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“Mesmo quando tudo parece desabar, cabe a mim decidir entre
rir ou chorar, ir ou ficar, desistir ou lutar, porque descobri, no

caminho incerto da vida, que o mais importante é o decidir”

(Cora Coralina)



Resumo

As enzimas PLA> de pegonhas de serpentes sdo muito investigadas dada a grande
variedade de seus efeitos farmacoldgicos, como cardiotoxicidade, anticoagulacao,
neurotoxicidade, miotoxicidade, ativacdo e/ou inibi¢do da agregacdo plaquetéaria, edema,
convulsdo, hipotensdo e hemorragia. Desta forma questionamentos da resisténcia das proprias
serpentes sobre o efeito deletério dessas enzimas em seu organismo, traz novas perspectivas
sobre os inibidores em seu sangue. Os inibidores de PLA»s oriundos do plasma de serpentes
tém sido estudados demonstrando um alto potencial terapéutico em patologias nas quais as
PLAss protagonizam em varios eventos moleculares. Assim, este trabalho teve como objetivo
expressar, purificar e avaliar a inibi¢do de um inibidor recombinante do tipo gama isolado do
soro da serpente Crotalus durissus collilinetaus expresso em um sistema heterologo utilizando
E. coli. Para a sua purificacdo foi utilizado dois passos cromatograficos um de troca idnica
utilizando a resina Q-Sepharose Fast Flow e o outro por afinidade pela afinidade em coluna
NHS imobilizada com PLA> BnSP-7, sendo o grau de pureza avaliado por HPLC e Eletroforese
em gel de poliacrilamida com agentes desnaturantes (SDS-PAGE 12,5%). O perfil
cromatografico na troca ionica apresentou 6 fracdes (Ql a Q6). As fracdes Q4 e QS5
apresentaram uma banda na faixa de 25kDa correspondente a massa molecular do inibidor
nativo. O inibidor purificado apresenta um potencial inibitério sobre a atividade PLA» da
peconha de B. pauloensis semelhante ao inibidor nativo. No entanto novos estudos sao
necessarios para se tragar um melhor perfil de inibigao frente a diferentes classes de PLA2s bem
como diferentes atividades bioldgicas induzidas por estas, tais como a atividade miotdxica,

edematogénica, inibi¢do da agregacao plaquetaria, etc.

Palavras-chaves: Inibidores de PLAj, inibidores recombinates do tipo 7y, Proteina

Recombinante, Crotalus durrisus collineatus, Fosfolipases A2, Serpentes.



Abstract

The PLA> enzymes from snake venoms are widely investigated given the wide range of
pharmacological effects such as cardiotoxicity, anticoagulation, neurotoxicity, myotoxicity,
activation and/or inhibition of platelet aggregation, edema, seizure, hypotension and
hemorrhaged. In these way questions of the resistance of the snakes themselves on the
deleterious effect of these enzymes in their organism, brings new perspectives on the inhibitors
in their blood. The Inhibitors of PLA»s from snake plasma have been studied demonstrating a
high therapeutic potential in pathologies in which PLA»s play a role in various molecular
events. Thus, this work aimed to express, purify and evaluate the inhibition of a gamma-type
recombinant inhibitor isolated from the serum of Crotalus durissus collilinetaus expressed in a
heterologous system using E. coli. For the purification, two ion exchange chromatographic
steps were utilized using the Q-Sepharose Fast Flow resin and the other by affinity affinity for
the NHS column affinity immobilized with BnSP-7 PLA», being the HPLC-evaluated grade
and gel electrophoresis of polyacrylamide with denaturing agents (SDS-PAGE 12.5%). The
chromatographic profile in the ionic exchange presented 6 fractions (Q1 to Q6). Fractions Q4
and Q5 presented a band in the range of 25kDa corresponding to the molecular mass of the
native inhibitor. The purified inhibitor has an inhibitory potential on the PLA> activity of B.
pauloensis venom similar to the native inhibitor. However, new studies are needed to establish
a better inhibition profile against different classes of PLA»s as well as different biological
activities induced by them, such as myotoxic, edematogenic activity, inhibition of platelet

aggregation, etc.

Keywords: PLA; inhibitors, recombinant y-type inhibitors, Recombinant Protein, Crotalus

durrisus collineatus, Phospholipases A2, Serpents
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1.Introducao

1.1Serpentes e ofidismo

As serpentes pertencem a classe Reptilia que dispde atualmente de 10.700 espécies de
répteis reconhecidas no mundo (UETZ&HOSEK 2018), sendo dividida nasOrdensTestudines
(inclui todas as tartarugas), Rhyncocephalia (duas espécies de tuatara), Crocodylia (os jacarés,
crocodilos, aligatores e o gavial) e Squamata (todas as serpentes, cobras-de-duas-cabegas e

lagartos) (SLAVENKO, ET AL. 2019).

A Ordem Squamata possui uma subordem de grande importancia para a satde publica,
a subordem Ophidia. De acordo com Costa & Bérnilis (2018), no Brasil foram identificadas
442 espécies de serpentes, na qual aproximadamente 40% sdo endémicas do nosso territorio.
Outro estudo realizado entre os anos de 1758 e 2012 foram registrou cerca de 3783 espécies de
serpentes (3509 existentes e 274 espécies extintas), destas aproximadamente 689 eram

peconhentas (WALLACH ET AL, 2014).

As serpentes sdo classificadas em nove familias, das quais apenas duas sdo
consideradas peconhentas. A primeira familia ¢ a Elapidae, que ¢ representada pelas corais-
verdadeiras do género Micrurus e Leptomicrurus ¢ a segunda familia ¢ a Viperidae,
representada pelos géneros Bothrops, Crotalus e Lachesis, conhecidas como jararacas,

cascavéis e surucucus (PYRON ET AL., 2013).

As espécies da familia Viperidae consideradas pegonhentas, possuem especializagdes
morfoldgicas que através de um processo de evolugdo, demonstraram que essas caracteristicas
proporcionaram a eficdcia no momento de subjugar a presa e de defesa nos momentos de
ameacas. Primeiramente dispdem de glandulas veneniferas especializadas, onde a peconha ¢
produzida em células epiteliais aprimoradas que forram a superficie interna e secretam a para o
limen da glandula, onde ¢ estocada. Alem disso, possuem a denticdo solendglifa, ou seja,
apresentam duas presas especializadas com canais no seu interior e moveis, no qual veneno ¢
inoculado ativamente no tecido da presa semelhante a uma seringa (Figura 1C)(SILVEIRA JR
ET AL., 2016).

Outro processo adaptativo foi na percepcao do ambiente, dado que a visdo possui
algumas deficiéncias, as serpentes dispdem de outros Orgdos sensoriais para suprir essa

caréncia. A lingua bifida ou bifurcada associada ao 6rgao de Jacobson ou Vomeronasal (que se
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localiza em um orificio no palato) proporciona a capacidade detectar feromdnios, captando
particulas exaladas pela sua presa. A fosseta loreal, ¢ localizada entre a narina e os olhos em
cada lado da sua mandibula, possuem terminagdes nervosas termorreceptoras, que permite a

percepcao das diferencas de temperatura no ambiente. (GUEDES, 2014;) (Figura 1A).

As cascavéis pertencem a familia Viperidae e subfamilia Crotalinea, que sao
representadas pelos géneros Crotalus e Sistrurus. Essas serpentes possuem caracteristicas
anatomicas Unicas que ajudam na sua identificagdo em relag@o a outras espécies de serpentes.
A mais marcante caracteristica ¢ presenga de um guizo ou chocalho na porcao final de sua
cauda, que deu a origem ao seu nome de origem grega que significa “castanhola”

(BERNARDES, 2014) (Figura 1B).

Figural: Imagens mostrando caracteristicas comuns pertencentes a Crotalus durrisus sp. A — A
seta mostra a fosseta loreal. B — Seta indica a caracteristica marcante da espécie, o Guizo. C —

Mostra a dentig@o presente na espécie. Fonte: Renato Augusto Martins

A espécie Crotalus durrissus é subdividida em 12 subespécies com o registro de sete
delas no Brasil sendo elas: C. d. cascavella nas areas de caatinga do nordeste; C. d. collilineatus
na regido de Minas Gerais, Sdo Paulo e Centro-oeste; C. d. dryinas no estado do Amapa; C. d.
marajoensis na ilha de Marajo; C. d. ruruima regiao do norte; C. d. terrificus na regido sul e

sudeste e C. d. trigonicus no estado de Roraima. (VALLE; BRITES, 2012) (Figura 2).
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Figura 2- Mapa de distribuicdo das subespécies de Crotalus durissus no territorio brasileiro

(fonte: GONZAGA, 2017)

A subespécie Crotalus durissus collilineatus possui faixas longitudinais na regido da

nuca (caracteristica morfologica distinta da espécie Crotalus durissus) e apresenta manchas

romboides com o seu contorno mais evidenciado em cores claras (COSTA &BERNILIS, 2018)

(Figura 2)

Figura 3- Espécimes da subespécie Crotalus durissus collilineatus. Destaque para o centro das
manchas romboides visivelmente mais claros, caracteristica morfologica principal da
subespécie. Universidade Federal de Uberlandia, Setor de Manutencao de Répteis — Criadouro

conservacionista da fauna silvestre- Finalidade Cientifica (Fonte: GIMENES, S.N.C. 2013)
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O ofidismo representa um problema de saude publica grave e negligenciado pelos
paises, principalmente em aeras onde o clima ¢ mais quente e umido, ou seja, no continente
com 4reas tropicais como na Africa, Asia, America Latina e parte da Oceania. Assim a
distribuicdo territorial ¢ justificada pelo fato de que as serpentes sdo animais ectotérmicos e
necessitam de uma fonte externa de calor para regular sua temperatura corporal. Alem disso, os
acidentes ocorrem com mais frequéncia em areas rurais na qual ha coincidéncia da época do

plantio (época chuvosa) com a época de maior atividade das serpentes (GUTIERREZ, 2017).

De acordo com o Sistema de informacao de agravos de notificagao (SINAN) no Brasil,
estima-se que entre os anos de 2000 a 2017, foram registrados 500.681 casos de acidentes
ofidicos e 1.992 casos que chegaram a 6bitos. Contudo, esses dados ndo representa a realidade

devido a falha de comunicagao entre os 6rgaos de saude e a subnotificagdo da populagdo.

1.2 Peconha crotalica

A pegonha de origem animal ¢ uma elaborada combinac¢do de componentes organicos
de baixa massa molecular (aminoacidos livres, peptideos, carboidratos, lipidios, nucleotideos,
critratos), proteinas com ou sem propriedade enzimatica (fosfolipasesA,, aminotransferase,
fosfoesterases, proteases, hialuronidases, L-aminoacidos oxidases, acetilcolisnesterases,
ativadores de proteina C, lectinas, precusores de peptideos bioativos), inibidores enzimaticos e
compostos inorganicos, que foi aprimorada em milhares de anos de evolucao através da selegao
natural para atuar com eficiéncia na relagdo presa e predador (CALVETE ET AL., 2009). Essa
mistura complexa pode abranger inimeros efeitos, como neurotoxicidade, cardiotoxicidade,
miotoxicidade, hemostasia (hemorragia, coagulagdo, fibrinolise e alteragdo na fungao

plaquetaria), lesdes locais com edemas e entre outras reagcdes (SAMPAIO ET AL., 2005).

A pegonha crotalica é composta principalmente por peptideos e proteinas com agao
neurotdxica. Esta se caracteriza por induzir nenhuma ou baixa lesdo local, no entanto exibe
intensa atividade neurotdxica, por bloquear as jun¢des neuromusculares, e induzir atividade
miotdxica sistémica, podendo levar a morte por quadro de paralisia respiratoria progressiva, ou
por faléncia renal devido a rabdomidlise (PINHO; FERREIRA, 2001; BRASIL, MINISTERIO
DA SAUDE, 2018).


http://www.portalsinan.saude.gov.br/
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A neurotoxicidade induzida pela pegonha crotalica ¢ atribuida principalmente a
crotoxina. Esta proteina representa cerca de 70 a 80% da composicdo total da pegonha
(WARRELL, 2010). A sua estrutura dispde de uma subunidade basica, que possui atividade
fosfolipasica Az (PLA») de intensa toxicidade e que ¢ o principal componente neurotéxico do
veneno; e a subunidade 4cida, a crotapotina, que potencializa as agdes da PLA> (AGUIAR ET
AL., 1997). A ligagao entre as subunidades ¢ fraca e reversivel; e podem ser encontradas nas

peconhas sob forma livre ou associadas (FORTES-DIAS ET AL., 1994).

De acordo com os estudos de transcriptoma e proteoma da peconha de Crotalus
durrisus collilineatus realizados por Boldrini-Franga et al (2009), foi possivel identificar além
da presenca majoritaria da crotoxina, outras s principais toxinas que compdem esta peconha,
como crotamina, giroxina, serinoprotease, convulxina, lectina tipo-C indutora de agregagao
plaquetaria,entre outras. A crotamina ¢ um polipeptideo catidnico, ndo enzimatico € nao
citolitico, composto por 42 aminoacidos, rico em aminoacidos basicos, sendo nove lisinas e
duas argininas, com peso molecular de aproximadamente 4,88 kDa. Dentre seus principais
efeitos farmacoldgicos destacam-se a capacidade de induzir mitoxicidade e neurotoxicidade,
além disso, ja foram demonstrados potenciais efeitos terap€uticos como antitumoral,
antimicrobiana, antifingica, antimaldrica, dentre outras (EL CHAMY MALUF ET AL., 2016;
PEREIRA ET AL., 2011; YAMANE ET AL., 2013). Em outro estudo realizado por Boldrini-
Franca (2010), foi comprovada que essa toxina ¢ variavel entre as popula¢des de serpente deste
género (a nivel individual), apresentando-se como crotamina-positivo, na presenga desta toxina,

ou crotamina-negativo, na auséncia da mesma.

A Convulxina ¢ uma glicoproteina neurotdxica de alta massa molecular, cerca de 70
kDa, que provoca distirbios no sistema nervoso autonomo com efeitos que se caracterizam por
convulsdes tdnico-cronicas, alteracdes circulatorias e respiratdrias, ativagdo e agregacao
plaquetdria na auséncia de fibrinogénio (OGA, CAMARGO E BATISTUZZO, 2014). A
girotoxina, também isolada desta peconha, ¢ um peptideo trombina-simile, um fator importante
de coagulagdo e apresenta diversas atividades, como amidasica, esterdsica e fibrinogenolitica
(KINI, 2006). As serinoprotease, as chamadas SVSPs sdo glicoproteinas com massa molecular
variando entre 23 a 67 kDa catalisam uma ampla gama de reagdes que podem atuar em pontos
distintos da via de coagulacdo, por ativagao ou inibi¢do especifica de componentes envolvidos

na agregac¢ao plaquetdria, coagulacao sanguinea e fibrinolise (BRAUD ET AL, 2000).
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1.3 Classificacao e caracteristicas estruturais e funcionais das PLA2s

As fosfolipases sao enzimas amplamente distribuidas nos organismos vivos, estao
envolvidas no catabolismo de lipideos provenientes da dieta, bem como no metabolismo de
lipideos estruturais de membranas celulares, entre outros mecanismos, tais como processos de
sinaliza¢dao celular que culminam em varios efeitos incluindo ativagao da resposta imune,
proliferagao celular, morte celular, etc (GARCIA DENEGRI ET AL., 2010). Estas enzimas sao
classificadas em cinco tipos de acordo com o sitio de clivagem em fosfolipidios (Fig. 2), a
saber: fosfolipase A1, fosfolipase A, fosfolipase B, fosfolipase C e fosfolipase D (KINI, 1997)
(Figura 3).

FOSFOLIPASE B
1

FOSFOLIPASE A,

: A
| FOSFOLIPASE &, | I O
Al
o1 H,6— O —G—R,
| ! / S
RZ c ] o G\::‘ ljl — — > FOSFOLIPASE D
3 I I
H G — 0= i|= -0 —X
. o
¥

FOSFOLIPASE € |

Figura 4. Sitios de hidrolise das fosfolipases. X: dlcool polar como colina, serina, etanolamina,
mio-inositol, glicerol e fosfatidilglicerol. R1 e R2: cadeias hidrocarbonicas de 4cidos graxos.

Adaptado de KINI (1997).

As fosfoslipases Az (PLA2s) sdo enzimas lipoliticas capazes de hidrolisar a ligagao
acil-éster na posicdo sn-2 dos glicerofosfolipideos de membrana plasmaticas, liberando
lisofosfatideos e o 4cido araquiddnicio, o qual ¢ substrato das cicloxigenases (COX) do tipo 1

e 2, gerando prostaglandinas, leucotrienos, e tromboxanos (GARCIA ET AL., 2003).
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As PLA:; sdo classificadas de acordo com critérios fisico-quimicos, como localiza¢do
celular, sequéncia de aminodcidos, peso molecular, presenca de pontes de dissulfeto
intramoleculares e necessidade de célcio para a atividade enzimatica (BROWN, W. J ET AL
2003). As PLA>s estdo agrupadas em seis grupos principais, entre os quais incluem as PLA»s
citosolicas (GIV cPLA>), as PLA,s Ca?" independentes (GVI iPLA>), acetilhidrolases — fatores
ativadores de plaquetas (GVII e GVIII; PAF-AH), a PLA> lisossomal (GXV), as PLAxs
secretadas (sPLA») e de tecido adiposo especifica (GXVI PLA») (LESLIE, 2015).

As sPLA> estdo agrupadas em 16 grupos, sendo os grupos I-A e II-A representantes das
PLA; presentes em peconhas de serpentes, incluindo as familias Elapidae e Viperidae,
respectivamente (SCHALOSKE e DENNIS, 2006; DENNIS et. al., 2011). As sPLzs desses
grupos apresentam caracteristicas estruturais e cataliticas em comum como a presenca de cinco
a oito pontes de sulfeto e uma histidina no sitio ativo; e requerem a presenga de ions calcio
(Ca*") para a realizagio de sua catalise (LESLIE, 2015). As sPLA, pertencentes ao grupo II-A

pertencentes a familia Viperidae sdo divididas em dois subgrupos principais: 1) cataliticamente

ativas: PLA2s que possuem um sitio de ligagdo ao célcio o qual é coordenado pelo grupo B-
carboxilico do residuo Asp-49, que juntamente com os grupos carbonilicos dos residuos Tyr-
28, Gly-30 e Gly-32 ¢ a presenga de duas moléculas de agua estruturalmente conservadas,
formam a esfera de coordenagio para ligagdo do Ca*" , sendo assim cataliticamente ativas; 2)

cataliticamente inativas: substitui¢do do residuo Asp-49 (cadeia lateral negativa) por Lys-49

(cadeia lateral positivo) altera significativamente o sitio de ligagdo de Ca*" nas fosfolipases As,
impedindo a ligacdo deste ion e resultando em baixa ou inexistente atividade catalitica (ARNI
ET AL., 1996; SOARES ET AL., 2000; BURKE E DENNIS, 2009; DOS SANTOS ET AL.,
2009). Existem outras substituicdes de aminodcidos que resultam em modifica¢des no sitio
ativo, como os aminoacidos que ocupam as posi¢des 28, 31 e 32 na Asp49 sdo Tyr, Leu e Gly,
ja no sitio das Lys49 essas posigdes sdo ocupadas pelos aminoacidos Asn, Val e Leu (ARNI e
WARD, 1996, FERNANDES et. al., 2010, FERNANDES et. al., 2013).

A estrutura tercidria das PLA> Lys49 (Figura 4) possui uma alfa hélice N-terminal (h1);
uma “curta’ hélice (short helix); um loop de ligagdo para o célcio; duas alfa hélices antiparalelas
(h2 e h3); duas folha beta anti-paralela (- wing); e um loop C-terminal (CORREA, 2007; DE
LIMA et. al., 2017).
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Figura 5: Representacdo esquemadtica do enovelamento de um mondmero de PLA>. (Fonte:

CORREA, 2007)

As fosfolipases A> em solugdo formam estruturas oligoméricas (geralmente dimeros),
sendo esse estado essencial para a sua atividade toéxica (ANGULO ET AL., 2005). Contudo
mesmo ndo possuindo atividade catalitica as Lys49 apresentam a estrutura tercidria semelhante
as das PLA>s cataliticas, sendo as diferengas na conformacao oligomérica e sitios funcionais
responsaveis pelas diferentes fungdes bioldgicas das fosfolipasesAz Lys49 (DOS SANTOS ET
AL., 2009; FERNANDES ET AL., 2014; BORGES ET. AL., 2017).

As PLA:s de pegonhas mostram um largo espectro de efeitos farmacoldgicos, tais como
anticoagulacdo, inibicdo da agregagdo plaquetaria, cardiotoxicidade, neurotoxicidade,
hipotensao arterial, aumento da permeabilidade microvascular, formagao de edema, decorrentes
da resposta inflamatdria (GUTIERREZ E LOMONTE, 1997; HARRISET AL., 2000; SINGH
ET AL., 2000; TEIXEIRA ET AL., 2003; SOARES ET AL., 2004; SANTOS-FILHO ET AL.,
2008; KINI, 1997; ANDRIAO-ESCARSO ET AL., 2002). Além disso, as PLA»s também estdo
associadas com necrose muscular, um importante efeito local induzida por algumas peconhas
de serpentes, que pode levar a perda permanente de tecido e funcdo que pode resultar na
amputacao do membro afetado (NISHIOKA e SILVEIRA, 1992).

A atividade catalitica das PLA»s € crucial para que essas possam exercer oS mais
variados efeitos locais e sistémicos observados apds o envenenamento (GUTIERREZ e
LOMONTE, 1997; SOARES et al., 2004). No entanto, varios trabalhos demonstraram que tais
sintomas também podem ser causados pela acdo de PLAxs Lys49, cataliticamente inativas

(PARAMO et al., 1998, SOARES etal., 2000; CHACUR et al., 2003, 2004).
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1.4 Inibidores de fosfolipase A2

A literatura cientifica descreve uma variedade de animais resistentes a a¢ao toxica das
peconhas de serpentes, estes incluem diversos mamiferos como o Didelphis marsupialis
(ROCHA et al 2002), serpentes peconhentas ¢ nao peconhentas, como as do género Python
sebae (DONNINI ET AL 2011).

Dessa forma, as protéinas plasmaticas capazes de inibir a atividade de PLA» sdo
denominados Inibidores de Fosfolipase A (PLI). Os PLIs sdo glicoproteinas, oligoméricas,
globulares e acidas (LIZANO ET AL, 2003).

De acordo com Inoue et. al (1991), Thwin et. al (2002) e Lizano (2003), os inibidores
de fosfolipase Az (PLI) sdo classificados em trés diferentes grupos de acordo com a sua
estrutura. A primeira classe, conhecida como o (aPLI), tem como principal caracteristica um
dominio de reconhecimento de carboidratos (CRD) similar ao de Lectinas Tipo-C, e que
possivelmente reconhece e liga-se a enzima, impedindo o efeito catalitico sobre a membrana
celular.

A segunda classe ¢ conhecida por f (BPLI) e possui como principais caracteristicas
varias e sucessivas repeti¢cdes ricas em leucinas, e quatro sitios de N-glicosilagdo. Segundo
Okumura et al (1998), ¢ demonstrada uma homologia com a a2-glicoproteina humana — que
também inibem preferencialmente as PLA»s basicas das pegonhas de serpentes do grupo IL.

Por fim, os inibidores da classe tipo gama (yPLI) sdo os que apresentam o maior
espectro de inibi¢ao frente as SPLA> (INOUE, 1997; FORTES-DIAS, 1999), e sdo reconhecidos
por algumas caracteristicas marcantes, como regides ricas em prolina que mantém a
conformacdo estrutural de sitios que permitem uma melhor interagdo com PLAzs (DUNN E
BROADY, 2001), e dois conjuntos de repeticdes intramoleculares de dominios ricos em
cisteina, denominado motivo Three-fingers (OHKURA ET AL., 1999) — que se assemelha com
o receptor do ativador de plasminogénio tipo uroquinase (u-PAR) (DUNM, 2001).

Gimenes e colaboradores (2014) isolaram e caracterizaram estruturalmente e
funcionalmente um inibidor tipo gama denominado de yCdcPLI do soro da serpente Crotauls
durissus collilineatus. Esta proteina apresenta massa molecular de 22.344 Da com alta
similaridade com outros inibidores do tipo y. E capaz de formar oligdmeros em solugio e inibir
satisfatoriamente as atividades enzimadtica, miotdxica e citotoxica de PLA2s de peconhas

botrdpicas.
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O potencial antitumoral, antimetastatico e antiangiogénico do yCdcPLI também foi
amplamente estudado (GIMENES ET AL.,2017). Estes autores demonstraram que o YCdcPLI
foi mais citotoxico sobre a linhagem celular tumoral de mama MDA-MB-231 do que para
outras linhagens celulares (MCF-7, HeLa, PC3 and A549), este ndo afetou a viabilidade das
c¢lulas de mama nao-tumorigénicas (MCF 10A). Além disso, o YCdcPLI induziu a modulagao
de importantes mediadores da via de apoptose, como o p53, MAPK/ERK, BIRCS5 ¢ MDM2.
Interessantemente, o yCdcPLI também inibiu a adesdo e migragdao de células endoteliais
humanas e bloqueou a angiogénese por diminuir a formagao de vasos em células HUVEC (in
vitro) e formacao de prolongamentos celulares em modelo ex vivo de fragmento de aorta, além
de reduzir a produgao de fator de crescimento endotelial (VEGF). O inibidor yCdcPLI diminuiu
os niveis de PGE2 nas células MDA-MB-231 e inibiu a expressao de genes e proteinas da via
de sinalizagdo do PI3K/Akt. Além disso, o yCdcPLI inibiu os efeitos pré-inflamatorios da
BnSP-7, uma PLA; isolada da peconha de Bothrops pauloensis.

1.5 Expressao heterologa

A medida que o papel de PLA; em processos inflamatorios, tumorais, parasitarios e
outras situagdes fisiopatologicas sdo demonstrados (SANTORO, M.L 1999; TEIXEIRA ET
AL., 2003; CHIOATO L, WARD RJ 2003), percebe-se a necessidade de se obter mais
informagdes sobre seus inibidores nativos, tanto em nivel estrutural quanto funcional, para que
se criem prototipos para a sintese de novas formulagdes farmacéuticas. Os inibidores de PLA»s
oriundos do plasma de serpentes tém sido estudados demonstrando um alto potencial
terapéutico em patologias nas quais as PLAss protagonizam varios eventos moleculares
(BURKE, J. E.; DENNIS, E. A. 2009). A obtencao dessas moléculas na forma nativa ¢ um fator
limitante uma vez que requer procedimentos de coleta de sangue de animais pegonhentos, que
na maioria das vezes tem baixo rendimento além do estresse causado ao animal. Assim, com 0
auxilio de técnicas de biologia molecular, a obtengdo dessas proteinas de forma heterdloga pode
levar a uma alta produtividade e versatilidade na obten¢do das mesmas, contribuindo para o
avango de estudos que visam explorar seus potenciais de agao.

Entre os mais diversos sistemas de expressao heterdloga, a utilizagdo da bactéria
Escherichia coli tem um grande potencial devido a sua genética bem elucidada, o seu

crescimento em meio de cultura rapido, inimeros vetores bacterianos e cepas mutantes
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disponiveis (SWARTZ, 2001). Ao se considerar que o processo de expressdo ocorre no
citoplasma, ha algumas complicagdes como a falha no dobramento proteico, os_corpos de
inclusdo que isolam a proteina devido a seu alto grau de insolubilidade, a ndo glicosilagao da
proteina e a perda da atividade bioldgica. Porém as maiores vantagens sdo que os corpos de
inclusdo proporcionam especificidade no isolamento, trazendo mais pureza de proteinas,
aumento do seu rendimento e além de facilitar a recuperacdo do material com menos
contaminantes provenientes da degradagdo da bactéria (SCHMIDT, 2004). Nesse contexto, o
presente estudo apresenta a obtencdo do inibidor yCdcPLI de C. d. collilineatus na sua forma
recombinante a partir de sistema de expressao heterologa em bactéria E. Coli (Roseta Gami B)

e sua capacidade de inibir a atividade PLA» de pegonha botropica.

2. Objetivos

2.1 Objetivo geral

- Expressar e purificar o inibidor recombinante ryCdcPLI de Crotalus durissus collilineatus,
bem como avaliar sua capacidade em inibir a atividade fosfolipasica A; in vitro da pegonha de

Bothrops pauloensis

2.2 Objetivos especificos

- Induzir a expressdo do ryCdcPLI em bacteria E. Coli (Roseta Gami B)

- Obter a fragdo soltivel contendo ryCdcPLI por lise osmética e cridlise.

- Purificar o ryCdcPLIem colunas de cromatografia de troca-ionica e afinidade.

- Avaliar a homogenidade da proteina por SDS-PAGE.

- Avaliar a inibi¢do da atividade PLA> do ryCdcPLIsobre a pegonha de Bothrops pauloensis

por titulagdo potenciométrica
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3. Materiais e Metodos

3.1 Reagentes

Meio LB-Medium liquido (pH 7,4 ; 1% Ampicilina); 0,4mM IPTG (SIGMA
ALDRICH); Tampao de Lise (10mM de Tris-HCI, pH 8; 50 mM de Na>POs; 300 mM de NaCl;
0,05% Tween 20); Padrdo de peso molecular (GE Healthcare); Tampao desnaturante (10mM
de Tris-HCI; 100 mM de Na;PO4; 6 M de Ureia); Lisozima (0,25 mg/mL) (SIGMA ALDRICH);
Tampao de amostra (SDS 8%; Azul de bromofenol; Glicerol 40%; 2- B-mercaptoetanol 20%;
Tris); Gel de poliacrilamida com agentes desnaturante (SDS-PAGE); DNAse (3 ug/mL);
Colunas de cromatografia Q-Sepharose Fast Flow e Afinidade NHS (N-hydroxysuccinimide)

(GE Healthcare);. Outros reagentes foram utilizados em grau analitico.

3.2. Obtenc¢ao da peconha

A peconha de Bothrops pauloensis foi coletada de serpentes mantidas no serpentario
Centro de Extragdo de Toxinas Animais, Ltda. - CNPJ: 08.972.260 / 0001-30, Morungaba, SP,
Brasil. Este serpentario obteve comprovagao de registro no IBAMA e uso de recursos naturais

renovaveis (n °© 2087163).

3.3 Obtencio do gene sintético do inibidor yCdcPLI

O gene sintético do inibidor ryCdcPLI foi construido de acordo com a seqiiéncia de
aminoacidos e nucleotideos da proteina nativa (GIMENES ET AL., 2014) e inserido no vetor
de expressao pHis Parallel II com os sitios de restri¢ao para Ndel e Xhol (Gene Script, USA).
A linhagem E. Coli (Roseta Gami B) contento o vetor de expressao pHis Parallel IT com o
inserto do gene codificante da proteina rycdcPLIfoi gentilmente cedida pela Dra Sarah Natalie

Cirilo Gimenes do Instituto Butantan (Sao Paulo, Brasil).

3.4 Dosagem proteica

As dosagens de proteinas em solugdes foram realizadas utilizando o método

estabelecido por Bradford (1976). Nesse ensaio, uma aliquota de cada amostra foi dissolvida
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para 10uL com é4gua deionizada e adicionados 190pL do reagente de Bradford (100mg de
Comassie Blue G, 50 mL de etanol 100%, 100mL de acido fosférico 85%, (v/v) e agua
deionizada suficiente para completar 1 litro de solugdo). As determinacgdes das concentracdes
de proteinas foram realizadas em triplicatas e a absorbancia medida a 595nm. Paralelamente a
dosagem de proteinas foi construida uma curva padrao de soro albumina bovina (Img/mL),
considerando o coeficiente de extingdo molar em 280nm (0,665). A concentragdo de proteinas
em pg/uL foi determinada a partir de calculos de regressao linear baseados nos valores obtidos

na curva padrao.

3.5 Expressao do inibidor ryCdcPLI

3.5.1 Preparacio do pré indculo

Inicialmente, a inducdo da expressdo da proteina utilizou a cepa E. coli Roseta Gami B
contendo o vetor do inibidor ryCdcPLI armazenada em glicerol 50% estéril -80°C.
Posteriormente, seguiu-se a preparacdo de um pré-inoculo contendo meio LB liquido pH 7.4,
1% de ampicilina e glicerol estéril 50% (v/v), incubado a 37°C sob agitacdo a 117 rpm.

Posteriormente, ao observar a absorbancia de ODgoo a 0,6 iniciou-se o crescimento bacteriano.

3.5.2 Preparacio do inoculo e inducio da expressiao

A expressdo foi realizada adicionando 3mL do pré- indculo obtido conforme descrito
no item 3.5.1 em 1 L meio de indugdo LB a 37°C em agitagdo até¢ a ODgoo alcangar o valor de
0,6. Em seguida foram adicionados 400 pL de IPTG 0.4mM (Isopropyl B-D-1-
thiogalactopyranoside) ao meio sob agitagdo a 117 rpm, por mais 24 horas a 25°C. A amostra
foi centrifugada a 10000 rpm por 10 min e o pellet foi submetido a lise celular com uma solugao
de Tris-HC110 mM, Na;PO4 50mM, NaCl 300 mM e Tween-20 5% (v/v). Os produtos da lise
celular foram submetidos ao congelamento por nitrogénio liquido e descongelamento em
banho-maria a 37°C, trés vezes consecutivas, seguido de tratamento com 1mL de lisozima 0,25
mg/mL por 15 minutos a temperatura ambiente e em seguida, foi utilizado ultrassom com pulsos
a cada 30 segundos por 10 minutos. Ao final foi adicionado 69 pL. DNAse (3pg/mL) por 15
minutos.

O extrato bacteriano obtido da etapa anterior foi centrifugado a 20.000 g por 10 min a

4°C. O pellet foi ressuspendido em Tris-HCl 10mM pH 8,0, Na;PO4 100 mM, Ureia 6M sob
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agitacdo até homogeneizar. Por fim, a amostra foi centrifugada a 10000 rpm_por 10 min a 4°C

e o sobrenadante armazenado para purificagcdo da fracao soluvel do inibidor.

3.6 Purifica¢io do inibidor ryCdcPLI

3.6.1 Cromatografia de troca ionica em Q-Sepharose Fast Flow

Inicialmente, a amostra (10mL) contendo o ryCdcPLI em Tris-HCI 10mM pH 8,0;
NaPO4 100 mM, Ureia 6M) foi aplicada na coluna HiTrap Q-Sepharose Fast Flow
(AmershamBiotec, Sao Paulo, Brasil), previamente equilibrada com 5 mM de bicarbonato de
amoénio (AMBIC), pH 7,4 e 6M de Ureia (Sigma, St. Louis, MO, EUA). Aplicou-se entdo um
gradiente linear (AMBIC 5 mM e ureia 6 a 0 M, pH 7,4) a um fluxo de 0,1 mL / min. Além
disso, na mesma coluna, aplicou-se um segundo gradiente linear (AMBIC 5 mM pH 7,4 e NaCl

IM) e recolheram-se fragdes de 1 mL / tubo a um fluxo de 0,1 mL / min.

3.6.2. Cromatografia de afinidade em coluna NHS-BnSP-7

As fragdes contendo o ryCdcPLI, obtidas da etapa anterior foram aplicadas a coluna
de afinidade NHS-Hitrap (N-hidroxissuccinimida) (GE Healthcare - United Kingdo)
imobilizada com PLA; BnSP-7 (Gimenes, 2013) previamente equilibrada com Tris-HC110 mM
pH 7,5. O ryCdcPLI foi eluido utilizando-se um gradiente linear de glicina-HCI1100 mM pH 2,0
a um fluxo de 0,1 mL / min no sistema AKTA Prime Plus (Amersham Biosciences - Reino
Unido). O pH das fragdes eluidas foi imediatamente ajustado com Tris-HCI 1 M pH 8,0. As
fragdes foram dialisadas contra 5 mM de AMBIC, pH 7,4 e 4 M de ureia (overnight), seguidas
por 5 mM de AMBIC e 2 M de ureia (24 h) e finalmente duas vezes contra 5 mM de AMBIC

sem ureia durante 24 horas.

3.7 Eletroforese em gel de poliacrilamida com agentes desnaturantes (SDS-PAGE)

A homogeneidade da amostra eluida da cromatografia de afinidade foi verificada em
gel de poliacrilamida a 12,5 % (m/v) em condic¢des redutoras segundo a metodologia descrita
por Laemmli (1970) e também preestabelecidas de acordo com o sistema de eletroforese Hoefer

SE 260 MightySmallll. O sistema de SDS-PAGE foi feito com gel de empilhamento a 3%
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composto por Tris-HCI 0,5 M (pH 6,8), SDS a 0,1% (m/v); e um gel de separagdo a 12,5%
constituido por Tris-HCI1,5 M (pH 8,8) e SDS a 0,1% (m/v), ambos com bis:acrilamida
(proporcao de 0,8:30). Em seguida, as amostras foram preparadas e aquecidas a 100°C por 5
minutos em 0,06M Tris-HCI (pH 6,8), azul de bromofenol 0,01% (m/v), glicerol 10% (v/v) e
B-mercaptoetanol 20% (v/v) e aplicadas no gel de corrida com o tampao composto por Tris
0,025M, Glicina 0,192M e SDS 0,1% (m/v) (pH 8,3). Apds a corrida, os géis foram corados em
uma solucdo de Coomassie Brilliant Blue R-250 0,1% (m/v) em 4gua e etanol 1:1 (v/v) e

descorados em uma solugdo de 4cido acético 7% e etanol 30% (v/v).

3.8 Inibicao da atividade fosfolipasica pelo ryCdcPLI

A atividade PLA; da peconha de Bothrops pauloensis (10 pg) foi determinada por
titulagdo potenciométrica segundo o método descrito por De Haas ef a/ (1968). Como substrato
foi utilizado uma emulsdo de gema de ovo (uma gema completando o volume para 50 mL com
agua Mili-Q) em presenca de desoxicolato de s6dio 0,03 M e CaCl2 a 0,6 M (15 mL da solucao
aquosa de gema de ovo, 10 mL de deoxicolato de sédio e 1 mL de cloreto de calcio,
completando o volume de 100 mL com dagua destilada). Os &cidos graxos liberados
enzimaticamente foram titulados com uma solucdo padrdo de NaOH 0,IN em pH 8,0 e
temperatura ambiente. A atividade fosfolipase A> foi expressa em microequivalentes de base
consumida por minuto/mg de proteina. Por defini¢do, 1 unidade de atividade PLA; corresponde
ao consumo de 1 microequivalente de base por mg de proteinas em um minuto.

Para os ensaios de inibi¢do, as amostras contendo a pegonha bruta de B. pauloensis
(10 ug) foram previamente incubadas com o ryCdcPLI nas propor¢des de 1:2,5; 1:5 (m/m)
(peconha bruta/recombinante) por 30 min a 37°C.

3.9 Analise Estatistica

A montagem dos graficos, calculos das médias e desvios padroes das médias foram
realizadas com auxilio do software Prism 5 (GraphPad 5 Software Inc.). A determinacao das
significancias entre as médias (andlise de variancia) e os testes de significancia da diferenca

entre duas médias foram realizados utilizando-se o Teste t de Student, e os valores de p< 0,05
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foram considerados estatisticamente significantes. Os dados foram apresentados como média

ou desvio padrao.

4. Resultados

4.1 Obten¢ao do ryCdcPLI

A inducido da expressdo do ryCdcPLI foi monitorada ap6s 4 h, 6 h, 8 h e 24 h a 600 nm
e comprovada por SDS-PAGE a 12,5% (Figura 5). Como pode ser observado, ha a presenca
de uma banda proteica na faixa de 25kDa ap6s 2 horas de indugao da expressado, cuja intensidade
foi intensificando com o aumento do intervalo de incubagdo (4, 6 e 24 horas). Apds o intervalo
de 24 horas de inducdo da expressdo da proteina recombinante observa-se uma maior
intensidade da banda proteica na faixa 25kDa.

Ap0s verificar que a proteina de interesse era expressa em todos os intervalos de tempo
analisados, seguiu-se a expressao a 24 h para a obtencdo de massa proteica a fim de se iniciar

as etapas de purifica¢do do inibidor recombinante.

P TO T1 T2 13 T4

Figura 6- Eletroforese em gel de poliacrilamida com agentes desnaturantes (SDS-PAGE) 12,5%
dos tempos de indugdo, TO — Antes de iniciar a indugdo pelo IPTG, T1- Inicio da indugdo apos
2 horas, T2- 4 horas, T3- 6 horas e T4- 24 horas. P: marcador de massa molecular. Padrao
de beta-galactosidase (120kDa), bovine serum albumin (85kDa), ovalbumin (50kDa), cardonic
anhydrase (35kDa), beta-lactoglobulin (25kDa), lysozyme (20kDa)
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4.2 Purificacio do ryCdcPLI

A purificagdo do inibidor ryCdcPLI ocorreu em duas etapas cromatograficas, iniciando-
se com troca-idnica seguida de afinidade (Figura 6). O primeiro passo cromatografico
utilizando o sobrenadante proteico apds lise bacteriana foi realizado em uma coluna de troca
anionica Q-Sepharose Fast Flow, onde a amostra foi eluida apds a utilizagao de um gradiente
linear decrescente contendo NH4sHCO3; 5SmM pH7,5 e Ureia (6M a OM) (resultado ndo
demonstrado). Em seguida, utilizando ainda a mesma coluna iniciou-se um gradiente linear
crescente contendo NH4sHCO; 5SmM pH 7,5 e NaCl, (OM a 1M). Esta etapa resultou em 6
fragdes denominadas (Q1 a Q6) (Figura 6A) que ap6s analisadas em SDS-PAGE 12,5% (v/v)
demonstraram-se bastante heterogéneas. As fracdes Q4 e QS5 apresentaram a presenga de uma
banda proteica na faixa de 25kDa (Figura 6B).

Posteriormente, a fragdo Q4 foi submetida a cromatografia de afinidade em NHS-
Hitrap acoplada com PLA; BnSP-7 (Figura 6C). Observa-se que a proteina de interesse foi
eluida da coluna com uma leitura de absorbancia (aproximadamente 800 a 900 mAU), esta
fragdo mostrou-se homogénea apos SDS-PAGE a 12, 5 % (Figura 6D).

A expressdo do inibidor foi satisfatoria no tempo de 24h e ap6s a purificacdo a fragdo
Q4 apresentou um rendimento de 74 mg/LL de meio de inducdo, enquanto o inibidor
recombinante apresentou rendimento total de 428,75ug/L de meio de indugdo o que representa

0,58% da fragao Q4.
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Figura 7- Perfis cromatograficos obtidos através de dois métodos de purificagdo. A- Perfil da

cromatografia por troca idnica pela Hitrap Q-Sepharose acoplada ao sistema AKTA Prima GE

Healthcare. As fragdes Q1,Q2,Q3,Q4,Q5,Q6 foram eluidas em gradiente linear crescente
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contendo NH4sHCO3; SmM pH 7,5 e NaCl, (OM a 1M). B-. Eletroforese em gel de poliacrilamida
com agentes desnaturantes (SDS-PAGE) 12,5% (v/v) das fragdes Q1 a Q6. C- Perfil da
cromatografia por afinidade obtida pela afinidade NHS Hitrap (N-hydroxysuccinimide)
previamente imobilizada com a PLA; BnSP-7. D- Eletroforese em gel de poliacrilamida com
agentes desnaturantes (SDS-PAGE) 12,5% (v/v) das fragdes Q1 a Q6 com NHS2 (ryCdcPLI).
PM- Albumina Bovina 66 kDa; Anidrase carbdnica 29 kDa; tripsinogénio 24 kDa; Inibidor de
tripsina 20,1 kDa; a-lactoalbumina 14,2 kDa.

4.3 Inibicio da atividade fosfolipasica da peconha de Bothrops pauloensis pelo ryCdcPLI

A atividade inibitoria do ryPLICdc obtido no presente estudo foi avaliada sobre a
atividade PLA> da pegonha de B. pauloensis (Figura 8). Como pode ser observado o ryCdcPLI
foi capaz de inibir significativamente, cerca de 80% a atividade PLA> da pegonha de Bothrops

pauloensis nas propor¢des 1:2,5 e 1:5 (m/m) (pegonha/ryCdcPLI)
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** Significancia estatistica foi de p<0,0001 comparado com o controle (pegonha bruta)
**Para cada inibi¢do foi utilizado 10ug de Pegonha Bruta

**Q0 desvio padrao foi 6,03 para a propor¢do 1:2,5. Para a proporg¢do 1:5 o desvio padrio foi de
17,52
**Valores significativos de acordo com a analise estatistica. Foi utilizado o teste ANOVA e

KrusKal-Wallis, com significancia de p <0,05, com o software Prisma 5.0
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Figura 8. Inibigdo da atividade fosfolipasica Az pelo método poténciometrico utilizando como
substrato uma emulsdao de gema de ovo na presenga de deoxicolato e cloreto de célcio. A
peconha bruta (P.b) de Bothrops pauloensis foi utilizada como controle ¢ o inibidor
recombinante foi pré-incubado com a pegonha bruta de Bothrops pauloensisnas proporgdes

1:2,5 e 1:5 (Peconha/inibidor) (m/m).

5. Discussao

As enzimas PLA> de peconhas de serpentes sdo muito investigadas dada a grande
variedade de seus efeitos farmacoldgicos, como cardiotoxicidade, anticoagulacao,
neurotoxicidade, miotoxicidade, ativacdo e/ou inibicdo da agregacdo plaquetdria, edema,
convulsdo, hipotensao, hemorragia, dentre outras. Desta forma questionamentos da resisténcia
das proprias serpentes sobre o efeito deletério dessas enzimas em seu organismo, traz novas

perspectivas sobre os inibidores em seu sangue (BOLDRINI-FRANCA ET AL, 2009).

Atualmente existem pesquisas que mostram o avango na caracterizacdo desses
Inibidores de Fosfolipases (PLI) de serpentes peconhentas, a exemplo da espécie Crotalus
durissus collilineatus, de cujo soro foi isolado o inibidor yCdcPLI nativo, e foi demonstrado o
seu potencial em inibir as atividades enzimatica, citotdxica e miotdxica induzidas por diferentes
PLAss botropicas (GIMENES ET AL.,2014,). Outro inibidor de PLA; foi também purificado
do soro da mesma espeécie (Crotalus durissus terrificus), denominado CNF, o qual neutralizou
o efeito toxico da crotoxina (FORTE- DIAS et. al. 1999). Além disso, foi purificado do sangue
da serpente Notechis scutatus o inibidor NSI, que demonstra uma grande especificidade para
sPLAze que ¢ capaz de inibir uma sPLA> humana em doengas como osteoartrite e artrite

reumatoide (HAINS ET AL., 2001).

A engenharia genética utilizando sistemas de expressdo microbianos tem criado
proteinas recombinantes com mesma estrutura e atividades biologicas. Nesse contexto, a
obtencdo de toxinas ofidicas e inibidores plasmaticos nativos, t€ém sido um tema recorrente na
area cientifica. Assim consegue-se evitar problemas para a obten¢do de peconhas e soro de
animais para a purificacdo de proteinas de interesse, evitando o estresse do animal, necessidade
de varios exemplares, variacdo qualitativa e quantitativa das amostras sujeitando a alteracdes
em suas propriedades e atividades biologicas. (GONZALES E FILLAT, 2018). Para sistemas

de expressdao microbianos, a bactéria mais utilizada tem sido a gram-negativa E. coli, devido ao
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seu grande potencial e sua genética bem elucidada, o seu crescimento em meio de cultura

rapido, inimeros vetores bacterianos e cepas mutantes disponiveis.

Viérias pesquisas t€ém demonstrado a expressao de toxinas e inibidores plasmaticos
recombinantes, visando sua aplicagdo em estudos farmacologicos e na soroterapia para
acidentes ofidicos (ZHENLEA ET AL., 2015; SANTOS-FILHO ET AL., 2014; THWIN ET
AL., 2000). Recentemente Russo et al (2019) expressaram uma PLA> do complexo crotoxina e
demonstraram seu efeito virucida contra os virus da dengue, zika, chikungunya e febre amarela.
Alem de serpentes peconhentas foi avaliado por Donnini et al (2011) efeitos citotoxicos e anti
proliferativos produzidos por yPLIs recombinantes provindos da serpente ndo venenosa Phyton
sebae, demonstrado recentemente em células tumorais de camundongos. O inibidor reduziu os
tumores em até 60% e a sobrevivéncia dos animais do ensaio foi prolongada e a atividade

demonstrou-se mais intensa nas células tumorais do que nas sauddveis (DONNINI ET AL.,

2011)

Assim, este trabalho teve como objetivo expressar, purificar e avaliar a inibicdo da
atividade fosfoslipasica do inibidor recombinante ryCdcPLI, cuja expressdo foi inicialmente
demonstrada por Gimenes e colaboradores (2019) (Patente submetida a Agencia Intelecto da

Universidade Federal de Uberlandia.

O sistema de expressdo Rosetta-gami B strain foi capaz de expressar satisfatoriamente
o inibidor recombinante nos intervalos de 1 a 24 h de indugao. Com o intervalo de 24 horas foi
possivel adquirir uma massa expressiva da proteina para a continuidade dos experimentos de
purificacdo. Alguns autores tem demonstrado a purificagdo de inibidores de PLAss utilizando
His-tag como um processo facil e eficaz (SANTOS-FILHO ET AL., 2014). No entanto, com o
intuito de manter a estabilidade estrutural e funcional da proteina, esta foi expressa sem His-
Tag e isolada de acordo com as metodologias utilizadas por Gimenes et al (2013 e 2017) que
demonstraram a obten¢do do yCdcPLI nativo e suas propriedades bioquimicas e

farmacologicas, respectivamente.

O perfil cromatografico em HiTrap Q-Sepharose Fast Flow (Amersham Biotec, Sdo
Paulo, Brasil) apresentou algumas similaridades com o do nativo yCdcPLI, pois em ambos
foram possiveis obter 6 fracdes (Q1 a Q6). As fracdes Q4 e QS5 apresentaram uma banda na
faixa de 25kDa correspondente a massa molecular do inibidor nativo. No entanto, neste trabalho

foi utilizada apenas a fracdo Q4 para a purificagdo do rycdcPLI, contido no soro de C. d


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0041010115301215#!
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collilineatus. Isso provavelmente, explica o baixo rendimento na purificagdo do mesmo, uma
vez que a fragdo Q5 ¢ enriquecida na proteina, como visualizado na andlise por SDS-PAGE.

A fragdo Q4 apds a cromatografia de afinidade resultou em dois picos distintos, sendo
que o ryCdcPLI foi eluido apds o tratamento da resina com o tampao glicina pH 2,0 o qual
promoveu o desligamento de proteinas ligadas a coluna. A PLA> BnSP-7 Lys-49 isolada da
peconha de B. pauloensis (SOARES ET AL. 2000) foi previamente acoplada a essa coluna de
acordo com a metodologia empregada por Gimenes et al (2014) para promover a interacao do
inibidor recombinante com a PLA», e assim garantir o sucesso na sua purificacdo. A utilizagao
de colunas de afinidade para a purificacdo de inibidores de PLA>s também foi demonstrado
previamente (OLIVEIRA ET AL., 2011). Neste trabalho os autores isolaram um inibidor de
PLA; Tipo-y do plasma da serpente B. jararacussu utilizando uma coluna de afinidade contendo
acoplada a resina a PLA> Lys-49 BthTx-1. Posteriormente, um inibidor de fosfolipase A tipo
a presente no plasma da serpente Bothrops alternatus foi isolado utilizando essa mesma
abordagem metodologica (SANTOS-FILHO, 2012)

A capacidade inibitoria do ryCdcPLI frente a peconha bruta de B. pauloensis reforgou
uma caracteristica marcante dos inibidores dessa classe. Estes apresentam um dominio
responsavel pelo reconhecimento da regido de ligacdo do Ca2+ de PLA;, independente da carga
que a PLA; possua. Tal caracteristica compartilhada pela classe garante o alto espectro de
inibi¢do em todos os grupos de PLA> (IA, ITIA e IIIA) (Dunm, 2001). E dessa forma, pode-se
inferir que o ryCdcPLI provavelmente inibiu a atividade PLA> da peconha de B. pauloensis por
interagir com o dominio de ligagdo do Ca*? de PLAs cataliticamente ativas. No entanto, ensaios
adicionais serdo necessarios para se averiguar a capacidade inibitoria do ryCdcPLI sobre

diferentes classes de PLA»s presentes nessa peconha.

Os mecanismos moleculares envolvidos na interagdo YPLI/PLA2s foram primeiramente
elucidados a partir de experimentos contra neurotoxinas presente em peconha de serpentes
(OVADIA E KOCHVA, 1977). Estes autores demonstraram pela primeira vez um provavel
mecanismo de inibi¢ao na formag¢ao de um complexo ndo covalente toxina-inibidor. Perales e
colaboradores (1995) demonstraram que inibidores do tipo y (CNF e CICS) purificados a partir
do plasma de Crotalus durissus terrificus foram capazes de neutralizar o efeito toxico da
crotoxina (FORTES-DIAS, 1991; PERALES ET AL., 1995). O inibidor CICs foi capaz de
suprimir a atividade da crotoxina e sua toxicidade em ensaios in vivo (FORTES-DIAS, 1991;
FORTES-DIAS ET AL., 1994; FORTES-DIAS, 1999). Ensaios de Ressonancia Plasmodnica de

Superficie demonstraram que o inibidor CICS ¢é capaz de formar complexos monoméricos e
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multiméricos com B-Neurotoxinas encontradas nas pegonhas das serpentes Crotalus scutelatus,
Crotalus durissus terrificus e Pseudocerastes fieldi. Este estudo demonstrou ainda que o
inibidor CICS ndo ¢ capaz de interagir com as subunidades nao cataliticas das PLA> f-
Neurotoxinas. Além disso, a ligagdo com o inibidor induz a dissocia¢do do heterocomplexo
formado pelas subunidades cataliticas e ndo cataliticas das PLA» B-Neurotoxinas (FAURE,

2000).

Aparentemente o inibidor ryCdcPLI apresenta um potencial inibitorio sobre a atividade
PLA> da peconha de B. pauloensis semelhante ao inibidor nativo. No entanto novos estudos
s30 necessarios para se tragar um melhor perfil de inibicao frente a diferentes classes de PLA2s
bem como diferentes atividades bioldgicas induzidas por estas, tais como a atividade miotoxica,

edematogénica, inibicdo da agregacao plaquetaria, etc.

6. Conclusao

Neste trabalho foi demonstrado que o sistema de expressao em bactéria Roseta Gami
foi eficiente em produzir o inibidor recombinante ryCdcPLI e manter sua atividade inibitdria
frente a PLA:s presentes na pegonha de B. pauloensis. Assim, a continuidade desse estudo com
o aprimoramento das técnicas de expressdo e purificagdo do mesmo, tornara possivel a sua
obtengdo com um maior rendimento e eficacia no seu potencial inibitorio, podendo estender
nossos estudos para testes que visam demonstrar o seu potencial terapéutico em diferentes

doengas cuja patogenia envolva a participacdo de PLAs.
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