas, de habitat e da idade da serpente (CHIPPAUX et al., 1991). Sua
composicao se baseia em uma mistura de proteinas com ou sem propriedade
enzimatica, compostos organicos de baixo peso molecular, e compostos
inorganicos (Figura 06) (RAMOS; SELISTRE DE ARAUJO, 2006).
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Figura 06: Composi¢éo da peconha de serpentes. Fonte: adaptado de RAMOS; SELISTRE
DE ARAUJO, 2006.
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A complexidade das peconhas € responsavel por sua acdo na presa, e
cada grupo ou combinagcdo de componentes é responsavel por seus efeitos.
Algumas toxinas, por exemplo, possuem a capacidade de interferir na
transmissdo em locais pré ou poés-sindpticos causando paralisia, asfixia e
morte, sendo consideradas neurotoxinas. Outras, entretanto, s&o
especializadas na répida necrose das fibras musculares esqueléticas,
proporcionando a imobilizacdo das presas e sua pré-digestdo, sendo
consideradas miotoxinas (IKEDA et al., 2010; LOMONTE et al., 2009; SOARES
et al., 2004; TSAI et al., 2001). Muitas das miotoxinas encontradas na pegonha
viperidica sao proteinas, pertencentes a classe das Fosfolipases A..

5. Fosfolipases A;

As fosfolipases constituem uma superfamilia de enzimas (Ai, A2, B, C e D)
capazes de hidrolisar fosfofolipideos, liberando diversos produtos de acordo
com o sitio de acao no substrato. As fosfolipases A; e A, hidrolisam as ligacdes
ester de glicerofosfolipidos intactas nos carbonos C-1 e C-2 do dlicerol,
respectivamente, e as fosfolipases C e D hidrolisam as ligacbes fosfodiéster
(Figura 07) (LEHNINGER, 2011).

Fosfolipase Ay

N~ Fosfolipase Ag

O Fosfolipase C

s I‘{ 0—®
0=P—0 H
O H 0—®
; H H

Fosfolipase D .

Figura 07: Local de hidrélise das diferentes fosfolipases. Fonte: LEHNINGER, 2011.
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As fosfolipases A, (PLA;S) sdo enzimas que catalisam a hidrolise da
ligacdo éster dos fosfolipideos, liberando acidos graxos livres e
lisofosfolipideos, (DIAZ; ARM, 2003), assim possuem papel fundamental no
metabolismo de lipideos. Estas enzimas também estdo intimamente
relacionadas com a liberagcdo de &cido araquiddnico (AA), o qual é um
precursor de lipideos bioativos, tais como prostaglandinas, leucotrienos e
tromboxanos, que podem participar de uma variedade de func¢des bioldgicas,
como na resposta imune, inflamacdo e na percepcdo da dor. Elas também
atuam no remodelamento da membrana para a sinalizagdo, no metabolismo,
na reproducédo e na defesa antimicrobiana (ARNI e WARD, 1996; BALSINDE et
al.,, 1999; DE MARIA et al.,, 2007; KINI, 2005; LOMONTE; RANGEL, 2012,
SCHALOSKE; DENNIS, 2006).

As PLA;s constituem uma superfamilia de proteinas classificadas em 16
grupos e varios subgrupos, de acordo com sua origem, sequéncia de
aminoacidos, peso molecular, numero de pontes dissulfeto, mecanismos
cataliticos e outras caracteristicas bioquimicas. Elas podem também serem
agrupadas em seis tipos distintos de proteinas: as PLA; secretadas (sPLA>), as
citosdlicas (CPLA,), as independentes de Ca*" (iPLA,), as acetil-hidrolases de
fatores ativadores de plaquetas (PAF-AH), as lisossomais, e as PLA, adiposas
(AdPLA) (DENNIS et al., 2011).

As sPLA; estéo presentes em secrecdes de vertebrados e invertebrados, e
possuem como caracteristicas a massa molecular variando entre 13 e 19 kDa,
contem de 6 a 8 pontes dissulfeto, apresentam um residuo de Histidina junto ao
de Aspartato no sitio ativo e requerem a presenca do fon Ca®* para a catélise.
Estéo classificadas nos grupos IA, IB, lIA, 1IB, IIC, IID, lIE, lIF, IlI, V, IX, X, XIA,
XIB, XllI, XIlI, XIV (DENNIS et al., 2011). Estas proteinas representam a maioria
em peconhas de algumas serpentes (VALENTIN et al., 2000). As cPLA; séo
grandes proteinas citosolicas com massa molecular entre 60 e 114 kDa,
possuem um residuo de Serina junto ao de Aspartato no sitio catalitico e estao
presentes nos grupos IVA, IVB, IVC, IVD, IVE, IVF. As iPLA; possuem massa
molecular entre 84 e 90 kDa e também possuem um residuo de Serina junto ao
de Aspartato em seu sitio catalitico, mas ndo dependem do Ca?' para sua
catélise, e estdo presentes nos grupos VIA-1, VIA-2, VIB, VIC, VID, VIE e VIF.

As PAF-AH possuem massa molecular entre 26 e 45 kDa e apresentam
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residuos de Serina e Histidina junto ao do Aspartato no sitio catalitico. Elas
hidrolisam o grupo acetil na posicdo sn-2 de fatores ativadores de plaquetas
(PAF), e estdo presentes nos grupos VIIA, VIIB, VIIIA e VIIB. As PLA;
lisossomais possuem massa molecular aproximadamente a 45 kDa e também
possuem residuos de Serina e Histidina junto ao de Aspartato no sitio
catalitico, apresentam uma suposta sequencia sinal N-terminal e sitios de
glicosilacdo N-ligados. Elas apresentam pH 6timo préximo a 4,5, e estdo
presentes no grupo XV. As AdPLA possuem massa molecular em torno de 18
kDa, possuem residuos de Histidina e Cisteina no sitio catalitico, séo
independentes de Ca?* e estdo presentes no grupo XVI (DENNIS et al., 2011).

As PLA,s sdo encontradas em fluidos e tecidos de mamiferos, e também
em peconhas de abelhas, vespas e serpentes (HARRIS, 1991). As PLAs de
mamiferos ndo possuem carater citotoxico, enquanto que as encontradas nas
peconhas de serpentes sdo altamente ativas e toxicas, porém ambas possuem
propriedades cataliticas comuns e consideravel grau de homologia quanto as
estruturas primaria, secundaria e terciaria (DUFTON et al., 1983).

No envenenamento por serpentes, as PLA,s influenciam direta ou
indiretamente em seu efeito fisiopatoldégico. Além de sua participacdo na
digestdo das presas, elas apresentam varias outras atividades como acao
hemolitica indireta, neurotoxicidade, cardiotoxicidade, acdo agregadora de
plaquetas, atividade anticoagulante, edematogénica, miotoxica e inflamatoria
(GUTIERREZ; LOMONTE, 1997; KETELHUT et al., 2003) Nas peconhas
botropicas, estas proteinas estdo relacionadas a mionecrose local, a qual
geralmente provoca sequelas drasticas, como perda tecidual, incapacidade ou
amputacdo do membro afetado (ABREU et al., 2007; ANDRIAO-ESCARSO et
al., 2002; ANGULO e LOMONTE, 2009; BARBOSA et al., 2005;
CALGAROTTO et al., 2008).

A peconha das serpentes da familia Viperidae possui em sua composi¢cao
sPLA; do grupo Il, conhecidas como PLA,s Asp49. Porém, ao longo da
evolucdo algumas dessas PLA,s perderam a capacidade de hidrolisar
fosfolipideos, em razdo da substituicdo do residuo de Aspartato por um residuo
de Lisina na posi¢cao 49, juntamente com uma mudanca na regiao ligante de
célcio (PETAN et al.,, 2007; WARD et al., 2002). As proteinas com essas

propriedades sdo conhecidas como PLA, Lys49 homodlogas, PLA-like ou
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miotoxinas Lys49 e possuem baixa ou nenhuma atividade enzimatica
(LOMONTE; RANGEL, 2012).

As miotoxinas Lys49 geralmente sdo proteinas béasicas, com pontos
isoelétricos entre 8 e 10. Possuem aproximadamente 120 residuos de
aminoacidos em sua estrutura priméria, sendo estes estabilizados por sete
pontes dissulfetos, altamente conservadas. Comumente, existem na forma de
homodimeros, com suas subunidades mantidas por ligac6es ndo covalentes, e
ndo foram observadas glicosilacéo ou outras modificacdes pds-traducionais em
suas estruturas (DELATORRE et al.,, 2011; LIU et al., 2003; MARCHI-
SALVADOR et al., 2009; MURAKAMI et al., 2006).

Apesar de inativas cataliticamente, as PLA,s Lys49 demonstram toxicidade
sobre membranas através de um mecanismo independente de calcio, porém o
mecanismo de agdo destas toxinas ainda nao é bem elucidado. Estudos com
peptideos sintéticos, com mapeamento dos sitios de interacdo com moléculas
neutralizantes, e mutagénese sitio dirigida tem demonstrado que uma regido
molecular contendo aminoacidos hidrofébicos e catidnicos presentes na regiao
C-terminal das PLA;s Lys49 é essencial para suas atividades miotoxica,
bactericida e sobre lipossomos (AMBROSIO et al., 2005; CHIOATO; WARD,
2003; LOMONTE et al., 2003).

Diversas PLA,s de peconhas de serpentes (SVPLA;S) ja foram purificadas
e caracterizadas. Tais enzimas apresentam similaridades funcionais e
estruturais com PLA,s de mamiferos. Porém muitas sdo toxicas e exibem uma
variedade de efeitos farmacologicos por meio de mecanismos que podem ser
dependentes ou independentes de sua atividade enzimatica, como
neurotoxicidade, cardiotoxicidade, miotoxicidade, hemolise, convulséo,
anticoagulacéo, efeito sobre plaquetas, inducdo de edema e danos em tecidos
(KINI, 2003; 2005; SCHALOSKE; DENNIS, 2006; SOARES; GIGLIO, 2003).

Desvendar a estrutura e a funcdo das PLA,s e suas isoformas € um
desafio para os pesquisadores, que tem ampliado o conhecimento sobre o
mecanismo de acdo destas toxinas, seus efeitos farmacoldgicos, téxicos, e
agonistas ou antagonistas para algumas doencas importantes (KINI, 2003). Ha
um consideravel nimero de atividades descritas para estas moléculas como,
por exemplo, efeitos antitumorais (RODRIGUES et al., 2009), atividades

relacionadas a hemostasia, como atividade anticoagulante, hipotensora e
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inibitoria sobre a agregacéo plaquetaria (ANDRIAO-ESCARSO et al., 2002; DE
ALBUQUERQUE MODESTO et al., 2006; ROBERTO et al., 2004; SERRANO
et al., 1999) e atividades antiviral e antibacterianas (DENNIS et al., 2011).

6. Potencial antimicrobiano e antiparasitario de Fosfolipases A, de

peconhas de serpentes

As bactérias sdo microrganismos relativamente simples. S&o procariontes,
unicelulares, possuem morfologia e caracteristicas metabdlicas distintas, e séo
abundantes na natureza. Podem estar associadas as plantas ou animais sem
provocar doencas, ou podem agir como patdgenas, colonizando tecidos e
provocando desordens metabodlicas (TORTORA et al., 2005).

Quando as bactérias causam desordens em outros organismos, elas
podem ser combatidas por antimicrobianos, os quais sao substancias utilizadas
para a destruicdo ou inibicdo do crescimento de populacdes microbianas.
Podem ter origem natural, sintética ou semissintética e podem ser classificados
com base em sua origem, estrutura quimica, mecanismo de acéo, tipos de
microrganismos contra 0S quais Ssao primariamente ativos, e acéo
(bacteriostatica, bacteriolitica ou bactericida). O antimicrobiano com acao
bacteriostatica atua na inibicdo do crescimento, porém sem morte celular
através da inibicdo da sintese proteica por ligacao reversivel aos ribossomos. A
acao bacteriolitica se da pela inibicdo da formacédo da parede celular, e acéo
bactericida inibe a replicacdo por ligacéo irreversivel a DNA girase (TRIPATHI,
2006).

A sintese de diversos antimicrobianos contribui para o tratamento de
infeccbes causadas por bactérias, entretanto, ao longo do tempo algumas
bactérias se tornaram resistentes aos agentes antimicrobianos. Os padrdes de
resisténcia tém sido explicados, principalmente, por modificacdes de proteinas
especificas na constituicio da membrana externa, “outer membrane protein”
(Omp), aperfeicoamento da bomba de efluxo e producdo de enzimas capazes
de hidrolisar antibioticos (BUSH; JACOBY; MEDEIROS, 1995; FRERE, 1995;
POIREL; COLLET; NORDMANN, 2000). Essa resisténcia gera graves

consequéncias para a saude publica, o que torna de extrema importancia a
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investigagdo e produgdo de novas substancias com atividade contra esses
microorganismos (GOODMAN; GILMAN’S, 1996).

Varios estudos demonstram o potencial antimicrobiano das pe¢onhas de
serpentes neotropicais. No geral, peconhas de serpentes das familias Elapidae
e Viperidae sdo as mais ativas contra bactérias (STILES; SEXTON;
WEINSTEIN, 1991), especialmente as do género Bothrops (PARAMO et al.,
1998; RODRIGUES et al., 2004; STABELI et al., 2004). Ja foram descritas
varias proteinas de peconha de serpentes botrdpicas com acao antibacteriana,
como PLA;s de Bothrops asper (LOMONTE et al., 1999a, 1999b; PARAMO et
al., 1998; SANTAMARIA et al., 2005a, 2005b), PLA,s de Bothrops neuwiedi
pauloensis (RODRIGUES et al., 2004; SOARES et al., 2000), PLA, de
Bothrops jararacussu (ROBERTO et al., 2004), PLA; de Bothrops moojeni),
metaloproteases de Bothrops jararacussu (MAZZI et al., 2004), L-aminoacido
oxidase de Bothrops alternatus (STABELI et al., 2004) e L-aminoacido oxidase
de Bothrops pirajai (IZIDORO et al., 2006).

Uma PLA,s Lys49, isolada da peconha de B. asper, e duas de B. brazili
(MTX-1 e 1), apresentam atividade antimicrobiana e antifingica, o que mostra
gue a atividade bactericida € independente da atividade catalitica, sendo
diferente do mecanismo apresentado por fosfolipases antimicrobianas de
mamiferos (COSTA et al., 2008; PARAMO et al., 1998). Provavelmente, as
SVPLA,s agem contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas provocando
efeitos perturbadores em suas membranas por um conjunto de aminoacidos
catibnicos e hidrofébicos encontrados em sua regido C-terminal. Esse
mecanismo e sua poténcia sdo semelhantes ao de peptideos catibnicos com
acao sobre bactérias, como as lactoferrinas e defensivas, encontrados na
saliva e em fagdcitos humanos, respectivamente, que atuam provocando o
deslocamento dos fons Ca?* e Mg?" da superficie celular da bactéria. No
entanto, sdo necessarias doses maiores de SVPLAys do que de PLA,s de
mamiferos para a acdo antibacteriana. (NEVALAINEN; GRAHAM; SCOTT,
2008; PARAMO et al., 1998; SANTAMARIA et al., 2005b).

Além de suas funcdes antibacterianas, as SVPLA,s também exibem
atividades antivirais (DENNIS et al., 2011), efeitos antitumorais (RODRIGUES
et al., 2009) e produzem algum efeito sobre parasitas (STABELI et al., 2006).

Algumas SVPLA,s apresentem atividade citotoxica contra protozoarios
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causadores da Leishmaniose, como a MjTX — Il, uma PLA; Lys49 isolada da
peconha de Bothrops moojeni, que € um parasiticida eficaz contra formas
promastigotas de espécies do género Leishmania (STABELI et al., 2006).
Costa et al. (2008) isolaram uma duas fosfolipases isoladas de Bothrops brazili,
a MTx — | (PLA,Asp49) e MTx — Il (PLAzLys49), que também apresentam efeito
citotoxico sobre as Leishmania sp. Contrariamente, algumas SVPLA,s podem
estimular o crescimento de formas promastigotas e amastigotas, como uma
PLA;s isolada da peconha de Crotalus durissus collilineatus (PASSERO et al.,
2008), ou podem também serem incapazes de inibir o crescimento das
Leishmania sp., como a BmarPLA2, isolada de Bothrops marajoensis
(TORRES et al., 2010).

Como a acgao antiparasita das PLA,s é independente da sua atividade
catalitica, visto que tanto PLA,s Asp49, quanto PLA,s Lys49 séo citotdxicas
aos parasitas, acredita-se que a tal atividade esta relacionada com a regiao C-
terminal das PLA,s. Essa regido pode conter residuos de aminoacidos capazes
de promover uma pertubacdo nas membranas celulares, independente da
atividade catalitica (LOMONTE et al., 2010). Quanto ao fato de uma PLA;
estimular o crescimento dos parasitas, acredita-se que provavelmente possa
ser pelo fato de as PLA,s serem fatores de progressao para a leishmaniose
cutanea (PASSERO et al., 2008).

7. Hemostasia primaria e plaquetas

A hemostasia € o resultado de um conjunto de processos fisiologicos, tanto
mecanicos quanto bioquimicos, que executam as importantes funcbes de
manter o sangue em um estado fluido e livre de coagulos nos vasos normais, e
em caso de lesdo vascular, induzir o tampao hemostatico rapido e localizado, e
assim evitar hemorragias. E divida em dois processos que ocorrem
simultaneamente e sdo mecanicamente interligados: a hemostasia primaria e a
hemostasia secundaria ou coagulacdo sanguinea (COTRAN, 2000; GALE,
2011).

Na hemostasia primaria, uma série de mecanismos é desencadeada
guando ocorre uma lesdo vascular. O primeiro mecanismo € uma

vasoconstricdo que ocorre em resposta as endotelinas vasoconstritoras,
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derivadas das células endoteliais, e resulta na reducéo do fluxo sanguineo e da
perda de sangue. Posteriormente, as plaquetas circulantes se aderem as
proteinas subendoteliais, e ha a ativacdo dessas plaquetas, em processos
chamado de adeséo e ativacdo plaquetaria. Em seguida ha a adeséo de outras
plaqguetas aquelas j4 aderidas ao sitio da lesdo, num processo de agregacao
plaguetaria, e esses mecanismos ddo origem ao tampdo plaquetario. Na
hemostasia secundéria, ha ativacédo dos fatores da coagulacdo, que permite a
conversao do fibrinogénio soltvel circulante em fibrina insolGvel, e esta interage
com o tampdo plaquetario formando um codgulo, ou seja, um tampao
hemostatico sélido, que impede a continuacdo da hemorragia (BOZZINI;
MOLINAS, 2004; COTRAN, 2000).

As plaquetas exercem um papel central na hemostasia, sendo primordial
no processo da hemostasia primaria. S&o ceélulas incompletas, pois sao
fragmentos anucleados derivados da fragmentacdo do citoplasma dos
megacariocitos da medula O0ssea. Seu diametro varia entre 1 e 4 pm e
apresentam meia vida de 8 a 12 dias, sendo eliminadas da circulacdo por
fagocitose mediada por macréfagos (GUYTON; HALL, 2006). Apresentam
metabolismo proprio devido a presenga de organelas como os granulos q,
granulos densos, mitocondrias, lisossomos e peroxissomos, sendo que 0sS
granulos a e densos sao fundamentais para as fungdes hemostaticas. Seu
citoesqueleto € composto por um sistema de microtubulos e microfilamentos
gue mantém sua forma discoide em estado de repouso e fornecem capacidade
contratil. Esse sistema permite a adesao das plaguetas aos vasos sanguineos
lesados e a agregacdo com outras plaguetas formando o tampéo plaquetério, e
permite também a estabilizacdo do tampdo pela acdo local da trombina
(COLLER et al., 2010).

Além de participarem da formacdo de trombos decorrentes da lesdo de
vasos sanguineos, as plaquetas contribuem com seus receptores de
membrana que facilitam e amplificam a atividade localizada dos fatores da
coagulacdo sanguinea (RUGGERI; MENDOLICCHIO, 2007). A membrana
plaquetaria consiste em uma bicamada de fosfolipideos que atuam em varios
estagios da coagulagdo sanguinea. Na sua superficie existe uma camada de
receptores de glicoproteinas (GP) que repelem a aderéncia das plaquetas ao

endotélio normal, entretanto sdo capazes de serem ativados por diferentes
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agonistas e provocar uma mudanca conformacional nas plaquetas, e assim
favorecer a aderéncia das plaquetas as areas lesionadas da parede vascular,
principalmente as células endoteliais e ao colageno exposto, bem como a
agregacéao a outras plaquetas (GUYTON e HALL, 2006; KAMIGUTI, 2005).

Na sua superficie, as plaguetas também apresentam integrinas, as quais
sdo proteinas formadas por duas subunidades, a e 3, associadas por ligagbes
ndo-covalentes. Estas proteinas desempenham papéis importantes na adesao
celular, pois conectam a matriz extracelular (MEC) ao citoesqueleto, permitindo
assim interagdes célula-célula ou célula-matriz. As integrinas também permitem
a ligacdo da célula com ligantes extracelulares, como colageno, laminina e
fibronectina, desencadeando vias de sinalizacao intracelular que regulam a
organizacdo do citoesqueleto, polaridade e migracao celular, entre outros
(SELISTRE-DE-ARAUJO et al., 2010). Existem cinco tipos de subunidades a
(a2, allb, aV, a5, a6) e dois tipos de subunidades B (1 e B3) que formam as
integrinas plaquetarias allbB3 (receptor de fibrinogénio e dominante na
superficie das plaquetas), aVB3 (receptor de vitronectina), a2B1 (receptor de
colageno), a5B1 (receptor de fibronectina) e a6B1 (receptor de laminina). As
integrinas interagem principalmente com a regido RGD (arginina-glicina-acido
aspartico) das moléculas ligantes, podendo interagir também com regides KGD
(lisina-glicina-acido aspartico), VGD (valina-glicina-acido aspartico), entre
outras (BENNETT et al., 2009; CALVETE et al., 2005; NIESWANDT et al.,
2009).

Em condicOes fisiologicas normais, as plaquetas fluem continuamente
dentro dos vasos sanguineos, sem interagir com a parede vascular. Porém
guando ha um rompimento da integridade vascular, as plaguetas sao
submetidas a uma resposta em série, participando da hemostasia primaria para
prevenir a perda de sangue (HARRISON, 2004). Os processos de adesédo e
agregacdo plaquetaria sdo mediados por varios agonistas, ligantes e
receptores celulares (Tabela 01) posicionados sobre a superficie das plaquetas
ou células endoteliais e proteinas adesivas (LOWENBERG; MEIJERS; LEVI,
2010).
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Tabela 01: Principais agonistas, receptores e ligantes envolvidos na
funcdo plaquetéria. Fonte: adaptado de JURK e KEHREL, 2005.

Fungdo plaquetaria Agonistas, ligantes

Receptores

FvW
Trombospondina 1

Colageno

GPIb/V/IX
GPIb/V/IX, CD36
a,B,, GPVI, CD36

Adesdo plaquetaria Fibrinogénio aypBs3
Fibronectina AcB;
Vitronectina A B;
Laminina AR,
Altatensdo de cisalhamento GPIb/V/IX
Trombina PAR1, PAR4, GPIb/V/IX
s ADP P2Y,, P2Y,,
amplificacao TxA; TPa, TPR
Epinefrina Qsp
Serotonina 5-HT2A
Fibrina o,,B;ativado
Agregacao/ FYW a,,B5 ativado, GPIb/V/IX

amplificacao

e estabilizacio Trombospondina 1

a,,B;ativado, CD36

Fibronectina a,,B;ativado

Os mecanismos realizados pelas plaquetas na hemostasia primaria para a
formacdo do coagulo hemostatico sdo a adesdo, a ativacdo e a agregacao
plaquetaria. Na adesdo plaquetaria, o fator de Von Willebrand (FvW),
sintetizado pelas células endoteliais, liga-se ao colageno presente na porgao
subendotelial vascular, e interage com o receptor GPIb/V/IX presente na
membrana plaquetaria. Essa interacdo induz a secrecao de adenosina difosfato
(ADP), que aumenta a afinidade da integrina allbf3 pelo FVYW e ha a formagao
de ligacdes firmes e captura de plaquetas (GAWAZ, 2004; JURK; KEHREL,
2005; SIEDECKI et al., 1996). A adesdo plaquetaria induz uma rapida
sinalizacdo celular que provoca a ativacdo das plaquetas. Esta se da pelo
aumento rapido na concentracdo de Ca®* provocado pela interacdo das
glicoproteinas da membrana plaquetaria com proteinas do subendotélio. Esse
Ca?* livre desencadeia uma reorganizacdo das proteinas do citoesqueleto das

plaquetas, ativando-as. Entdo as plaquetas ativadas sofrem uma mudanca
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conformacional e passam a apresentar-se como esferas irregulares, com
emissdo de pseudodpodes, que facilitam a adesdo com a parede dos vasos
lesionados. As plaquetas ativadas, também, liberam varios componentes
granulares para o meio extracelular, estimulando a circulacdo de plaquetas
adicionais para serem recrutadas a fim de formarem agregados na parede do
vaso lesionado (GEORGE, 2000; JURK; KEHREL, 2005; VARGA-SZABO et
al., 2009).

As plaguetas possuem granulos contendo varios agonistas, ligantes,
fatores plaquetarios e fatores envolvidos na coagulagdo. O granulo a contem
fibrinogénio, fibronectina, fatores V e VIII, fator plaquetario 4, fator de
crescimento derivado de plaguetas (PDGF) e fator transformante de
crescimento a (TGF-a), enquanto que os granulos densos contem ATP, ADP,
calcio ionizado, histamina, serotonina e epinefrina (KUMAR et al., 2013). O
aumento na concentracéo de Ca®" é induzido pelos agonistas, com excecdo da
epinefrina, por meio da liberacdo de seus estoques internos ou por meio do
aumento de influxo de Ca?* do meio extracelular.

O ADP é o principal responsavel pela amplificacdo da ativacdo das
plaquetas, atuando via dois receptores, P2Y; e 0 P2Y;,, que ativam a integrina
apPBs para seu estado de mais alta afinidade de ligacdo e potencializam a
secrecdo plaquetaria e reforcam a agregacdo das plaquetas. As plaquetas
aderidas e ativadas formam tromboxano A2 a partir de acido araquiddnico,
proveniente dos fosfolipideos localizados na membrana plasmatica, que reforca
0 processo de ativacdo plaquetaria, apds sua ligacdo a receptores de superficie
especificos (TPa e TPB). A epinefrina atua como agente agonista da agregacao
plaquetaria ativando as plaquetas sem provocar mudanca conformacional,
levando a liberacdo de acido araquiddnico endégeno (BERNARDI; MOREIRA,
2004).

A ativacdo das plaquetas promove a formacdo da trombina por meio da
exposicdo de fosfolipideos acidos sobre a superficie externa da plagueta
(RANG et al., 2007). A trombina gerada promove uma maior ativacdo das
plaquetas causando extensa degranulacdo e ativacdo dos mecanismos de
coagulacdo, e provoca intensa deposicdo de fibrina, que reforcara o tampéao

plaguetario e promovera sua retracdo. Além disso, a trombina inativa a
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GPIb/VIIX e ativa a GPIlIb/llla, facilitando a transicdo da adesdo para a
agregacdao plaquetéaria (COLLER et al., 2010).

A agregacdo plaquetaria € dada pela interacdo plaqueta-plaqueta e é
necessaria para que ocorra uma hemostasia efetiva apds a adesdao inicial de
plaguetas ao local da injuria (VARGA-SZABO et al., 2009). O principal receptor
envolvido na agregacao € a GPIlIb/llla, pois a interacdo plaqueta-plaqueta é
iniciada pela ligagado da integrina allbB3 ativada ao fibrinogénio e/ou FVW ou
ligantes contendo a sequéncia de aminoacidos RGD ativada, que entdo gera
sinais, resultando na formacao de varias camadas de plaquetas, culminando no
tampdo plaquetario (ISRAELS; RAND, 2013;JURK; KEHREL, 2005).
Posteriormente, a superficie das membranas das plaquetas fica rica em
fosfolipideos, e carregada negativamente, e entdo ativa os fatores de
coagulacdo e a geracdo de trombina. A trombina é essencial para sintese de
fibrina insolivel a partir do fibrinogénio, formando uma malha que &
incorporada em torno do tampao de plaquetas, e essa fortalece e estabiliza o
coagulo sanguineo, durante a hemostasia secundéaria. (GALE, 2011,
LOWENBERG; MEIJERS; LEVI, 2010).

8. SVPLA; com efeito na agregacao plaquetaria

Um grande numero de substancias que afetam o sistema hemostatico esta
presente nas peconhas de serpentes, incluindo proteinas anticoagulantes,
procoagulantes, fibrino(geno)liticas, moléculas que atuam sobre a parede de
vasos sanguineos, e que interferem na agregacao plaquetaria (DU et al., 2006;
MARKLAND, 1998). Vérias proteinas como fosfolipases A,, desintegrinas,
serinoproteases e lectinas do tipo C, modulam seletivamente a adesdo ou
ativacdo plaquetaria por meio de um efeito especifico em receptores e seus
ligantes (COELHO et al., 1999; SERRANO et al., 1995; ZINGALI et al., 1993)

Diversas PLA,s isoladas de peconhas de serpentes possuem atividade
sobre a hemostasia, principalmente as PLA,s acidas, que induzem importantes
efeitos farmacolégicos como acdo hemolitica, anticoagulante, e efeitos sobre a
hipotens&o arterial e sobre a agregacéo plaquetaria (ANDRIAO-ESCARSO et
al., 2002; DE ALBUQUERQUE MODESTO et al., 2006; ROBERTO et al., 2004,
SERRANO et al.,, 1999). Dependendo do seu efeito sobre plaquetas, as
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SVPLA,s podem ser divididas em trés grupos: classe A, a qual inclui as PLA2S
capazes de induzir a agregacao plaquetaria; classe B, PLA,s que inibem a
agregacao plaquetéria, induzida por varios agonistas fisiologicos; e classe C,
PLA,s que apresentam resposta bifasica sobre plaquetas (KINI; EVANS, 1997).

As PLA;s interferem na agregacao plaquetéria por diferentes mecanismos.
Elas podem provocar a ativacao da agregacdo plaquetaria, pela clivagem dos
fosfolipidios presentes nas membranas das plaquetas, liberando &cido
araquidonico e formando seus metabdlitos, como o tromboxano A,. Também,
podem clivar os subprodutos do acido araquidbnico, inibindo a agregacédo
plaquetaria, ou ainda podem atuar por mecanismos independentes de catalise,
tendo o efeito mediado por uma mudanca no citoesqueleto das plaquetas
relacionado a um sitio alostérico (HUANG et al., 1997; KINI; EVANS, 1997).
Wang et al (1996) sugerem que os residuos Phe20 e Trp21, localizados na
curta hélice e Phell3 e Trpl19, localizados na regiao C-terminal de PLAS
participem do processo de inibicdo da agregacéao plaquetaria.

Ja foram descritas algumas PLA,s que interferem na agregacao
plaquetaria, apresentando efeito inibitorio e entdo pertencentes a classe B,
como a BJ-PLA; e a BJ-PLA,-1, que foram isoladas da peconha de Bothrops
jararaca, (CEDRO, 2014; SERRANO et al., 1999), a BmooTX-I, isolada de
Bothrops moojeni, (SANTOS-FILHO et al., 2008), a BE-I-PLA, que foi isolada
da peconha de B. erythromelas (DE ALBUQUERQUE MODESTO et al., 2006),
a BthA-I-PLA;, isolada de B. jararacussu (ROBERTO et al., 2004), a Bpir-I-
PLA,, isolada de B. pirajai (TEIXEIRA, 2009); a TJ-PLA, isolada de
Trimeresurus jerdoni (LU et al., 2002), uma PLA; isolada de Crotalus durissus
terrificus (BASTOS, 2007), e uma PLA; isolada de Ophiophagus Hannah
(WANG et al., 1996). Ha, também, uma PLA; que apresenta efeito ativador da
agregacado plaquetaria, pertencente entdo a classe B, que foi isolada da
serpente Vipera russelli por TENG et al. (1984), e uma que possui a
capacidade de ativar ou de inibir a agregacdo plaquetaria, dependendo do
tempo de incubacdo, pertencente entdo a classe C, que foi isolada por FULY et

al. (2004) da peconha de Bothrops jararacussu.
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9. SVPLAe o processo inflamatério

Os acidentes ofidicos desencadeiam diversas manifestacdes clinicas
relacionadas com as diferentes caracteristicas das peconhas de serpentes de
diferentes espécies. Nos acidentes causados por serpentes do género
Bothrops, a inflamacdo e a necrose sdo as manifestagdes locais mais
evidentes e sua ocorréncia se da4 em maior parte pela acdo de PLAss.
(TEIXEIRA et al., 2003).

A inflamacao ocorre ap6s um tecido ter sofrido alguma injaria, sendo uma
resposta protetora do organismo para manter a homeostasia. O processo da
inflamacdo se d& por alteragbes no calibre vascular, aumento do fluxo
sanguineo e da permeabilidade vascular. Esses eventos favorecem o
extravazamento de proteinas do plasma, a liberacdo de mediadores quimicos,
e provoca a migracdo de leucécitos e sua acumulacdo no foco da lesao,
seguido por fagocitose pelas células competentes. A etapa de reparo da
inflamacéo envolve a diminuicdo dos agentes pré-inflamatérios, a liberacdo de
mediadores quimicos anti-inflamatorios e a remocao de fluidos e detritos
celulares pelo sistema linfatico (OLIVEIRA et al., 2009; VANE; BOTTING,
1987). Dependendo da sua duracédo e das células envolvidas, as inflamacdes
podem ser divididas em agudas e cronicas. As inflamacfes agudas duram
desde poucos minutos até poucos dias e provoca a infiltracdo de neutrofilos na
area afetada, e as crbnicas persistem por semanas e meses e causam ativacao
e acumulo de macroéfagos, linfocitos e plasmacitos no local (MONTENEGRO et
al., 1999).

A exposicdo das células inflamatérias a leséo tecidual resulta na producéo
e na liberacdo de diversos mediadores quimicos, responsaveis pelas
caracteristicas apresentadas pela area inflamada. As principais funcdes dessas
células sado induzir os sinais e sintomas da inflamacdo, aumentando a
permeabilidade vascular e provocando dor, vasodilatacdo e quimiotaxia de
células de defesa. Esses mediadores quimicos séo a histamina, os metabdlitos
do acido araquiddnico (prostaglandinas, tromboxanos e leucotrienos), o fator de
agregacao plaquetaria, a bradicinina, o 6xido nitrico, os neuropeptideos e as
citocinas (TEIXEIRA et al., 2003). Eles séo liberados por macréfagos,

neutrofilos, mastdcitos, eosinoéfilos, basofilos, linfécitos e plaguetas (VORONOV
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et al., 1999). Para esclarecer o que ocorre nos acidentes ofidicos e melhorar a
estratégia terapéutica € necesséario um melhor entendimento do mecanismo de
acdo de importantes mediadores inflamatorios.

As cPLA,s do grupo IV e as sPLA,s dos grupos Il e V sdo responsaveis
pela estimulacdo da formacédo do &cido araquidénico (TEIXEIRA et al., 2003).
Este pode ser metabolizado por duas classes de enzimas, pelas ciclo-
oxigenases COX) e pelas lipoxigenases. A isoforma COX-2 € a envolvida na
inflamacéo, e inicia a biossintese de prostaglandinas e tromboxanos. Quando o
acido araquidénico € metabolizado pelas lipoxigenases, ha a biossintese de
leucotrienos, os quais podem mediar varios passos da inflamacdo (BOTTING,
2006).

As prostaglandinas e os tromboxanos possuem acdo dilatadora,
potencializam os efeitos quimiotaticos e aumentam a permeabilidade vascular
para outros mediadores. As prostaglandinas também contribuem para a
formacdo do edema e estdo envolvidas nos processos de dor e febre durante
uma inflamacéo (SMITH et al., 2000).

O oOxido nitrico (NO) tem sua sintese induzida principalmente por
macrofagos e possui acdo vasodilatadora, acéo regulatéria no recrutamento de
leucocitos e acao citotdxica contra micro-organismos (SAUTEBIN, 2000). No
envenenamento por serpentes, o NO contribui na inducdo do dano tecidual
devido a sua capacidade de gerar peroxinitrito e radicais hidroxila apés a
interacdo com ions superéxidos (HOGG, 1992; RADI, 1991), e também na
hipotensao, devido a sua acéo vasodilatadora (PETRICEVICH et al., 2000).

As citocinas sdo mediadores necessarios para conduzir a resposta
inflamatoria, favorecendo a reparacéo do local lesionado. Sao polipeptideos ou
glicoproteinas extracelulares, hidrossoliveis, com massa molecular variando
entre 8 e 30 kDa. Podem ser produzidas por diversas células no local da injaria
e por células do sistema imunolégico por meio da ativacdo de proteinoquinases
ativadas por mitégenos (LIN, 2000). Diferentes tipos de células podem secretar
a mesma citocina, e uma unica citocina pode agir em diversos tipos de células,
0 que é chamado de pleiotropia. Elas também possuem acBes semelhantes
entre si, e frequentemente sdo formadas em cascatas, ou seja, uma citocina
estimula sua célula-alvo a produzir mais citocinas. As citocinas influenciam a

atividade, a diferenciacéo, a proliferacdo e a sobrevida da célula imunoldgica,
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além de regular a producéo e a atividade de outras citocinas, que podem ser
pr6 ou anti-inflamatéria, aumentando ou atenuando, respectivamente, a
resposta inflamatoria (CURFS; MEIS; HOOGKAMP-KORSTANJE, 1997).

A producdo de citocinas pré e anti-inflamatdrias é controlada por um
mecanismo de feedback. As citocinas pro-inflamatérias séo primeiramente
responsaveis por iniciar um efeito inflamatorio na regido da injaria. Entretanto,
sua producdo excessiva pode gerar efeitos indesejaveis, como o choque,
faléncia multipla de 6érgdos, e morte. Em contraste, as citocinas anti-
inflamatérias realizam a regulacdo negativa do processo inflamatorio,
mantendo a homeostase (CURFS; MEIS; HOOGKAMP-KORSTANJE, 1997;
SOMMER; WHITE, 2010).

Como as citocinas sao produzidas por diversas células, ndo € possivel
classifica-las quanto a sua origem ou quanto a funcéo biologica, entdo elas
foram agrupadas em varios grupos, como as interleucinas (IL, numerada
sequencialmente de IL-1 a IL-35), fatores de necrose tumoral (TNF),
guimiocinas (citocinas quimiotaticas), interferons (IFN) e fatores de crescimento
mesenquimal (RAEBURN, 2002).

A IL-10 é um exemplo de interleucina anti-inflamatoria. Ela é sintetizada em
células imunoldgicas e tecidos neuroendocrinos, e consiste de um polipeptideo
nao glicosilado com cerca de 18 kDa. Ela aumenta a proliferacédo de mastocitos
e impede a producdo de IFN-y, e também inibe as citocinas proé-inflamatérias,
como TNF, IL-1 e IL-6, estimulando a producdo enddgena de citocinas anti-
inflamatorias, e tem sua producdo prejudicada por IL-4, IL-13 e IFN-y (LIN,
2000; SOMMER; WHITE, 2010; ZHANG, 2007). A IL-12 é um exemplo de
interleucina pro-inflamatoria, e é secretada por macréfagos e composta de
duas subunidades. Ela atua nos receptores especificos de células Natural
Killers (NK) e linfécitos T, aumentando a secre¢cdo de IFNy (ECKMANN;
KAGNOFF, 2001; GERMANN; RUDE, 1995).

O fator de necrose tumoral a (TNF- a), também é uma citocina pro-
inflamatéria. E sintetizado por macréfagos, mondcitos, neutrofilos e células T.
Sua principal funcdo é produzir uma acentuada citélise em diferentes linhagens
neoplasicas, mas também provoca alteracdes endoteliais, como a perda da

funcdo de diminuicdo de coagulacdo, a atividade quimiotatica e estimulo ao
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metabolismo oxidativo de fagocitos (MACKAY et al., 1993; TARTAGLIA et al.,
1993).

A formagdo de edema também é uma resposta inflamatéria e é uma
manifestacdo local comumente observada em vitimas de envenenamento por
serpentes. Alguns estudos relatam a formacéo ou ndo de edema em processos
inflamatoérios induzidos por peconhas ou PLA,s isoladas (TEIXEIRA et al.,
2003).

A resposta inflamatéria desencadeada pelas svPLA;s podem ser
dependentes ou ndo de atividade catalitica. Sugere-se que essas moléculas
apresentem regides farmacolégicas além da regido catalitica, e que ambas as
regides desempenhem um papel no processo infamatério (TEIXEIRA et al.,
2003). O direcionamento da atividade das PLA,s depende da molécula alvo,
gue é uma proteina ou uma glicoproteina na superficie da célula, e uma regiao
complementar especifica na PLA; o sitio farmacologico, que exibe elevada
afinidade para a molécula alvo. A ligacdo das PLA,s a molécula alvo, e em
alguns casos, a hidrolise subsequente dos fosfolipidios criticos, conduz aos
efeitos inflamatorios (KINI; EVANS, 1989).

O importante papel desempenhado pelas SVPLA,s durante a inflamacéo
foi observado em varios trabalhos, nos quais foram isoladas diversas PLA,s e
seus efeitos inflamatorios foram caracterizados. Ha evidéncias de que a
maioria das PLA,s cause efeitos pro-inflamatérios no local da picada
(TEIXEIRA et al., 2003). PLA,s isoladas da peconha de Bothrops jararacussu
(Bothropstoxina-l e Bothropstoxina-l1l) e de Bothrops pirajai (Piratoxina-I)
provocaram edema na pata de ratos e infiltrado de mastdcitos na cavidade
peritoneal (LANDUCCI et al., 1998, 2000). Por outro lado, uma PLA; isolada da
peconha de B. Neuwiedii induziu edema na auséncia de atividade catalitica
(DANIELE et al., 1997). A BnSP-7, isolada de B. pauloensis, induziu a
formacédo de edema e a liberacao de IL-6, IL-8, IL-1-1B (OLIVEIRA et al, 2009).
Uma PLA; isolada de peconha de B. atrox, provocou a liberagéo de IL-6, IL-10
e TNF- a, além de eicosanoides e leucécitos (MOREIRA et al., 2012), a Bleu-
TX-1ll, isolada da peconha de Bothrops leucurus, produziu IL-1, IL-6 e TNF-a
(MARANGONI et al., 2013).

Diante deste contexto, nota-se que as pe¢onhas de serpentes sao ricas em

compostos farmacologicamente ativos, em especial as PLA,s, que interferem
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no sistema hemostatico, apresentando mecanismo capazes de alterar a funcéo
plaquetaria, e também possuem a capacidade de agir como agentes
antibacterianos. Uma investigacdo detalhada desses componentes presentes
em peconha de serpentes pode fornecer informagdes para o desenvolvimento
de drogas que podem ser aplicadas nos campos terapéuticos da hemostasia,

trombose e também dos agentes bactericidas.
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Capitulo I

Functional analysis of BaltMTx, an anti-platelet and antimicrobial

myotoxin isolated from Borhrops alternatus snake venom
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Resumo

Peconhas de serpentes sdo uma mistura complexa de compostos orgéanicos e
inorganicos, proteinas e peptideos, tais como as aminotransferases,
acetilcolinesterases, hialuronidases, L-aminoacido-oxidases, fosfolipases A,
metaloproteases, serinoproteases, lectinas, desintegrinas, entre outros. As
fosfolipases A, influenciam direta ou indiretamente no efeito fisiopatolégico no
envenenamento, pois além de sua participacdo na digestdo das presas, elas
apresentam Vvarias outras atividades como acdo hemolitica indireta,
neurotoxicidade, cardiotoxicidade, acdo agregadora de plaquetas, atividades
anticoagulante, edematogénica, miotoxica e inflamatéria. Neste trabalho,
descrevemos a caracterizagao funcional de BaltMTx, uma PLA, de Bothrops
alternatus que inibe a agregacéo plaguetaria e apresenta efeito bactericida. A
purificacdo de BaltMTx foi realizada por uma combinacdo de trés passos
cromatograficos (cromatografia de troca ibnica em DEAE-Sephacel, seguido de
cromatografia de interacdo hidrofébica em Phenyl-Sepharose, e cromatografia
de afinidade em Heparina HiTrap™ HP). A proteina foi purificada até a
homogeneidade, tal como avaliado pelo seu perfil de migragcdo em SDS-PAGE,
corado com azul de Coomassie, que mostrou uma massa molecular de cerca
de 15 kDa sob condicdes redutoras e cerca de 25 kDa em condicbes nao
redutoras. BaltMTx mostrou um efeito inibidor especifico sobre a agregacéao
plaquetéaria induzida por epinefrina em plasma humano rico em plaquetas, de
uma maneira dose dependente. Todavia, apresentou pouco ou nenhum efeito
sobre a agregacdo plaquetaria induzida por colageno e adenosinadifosfato.
BaltMTx, também, mostrou atividade antibacteriana contra Staphylococcus
aureus e Escherichia coli. Altas concentracbes de BatIMTx estimulou a
proliferacdo de Leishmania (Leishmania) infantum e Leishmania (Viania)
braziliensis. BaltMTx induziu a producéo de mediadores inflamatérios tais como
IL-10, IL-12, TNF-a e NO. BaltMTx apresenta grande interesse médico, tanto
como uma nova ferramenta para o desenvolvimento de novos agentes
terapéuticos para a prevencao e tratamento de disturbios tromboéticos, quanto

como agente bactericida.
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Palavras-chave: Agregacdo plaquetaria; antimicrobiano; Bothrops alternatus;
miotoxina; peconhas de serpentes.

Abstract

Snake venoms are a complex mixture of organic and inorganic compounds,
proteins and peptides such as aminotransferases, acetylcholinesterase,
hyaluronidases, L-amino acid oxidase, phospholipase A,, metalloproteases,
serine proteases, lectins, disintegrins, and others. Phospholipase A, directly or
indirectly influence the pathophysiological effect on envenomation, as well as
their participation in the digestion of the prey. They have several other activities
such as hemolytic indirect action, cardiotoxicity, aggregating of platelets,
anticoagulant, edema, myotoxic and inflammatory activities. In this work, we
describe the functional characterization of BaltMTx, a PLA; from Bothrops
alternatus that inhibits platelet aggregation and present bactericidal effect. The
purification of BaltMTx was carried out through three chromatographic steps
(ion-exchange on a DEAE-Sephacel column, followed by hydrophobic
chromatography on Phenyl-Sepharose and affinity chromatography on
HiTrap™ Heparin HP). The protein was purified to homogeneity as judged by its
migration profile in SDS—-PAGE stained with coomassie blue, and showed a
molecular mass of about 15 kDa under reducing conditions and approximately
25 kDa in non-reducing conditions. BaltMTx showed a rather specific inhibitory
effect on platelet aggregation induced by epinephrine in human platelet-rich
plasma in a dose-dependent manner, whereas it had little or no effect on
platelet aggregation induced by collagen or adenosine diphosphate. BaltMTx
also showed antibacterial activity against Staphylococcus aureus and
Escherichia coli. High concentrations of BatIMTx stimulated the proliferation of
Leishmania (Leishmania) infantum and Leishmania (Viania) braziliensis.
BaltMTx induced production of inflammatory mediators such as IL-10, IL-12,
TNF-a and NO. BaltMTx could be of medical interest as a new tool for the
development of novel therapeutic agents for the prevention and treatment of
thrombotic disorders as well as bactericidal agent.

Keywords: Antimicrobial; Bothrops alternatus; myotoxin; platelet aggregation;

snake venom.
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1. Introduction

Snake venoms comprise pharmacologically active proteins, enzymatic or
non-enzymatic, such as phospholipases A, (PLA;), metalloproteinases, serine
proteinases, nucleotidases, L-amino acid oxidase, disintegrins and C-type
lectins (Du et al., 2006; Kini; Evans, 1990; Markland, 1998; Sajevic et al., 2011).
Several snake venom PLA; have been isolated and characterized by their toxic
and pharmacological effects, such as myotoxicity, hemolysis, edema,
anticoagulation, effects on platelet aggregation, neurotoxicity, cardiotoxicity,
hypotension, antitumoral, antiparasitic and antimicrobial activities (Gutiérrez;
Lomonte, 1997; Ketelhut et al., 2003; Stabeli et al., 2006; Rodrigues et al.,
2007; Sami et al., 2008).

PLA; is a class of enzymes that catalyze the hydrolysis of sn-2-acyl bond of
sn-3-phospholipids, generating free fatty acids and lysophospholipids as
products (van Deenen; de Haas, 1963). They are currently classified in 16
groups on the basis of disulphide bridge patterns, amino acid sequence
similarity and catalytic mechanisms (Dennis et al., 2011). PLA,s are known to
belong to groups | (Elapidae/Hydrophidae) and 1l (Viperidae/Crotalidae). The
group Il can be subdivided, subsequently, in two main subgroups, depending on
the residue at position 49 in the primary structure: Asp49 (D49) are
enzymatically active while Lys49 (K49) present low or no enzymatic activity
(Lomonte et al., 2003).

Several studies have investigated the effects of PLA,s in platelet
aggregation (Andrido-Escarso et al.,, 2002; de Albuquerque Modesto et al.,
2006; Fuly et al., 2004; Roberto et al., 2004; Santos-Filho et al., 2008; Serrano
et al., 1999; Teng et al., 1984).

Some snake venom PLA, also exhibit antibacterial and antiparasitic
activities, which may be either dependent or independent of catalysis (Costa et
al., 2008; lIzidoro et al., 2006; Nunes et al.,, 2013; Paramo et al., 1998;
Santamaria et al., 2005b; Stabeli et al., 2006). This activities are based on their
general membrane-perturbing effects mediated by a collection of cationic and
hydrophobic amino acids in the C-terminal region of the molecule (Nevalainen
et al., 2008)

Despite showing significant pharmacological effects, the phospholipase

also generate toxic and inflammatory effects. A better understanding of these
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effects is also needed to better understand their action in envenomation and to
enjoy the best of its beneficial effects. A myotoxin purified from Bothrops
alternaus have been isolated and characterized by (Mamede et al., 2013). In
this work, we describe new steps of purification of this PLA;, which was named
BaltMtx, and caracterized its effect on platelet aggregation and parasiticidal and
antimicrobial activities. In addition, we also assess the inflammatory response

induced by this enzyme.

2. Material and Methods

2.1. Material

Desiccated B. alternatus venom was purchased from Bioagents Serpentarium
(Batatais, SP, Brazil). Acrylamide, ammonium bicarbonate, ammonium
persulfate, bromophenol blue, ethylenediaminetetracetic acid (EDTA), glycine,
B-mercaptoethanol, N,N-methylene-bis-acrylamide, sodium dodecyl sulfate
(SDS), N,N,N',N-tetramethylethylenediamine (TEMED) and Tris were
purchased from Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, USA). Molecular weight
markers for electrophoresis and all chromatographic media (DEAE-Sephacel,
Phenyl-Sepharose and HiTrap™ Heparin HP) were purchased from GE
Healthcare Technologies (Uppsala, Sweden). All the agonists used in the
platelet aggregation assays (collagen from equine tendon, adenosine
diphosphate, and epinephrine) were purchased from Helena Laboratories

(Beaumont, Texas, USA). All other reagents used were of analytical grade.

2.2. Animals

Swiss and BALB/c mice (20-25 g) were provided from Centro de Bioterismo e
Experimentacdo Animal (CEBEA) at the Federal University of Uberlandia
(Uberlandia-MG, Brazil). The animals were maintained under conditions of
controlled temperature (22 + 2°C), humidity (60-70%) and light/dark cycle (12
hours) with free access to food and water. The experimental protocol was
approved by the Committee for Ethics in Animals Experimentation of Federal
University of Uberlandia (CEUA/UFU), Minas Gerais, Brazil (Protocol number
108/12).
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2.3. Human blood

The experiments were performed in accordance with current guidelines for
research with human, established by the Committee for Ethics in Human
Research of Federal University of Uberlandia (CEP/UFU), Minas Gerais, Brazil
(Protocol number 055/11). Blood was obtained by blood donation from 10
individuals who were invited to participate in the research as volunteer donors.
The criteria for the selection of donor volunteers were no signs or symptoms of
disease, malnutrition or dehydration, between 18 and 65 years of age, weight
more than 50 kg, no use of any medication that interferes with hemostasis, no
use of illicit drugs, no alcohol consumption in the last 24 hours preceding the

experiment and no hemostasis disorders.

2.4. Isolation of BaltMtx

BaltMtx isolation was carried out according to methods described by Mamede
et al (2013), with some modifications. The crude venom of B. alternatus (200
mg) was dissolved in 2.0 mL of 0.05M ammonium bicarbonate buffer (pH 7.8)
and clarified by centrifugation at 10,000 x g for 10 min. The supernatant was
applied to a DEAE-Sephacel column (2.5 x 20 cm) previously equilibrated with
0.05 M ammonium bicarbonate buffer (pH 7.8). Chromatography was carried
out at a flow rate of 20 mL/h, with a convex concentration gradient of the same
buffer (0.05-0.6 M) and fractions of 3.0 mL/tube were collected. All peaks were
monitored by measuring absorbance at 280 nm on a spectrophotometer
BioSpec-Mini (Shimadzu Biotech, Japan). The third peak, designated A3, was
pooled, lyophilized and applied to a Phenyl-Sepharose column (1,5 x 2,5 cm).
The chromatography was carried out at a flow rate of 20 ml/h, with a decreasing
gradient of NaCl (4 to 0 M), followed by distilled H,O and the peaks were
monitored by measuring absorbance at 280 nm. The first fraction, designated
P1, was pooled, lyophilized and submitted to the third step of separation using a
HiTrap™ Heparin HP column (5 x 1 mL) in an AKTApurifier™ HPLC system,
previously equilibrated with 20 mM Tris-HCI buffer (pH 7.0) containing 5 mM
calcium chloride. The samples were eluted with an increasing concentration
gradient of 20 mM Tris-HCI buffer (pH 7.0) containing 2.0M sodium chloride.
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Elution was carried out at a flow rate of 30 mL/h, fractions of 1.0 mL/tube were
collected and the absorbance was read at 280 nm.

2.5 Protein analysis

The dosages protein solutions were performed using established method by
Bradford (1976). The determination of the concentrations proteins were
performed in triplicate and the absorbance measured at 595 nm. The protein
concentration (mg/uL) was determined from linear regression calculations
based on the values obtained from the standard curve. Polyacrylamide gel
electrophoresis in the presence of sodium dodecyl sulfate (SDS-PAGE) was
performed as described by Laemmli (1970) using 14% (w/v) gels.
Electrophoresis was carried out at 20 mA/gel in Tris-glycine buffer (pH 8.3)
containing 0.01% SDS. The molecular mass standard proteins used were
phosphorylase b (97 kDa), bovine serum albumin (66 kDa), ovalbumin (45 kDa),
carbonic anhydrase (30 kDa), soybean trypsin inhibitor (20.1 kDa) and a-
lactalbumin (14.4 kDa). Gels were stained with Coomassie blue R-250, 0.2%
(Wiv).

2.6 Myotoxic activity

BaltMTx and the crude venom (50 ug) were injected into the right
gastrocnemius muscle of mice for evaluation of the myotoxicity by creatine
kinase (CK) activity. Control animals received an injection of sterile saline under
identical conditions. After 3 hours of the injection, the animals were sacrificed,
blood samples were collected from cardiac puncture and centrifuged for plasma
separation (Angulo et al., 2000). Creatine kinase (CK) activity was determined
using 50 uL of plasma incubated for 5 min at room temperature with 1.0 ml of
the reagent according to the kinetic CK-NAC LiquiUV protocol from InVitro
(Brazil). Activity was expressed as U/L, with one unit corresponding to the

phosphorylation of 1 nmoL of creatine per minute at 25°C.
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2.7 Platelet aggregation assay

Platelet aggregation assays were performed in human Platelet-rich plasma
(PRP) and measured using the automatic Aggregometer 4 channels
(AggRAMTM version 1.1, Helena Laboratories, USA). Human blood collected in
sodium citrate was centrifuged at 100 x g for 12 min at room temperature to
obtain PRP. Platelet-poor plasma (PPP) was obtained from the residue by
centrifugation of citrated blood at 1,000 x g for 15 min. Assays were carried out
using 200 pL of PRP maintained at 37°C under continuous stirring in siliconized
glass cuvettes. Aggregation was triggered with collagen (10 pg/mL), ADP (20
MM), or epinephrine (300 uM) after pre-incubation of platelets with BaltMTx
incubation times (0, 15 and 30 min) at 37°C and different doses of BaltMTx (0,6,
1,2 and 3 pg). One hundred percent (100%) aggregation was expressed as the
percentage absorbance relative to PPP aggregation. Control experiments were

performed using only platelet agonists.

2.8 Antimicrobial Activity

The antimicrobial activity of BaltMTx was assessed against Escherichia coli
(ATCC 25922) and Staphylococcus aureus (ATCC 25923) by the microdilution
broth method. Bacteria were grown in Muller Hilton (MH) broth with shaking at
37°C for 18h. The optical density was measured on a spectrophotometer Mini-
BioSpec (Shimadzu Biotech, Japan). When the optical density reached 1, the
dilution of the bacteria solution was taken. E. coli was diluted in MH broth in a
ratio of 1:50 and S. aureus 1:100. To determine the minimum inhibitory
concentration (MIC), 25 uL of the bacterial solution were applied in a 96-well
plate with 25 uL of BaltMtx seriously diluted from 65 pg. For the negative control
was used autoclaved MilliQ water and the positive control was used gentamicin.
The plate was kept at 37°C for 22h and the absorbance were measured in an

EL x 800 microplate reader (BioTek Instruments) at 595 nm.
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2.9 Antiparasitic Activity

The antiparasitic activity of BaltMTx was assessed against Leishmania
(Leishmania) infantum and Leishmania (Viania) braziliensis promastigotes.
Viability assays in the presence of toxin were performed on parasites by a
colorimetric method based on mitochondrial oxidation of MTT reagent. First,
parasites were resuspended in complete LIT’s medium (supplemented with fetal
bovine serum (FBS), glucose and antibiotics) and placed on 96-well culture
plates (5 x 10° parasites/well) and incubated at 23°C with different toxin
concentrations (2-fold serial dilution from 100 mg mL™ of toxin) for 72 h. After
incubation, the parasite viability were accessed by adding MTT reagent (5 mg
mL™* in LIT’s medium, 100 pg/well) to the plates and incubation proceeded for
about 4 h at 37°C protected from light. The reaction was stopped by adding 100
uL of PBS containing 10% SDS and HCI 0,01 M. The absorbances were
measured in an EL x 800 microplate reader (BioTek Instruments) at 570 nm.
Each assay was carried out in triplicate and independent experiments were

performed.

2.10 Cytokines determination

To determine the ability of the crude venom and BaltMTx to stimulate the
production of IL-10, IL-12 and TNF-a cytokine, mouse peritoneal macrophages
were obtained according to Santana et al. (2014). To assay macrophage
stimulation, polystyrene 96-well plates were plated with 2 x 10° cells/well and
incubated for 18 hours at 37°C, 5% CO,. Next, they were added the enzyme at
different dilutions of 60, 30, 10, 3, 1, 0.3 and 0.1 mg/mL for 24 hours, in
triplicate. Subsequently, at the end of the incubation the plates were centrifuged
at 5009 for 5 minutes, and supernatants were collected and stored at -70°C until

further analysis for cytokines.

2.11 Nitric oxide determination

To assess the production of nitric oxide (NO) by macrophages in culture, initially
BALB/c mice were stimulated for 72 hours with 3% thioglycolate

intraperitoneally. Following this period, the animals were sacrificed by cervical
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dislocation and the peritoneal lavage was performed with 4 mL of incomplete
RPMI medium. Next, the obtained material of interest, containing the
macrophages, was centrifuged at 5009 for 8 minutes. The number of cells was
adjusted to 1 x 10° cells per well (96-well plates) and cultured at 37°C in an
oven for 18 hours. After cell attachment period, macrophages were treated for
48 hours in the presence or absence of BaltMTx (0.1-60 mg/mL) and control:
LPS 1 mg/mL (positive control) or only complete RPMI (negative control). NO
production was quantitated by accumulation of nitrite in the supernatant using
the Griess assay. For this reaction, 50mL of the supernatants were incubated
with Griess reagent (1% sulfanilamide, 0.1% naphthyl ethylenediamine
dihydrochloride, 2.5% H3PO4) were used in a 1:1:1 for 10 minutes, with the
standard curve values of known NaNO; diluted in medium RPMI. Finally, the
absorbance was measured at 570 nm on a microplate spectrophotometer, and

converted to NO in micromolar concentration.

2.12 Statistical analysis

The statistical analyses were carried out by ANOVA, followed by Tukey, using
the R 3.1.2 (R Development Core Team 2009), and GraphPad prism program
version 5.01. Differences with p-values of less than 5% (p < 0.05) were

considered statistically significant.

3. Results and Discussion

B. alternatus snake, popularly known as “urutu-cruzeiro”, is distributed in
central, southeastern and south Brazil. This snake is of great medical
importance because it causes many accidents in humans (Soerensen, 2000). B.
alternatus venom is a rich source of phospholipases A, (PLA.s), which directly
or indirectly influence on the pathophysiological effects caused by
envenomation. PLA; are usually associated with the local myonecrosis, but also
have various effects of pharmacological importance (Abreu et al., 2007,
Andrido-Escarso et al., 2002; Barbosa et al., 2005; Calgarotto et al., 2008;
Lomonte et al., 1999). In this work, we describe the isolation of a myotoxin
(Lys49 PLA2) from B. alternatus venom, previously purified by Mamede et al.

(2013), which was denominated BaltMTx. We also characterized the effect of
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this enzyme on platelet aggregation, antibacterial and antiparasitic activities and
inflammatory effects caused by this myotoxin.

BaltMTx was purified by a three-step procedure including ion-exchange,
hydrophobic interaction and affinity chromatographies. Crude B. alternatus
venom (200 mg) was applied to an ion-exchange chromatography DEAE-
Sephacel column and produced nine main protein peaks denominated Al to A9
(Fig. 1A). The A3 fraction was submitted to hydrophobic interaction
chromatography on a Phenyl-Sepharose column, resulting in two peaks,
denominated P1 and P2 (Fig. 1B). The P1 fraction was further fractionated over
an affinity chromatography HiTrap™ Heparin HP column using the
AKTApurifier™ HPLC system (Fig. 1C). The adsorbed fraction of this
chromatography corresponds to the BaltMTx. This toxin was devoid of
proteolytic, hemorrhagic, and coagulant activities. The homogeneity of this
protein was demonstrated by SDS-PAGE, showing a molecular mass of about
15 and 25 kDa under reducing and non reducing conditions, respectively (Fig
2).

To verify that BaltMtx was the same myotoxin purified by Mamede et al
(2013), it evaluated the myotoxic activity. As B. alternatus crude venom, BaltMtx
showed myotoxic activity (Fig 3). Some studies have suggested that myotoxic
PLA,s may induce muscle cell damage by affecting the integrity of plasmatic
membranes, thereby leading to hyper contraction and other intracellular effects
(Fully et al., 2003). In general, when acidic PLA,s present myotoxic activity, this
activity is lower when compared to other basic PLAs, highly myotoxic
(Rosenberg, 1986). These proteins still deserve more studies in an attempt to
better understand their mechanisms of action and their potential
pharmacological applications.

A large number of substances that affect the hemostatic system is present
in snake venoms, including anticoagulant, procoagulant and fibrin(geno)lytic
proteins, which act on the wall of blood vessels and interfere platelet
aggregation (Du et al., 2006; Markland, 1998). Several platelet aggregation
inhibitors have been purified and characterized as metalloproteinases,
disintegrins, C-type lectins and PLA; (Coelho et al., 1999; Serrano et al., 1999;
Zingali et al., 1993).
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Several PLA,s isolated from snake venoms have activity on hemostasis,
especially acidic PLAzs that induce important pharmacological effects as
hemolytic and anticoagulant activities and effects on the hypotension and
platelet aggregation (Andrido-Escarso et al., 2002; de Albuquerque Modesto et
al., 2006; Roberto et al., 2004; Serrano et al., 1999). The PLA.s interfere on the
platelet aggregation by different mechanisms. According to their platelet effects,
they can be divided into three groups: class A that includes the PLA,s able to
induce platelet aggregation; class B: PLA,s that inhibit platelet aggregation
induced by several physiological agonist; class C: PLA,s that present biphasic
responses on platelets (pro- and anti-aggregating properties) (Kini; Evans,
1997).

We also evaluated the effect of the BaltMTx on the platelet aggregation.
Our results showed that BaltMTx belongs to the B class, because it inhibited
platelet aggregation induced by epinephrine in a dose-dependent manner.
Different doses of BaltMTx, 3, 1.2 and 0.6 pg, inhibited approximately 69, 54
and 35%, respectively, of the platelet aggregation induced by epinephrine, after
pre-incubation with PRP for 30 min (Fig. 4 A). Our results indicate that the
inhibition of platelet aggregation induced by toxin depends of a pre-incubation
time with PRP (30 min). BaltMTx (3 pg), when not incubated with PRP, showed
only traces of inhibition of platelet aggregation (7%) induced by epinephrine
(Fig. 4 B). These results suggest that the BaltMTx acts enzymatically on the
platelets, since its action is time-dependent. BaltMTx showed a little or no effect
on platelet aggregation induced by collagen or ADP (Figs. 4 B, D). These
results are contrary to those found by other authors. Roberto et al. (2004)
described a recombinant PLA; from B. jararacussu venom that inhibits platelet
aggregation induced by collagen and ADP. Teixeira (2009) and Santos-Filho et
al. (2008) found the same results for an isolated PLA, from B. erythromelas
and B. moojeni venoms, respectively. Cedro (2014) isolated a PLA, from
Bothrops jararaca that inhibits platelet aggregation induced by ADP. de
Albuquerque Modesto et al. (2006) describe an isolated PLA, from B.
erythromelas that showed a potent inhibitory effect on the platelet aggregation
induced by arachidonic acid and collagen.

Snake venom PLA,s interfere with platelet aggregation by different

mechanisms. They can cause activation of platelet aggregation by cleaving the
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phospholipids present in the membranes of platelets, releasing arachidonic acid
and forming its metabolites such as thromboxane A2. They also can cleave the
by-products arachidonic acid, thus inhibiting platelet aggregation, or they can
act by mechanisms catalysis independent, having the effect mediated by a
change in the platelet cytoskeleton associated to an allosteric site (Huang et al.,
1997; Kini; Evans, 1997). Wang et al (1996) suggest that Phe20 and Trp21
residues, located in helix short and Trp119 and Phell3, which are located in
the C-terminal region, are involved in the inhibition of platelet aggregation
induce by PLA,.

Previous studies have demonstrated the antimicrobial effects of snake
venoms and isolated substances. Herein, we also describe the BaltMTx effect
on the antibacterial action by growth inhibition against S. aureus and E. coli.
BaltMTx was evaluated for the antibacterial effects according to the
microdilution method in the broth. BaltMTx (65 ug) was capable of inhibiting the
growth of the bacterium S. aureus around 80% (Fig 5 A). The same mass of
BaltMTx inhibited around 40% of the growth of the bacterium E. coli. (Fig 5 B).
The positive control (gentamicin 0.5 pg) was able to inhibit 80% growth of both
bacteria (Fig 5 A and B).

Overall, venoms from snakes of the Elapidae and Viperidae families are the
most active against bacteria (Stiles et al., 1991), especially those of the genus
Bothrops (Paramo et al., 1998; Rodrigues et al., 2004; Stabeli et al., 2004). It
has been described various PLAys from Bothrops snake venoms with
antibacterial action, such as B. Asper (Lomonte et al., 1999a, 1999b; Paramo et
al., 1998; Santamaria et al., 2005a, 2005b), B. neuwiedi pauloensis (Rodrigues
et al., 2004; Soares et al., 2000), B. jararacussu (Roberto et al., 2004) and B.
moojeni (Stabeli et al., 2007).

A Lys49 isolated PLA; from B. asper venom, and two from B. brazili venom
(MTX-I and II), have antimicrobial and antifungal activities, which shows that
these activities are independent of catalytic activity. Probably the snake venom
PLA.s act against Gram-positive and Gram-negative causing disturbing effects
in their membranes by a set of cationic and hydrophobic amino acids found in
the C-terminal region (Costa et al., 2008; Nevalainen et al., 2008; Paramo et al.,
1998).
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Some PLA3s also have antiparasitic activity, with cytotoxic effect against
Leishmania sp., such as MjTX-Il, a Lys49 PLA; isolated from B. moojeni that
reduced Leishmania sp. viability by around 50% in the presence of 75 ug mL™
of toxin (Stabeli et al., 2006). MTX-I, an Asp49 PLA,, and MTX-Il, a Lys49 PLA;
from B. brazili caused an inhibition of approximately 90% in parasite viability at
100 pg mL™* concentration, and their respective C-terminal region-derived
synthetic peptides (pepMTX-1 and pepMTX-II), killed about 70% of Leishmania
sp. at 120 yg mL™* (Costa et al., 2008). BnSP-7, a catalytically inactive PLA;
from B. pauloensis snake venom, inhibits the proliferation of Leishmania
(Leishmania) amazonensis promastigotes by 60—70% at concentrations of 50—
200 ug mL™ of toxin, and reducing amastigotes viability by 50% at 28-1 ug mL™*
(Nunes et al., 2013). In contrast, BaltMtx had an opposite effect as stimulated
the proliferation of Leishmania (Leishmania) infantum e Leishmania (Viania)
braziliensis at a concentration of 100 mg mL™* making the viability of
Leishmania sp was 150%, compared to control (Fig. 6A and 6B). This effect
was also demonstrated by Passero et al. (2008), who observed that an isolated
PLA, from C. durissus collilineatus venom stimulates the growth of L. (L.)
amazonensis promastigotes and amastigotes. This probably occurred because
some PLA,s appears to be a progression factor for leishmaniasis.

The inflammatory response is a major characteristic of envenomation by
Bothrops snakes. This reaction involves the release of potent pro-inflammatory
mediators that cause vasodilation and extravasation of plasma into the
extracellular space. These events are accompanied by the activation of
nociceptors, resulting in edema and hyperalgesia (Fernandes et al., 2006;
Gutiérrez et al., 2009; Nascimento et al., 2010; Teixeira et al., 2009). The action
of both PLA,s Asp49 and Lys 49 in the disruption of skeletal muscle cells, as
well as its role in inflammatory reactions induction associated with edema,
cellular infiltration and pain have been widely demonstrated in several studies
(Barros et al., 1998; Bonfim et al., 2008; Carneiro et al., 2002; Chavez et al.,
2005; Petricevich et al., 2000; Teixeira et al., 2009; Zamuner et al. 2005; Zuliani
et al., 2005).

Some inflammatory effects of crude venom and BaltMTx were evaluated
using the supernatant of stimulated macrophages in culture. BaltMTx stimulated
the production of TNF-a, IL-12, IL-10 and NO (Fig. 7) in a dose-dependent
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manner with a statistically significant difference (p <0.001). The IL-12
production is around ten times higher than the production of IL-10, which
suggest that BaltMtx has pro-inflammatory activity. IL-12 is secreted by
macrophages after activation by an antigen-presenting cell and acts on specific
receptors of natural killer cells (NK) and T lymphocytes by increasing the
secretion of interferon-gamma (IFN-y) (Eckmann; Kagnoff, 2001; Germann;
Rude, 1995).

The proinflammatory activity of BaltMtx was also evidenced by the ability to
increasing production of TNF-a. It is synthesized by macrophages, monocytes,
neutrophils and T cells. Its main function is to produce a marked cytolysis in
neoplastic different lineages, but also causes endothelial changes such as the
loss of coagulation decrease function, the chemotactic activity and stimulation
of oxidative metabolism phagocytes. Macrophage, when stimulated to produce
TNF-a, stimulates the synthesis of endothelial cell adhesion, chemical
mediators and cytokine production, including IL-12. Endothelial cells activated
by TNF—a release nitric oxide (NO) (Mackay et al., 1993; Tartaglia et al., 1993).
BaltMtx also stimulated the release of NO, which has its synthesis induced by
macrophages and has vasodilation and regulatory action in the recruitment of
leukocytes and cytotoxic action against micro-organisms (Sautebin, 2000). In
envenomation by snake bites, NO contributes to the induction of tissue damage
due to its capacity to generate peroxynitrite and hydroxyl radicals after the
interaction with superoxide ions (Hogg 1992; Radi, 1991), and also in
hypotension due to its vasodilating action (Petricevich et al., 2000). BaltMTx
caused a mild edema in the first hour after an intraplantar injection of 50 ug,
compared to the control paw, and caused no significant hyperalgesia (data not
shown). Thus, BaltMTx contributes very little to edema and hyperalgesia
caused by B. alternatus envenomation.

There are evidence that the majority of PLA, causes pro-inflammatory
effects at the bite site (Teixeira et al., 2003). BnSP-7, isolated from B.
pauloensis induced edema formation and release of IL-6, IL-8, IL-1-1B (Oliveira
et al., 2009). An isolated PLA; from B. atrox venom provoked the release of IL-
6, IL-10 and TNF-q, in addition to leukocytes and eicosanoids (Moreira et al.,
2012). Bleu-TX-lll, isolated PLA? from B. leucurus venom produced IL-1, IL-6
and TNF-a (Marangoni et al., 2013).
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In conclusion, we functionally characterized the BaltMTx, a Lys49 PLA;
homologue from B. alternauts snake venom. BaltMTx could be of medical
interest as a new tool for the development of novel therapeutic agents for the

prevention and treatment of thrombotic disorders as well as bactericidal agent.
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Fig 1.Purification of BaltMTx from B. alternatus snake venom. (A) Separation on
DEAE-Sephacel ion-exchange chromatography: crude venom (200 mg) was
applied to the column (2.5 x 20 cm) and elution was carried out at a flow rate of
20 mL/h with ammonium bicarbonate (Ambic) gradients buffer, pH 7.8, from
0.05 M to 0.6 M. Fractions of 3.0 mL/tube were collected and the absorbance
was read at 280 nm. (B) Separation on Phenyl-Sepharose hydrophobic
interaction chromatography: A3 fraction was applied to the column (1,5 x 2,5
cm) and elution with a decreasing gradient of NaCl (4 to 0 M), followed by
distilled H,O was achieved at a flow rate of 20 mL/h. Fractions of 3.0 mL/tube
were collected and the absorbance was read at 280 nm. (C) Separation by
affinity chromatography on a HiTrap™ Heparin HP column using the
AKTApurifier™ HPLC system: P1 fraction was applied to the column (5 x 1 mL),
previously equilibrated with 20 mM Tris-HCI buffer (pH 7.0) containing 5 mM
calcium chloride. The samples were eluted with an increasing concentration
gradient of 20 mM Tris-HCI buffer (pH 7.0) containing 2.0 M sodium chloride
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and the absorbance of the fractions was monitored at 280 nm. Fractions of 1.0
mL/tube were collected at a flow rate of 30 mL/h.

97 kDa -~
66 kDa
45 kDa
30 kDa -—
| —
20,1 kDa
14,4 kDa | ——

Fig 2. SDS-PAGE in 14% (w/v) gel. Lanes: 1- standard proteins; 2- reduced
BaltMTx; 3- non-reduced BaltMTx. The gel was stained with Coomassie blue R-
250.
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Fig 3. Myotoxic activity of the B. alternatus crude venom and BaltMTx: The
myotoxic activity was evaluated using a creatine kinase (CK) kit. Activity was
expressed as U/L, with one unit corresponding to the phosphorylation of 1 nmoL
of creatine per minute at 25°C. There was statistically significant difference

between groups (p < 0,05).
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Fig 4. Effect of BaltMTx on (A, B) epinephrine, (C) ADP and (D) collagen-
induced platelet aggregation in citrated human PRP. (A) PRP was pre-
incubated for 30 min at 37°C in the presence of BaltMTx at various
concentrations (0,6, 1,2 and 3 ug) before the addition of epinephrine (300 uM).
(B) PRP was pre-incubated for different times (0, 15 and 30 min) at 37°C in the
presence of BaltMTx (3 ug) before of the addition of epinephrine (300 umol/L).
(C and D) PRP was pre-incubated for 30 min at 37°C in the presence of
BaltMTx (25 ug) before of the addition of ADP (20 umol/L) and collagen (10
ug/mL). Platelet aggregation was recorded for 10 min in an AggRAM platelet
aggregation system with four-channel laser optics (Helena Laboratories, EUA).
Results were expressed as an increase in light transmission, where PPP
represents the maximum response (100%). Control experiments were

performed in the absence of BaltMtx.
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Fig 5. Antimicrobial activity of the B. alternatus crude venom and BaltMtx
against the growth inhibition of S. aureus (A) and E. coli (B). Antimicrobial

activity was carried out according to the microdilution broth method.
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Fig 6. Influence of the BaltMtx in Leishmania sp viability. (A) Leishmania (L.)
infantum and (B) Leishmania (Viania) braziliensis. Viability assays were
performed on parasites by a colorimetric method based on mitochondrial
oxidation of MTT reagent. Each assay was carried out in triplicate and

independent experiments were performed.
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Fig 7. Cytokine and nitrite production for macrophages stimulated in culture
medium with crude venom and BaltMTx in different concentrations. Statistical
analysis: ANOVA, followed by Tukey, using the R 3.1.2 (R Development Core
Team 2009). (A) IL-10 dosing: There was a significant difference between the
concentrations (Fe,26 = 555.98; p <0.001), less between doses 03, 10 and 30 ug
of BaltMTx. There was a difference between the crude venom and BaltMTx
(F1,26 = 511.23; p <0.001). (B) IL-12 dosing: There was a significant difference
between the concentrations (Fs,26 = 173,364; p <0.001), less between doses 1
and 60, 10 and 30, 3 and 60 ug of BaltMTx. There was a difference between the
crude venom and BaltMTx (F1,26 = 170.435; p <0.001). (C) TNF-a dosing: There
was a significant difference between the concentrations (Fs,26 = 60.6452; p
<0.001), less between doses 0,3 and 1, 0,3 and 3, 10 and 30, 10 and 60, 30
and 60 ug of BaltMTx, and doses 30 and 60, 10 and 30 of the crude venom.
There was a difference between the crude venom and BaltMTx (Fi,26 =
79.6296; p <0.001). (D) Nitrite dosing: There was a significant difference
between the concentrations (Fe,26 = 24.5024; p <0.001), less between doses 10
and 60, 3 and 30 ug of BaltMTx, and doses 3 and 30 ug of the crude venom.
There was a difference between the crude venom and BaltMTx (F1,26 = 7.7993;
p = 0.008).
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Anexo 1: Parecer do Comité de Etica na Utilizacido de Animais

@ Universidade Federal de Uberlandia
Pro-Reitona de Pesquisa e Pos-Graduagdo
Comisséo de Etica na WHilizagdo de Animass (CEUA)
Avenida Jodo Naves de Avila, n?. 2160 - Bloco A, sala 224 - Campus Santa
Minica - Uberlandia-MG -
CEP 3B400-089 - FONETFAX (34) 3235-4131; e-mail:ceuaigpropp. uiu. br;
W .COMESS0eE. prop.ufu.br

ANALISE FINAL N® 028/13 DA COMISSAQ DE ETICA NA UTILFAGAO DE
ANIMAIS PARA O PROTOCOLO REGISTRO CEUAUFY 108712

Projeto Pesquesa: "Caracterizagdo funcional, bioldgica e estnutural de proteases
purificadas de pegonhas de serpentes brasileiras”™

Pesquisador Responsdvel: Fabio de Ohveira

0 protocolo ndo apresenta problemas de &lica nas condutas de pesquisa com
animais nos limites da redagio & da metodologia apresentadas. Ao final da
pesquisa deverd encaminhar para a CEUA um relatdnio final.

SITUAGAD: PROTOCOLD DE PESQUISA APROVADO.

085: O CEUAUFU LEMBRA QUE QUALCUER MUDANGA NO PROTOCOLO

DEVE SER INFORMADA IMEDMATAMENTE AC CEUA PARA FINS DE
AMALISE E APROVAGAD DA MESMA.

Utertindia, 05 de Feverziro de 2013

Prof. Dr. l!jéi.a:ﬁ.ugmtc- Garcia
Coordenador da CEUASLIFU

92



Anexo 2: Parecer do Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos

' Universidade Federal de Uberlandia
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SITUAGAO: PROTOCOLO APROVADO
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IMEDIATAMENTE AO CEP PARA FINS DE ANALISE E APROVACAO DA MESMA.

Uberlindia, 09 de setembro de 2011.

Profa. Dra. Sandra Terezinha de Farias Furtado
Coordenadora do CEP/UFU
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