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Apresentacdo

Atualmente o envenenamento ofidico constitui um problema de saude
publica, ndo s6 no Brasil, mas no mundo todo, principalmente nos paises em
desenvolvimento ou subdesenvolvidos. As serpentes dos géneros Bothrops e
Bothropoides sdo as maiores causadoras dos acidentes ofidicos e o quadro
clinico desenvolvido pode ser muito variado, dependendo da quantidade de
peconha inoculada, da localizacdo da picada, idade e tamanho da espécie da
serpente e do tempo decorrido entre o acidente e o atendimento médico. As
manifestacdes clinicas podem tanto ser locais quanto sistémicas. Dentre as
manifestacdes locais podem ocorrer edema, hiperalgesia, hemorragia e necrose.
Nas sistémicas os quadros mais importantes séo as alteraces na hemostasia do
paciente e no sistema nervoso.

As peconhas s&o misturas muito complexas com a maior parte de seus
constituintes sendo proteinas toxicas ou ndo e podem atuar na vitima de forma
isolada ou sinérgica, potencializando ainda mais os danos causados. Varias
destas proteinas ja foram isoladas e caracterizadas estrutural e funcionalmente.
Muitas delas apresentam um grande potencial farmacolégico, podendo ser
utilizadas como modelos para producdo de farmacos no tratamento de varias
doencas, como hipertenséo, trombose, cancer, dentre outras.

Uma destas proteinas, as fosfolipases A, sdo bastante importantes, visto
gue elas podem induzir uma variedade de efeitos toxicos nas vitimas de acidente
ofidico e suas propriedades farmacoldgicas estdo sendo muito estudadas. O
entendimento da estrutura e fungcéo, bem como dos mecanismos de acéao e dos
efeitos farmacoldgicos destas toxinas, podem ampliar nosso conhecimento em
areas relacionadas ao tratamento das vitimas de acidentes ofidicos, ao
desenvolvimento de novos farmacos para desordens hemostaticas e inflamatérias
e, ainda, com acao bactericida e antitumoral.

Neste trabalho nos isolamos e caracterizamos quimica, estrutural e
funcionalmente uma nova fosfolipase A, acida da peconha de Bothropoides
pauloensis. Este estudo nos permite compreender os diversos mecanismos de

acdo desta classe de toxinas e, possivelmente, abrem novas perspectivas para
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uma possivel utilizacdo desta proteina como modelo molecular para o
desenvolvimento de novos farmacos.

A apresentacdo deste trabalho foi realizada seguindo as normas do curso
de PoOs-Graduacdo em Genética e Bioquimica da Universidade Federal de
Uberlandia - MG e da Associacao Brasileira de Normas e Técnicas (ABNT), sendo
dividido em dois capitulos. O Capitulo 1 se consiste em uma Fundamentacao
Teodrica envolvendo os aspectos gerais sobre a classificacdo das serpentes
brasileiras e aspectos evolutivos, as caracteristicas biologicas e epidemiolégicas
do envenenamento ofidico, a composi¢ao e diversidade das pegonhas, aplica¢bes
terapéuticas das toxinas e, em especial, das toxinas fosfolipase A, objeto de
estudo deste trabalho. O Capitulo 2 apresenta um artigo intitulado:
“Caracterizacdo bioquimico-farmacolégica de uma PLA; &cida isolada da
peconha de Bothropoides pauloensis (Bothrops pauloensis)”, nos moldes do

Programa de Pos-Graduacdo em Genética e Bioquimica e da ABNT.
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Capitilo 1
1.0 Fundamentacéao Teodrica

1.1 Serpentes: classificacdo e aspectos evolutivos

Atualmente, as serpentes formam um grupo, juntamente com lagartos e
anfisbenas, a ordem Squamata, integrando a classe Reptilia (SOCIEDADE
BRASILEIRA DE HERPETOLOGIA, 2011). De acordo com a Sociedade Brasileira
de Herpetologia (SBH) as serpentes brasileiras sdo divididas em 10 familias:
Anomalepididae, Leptotyphlopidae, Typhlopidae, Anilidae, Tropidophiidae,
Boidae, Colubridae, Dipsadidae, Elapidae e Viperidae (SOCIEDADE
BRASILEIRA DE HERPETOLOGIA, 2011). No territério brasileiro quatro familias
se destacam: Boidae, Colubridae, Elapidae e Viperidae.

No Brasil, a familia Viperidae € constituida por 28 espécies divididas em 7
géneros: Bothriopsis, Bothrocophias, Bothropoides, Bothrops, Crotalus, Lachesis
e Rhinocerophis, (SOCIEDADE BRASILEIRA DE HERPETOLOGIA, 2011), de
acordo com a nova classificacdo realizada em 2009 (FENWICK et al, 2009).

Vérias investigacbes sobre a origem e evolucdo das serpentes na
América do Sul sugerem que as caracteristicas morfolégicas e ecolégicas destas
serpentes sado resultantes de um processo de irradiagdo adaptativa ocorrida a
cerca de 10 milhdes de anos (WUSTER et al, 2002). Essa grande diversidade
dificulta, até hoje, a classificacdo e o estabelecimento das relacdes filogenéticas.
As serpentes botropicas, por exemplo, foram originalmente divididas em 8 grupos,
baseados nos aspectos morfologicos (contagem de escamas, coloragao,
ornamentacdo, morfologia do hemipénis, osteologia, dentre outros), bioguimicos
(eletroforese do plasma) e moleculares (sequenciamento de genes do DNA
mitocondrial e nuclear) (PARKINSON et al, 2002; WUSTER et al, 1997, 2002;
CADLE, 1992; FERNANDES; ABE, 1991; PENSANTES; FERNANDES, 1989;
JANEIRO-CINQUINI et al, 1987).



Apobs novos estudos morfologicos e moleculares, como andalise do DNA
mitocondrial, o0 género Bothrops foi reclassificado por Fenwick et. al. 2009. Neste
estudo algumas serpentes antes botrOpicas passaram a pertencer a um novo
género, agora denominado Bothropoides com 11 espécies (B. alcatraz, B.
diporus, B. erythromelas, B. insularis, B. lutzi, B. matogrossensis, B. pubescens,
B. pauloensis, B. neuwiedi, B. marmoratus e B. jararaca). O género Bothrops
agora é composto de 17 espécies (B. andianus, B. asper, B. atrox, B. brazilis, B.
caribbaeus, B. isabelae, B. jararacussu, B. lanceolatus, B. leucurus, B.
marajoensis, B. moojeni, B. muriciencis, B. osbornei, B. pirajai, B. punctatus, B.
sanctaecrucis, e B. venezuelensis).

A espécie atualmente denominada Bothropoides pauloensis, cuja
peconha foi objeto de estudo do presente trabalho, era descrita como Bothrops
neuwiedi pauloensis (Amaral, 1925), uma das doze subespécies do complexo
Bothrops neuwiedi o qual era composto pelas seguintes subespécies, a saber: B.
n bolivianus, B. n. diporus, B. n. goyazensis, B. n. lutzu, B. n. matogrossensi, B. n.
meridionalis, B n. neuwiedi, B. n. paranaensis., B. n. pauloensis B. n. piauhyensis,
B. n. pubescens e B n. urutu. A subespécie B. n. pauloensis passou por duas
reclassificagcfes taxonémicas, onde foi denominada inicialmente como uma nova
espécie Bothrops pauloensis (SILVA; RODRIGUES, 2008). Posteriormente,
Fenwick et al (2009) realizaram uma revisdo taxondmica baseada em evidéncias
moleculares e morfolégicas e alteraram 0 nome de varias espécies, sendo que a
espécie Bothrops pauloensis passou a ser denominada Bothropoides pauloensis.
Essa nova nomenclatura vem sendo utilizada por diferentes trabalhos citados na
literatura e sera a partir de agora adotada nessa revisao.

A espécie Bothropoides pauloensis pode ser encontrada na regido central
do Brasil nos estados de Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Goias, Minas Gerais

e Sao Paulo, como mostra a Figura 1.
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Figura 1: Botrhopoides pauloensis. A — Distribuicdo geografica (SILVA, 2004); B
— Foto de exemplar (CAMPBELL; LAMAR, 2004). C — Padrao de manchas da
espécie (SILVA, 2004; SILVA; RODRIGUES, 2008). Figura retirada da
dissertacdo de mestrado de Thais Machado (MACHADO, 2010).

1.2 Caracteristicas epidemiolégicas do acidente ofidico

O envenenamento ofidico € um problema de saude publica sendo
considerado como uma das doencgas negligenciadas (GUTIERREZ et al, 2006). O
namero de acidentes ofidicos é de aproximadamente 420 mil casos registrados
por ano em todo o mundo, com um indice de mortalidade de aproximadamente
4,7% (19.800 casos). Porém, ha uma estimativa de que estes nimeros cheguem
a aproximadamente 1.8 milhdes de acidentes ofidicos levando a 93 mil 6bitos por
ano (KASTURITATNE et al, 2008).

No Brasil o numero de notificagbes de ofidismo vem crescendo
anualmente. Até o ano de 2005 foram registrados 28.597 acidentes, desde entao,
houve uma leve reducdo no nimero de acidentes até o ano de 2008, quando o
namero de casos foi de 26.905, correspondendo a incidéncia de 13,8 casos a
cada 100 mil habitantes, dos quais 73,5% foram causados por serpentes dos
géneros Bothrops e Bothropoides e 7,5% do género Crotalus. A mortalidade, em
geral, é baixa (0,4%), porém, essa mortalidade pode se elevar dependendo do

tipo de envenenamento e do tempo decorrido entre o acidente e o atendimento,



como no envenenamento crotalico, cujo atendimento demora de 6 a 12 horas
ap6s o acidente, elevando o indice de mortalidade para 4,7% (MINISTERIO DA
SAUDE, 2008).

O nuamero de casos de ofidismo no Brasil varia de acordo com a regiao
(mais elevados nas regides norte e nordeste) e com as épocas do ano, em que
aumentam os acidentes com o0 aumento das chuvas e da temperatura,
coincidentes com o periodo de maior atividade humana no campo. Os acidentes
acometem com maior freqiéncia com adultos jovens e do sexo masculino. Nas
regides Sul e Sudeste, os acidentes ocorrem em maior quantidade no periodo de
janeiro a abril. J& nas regides Norte, Nordeste e Centro-Oeste, esta variagdo néo
é tdo evidente, como mostra a Figura 2 (MINISTERIO DA SAUDE, 2008).

1.000 1
2004
BO0 4
7004

6004

Numero de casos

‘—.—N -MNE -k SE —#—5 CD‘

Fonte: SW5/M3

Figura 2: Distribuicdo dos acidentes ofidicos por macro-regido. BRASIL, 2008.
Fonte: Guia de Vigilancia Epidemiolégica (Ministério da Saude, 2008).

Na regido do Triangulo Mineiro, de acordo com Silva et al. (2003), foram
registrados e tratados pelo Hospital de Clinicas (HC) da Universidade Federal de
Uberlandia (UFU), entre os anos de 1993 e 1995, 92 pacientes vitimas de
acidentes ofidicos causados por serpentes da familia Viperidae, sendo que 90

destas eram da subfamilia Crotalinae, géneros Crotalus e Bothrops.



1.3 Composicao das peconhas botropicas e botropodicas

As peconhas botropicas e botropoicas s&o produzidas nas glandulas
veneniferas que sdo um tipo de especializacdo de glandulas salivares (Kochva et
al, 1987). Estas s&o extremamente complexas contendo varias substancias
farmacologicamente ativas que atuam na inducao das altera¢cdes fisiopatoldgicas
decorrentes do envenenamento. Aproximadamente 90% dos constituintes da
peconha séo proteinas toxicas ou ndo téxicas. Também estdo presentes citrato,
fons metalicos, carboidratos, nucleotideos em especial as flavinas
mononucleotideo dinucleotideo que s&o responsaveis pela cor amarela das
peconhas e em menor propor¢do aminoécidos livres e lipideos (SOUZA et al,
2001; FREITAS et al, 1992).

Nesta variedade de toxinas, podemos encontrar metaloproteinases,
serinoproteinases, desintegrinas, miotoxinas, fosfolipases A,, L-amino oxidases,
fosfomonoesterases, fosfodiesterases, acetilcolinesterase, arginina esterase,
hialuronidase, 5'- nucleotidase e NAD-nucleosidase, dentre outras (GUTIERREZ
et al, 2009; QUEIROZ et al, 2008; STOCKER, 1990; TU, 1988).

A composi¢cdo da peconha pode variar de acordo com alguns fatores
incluindo origem geogréfica, idade e sexo da serpente, estacdo do ano e tipo de
presa. Alguns trabalhos demonstraram a variacdo na composicao das peconhas
de mesmas espécies de acordo com a variacdo geogréafica (RODRIGUES et al,
1998; NUNES et al, 2009). Foi verificado que a composicdo da peconha de
Bothorps atrox, obtidas de regifes diferentes (Coldmbia e Brasil) € diferente,
principalmente em relacdo a composi¢cdo de metaloproteinases e fosfolipases Ao,
como pode ser observado na Figura 3A.

Outros trabalhos tém evidenciado a variagdo na composicdo das
peconhas de acordo com a idade dos espécimes (ANTUNES et al, 2010). Neste
trabalho foi demonstrado que as peconhas de Bothrops jararaca filhotes
(Newborn) e adultos, apresentam uma importante variacdo intra-especifica da
composi¢cdo da peconha, bem como uma variacdo das atividades bioldgicas e
imunologicas destas peconhas (Figura 3B). A variacdo da composicdo das
peconhas também ocorre interespecificamente, como foi mostrado por Queiroz et

al (2008). Os autores analisaram peconhas de varias espécies botropicas e



concluiram que existem diferencas entre estas, o que pode refletir nas diferentes
atividades biologicas produzidas pelas mesmas (Figura 3C).

Vérios trabalhos tém sido realizados no sentido de entender melhor a
composicdo das peconhas das serpentes como andlise de proteomas e de
transcriptomas. Gutiérrez et al (2009) realizaram a andlise protedmica da pegonha
de B.asper, observando variacdo na composicdo da peconha de serpentes de
regides diferentes. Terra et al (2009) compararam a protebmica das peg¢onhas de
Bothrops jararaca e Bothrops lanceolatus, avaliando as diferencas na
composicdo, principalmente, de metaloproteinases nestas duas peconhas. As
andlises transcriptdmicas de algumas pe¢onhas mostraram o perfil de expresséo
génica. Kashima et al (2004) e Neiva et al (2009) realizaram a andlise
transcriptomica das glandulas de Bothrops jararacussu e Bothrops atrox,
respectivamente, contribuindo para o conhecimento da diversidade genética
presente nas glandulas das serpentes deste género. Uma das maiores
causadoras de acidentes ofidicos no Brasil, a serpente Bothrops jararaca teve seu
transcriptoma analisado por Cidade et al (2006) e os resultados podem ajudar no
entendimento dos efeitos toxicos do envenenamento, bem como nos estudos
protedmicos subseqiientes a este trabalho. A combinacdo da analise de
transcriptoma e protedmica das peconhas revela parte da composicdo protéica e
peptidica das mesmas e ainda traz novos conhecimentos sobre modificacbes pos-
traducionais ocorridas nas glandulas de peconha (VALENTE et al, 2009). Valente
et al (2009) realizaram a analise transcriptbmica e protedmica da peconha de
Bothrops insularis, e verificaram que ha uma diferenca entre o transcriptoma e o
proteoma, tanto na quantidade de certas toxinas quanto na estrutura, sugerindo
gue algumas proteinas possuem maior importancia que outras na evolucdo desta
espécie, por isso sdo mais expressas que outras, e algumas modificacdes nas

estruturas destas proteinas ocorrem apos a traducéo de seus genes (Figura 4).
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Figura 3: A) Comparacéo do perfil protedbmico de Bothrops atrox da Col6émbia

(acima) e do Brasil (abaixo) (NUNES et al, 2009); B) perfil protéico da peconha de

Bothrops jararaca: 1 — Adulto, 2 — Jovem (Newborn), 5 — Padrédo de peso
molecular, em PAGE-SDS em condi¢des reduzidas (ANTUNES et al, 2010); C)
perfil protéico de diferentes espécies botropicas em PAGE-SDS (QUEIROZ et al,

2008).
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Bothrops insularis (VALENTE et al, 2009). Legenda: SVMP (Snake Venom
Metallo Proteases; BPP: Bradykinin-potentiating Peptide; PLA,: Phospholipase Ay;
SVWEGF: snake venom Vascular Endothelial Grow Factor; NGF: Neurotrophic
Growth Factor.

O conhecimento da composi¢cdo protéica dessas peconhas tem uma
importancia significativa, pois podem auxiliar também no aspecto terapéutico
especifico ligado a acidentes ofidicos. O estudo da protedmica das peconhas
pode trazer um conhecimento maior sobre quais toxinas s&o mais importantes
para determinadas espécies e, com isso, aperfeicoar a producdo dos soros

antivenenos. Varios autores estdo utilizando a vendmica em conjunto com a
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antivendmica (identificacdo de epitopos contidos nas proteinas das peconhas
reconhecidos pelo soro antiveneno por técnicas de protedmica) na tentativa de
um melhor direcionamento na fabricagdo dos soros antivenenos melhorando a
eficiéncia destes e reduzindo os efeitos colaterais (CALVETE et al, 2009;
GUTIERREZ et al, 2009).

1.4 Fisiopatologia do envenenamento botrépico e botropaico:

As peconhas botrépicas e botropdicas provocam tanto danos teciduais no
local de inoculagdo da pegonha como disturbios sistémicos. A leséo tecidual € um
dos principais problemas induzidos pelas peconhas botrépica e botropdica
(GUTIERREZ et al, 2010; GUTIERREZ et al, 2009b; OLIVEIRA et al, 2009;
RODRIGUES et al, 2007; RODRIGUES et al, 1998). O dano tecidual local &
caracterizado por edema acentuado e progressivo, dor intensa e manifestacdes
hemorragicas percebidas com sangramento no local da picada, sendo que o
guadro pode evoluir para necrose severa (Figura 5) (WARRELL et al, 2010;
MINISTERIO DA SAUDE, 2008). As complicagbes que se seguem apds o
envenenamento podem levar ao surgimento de bolhas, gangrena, abscesso,

sindrome compartimental, insuficiéncia renal aguda e choque.

Figura 5: Dano tecidual local evidenciando edema, bolhas, equimose e necrose
(MINISTERIO DA SAUDE, 2008).
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A lesdo tecidual pode ser causada por varias toxinas distintas ou pela
acao destas em sinergia, e, dependendo do caso, o dano tecidual se torna téo
intenso, algumas vezes irreversivel, podendo levar a isquemia e até amputacéo
do membro afetado (SILVEIRA; NISHIOKA, 1992). As fosfolipase A, miotoxicas
induzem a mionecrose através de uma perturbacdo do sarcolema, levando a um
influxo de ions célcio e a necrose muscular (GUTIERREZ; OWNBY, 2003). As
metaloproteinases também desempenham um importante papel no dano tecidual
através da inducédo indireta da mionecrose pela isquemia (GUTIERREZ et al,
2009b). Estas toxinas degradam proteinas da Iamina basal de vasos sanguineos
levando a um extravasamento de sangue nestas regides, com consequente déficit
sanguineo para a musculatura.

O edema tecidual, um dos principais problemas do envenenamento
botrépico/botropdico pode ser multifatotial, ocorrendo danos em microvasos
(capilares e vénulas) por metaloproteinases hemorragicas, com consequente
extravasamento e formacdo do edema (GUTIERREZ et al., 2009b). Além disso,
mediadores inflamatdérios liberados ou sintetizados apds o envenenamento podem
levar ao edema, assim como a hiperalgesia (GUTIERREZ; LOMONTE, 2003). As
PLA; desempenham um importante papel nesse quadro, pois estas toxinas
induzem a degranulacdo dos mastocitos, com a liberacdo de histaminas, e a
producdo de prostaglandinas, mediadores da formacdo do edema local
(TEIXEIRA et al, 2003).

As manifestacbes sistémicas s&o caracterizadas por alteracbes na
coagulacdo sanguinea, mialgia, anuria, oliguria (podendo levar a insuficiéncia
renal), hipotenséo, hipotermia e cefaléia (ALBUQUERQUE et al, 2004), além de
hemorragias (gengivorragia e em outras cavidades do corpo) (MINISTERIO DA
SAUDE, 2008).

AlteragOes na hemostasia, a qual funciona sob um delicado balango entre
0 processo de formacdo do coagulo até sua completa dissolugdo (fibrindlise),
mantidos em equilibrio pelas propriedades hemodinamicas do sangue (BRAUD et
al, 2000), sdo um dos principais efeitos sistémicos induzidos pelo envenenamento
botrépico/botropdico.

Algumas toxinas presentes nas peconhas botrépicas/botropoicas atuam

diretamente sobre este sistema hemostético, inibindo ou estimulando-o. Estas
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toxinas podem ser agrupadas como: 1) procoagulantes: ativadores de fatores V,
X, IX e protrombina, além de proteases com acdo semelhante a trombina,
“thrombin-like”; 2) anticoagulantes: ativadores de Proteina C, proteinas que
ativam a formacdo do complexo fator IX/X, inibidores de trombina e PLAj;; 3)
Fibrino(geno)liticas: proteinas que degradam fibrinogénio e/ou fibrina e proteinas
ativadoras de plasminogénio; 4) hemorraginas: proteinas que interagem com a
parede dos vasos; 5) inibidor ou ativador de plaquetas; 6) inibidores de
serinoproteinases (SERPNINAS) (WHITE, 2005).

A alteracdo na hemostasia do paciente ap0s o envenenamento ofidico
pode ser induzido por enzimas proteoliticas, geralmente classificadas de acordo
com suas estruturas e fungcdes em metaloproteinases e serinoproteinases.

Metaloproteinases de peconha de serpentes (SVMPs) tém sido
extensivamente estudadas e consideradas fundamentais no desenvolvimento de
patogenias induzidas pelas peconhas. Em geral, a acdo das SVMPs esta
relacionada a protedlise dos componentes da matriz extracelular (colageno tipo
IV, laminina, fibronectina e nidogénio), proteinas do plasma (fibrinogénio, fator de
von Willenbrand, protrombina) e proteinas da superficie celular (integrinas e
caderinas). Além disso, SVMPs sao capazes também de interagir com receptores
das plaquetas, de células endoteliais e fibroblastos, ativando ou inibindo a
resposta celular. Estes efeitos promovem alteracfes patologicas severas,
observadas ap6s o envenenamento, tais como hemorragia, inibicdo da agregacao
plaguetaria, coagulopatia, mionecrose e resposta inflamatéria (MOURA DA SILVA
et al., 2007; WHITE, 2005). SVMPs séo classificadas em quatro classes de
acordo com a presenga ou auséncia de seus multiplos dominios estruturais, de Pl
a PIV (BJARNASON; FOX, 1994). Porém, Fox e Serrano (2008) propuseram uma
nova classificacdo para as SVMPs, baseando-se em analises protedbmicas e
transcriptdmicas, onde novas subclasses das classes Pll e Plll foram geradas e a
classe PIV foi incluida na classe PIIl. As SVMPs da classe Pl contém apenas o
dominio metaloproteinase na sua forma madura. A classe PIl é formada por
SVMPs que possuem além do dominio metaloproteinase, o dominio desintegrina.
As SVMPs da classe PIIl possuem os dominios metaloproteinase, semelhante a
desintegrina (disintegrin-like) e rico em cisteina (cysteine-rich). As PIll SVMPs

ainda sao divididas em Pllla, Plllb (processamento proteolitico), Pllic
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(homodiméricas) e Pllid, as quais possuem, além dos dominios metaloproteinase,
semelhante a desintegrina e rico em cisteina, o dominio semelhante a lectina tipo-
C (C-type lectin-like).

As metaloproteinases podem atuar em diferentes mecanismos do sistema
hemostatico, como proteinas da membrana basal, proteinas coagulantes,
plaguetas e proteinas da matriz extracelular (LAING; MOURA-DA-SILVA, 2005;
TANJONI et al, 2010). Essas proteases sdo dependentes de ions metalicos para
exercerem suas atividades e, a maior parte destas enzimas, sdo altamente
toxicas.

As serinoproteinases causam desordens hemostéticas interferindo em
pontos distintos da coagulacdo sanguinea por degradacéo proteolitica, inibindo ou
ativando fatores especificos envolvidos na cascata de coagulacdo, agregacao
plaguetaria e fibrindlise (BRAUD et al, 2000). Algumas serinoproteinases
possuem acao semelhante a trombina, por isso sdo chamadas “thrombin-like”. A
maioria destas enzimas atuam sobre uma das cadeias do fibrinogénio Aa ou B,
podendo atuar em ambas, liberando fibrinopeptideos A, B ou AB (COSTA et al,
2009; MARKLAND, 1998), aléem de mondmeros de fibrina, os quais se agrupam
formando um coagulo frouxo. Como a maioria das “thrombin-like” n&do possui a
capacidade de ativar o fator Xlll, o qual é responsavel pela estabilizacdo do
coagulo, este é facilmente removido da circulagdo sanguinea (STOCKER et al,
1982). Com isso ha uma rapida diminuicdo do estoque de fibrinogénio in vivo,
levando a um efeito anticoagulante e desfibrinogenante, porém in vitro, estas
enzimas sao pro-coagulantes (COSTA et al, 2010; MARKLAND, 1998).

Um componente importante da pe¢conha botrépica/botropdica, € a toxina
fosfolipase A, (PLA,) (E. C. 3. 1. 1. 4.), que tem como substrato os fosfolipideos
gue sdo constituintes da membrana plasmatica celular. As enzimas fosfolipases
Az (PLA,) de peconhas de serpentes vém sendo amplamente estudadas devido a
variedade de seus efeitos farmacoldgicos, como neurotoxicidade, miotoxicidade,
cardiotoxicidade, citotoxicidade, ativacdo e/ou inibicdo da agregacao plaquetéria,
anticoagulacdo, edema, convulsao, hipotensao, dentre outras, porém, nem todas
as PLA; induzem todos esses efeitos (FRANCISCHETTI et al., 1998; KINI, 2003;
MASUDA et al., 2005).
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As PLA; enzimaticamente ativas catalisam a hidrdlise especificamente na
ligacdo 2-acil éster de fosfolipidios, liberando como produtos os lisofosfolipidios e
acidos graxos livres (Figura 6) (SIX; DENNIS, 2000). Um destes acidos pode ser
0 araquidoénico, que € precursor de eicosandides, como as prostaglandinas e
horménios, potentes mediadores da resposta inflamatéria, além de poder
funcionar como segundo mensageiro (DESSEN, 2000; DENNIS, 1997). Os
lisofosfatideos liberados podem ser convertidos em fator de ativacdo plaguetaria
(PAF).

Y
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Figura 6: Local da catalise das diferentes classes de fosfolipases: fosfolipase Aj,
A,, C e D. Em destaque o sitio de catalise das fosfolipases A,, liberando um acido
graxo livre (o qual pode ser o acido araquidénico).

As fosfolipases A, podem ser divididas em cinco grupos principais: PLA>
secretérias (SPLA,), citosdlicas (cPLA,), Ca*" independentes, acetilhidrolases
fator de agregacao plaquetaria (PAF-AH) e as lisossémicas, divididas de acordo
com o0 mecanismo catalitico e suas caracteristicas funcionais e estruturais.

As PLA; secretérias foram subdivididas em quatorze grupos, de acordo
com o numero de residuos de aminoacidos e posi¢cdo das ligagdes dissulfeto,
sendo que as PLA,s das peconhas de serpentes estdo incluidas nos grupos | e |l
(SCHALOSKE; DENNIS, 2006). Essas enzimas sao pequenas, com 0O peso
molecular variando de 13 a 18 kDa, e causam danos sistémicos e locais pela

interferéncia nos processos fisiolégicos normais da vitima (KINI, 2003).
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1.5 Estrutura e funcéo de fosfolipases A,

Véarias PLA;s de peconhas de serpentes ja foram isoladas e
caracterizadas funcional e estruturalmente, inclusive a estrutura tridimensional de
algumas destas toxinas ja foi determinada por técnicas de modelagem molecular
e cristalografia de raio-X (KETELHUT et al, 2003; MAGRO et al, 2003). A anédlise
das estruturas primarias associadas a resolucdo das estruturas terciarias ampliou
o0 conhecimento das bases moleculares do mecanismo de acdo e possibilitou a
sugestéao e predicédo de algumas atividades farmacoldgicas destas toxinas.

As PLA3s possuem sete pontes dissulfeto nas posi¢cbes 11-77, 27-124,
29-45, 44-105, 51-96, 61-91 e 84-98 (HARRIS, 1991). Além disso, estas toxinas
sdo altamente conservadas na regido do sitio catalitico (-CCxxHDxC-) 44-51 e na
regiao do “loop” ligante de calcio (-W/YGGxG) (SCOTT et al, 1990).

Estas enzimas podem possuir um residuo de aspartato na posicédo 49
(D49), ou um residuo de lisina na mesma posicdo (K49). As D49 séo
enzimaticamente ativas e as k49 possuem baixa ou nenhuma atividade
enzimatica (OWNBY et al., 1999; KETELHUT et al., 2003). Existem variantes da
subclasse Lys49, como Arg 49 e Ser 49 presentes em algumas PLAzs de
peconhas ofidicas ja isoladas. CHIJIWA et al (2006) isolaram duas PLA;s da
peconha de Protobothrops elegans que possuem um residuo de Arg na posicao
49 (Arg49), denominadas PeBP(R)-l e PeBP(R)-ll, mas com alto grau de
homologia com as K49 ja isoladas. A atividade enzimatica e/ou toxicidade destas
enzimas podem ser influenciadas por alguns fatores como a especificidade pelo
substrato, a presenca de diferentes classes de fosfolipidios na regido do sitio
catalitico e o poder de penetracdo, em que uma PLA, com maior penetracdo
causa um dano mais significativo nos tecidos (KINI, 2003).

O sitio ativo da molécula de PLA, é uma cavidade semicircular e consiste
em quatro residuos de aminoacidos: His48, Asp49, Tyr52 e Asp99 (Figuras 7A e
B). Uma molécula conservada de agua desempenha um importante papel na
catdlise e esta conectada nas cadeias laterais dos residuos His48 e Asp49
através de pontes de hidrogénio (Figura 7B) (KANG et al, 2011). As PLA, D49
requerem calcio para estabilizacdo do sitio catalitico e, consequentemente, para
manutencdo de sua atividade enzimatica (ANDRIAO-ESCARSO et al, 2000;
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TEIXEIRA et al, 2011) (Figura 7C). Este sitio de ligagéo do calcio é formado pelo
grupo B-carboxilico do Asp-49, pelos grupos carbonilicos dos residuos Tyr-28 e
Gly-33 (FLEER et al, 1981; MAGRO et al, 2003). Teixeira et al (2011) mostraram
que a substituicdo do célcio por outros ions divalentes como Fe™, Mg~ e Zn~

produzem uma significativa reducéo da atividade destas toxinas.
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Figura 7: Estruturas das PLA, D49s resolvida por modelagem molecular e
cristalografia de Raios-X. A) Estrutura da PLA; D49 mostrando as folhas a e f3,
além das regifes N-terminal e C-terminal e do loop-catalitico com sitio de ligacéo
do Ca?" (KANG et al, 2011) ; B) Estrutura do sitio catalitico com os residuos
His48, Asp49, Tyr52 e Asp99, coordenando a ligagcdo com a molécula de agua
(OW) (KANG et al, 2011); C) Estrutura da PLA, mostrando o sitio de ligagdo ao
Ca®* (o fon célcio esta substituido pelo fon sédio visto que a proteina foi
cristalizada na presenca de acetato de sodio (MAGRO et al, 2004).

17



Outro residuo de aminoéacido que possui papel muito importante para as
atividades miotoéxicas, citotdxicas e edematogénicas das PLA, é o His-48. Varios
autores mostraram que uma modificacdo deste residuo por BPB (p-
bromophenacyl bromide) leva a perda ou uma diminuicdo significativa destas
atividades (ANDRIAO-ESCARSO et al, 2000; RODRIGUES et al, 2004; CUNHA
et al, 2011).

As fosfolipases isoladas de peconhas de serpentes também podem ser
denominadas é&cidas (DENEGRI et al, 2010) ou basicas (RODRIGUES et al,
2004). Em grande maioria as enzimas Asp49 sao acidas e as Lys49 sao basicas.
Porém a posi¢do ou a mudanca de um residuo de aminoacio de asparto e lisina
nao sdo deterrminantes para tal fator. O que as tornam acidas ou béasicas € a sua
composi¢cdo em aminoacidos.

As PLA, exibem uma variedade de efeitos toxicos e farmacoldgicos.
Vérias destas toxinas ja foram isoladas e caracterizadas, e dentre seus efeitos
mais comuns estdo: miotoxicidade e edema (CUNHA et al, 2011; RODRIGUES et
al, 2007). Estas toxinas ainda podem induzir ou inibir a agregacdo plaquetaria
(SANTOS-FILHO et al, 2008; RODRIGUES et al, 2007; FULY et al, 1997),
neurotoxicidade (FERNANDEZ et al, 2010), efeito hipotensor (ANDRIAO-
ESCARSO et al, 2002), bactericida (SAMY et al, 2008) e citotoxicidade (STABELI
et al, 2006). Vérios autores dedicam seus esforcos no sentido de elucidar o
mecanismo de acao das fosfolipases A, sobre certas linhagens tumorais. Lomonte
et al (1994) propuseram que a regido determinante para a atividade citotéxica
destas toxinas era a C-terminal, independente do sitio catalitico da proteina.
Desde entdo, varios autores conseguiram, com sucesso, sintetizar quimicamente
ou expressar esta regido peptidica e mostrar boa atividade antitumoral sobre
varias linhagens celulares (GEBRIM et al, 2009; ARAYA; LOMONTE, 2007,
LOMONTE et al, 2010).

Ja foram purificadas e caracterizadas cinco fosfolipases A, a partir da
peconha de Bothropoides pauloensis (Bothrops neuwiedi pauloensis). Todas
possuem atividade miotdxica, sendo que quatro destas proteinas sédo basicas,
sendo que duas possuem um residuo de Asp na posicdo 49 (RODRIGUES et al,
2004), chamadas BnpTX-I e Il, e as outras duas possuem um residuo de Lys na
mesma posi¢cdo (RODRIGUES et al, 1998), chamadas BnSP-6 e BnSP-7. Uma
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PLA; isolada e caracterizada por RODRIGUES et al (2007), foi a Unica PLA; acida
isolada desta peconha até o momento e possui um residuo de Asp na posi¢cao 49,
chamada Bp-PLA,. As toxinas BnpTXl e Il causam edema e a ruptura de
lipossomos. A BnpTXl ainda possui uma alta atividade anticoagulante e
bactericida, além de induzir um bloqueio neuromuscular (RODRIGUES et al.,
2004). Ja a Bp-PLA; acida possui uma alta atividade catalitica e miotdxica e inibe

a agregacao plaquetaria.

1.6 AplicacOes terapéuticas de toxinas de serpentes

Vérias toxinas de peconha de serpentes j& foram isoladas e
caracterizadas e, portanto, ja se conhece o potencial farmacoldgico das mesmas.
Um dos estudos pioneiros levou ao desenvolvimento do captopril®, um
vasodilatador derivada da peconha de Bothrops jararaca que atua sobre a enzima
conversora de angiotensina, inibindo-a. A partir desses estudos, varios trabalhos
vém sendo desenvolvidos com intuito de revelar o potencial biotecnologico de
toxinas animais.

A Mutalisina 2 e a Amoditase sdo metaloproteinases de Lachesis muta
muta e Vipera ammodytes ammodytes, respectivamente, que possuem uma
importante acdo trombolitica, sdo consideradas promissoras para o tratamento da
trombose (AGERO et al, 2007; LEONARDI et al, 2006).

Outra classe de toxinas que possui um grande potencial terapéutico sao
as desintegrinas. Além de estarem envolvidas na inibicdo da agregacao
plaquetéria, as desintegrinas tém acado sobre a metastase e crescimento tumoral,
sendo que em relagdo ao cancer, as integrinas desempenham um papel no
reconhecimento de receptores de tumor em diferentes tecidos. Algumas integrinas
especificas sdo necessarias para interagir com determinadas moléculas da matriz
extracelular (ECM). Quando esta interacdo muda, gera 0 crescimento
descontrolado do tumor e consegiente metastase (OKEGAWA et al, 2004;
KURSCHAT E MAUCH, 2000; MZEJEW SKI, 1999; VELASCO VELAZQUEZ et al,
1999).

O interesse de se testar peconhas de serpentes e suas toxinas como

agentes farmacolégicos, inclusive antitumorais, data desde o inicio do século
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passado, quando Calmette et al (1933) demonstraram a atividade antitumoral da
peconha de Naja sp em células de adenocarcinomas.

Neste contexto, as toxinas fosfolipase A, apresentam uma variedade
de efeitos farmacologicos, os quais podem ser direcionados para producédo de
novas drogas para tratamento de doencas importantes. Costa et al (2008)
testaram toxicidade de uma PLA, miotéxica, isolada da peconha de Bothrops
brazili, sobre células tumorais humanas (JUKART), E. coli e Leishmania sp,
mostrando que esta toxina possui atividade citotoxica sobre tais células e, ainda,
gue o peptideo derivado da regido C-terminal desta toxina também mostra os
mesmo efeitos.

Bazaa et al, (2009) mostraram que as PLA; podem inibir tanto a adeséo
guanto a migracdo das células tumorais. Varios autores mostraram que estas
toxinas sao Iimportantes agentes citotoxicos, com alta atividade sobre
determinadas linhagens tumorais (GEBRIM et al, 2009; STABELI et al, 2006;
COSTA et al, 2008).

A utilizacdo da peconha botrépica/botropdica bem como algumas de suas
toxinas como ferramentas para o estudo da agcao bacteriolitica e antitumoral, bem
como outras atividades, vem sendo bastante exploradas por nosso grupo de
pesquisa, onde das mesmas ja isolamos e caracterizamos estrutural e
funcionalmente vérias toxinas. Rodrigues et al., 2009 e lzidoro et al., 2006
isolaram e caracterizaram duas L-aminoacido oxidases isoladas das peconhas de
Bothrops pirajai e B. pauloensis, respectivamente, e demonstraram que estas
enzimas possuem atividade antitumoral importante. Gebrim et al (2009) utilizou
uma PLA, miotéxica (BthTXIl) e um peptideo derivado da por¢cdo C-terminal da
mesma toxina isolada primeiramente por Homsi-Brandeburgo et al (1988), e
mostraram que ambos possuem atividade anti-tumoral sobre vérias linhagens
tumorais.

As PLA; e suas isoformas oferecem um grande desafio para os
pesquisadores, no sentido de desvendar a sua estrutura e fungcdo. Pesquisas
nesta area auxiliardo a determinar os mecanismos dos efeitos farmacoldgicos,
bem como ampliar nosso conhecimento sobre o mecanismo de agdo destas
toxinas, seus efeitos deletérios, ou para efeitos contrarios a algumas doencas

importantes. Estes estudos sdo de extrema importancia, pois podem subsidiar
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conhecimentos em areas correlatas como o desenvolvimento de drogas para
tratamento de vitimas de acidentes ofidicos, desordens hemostéticas, bem como
para o desenvolvimento de novas drogas com acao bactericida e antitumorais.
Além disso, estes estudos resultardo em inovadoras oportunidades e caminhos
para encontrar respostas para a toxicidade das PLA, e também para o

desenvolvimento de proteinas com novas funcdes bioldgicas (KINI, 2003).
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Capitulo 2

Caracterizacao bioquimico-farmacoldgica de uma PLA; acida isolada da

peconha de Bothropoides pauloensis (Bothrops pauloensis)

Resumo: As fosfolipases A, sdo moléculas pequenas, com peso molecular
variando de 13 a 18 kDa, e um dos maiores constituintes das peconhas
botrépicas/botropodicas, exercendo uma variedade de efeitos toxicos como
neurotoxicidade, miotoxicidade, citotoxicidade, inibicdo ou ativagdo da agregacao
plaquetaria, dentre outros. A maioria das PLA, toxicas sdo proteinas basicas, no
entanto as isoformas acidas e suas possiveis acdes sdo menos conhecidas.
Neste trabalho, descrevemos a purificacdo e caracterizacdo quimica, enzimatica e
farmacoldgica de uma nova fosfolipase A, &cida da peconha de Bothropoides
pauloensis. Esta enzima, denominada BpPLA.-TXI, foi purificada através de
quatro passos cromatogréaficos representando 1,5 % da peconha total. E uma
proteina monomérica de 13.6 kDa estimada por analises em MALDI TOF e ponto
isoelétrico tedrico calculado em 4.98. O cDNA codificante para a PLA; foi obtido
por RT-PCR a partir do RNA total da glandula de peconha, utilizando
oligonucleotideos baseados na sequéncia parcial de aminoacidos desta toxina. A
sequéncia N-terminal da proteina dos primeiros 48 residuos de aminoacidos, bem
como a sequéncia completa deduzida partir de seu cDNA, apresentou 122
residuos de aminoécidos os quais revelaram uma significante similaridade com as
Asp49 acidas de outras peconhas de serpentes. A BpPLA,-TXI é cataliticamente
ativa, com atividade especifica de 142 U/mg, além de ser estavel sob diferentes
temperaturas e pHs. Foi capaz de inibir a agregacéo plaquetaria induzida pelo
colageno, além de induzir edema e efeito miotéxico. A analise filogenética mostra
que a BpPLA,-TXI forma um grupo com outras PLA,; Asp49 é&cidas dos géneros
Bothropoides e Bothrops, as quais sdo caracterizadas por possui alta atividade
catalitica associada com a capacidade de inibir agregacao plaquetaria.

Palavras-chave: Fosfolipase A, D49; Bothropoides pauloensis; Bothrops

pauloensis; Miotoxina; cDNA.
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Abstract: The phospholipases A, are small molecules, with molecular mass from
13 to 18 kDa, and one of the most abundant components present in the
botropics/botropoics snhake venoms, exerting a variety of toxic effects as
neurotoxicity, myotoxicity, citotoxicity, anti or pro-platelet aggregation, and others.
Most of the toxic PLA, are basic proteins, therefore, the acid PLAs isoforms and
their possible roles are less understood. In this work, we described the purification
and physic-chemical and pharmacological characterization of an acidic
phospholipase A, from Bothropoides pauloensis. This enzyme, named BpPLA,-
TXI, was purified through four chromatographic steps and it represents 2,4% of the
snake venom. It is a monomeric protein with 13.6 kDa by MALDI-TOF and
theoretical isoeletric point of 4,98. The codified cDNA was obtained by RT-PCR
from venom gland total RNA, utilizing oligonucleotides based on the amino acids
partial sequences for this toxin. The N-terminal sequence (fourty-eight amino acids
residues) as well as the complete sequence deduced by cDNA, show 122 amino
acids residues which revealed significant similarity with other acidic Asp49 PLA..
BpPLA,-TXI is catalytically active, with specific activity of 142 U/mg and it is
thermo- and pH-stable. Besides its catalytic activity, BpPLA,-TXI displayed some
farmacological effects, as inhibited platelet aggregation induced by collagen or
ADP, induced edema and myotoxicity. The phylogenetic analyses shows that
BpPLA,-TXI forms a group with other acidic PLA, Asp49 from Bothropoides and
Bothrops genus, wich are characterized by the a catalytic activity associated with

anti-platelet effects.

Keywords: D49 Phospholipase A;; Bothropoides pauloensis; Bothrops pauloensis;
Myotoxic; cDNA.
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1.0 Introducéo

Em 2009, as serpentes do género Bothrops passaram por uma nova
classificacdo, baseados em caracteristicas morfolégicas e moleculares
(FENWICK et al, 2009) e essa nova classificacdo foi aceita pela Sociedade
Brasileira de Herpetologia (SBH). ApOs esta reclassificacdo, a espécie antes
conhecida como Bothrops pauloensis passou a se chamar Bothropoides
pauloensis.

As manifestacdes clinicas observadas, apdés o0 envenenamento por
serpentes botropdicas, podem ser tanto locais quanto sistémicas, levando a
guadros como hiperalgesia, edema, eritema, hemorragia, necrose, alteragcdes na
hemostasia e no sistema nervoso, dentre outras (WARRELL et al, 2010;
MINISTERIO DA SAUDE, 2008; ALBUQUERQUE et al., 2004).

As peconhas botrépicas/botropdicas sdo misturas muito complexas e
contém varias substancias que podem ser ativas, as quais podem levar a
alteracOes fisiopatolégicas decorrentes do envenenamento. Aproximadamente
90% dos constituintes da peconha séo proteinas toxicas ou ndo téxicas. Também
estdo presentes, em menor proporcdo, citrato, ions metalicos, carboidratos,
nucleotideos, aminoéacidos livres e lipideos (SOUZA et al, 2001; FREITAS et al,
1992).

Vérias destas proteinas ja foram isoladas e caracterizadas bioquimica-
farmacologicamente e, portanto, ja se conhece o potencial farmacoldgico das
mesmas. Alguns destes componentes ja s&o utilizados como modelos
moleculares para drogas ja vendidas comercialmente, como é o caso do
Captopril® (derivado do peptideo isolado da peconha de Bothrops jararaca
(FERREIRA, 1965)). Vérias outras proteinas ja estdo num estagio bem avancado
no estudo clinico para sua utilizagcdo na medicina. A Mutalisina 2 e a Amoditase
sdo enzimas de Lachesis muta muta e Vipera ammodytes ammodytes,
respectivamente, que possuem uma importante acdo trombolitica, e s&o
consideradas promissoras para o tratamento da trombose (AGERO et. al, 2007;
LEONARDI et. al, 2006).

Um dos principais componentes das peconhas botropicas/botropdicas,

devido a variedade de seus efeitos toxicos induzidos nas vitimas, sdo as toxinas
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fosfolipases A, (PLAy) (E. C. 3. 1. 1. 4.), que tem como substrato os fosfolipideos,
constituintes da membrana plasmaética celular.

As PLA; enzimaticamente ativas catalisam a hidrolise especificamente na
ligacdo 2-acil éster de fosfolipidios, liberando como produtos os lisofosfolipidios e
acidos graxos livres (SIX; DENNIS, 2000). Um destes acidos pode ser o
araquidbnico, que é precursor de eicosanodides, como as prostaglandinas e
horménios, potentes mediadores da resposta inflamatéria (DESSEN, 2000;
DENNIS, 1997).

Estas enzimas podem possuir um residuo de aspartato na posicdo 49
(D49), ou um residuo de lisina na mesma posicdo (K49). As D49 séo
enzimaticamente ativas e as k49 possuem baixa ou nenhuma atividade
enzimatica (OWNBY et al., 1999; KETELHUT et al., 2003). Existem variantes da
subclasse Lys49, como Arg 49 e Ser 49 presentes em algumas PLA,s de
peconhas ofidicas ja isoladas (CHIJIWA et al, 2006)

As fosfolipases A, (PLA,;) de peconhas de serpentes vém sendo
amplamente estudadas devido a variedade de seus efeitos farmacolégicos, como
neurotoxicidade, miotoxicidade, cardiotoxicidade, citotoxicidade, ativacdo e/ou
inibicdo da agregacdo plaquetaria, anticoagulacdo, edema, convulséo,
hipotensdo, dentre outras, porém, nem todas as PLA, induzem todos esses
efeitos (FRANCISCHETTI et al., 1998; KINI, 2003; MASUDA et al.,, 2005). A
maioria das PLA, estudadas é basica, porém, nos ultimos anos foram feitos varios
trabalhos visando & caracterizacdo de PLA; &cidas (FERNANDEZ et al, 2010;
DENEGRI et al, 2010). Apenas uma PLA; &cida foi isolada da peconha de
Bothropoides pauloensis por Rodrigues et al (2007).

Vérios trabalhos com PLA, &cida Asp49 mostram que estas enzimas sao
capazes de inibir a agregacdo plaquetaria ativada por ADP ou colageno
(TEIXEIRA et al, 2011; FERNANDEZ et al, 2010; RODRIGUES et al, 2007), bem
como o peptideo sintético obtido com base na sequéncia C-terminal de uma
destas (TEIXEIRA et al, 2011).

As PLA; e suas isoformas se tornaram um grande desafio para os
pesquisadores, no sentido de desvendar a sua estrutura e funcédo. Estudos no

sentido de se desvendar forma de acéo destas toxinas auxiliardo a determinar os
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mecanismos dos efeitos farmacoldgicos, bem como seus efeitos deletérios, ou
para subsidiar novos estudos no tratamento de doencgas importantes.

Portanto, este trabalho apresenta a purificagdo e caracterizagdo quimica,
enzimatica e farmacologica de uma fosfolipase A, acida da peconha de

Bothropoides pauloensis.

2.0 Material e Métodos

2.1 Reagentes

Os reagentes utilizados para os ensaios foram: Kit CK-Nac (Analisa);
Coomassie Brilhante Blue R-250 (Sigma); Coomassie Blue G (Sigma); ADP
(Helena Laboratories); Colageno (Helena Laboratories); Acido Araquiddnico
(Helena Laboratories); Epinefrina (Helena Laboratories); Acido fosférico (Vetec);
Tris (Sigma); Azul de bromofenol (Merck Quimica Brazil); Glicerol (Merck Quimica
Brazil); B-mercaptoetanol (Sigma); SDS (Sigma); Padrao de peso molecular 6L
(Sigma); EDTA (Sigma); TRIZOL (GIBCO); Agarose (Sigma); Meio de cultura

RPMI 1640 (Sigma). Os demais reagentes foram de grau analitico.

2.2 Obtencéo da peconha de B. pauloensis

A peconha bruta da serpente Bothropoides pauloensis (PB) utilizada no
presente trabalho foi obtida a partir de espécimes mantidas no serpentério
Bioagents (Batatais-SP). Ap0s a coleta, a pegconha foi imediatamente dessecada

a vacuo a temperatura ambiente e conservada a -20°C.

2.3 Obtencédo e manutencédo dos animais para os ensaios bioldgicos
Camundongos Swiss foram obtidos e mantidos no Centro de Bioterismo e

Experimentagcdo Animal (CBEA) da UFU com &gua e suplemento alimentar “ad

libitum”, a uma temperatura de 22 +1°C, luminosidade controlada e padréo

sanitario convencional. Este projeto recebeu parecer favoravel pelo Comité de
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Etica e Utilizacdo de Animais (CEUA) da Universidade Federal de Uberlandia
(UFU) sob Protocolo de n°® 08-2008.

2.4 Quantificacéo de proteinas

A gquantificacdo das proteinas foi determinada pelo método de Bradford,
1976. Cada amostra foi diluida em 100 pL de agua deionizada e adicionada a 3
mL do reagente Bradford (100 mg de Coomassie Blue G, 50 mL de etanol 95%,
100 mL de é&cido fosférico 85% e 4gua deionizada suficiente para completar 1L de
solucéo).

Em seguida, foram feitas medicbes das absorbancias no
espectrofotobmetro  Ultrospec 1000 UV/Visivel (Pharmacia Biotech) em
comprimento de onda de 595 nm. Com os valores das absorbancias construiu-se
uma curva para determinacdo da concentracdo das proteinas, tomando como

padrdo uma curva de Soroalbumina Bovina.

2.5 Purificacdo da fosfolipase A, acida da peconha de Bothropoides

pauloensis

O fracionamento da peconha bruta (PB) de Bothropoides pauloensis foi
realizado primeiramente em uma coluna de troca i6nica. Cerca de 170 mg da
peconha foram resuspendidos em 2,0 mL de tampé&o bicarbonato de aménio 0,05
M, pH 7.8. Em seguida a amostra foi centrifugada a 10.000 g por 10 min a4° C e
0 sobrenadante aplicado a uma coluna de troca idnica contendo a resina CM
Sepharose Fast Flow (2,0 x 20,0 cm), previamente equilibrada com o mesmo
tampédo. A amostra foi eluida pelo estabelecimento de um gradiente convexo de
concentracdo usando o tampao bicarbonato de amonio nas concentracbes de
0,05 a 0,5 M. FragOes de 1 mL/tubo foram coletadas num fluxo de 6,6 mL/hora em
um coletor de fracdes Redifrac (Amersham Biotec). A absorbancia das fragcdes foi
lida a 280 nm em um espectrofotometro ULTROSPECH 1000. A fragdo com
atividade fosfolipasica (CM1) foi recromatografada em uma coluna de excluséo
molecular Sephacryl S-300 HR HiPrep 26/60 (GE HealthCare) equilibrada com

tampéo bicarbonato de aménio 0,05 M, pH 7,8, e a amostra eluida, com o0 mesmo
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tampdao. As fracdes de 2,0 mL/tubo foram coletadas em um fluxo de 12,0 mL/h.
Novamente, a fracdo com atividade fosfolipasica (S4) foi coletada e fracionada em
coluna de troca i6nica HiTrap Q FF 1 mL (GE HelthCare). Neste passo, quatro
colunas foram conectadas em série, no intuito de aperfeicoar o fracionamento, e
equilibradas com o tampéo bicarbonato de aménio 0,05 M e pH 7.6. Foi realizado
um gradiente de concentracdo com o tampéao bicarbonato de amdnio 0,5 M e pH
7.6. Foram coletadas fragdes de 1,0 mL/tubo com um fluxo de 6,0 mL/h. A fracdo
com atividade fosfolipasica (Q2) foi recromatografada em uma coluna C2-C18
MRPC 4.6/100 (GE HelthCare) fase-reversa em um sistema de cromatografia
liguida de alta performance (RP-HPLC). A coluna foi equilibrada com o solvente A
(0,1% é&cido trifluoracético, 4% acetronitrila) e eluida com um gradiente de
concentracdo do solvente B (0,1% &cido trifluoracético, 80% acetonitrila) de 0% a
100%, com um fluxo de 0,5 mL/min por 33 min. Todos os passos de purificagdo
da PLA; foram realizados a temperatura ambiente (25°C). A PLA, acida pura
obtida do fracionamento em RP-HPLC, chamada BpPLA,-TXI foi liofilizada e

utilizada em estudos de caracterizacao quimica/estrutural e farmacoldgica.

2.6 Caracterizacado quimica

2.6.1 Eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE) com agente desnaturante

A eletroforese com agente desnaturante (SDS) foi realizada segundo a
técnica descrita por Laemmli (1970). Para o eletrodo foi utilizado um tampao Tris
0,025 M, glicina 0,192 M e SDS 0,1% (m/v) e pH 8.3. As amostras foram diluidas
em Tris-HCI 0,06 M, azul de bromofenol 0,001% (m/v), SDS 6% (m/v), glicerol
10% (m/v) e B-mercaptoetanol 10% (m/v), pH 6.8 e aquecidas a 100°C por 5 min.
Foi utilizado um sistema de eletroforese Hoefer SE260 Mighty Small Mini Vertical.
Os géis foram corados em uma solugdo de Coomassie Brilhant Blue R-250 0,1%
(m/v) em agua e metanol (1:1 v/v) e descorados numa solucéo de acido acético a
7%. Como padréo de peso molecular foi utilizado o padrao Sigma 6L, contendo as
proteinas: Soroalbumina bovina (66 kDa), Ovoalbumina (45 kDa), Gliceraldeido-3-

fosfato desidrogenase (36 kDa), Tripsnogénio (24 kDa), inibidor de tripsina (20.1
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kDa) e a-lactoalbumina (14.4 kDa). Esta técnica foi realizada para a identificacdo

e analise do grau de pureza da toxina de interesse.

2.6.2 Determinacéo do peso molecular e ponto isoelétrico tedrico

A amostra foi submetida a analise espectrométrica de massa, usando um
espectrometro de massa AutoFlex Il MALDI-TOF (Bruker Daltonics, Bremen,
Germany) controlado pelo software FlexControl 3.0 (Bruker Daltonics, Bremen,
Germany).

A amostra foi misturada com solugdo matriz de acido sinapinico (1:1, v/v)
diretamente sobre uma placa especifica (Bruker Daltonics, Bremen, Germany) e
secada a temperatura ambiente. A massa média da proteina foi obtida em modo
linear com calibragdo externa, usando um Padrdo de Calibracdo de Proteina
(Bruker Daltonics, Bremen, Germany). O software Flex Analysis 3.0 (Bruker
Daltonics, Bremen, Germany) foi usado para a analise dos dados de
espectrometria de massa. O ponto isoelétrico tedrico foi determinado utilizando o
programa CLC Sequence Viewer 6 por meio de andlises in silico disponiveis em

(http:// www.clcbio.com/index.php?id=479).

2.7 Sequenciamento N-terminal

Aproximadamente 1,0 mg de BpPLA,-TXI foi dissolvido em tampéo Tris-
HCI 250 mM, pH 8.2, contendo 0,1% (m/v) EDTA. Para cada mol de Cys, 30 mols
de ditiotreitol foram adicionados. Ap6s a adi¢ao de N», a solugdo foi incubada por
4 horas a 50°C na auséncia de luz. Entéo, vinilpiridina foi adicionada e a solucéo
incubada “overnight”. A amostra reduzida foi, entdo, purificada em uma coluna C-
18 RP-HPLC e a sequéncia N-terminal foi determinada usando um sequenciador
PPSQ-23A Perkin-Elmer Procise (Applied Biosystem Division, Foster City,
California) com identificacdo on-line dos derivativos de feniltiohidantoina

correspondentes.
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2.8 Determinacao da sequéncia completa do cDNA

2.8.1 Extragcdo das glandulas veneniferas da serpente Bothropoides

pauloensis e preparacdo do RNA total

As glandulas da serpente Bothropoides pauloensis foram coletadas trés
dias ap0s a extracdo da peconha e, imediatamente apods, foi realizado o
isolamento do RNA total. A extragcdo do RNA total das glandulas de B. pauloensis
foi realizada utilizando-se o reagente TRIZOL® (GIBCO). Inicialmente as
glandulas foram maceradas em 1 mL de Trizol para cada 100 mg de tecido,
agitando em vértex e incubando por 5 minutos a 30°C. Foram adicionadas 0,2 mL
de cloroférmio, as amostras foram agitadas vigorosamente por 15 segundos e
incubadas a 30° C por 2 minutos, seguido de centrifugacdo a 12000 g por 15
minutos a 4°C. A fase aquosa foi transferida para tubo de eppendorf, ao qual
foram adicionados 500 pL de isopropanol para cada mL de Trizol®, e incubado a
temperatura ambiente por 10 minutos, seguido de centrifugacdo a 12000 g por 10
minutos, a 4°C. O pellet foi lavado com etanol 75 % e centrifugado a 7550 g por 5
minutos a 4°C. Depois de secagem ao ar, o material foi ressuspendido em
H,O/DEPC, quantificado a 260 nm e a integridade analisada em gel de agarose
1% preparado em solugcdo TBE (Tris-HCI 1 M pH 7.4, EDTA05MpH 8.0e10,8 g

acido borico).

2.8.2 Sintese do cDNA e amplificagdo por PCR

A partir do RNA total isolado foi realizada a sintese do cDNA. Para a
reacao de transcricdo reversa foi utilizada a enzima MMLV reverse transcriptase
(Promega) de acordo com as normas do fabricante (6 uyL de Tampéao RT 1x, 2,5
ML de ANTPs 10 mM e 1 uL de enzima RT 200 U). Dois microlitros da reagéo de
RT foram utilizados para amplificar o cDNA da toxina, utilizando 4,0 uyL de dNTP
10 mM, 1,5 yL de MgCl, 50 mM, 2,5 yL de Tampéao 10X, 1,0 yL de cada primer
12 mM (forward 5- GAT CAT GAA AAT TGC GGG GA -3’ especifico; M13
reverse universal 5- CAG GAA ACA GCT ATG AC -3’ (GE Healthcare)) e 0,3 yL

de Tag DNA Polimerase 1,5 U. Os produtos da PCR foram analisados quanto ao
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tamanho amplificado por meio de eletroforese em gel de agarose a 1,0% com
tampédo TBE. O gel foi corado com brometo de etidio (0,5 pg/mL) e revelado sob a
luz ultravioleta. As bandas referentes ao gene de interesse foram recortadas e a
purificacdo dos genes presentes foi realizada utilizando-se o kit Concert Rapid
PCR Purification System (Gibco BRL), conforme especificacdes do fabricante. A
guantificacdo do cDNA foi realizado em espectrofotdmetro pela determinacédo da
absorbancia em 260 nm (1 U Abs 260 corresponde a 50 pg/mL de DNA fita
dupla).

2.8.3 Construcéo e preparacao do oligonucleotideo

Os oligonucleotideos utilizados foram o foward 5 e o M13 reverse
universal 3'. O Foward 5’ foi desenhado com base na sequéncia N- terminal
determinada para a toxina previamente isolada. Foram realizadas otimizagdes
para verificar a temperatura de anelamento dos primers e o nimero de ciclos

ideais para amplificacdo do gene.

2.8.4 Clonagem do cDNA em vetor e transformacéo bacteriana

O fragmento amplificado por PCR foi clonado em vetor (p-GEM-T Easy
Vector System, Promega®) (Anexo |). A reacao de ligacdo do produto de PCR ao
vetor foi constituida de 1 pL de T4 DNA ligase (3 U/uL), 2 pL de tampédo de T4
DNA ligase 1X, 1pL do pGEM-T (25 ng/uL) e aproximadamente 20 ng do produto
amplificado, para uma reacdo final de 10 pL. Esta reacdo permaneceu em
termociclador a 4°C por 16 horas. Apos a ligacdo, os plasmidios (vetores) foram
inseridos por eletroporacdo em células competentes de E. coli linhagem XL-1Blue
eletrocompetentes. Nesse processo, 10 uL do material ligado foi adicionado a 200
UL de células competentes em cubetas de eletroporacéo de 1,5 ml estéreis. Em
seguida, as células foram transferidas para tubos Falcon de 15 mL e foram
adicionados 3000 pL de meio SOC (128,4 pL KCIl, M; 100 pL MgSO,4 1 M; 100 pL
MgCl, 1M; 200 pL de glicose 1 M; 10 mL de meio LB 2X) com posterior
incubacédo por 1 hora a 37°C com agitacao de 110 rpm. Apds esse periodo, foram

feitas culturas dessas bactérias semeando 150 pL das células em placa de Petri
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contendo meio LB sélido [2g de Triptona; 1g de Extrato de Levedura; 1g de NaCl;
1,59 de Agar; agua Mili-Q suficiente para completar o volume de 100 mL
suplementado com 50 pL de ampicilina (100 mg/mL) por aproximadamente 16
horas a 37°C, para posterior selecdo de coldnias transformadas. Sobre o meio de
cultura das placas de Petri, espalhou-se, previamente, 70 pL de X-Gal (50

mg/mL).

2.8.5 Sequenciamento automatico do cDNA

O sequenciamento foi realizado em um sequenciador automatico
MegaBace 1000 (Amersham Biosciences) do Laboratério de Nanobiotecnologia,
com colaboracdo do Prof. Dr. Luiz Ricardo Goulart Filho do Instituto de Genética
e Bioquimica da Universidade Federal de Uberlandia. Os fragmentos clonados
foram sequenciados a partir das extremidades 5 e 3. As reacgbes de
sequenciamento foram feitas em microplacas utilizando-se 0,5 pL dos
terminadores Big Dye, 100 ng de DNA plasmidial, 10 pmoles dos iniciadores
utilizados para amplificar os fragmentos de interesse, 3,5uL de tampéo 2,5X (400
mM Tris-HCI, pH 9,0; 10 mM MgCl,), completando-se o volume da reagdo com
H>0 milli-Q estéril para 10 pL.

A sequéncia de DNA obtida foi submetida a consulta de similaridade de
nucleotideos com sequéncias depositadas no GenBank, em acesso ao endereco
eletrénico www.ncbi.nim.nih.gov do NCBI (National Center for Biotecnology
Information). A ferramenta utilizada para esta consulta foi o BLAST nucleotide-

nucleotide — Basic Local Alignment Search Tools.

2.9 Andlise Filogenética

A sequéncia protéica da BpPLA,-TXI foi alinhada utilizando o programa
ClustalW  (http://lwww.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html) com outras PLA;
acidas da familia Viperidae. Um grupo de PLA, basicas também foi incluido.
Como outgroup foi incluida uma PLA; pancreatica Humana. A andlise filogenética

foi realizada utilizando o software MEGA 4 pelo método “Neighborjoing” (NJ).
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Foram realizadas 1000 réplicas (arvores aleatorias) e aquela com maior consenso

entre as sequéncias foi utilizada.

2.10 Ensaios Enzimaticos e Farmacoldgicos

2.10.1 Atividade fosfolipase Az (PLA)

A atividade PLA; foi determinada por titulagdo potenciométrica segundo o
método descrito por De-Haas et al (1968). Como substrato foi utilizado uma
emulsdo de gema de ovo (uma gema completando o volume para 50 mL com
agua destilada) em presenca de desoxicolato de sddio 0,03 M e CaCl, a 0,6 M (15
mL da solugdo aquosa de gema de ovo, 10 mL de deoxicolato de sodio e 1 mL de
cloreto de calcio, completando o volume de 100 mL com agua destilada). Os
acidos graxos liberados enzimaticamente foram titulados com uma solucéo
padrdo de NaOH 0,09704N em pH 8,0 e temperatura ambiente. A atividade
fosfolipase A, foi expressa em microequivalentes de base consumida por minuto,
e a atividade especifica foi expressa pelo numero de pequivalentes de base
consumida por minuto, por mg de proteina. Por definicdo, 1 unidade de atividade
especifica corresponde ao consumo de 1 microequivalente de base por mg de
proteinas em um minuto. Ainda foram realizados testes de estabilidade da enzima
sob a influéncia do pH, incubando a amostra (BpPLA,-TXI), por 30 min a 25°C,
em diferentes tampdes (variando o pH de 2.5 a 11.0), e da temperatura (variando
de 4 a 100°C), deixando as amostras por 30 min em cada temperatura. A amostra
também foi incubada com EDTA por 30 min a 25°C, na concentracdo final de 10
mM para avaliacdo da atividade catalitica na auséncia de Ca*". Para cada ensaio

foram utilizados 10 ug (RODRIGUES, 2006) de proteinas dosadas, em triplicata.

2.10.2 Inibicdo da agregacao plaquetaria por analise turbidimétrica

A agregacdo plaquetaria foi determinada utilizando-se o método
previamente descrito por Fuly et al (1997), com modificagdes. O plasma rico em

plaquetas (PRP) foi preparado a partir do sangue citratado (0,31% p/v) de
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camundongo. Os animais foram anestesiados com éter dietilico (5,50 ml/L) e
sangrados por puncédo cardiaca. ApGs a coleta do sangue, este foi centrifugado a
1.800 rpm por 12 min a temperatura ambiente. Amostras do PRP obtidas foram
centrifugadas a 3.500 rpm por 20 min e os “pellets” de plaquetas foram
ressuspendidos em uma solucado de Tyrode livre de calcio, contendo 0,35% (p/v)
de soroalbumina bovina (BSA) e 0,1 mM de EDTA (concentracéo final), pH 6,5 e
lavados duas vezes por centrifugacao. O “pellet” final foi entdo ressuspendido em
solucao tyrode-BSA, pH 7,5 sem EDTA. A suspensdao foi ajustada para dar uma
concentracdo de 3-4 x 10° plaquetas/uL. A agregacdo plaquetéria foi medida
turbidimetricamente utilizando um agregébmetro AggRAM (Helena Laboratories).
As amostras foram deixadas a 37°C em cubetas de vidro siliconizadas utilizando
225 uL de plaquetas lavadas sob agitacdo, e a agregacao foi iniciada apos pré-
incubacé&o por 30 minutos com diferentes concentracdes da toxina na presenca de
CaCl, 1,0 mM (concentracao final). Como agonistas da agregacao plaquetéaria
foram utilizados ADP (20 pM), colageno (10 pg/mL), acido araquiddnico (500
ug/mL) e epinefrina (300 uM) (Helena Laboratories), e suas concentracdes sao

determinadas pelo fabricante.

2.10.3 Atividade edematogénica

A atividade edematogénica induzida pela PLA; foi determinada utilizando
grupos de camundongos Swiss (n=4, 18-22g). Os animais foram injetados por via
intradérmica, na regido subplantar da pata direita com 50 uL de solugdo contendo
10 pg de pecgonha bruta ou BpPLA,-TXI dissolvidos em salina. No grupo controle
foram injetados 50 L de salina. A medicao das patas foi realizada em diferentes
intervalos (30°, 1, 3, 6 e 24 horas) de tempo a partir do tempo Oh (o qual era
subtraido de cada valor obtido). O aumento da area na pata dos camundongos foi
medido com um paquimetro de baixa pressdo 0,01 mm (Mytutoyo, Japao) e

expresso diretamente em mm de edema induzido.
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2.10.4 Atividade miotdxica analisada por dosagem de creatina cinase no

plasma

Aproximadamente 20 ug de pegconha bruta, BpPLA,-TXI ou a PLA; BnSP-
7 (isolada de B. neuwiedi pauloensis) foram dissolvidos em 50 pL de solugcéo
salina e inoculados no muasculo grastrocnemius direito de camundongos machos
Swiss (18-22g, n=3). Os animais controles receberam 50 pyL de solucédo salina.
Apo6s 3 horas os animais foram anestesiados com éter dietilico (5,50 ml/L) e
sangrados por pun¢cdo cardiaca. O sangue dos animais foi imediatamente
centrifugado a 2500 g por 10 min a 4°C para obtencdo do soro. 50 pL do soro
foram incubados com 1,0 mL da solucéo reativa por 3 min a 37°C. Em seguida,
foram realizadas leituras a 340 nm nos intervalos de 0 a 3 min. A atividade da
enzima creatina cinase foi determinada utilizando-se o kit CK-Nac (Analisa) e

expressa em unidades/litro.

2.11 Avaliacao da acao da toxina sobre culturas de células tumorais

2.11.1 Meio de cultura celular para células tumorais

A manutencdo das linhagens de células tumorais, a dissolucdo das
toxinas testadas e a realizacdo dos ensaios de citotoxicidade, seguiram o
protocolo do ATCC (American Type Culture Collection), utilizando meio RPMI
1640 suplementados com 10% de soro fetal bovino (SFB), 20 mM de L-glutamina,
7,5% de bicarbonato de sédio e 10 ug/mL de gentamicina (meio completo). Este
meio foi preparado na hora do uso e esterilizado por filtragdo em membranas de
0,22 um.

2.11.2 Linhagem de células tumorais

Foram utilizadas as seguintes linhagens de células tumorais: MEF (Mouse
Embryonic Fibroblast); Sarcoma 180 (TIB-66); TG-180 (CCRF S 180 Il);
Carcinoma de ovario humano (OVCAR-3). A linhagem tumoral humana foi cedida

gentilmente pelo Prof. Dr. Carlos Ueira Vieira, do Instituto de Genética e
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Bioquimica da Universidade Federal de Uberlandia e as linhagems MEF (Mouse
Embryonic Fibroblast), Sarcoma 180 (TIB-66) e TG-180 (CCRF S 180 Il), foram
obtidas no Laboratorio de Imunologia do Instituto de Imunologia e Parasitologia

Aplicada da Universidade Federal de Uberlandia.

2.11.3 Cultura de células tumorais

As células tumorais foram cultivadas em frascos para cultivo celular
estéreis com 175 cm? contendo RPMI 1640 acrescentado de glutamina
(2mmol/L), bicarbonato de sédio (1,5 g/L), glicose (4,5 g/L), HEPES (10 mmol/L,
piruvato de sodio (1,0 mmol/L) e soro fetal bovino 10% (v/v), seguindo o protocolo
do ATCC (American Type Culture Collection). Para fins experimentais, as células
foram cultivadas em microplacas de 96 poc¢os (200uL/poco), fundo chato com

tampa. As células foram incubadas em estufa a 37°C com atmosfera 5% de CO».

2.11.4 Atividade citotoxica

Para realizacéo da atividade citotdxica as linhagens de células tumorais e
macréfagos  peritoneais foram transferidos para tubos “Falcon” para
procedimentos de lavagem. As células foram lavadas trés vezes por centrifugacao
a 1000 rpm por 10 minutos em meio completo. Ao final da dltima lavagem, as
células foram ressuspendidas em 5 mL de meio RPMI completo. Uma aliquota de
10 uL da suspenséao celular foi colocada em 90 uL de azul de Tripan 1% (m:v)
(SIGMA, EUA) e contadas em Camara de Neubauer.

Para realizagdo dos testes de citotoxicidade, 2x10° células tumorais foram
plagueados em microplacas de 96 pocos, na presenca ou na auséncia das
toxinas (diferentes concentracfes). Em seguida, as ceélulas foram incubadas por
24h a 37°C, em estufa umidificada. Apés a incubacao, as células viaveis foram
guantificadas colorimetricamente utilizando a técnica padrdo do MTT com
algumas modificagbes. Foram adicionados 10 uL (0,5 mg/mL) do reagente MTT
(brometo de 2,5-difenil-terazolio-3-[4,5- dimetiltiazol-2-yl]) em cada poco, apés 4h
de incubacdo a 37°C os cristais de formazan produzidos pela redu¢cdo do MTT

foram solubilizados pela adicdo de 50 uL de duodecil sulfato de sédio (SDS) em
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cada poco. A reducado do MTT foi quantificada pela leitura da absorbancia a 540
nm do produto solubilizado, utilizando um leitor de placa.

O célculo da porcentagem de atividade citotoxica das toxinas foi obtido
utilizando a seguinte férmula:

A (% proliferacdo das células na presenca da toxina)

A= (leitura da absorbancia das células na presenca da toxina X 100) /
leitura da absorbancia das células somente na presenca do meio de cultura
B= % atividade citotoxica = 100 — A.

2.12 Anédlises estatisticas

A montagem dos gréficos, célculos das médias e desvios padrbes das
meédias foram realizadas com auxilio dos softwares Micrococal Origin e Sigma
Plot. A determinacédo das significancias entre as médias (analise de variancia) e
os testes de significancia da diferenca entre duas médias foram realizados
utiizando-se o Teste t de Student, e os valores de P <0,001 e >0,1 foram
considerados estatisticamente significantes. Os dados foram apresentados como

média ou desvio padrao.

3.0 Resultados

3.1 Purificacao e caracterizacdo quimica da PLA; acida (BpPLA,-TXI) de

Bothropoides pauloensis

O primeiro passo do fracionamento da peconha total de Bothropoides
pauloensis foi realizado em uma coluna de troca i6bnica CM-Sepharose Fast Flow
por meio de um gradiente de concentracdo contendo Tris-HCI| 0,05 M a 0,5 M.
Este fracionamento produziu seis picos principais, denominados de CM1, CM2,
CM3, CM4, CM5 e CM6, como mostrado na Figura 1A. A fracdo com atividade
fosfolipasica (CM1) foi recromatografada em uma coluna Sephacryl-S300 HR
HiPrep 26/60 resultando em sete novas fragdes, S1 a S7 (Figura 1B). A fracéo
com maior atividade fosfolipasica, fragdo S4, foi submetida a uma nova

cromatografia de troca idnica, Hi-Trap Q Fast Flow, e duas fragcbes principais
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foram obtidas desta cromatografia, Q1 e Q2 (Figura 1C). A fracdo Q2, a qual
possui atividade fosfolipasica, foi, entdo, aplicada em uma coluna de fase reversa
(RP-HPCL) C2-C18 pRPC 4.6/100 (GE HelthCare) no intuito de remover tragos de
outros componentes da peconha. A PLA, &cida foi eluida em RP-HPLC com
aproximadamente 80% do solvente B sendo denominada de BpPLA,-TXI (Figura
1D). A toxina purificada foi observada em PAGE-SDS em condi¢cOes redutoras,
apresentando uma banda Unica com Mr aproximadamente de 15.000 Da (Figura
1E). Quando analisada por MALDI-TOF apresentou uma massa molecular 13.682
Da (Figura 2). A PLA; apresentou um pl teérico de 4.98, determinado com base
na sequéncia deduzida a partir do cDNA utilizando o programa CLC Sequence
Viewer 6 por meio de analises in silico disponiveis em (http://
www.clcbio.com/index.php?id=479).

O rendimento protéico das fracOes e a recuperacdo da atividade
fosfolipasica estdo apresentados na Tabela 1. Esta toxina representa 2,6 % da
peconha de B. pauloensis e apresentou uma atividade especifica de 142 U/mg,

com um fator de purificacéo de 2,7.
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Figura 1: Purificacdo da PLA; acida da peconha de Bothropoides pauloensis. (A)
Cromatografia em CM-Sepharose de 170 mg da peconha bruta de Bothropoides
pauloensis. As fragcfes foram identificadas como CM1 a CM6. A amostra foi eluida
em um gradiente linear de bicarbonato de aménio (0,05-0,5 M), com um fluxo de
6,6 mL/h, coletando fracdes de 1 mL/tubo. (B) Cromatografia em Sephacryl-S300
de 60 mg da fracdo CM1. A coluna foi equilibrada e eluida com um tampéao
bicarbonato de aménio 0,05 M com um fluxo de 12 mL/h, coletando 2 mL/tubo.
Sete fracdes foram obtidas (S1 a S7). (C) Cromatografia em HiTrap Q FF 1 mL
(GE HelthCare) de aproximadamente 8 mg da fracdo S4, resultando em dois
picos, Q1 e Q2. Foi realizado um gradiente linear com o tampéao bicarbonato de
amoénio 0,05 a 05 M e pH 7.6, com um fluxo de 6,0 mL/h. (D) Perfil
cromatografico obtido do fracionamento de 2 mg do pico Q2 em coluna de fase
reversa (RP-HPLC) C2-C18. A PLA; foi eluida utilizando um gradiente de
concentracdo do solvente A (0,1% TFA, 4% acetonitrila) para o solvente B (0,1%
TFA, 80% acetonitrila) de 0% a 100%, com um fluxo de 0,5 mL/min, por 33 min,
coletando 0,5 mL/tubo. (E) Perfil eletroforético (12% PAGE-SDS) em condigdes
redutoras: 1) Padrdo de Peso Molecular; 2) PLA, acida (BpPLA2-TXI).
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Tabela 1: Recuperacéo protéica e recuperacdo da atividade enzimética da

peconha bruta e das fracdes de interesse.

Fracao Proteina Atividade Fosfolipasica
%R U/ U-Total Fator de
ms eap- me ota Purificagao

PB 170 100 51 8670 1
CM1 60 35 87 5220 1,7
sS4 20 11,7 113 2260 2,2
Q2 7,5 4,4 135 1012 2,6
BpPLA2-TXI 4,5 2,6 142 639 2,78
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Figura 2: Determinacdo do peso molecular da BpPLA2-TXI por MALDI-TOF em

espectrometro de massa (Bruker Daltonics, Bremen, Germany).
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3.2 Determinacao das sequéncias N-terminal e cDNA da BpPLA,-TXI

A sequéncia dos primeiros 48 residuos de aminoacidos da PLA,; BpPLA,-
TXI esta apresentada na Figura 3. Esta proteina contem o residuo Asp na
posicdo 48 (posicdo 49 da diade catalitica) de acordo com a numeracao
primeiramente demonstrada por Renetseder et al (1985), dessa forma a PLA;
isolada no presente trabalho € uma Asp49 PLA,. Andlises da regido N-terminal da
BpPLA,-TXI mostraram que ela contém residuos de aminoacidos conservados
envolvidos no dominio de ligagcdo do célcio e no sitio catalitico (Tyr28, Gly30,
Gly32, His48 e Asp49)

A sequéncia N-terminal da BpPLA,-TXI permitiu realizar a amplificacao e
clonagem do gene desta toxina, através do desenho do oligonucleotideo, o qual é
formado por 417 pares de bases, codificando uma proteina madura de 122

residuos de aminoéacidos (Figura 3).

>BpPLA,-TXI

1 ATG AGG ACT CTC TGG ATA ATG GCC GTG TTG CTG GTG GGC GTC GAG 45
1 M R T L W I M A v L L v G v E 15

46 GGG AAC CTG GTG CAA TTT GAG ACG TTG ATC ATG AAA ATT GCG GGG 20
16 G N L v Q F E T L I M K I A G 30

91 AGA AGT GGT GTT TGG TAC TAC GGC TCT TAC GGA TGC TAC TGC GGC 135
31 R S G v W Y Y G S Y G C Y C G 45

136 TCG GGA GGC CAA GGC CGG CCA CAG GAC GCC AGC GAC CGC TGC TGC 180
46 S G G Q G R P Q D A S D R C C 60

181 TTT GTG CAC GAC TGC TGT TAT GGA AAA GTG ACC GAC TGC GAC CCC 225
61 F \ H D Cc Cc Y G K v T D C D P 75

226 AAA GCG GAC GTC TAC ACC TAC AGC GAG GAG AAC GGG GTT GTC GTC 270
76 K A D v Y T Y S E E N G v v v 90

271 TGC GGA GGG GAC GAC CCG TGC AAG AAG CAG ATT TGT GAG TGC GAC 315
91 Cc G G D D P c K K Q I C E Cc D 105

316 AGG GTT GCG GCA ACC TGC TTC CGA GAC AAT AAG GAC ACA TAC GAA 360
106 R v A A T c F R D N K D T Y D 120

361 AAC AAA TAT TGG TTT TCC CCG GCC AAA AAT TGC CAG GAG GAA TCA 405
121 N K Y W v F P A K N C Q E E s 135

406 GAG CCA TGC TAA 417
136 E P Cc *

Figura 3: Sequéncia do cDNA e deducdo da sequéncia de aminoacidos da
BpPLA,-TXI. A sequéncia N-terminal obtida pelo sequenciamento pelo método de
Edmam esta sublinhada. O simbolo (*) representa o “stop cédon”.
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A Figura 4 mostra o alinhamento da BpPLA2-TXI com outras fosfolipases
A, isoladas da peconha de Bothropoides pauloensis (Bothrops pauloensis), sendo
duas PLA, Lys49 béasicas BnSP-6 e BnSP-7 (RODRIGUES et al, 1998), duas
Asp49 basicas BnpTX-I e BnpTX-Il (RODRIGUES et al, 2004) e uma Asp49 acida
BP-PLA, (RODRIGUES et al, 2007).

CLUSTAL 2.1 multiple sequence alignment

BpPLAZ2-TXI NLVQFETLIMKIAGRSGVWYYGSYGCYCGSGGQGRPQDASDRCCFVHDCCYGKVTDCDPK
BP-PLA2 NLVQFKTLIMKIAGRSVVYKYFYYGCYCGWGGIGQPRDATDRCCFVHD------------
BnSP-6 SLFELGKMILQETGKNPAKSYGAYGCNCGVLGRGGPKDATDRCCYVHKCCYKKLTGCDPK
BnSP-7 SLFELGKMILQETGKNPAKSYGAYGCNCGVLGRGQPKDATDRCCYVHKCCYKKLTGCDPK
BnpTX-II SLWEFAQMILEETKRLPFPYYGAYGCYCGWGGQGQ--—---—---————--————-—-———-
BnpTX-1 DLWQFGKMILKVAGKLPFPYYGAYGCYCGWGGRGKPKDPTDRCCFVHDCC---------~-

JRernoorRroonoa oAk kR oW

BpPLA2-TXI ADVYTYSEENGVVVCGGDDPCKKQICECDRVAATCFRDNKDTYENKYWFSPAKNCQEESEPC
BP-PLA2 = =  mmmm o
BNSP-6 KDRYSYSWKDKTIVCGENNPCLKELCECDKAVAICLRENLGTYNKKYRYHLKPFCKK-ADPC
BnSP-7 KDRYSYSWKDKTIVCGENNPCLKELCECDKAVAICLRENLGTYNKKYRYHLKPFCKK-ADPC
BAPTX=IT = mmmm e e e e e e e e e e e e e e e
BAPTX-I = === e e e e e e e e e e

Figura 4: Alinhamento da BpPLA,-TXI com outras fosfolipases isoladas da
peconha de Bothropoides pauloensis (Bothrops pauloensis; Bothrops newviedi
pauloensis). Foram utilizadas as sequéncias completas da PLA, BnSP-6 e 7
(numeros de acesso: 49258448 e 51247138, respectivamente) (RODRIGUES et
al, 1998), as sequéncias parciais das PLA, BnpTX-I e Il (RODRIGUES et al, 2004)
e a sequéncia parcial da PLA; BP-PLA,; (RODRIGUES et al, 2007). O simbolo (*)
representa residuos de aminoacidos conservados para todas as sequéncias.

A Figura 5 mostra o alinhamento da sequéncia da BpPLA.-TXI
comparada com outras PLA, &cidas e basicas ja caracterizadas de outras
serpentes. Esta enzima possui sequéncias de dominios altamente conservados
comuns aos grupos das PLA, Asp49, possuindo 14 residuos de cisteina,

marcados em cinza.
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BAC02719.

AAP48892.

Trimeresurus_flavov

viridovipera_stejne

CLUSTAL W (1.81) multiple sequence alignment

BpPLA2-TXI NLVQFETLIMKIAGRSGVWYYGSYGCYCGSGGQGRPQDASDRCCFVHDCC
ABC96692.1|Bothrops_erythromel SLVQFETLIMKIAGRSGVWYYGSYGCYCGSGGQGRPQDASDRCCFVHDCC
AA027454.1|Bothrops_jararacuss DLWQFGQMILKETGKLPFPYYTTYGCYCGWGGQGQPKDATDRCCFVHDCC
AAR14163.1|Sistrurus_catenatus NLLQFNKMIKIMTKKNAIPSYSSYGCYCGWGGRGRPKDATDRCCFVHDCC

HLLQFRKMIKKMTGKEPIVSYAFYGCYCGKGGRGKPKDATDRCCFVHDCC

1

1

1

1
AAN37410.1|Bothrops_jararacuss SLWQFGKMINYVMGESGVLQYLSYGCYCGLGGQGQPTDATDRCCFVHDCC
AAM09694 .1 |Bothrops_insularis NLWQFGKMMNYVMGQSVVYKYFYYGCYCGWGGIGQPRDATDRCCFVHDCC
AAW92118.1|Cerrophidion_godman NLMQFERLIMKVAKRSGMFWYSAYGCYCGWGGQGKPQDPTDRCCFVHDCC
ABG26993.1|Sistrurus_catenatus NLIQFETLILKVAKKSGMFSYSAYGCYCGWGGHGRPQDATDRCCFVHDCC
AAW92121.1|Trimeresurus_gracil SLMQFEMLIMKLAKSSGMFWYSAYGCYCGWGGQGRPQDATDRCCFVHDCC
AAM80563.1|Crotalus_viridis_vi NLVQFELLIMKVAKRSGLLSYSAYGCYCGWGGHGRPQDATDRCCFVHDCC
AAM80565.1|Crotalus_viridis_vi NLVQFELLIMKVAKRSGLLSYSAYGCYCGWGGYGRPQDATDRCCFVHDCC
AAS79431.1|Ssistrurus_catenatus SLVEFETLIMKIAGRSGVWYYSSYGCYCGTGGQGWPQDASDRCCFEHDCC
BAA08383.1|0ovophis_okinavensis HLMQFETLIMKIAGRSGVWWYGSYGCYCGAGGQGRPQDPSDRCCFVHDCC
BAAQ1568.1|Trimeresurus_flavov HLMQFENMIKKVTGRSGIWWYGSYGCYCGKGGEGRPQDPSDRCCFVHDCC
AAP48897.1|Vviridovipera_stejne HLMQFETLIMKVAGRSGVWYYGSYGCFCGAGGQGRPQDASDRCCFVHDCC
AAW92117.1 Bothriecﬁis_sch1ege DLLQFEGMIMTIAGRSGIWYYGSYGCYCGAGGQGKPQDASDRCCFVHDCC
AAB71849.1|Gloydius_halys SLMQFKTLIMKIAGRSGIWYYGSYGCYCGGGGQGRPQDASDRCCFVHDCC
ADB77855.1|Lachesis_muta --MQFGDLINKIARRNGILYYSFYGCYCGLGGRGRPQDATDRCCFVHDCC
AAP48894.1|viridovipera_stejne SVIELGKMIFQETGKNPATSYGLYGCNCGPGGRRKPKDATDRCCYVHKCC
BAA06553.1|Trimeresurus_gramin SVIELGKMIFQETGKNPATSYGLYGCNCGPGGRRKPKDATDRCCYVHKCC
AAP48892.1|viridovipera_stejne SLVQLGKMIFQETGKNPATSYGLYGCNCGPGGRRKPKDATDRCCFLHKCC
BpPLAZ2-TXI YGKVTDCDPKADVYTYSEENGVVVCGGDDPCKKQICECDRVAATCFRDNK
ABC96692.1|Bothrops_erythromel YGKVTDCDPKADVYTYSEENGVVVCGGDDPCKKQICECDRVAATCFRDNK

AAD27454 .1 Bothrops_jararacuss YGKLTNCKPKTDRYSYSRENGVIICGEGTPCEKQICECDKAAAVCFRENL
AAR14163.1|Sistrurus_catenatus YEKLTDCSPKTDTYSYSLKSGVIICGGNDPCKKQICECDKAAAVCFGENL
BAC02719.1 Tr1meresurus flavov YGKVTGCDPKWDYYTYSSENGDIVCEGDNPCTKEVCECDKAAATICFRDNL
AAN37410.1|Bothrops_ Jararacuss YGKVTGCDPKIDSYTYSKKNGDVVCGGDDPCKKQICECDRVATTCFRDNK
AAM09694 .1 |Bothrops_insularis YGKVTGCDPKTDSYTYSKENGDVVCGGDDPCKKQICECDRVAATCFRDNK
AAW92118.1|Cerrop 1d10n_g0dman YGKVTDCDPKLDVYTYNEENGEVVCGGDDPCKKQICECDKAAAICFRDNK
ABG26993.1|Sistrurus_catenatus YGKVTDCDPKLDTYTYSEENGEIICGGDDQCKKQICECDKAAAICFRDNK
AAW92121.1|Trimeresurus_gracil YGKATGCDPKKDVYTYSEENGDIVCGGDDPCRKEVCECDKAAAICFRDNM
AAM80563.1|Crotalus_viridis_vi YGKVTDCNPKTASYTYSEENGEIVCGGDDPCKKQVCECDRVAAICFRDNI
AAM80565.1|Crotalus_viridis_vi YGKVTDCNPKTASYTYSEENGEIVCGGDDPCKKQVCECDRVAAICFRDNI
AAS79431.1|sistrurus_catenatus YAKLTGCDPITDVYTYRQEDGEIVCGGEDPCGTQICECDKAAAICFRDSM
BAAD8383.1|0ovophis_okinavensis YGKVTGCNTKDEFYTYSEENGAITCGGENPCLKEVCECDLAAATICFRDNL
BAAO01568.1 | Trimeresurus_flavov YGKVTGCDPKDDFYIYSSENGDIVCGDDDLCKKEVCECDKAAATCFRDNM
AAP48897.1 Viridoviﬁera_stejne YGKVNGCDPKKDFYTYSEENGAIVCGGDDPCKKEICECDKDAAICFRDNK
AAW92117 .1|Bothriechis_schlege YGKVTECNPKKDSYTYTEENGAVVCGGDDPCMKEVCECDKNAATICFRDNL
AAB71849.1|Gloydius_halys YGKVTGCNPKMDVYTYTEENGATVCGGDDPCKKQICECDKDAATICFRDNI
ADB77855.1|Lachesis_muta YGKVTGCNPKNDIYTYSEENGAIVCGGDNPCKKEICECDRDAAICFRDNL
AAP48894 .1 V1r1dov1pera ste]ne YKKLTDCDPIKDRYSYSWVNKAIVCGEDNPCPKEMCECDKAVAICFRENL
BAAD6553.1|Trimeresurus gram1n YKKLTDCDPIKDRYSYSWVNKAIVCGEDNPCLKEMCECDKAVAICFRENL
AAP48892.1 V1r1dov1pera ste]ne ijLTDCDPIKDSYSYSWVNKAIVCGGDDPHLKEMEEE?KAMAICFRENL
3 < - w ki1
BpPLAZ2-TXI DTYEN-KYWFSPAKNCQEESEPC
ABC96692.1|Bothrops_erythromel DTYDN-KYWFFPAKNCQEESEPC
AA027454 .1|Bothrops_jararacuss RTYKK-RYMAYPDVLCKKPAEKC
AAR14163.1|Sistrurus_catenatus STYKK-RYMFYPDFLCTDPSETC
BAC02719.1|Trimeresurus_flavov KTYKK-RYMTFPDIFCTDPTEKC
AAN37410.1|Bothrops_jararacuss DTYDI-KYWFYGAKNCQEKSEPC
AAM09694 .1 |Bothrops_insularis DTYDM-KYWLYGAKNCQEESEPC
AAW92118.1|cCerrophidion_godman DTYDWKTYWRFPPEKCREESEPC
ABG26993.1|Sistrurus_catenatus NTYNN-KYWRLPTENCQEEPEPC
AAW92121.1|Trimeresurus_gracil DTYNSKTYWMFPAKNCQEESEPC
AAM80563 .1 | Crotalus_viridis_vi PSYDN-KYIQFPAKNCQEKPEPC
AAM80565.1|Crotalus_viridis_vi PSYDN-KYIQFPAKNCQEKPEPC
AAS79431.1|Sistrurus_catenatus DTYNH-KYWRFSLENCQGESQPC
BAAO08383.1|ovophis_okinavensis DTYNSKKYWMFPAKNCLEESEPC
BAAOQ1568.1| Trimeresurus_flavov DTYQN-KYWFYPASNCKEESEPC
AAP48897.1 Viridoviﬁera,stejne DTYDN-KYWFFPAKNCQEESEPC
AAW92117.1|Bothriechis_schlege DTYDN-KYWFYPAKYCQEESEPC
AAB71849.1|Glo dius_ha]ys DTYDN-KYWFFPAKNCQEESEPC
ADB77855.1|Lachesis_muta DTYDN-KYWFLPRKYCKEESEPC
AAP48894.1|viridovipera_stejne DTYDK-KKKINLKLFCKKTSEQC
BAA06553.% Trimeresurus gram1n DTYDK-KKKINLKLFCKKTSEQC

DTYDK- KKKINLKLFCKKTSEQC

- % ¥

Figura 5: Andlise comparativa da sequéncia primaria de aminoacidos da proteina
madura BpPLA,-TXI. Foi realizado o alinhamento com outras PLA,s (acidas e
basicas; D49 e K49) de serpentes da familia Viperidae. Em cinza estdo marcados
os residuos de cisteina. O simbolo (*) representa residuos de aminoacidos
conservados em todas as sequéncias analisadas. O hifen representa gaps
introduzidos nas sequéncias para maximizar o alinhamento.
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3.3 Andlises Filogenéticas

A arvore filogenética foi construida utilizando multiplos alinhamentos com
outras PLA, acidas, com a inclusdo de algumas basicas. Foram utilizadas 21
sequéncias com maior similaridade com a BpPLA,-TXl obtidas do BLASTX
(Figura 6). A arvore demonstra que a BpPLA,-TXI forma um clado com a BE-I-
PLA, de Bothrops erytromelas, e um grupo com outras PLA, &cidas, tendo maior

proximidade evolucionaria com as D49.

I:— BAA08383.1 O. okinavensis
- BAA01568.1T. flavoviridis
AAP48897.1 V. stejnegeri

|:—AAW92117.1 B. schlegelii

- AAB71849.1 G. halys

AAS79431.1 S. catenatus tergeminus

- BpPLA2-TXI
{-ABCQSBQM B. erytromelas
AAW92121.1 T. gracilis

- ABG26993.1 S. c. edwardsi
{- AAW92118.1 C. godmani

- AAMB0565.1 C. viridis 1
{, AAMB0563.1 C. viridis

ADB77855.1 L. muta

L Acidas

—T AAN37410.1 B. jararacussu
st 1 AAMO09694.1 B. insularis -V
— AAR14163.1 S. c. tergeminus 7
L | AAO27454.1 B. jararacussu
BAC02719.1T. flavoviridis
AAP48892.1 V. stejnegeri — Basicas
100 AAP48894.1 V. stejnegeri
{ BAA06553.1 T. gramineus

226887751 Human Pancreatic PLA2

—

Figura 6: Analise filogenética molecular da sequéncia deduzida da BpPLA,-TXI
com outras sequéncias similares de PLA, depositadas no GenBank (BLASTX)
pelo método neighbor-joining, usando o programa MEGA4. Foram consideradas
as sequéncias das proteinas na forma madura. Dentro do quadro estdo as PLA,
D49 e as outras sdo K49. Como outgroup foi incluida a sequéncia de uma PLA;
de pancreas humano (Human Pancreatic PLA2).
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3.4 Ensaios enzimaticos e farmacologicos

3.4.1 Atividade PLA; e inibicdo da agregacao plaquetaria

A BpPLA,-TXI se mostrou estavel quando submetida a variacdo de
temperatura (4 a 60°C), porém, quando submetida a uma temperatura de 100°C a
atividade diminuiu cerca de 46% (Figura 7A). Esta PLA, também possui uma
estabilidade consideravel em diferentes faixas de pH, ocorrendo uma diminuicao
gradual da atividade quando submetida a pHs 3.5 a 11.0 (Figura 7B).

A PLA; BpPLA,-TXI foi capaz de inibir a agregacao plaquetaria (plaquetas
lavadas) de forma concentracdo dependente quando utilizados colageno e ADP
como agonistas. A toxina quando incubada com as plaquetas por 10 minutos se
mostrou mais eficiente em inibir a agregacédo plaquetaria induzida pelo colageno
guando comparado ao ADP (Figura 8). A PLA; ndo foi capaz de inibir a
agregacado plaquetaria induzida por acido araquiddnico e epinefrina (dados néo

mostrados).
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Figura 7: Perfil de estabilidade enzimatica da BpPLA,-TXI. A) Atividade
fosfolipasica da BpPLA,-TXI em diferentes temperaturas (4 a 100°C); B) Atividade
fosfolipasica da BpPLA,-TXI em diferentes pHs (2.5 a 11.0). Os valores foram
mostrados como a média + DP (n=3).
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Figura 8: Inibicdo da agregacao plaquetaria (plaquetas lavadas) pela BpPLA,-TXI
induzida por colageno ou ADP. A agregacéao plaquetaria maxima foi atingida apos
10 minutos da adicdo dos agonistas. As amostras foram incubadas previamente
com as plaguetas por 10 minutos a 37°C e posteriormente foi adicionado o
agonista. Os resultados foram expressos como a porcentagem de inibicdo da
agregacdo plaquetaria (média + DP, n=3). (*) Resultados estatisticamente
significativos com valores P <0,001 e >0,1.

3.4.2. Atividade edematogénica

A administracdo intradérmica (subplantar) de BpPLA,-TXI foi capaz de
induzir edema, como mostra a Figura 9. O pico de inducéo do edema ocorreu 3
horas apds a administracdo da toxina, sendo completamente revertido 24 horas

apos ainoculacao da toxina.
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Figura 9: Inducdo de edema tempo-dependente em pata de camundongos foi
medida apo6s a injecao de 20 ug/50uL de peconha bruta (PB) de Bothropoides
pauloensis ou de BpPLA,-TXI. O aumento da area da pata foi medido com um
paquimetro e expressa em mm de edema induzido. Os resultados foram
apresentados pela média * DP (n=3). (*) Resultados estatisticamente
significativos com valores P <0,001 e >0,1, com relagéo ao controle.

3.4.3 Atividade miotéxica

A atividade miotoxica foi realizada por dosagem dos niveis plasmaéticos de
creatina cinase no soro de animais inoculados com 20 ug da PB de Bothropoides
pauloensis, BpPLA2-TXlI ou PLA, BnSP-7. A toxina BpPLA2-TXlI mostrou
miotoxicidade (1.260 U/L) quando comparado ao controle (salina), porém, quando
comparado com a PB (1.414 U/L) e a miotoxina BnSP-7 (Lys49) (1.925 U/L), sua

toxicidade foi menor (Figura 10).
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Figura 10: Niveis de creatina cinase (CK) obtido do soro de camundongos
injetados com 20 ug de PB de Bothropoides pauloensis, BpPLA,-TXI ou BnSP-7
no musculo gastrocnémio. Os animais foram sacrificados 3 horas apés a injecao.
Animais injetados com 50 pL de salina foram utilizados como controle. A atividade
foi expressa em U/L. Os resultados foram apresentados pela média + DP (n=3).
(*) Resultados estatisticamente significativos com valores P <0,001 e >0,1, com
relacédo ao controle.

3.5 Atividade citotoxica sobre células tumorais

A PLA; BpPLA,-TXI mostrou baixa ou nenhuma atividade citotéxica sobre
as linhagens tumorais MEF (Mouse Embryonic Fibroblast), Sarcoma 180 (TIB-66),
TG-180 (CCRF S 180 1) e Carcinoma de ovario (OVCAR-3) (resultados nao

mostrados).

4.0 Discusséao

A peconha das serpentes € composta por uma variedade de
componentes que podem ou ndo apresentar toxicidade. Muitos trabalhos
direcionam seus esfor¢cos no isolamento e caracterizagao funcional e estrutural de
proteinas e peptideos ativos das peconhas no intuito de elucidar os mecanismos
de acdo e os efeitos farmacologicos destes constituintes, visando uma

aplicabilidade na medicina.
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Dentre estes constituintes, as fosfolipases A, sdo um dos principais
componentes destas peconhas e sao alvos de varios estudos devido a variedade
de seus efeitos toxicos e farmacoldgicos. Varias PLA, ja foram isoladas e
caracterizadas quimica e farmacologicamente, além de clonadas e, ainda, tiveram
suas estruturas resolvidas por cristalografia de raios-X (DENEGRI et al, 2010;
MODESTO et al, 2006; MAGRO et al, 2003).

Vérios autores utilizam métodos combinados de cromatografia como: gel-
filtracdo, troca idnica, RP-HPLC e afinidade (CUNHA et al, 2011; DENEGRI et al,
2010; SANTOS-FILHO et al, 2008; RODRIGUES et al, 2007). Neste trabalho
realizamos o isolamento, a caracterizacdo quimica, estrutural e funcional de uma
PLA; da peg¢onha de Bothropoides pauloensis. O fracionamento da pegonha de
Bothropoides pauloensis até o isolamento da PLA;, acida, consistiu em quatro
passos cromatogréficos. O fracionamento em CM-Sepharose Fast Flow resultou
em 6 picos principais, CM1-CM6, (Figura 1A). A fracdo CM1 foi, entéo,
recromatografado em coluna de gel filtracdo Sephacryl S-300 obtendo-se mais 7
fracbes, S1-S7, (Figura 1B). A fracdo com atividade fosfolipasica (S4) foi
submetida a uma nova cromatografia em HiTrap Q FF resultando em duas
fracOes, Q1 e Q2, das quais apenas Q2 possui atividade fosfolipasica (Figura
1C). Esta fracédo foi aplicada em RP-HPLC, obtendo-se, entdo, a PLA; acida com
excelente grau de pureza (Figura 1D), a qual foi denominada BpPLA,-TXI. O grau
de pureza da amostra foi mostrado em PAGE-SDS em condi¢des reduzidas como
uma banda simples de aproximadamente 15 kDa (Figura 1E).

O peso molecular da enzima foi obtida através de MALDI-TOF sendo 13,6
kDa (Figura 2), dentro da faixa de peso molecular encontrada para as PLA; das
peconhas das serpentes, variando de 13 a 18 kDa (KINI et al, 2003). Baseado na
sequéncia de aminoacidos deduzida a partir do cDNA, um pl de 4.98 foi
calculado, sendo esta enzima, portanto, uma PLA, &cida.

A associagcdo dos meétodos cromatogréaficos utilizados no presente
trabalho se mostrou bastante eficiente, visto que, conseguimos a toxina
purificada, com um rendimento satisfatério e com boa recuperacdo da atividade
fosfolipasica. A toxina representou cerca de 2,6% da pegonha bruta com um fator
de purificacdo de 2,72 e com atividade especifica de 142 U/mg, quase 3 vezes

maior do que a atividade da PB (Tabela 1). Rodrigues et al (2007) isolaram e
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caracterizaram a BP-PLA; acida da peconha de Bothrops pauloensis
(Bothropoides pauloensis) e mostraram que esta enzima representa cerca de
2,0% da PB com atividade especifica cerca de 10 vezes maior do que a atividade
da PB.

A sequéncia dos primeiros 48 residuos de aminoacidos da BpPLA,-TXI foi
determinada por degradacdo de Edman (Figura 3), sendo que a sequéncia
completa foi deduzida posteriormente pelo cDNA. A sequéncia de nucleotideos do
gene da BpPLA,-TXI possui 417 pares de base, codificando a proteina madura
com 122 residuos de aminoéacidos (Figura 3). Estes resultados estao de acordo
com a literatura para as PLA; acidas, possuindo de 120 a 135 residuos de
aminoacidos e de 400 a 500 pares de bases (FERNANDEZ et al, 2010;
MODESTO et al, 2006; ANDRIAO-ESCARSO et al, 2002). A andlise da sequéncia
primaria da BpPLA2-TXI mostra que esta enzima contém um residuo de aspartato
na posicédo 49 (D49), além de varios residuos conservados (**YGCYCGWGG®*;
H*), envolvidos no sitio de ligagdo ao Ca** e no sitio catalitico.

A BpPLA,-TXI foi alinhada com outras sequéncias, totais ou parciais, de
fosfolipases A, ja isoladas e caracterizadas da peconha de Bothropoides
pauloensis (Bothrops pauloensis) (Figura 4). A maior similaridade da BpPLA,-TXI
€ com a BP-PLA;, cerca de 77% (calculado pelo programa Clustal 2.1 Multiple
Sequence Alignments), resultado esperado, visto que as duas PLA; sdo Asp49
acidas.

O alinhamento mudltiplo da sequéncia da BpPLA,-TXI mostrou grande
similaridade com outras PLA, D49 acidas (Figura 5) da familia Viperidae, sendo
gue a maior similaridade ocorreu com a BE-I-PLA, de Bothrops erytromelas
(MODESTO et al, 2006), com 99% de similaridade (Figura 6). A BpPLA,-TXI
mostra varios dominios conservados comuns as PLA; D49, incluindo 14 residuos
de cisteina, realizando 7 pontes dissulfeto, além de residuos envolvidos no sitio
de ligacao do célcio e do sitio catalitico (descrito acima). A BpPLA,-TXI parece ser
uma isoforma da miotoxina BP-PLA; (RODRIGUES et al, 2007), uma PLA; &cida
isolada da pegonha de Bothrops pauloensis (Bothropoides paauloensis).

O gene da PLA, esta envolvido em uma evolucdo acelerada por
substituicbes em regides codificantes da proteina e parece ser universal para

todos os genes codificantes das PLA; nas glandulas de peconha das serpentes
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crotalinicas (GIBBS; ROSSITER, 2008; CHIJIWA et al, 2005; CHEN et al, 2004,
NAKASHIMA et al, 1995). Como mostrado na Figura 6, a BpPLA,-TXI junto com
outras PLA; acidas formam um grupo separado das PLA; basicas, sugerindo que
a substituicéo do residuo D49 por K49 é uma caracteristica derivada, porém, mais
estudos devem ser realizados neste sentido. Tsai et al (2003) isolaram e
caracterizaram varias PLA, de Crotalus viridis viridis de diferentes regifes e
mostraram que as PLA, &cidas estudadas possuiam um residuo de Glu (E) na
posicdo 6 e que estas toxinas eram capazes de inibir a agregacéo plaquetaria. A
BpPLA,-TXI também possui o residuo E6 e foi capaz de inibir a agregacéo
plaquetaria, como sera discutido a seguir. Além disso, ela estd mais proxima
evolutivamente de outras PLA; E6, a saber: (ABC96692.1- BE-I-PLA,; (MODESTO
et al, 2006); AAS79431.1), corroborando com os estudos de Tsai et al (2003).

A BpPLA,-TXI, uma PLA, acida isoenzima isolada da peconha de B.
pauloensis mostrou uma boa recuperacdo da atividade fosfolipasica especifica
(Tabela 1). Estes resultados estdo de acordo com estudos prévios envolvendo
PLA, de peconha de serpentes, nos quais as PLA, &cidas Asp49 possuem alta
atividade catalitica e, ainda, se mostram mais ativas que as PLA,; Asp49 basicas
(TEIXEIRA et al, 2011; DENEGRI et al, 2010; RODRIGUES et al, 2007).

A enzima é estavel quando submetida a diferentes faixas de temperatura
(4 a 60°C), porém, quando submetida a uma temperatura de 100°C por 30 min, a
atividade enzimatica € reduzida cerca de 46% (Figura 7A), sugerindo que a esta
temperatura ha uma perda de estabilidade da enzima com consequente
desnaturacao e queda na atividade enzimética.

A estabilidade também foi vista quando a enzima foi submetida a
diferentes valores de pH (2.5 a 11.0). Porém, ela se mostra mais ativa em pHs
mais baixos, sendo maxima em 2.5, ocorrendo leves reducfes na atividade a
medida em que os valores de pH vao subindo (Figura 7B).

As PLA; da peconha de serpentes sdo bastantes estaveis devido a
grande quantidade de pontes dissulfeto intracadeia presentes em sua estrutura,
possuindo 14 residuos de cisteina, formando 7 pontes dissulfeto, justificando os
resultados apresentados.

O tratamento da enzima com EDTA reduziu sua atividade enzimatica

(resultados ndo mostrados), corroborando com outros estudos, 0s quais mostram
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que as PLA, Asp49 necessitam de um fjon bivalente (Ca’™) como cofator
enzimatico (TEIXEIRA et al, 2011; RODRIGUES et al, 2007). No sitio catalitico
das PLA,, um ifon Ca™ é coordenado pelos residuos de Asp49, Tyr28, Gly30 e
Gly32 com o auxilio de duas moléculas de agua (FLEER et al, 1981) e, neste
caso, a auséncia do ion calcio provoca a entrada de outra molécula de agua na
posicdo do ion, mudando a conformacado da cadeia lateral do Asp49, afetando a
atividade enziméatica (MURAKAMI et al, 2007).

A BpPLA,-TXI inibiu a agregacdo plaquetaria (Plaquetas lavadas)
induzida por colageno e ADP (Figura 8). Este resultado era esperado, visto que
varios outros trabalhos com PLA, acida Asp49 mostram a mesma atividade
(TEIXEIRA et al, 2011; FERNANDEZ et al, 2010; RODRIGUES et al, 2007). Foi
mostrado, ainda, que o peptideo obtido com base na sequéncia C-terminal de
algumas destas toxinas podem induzir a mesma atividade, € o caso do peptideo
sintético baseado na sequéncia C-terminal de uma PLA; acida BpirPLA,-I isolada
de Bothrops pirajai (TEIXEIRA et al, 2011). Estes autores ainda avaliaram outras
sequéncias de peptideos baseados em outras regides da mesma toxina e
verificaram que estes ndo produzem este efeito. Isto mostra que a regido C-
terminal tem papel determinante para esta atividade, mas sem descartar a
possibilidade da interferéncia direta do sitio catalitico nesta atividade, visto que
nao foi encontrado na literatura PLA, K49 que apresentem esta atividade.

A administracdo intradérmica de BpPLA,-TXI foi capaz de induzir edema
com pico maximo sendo registrado 3h apo6s a aplicacdo da toxina (Figura 9). Ja
foi mostrada a capacidade das PLA, D49 acidas de provocarem edema
(DENEGRI et al, 2010; SANTOS-FILHO et al, 2008; RODRIGUES et al, 2007).
Vérios fatores podem influenciar a inducdo do edema pelas PLA, D49 acidas.
Estas toxinas catalisam a quebra de fosfolipideos liberando acido araquidénico,
gue é precursor de eicosandides, os quais podem mediar a resposta inflamatoria
e, portanto, induzir o edema (DENNIS, 1997). Porém, alguns trabalhos mostram
gue esta atividade esta intimamente ligada ao residuo His48, visto que quando
estas toxinas sao tratadas com Brometo de p-bromofenacil (BPB), levando a
alquilag&o do residuo His48, ha uma redugéo ou abolicdo desta atividade, ndo s6
das PLA, D49 &cidas, mas as basicas também sdo afetadas (TEIXEIRA et al,
2011; RODRIGUES et al, 2004).
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A BpPLA,-TXI induziu aumentos significativos nos niveis plasmaticos de
creatina cinase 3 horas apés a injecdo da toxina no musculo gastrocnemius de
camundongos. Porém, esta indu¢c&o ainda é bem menor quando comparado com
0os niveis de creatina cinase induzidos pela BnSP-7, uma PLA, K49 basica
(Figura 10). Apesar da maioria das PLA, D49 acidas nao mostrarem
miotoxicidade (DENEGRI et al, 2010; FERNANDEZ et al, 2010; ANDRIAO-
ESCARSO et al, 2002), alguns trabalhos ja mostraram que algumas destas
toxinas podem lesionar fibras musculares em uma menor extensdo (RODRIGUES
et al, 2007; FULY et al, 2003).

O mecanismo pelo qual estas toxinas induzem a miotoxicidade ndo é bem
definido. Alguns trabalhos sugerem que € um mecanismo independente do sitio
catalitico, ocorrendo uma perturbacdo do sarcolema, através da insercdo da
cauda C-terminal da toxina na membrana, levando a um influxo de calcio e a
consequente necrose muscular (GUTIERREZ; OWNBY, 2003). Porém, outros
autores gue realizaram a modificacdo das fosfolipases A, com BPB, observaram a
perda ou diminuicdo da miotoxicidade da toxina (FULY et al, 2003), sugerindo que
a miotoxicidade das PLA, D49 acidas, esta diretamente relacionada com o sitio
catalitico.

Foi testada a acdo da BpPLA,-TXI sobre algumas linhagens de células
tumorais: MEF (Mouse Embryonic Fibroblast), Sarcoma 180 (TIB-66), TG-180
(CCRF S 180 Il) e Carcinoma de ovario (OVCAR-3). A BpPLA,-TXI possui baixa
atividade citotoxica sobre as linhagens TG-180 (CCRF S 180 II) e Carcinoma de
ovario (OVCAR-3) e ndo mostrou atividade sobre as linhagens MEF (Mouse
Embryonic Fibroblast) e Sarcoma 180 (TIB-66) (dados ndo mostrados). Varios
autores mostraram que algumas PLA, da peconha de serpentes possuem alta
atividade citotoxica sobre determinadas linhagens tumorais (COSTA et al, 2008;
STABELI et al, 2006), porém estas toxinas geralmente sdo PLA, basicas. Alguns
autores mostraram que as PLA; &cidas possuem baixa ou nenhuma atividade
citotoxica (TEIXEIRA et al, 2011; FERNANDEZ et al, 2010). A citotoxicidade das
PLA;, esta diretamente relacionada com a regido C-terminal da toxina, sendo que
peptideos sintetizados com base na sequéncia C-terminal podem induzir os
mesmos efeitos. Porém, a maioria dos peptideos citotoxicos possui caracteristicas

catibnicas e sao altamente hidrofébicos. O peptideo C-terminal (Ultimos 15
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residuos de aminoacidos) da BpPLA,-TXI possui caracteristica anidnica, o que

pode ser uma justificativa para os resultados encontrados.

5.0 Concluséo

Neste trabalho foi isolada uma PLA, &cida D49 da peconha de
Bothropoides pauloensis, denominada BpPLA,-TXIl. Esta proteina é uma
miotoxina com alta atividade catalitica, além de ser um inibidor de agregacao
plaquetéria. A BpPLA,-TXI possui grande similaridade com outras PLA, &cidas,
em especial com as D49 e E6, formando um grupo separado das PLA; basicas.
Estudos na area de purificacdo e caracterizacdo estrutural e funcional de PLAs
animais abrem perspectivas para a utilizacdo das mesmas como modelos
moleculares para a sintese de novos agentes farmacéuticos, bem como para

melhorar o entendimento de algumas doengas.
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Anexo |

Mapa do vetor pPGEM-T-easy (Promega) usado para clonar o gene da PLA; acida,
BpPLA,-TXI, da peconha de Bothropoides pauloensis.
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