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RESUMO

As fosfolipases Az (PLA2s E.C. 3.1.1.4) sdo objeto de pesquisas devido a sua relagdo com
doengas inflamatorias em humanos e acidentes por animais pegonhentos. Estas sdo enzimas que
exibem uma relevante fungdo no metabolismo da conformagao lipidica da membrana celular e
estao implicadas em variados processos como a homeostase de membranas, a aquisi¢ao de
nutrientes e a geracdo de moléculas bioativas. As toxinas de serpentes estdo sendo exploradas
como modelos promissores a serem utilizados na criacdo de novos medicamentos. Diversos
estudos ja abordaram sobre suas acdes farmacologicas e aplicabilidade no tratamento de
patologias, demonstrando éxito. Neste trabalho foi realizada uma revisdo de literatura tendo
como fontes de pesquisa artigos internacionais na base de dados PubMed tendo como critério
de inclusdo, artigos publicados relacionados principalmente as diferentes PLA»s isoladas da
peconha de Bothrops pauloensis (uma espécie de serpente da familia Viperidae, abundante na
Bolivia, no Paraguai e na regido central do Brasil, conhecida popularmente como jararaca-
pintada) até o presente momento, enfatizando suas caracterizagdes estruturais e funcionais,
além de seu potencial terapéutico em atividades antitumorais, antiplaquetarias,

antiangiogénicas, hipotensivas, antiparasitarias e microbicidas.

Palavras chave: Bothrops pauloensis, Fosfolipase Az, Pegonha de serpente.
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1. INTRODUCAO

1.1 Fosfolipases: classes e atividades cataliticas

As fosfolipases (PLs) sdo enzimas que participam no metabolismo de fosfolipideos,
0s quais sdo componentes essenciais das membranas celulares e participam de sua estrutura e
funcionamento. Estas enzimas estdo presentes em quase todos os animais, plantas e bactérias
(NIEWERTH e KORTING, 2001) e estdo envolvidas em processos diversificados como: a
homeostase de membranas, a aquisicdo de nutrientes e a geragdo de moléculas bioativas
(KOHLER et al, 2006). Elas hidrolisam predominantemente glicerofosfolipideos, entretanto
também podem realizar a degradagio de lipidios neutros (KOHLER et al, 2006); entre os
fosfolipidios naturais, a fosfatidilcolina ou lecitina ¢ o substrato mais comum de PLs
cataliticamente ativas. Um fosfolipidio contém quatro por¢des ésteres, e todas elas sdo
propensas a hidrolise enzimatica de fosfolipases (DENNIS, 1983).

A classificagdo das mesmas € realizada de acordo com a posi¢do em que hidrolisam
o substrato, sendo distribuidas em fosfolipases A, B, C ou D (Figura 1) (KOHLER et al, 2006;
NIEWERTH e KORTING, 2001).

As PLs tipo A (PLAs) efetuam a catalise da reacdo para a remocgao lipolitica da
porcdo de acido graxo esterificado ao glicerol, gerando a lisolecitina, que representa um
componente toxico existente em numerosas pegonhas de serpentes e abelhas, e que possui
capacidade para destruir as membranas dos eritrocitos, ocasionando a hemolise (NIEWERTH
e KORTING, 2001). Essa enzima ¢ representada por duas isoenzimas: PLA; e PLA>, que
podem ser distinguidas pela determinagdo do lisofosfolipideo que ¢ formado (SMITH,;

SILVER; WEBSTER, 1973).



a )/_}__ FLE
AAAAAAAN
PLA, C/;—_PUL‘

PLC
FLD

-

a

|

2  Phospholipid (e.g. PAPC)

k4

PLE

(o]

A

R,

PLA,
LDX
e e | pukiolrienes
OH +&(R!~EDDHJ
ﬁ' Eﬁr Cncyliires
A
x g

Lysophospholipid

COII Prostaglanding
Thrombowanas

Ra-COOH  FFA

PLB LPTA
(Lyso-PL)
[+]
HO B
OH + R.-CO0OH (8] Ry
1l Il o
O—P— o=
X I X I
g 8
Phasphoglycarate + FFA Phaspholipid

Figura 1. Sitios de hidrdlise das PLs (A, B, C, D) e posi¢des das atividades hidroliticas de
cada tipo de fosfolipase em um fosfolipidio (PAPC). As enzimas PLA, ou PLB
formam lisofosfolipideos cujo 4acido graxo esterificado restante pode ser removido
por PLBs ou outras lisofosfolipases. A atividade de lisofosfolipase/transacilase (LPTA)
encontrada  em PLBs pode  esterificar um  4acido graxo livre (FFA) a
um lisofosfolipideo gerando um fosfolipideo. O &cido araquidonico (AA) na posicdo sn-2 da
PAPC pode ser mobilizado pelas enzimas PLA2 ou PLB e funcionar como um precursor para
os eicosandides que sdo gerados pelas atividades enzimdticas indicadas (KOHLER et al.,

2006).

A PLA; ¢ uma enzima que hidrolisa a posicdo sn-1 as ligacdes ésteres dos
fosfolipideos, tendo como produto lisofosfolipideos e acidos graxos (INOUE; ARAI; AOKI,
2005). Em mamiferos foram descritos dois tipos de PLAis com sequéncias distintas de

aminodcidos, classificadas em intra e extracelular. O tipo I extracelular ¢ composto por PLA |



especifica de fosfatidilserina (PS-PLA;), forma curta de fosfolipase A; especifica de
fosfatidilserina (PS-PLA AC), fosfolipase seletiva de acido fosfatidico associada & membrana
Aia (mPA-PLA0), e fosfolipase Aip seletiva de acido fosfatidico associada a membrana
(mPA-PLAI), enquanto o tipo II intracelular ¢ constituida por acido fosfatidico que prefere a
fosfolipase A1 (PA-PLA}), proteina KIAA0725 e p125 (INOUE; ARAI; AOKI, 2005).

Nas plantas, as PLAs sdao classificadas por analogia da sequéncia e fungdes
biologicas, nas classes: PLA hidrolisante de PC (PC-PLA1), PLA especifica de PA (PA-
PLA1), PLA; secretada de baixo peso molecular (sPLA2) e PLA como patatina (pPLA) (WANG
etal., 2012).

A PLA: foi a primeira fosfolipase a ser identificada; sua descoberta fundamentou-se
na analise da hidrélise de fosfatidilcolina pelo suco pancreatico e pela pegonha de serpente
(WITTCOFF, 1951). As PLAs compdem uma familia de enzimas que clivam
glicerofosfolipideos, rompendo a membrana através da hidrolise dependente de Ca?* na ligagdo
éster sn-2, criando lisofosfolipideos e liberando 4cidos graxos; fundamentais em numerosos
processos biologicos, incluindo a geracao de mediadores lipidicos pré-inflamatorios, tais como
prostaglandinas e leucotrienos, e a regulagdo do metabolismo lipidico (GLASER, 1995;
SANTOS et al., 2010; KUDO; MURAKAMI, 2002;).

A superfamilia de PLA»s consiste em 16 grupos e seus subgrupos que, de acordo com
a exigéncia de Ca**, origem, mecanismo catalitico, suas caracteristicas funcionais, sequenciais
e estruturais como peso molecular e padroes de ligagdo dissulfureto, podem ser classificados
em uma das seis categorias mais importantes (BURKE; DENNIS, 2008a; DENNIS et al., 2011):
PLAss secretadas (SPLA2), PLAs citosdlicas (cPLA2), PLA»s independentes de Ca®" (iPLA>),
acetil-hidrolases de fatores ativadores de plaquetas (PAF-AH), PLA>s lisossomais (LPLA>)
(SCHALOSKE e DENNIS, 2006), e PLA> tecido adiposo especifica (AdPLA>) (DUNCAN et

al., 2008).



As cPLA; hidrolisam principalmente glicerofosfolipideos com 4cido araquidonico na
posicdo sn-2, seu sitio catalitico apresenta residuos de serina e aspartato, possuem acao
catalitica dependente de Ca>" e sua massa molecular pode variar entre 61 a 114 kDa (BURKE;
DENNIS, 2008b). O grupo teve seu isolamento, determinagdo sequencial e clonagem
executados com base na linhagem de células U973, e pode ser encontrado em diversas células
como eritrécitos, macrofagos e células do rim (CLARK; MILONA; KNOPF, 1990; CLARK et
al., 1991; KRAMER et al., 1996; SHARP et al., 1991).

As LPLA;s foram isoladas a partir de cérebro bovino e esterificam um grupo acil
com um grupo hidroxil na posicdo C-1 de ceramidas, onde os fosfolipideos atuam
funcionalmente como doadores de radicais acil (ABE ¢ SHAYAMAN, 1998). Sao assim
chamadas por estarem localizadas proximo a [-hexosaminidase (HIRAOKA; ABE;
SHAYMAN, 2002). Estas enzimas apresentam uma triade conservada dos residuos de serina,
histidina e aspartato e quatro residuos de cisteina, que sdo fundamentais para a catalise
(BURKE; DENNIS, 2008b).

As PLA;s independentes de Ca®" (iPLA;) estio envolvidas no remodelamento de
fosfolipideos, clivando um fosfolipideo para gerar 2 lisofosfolipideos que, reacilados com
acidos graxos geram novos fosfolipideos (BALSINDE; DENNIS, 1996). Estas possuem massas
moleculares de 28 a 146 kDa, apresentando um residuo de serina em seu sitio catalitico
(BURKE; DENNIS, 2008b). A primeira iPLA> a ser clonada e que teve suas caracteristicas
definidas, foi isolada de macréfagos P388D1 (ACKERMANN et al., 1994). Os macréfagos
utilizam o 4cido araquidonico dos fosfolipideos de membrana, e esse processo necessita do
envolvimento das fosfolipases (BALSINDE et al., 1994). Ainda que a acao de iPLA; ndo
dependa de Ca?’, sua atividade catalitica ¢ moderada pela quantidade de Ca’" em reservas
localizadas no interior das células ou pela proteina calmodulina dependente de calcio (WOLF

etal., 1997).



As Acetil-hidrolases de fatores ativadores de plaquetas (PAF-AH) realizam a
hidrolise de grupos acetil da posi¢cdo sn-2 de fatores ativadores de plaquetas (SCHALOSKE;
DENIS, 2006), e podem ser encontradas com abundancia em mamiferos, em locais como
sistema nervoso central e em eritrocitos (BURKE; DENNIS, 2008b). As PLA; tecido adiposo
especificas (AdPLA>) sdo expressas no tecido adiposo e catalisam a amplificacdo de acidos
graxos livres e lisofosfolipideos a partir da fosfatidilcolina, realizando a hidrdlise
preferencialmente na posi¢ao sn-2 de fosfolipideos, cuja atividade no metabolismo adipogénico
¢ relevante para o mesmo (DUNCAN et al., 2008).

As PLA3s secretadas (sPLA2) sdo as mais bem caracterizadas do grupo e estdo
envolvidas em uma variedade de atividades bioldgicas como digestao, inflamacao, geragao de
mediadores de lipideos, multiplicagdo celular, exocitose, acdo microbicida, entre outras. Em
conformidade com a quantidade de residuos de aminodacidos e posicao das ligagdes dissulfeto,
elas sdo distribuidas em diferentes grupos como: IA, IB, IIA, IIB, IIC, IID, IIE, IIF, III, V, IX,
X, XIA, XIB, XIIA, XIIB, XIII e XIV (BURKE; DENNIS, 2008a; DENNIS et al., 2011). A

maioria desses grupos de enzimas apresentam ativagao interfacial (BURKE; DENNIS, 2008a).

As fosfolipases Az secretadas sao definidas pela sua baixa massa molecular variando
de 13 a 18 kDa, presenca de histidina no sitio ativo, requerem Ca?" para catélise, a presenca de
seis ligacdes dissulfeto conservadas, e manifestacdo de uma ou duas pontes dissulfeto
adicionais variaveis (SCHALOSKE; DENNIS, 2006; SIX; DENNIS, 2000). Essas enzimas sao
estocadas em granulos citoplasmaticos, e sdo secretadas para o meio extracelular quando ocorre
a estimulagdo (AKIBA; SATO, 2004).

As distintas formas de sPLA2s ja exploradas (podem ser encontradas em répteis e
mamiferos, artrépodes, moluscos, plantas e bactérias, com diferentes distribui¢des nos tecidos
(SIX; DENNIS, 2000). As sPLA>s encontradas em pegonhas de serpentes sdo separadas em

dois grupos: 1A, enzimas identificadas nas peconhas das serpentes pertencentes as familias
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Elapidae e Hydrophiidae, enquanto as do grupo IIA, familias Crotalidae e Viperidae (WARD
etal., 2001).

Dentre as subdivisdes do grupo IIA, as principais sao PLA>s Asp49, que sdo enzimas
cataliticamente ativas, apresentando um residuo de aspartato na posi¢cdo 49, e PLA»s Lys49,
cataliticamente inativas ou com pouca atividade, cujo residuo da posicao 49 ¢ substituido por
uma lisina (GUTIERREZ e LOMONTE, 1997; OWNBY et al., 1999; SOARES; FONTES;
GIGLIO, 2004). As PLA>s Asp 49 ainda podem ter carater basico ou acido, com pontos
isoelétricos entre 7,0 e 10,0 (DAMICO et al., 2005; CALGAROTTO et al., 2008; VINDAS et
al., 2018), ou 4,0 a 6,0 (FULY et al., 2002; MODESTO et al., 2006; SOBRINHO et al., 2018),
respectivamente. As distingdes das propriedades enzimaticas proteicas das sPLLA»s pertencentes
ao grupo II sdo definidas principalmente pelo residuo localizado na posi¢ao 49 (RODRIGUES,
2006). O arranjo das cadeias laterais de acido graxo propde uma via de acesso comum do
substrato, desde sua posi¢do no agregado lipidico até sua interagdo com o sitio ativo no
mecanismo de ac¢do. A ligacdo 6tima e a catalise na interface lipidio-dgua ocorrem devido a
difusdo facilitada do substrato da superficie de ligacao interfacial ao sitio catalitico que possui
em sua forma ativa um ion célcio, que ¢ coordenado pela carboxila da cadeia lateral de um
residuo de Asp na posicao 49, mais duas moléculas de agua estrutural, além dos atomos de
oxigénio do carboxilato dos residuos de aminoacidos presentes nas posicoes 28 e 30 e 32
(SCOTT etal., 1990). A substitui¢do do aspartato de aminodcido por uma lisina provoca a perda
da atividade enzimatica destas PLA»s por ndo interagirem com o célcio do sitio ativo,
(LOMONTE; ANGULO; SANTAMARIA, 2003), porém, as Lys49-PLAs podem perturbar a
integridade das membranas e induzir efeitos farmacolégicos (DIAZ et al., 1991; RUFINI et al.,
1992; LOMONTE; ANGULO; SANTAMARIA, 2003; LOMONTE; RANGEL, 2012).

As fosfolipases B (PLBs) sdo enzimas que realizam a clivagem das ligacdes sn-1 e

sn-2 de glicerofosfolipideos. Encontram-se na parede celular das leveduras e € responsavel por
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facilitar a lise celular e liberacdo de lipideos como segundos mensageiros através de uma
hidrolise dos fosfolipideos, onde quando fagocitada, essa enzima leva a ruptura do
fagolisossomo (KRONSTAD et al., 2011; ALMEIDA et al., 2015). E descrita para essas
enzimas atividade tipo fosfolipase transacilase em fungos (CHEN et al.,, 2000), sendo
consideradas fatores de viruléncia para organismos patogénicos (SHEN et al., 2004). Logo,
estas enzimas apresentam trés tipos de atividades enzimaticas, mas ainda ndo se sabe qual a
mais importante para sua agao patogénica (GANENDREN et al., 2006). Além de ser encontrada
nos fungos, as fosfolipases B também ja foram descritas em uma variedade de peconhas de
serpentes e pegonha de abelha (DOERY e PEARSON, 1964), e em tecidos de mamiferos
(NOGUCHLI, 1944; SHAPIRO, 1953; DAWSON, 1956; MARPLES ¢ THOMPSON, 1960). E
através de estudos realizados por Contardi e Ercoli (1933) com o farelo de arroz, esses
pesquisadores reconheceram a PLB como uma enzima especifica que ndo agia sobre a lecitina
até que um acido graxo fosse removido pela fosfolipase A.

As fosfolipases C (PLC) s3o enzimas intracelulares e ativadas por cascata de
sinalizacdo hormonal. Estas catalisam a hidrolise de fosfotidil-inositol-4,5-difosfato (PiP2),
tendo como produtos dessa reagdo o diacilglicerol (DAG) e inositol-1,4,5-trifosfato (ITP/IP3).
E um fator comum a fosfolipase C e outras proteinas a regulagdo sobre a atividade de uma
proteina-quinase, uma vez que o diacilglicerol produzido pela PLC ¢ um ativador de proteinas-
quinases, fosforilando algumas proteinas especificas na membrana plasmatica e no citoplasma,
e assim, as ativando. Um dos exemplos classicos desencadeados pela PLC ¢ o controle da
contracdo muscular e da vasoconstri¢do, uma vez que um dos produtos de sua catalise (IP3)
leva a liberagio de Ca?" do reticulo sarcoplasmatico para que forme um complexo calcio-
calmodulina, que ird levar a fosforilacdo da miosina por uma proteina quinase. Havera entao

associacao com actina, levando a contracdo (GONZALEZ ¢ CERONI, 2006).
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Finalmente, as fosfolipases D (PLDs) s@o enzimas capazes de liberarem a colina da
fosfatidilcolina para catalisar a formac¢ao do acido fosfatidico, aumentando a composi¢ao
lipidica acida da membrana celular (NIEWERTH e KORTING, 2001; SELVY et al., 2011).
Essas enzimas pertencem ao grupo das fosfolipases ubiquas na natureza e sdo encontradas em
uma ampla diversidade de organismos, desde virus, bactérias, leveduras, plantas e animais
(JENKINS e FROHMAN, 2005). Em mamiferos, duas isoformas de PLD, PLD; ¢ PLD,, estao
localizadas na membrana plasmatica e em membranas intracelulares, incluindo a do reticulo
endoplasmatico (FREYBERG et al., 2001; FREYBERG; BOURGOIN; SHIELDS, 2002), na
maioria dos tipos celulares desses animais a atividade enzimatica ¢ relatada, com excecdo de
leucocitos e algumas linhagens de linfocitos (JENKINS ¢ FROHMAN, 2005). Ambas as
isoformas de PLD desempenham fungoes cruciais na regulacdo de processos celulares como
autofagia e apoptose, apresentando potencial para utilizagdo na terapia do cancer

(NAKAGAWA et al., 2017).

1.2. Fosfolipases de peconhas de serpentes

As peconhas de serpentes demonstram um amplo espectro de atividades
biologicas (JAIN e KUMAR, 2012) e consistem em uma complexa mistura de compostos
orgénicos e inorganicos, dentre eles enzimas com ou sem atividade catalitica, como fosfolipases
Az (PLA2), metaloproteases, serinoproteases, hialuronidases, L-aminoécidos oxidases
(AALO), acetilcolinesterases, fatores de crescimento, ativadores de proteina C, lectinas,
peptideos compreendendo principalmente potenciadores da bradicinina e desintegrinas, assim
como inibidores enzimaticos (RAMOS, 2005). Estes compostos vém sendo descritos por terem
um grande potencial para sintese de novos compostos farmacoldgicos para o tratamento de

diversas enfermidades, como cancer, artrite, trombose, esclerose multipla, dor, disturbios
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neuromusculares, doengas sanguineas e cardiovasculares, infeccdes e doengas inflamatdrias

(VONK et al.,2011; CALDERON et al., 2014; PAL et al., 2002).

As PLA»s sdo proteinas bastante abundantes na pegonha das serpentes da familia
Viperidae (ZOUARI-KESSENTINI et al., 2013), e j4 demonstraram uma variedade de
atividades, incluindo neurotoxicidade, miotoxicidade, atividade hemolitica, antibacteriana,
anticoagulante e antiplaquetaria; algumas PLA>s de peconhas ja foram descritas com atividades
antitumorais e antiangiogénicas por mecanismos independentes de sua atividade enzimatica
(ZOUARI-KESSENTINI et al., 2013; LOMONTE et al., 2010; AZEVEDO, et al., 2016). Em
uma unica peconha pode haver varias classes de PLA», e estas isoenzimas podem diferir

amplamente nas caracteristicas fisicas, quimicas, enzimaticas e farmacologicas.

Desde a descoberta da espécie B. pauloensis houveram alteracdes em sua
nomenclatura, que primariamente foi descrita por Amaral (1925) como Bothrops neuwiedi
pauloensis, entretanto, revisdes sistematicas de SILVA (2004) consideraram B. n. Pauloensis
uma espécie distinta. Futuramente, Fenwick e colaboradores 2009 categorizaram o género
Bothrops como Bothropoides, mas a taxonomia tradicional (Bothrops) permaneceu com base
em dados morfologicos, ecologicos e moleculares (MACHADO; SILVA; SILVA, 2014;
CARRASCO et al., 2012). De acordo com pesquisas realizadas por Rodrigues e colaboradores
(2012), utilizando o transcriptoma da glandula e o proteoma da pegonha de B. pauloensis, ha
uma enorme variedade de compostos bioativos em sua composi¢ao, onde as metaloproteinases,

PLAs e potenciadores de bradicinina representam as principais classes de toxinas.

O envenenamento ofidico ¢ considerado um grande problema de saude publica
(GUTIERREZ et al., 2010), e seu quadro clinico ¢ causado por diferentes enzimas presentes
em pegonhas. A intoxicacdo humana por essa espécie de serpente apresenta sintomas

verificados na maioria dos acidentes botrdpicos, como: formagdo de edema, dor, equimose,
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hemorragia, inflamagdo, necrose epidérmica, necrose muscular no local da picada, hemolise
sistémica, perturbagdes da coagulacdo e choque hipotensivo (NISHIOKA; SILVEIRA, 1992;

GUTIERREZ; LOMONTE, 1995).

A implicagdo desses compostos em diversos processos fisiopatoldgicos levou a um
avanco na busca por inibidores de origem natural ou artificial, para a neutraliza¢do das PLAs,
além de maior compreensao sobre seu mecanismo de agdo. As toxinas encontradas em peconhas
podem ser identificadas e inibidas por anticorpos poli ou monoclonais, e outros agentes como
produtos quimicos e compostos animais e vegetais (BORGES et al., 2000; BORGES et al.,
2001; STABELI et al., 2005). As serpentes e alguns mamiferos apresentam resisténcia a
envenenamentos por pegonha de serpentes (OMORI-SATOH et al., 1972; OVADIA;
KOCHVA, 1977), possuindo proteinas inibitérias da PLA»>, no plasma sanguineo para a
protecdo contra as toxinas e seus efeitos prejudiciais (FAURE, 2000; FORTES-DIAS, 2002).
Esses inibidores isolados do plasma ou soro de serpentes sdo proteinas oligoméricas acidas com
massa molecular de 18 a 75 kDa, compostas por 3-6 subunidades de 20-50 kDa, unidas por
ligagdes ndo covalentes (LIZANO; DOMONT; PERALES, 2003), e sdo classificados em tipos

a, B ey, devido a caracteristicas estruturais (THWIN et al., 2002).

A peconha da espécie B. pauloensis ¢ uma grande fonte de PLA2s (RODRIGUES et
al., 2012). Cerca de 26-32% da peconha total € representado por PLA>s, sendo que destes 16,4%
sao PLA2s Lys 49 e 15,9% sdao PLays Asp49. Muitas dessas PLA»s ja foram isoladas e suas
propriedades estruturais e funcionais descritas (RODRIGUES et al. 1998; RODRIGUES et al.
2004; RODRIGUES et al.; 2007; FERREIRA et al., 2011. Dessa forma, o presente estudo teve
como intuito realizar uma revisdo bibliografica sobre os principais aspectos estruturais e
funcionais das PLA;s ja isoladas da peconha de B. pauloensis correlacionando-os com outros
estudos de PLA»s de peconhas ofidicas. Neste aspecto, o presente trabalho traz uma abordagem

relevante por trazer conjuntamente informagdes acerca dessas proteinas, podendo auxiliar
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novas pesquisas nesta area que visam o entendimento do mecanismo de acdo de tais proteinas
presentes nas pegonhas animais, bem como estudos que buscam novos modelos farmacologicos

de origem natural em beneficio do tratamento e diagnostico de diferentes patologias.

2. OBJETIVOS

O presente trabalho teve como objetivo a elaboragdo de uma revisdo de literatura
sobre os aspectos funcionais, estruturais e aplicagdes terapéuticas de diferentes PLA s isoladas

da peconha de B. pauloensis.

2.1.1 Objetivos especificos

Realizar uma descri¢do dos principais aspectos relacionadas ao isolamento, a
estrutura, funcdo e potencial terapéutico das PLA2s BnSP6, BnSP7, BnpTX1, BnpTXII,

BpPLA2 e BpPLA2TXI1 isoladas da pegonha de B. pauloensis.

3. MATERIAL E METODOS

A metodologia escolhida foi a de revisao de literatura, e os artigos cientificos foram
coletados em buscas em bases de dados como PubMed, além de teses de doutorado e
dissertagdes de mestrado encontradas no acervo da biblioteca da Universidade Federal de
Uberlandia. A elaboragdo deste estudo implicou em leitura da bibliografia e analise das
informacdes obtidas que passaram a fazer parte da composi¢ao do trabalho.

A busca bibliografica foi realizada no periodo de margo a junho de 2018, onde foram

identificados e utilizados para o estudo aproximadamente 140 trabalhos.

16



4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Obtencao das PLA2s da peconha de Bothrops pauloensis

Da peconha de B. pauloensis foram isoladas at¢ o momento quatro PLA»s basicas
denominadas de BnSP-6 e BnSP-7 (RODRIGUES et al., 1998); BnpTX-I e BnpTX-II
(RODRIGUES et al., 2004); e duas PLA>s acidas denominadas de BpPLA2 (RODRIGUES et
al., 2007) e BpPLA>TX1 (FERREIRA et al., 2011). Usualmente, todas as isoformas isoladas
de B. pauloensis de carater basico e acido até o presente momento foram obtidas com a
utilizagdo de diferentes processos cromatograficos (Figura 2), e ahomogeneidade das
enzimas foi confirmada por eletroforese em géis de poliacrilamida e cromatografias de alta
performance em fase reversa (HPLC-RP).

As PLA»s basicas apresentam um conteido maior de residuos de aminoacidos
basicos, possuindo pls mais elevados facilitando assim a utilizacdo de colunas cromatograficas
trocadoras catidnicas como a CM-Sepharose para os processos iniciais de purificacdo. Estas
enzimas ligam-se fortemente aos grupos anidnicos (carboxi-metil) dessas resinas
cromatograficas, sendo posteriormente eluidas pelo aumento da forga idnica do tampao eluente
(SOARES et al., 1998; ANDRIAO-ESCARSO et al., 2000; SOARES et al., 2001; SOARES;
FONTES; GIGLIO, 2004).

As PLA»s BnSP-6 e da BnSP-7 foram as primeiras enzimas a serem isoladas da
peconha de B. pauloensis. A metodologia para sua obtencao foi descrita por Rodrigues et al.
1998 e Soares et al. (2000b), onde inicialmente a peconha bruta de B. pauloensis foi
ressuspendida em tampao bicarbonato de amoénio 0,05M pH 8,0 e a mistura foi entdo
centrifugada e o sobrenadante foi aplicado a uma coluna de CM-Sepharose equilibrada com o

mesmo tampao. As PLAzs (BnSP-6) e (BnSP-7) foram eluidas da coluna utilizando um
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gradiente convexo de concentragdo molar utilizando o tampao bicarbonato de amoénio 0,05 M
a 0,5 M pH 8,0. Estas PLA»s foram purificadas da pegonha bruta utilizando apenas uma etapa
cromatografica. As PLAxs bésicas BnpTX-I e II foram também obtidas pelo mesmo processo
descrito anteriormente utilizando a cromatografia em CM-Sepharose (RODRIGUES et al.,
2004), porém necessitaram de mais duas etapas sequenciais de purificagdo em cromatografias
de gel filtragdo (Sephadex G-50) e fase reversa (HPLC-RP).

Os procedimentos utilizados para o isolamento de PLA>s basicas frequentemente
contém uma etapa cromatografica de troca catidnica, para separa-las dos componentes acidos
da peconha, pois geralmente essas enzimas miotdxicas sdo os ultimos componentes a serem
eluidos a partir de colunas de permuta catidnica, utilizando gradientes de sal e pH neutro
(GUTIERREZ; LOMONTE, 1995). Moura da Silva e colaboradores (1991) isolaram PLAss de
peconhas de diferentes espécies de Bothrops utilizando um sistema FPLC por cromatografia de
permuta cationica. As amostras foram aplicadas a coluna mono S-HR S/5 equilibrada com
tampao fosfato de s6dio 50 mM, pH 6,0 e as proteinas ligadas a coluna foram eluidas com um
gradiente linear de cloreto de so6dio (0 a 1 M) no mesmo tampao. Wu e Tinker (1969)
purificaram a PLA> da pegonha de Crotalus atrox usando fracionamento com sulfato de amonio
seguido por cromatografia em coluna Sephadex G-75.

Calgarotto e colaboradores  (2008)  isolaram aBmTX-Ida  pecgonha
de Bothrops moojeni com apenas um passo cromatografico utilizando HPLC de fase reversa na
coluna p-Bondapak C-18. Kasturi e Gowda (1989) purificaram VRV PL-VIlla, uma PLA>
basica a partir da peconha de Vipera russellt por cromatografia em coluna CMSephadex C-25
seguida de filtracdo em gel em Sephadex G-50. O processo de cromatografia em coluna CM
Shephadex C25 também pode ser utilizado para a purificacdo de enzimas de serpentes de
diferentes géneros, como foi usado por pesquisadores como Bhat e Gowda (1989), que isolaram

NN-XIII-PLA2 da peconha da serpente indiana Naja naja naja.
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As duas PLA3s acidas isoladas da peconha de B. pauloensis foram denominadas de
BpPLA> (RODRIGUES et al., 2006) e BpPLA>-TXI (FERREIRA, 2011). A BpPLA: foi obtida
apos trés passos cromatograficos em troca-idnica (CM-Sepharose), interacdo hidrofobica
(Phenyl-Sepharose) e fase reversa em coluna C18 (HPLC-RP). Ja a BpPLA2-TXI foi isolada
apos o fracionamento da peconha bruta de B. pauloensis em CM-Sepharose, sendo que o pico
que apresentou atividade fosfolipasica A» foi posteriormente aplicado a uma coluna de gel
filtracdo em Sephacryl-S300 HR HiPrep 26/60, a qual resultou em sete novas fracdes proteicas,
denominadas S1-S7. A fracdo S4, que exibiu alta atividade de PLA,, foi aplicada em uma
coluna de troca anionica Hi-Trap Q FF, resultando em dois picos, Q1 e Q2. A fragdo Q2 ativa
foi aplicada em cromatografia liquida de alta eficiéncia de fase reversa (HPLC) C2-C18 uRPC,
resultando na purificacdo da BpPLA»-TXI.

As metodologias empregadas em diferentes estudos ja publicados para o isolamento
de PLA>s acidas de pegonhas de serpentes do mesmo ou de outros géneros podem apresentar
dois ou mais passos, porém sdao procedimentos semelhantes, mas com algumas
modificagdes como o tipo de tampao utilizado e o pH. As mesmas possuem etapas em comum
com a purificacdo das fosfolipases de B. pauloensis como o uso da cromatografia em fase
reversa (HPLC). Como descrito por Denegri e colaboradores (2010), para a purificagdo da
proteina acida Ba Spll RP4 a partir da peconha da serpente Bothrops alternatus sao utilizadas
duas etapas cromatograficas: uma filtragdo em gel convencional em Sephadex G-75 e fase
reversa em coluna C18 HPLC.A fracdo BaSpll, que apresentou alta
atividade fosfolipasica foi fracionada em coluna cromatografica de fase reversa HPLC e as
fragdes cataliticamente ativas resultantes foram reunidas, liofilizadas e armazenadas. O tampao
utilizado no procedimento foi bicarbonato de amoénio 1M e pH 8,0. A homogeneidade desta
PLA; foi demonstrada por SDS-PAGE. Para o isolamento de uma PLA; 4cida da peconha

de B. asper, o primeiro passo cromatografico foi realizado em CM Sephadex em pH 7,0.
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Posteriormente passou-se por DEAE-Sepharose, onde a maior atividade de PLA; eluiu na
fragdo D1. A subsequente separacdo por RP-HPLC desta fracdo eliminou a maioria
dos contaminantes, e o restante foi removido por um passo final de fracionamento em CM-
Sephadex a pH 5,0 (FERNANDEZ et al., 2010). Aratjo, Radvanyi e Bon (1994) purificaram
uma PLA; é4cida da peconha de Bothrops lanceolatus utilizando a filtragdo em gel de
Sephadex G-50 e cromatografia de troca i0nica em CM-celulose.
Saikia, Thakur e Mukherjee (2011) isolaram a RVVA-PLA2-1 a partir da pegonha
de Daboia russelli. Inicialmente foi utilizada a resina CM Sephadex C-50, depois as fragdes
ativas foram fracionadas através de um trocador aniénico DEAE Sephadex A-50. Um dos picos
resultantes (V) foi eluido e em seguida fracionado através de coluna de filtragdo em gel e

separado em trés fragdes. A fracdo GFI foi ainda purificada utilizando RP-HPLC.

4.2. Caracteristicas bioquimicas e estruturais das PLA:s isoladas de Bothrops
pauloensis

As PLA»s Lys49 basicas BnSP-6 e BnSP-7 isoladas da pegonha de B. pauloenis
apresentam pl de 8,6 e 8,8, respectivamente (RODRIGUES et al., 1998). A proteina BnSP-6 ¢
constituida apenas de uma unica cadeia polipeptidica com Mr (13,4 kDa), Azevedo e
colaboradores (2016) realizaram o sequenciamento de trinta e quatro residuos de aminoécidos
da regido N-terminal da mesma. A estrutura primaria da proteina BnSP-7 revelou uma
sequéncia amino terminal altamente conservada e homoéloga as miotoxinas Lys-49 de outras
peconhas botropicas (RODRIGUES et al., 1998), além disso, sua massa molecular ¢ semelhante
a de BnSP-6, variando em torno de 13,5 ¢ 14,0 kDa (OLIVEIRA et al., 2007). A BnSP-6 ¢
BnSP-7 foram as tnicas PLA2s de B. pauloenis que tiveram suas estruturas tridimensionais
resolvidas (Figura 2) (MAGRO et al., 2003). Neste estudo foi demonstrado que estas BnSP-6 e

BNSP-7 possuem sete pontes dissulfetos e formam dimeros, além de possuirem um alto
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conteudo de residuos de aminoacidos basicos e hidrofobicos. O N-terminal destas proteinas
contém um residuo de serina e residuos de Gly30, Gly33, His48, Asp 99 conservados em sua

estrutura (MAGRO et al., 2003).

“thort” helix

“short” helix

Figura 2. Diagrama de fita demonstrando a estrutura de BnSP-7. A BnSP-7 é dimérica, apresentando
estrutura basicamente idéntica a outras estruturas miotoxicas Lys49-PLA2s, possuindo sete pontes
dissulfeto e os principais elementos estruturais secundarios conservados. A estrutura ¢ composta
por: alfa-hélice 1 N-terminal, al¢a de ligacdo de Ca2+, duas a-hélices anti-paralelas 2 e 3, folha
anti-paralela curta de dois filamentos (f-asa), e loop C-terminal. (MAGRO et al., 2003).

As demais PLAs bésicas isoladas de B. pauloensis (BnpTXI e II) apresentaram um
Mr em torno de 14.000 para o monomero e 28.000 para o dimero, pl 7.8, cerca de 121 residuos
de aminoacidos e sete ligacdes dissulfeto. As sequéncias N-terminais de ambas revelaram
analogia com miotoxinas Asp49 basicas de outras pegonhas de serpentes, possuindo em média
70% de similaridade (RODRIGUES et al., 2004). A analise da estrutura primaria da BnpTX-I
por Rodrigues e colaboradores (2004) mostrou que esta enzima contém todos os residuos

conservados da PLA; implicados na ligagdo ao Ca?* (Tyr28, Gly30, Gly32 e Asp49) e na rede
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catalitica (His48). Foram observadas substitui¢des no canal hidrofébico onde o Trp19, relatado
como membro da superficie de ligagdo interfacial (SCOTT et al., 1990), € substituido por um
residuo Phel9. A BnpTX-II ndo foi sequenciada até seu 49° residuo de aminodcido, mas sua
atividade catalitica, homologia de sequéncia e antigenicidade sugerem que ¢ uma Asp49 PLA>

(RODRIGUES et al., 2004).

As PLA3s Asp-49 ou Lys 49 bésicas apresentam um grande contetido de residuos de
lisina (FULY et al., 2000). Muitas pesquisas tém mostrado que a regido C-terminal dessas
proteinas, inclui um segmento contendo os residuos 115-129, este ¢ responsavel
pela miotoxicidade das Lys49-PLAjs, devido a combinagdo de residuos carregados
positivamente e residuos hidrofobicos (NUNEZ, ANGULO e LOMONTE, 2001; CHIOATO
et al., 2007), e que esta agdo esta diretamente ligada com a forma dimérica das PLA>-Lys49 em
solucdo (FRANCIS et al., 1991; DA SILVA GIOTTO et al., 1998; OLIVEIRA et al.,
2001). A MjTX-I, isolada por Soares e colaboradores (2000a) a partir da pegonha
de Bothrops moojeni apresentou peso molecular estimado de 13.400, pI 8,2 e 121 aminoéacidos,
com alta propor¢ao de residuos basicos e hidrofobicos. Outra proteina isolada da mesma espécie
por Calgarotto e colaboradores (2008), a BmTX-I, apresenta uma massa molecular de 14238,71
Da, pl 7,84, e também apresentou sequéncia de 121 residuos de aminoacidos, 14 residuos
de semi-cisteina, e alto grau de homologia com miotoxinas Asp49 PLA» bésicas de outras

peconhas de Bothrops.

A PLA> Asp-49 acida BpPLA; da peconha de B. pauloensis apresenta uma massa
molecular de 15,8 kDa e ponto isoelétrico de 4,34. A andlise de sua sequéncia N-terminal
também apontou uma equivaléncia com as Asp49 acidas isoladas de peconhas ofidicas nos
quinze primeiros aminoacidos: Asn-Leu-Val-Gln-Phe-Lys-Thr-Leu-Ile-Met-Lys-Ile-Ala-Gly-
Arg (RODRIGUES, 2006). Esta PLA> possui o residuo Asp na posicao 49, sendo considerada

uma Asp49 PLA,. Anélises de sua regido N-terminal mostraram que ela contém residuos de
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aminodacidos conservados envolvidos no dominio de ligagdo do célcio e no sitio catalitico
(Tyr28, Gly30, Gly32, His48 e Asp49). A outra PLA; 4cida da pegonha de BpPLA>-TXI
também teve sua estrutura primaria elucidada a partir do sequenciamento de seu cDNA, o qual
¢ formado por 417 pares de bases que codificam uma proteina de 122 residuos de aminoacidos

com o residuo de aspartato na posi¢ao 49 (FERREIRA, 2011).

Os principais aspectos estruturais das PLAs 4acidas como massa
molecular, pl e aminoacidos  presentes em  suas  sequéncias sdo  similares. A
enzima Ba Spll RP4 de Bothrops alternatus contém massa molecular de 14185,48 Da, pl de
4,88, conformacdo homodimérica, ¢ composta por 121 residuos de aminoacidos, € o
alinhamento dos mesmos com aminoacidos de outras PLA»s de Bothrops revelaram um alto
grau de homologia na sequéncia (DENEGRI et al., 2010). A sequéncia amino terminal de LM-
PLA,, isolada de Lachesis muta possui um residuo de acido aspartico localizado na posigado 49,
com aminodacidos conservados presentes nas fosfolipases Asp-49, tais como Tyr-28, Gly-30,
Gly-32, His-48 (FULY et al., 2000). Chen e Chen (1989) isolaram uma PLA> da peconha
de Agkistrodon acutus, cujo peso molecular aproximado era de 16.400, ponto isoelétrico de 4.9
e apresenta os dez residuos de aminodcidos N-terminal homdlogos aos das fosfolipases A»
acidas de outras pegonhas crotalicas. A BaspPLA»-II, purificada de Bothrops asper ¢
monome¢érica, apresentando uma massa de 14.212 Da, plde 4.9, e sequéncia de 124
aminoacidos, indicando que pertence as enzimas cataliticamente ativas Asp49, e suas
caracteristicas toxicoldgicas sugerem que sua finalidade pode estar restrita as fungdes

digestivas (FERNANDEZ et al., 2010).

4.3 Caracteristicas funcionais e potencial terapéutico das PLLA2s da peconha de

Bothrops pauloensis
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Ha mais de cinquenta anos estudos envolvendo o isolamento e a caracterizagdo
estrutural e funcional de PLA>s de serpentes vém sendo realizados (SAITO; HANAHAN, 1962;
RUSSELL, 1967; BHAT; GOWDA, 1989; CHEN; CHEN, 1989; OWNBY; ANGULO et al.,
1997; COLBERG; WHITE, 1997; SERRANO et al., 1999; FULY et al., 2002; KETELHUT et
al., 2003; NUNEZ et al., 2004; PONCE-SOTO et al., 2007; CALGAROTTO et al., 2008; DIZ
FILHO et al., 2009; NUNES et al., 2011). Varios autores ainda dedicam seus esforgos no
sentido de elucidar o mecanismo de agao das fosfolipases A» isoladas de pegonhas ofidicas e a
verificagdo de seus potenciais terapéuticos.

Estas enzimas s3o responsaveis por uma variedade de efeitos toxicos e
farmacoldgicos. Dentre seus efeitos mais comuns destacam-se a miotoxicidade, edema, indugao
ou inibi¢do da agregacdo plaquetaria, neurotoxicidade, efeito hipotensor, bactericida e
citotoxicidade (FRANCISCHETTI et al., 1998; KINI, 2003; MASUDA et al., 2005; STABELI
et al., 2006; RODRIGUES et al., 2007; SANTOS-FILHO et al., 2008; FERNANDEZ et al.,
2010).

As atividades funcionais da PLA> BnSP-7 foram amplamente estudadas. Esta
proteina € capaz de induzir lesdo tecidual local, sendo caracterizada por induzir edema, necrose,
resposta inflamatoéria e lesdo neuromuscular em camundongos (OLIVEIRA et al., 2009,
OLIVEIRA et al., 2007). Oliveira e colaboradores (2007) verificaram que as lesdes teciduais
em musculos gastrocnémios (necrose € edema) induzidas pela BnSP-7 apds 24h de inoculagao
da toxina foram parcialmente regeneradas ap6s 72h e 2 semanas. A literatura tem demonstrado
que a atividade pro-inflamatoria de PLA2s promovendo o recrutamento de neutrofilos e
macrofagos para o tecido injuriado, pode também contribuir para o processo de regeneragao
tecidual (GUTIERREZ; OWNBY, 2003). Assim, pode-se cogitar a possibilidade de que estas
proteinas inicialmente induzem a lesdo tecidual, porém dao inicio ao processo regenerativo das

fibras musculares, ativando as células satélites que sdo precursoras das células musculares
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regeneradas (HARRIS, 2003). Estes sdo dados que possibilitam futuramente tratamentos para

processos de regeneragao que se encontram defasados em algumas condigdes clinicas.

A PLA> BnSP-7 também apresentou atividade antimicrobiana por suprimir o
crescimento de Escherichia coli (SOARES et al., 2000b), induziu efeito antiparasitario
induzindo citotoxicidade contra formas promastigotas de Leishmania amazonensis, €
apresentou efeitos sobre as formas amastigotas, diminuindo a viabilidade do parasita e
retardando o processo de diferenciacdo de amastigota em promastigota (NUNES et al., 2013).
Esta proteina ambém foi capaz de diminuir a adesdo e proliferagdo de formas infectantes de
Toxoplasma gondii, por meio da modulagdo de citocinas pro-inflamatorias MIF e IL-6 pelas
células hospedeiras (BORGES et al., 2016). Os autores sugeriram que a BnSP-7 pode ser uma
ferramenta importante para a descoberta de novos alvos parasitas que podem ser explorados

para o desenvolvimento de novos farmacos para o tratamento da Ieishmaniose e toxoplasmose.

Assim como as PLA»s de B. pauloensis, outras fosfolipases A isoladas das pegonhas
de variadas espécies de serpentes ja demonstraram efeitos antiparasitarios e antimicrobianos. A
acdo citotoxica de PLAzs em Leishmania sp. foi avaliada pela viabilidade do parasito em
alguns  estudos (STABELI et al, 2006; COSTAet al,2008; TORRES et
al., 2010; PEICHOTO et al., 2011). Moura e colaboradores (2014) isolaram trés fosfolipases
do tipo Az da peconha de Bothrops mattogrossensis, que foram denominadas de BmatTX-
I, BmatTX-II e BmatTX-III, e essas isoformas manifestaram citotoxicidade contra as
formas promastigotas de Leishmania amazonensis. Experimentos executados por Castillo e
colaboradores (2012) empregaram culturas in vitro do parasito Plasmodium falciparum, e seus
resultados sugerem que as PLA»s purificadas a partir da peconha de Bothrops asper apresentam
potencial antiplasmodial. Os efeitos antibacterianos das proteinas BthTx-I e BthTx-II isoladas

da peconha da espécie de serpente Bothrops jararacussu foram avaliados contra bactérias
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Gram-negativas Xanthomonas axonopodis. pv. passiflorae, € ambas as PLA»s compreenderam

atividade antibacteriana (BARBOSA et al., 2005).

Azevedo e colaboradores (2016) investigaram a atividade antitumoral da BnSP-6
sobre células de cancer de mama MDA-MB-231, uma linhagem de células triplo negativa e
altamente metastatica. Os autores demonstraram que a PLA> BnSP-6 foi citotoxica para células
MDA-MB-231 e apresentou baixa citotoxicidade para células de mama nio tumorigénica
MCF10A, relevando uma especificidade celular por alvos na célula tumoral. Além disso, a
PLA> BnSP-6 foi capaz de estimular a autofagia promovendo a formagdao de vacuolos
autofagicos e induzir apoptose, confirmada pelo aumento da expressao de genes relacionados a
via apoptdtica. Também foi demonstrado por esses autores que a BnSP-6 foi capaz de inibir a
adesdo e migracao de células MDA-MB-231, eventos importantes para metastase tumoral. Por
fim, a PLA, BnSP-6 foi capaz de provocar um aumento da expressao de genes BRCA2 e TP53,
que codificam proteinas caracterizadas como supressoras de tumor (AZEVEDO, et. al., 2016).
O efeito citotoxico causado por BnSP-6 foi consideravelmente menor contra a linhagem celular
de mama nao tumoral (MCF10A), sugerindo que a enzima apresentou uma possivel preferéncia
por alvos em células cancerigenas, somando aos efeitos antitumorais, propde-se aplicagdes
farmacéuticas desta PLA> como um agente antiangiogénico e anti-metastatico (AZEVEDO et

al., 2016).

Diversos estudos ja exploraram o efeito antitumoral de fosfolipases Az de pegonhas
de serpentes sobre diferentes linhagens celulares. A BthTX-I, oriunda da pegonha
de Bothrops jararacussu exibiu citotoxicidade induzida nas células Jurkat, B16F10 e
S180 (GEBRIM et al., 2009). Uma fosfolipase miotoxica MjTX-II, purificada a partir da
peconha de Bothrops moojeni demonstrou atividade antitumoral contra 0
tumor ascitico de Erlich, além de em adenocarcinoma de mama humano (SK-BR-3) e

células Jurkat (STABELI et al., 2006). As fosfolipases também ja demonstraram possuir
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capacidade de interferir na viabilidade induzindo a morte celular por autofagia ou apoptose
como em linhagem celular leucémica mieldéide K562 (YAN et al., 2006). Ha dois possiveis
mecanismos que podem expor o potencial terapéutico das PLA»s contra as linhagens de células
tumorais: a agdo citotoxica diretamente nas células e/ou mudancgas nos processos fundamentais
para o crescimento do tumor, como o efeito inibitorio de algumas PLA>s na
angiogénese (RODRIGUES et al., 2015).

As PLA»s BnpTX-I e BnpTXI-II também foram exploradas quanto aos seus aspectos
bioquimicos e funcionais. Ambas as proteinas foram capazes de induzir citotoxicidade sobre
células C2C12 mioblastos e miotubos, bem como induzir miotoxicidade, edema e letalidade em
camundongos. Além disso, BnpTX-I possui elevada atividade anticoagulante, bactericida
contra bactérias Gram negativas (E. coli) e Gram positivas (S. aureus), ¢ induz um bloqueio
neuromuscular em nervo frénico extraidos de camundongos (RODRIGUES et al, 2004).

As PLA>s acidas Asp 49 s@o enzimas menos exploradas na literatura quanto aos seus
efeitos bioldgicos e potenciais terapéuticos em relagdo as Lys49-PLAjs basicas. Em grande
parte das espécies de serpentes botrdpicas, o conteido de PLA»s acidas ¢ menor que o das
basicas, sendo este uma das condi¢des para o menor numero de trabalhos publicados
(CALVETE, JUAREZ ¢ SANZ, 2007). Muitas das PLA»s 4cidas ja encontradas apresentam
fraca ou nenhuma poténcia letal em camundongos, outras exibem atividades miotoxicas,
hipotensoras, desencadeiam bloqueio neuromuscular e inibigdo da agregacdo plaquetéria
(FERNANDEZ, et al., 2010). Essas fosfolipases tém sido caracterizadas como enzimas que
possuem uma alta atividade catalitica, geralmente ndo possuem muitas atividades toxicas, e
exibem multiplos efeitos farmacologicos (ANDRIAO-ESCARSO et al., 2002). J4 em
concentragdes maiores, as PLA>s acidas podem desencadear atividades toxicas como congestao

pulmonar, hemorragia intraperitoneal, inibi¢ao da retragdo do coagulo, alteracdes no tecido

27



muscular com o aumento dos niveis de creatina quinase (CLEMENT et al., 2012) e induzir
lesdes em tecidos do figado, pulmao e coragdo (NISENBOM; SEKI e VIDAL, 1986).

Outras atividades tém sido demonstradas para as PLA2s Aps-49 acidas isoladas de
peconhas de serpentes. Teixeira (2011) mostraram efeito citotoxico sobre células tumorais,
bactérias, fungos e leishmanias, inibicdo da agregacdo plaquetaria e coagulacdo do plasma e
efeito  hipotensor in  vivo utilizando a enzima BpirPLA»>-I, isolada da peconha
de B. pirajai. Rudrammaji e Gowda (1998) avaliaram a capacidade inibitoria do crescimento
da massa tumoral do tumor ascitico de Ehrlich por PLAs 4cidas da pegonha de Naja naja naja,
e pesquisadores como Bazaae colaboradores (2009) demonstraram que MVL-PLA2
isolada de Macrovipera lebetina transmediterranea induziu a adesdo e migracao celular.

As PLA»s acidas da pegonha de serpentes do género Bothrops ainda sdo pouco
exploradas e o entendimento de suas caracteristicas tanto estruturais quanto funcionais podera
colaborar para um melhor discernimento de seu mecanismo de ag@o frente as suas atividades
bioldgicas

BpPLA> e BpPLA>-TXI de B. pauloensis foram capazes de inibir a agregacao

plaquetaria induzida por colageno e ADP (RODRIGUES et al., 2007), mostrando uma
potencialidade ao tratamento de disfun¢des plaquetarias relacionadas a agregagdo, como a
trombose. Porém, Huang e colaboradores. (1984) demonstraram que essa inibi¢ao pode ser
independente de atividade catalitica. Wang et al. (1996) demonstraram que uma PLA, acida
de A. halys pallas continha um dominio aromdtico associado com residuos acidos que

poderiam estar envolvidos na inibi¢do da agregacao plaquetaria.

Santos-filho e colaboradores (2008) testaram a capacidade de inibi¢ao da agregacao
plaquetaria por BmooTX-I, isolada de Bothrops moojeni, a qual foi capaz de inibir a
agregacdao plaquetaria induzida por agonistas fisiologicos como coldgeno ou ADP de

maneira dependente da concentragdo. Outras PLA; 4cidas que exibem inibi¢ao da agregacao
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plaquetdria ~ foram  purificadas, tais como LM-PLA>-I e  LM-PLA>-II
de Lachesis muta (FULY et al., 2000; FULY et al., 2002) e BE-IPLA»
de B. erythromelas (MODESTO et al., 2006). Quando testada em plasma rico em plaquetas,
a enzima BE-I-PLA; demonstrou efeito inibitdério eficaz na agregacao induzida por acido
araquidonico e coladgeno, exceto por ADP, e ndo modificou a agregacdo em plaquetas
lavadas (MODESTO et al., 2006). Sobrinho (2014) por meio de ensaio de agregagdo
plaquetdria detectou que ambas as PLAjs purificadas de Bothrops brazili (Braziliase-
I e II) indicaram apresentar atividade antiplaquetaria sobre a agregacao induzida por ADP e

a Braziliase-II sobre a agregacao induzida por colageno também.

Estes estudos de inibigdo da agregacdo plaquetéria utilizando PLA»s de peconha
ofidica podem indicar um possivel direcionamento para novas pesquisas visando o
entendimento dos processos moleculares envolvidos na agregacao de plaquetas, bem como
tais estudos permitem a geracdo de novos modelos moleculares para o desenho racional de

futuros farmacos para o tratamento de desordens tromboticas.

5. CONCLUSAO

De modo geral, diversas fun¢des ja foram descobertas sobre componentes bioativos
purificados e caracterizados de pegonhas de serpentes. Os estudos realizados com as isoformas
de PLAzs de Bothrops pauloensis ja isoladas demonstram que essas proteinas podem ser
promissoras para a sintese de novas drogas ou uteis para revelar alvos moleculares importantes
para o desenho racional de farmacos. Diferentemente das Asp49, as PLA>s Lys49 ndo
interagem com o calcio do sitio ativo, sendo consideradas cataliticamente inativas, porém
também apresentam efeitos citotdxicos e ambas possuem como possiveis alvos a hemostasia,

inducdo da citotoxicidade contra formas parasitirias, microrganismos e variados tipos de
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linhagens de células tumorais. O desenvolvimento de pesquisas nessa area representa grande
importancia, possibilitando um futuro desenvolvimento de farmacos obtidos a partir de fontes
naturais, e com maior especificidade e eficacia, podendo apresentar também tratamentos com

menores custos.
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7. NORMAS DA REVISTA TOXICON

Estrutura do artigo

Subdivisao - sec6es numeradas: Divida seu artigo em secdes claramente definidas e
numeradas. As subse¢des devem ser numeradas como 1.1 (em seguida, 1.1.1, 1.1.2, ...),
1.2, etc. (o resumo nao estd incluido na numeracdo da se¢do). Use esta numeragao
também para referéncia cruzada interna: ndo se refira apenas ao 'texto'. Qualquer
subsecdo pode receber um breve titulo. Cada titulo deve aparecer em sua propria linha

separada.

Introducio: Indique os objetivos do trabalho e fornega um contexto adequado, evitando

uma pesquisa bibliografica detalhada ou um resumo dos resultados.

Material e métodos: Fornecer detalhes suficientes para permitir que o trabalho seja
reproduzido por um pesquisador independente. Os métodos ja publicados devem ser
resumidos e indicados por uma referéncia. Se estiver citando diretamente de um método
publicado anteriormente, use aspas e cite também a origem. Quaisquer modificagdes nos

métodos existentes também devem ser descritas.

Experimental: Fornecer detalhes suficientes para permitir que o trabalho seja
reproduzido por um pesquisador independente. Os métodos ja4 publicados devem ser
resumidos e indicados por uma referéncia. Se estiver citando diretamente de um método
publicado anteriormente, use aspas e cite também a origem. Quaisquer modificagdes nos

métodos existentes também devem ser descritas.

Procedimentos experimentais: Todos os experimentos em animais devem ser realizados
de acordo com a Lei de Animais (Procedimentos Cientificos) do Reino Unido de 1986 e
diretrizes associadas, a Diretriz do Conselho das Comunidades Européias de 24 de
novembro de 1986 (86/609 / EEC) ou o Guia do National Institutes of Health para o
cuidado. e uso de animais de Laboratdrio (NIH Publications No. 8023, revisado em 1978)
e os autores devem indicar claramente no manuscrito que tais diretrizes foram
seguidas. Todos os estudos em animais precisam garantir que eles estejam em
conformidade com as diretrizes da ARRIVE. Mais informagdes podem ser encontradas

em http://www.nc3rs.org.uk/page.asp?id=1357.
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Teoria / calculo: Uma segao tedrica deve estender, ndo repetir, o pano de fundo do artigo
jé tratado na Introdugao e langar as bases para trabalhos futuros. Em contraste, uma se¢ao

de calculo representa um desenvolvimento pratico de uma base tedrica.

Resultados: Os resultados devem ser claros € concisos.

Discussao: Isso deve explorar o significado dos resultados do trabalho, ndo repeti-
los. Uma sec¢ao combinada de Resultados e Discussao ¢ frequentemente apropriada. Evite

citagcdes extensas e discussdo de literatura publicada.

Conclusdes: As principais conclusdes do estudo podem ser apresentadas em uma breve
secao de Conclusoes, que pode ser independente ou formar uma subsec¢ao de uma segao

Discussdo ou Resultados e Discussao.

Apéndices: Se houver mais de um apéndice, eles devem ser identificados como A, B, etc.
Formulas e equagdes nos apéndices devem receber numeragdo separada: Eq. (A.1),
Eq.(A.2), etc .;em um apéndice subsequente, a Eq.(B.1) e assim por

diante. Similarmente para tabelas e figuras: Tabela A.1; Fig. A.1, etc.

Informacgoes essenciais da pagina de titulo

* Titulo. Conciso e informativo. Titulos sdo frequentemente usados em sistemas de

recuperagdo de informacdes. Evite abreviagdes e formulas sempre que possivel.

* Nomes e afiliacdes dos autores. Por favor, indique claramente o (s) nome (s) e nome
(s) de familia de cada autor e verifique se todos os nomes estdo escritos com
precisdo. Vocé pode adicionar seu nome entre parénteses em seu proprio script por tras
da transliteracdo em inglés. Apresente os enderecos de afiliagdo dos autores (onde o
trabalho real foi feito) abaixo dos nomes. Indique todas as afiliagdes com uma letra em
sobrescrito minuscula imediatamente apds o nome do autor e em frente ao endereco
apropriado. Forneca o enderego postal completo de cada afiliagdo, incluindo o nome do

pais e, se disponivel, o endereco de e-mail de cada autor.

* Autor correspondente. Indique claramente quem ird lidar com correspondéncia em
todas as fases de arbitragem e publicacao, também pos-publicacdo. Esta responsabilidade

inclui responder a quaisquer consultas futuras sobre Metodologia e Materiais. Assegure-
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se de que o enderego de e-mail seja fornecido e que os detalhes de contato sejam mantidos

atualizados pelo autor correspondente.

* Endereco presente / permanente. Se um autor se mudou desde que o trabalho descrito
no artigo foi feito, ou estava em visita no momento, um "endereco atual" (ou "endereco
permanente") pode ser indicado como uma nota de rodapé para o nome desse autor. O
endereco no qual o autor realmente fez o trabalho deve ser mantido como o enderego

principal de afiliacdo. Numeros arabes sobrescritos sao usados para tais notas de rodapé.

Resumo: Um resumo conciso e factual € necessario. O resumo deve indicar brevemente
0 objetivo da pesquisa, os principais resultados e principais conclusdes. Um resumo ¢
frequentemente apresentado em separado do artigo, por isso deve ser capaz de ficar
sozinho. Por esta razdo, as Referéncias devem ser evitadas, mas se for essencial, entdo
cite o (s) autor (es) e o (s) ano (s). Além disso, abreviagdes ndo-padrdo ou incomuns
devem ser evitadas, mas se essenciais devem ser definidas em sua primeira mengao no

proprio resumo.

Resumo grafico: Embora um resumo grafico seja opcional, seu uso ¢ incentivado, pois
atrai mais atenc¢do para o artigo on-line. O resumo grafico deve resumir o conteudo do
artigo em uma forma concisa e pictorica projetada para capturar a atengdo de um puiblico
amplo. Os resumos graficos devem ser enviados como um arquivo separado no sistema
de submissao online. Tamanho da imagem: forne¢a uma imagem com um minimo de 531
x 1328 pixels (h X w) ou proporcionalmente mais. A imagem deve ser legivel em um
tamanho de 5 % 13 cm usando uma resolugao de tela regular de 96 dpi. Tipos de arquivos
preferidos: arquivos TIFF, EPS, PDF ou MS Office. Vocé pode ver os Exemplos de
Resumos Graficos em Nnosso site de informagades.
Autores podem fazer uso dos Servicos de Ilustracdo da Elsevier garantir a melhor

apresentagdo de suas imagens e de acordo com todos 0s requisitos técnicos.

Destaques: Destaques sdo obrigatorios para este perioddico. Eles consistem em uma
pequena colegdo de pontos que transmitem os principais resultados do artigo e devem ser
enviados em um arquivo separado no sistema de submissdo on-line. Por favor, use
'Destaques' no nome do arquivo e inclua de 3 a 5 marcadores (maximo de 125 caracteres,
incluindo  espagcos, ou, no maximo, 20 palavras por ponto de

marcador). Veja http://www.elsevier.com/highlights para exemplos.
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Palavras-chave: Imediatamente apos o resumo, forne¢ca no maximo 6 palavras-chave,
usando ortografia americana e evitando termos gerais e plurais e varios conceitos (evite,
por exemplo, 'e', 'de'). Seja poupado com abreviaturas: apenas as abreviaturas firmemente
estabelecidas no campo podem ser elegiveis. Essas palavras-chave serdao usadas para

propositos de indexagao.

Abreviagoes: Defina abreviagdes que nao sao padrao neste campo em uma nota de rodapé
a ser colocada na primeira pagina do artigo. Tais abreviaturas que sdo inevitaveis no
resumo devem ser definidas em sua primeira mengdo, assim como na nota de

rodapé. Assegure a consisténcia das abreviaturas ao longo do artigo.

Agradecimentos: Agrupe os agradecimentos em uma secao separada no final do artigo
antes das referéncias e, portanto, ndo os inclua na pagina de titulo, como uma nota de
rodapé no titulo ou de outra forma. Liste aqui as pessoas que forneceram ajuda durante a
pesquisa (por exemplo, fornecendo ajuda no idioma, escrevendo ajuda ou revisando o

artigo, etc.).

Formatacao de fontes de financiamento

Citar fontes de financiamento desta forma padrdo para facilitar a conformidade com os

requisitos do financiador:

Financiamento: Este trabalho foi apoiado pelos Institutos Nacionais de Saude [nimeros
concedidos xxxx, yyyy]; a Fundacdo Bill & Melinda Gates, Seattle, WA [nimero de

concessao zzzz]; e os Institutos de Paz dos Estados Unidos [conceder numero aaaal.

Nao ¢ necessario incluir descrigdes detalhadas sobre o programa ou tipo de subsidios e
prémios. Quando o financiamento for proveniente de uma bolsa em bloco ou de outros
recursos disponiveis para uma universidade, faculdade ou outra instituicdo de pesquisa,

envie o nome do instituto ou organizacdo que forneceu o financiamento.

Se nenhum financiamento tiver sido fornecido para a pesquisa, inclua a seguinte frase:

Esta pesquisa ndo recebeu nenhuma concessao especifica de agéncias de financiamento

nos setores publico, comercial ou sem fins lucrativos.
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Féormulas matematicas: Por favor, submeta equagdes matematicas como texto editavel
e ndo como imagens. Apresente formulas simples de acordo com o texto normal sempre
que possivel e use (/) em vez de uma linha horizontal para pequenos termos fraciondrios,
por exemplo, X / Y. Em principio, as variaveis devem ser apresentadas em italico. Os
poderes de e sdo frequentemente mais convenientemente denotados por exp. Numere
consecutivamente as equagdes que devem ser exibidas separadamente do texto (se

mencionadas explicitamente no texto).

Notas de rodapé devem ser usadas com moderagdo. Numere-os consecutivamente ao
longo do artigo. Muitos processadores de texto criam notas de rodapé no texto e esse
recurso pode ser usado. Se este ndo for o caso, indique a posi¢ao das notas de rodapé no

texto e apresente as notas de rodapé separadamente no final do artigo.

Obra de arte

Pontos gerais da Arte eletronica:
* Certifique-se de wusar letras e tamanhos uniformes de sua arte original.
» Fontes preferidas: Arial (ou Helvetica), Times New Roman (ou Times), Simbolo,
Courier.

* Numere as ilustragdes de acordo com sua sequéncia no texto.
* Use uma convengdo de nomenclatura logica para seus arquivos de ilustracdes.
* Indique por figura se ¢ uma imagem de ajuste unica, de 1,5 ou de 2 colunas.
» Somente para envios de palavras, vocé ainda pode fornecer figuras e suas legendas e
tabelas em um unico arquivo no estagio de revisao.
* Observe que os arquivos de figuras individuais maiores que 10 MB devem ser
fornecidos em arquivos de origem separados.

Um guia detalhado sobre arte eletronica esta disponivel.

Formatos: independentemente da aplicagdo utilizada, quando o seu trabalho artistico
eletronico ¢ finalizado, por favor 'salvar como' ou converter as imagens para um dos
seguintes formatos (observe os requisitos de resolucdo para desenhos de linha, meios-
tons e combinagdes de linha /  meio-tom  abaixo  indicados):
EPS (ou PDF): desenhos vetoriais. Incorporar a fonte ou salvar o texto como 'graficos'.
TIFF (ou JPG): Fotografias coloridas ou em tons de cinza (meios-tons): use sempre um

minimo de 300 dpi.
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TIFF (ou JPG): Desenhos de linha de bitmap: use no minimo 1.000 dpi.
TIFF (ou JPG): combina linhas / tons de bitmap (cores ou tons de cinza): ¢ necessario um

minimo de 500 dpi.

Por favor nio:

* Fornecer arquivos otimizados para uso na tela (por exemplo, GIF, BMP, PICT, WPG); a
resolugao ¢ muito baixa.
. Fornega arquivos com resolucdo muito baixa.

* Envie graficos que sdo desproporcionalmente grandes para o contetido.

Trabalho artistico colorido: Certifique-se de que os arquivos de trabalho artistico
estejam em um formato aceitavel (arquivos TIFF (ou JPEG), EPS (ou PDF) ou MS
Office) e com a resolugdo correta. Se, juntamente com o seu artigo aceito, vocé enviar
figuras em cores utilizdveis em seguida, Elsevier ird garantir, sem nenhum custo
adicional, que estes nlimeros irdo aparecer a cores on-line (por exemplo, ScienceDirect e
outros sites), independentemente de haver ou nao estas ilustragdes sdo reproduzidas em
cor na versdo impressa. Para reproducao em cores impressa, vocé recebera informagdes
sobre os custos da Elsevier apos o recebimento do artigo aceito. Por favor, indique sua
preferéncia por cor: impressa ou on-line. Mais informagdes sobre a preparacdao de arte

eletronica .

Legendas das figuras: Assegure-se de que cada ilustracdo tenha uma legenda. Uma
legenda deve conter um breve titulo (ndona propria figura) e uma descricdo da
ilustragdo. Mantenha o texto nas proprias ilustragdes no minimo, mas explique todos os

simbolos e abreviagdes usadas.

Tabelas: Por favor, envie tabelas como texto editavel e ndo como imagens. As tabelas
podem ser colocadas ao lado do texto relevante no artigo ou em paginas separadas no
final. Numere as tabelas consecutivamente de acordo com sua aparéncia no texto e
coloque quaisquer notas de tabela abaixo do corpo da tabela. Seja poupado no uso de
tabelas e garanta que os dados apresentados neles ndo dupliquem os resultados descritos
em outra parte do artigo. Por favor, evite usar regras verticais € sombreamento nas células

da tabela.

Referéncias:
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Citacao no texto: Certifique-se de que todas as referéncias citadas no texto também
estejam presentes na lista de referéncias (e vice-versa). Quaisquer referéncias citadas no
resumo devem ser dadas na integra. Resultados ndo publicados e comunicagdes pessoais
nao sdo recomendados na lista de referéncias, mas podem ser mencionados no texto. Se
essas referéncias forem incluidas na lista de referéncias, elas devem seguir o estilo de
referéncia padrdo da revista e incluir uma substituicdo da data de publicacdo por
"Resultados ndo publicados" ou "Comunicacao pessoal". A citacdo de uma referéncia

como 'in press' implica que o item foi aceito para publicacao.

Links de referéncia: A maior capacidade de descoberta de pesquisas e a revisdo por
pares de alta qualidade sdo asseguradas por links on-line para as fontes citadas. Para nos
permitir criar links para servigos de abstracdo e indexagdo, como Scopus, CrossRef e
PubMed, assegure-se de que os dados fornecidos nas referéncias estejam corretos. Por
favor, note que sobrenomes incorretos, titulos de peridédicos / livros, ano de publicagdo e
paginagao podem impedir a criacdo de links. Ao copiar referéncias, tenha cuidado, pois

elas ja podem conter erros. O uso do DOI ¢ incentivado.

Um DOI pode ser usado para citar e vincular a artigos eletronicos onde um artigo ¢ in-
press e detalhes completos de citagdo ainda ndo sdo conhecidos, mas o artigo esta
disponivel online. Um DOI ¢ garantido para nunca mudar, entdo vocé pode usa-lo como
um link permanente para qualquer artigo eletronico. Um exemplo de uma citagio usando
0 DOI para um artigo ainda nao publicado ¢: VanDecar JC, Russo RM, James DE, Ambeh
WB, Franke M. (2003). Continuagdo Aseismic da lajes de Lesser Antilles abaixo do
nordeste da Venezuela. Journal of Geophysical Research,
https://doi.org/10.1029/2001JB000884. Por favor, note que o formato de tais citagdes

deve estar no mesmo estilo de todas as outras referéncias no artigo.

Referéncias da Web: No minimo, a URL completa deve ser fornecida e a data em que a
referéncia foi acessada pela ultima vez. Qualquer informagdo adicional, se conhecida
(DOI, nomes de autores, datas, referéncia a uma publicacdo de origem, etc.), também
deve ser fornecida. As referéncias da Web podem ser listadas separadamente (por
exemplo, ap0s a lista de referéncias) sob um cabegalho diferente, se desejado, ou podem

ser incluidas na lista de referéncias.
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Referéncias de dados: Esta revista encoraja-o a citar conjuntos de dados subjacentes ou
relevantes no seu manuscrito, citando-os no seu texto ¢ incluindo uma referéncia de dados
na sua Lista de Referéncias. As referéncias de dados devem incluir os seguintes
elementos: nome (s) do autor, titulo do conjunto de dados, repositorio de dados, versao
(quando disponivel), ano e identificador global persistente. Adicione o [dataset]
imediatamente antes da referéncia para que possamos identifica-lo corretamente como

uma referéncia de dados. O identificador [dataset] ndo aparecera em seu artigo publicado.

Referéncias em uma edicio especial: Assegure-se de que as palavras "esta questao"
sejam adicionadas a quaisquer referéncias na lista (e quaisquer citagdes no texto) a outros

artigos na mesma Edicdo Especial.

Formatacgao de referéncia: Nao hé requisitos rigidos na formatacdo de referéncia no
envio. As referéncias podem estar em qualquer estilo ou formato, desde que o estilo seja
consistente. Quando aplicavel, nome (s) do (s) autor (es), titulo do perioddico / titulo do
livro, titulo do capitulo / titulo do artigo, ano de publicagdo, nimero do volume / capitulo
do livro e paginacdo devem estar presentes. O uso do DOI ¢ altamente incentivado. O
estilo de referéncia usado pela revista sera aplicado ao artigo aceito pela Elsevier na etapa
de prova. Observe que os dados ausentes serdo destacados no estdgio de prova para o
autor corrigir. Se vocé deseja formatar as referéncias por conta propria, elas devem ser

organizadas de acordo com os seguintes exemplos:

Estilo de referéncia
Texto: Todas as citacdes no texto devem referir-se a:
1. Autor unico.: o nome do autor (sem iniciais, a menos que haja ambiguidade) e o ano de
publicacao;

2. Dois  autores: os nomes dos autores e o ano de publicagdo;
3. Trés ou mais autores: nome do primeiro autor seguido de "et al."e o ano da
publicagao.

As citagdes podem ser feitas diretamente (ou entre parénteses). Grupos de referéncias
devem ser listados primeiro em ordem alfabética, depois em ordem cronoldgica.
Exemplos: 'como demonstrado (Allan, 2000a, 2000b, 1999; Allan e Jones, 1999). Kramer
et al. (2010) mostraram recentemente '

Lista: As referéncias devem ser organizadas primeiro em ordem alfabética e depois

classificadas cronologicamente, se necessario. Mais de uma referéncia do (s) mesmo (s)
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autor (es) no mesmo ano deve ser identificada pelas letras 'a', 'b', 'c' etc., colocadas apos

0 ano de publicacio.
Exemplos:
Referéncia a uma publicacao de revista:

Van der Geer, J., Hanraads, JAJ, Lupton, RA, 2010. A arte de escrever um artigo
cientifico. J. Sci. Comum. 163, 51-59.

Referéncia a um livro:

Strunk Jr., W., White, EB, 2000. The Elements of Style, quarta ed. Longman, Nova York.

Referéncia a um capitulo de um livro editado:
Mettam, GR, Adams, LB, 2009. Como preparar uma versao eletronica de seu artigo, em:
Jones, BS, Smith, RZ (Eds.), Introduc¢ao a Era Eletronica. E-Publishing Inc., Nova lorque,
pp. 281-304.

Referéncia a um site:
Cancer Research UK, 1975. Relatorios de estatisticas de cancer para o Reino
Unido. http://www.cancerresearchuk.org/aboutcancer/statistics/cancerstatsreport/

(acessado em 13 de marco de 2003).

Referéncia a um conjunto de dados:
[dataset] Oguro, M., Imahiro, S., Saito, S., Nakashizuka, T., 2015. Dados de mortalidade
para a doenca de murchar japonesa e composi¢des florestais circundantes. Dados

Mendeley, v1. https://doi.org/10.17632/xwj98nb39r.1.
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