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1-INTRODUCAO GERAL




Segundo dados epidemioldgicos dos acidentes ofidicos no Brasil, o envenenamento
por serpentes € mais comum em pessoas do sexo masculino e em trabalhadores rurais,
atingindo principalmente membros inferiores. A maioria destes acidentes € atribuida a
serpentes do género Bothrops (Bochner, Struchiner, 2003).

O género Bothrops, pertence a familia Viperidae, possui algumas das espécies mais
importantes do ponto de vista médico, ja que por ano sdo relatados de acordo com dados do
Ministério da Sadde, cerca de 18.000 acidentes botrépicos, os que equivalem a 90% dos
acidentes ofidicos que o Brasil registra. A letalidade aproxima-se de 0,3% nos casos
tratados (Cardoso et al., 2003). Este género é formado por serpentes de médio o grande
porte e sdo conhecidas por serem muito dgeis e agressivas (Castro et al., 2001).

Estas serpentes sdo popularmente conhecidas por jararaca ou jararaca-do-rabo-
branco. Estas habitam preferencialmente zonas rurais e periferias de grandes cidades,
preferindo ambientes umidos como matas e dreas cultivadas e locais onde haja facilidade
para proliferacdo de roedores. Tém hébitos predominantemente noturnos ou crepusculares.
Podem apresentar comportamento agressivo quando se sentem ameagadas, desferindo botes
sem produzir ruido (Manual de Diagnéstico e Tratamento de Acidentes por Animais
Peconhentos, 1998).

Bothrops pauloensis foi descrita como Bothrops neuwiedi pauloensis, constituindo
uma das doze subespécie de Bothrops neuwiedi. Recentemente, com a revisdo sistematica
do complexo Bothrops neuwiedi realizado por Silva (2000) as doze subespécies passaram a
ser consideradas sete espécies distintas, proposta aceita pela Sociedade Brasileira de
Herpetologia (SBH, 2005).

Bothrops pauloensis esta listada apenas no Brasil, tendo sido registrada em Minas

Gerais, Goias, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul e Sao Paulo (Silva, 2000).



Ocorre no cerrado da zona geografica do Tridngulo Mineiro e Alto Paranaiba, inclusive em
areas alteradas (Brites et al., 1988).

A peconha botrdpica é extremamente complexa compreendendo uma variedade de
substancias farmacologicamente ativas que atuam sinergicamente na inducao das alteracdes
fisiopatoldgicas decorrentes do envenenamento. Aproximadamente 90% dos constituintes
da peconha sdo proteinas téxicas ou ndo téxicas. Também estdo presentes citrato, ions
metélicos, carboidratos, nucleotideos € em menor propor¢cdo aminodcidos livres e lipideos
(Souza et al., 2001).

As peconhas ofidicas constituem importantes objetos de estudo e sdo
extensivamente estudadas com o intuito de se compreender aspectos estruturais e
mecanismos de acdo das toxinas isoladas. As peconhas do género Bothrops sdo formadas
por uma variedade de toxinas as quais incluem metaloproteases, serinoproteases,
desintegrinas, miotoxinas, fosfolipases A,, L-amino oxidases, fosfomonoesterases,
fosfodiesterases, acetilcolinesterase, arginina esterase, hialuronidase, 5’-nucleotidase e
NAD-nucleosidase (Russel., 1980; Tu., 1988; Meier., 1990; Stocker., 1990).

As fosfolipases A, (PLAs E.C. 3.1.1.4) sdo enzimas de grande interesse médico-
cientifico devido ao seu envolvimento em grande variedade de doencas inflamatdrias
humanas e nos envenenamentos ofidicos e de abelhas. Possuem importantes papéis no
catabolismo de lipideos da dieta e no metabolismo geral de lipideos estruturais de
membranas celulares. Com a agdo da enzima, os fosfolipideos sdo hidrolisados,
desestruturando a membrana e comprometendo a sua permeabilidade seletiva. A hidrdlise
ocorre especificamente na ligacdo 2-acil éster de 3-sn-fosfolipideos, liberando d4cidos
graxos livres e lisofosfatideos (Arni e Ward, 1996; Kini er al., 2003). Os &cidos graxos

liberados, como 4cido araquidonico e dcido oléico podem ser importantes na estocagem de



energia. O 4acido araquidonico pode também funcionar como segundo mensageiro € como
precursor de eicosandides, que sdo potentes mediadores da inflamacdo e transducdo de
sinais (Dennis, 1997). Estas enzimas, amplamente distribuidas na natureza, sdo encontradas
tanto no interior como no exterior da célula (Dennis, 1994). As PLA, intracelulares estdo
frequentemente associadas a membranas e envolvidas com o metabolismo de fosfolipideos
e outras fungdes celulares (Mukheerjee et al., 1994). As extracelulares sdo amplamente
distribuidas em secrecdes pancredticas, exudados inflamatérios e nas peconhas de serpentes
e artrépodes.

De acordo com Six e Dennis, 2000, as fosfolipases A, extracelulares foram
divididas em doze classes I a XII, com base no nimero de residuos de aminoacidos e
posicdo das ligacdes dissulfeto. As fosfolipases A, de serpentes estdo todas reunidas nos
grupos I e I, estas s@o proteinas de 119 a 143 residuos de aminodcidos com peso molecular
variando entre 13.000 e 18.000. As enzimas da classe I sdo encontradas em peconhas de
serpentes do género Elapidae e Hydrophidae; enquanto as da classe II sdao encontradas
principalmente em peconha de serpentes crotdlicas e viperideas (Ward et al., 2001). As
enzimas da classe III apresentam um menor grau de similaridade sequencial em relagdo as
classes I e I das PLA;s. Contudo, dois motivos comuns sdo evidentes: a regido do sitio
ativo (-CCxxHDxC-), 32-39 na classe III e 44-51 nas classes [ e I e o “loop” ligante de
célcio (-W/YCGxG-), 10-14 na classe III e 28-32 nas classes I e II ( Scott et al., 1990).

As PLA;s representam uma classe de enzimas versateis, considerando sua funcao,
localizagdo, regulacdo, mecanismo de agdo, sequéncia, estrutura e papel dos fons metalicos
divalentes. A sequéncia de aminodcidos de mais de 280 fosfolipases ja foram determinadas
e algumas de suas estruturas tridimensionais foram resolvidas por cristalografia de raios X

e por espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (Arni e Ward, 1996; Balsinde et al.,



1999; Six e Dennis, 2000; Kini, 2003). A andlise destas estruturas primadrias possibilitou a
sugestdo e a predicdo de determinantes estruturais de algumas atividades farmacoldgicas
(Kini e Iwanaga, 1986; Ward et al., 1988; Kini e Evans, 1989). E agora, associada com
resolucdo de estruturas tridimensionais, ampliou-se ainda mais o conhecimento das bases
moleculares do mecanismo de acao destas toxinas.

A molécula de PLA,; € estabilizada por sete ligacdes dissulfeto nas posi¢oes 11-77,
27-124, 29-45, 44-105, 51-96, 61-91 e 84-98 (Harris, 1991). A divisdo entre as classes I e 11
€ baseada em dois critérios estruturais que sio identificados na sequéncia de aminodcidos:
(a) nas enzimas da classe II falta a ligacdo Cys 11- Cys 77, mas aparece outra ponte
dissulfeto alternativa, Cys 51-Cys 133 e (b) a classe I possui cerca de dois a trés
aminodcidos inseridos na regidao 52-65, chamada de “loop elapidico”, enquanto que a classe
IT possui esta volta truncada, mas, em adi¢do apresenta de cinco a sete aminodcidos
extendendo a regido C-terminal (Arni e Ward, 1996).

As PLAjs que possuem o residuo aspartato na posicdo 49 sdo enzimaticamente
ativas, requerem célcio para estabilizacdo de uma conformacio catalitica, possuindo sitio
de ligacdo de célcio ( Verheij et al., 1980) que € formado pelo grupo B-carboxilico do Asp-
49 e os grupos C=0 carbonilicos da Tyr28, Gly30 e Gly32 ( Fleer et al., 1981). Duas
moléculas de dgua estruturalmente conservadas completam a esfera de coordenacdo do
Ca™ formando uma bipirAmide pentagonal (Scott et al., 1990). A substituicdo por outros
ions divalentes como bdario ou cddmio, inibidores competitivos, resulta em uma
significativa reducdo da atividade (Yu et al., 1993).

A atividade catalitica destas enzimas sobre membranas celulares de tecidos
especificos sugere um importante papel destas na toxicidade dos venenos.

Independentemente da sua funcdo catalitica primdria, as fosfolipases A, de venenos de



serpentes podem induzir diversos efeitos farmacoldgicos adicionais como neurotoxicidade
pré e/ou pods-sindptica, cardiotoxicidade, miotoxicidade, iniciacio e/ou inibi¢do da
agregacdo plaquetaria, edema, hemolise, anticoagulacdo, convulsdo, hipotensdo, efeito
bactericida e anti-HIV (Bon et al., 1979; Fletcher et al., 1980; 1981; Huang, 1984;
Alvarado e Gutierrez, 1988; Lloret € Moreno 1993; Yuan et al., 1993; Fuly et al., 1997;
Paramo et al., 1998; Ownby, 1998; Soares et al., 1998; Fenard et al., 1999).

Nas dltimas décadas, houve um crescente interesse no estudo dos componentes do
veneno responsadveis pela mionecrose e seu modo de acdo, resultando no isolamento e na
caracterizacdo de diversas fosfolipases A, que causam miotoxicidade. A grande maioria das
PLA;,s miotoxicas isoladas de venenos de serpentes botrdpicas, descritas até agora, sdo
proteinas de carater bdsico, ponto isoelétrico variando entre 7.0 e 10.0, que possuem
atividade catalitica ou “ndo”, sobre substratos artificiais. As andlises da composi¢do em
aminodcidos indicaram que essas miotoxinas sdo ricas em aminodcidos bdasicos e
hidrofébicos (Homsi-Brandeburgo et al., 1988; Selistre et al., 1990; Lomonte et al., 1990;
Diaz et al., 1995; Mancuso et al., 1995; Angulo et al., 1997). Apresentam também um alto
nimero de residuos de meia-cistina, o que sugere a presenca de vérias pontes dissulfeto
intracadeia. As PLA;s téxicas sdo muito estdveis, provavelmente como resultado da extensa
ligacdo cruzada, tornando-as ativas em uma ampla faixa de pH e temperatura.

As miotoxinas isoladas dos venenos botrépicos pertecem ao grupo II das
fosfolipases e podem ser subdivididas em dois subgrupos: (i) Asp-49 que sdo as miotoxinas
com atividade enzimdtica alta, cataliticamente ativas e (ii) Lys-49 que s@o as miotoxinas
que praticamente possui baixa ou nenhuma atividade enzimdtica sobre substratos artificiais
(Ownby et al., 1999). A diferenca nas propriedades enzimadticas das duas classes de

proteinas estd baseada principalmente na presenca do residuo de aspartato (Asp) na posi¢ao



49 no primeiro grupo, quando comparado com a presenga de lisina (Lys) na mesma posi¢ao
da cadeia polipeptidica no outro grupo. A troca de aminodcidos € suficiente para causar a
perda da habilidade da proteina em se ligar no célcio (Ca®*), um cofator essencial para fazer
com que a enzima expresse sua atividade catalitica.

A necrose muscular ou mionecrose pode ser devida a acdo direta de fosfolipases A,
miotdxicas sobre as membranas plasmdticas de células musculares, ou indireta, como
consequéncia de degeneracdes vasculares e isquemia, causadas por hemorraginas presentes
nos venenos de serpentes. As miotoxinas agiriam ao nivel da membrana sarcoplasmatica,
induzindo uma desorganiza¢do dos componentes fosfolipidicos que permitiriam a saida de
moléculas intracelulares como creatina e creatina-cinase (Gutiérrez et al., 1986; 1989). Os
efeitos caracteristicos das fosfolipases miotoxicas, segundo Harris (1991) sdo: (a) O-1 h:
edema confinado ao espaco extravascular; (b) 1-3 h: degeneracdo e hipercontracdo das
miofibrilas e acimulo de fagdécitos na luz dos vasos sanguineos € no espaco perivascular;
(c) 3-6 h: invasdo das fibras musculares necrosadas pelas células fagociticas, colapso do
potencial das fibras musculares e rompimento da membrana sarcoplasmaética; (d) 6-24 h:
degeneracdo total das fibras musculares individuais. Estas enzimas podem destruir os
terminais nervo-motores dos musculos, mas ndo interferem com as arteriolas, capilares,
vénulas ou nervos intramusculares.

Virios trabalhos vém sendo realizados com o objetivo de elucidar o mecanismo
molecular pelo qual as PLA2s induzem mionecrose. Gutiérrez ¢ Lomonte em 1995
propuseram um modelo hipotético para o entendimento do mecanismo de acdo das
miotoxinas Lys-49: 1- ligacdo da miotoxina em um sitio ndo identificado localizado na
membrana sarcoplasmadtica; 2- interacdo eletrostética entre o sitio cationico da toxina com

grupos carregados negativamente na membrana; 3- penetragdo da miotoxina na bicamada



por uma intera¢c@o hidrofébica mediada pela regido citotoxica da molécula; 4- penetracao da
regido citotoxica no centro da bicamada (o efeito seria a desorganizacdo e ruptura da
membrana, com conseqiiente prejuizo na regulacdo da permeabilidade seletiva); 5- grande

influxo de fons célcio e inicio de uma variedade de mecanismos degenerativos.

Atualmente muitos autores buscam esclarecer uma via intracelular e um possivel
sitio de ligacdo na membrana plasmatica que poderia ser alvo dessas PLA;s. Dessa forma
varios estudos visam identificar na estrutura das PLA,s residuos de aminoacidos
especificos que estariam envolvidos no reconhecimento celular, permitindo uma agdo
catalitica local da enzima a fim de iniciar o processo de transducdo de sinais, o qual levaria
a formacdo de mensageiros celulares que modulariam a acdo dessas enzimas ao nivel
celular. Kini (2003) fez uma interessante revisdo da relagdo estrutura—funcido dessas
enzimas. Ele propde que as diferentes acdes farmacoldgicas induzidas pelas PLA;s se
devem a capacidade que estas enzimas possuem de se ligar com alta afinidade a aceptores
celulares, por meio de interacdes idnicas, hidrofébicas e de van der Waals. Uma vez ligada
ao seu alvo essas enzimas podem induzir seus efeitos farmacoldgicos por mecanismos
dependentes ou independentes de sua atividade catalitica. Devido ao largo espectro de
alvos especificos em vérios tecidos e 6rgdos, a identificagdo destes sitios farmacoldgicos
presentes na estrutura dessas enzimas se torna um campo vasto de investigacdes para as

areas da satide e biotecnologia.

Alguns procedimentos sdo utilizados rotineiramente a fim de se compreender o
complexo mecanismo de acdo dessas enzimas tdo versdteis, tais como: modifica¢des
quimicas em residuos de aminodcidos especificos (Soares e Giglio, 2003), mutagénese sitio

dirigida (Chioato e Ward, 2003), andlises cristalograficas (Wang et al., 1996) e a utilizacao



de substratos naturais e artificiais (Ownby et al., 1999). Estes estudos revelaram a
importancia do residuo aspartato na posicdo 49 para a ligacao do Ca®™™, pois a substituicdo
Asp49 para Glu-49 leva a reducdo de 12 vezes na afinidade pelo célcio isso leva a perda da
atividade catalitica. Outras substitui¢des por Asn, Gln, Lys ou Ala, nesta posi¢do, através
de mutagénese sitio dirigida, demostraram que todas as linhagens mutantes perdiam a
afinidade pelo calcio ligante, mas a estabilidade conformacional das proteinas mutantes era
a mesma a protefna nativa. Sendo assim, o residuo de Asp-49 tem importancia funcional no
mecanismo de catdlise da PLA,, provavelmente pela capacidade de ligagdo e orientagdo
correta ao fon cdlcio, porém, este aminodcido ndo tem relevancia na estabilidade da
conformacdo estrutural desta enzima (Li et al., 1994).

A substituicdo de outros aminodcidos na regido ligante de Ca®™™

pode causar
mudanca na atividade, como a substituicao por Asn-28, Leu-32 e Asn-33 (ou Arg-33, His-
33) que provavelmente favorece a redugdo da ligacao de célcio e inativa a enzima (Wang et
al., 1996). O residuo de His-48 estd envolvido na catélise, a sua alquilagcdo induz uma perda
de atividade enzimdtica e toxicidade (Soares et al., 2000). Fosfolipases A, miotdxicas Lys-
49 quando modificadas nos residuos de His sofrem perda da atividade miotdxica e
citotéxica, enquanto outras modificacdes no residuo de Trp parecem afetar somente a
atividade miotéxica. Modificagdes com Tyr e Trp das fosfolipases A, miotoxicas Asp-49
revelaram uma correlacio entre os efeitos miotdxicos e citotéxicos € em menor extensao
sobre efeitos enzimdticos, inducdo de edema e rompimento de lipossomos. Em contraste,
esses residuos podem ser menos importantes para as atividades anticoagulantes e pro-

inflamatéria, suportando assim a hipétese da dissociagdo entre sitio catalitico e

farmacolégico (Andrido-Escarso et al., 2000; Soares et al., 2001).
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Durante os dltimos 20 anos, varios PLA,s de peconhas botrépicas foram isoladas e
caracterizadas estrutural e funcionalmente. A presenca de fosfolipases A, bdésicas foi
primeiramente encontrada no veneno de Bothrops jararacussu por Homsi-Brandeburgo et
al., 1988, que isolaram parcialmente e caracterizaram as toxinas BthTX-1 e BthTXII, que
pertencem a classe das miotoxinas Lys-49 e Asp-49 respectivamente (Cintra et al., 1993).
Viérias PLA;s possuem sua sequéncia de aminodcidos ja determinada, algumas PLA,s Lys-
49 e Asp-49 miotdxicas do género Bothrops foram descritas (Tabela I).

A purificagdo e caracterizacdo de fosfolipases A, dcidas dos venenos de serpentes
vém crescendo bastante nos ultimos tempos. Nisenbon et al (1988) purificaram e
caracterizaram uma PLA, 4acida téxica isolada do veneno de B. alternatus. Esta toxina
apresentou uma Unica banda com peso molecular de 15kDa e ponto isoelétrico 5.08 e se
mostrou bastante téxica sobre alguns 6érgaos como pulmao, figado, rim e coracdo. Fuly et al
(2000) e Fuly et al (2002) descreveram que as fosfolipases A, dcidas isoladas do veneno de
Lachesis muta (LM-PLA,-1 e LM-PLA,-II) também induzem mionecrose em
camundongos, diretamente sobre as fibras musculares ou indiretamente pela liberacdo de
creatina-cinase. Do veneno de Bothrops jararacussu foram isoladas quatro fosfolipases
acida denominadas de SIIISPIIA, SIIISPIIB, SIHISPIIIA e SIIISPIIIB, estas toxinas
apresentaram massa molecular em torno de 15kDa e pontos isoelétricos de 5.3 (Ketelhut et
al., 2003). Do veneno de Bothrops lanceolatus também foi isolada uma mistura de varias
isoformas de PLA,, com pesos moleculares de 14.5kDa e 15kDa, as quais diferiam
levemente no seus pontos isoelétricos ( 4.9 e 5.3) e na composicao de aminodcidos (Araudjo

etal., 1994).
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Daniele et al., 1995 isolaram duas fosfolipases 4cidas do veneno de Bothrops
neuwiedi denominadas de P1 e P2 e posteriormente estas proteinas foram caracterizadas
quimicamente possuindo peso molecular 15kDa e 16.2kDa e ponto isoelétrico de 4.8 e 4.6,
respectivamente. Estas enzimas ndo demonstraram efeito letal, miot6xico, hemolitico ou
anticoagulante e ndo foram capazes de inibir a agregacdo plaquetdria. Entretanto ambas
isoenzimas exibiram uma importante atividade edematogénica. Posteriormente, outra
fosfolipase A, dcida do mesmo veneno foi isolada e denominada de P3 de 15kDa, esta
também ndo apresentou efeito letal in vivo, mas apresentou efeito citotéxico in vitro. O
efeito citotoxico de P3 foi completamente dependente de sua atividade enzimdtica. A
resposta inflamatoria apresentada pela P3 foi similar a observada pelas outras isoformas
acidas, sugerindo o envolvimento de pequenos mediadores como histamina e mastdcitos
(Daniele et al., 1995).

Atualmente, o conhecimento da composi¢do protéica das peconhas de serpentes,
tem assumido uma importancia significativa, ndo apenas no aspecto terapéutico especifico
ligado a acidentes ofidicos, mas também por seu amplo potencial farmacolégico, onde
toxinas isoladas tém se revelado como valiosos instrumentos de pesquisa nas diversas areas

do conhecimento.
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Tabela I: Relacao de algumas fosfolipases A, Asp-49 e Lys-49 de peconhas do género

Bothrops.
FOSFOLIPASES | ESPECIE | pI Peso Atividade | REFERENCIA
A, Molecular | Fosfolipasica
Basp-11 B.asper nd 13.300 - Francis et al,1991
BthTX-I B.jararacussu | 8.2 13.869 - Cintra et al., 1993
PrTX-1 B. pirajai 8.2 13.600 - Toyama et al.,1998
PrTX-II B.pirajai | 8.2 14.800 - Toyama et al.,2000
BnSP-6 B. neuwiedi 8.6 13.500 - Soares et al.,2000
BnSP-7 B. neuwiedi | 8.8 13.500 - Soares et al.,2000
MjTX-I B. moojeni 8.2 13.400 - Soares et al.,2000
MjTX-1I B. moojeni | 8.2 14.000 - Soares et al.,2000
BnpTX-I B. neuwiedi | 7.8 14.000 + Rodrigues ez al.,2004
BnpTX-II B. neuwiedi | 7.8 14.000 + Rodrigues ez al.,2004
BthTX-II B.jararacussu | 7.7 15.700 + Cintra er al., 1993
SHISPIIA B.jararacussu | 5.3 15.000 + Ketelhut ez al.,2003

nd-ndo determinado; (-)auséncia de atividade; (+) presenca de atividade.
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2-OBJETIVOS




2.1-OBJETIVOS GERAIS

O presente trabalho teve como objetivo purificar e caracterizar quimica,
bioldgica e enzimaticamente uma fosfolipase A, 4dcida da peconha bruta de Bothrops
pauloensis.

Avaliar o dano do tecido muscular induzido pela PLA, 4cida e pela peconha
bruta de Bothrops pauloensis no misculo gastrocnémio através de estudos de

microscopia de luz.
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4- CAPITULO UNICO
PURIFICACAO E CARACTERIZACAO DE UMA
NOVA FOSFOLIPASE A, ACIDA DA

PECONHA DE Bothrops pauloensis
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RESUMO

As fosfolipases A, (PLA;) s3o pequenas enzimas que apresentam massa molecular em
torno de 15kDa e sdo encontradas em uma variedade de fluidos bioldgicos e celulares,
como fluido sinovial, macréfagos, plaquetas, secrecdo pancredtica, dentre outros. O
presente trabalho descreve a purificacdo e caracterizacdes quimicas, bioldgicas e
enzimaticas de uma fosfolipase A, acida da peconha de Bothrops pauloensis. A nova
fosfolipase A, foi denominada BP-PLA,, esta enzima foi purificada por cromatografia de
troca i6nica em CM-Sepharose Fast Flow seguido por cromatografia hidrofébica em Phenyl
Sepharose CL-4B e finalizando em cromatografia de fase reversa RP-HPLC em coluna C8.
BP-PLA; consiste em uma proteina de 15.8kDa e ponto isoelétrico de 4.34. A sequéncia N-
terminal da enzima revelou uma significante homologia com as Asp-49 dcidas de outras
peconhas de serpentes nos primeiros quinze aminodcidos. A atividade catalitica da BP-
PLA, foi de 315 U/mg, mostrando um aumento consideravel da atividade PLA; e foi capaz
de induzir alta atividade hemolitica indireta nos diferentes intervalos de tempo. A
fosfolipase A, acida foi capaz de inibir a agregacdo plaquetdria na presenca de coldgeno,
fato ndo ocorrido quando esta foi incubada com ADP. Apresentou uma atividade
edematogénica bastante pronunciada em pata de camundongos. BP-PLA; induziu efeitos
miotoxicos, sendo a caracterizagdo realizada por dosagem de creatina cinase (CK) e
andlises morfologicas. Estes estudos indicaram um aumento dos niveis de creatina quinase
plasmaéticos no tempo de 1 hora e as andlises histoldgicas indicaram que a PLA; induziu um
intenso edema, com evidente infiltrado leucocitdrio e dano nas células musculares ap6s 24
horas de injecdo da toxina.

Palavras chaves: Bothrops pauloensis, peconha, fosfolipase A, dcida, miotoxicidade.
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ABSTRACT

Phospholipases A, (PLA;) is small enzymes that present molecular mass around 15kDa and
are found in a variety of biological and cellular fluids as fluid sinovial, macrophages,
platelet, pancreatic tissue, among others. The present work describes the purification and
chemical, biological and enzymatic characterization of an acidic phospholipase A, of
Bothrops pauloensis snake venom. New fosfolipase A, was called BP-PLA,, this enzyme
was purified by ionic exchange in CM-Sepharose Fast Flow followed for hidrophobic
chromatography in Phenyl Sepharose CL-4B and finishing in C8 reverse-phase column.
BP-PLA2 consists of a protein of 15.8kDa and isoelectric point of 4.34. The N-terminal
sequences of the enzyme displayed a significant homology with the Asp-49 acid of other
snake venoms in first fifteen amino acids. The catalytic activity of the BP-PLA, was 315
U/mg, showing a considerable increase of activity PLA, and was capable to induce high
indirect hemolytic activity in the different intervals of time. Acidic phospholipase A, was
capable to inhibit platelet aggregation at the presence of collagen, fact not occurred when
this enzyme was incubated with ADP, showed a sufficiently sharp edematogenic activity in
paw mice. BP-PLA; induced miotoxic effect, being the characterization carried through for
creatine kinase (CK) levels and morphological analyses. These studies had indicated an
increase of the creatine kinase levels in 1 hour and the histological analyses had indicated
that the PLA, induced an intense edema with evident leucocitary infiltration and damage in
the muscular cells after 24 hours of injection of the toxin.

Keywords: Bothrops pauloensis, snake venom, acidic phospholipase A,, miotoxicity.
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5-INTRODUCAQO

Envenenamentos causados por serpentes botrépicas sdo caracterizados por um
evidente dano tecidual que envolve dor, hemorragia, edema, mionecrose e inflamac¢ao no
local da picada. Estes efeitos sdo manifestados logo apés o acidente e resultam da agdo
sinérgica de fosfolipase A,, miotoxinas e metaloproteases, encontradas na peconha destas
serpentes (Gutierrez e Lomonte, 1989; Kamiguti et al., 1996).

Os venenos de serpentes sao misturas complexas de proteinas e peptideos com
diversas atividades farmacoldgicas. Enquanto o efeito neurotéxico é mais pronunciado em
envenenamento por serpentes da familia Elapidae, envenenamento por serpentes da familia
Viperidae sdo usualmente caracterizados por hemorragia local e sist€émica (Tan e
Ponnudurai, 1990; Mebs e Langeluddeke, 1992). Os venenos de serpentes sdo ricos em
enzimas proteoliticas que atuam numa grande variedade de substratos naturais: caseina,
hemoglobina, coldgeno, elastina, fibrinogénio, insulina, glucagon, etc (Iwanaga e Suzuki,
1979). Algumas dessas enzimas sdo toxinas hemorrdgicas que degradam a matriz
extracelular (Matrisian, 1992), outras afetam a coagulacdo sanguinea, agindo como
procoagulantes, convertendo o fibrinogénio em fibrina (Markland e Damus, 1971; Stocker
e Barlow, 1976; Selistre e Giglio, 1987), enquanto outras agem como anticoagulantes por
exercerem atividade fibrinogenolitica e fibrinolitica (Komori et a., 1985; Daoud et al.,
1986).

As fosfolipases A, sdo pequenas proteinas que sao distribuidas amplamente na
natureza, sdo encontradas em varios sistemas biolégicos incluindo as peconhas de serpentes
(Mebs, 1983; Vishwanath et al., 1987). Estas enzimas podem induzir alguns efeitos como

neurotoxicidade, miotoxicidade, resposta edematogénica, cardiotoxicidade, indug¢do e/ou
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inibicdo da agregacdo plaquetdria, hemdlise, anticoagulagcdo, convulsdo e hipotensdo (Kini
e Evans, 1989).

Elas agem sobre as plaquetas na agregacdo, secrecdo e coagulacdo sanguinea
(Mebs, 1983; Vishwanath et al., 1987) e também sdo capazes de hidrolisar fosfolipideos
produzindo uma variedade de dcidos graxos livres e lisofosfolipideos. Alguns 4cidos graxos
livres podem agir como segundo mensageiros, ou podem estar envolvidos em outras
reacOes como precursores biologicamente ativos como os eicosandides (Tetsutaro et al.,
1991).

A atividade fosfolipdsica do veneno estd relacionada com uma série de desordens
bioquimicas, farmacoldgicas e patolégicas que o envenenamento pode desencadear. Estas
enzimas sdo proteinas compactas de aproximadamente 13 a 18kDa e estdo presentes em
grande concentragdo em glandulas como o pancreas e veneno de serpentes, abelhas e
escorpides.

As fosfolipases A, sdo distribuidas principalmente nas peconhas de serpentes e de
acordo com sua estrutura primadria, elas podem ser divididas em dois grupos distintos: (a)
Asp-49, que sdo enzimaticamente ativas catalizando hidrdlise de fosfolipideos e (b) Lys-49,
que sdo desprovidas ou apresentam baixa atividade enzimdtica (Ownby et al., 1999). A
diferenga nas propriedades enzimaticas das duas classes de proteinas estd baseada
principalmente na presenca do residuo de aspartato (Asp) na posi¢cdo 49 no primeiro grupo,
quando comparado com a presenga de lisina (Lys) na mesma posicdo da cadeia
polipeptidica no outro grupo. A troca de aminodcidos € suficiente para causar a perda da
habilidade da proteina em se ligar no cdlcio (Ca®"), um cofator essencial para fazer com que

a enzima expresse sua atividade catalitica.
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No geral, as fosfolipases A, miotdxicas sdo proteinas basicas (Moura-da-Silva et al.,
1991; Gutierrez e Lomonte, 1997) e em alguns casos as fosfolipases Lys-49 sdo mais
miotdxicas que as Asp-49 do mesmo veneno (Selistre de Araujo et al., 1996; Ownby et al.,
1999).

Durante os udltimos anos foi crescente o interesse no estudo dos componentes
responsdveis pela mionecrose e seus mecanismos de acdo. Como resultado, vdrias
miotoxinas de venenos botrépicos foram isoladas e caracterizadas e alguns processos tem

sido feitos para compreender seu mecanismo de a¢do e a patogénese da mionecrose.
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6-MATERIAIS E METODOS

6.1) Obtencao da peconha de Bothrops pauloensis e dos animais.

A pegonha de Bothrops pauloensis foi cedida pela Prof* Vera Licia de Campos
Brites, do Setor de Répteis da Universidade Federal de Uberlandia e pela Pentapharm do
Brasil, sendo posteriormente liofilizados e armazenados a -20°C.

Os animais Swiss foram gentilmente cedidos pelo Instituto Vallé e pela Pentapharm

do Brasil.

6.2) Fracionamento da Peconha Bruta de Bothrops pauloensis e obtencao da
fosfolipase A,.

a) Cromatografia da peconha bruta em troca ionica em CM-Sepharose Fast Flow.

A purificacdo da fosfolipase A, foi realizada com aproximadamente 300mg da
peconha bruta de Bothrops pauloensis os quais foram ressuspendidos em 2,0ml de tampao
bicarbonato de amdnio 0,05M pH 7.8. Em seguida a mistura foi centrifugada a 10.000 g por
10 minutos a 4°C e o sobrenadante aplicado a uma coluna de troca i6nica contendo a resina
CM-Sepharose Fast Flow (2,0 x 20,0 cm), previamente equilibrada com o mesmo tampao.
A amostra foi eluida a temperatura ambiente pelo estabelecimento de um gradiente convexo
de concentragdo usando o tampao bicarbonato de amdnio nas concentragcdes de 0,05 a 1,0
M. Foram coletadas fragdes de 3ml/tubo num fluxo de 20ml/hora, em um coletor de fragcdes

Redifrac (Amersham Biotec). A absorbancia de cada fracao coletada foi lida a 280nm num
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espectrofotometro ULTROSPECH 1000. Apés tragar o cromatograma os “pools” foram
delimitados e as fracdes liofilizadas (LABCONCO LYPH-LOCK 1L) e armazenadas a -

20°C.

b) Cromatografia da fracao CM1 em Phenyl-Sepharose CL-4B.

Inicialmente a fragdo CMI1 foi submetida a um sistema de ultrafiltracio (AMICON
YM 30 e posteriormente YM 10) lavando-se vdrias vezes com dgua. A amostra concentrada
foi liofilizada e armazenada a 4°C. Cerca de 80 mg desta amostra foram ressuspensa em 2,0
ml de tampdo Tris-HCl 10mM pH 8.5 + NaCl 4M. A eluicao foi realizada a temperatura
ambiente tendo inicio com o tampao de equilibrio (Tris-HC] 10mM pH 8.5 + NaCl 4M). A
coluna foi lavada com 10 ml do tamp@o inicial e posteriormente foi eluida utilizando
solucdes decrescentes em concentragdo molar de NaCl ( 3M, 2M, 1M, 0,5M), Tris-HCI
10mM pH 8.5 e finalizando o processo de elui¢do com dgua. Foram coletadas fracdes de
2,5ml/tubo num fluxo de 20ml/hora. A elui¢do de cada fracdo foi monitorada a 280nm num
espectrofotometro da SPEKOL, o gréfico tracado e os pools delimitados. Essas fracdes

foram reunidas, liofilizadas e armazenadas para ensaios posteriores.

¢) Cromatografia liquida de alta eficiéncia em fase reversa (HPLC-RP).

Nove mg da fragdo PS5 foram recromatografados em um sistema de RP-HPLC em

uma coluna Shimadzu ODS C-8 (octacil sulfonila) (2.0 x 25 cm). A elui¢do da amostra foi

feita com gradiente de concentracdo linear de acetonitrila 5-60% (v/v) em é&cido
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trifluoracético 0,1% (v/v) a um fluxo de 1.0 ml/min. Todos os passos de purificagdo foram

realizados em temperatura ambiente. O pico ativo foi coletado e liofilizado.

6.3) Determinacio quantitativa de proteinas

As dosagens de proteinas em solucdes contendo 0,1 a 2,0mg/2,0ml foram realizadas
pelo método do microbiureto, conforme descrito por Itzhaki e Gill, 1964. A reta padrao foi

construida com soroalbumina bovina, considerando-se o seu coeficiente de extingdo molar

em 280 nm (0,665).

6.4) Caracterizacao Quimica.

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

As eletroforeses em gel de poliacrilamida a 14% com agentes desnaturantes (SDS)
foram realizadas conforme a técnica descrita por Laemmli, 1970.

O tampao do eletrodo continha Tris 0,025M, glicina 0,192M e SDS 0,1% (m/v), pH
8.3. As amostras foram dissolvidas em Tris-HCl 0,06M pH 6.8, azul de bromofenol
0,001% (m/v), glicerol 10% (v/v) e PB-mercaptoetanol 10% (v/v). As eletroforeses foram
realizadas em sistema de eletroforese Hoefer SE260 Mighty Small Mini Vertical. Apos a
corrida os géis foram corados em uma solu¢do de Coomassie Brilliant Blue R-250 0,1%
(m/v) em dgua e metanol na proporcao de 1:1 (v/v) e descorados numa solucdo de acido
acético 7%. O peso molecular foi estimado pelo padrio de peso molecular 7L

(Sigma),contendo as seguintes proteinas: Soroalbumina bovina-(66kDa), Ovoalbumina-
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(45kDa), Gliceraldeido-3-fosfato-desidrogenase-(36kDa), Anidrase Carbonica-(29kDa),

Tripsinogénio-(24kDa), Inibidor de tripsina-(20.1kDa), a-lactoalbumina-(14.4kDa).

6.4.2) Sequéncia N-terminal.

A andlise da sequéncia N-terminal da BP-PLA, foi realizada em um sequenciador
automdtico de proteinas da Shimadzu (modelo PPSQ-23A). Uma solucdo com
aproximadamente 200pmol da enzima foi aplicada no sequenciador e determinado pelo
método de degradacdo de Edman (Edman e Begg, 1967). Os experimentos foram realizados
no Departamento de Fisiologia da Universidade Federal de Sdao Carlos, com a colaboragdo

da Prof. Dra. Heloisa Sobreiro Selistre de Aradjo.

6.4.3) Focalizacao Isoéletrica.

A eletrofocalizacdo da PLA, purificada do veneno de Bothrops pauloensis foi
realizada segundo o método descrito por VESTEBERG, 1972, modificado como descrito a
seguir. Os experimentos foram realizados no Departamento de Fisica e Quimica da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto — USP, com a colaboracdo da Prof.

Dra. Eliane C. A. Braga.

a) Preparo do Gel.

O gel foi preparado a 5% (m/v) em acrilamida (bis-acrilamida 0,8: 30), contendo
10% de sacarose (m/v), 1% de Buffalyte (v/v), 0,15% de TEMED (v/v) e 0,07% de
persulfato de amonio (m/v). O gel foi polimerizado em placa de vidro 12 x 14 cm com

espessura de 0,14 cm. A face interna das placas foi coberta com uma folha de poliéster
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(Retrophane) aderida a mesma. Uma borracha em forma de U foi colocada entre as duas
placas, de modo a formar entre elas um espaco retangular de aproximadamente 14 x 12 cm
com espessura de 0,8 mm. As placas foram imobilizadas verticalmente com auxilio de
pincas metélicas e o espaco entre as placas preenchidas com o gel. A polimerizacido do gel

foi feita sempre no dia anterior a eletroforese.

b) Aplicacdo das Amostras e Focalizacao Isoéletrica.

No momento do uso, as placas de vidro e uma das folhas de poliéster foram
retiradas e o gel ainda sobre uma das folhas de poliéster foi colocado sobre uma placa
refrigerada ligada a um banho termostatizado a 4°C. A placa contendo um papel
milimetrado da Beckman foi previamente umedecido com glicerol, para melhor
refrigeracdo do gel. Cinco tiras de papel Whatman n’ 3, de 2 centimetros de largura,
sobrepostos foram utilizados para contactar o gel e os eletrodos de platina, sendo o catodo
embebido em uma solucdo de NaOH 1M e o anodo em 4cido fosforico 1M. Os eletrodos de
platina foram centralizados sobre as tiras de papel e o sistema entdo fechado.

A fonte de alta voltagem foi ajustada para valores maximos de 200V, 30mA e entdo
realizada uma pré-focalizagcdo por 30 minutos.

Pedacos de papel de filtro da LKB de 1,0 x 0,5 cm foram embebidos nas amostras e
colocados sobre o gel, sendo retirados apds 60 minutos de focalizagdo em 250V e 25 mA.
A focalizacdo prosseguiu por mais 2 horas a 300V e 25 a 4mA, por 1 hora a 600V e 20 a

SmA e por mais 30 minutos a 1200V e 5 a 1 mA.
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¢) Deteccao das Proteinas e Determinacao do Gradiente de pH.

Ap06s a focalizacao isoelétrica, foram desprezadas 0,5 cm das laterais do gel, sendo
entdo seccionados tiras de 1,0 x 2,0 cm do mesmo e colocados em tubos de ensaio contendo
0,2 ml de dgua “Millipore” para a leitura do pH apds 2 horas em repouso. Estas tiras foram
cortadas nas laterais do gel intercaladamente, de forma a obter valores médios de pH para
cada 0,5 cm do gel.

O restante do gel contendo as amostras foi colocado em solu¢do de 4cido
tricloroacético a 10% (m/v) e metanol a 50% por 15 minutos, lavado com 4gua destilada e
corado por 2 horas em solu¢do de Coomassie Blue G-250 0,2% em dgua: metanol 1:1. O
gel foi descorado com uma solucdo de metanol: 4cido acético: 4gua na propor¢do de 3:1: 1

(VIvIv).

6.5) Caracterizacao Enzimatica

6.5.1) Atividade Fosfolipasica.

Foi determinado por titulagdo potenciométrica segundo o método descrito por De
Haas et al., 1968. Como substrato foi utilizada uma emulsdo aquosa de gema de ovo (uma
gema em 50 ml de 4dgua desionizada) em presenca de desoxicolato de sodio e cloreto de
calcio, como segue: 15 ml da emulsdao aquosa de gema de ovo, 10 ml de desoxicolato de
s6dio a 0,03M, 1 ml de cloreto de célcio a 0,6M e o volume foi completado para 100 ml
com agua desionizada. Para cada ensaio foram utilizados 10 ml desta solugdo de trabalho e

10ug de proteinas dosadas. A liberacdo enzimatica de acidos graxos foi titulada com NaOH

a 0,1208N. O resultado final da atividade foi calculado em peq/mg/min de base consumida.
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Por definicdo 1 unidade de atividade especifica corresponde ao consumo de 1

microequivalente de base por mg de proteinas em um minuto.

6.5.2) Atividade Hemolitica Indireta.

A hemdlise causada pelas amostras foi avaliada utilizando-se eritrécitos de
camundongos suplementados com gema de ovo em gel de agarose como previamente
descrito (Gutiérrez et al., 1988). Para preparacdo do gel, extraiu-se sangue de camundongos
previamente anestesiados com éter de petréleos e os eritrocitos foram lavados por 3x com
PBS. Para cada gel foram adicionados 0,25g de agarose em 25ml de PBS e esta foi
dissolvida por aquecimento. Posteriormente foi adicionado 0,005g de azida, 0,25g de CaCl,
0.01M, 0,3ml de gema de ovo e 0,3ml dos eritrécitos lavados. Aliquotas de 20ul de solugao
de salina contendo 5ug da fosfolipase A; ou da peconha bruta foram aplicadas em pocos de
aproximadamente 4mm de didmetro feitos no gel. Os géis foram incubados a 37°C e os

halos hemoliticos formados foram medidos em diferentes intervalos de tempo.

6.5.3) Teste de Inibicao da Agregacao Plaquetaria.

A inibi¢do da agregacdo plaquetdria induzida pela fosfolipase A, foi determinada
utilizando-se o método previamente descrito por Fuly er al., 1997. A agreagacdo
plaquetaria foi medida turbidimetricamente utilizando um agregdmetro Z-1000 (Zenite-
SPECTRA LAB) As amostras foram deixadas a 37°C em cuvetas de vidro siliconizadas
utilizando 200ul de plasma rico em palquetas (PRP) sob agitacdo, e a agregacgao foi iniciada

apés a pré-incubacdo por 10 minutos com 20ug da fosfolipase. Os controles foram
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realizados utilizando-se 10ul ADP (10 mg/ml) e coldgeno (110 mg/ml) como agonistas da

agregacao plaquetaria.

6.6) Caracterizacao Bioldgica

6.6.1) Atividade Edematogénica.

Grupos de 5 camundongos Swiss (18-22g) foram injetados i.d na regido subplantar
da pata direita com 50ul de soluciao contendo 251g peconha bruta ou PLA, dissolvida em
PBS. Em seguida realizava-se a medi¢do das patas em diferentes intervalos (30°, 1,2,3
horas) de tempo a partir do tempo Oh ( 0 qual era subtraido e cada valor obtido). O aumento
da drea na pata dos camundongos foi medido com um paquimetro de baixa pressao 0,01mm

(Mytutoyo, Japdo) e expresso em porcentagem direta de edema induzido.

6.6.2) Analise Miotoxica Analisada por Dosagem de Creatina Cinase no Plasma.

Aproximadamente 20ug da fosfolipase A, foram inoculados no miusculo
gastrocnemius direito de camundongos machos Swiss (n=3 18-22g). Apés 1, 3, 6 e 24 horas
os animais foram sacrificados e o sangue colhido por pun¢do cardiaca e imediatamente
centrifugados a 2.500xg, por 10 minutos a 4°C ( Laborzentrifugem 2K 15-Sigma). Os
animais controles receberam somente PBS no mesmo volume que a toxina. A atividade da
enzima creatina cinase foi determinada utilizando-se o Kit CK-UV cinético (Bioclin). O
principio deste método consiste nas seguintes reacdes: 1) na reac@o entre a creatina fosfato
e a adenosina difosfato (ADP), catalisada pela enzima creatina cinase, formando-se a
creatina e a adenosina trifosfato (ATP); 2) o ATP formado € utilizado para fosforilar a

glicose, produzindo glicose-6-fosfato (G-6-P) na presenca da hexoquinase; 3) a seguir a G-
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6-P ¢ oxidada a 6-fosfogliconato na presenca de nicotinamida adenina dinucleotideo
(NAD), esta reacdo € catalisada pela glicose-6 fosfato desidrogenase; 4) durante esta
oxidagdo a quantidade equimolar de NAD" € reduzida a NADH aumentando a absorbancia
em 340nm. A variacdo em absorbancia é diretamente proporcional a atividade da enzima
creatina cinase. O experimento consistiu em incubar 10ul do plasma heparinizado com
500ul do reativo dissolvido em dgua destilada por 2 minutos a 37°C, em seguida foram
realizadas leituras a 340nm nos intervalos 0 a 3 minutos. A atividade creatina cinase foi
expressa em unidades/litro, constituindo uma unidade o resultado da fosforilacio de um

nanomol de creatina por minuto a 25°C.

6.6.3) Analise Morfologica

A evolucdo do dano tecidual local induzido pela peconha bruta de Bothrops
pauloensis e pela fosfolipase A, foi analisada por microscopia de luz, por meio da inje¢dao
de 50ug da peconha bruta ou de 20ug da fosfolipase no musculo gastrocnemius direito de
camundongos da linhagem Swiss, (n=3, 18-22¢g). Os animais foram sacrificados apés 1, 3,
6 e 24 horas ap6és a administracio das amostras. A porcdo central do musculo
gastrocnemius foi retirada e colocada em solugdo fixadora (formol 10% em PBS) durante
24 horas. Apds a fixacdo, foi realizada a desidratacio em uma série de dlcoois em
concentracdes crescentes de 50 a 100%, em seguida os tecidos foram incluidos em parafina.
Os blocos obtidos foram aparados e entdo seccionados com auxilio de um micrétomo.
Cortes de 6um de espessura foram corados com hematoxilina e eosina, montados em

lamina e laminula, examinados ao microscépio 6ptico e fotografados.
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6.7) Analise Estatistica
A montagem dos graficos, cdlculos das médias e desvios padroes das médias foram

realizados com auxilio dos softwares Origin.

6.8) Alinhamento da Seqiiéncia N-terminal

As seqiiéncias foram alinhadas utilizando-se o programa Clustalw.
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7- RESULTADOS

7.1) Cromatografia de troca-ionica em gel de CM-Sepharose Fast Flow
O fracionamento da peconha bruta de Bothrops pauloensis foi realizado em gel de
CM-Sepharose Fast Flow utilizando-se um gradiente convexo de concentracao em tampao
bicarbonato de amodnio a 0,05M pH 7.9. O perfil cromatografico € mostrado na figura 1. A
peconha bruta foi resolvida em seis picos de absorbancia a 280nm, os quais foram

designados CM0, CM1, CM2, CM3, CM4, CM5.

AMBIC 0,05M
3541
CM1
3 n
2,5
ABS
280nm 2
23
1,5 -
* AMBIC 0,5M
| U
0,5
0
1 51 101 151 201
TUBOS

Figura 1: Perfil cromatogréfico do fracionamento de 225 mg da peconha bruta de Bothrops
pauloensis em resina de troca ibnica CM-Sepharose Fast Flow (2,0 x 20,0cm), equilibrada
com tampao bicarbonato de aménio 0,05M pH 7.9 e entdo eluida em gradiente continuo de
0,05M a 0,5M do mesmo tampéo a 25°C. Fragdes de 3ml/tubo foram coletadas a um fluxo

de 20ml/h.
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7.2) Fracionamento em Gel de Phenyl-Sepharose CL-4B da fracao CM1 da peconha

bruta de Bothrops pauloensis.

A fracdo CM1 depois de concentrada e liofilizada foi submetida em resina

hidrofébica de Phenyl-Sepharose CL-4B. O perfil cromatografico € mostrado na figura 2. A

fracdo PS5 apresentou um pico simétrico e uma alta atividade fosfolipasica A, (Tabela II).

ABS 280nm

Tris-HCl 10mM
pH 8.5 + NaCl
4M
16 ﬂ
P1
1,4 -
1,2
1 4
0,8 -
ris-HC1 10mM pH Tris-HC1 10mM pH
0,6 i 8.5 + NaCl 3M 8.5 + NaCl 1M P5
Tris-HCl
Tris-HCI 10mM 10mM p H,O
0,4 - pH 8.5 + NaCl 8.5
2M ﬂ P6
_ P2 P4
0,2 ﬂ p3

1 6 11 16 21 26 31 36 41 46 51 56 61 66 71 76 81

TUBOS

Figura 2: Cromatografia em Phenyl-Sepharose CL-4B de 100 mg da fragio CMI1 da

peconha de Bothrops pauloensis. Coluna de 20 x 1.2 cm, equilibrada com tampao Tris-HCl

10mM pH 8.5 + NaCl 4M com fluxo de 20ml/h, coletadas fracdes de 2,5ml/tubo. A elui¢do

foi realizada com Tris-HCI 10mM com concentracdes molares decrescentes de NaCl,

finalizando a elui¢do com 4gua.
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7.3) Eletroforese em Gel de Poliacrilamida com Agentes Desnaturantes
A fracdo P5 obtida na cromatografia em Phenyl-Sepharose CL-4B a partir da fracao
CM1 apresentou uma banda majoritaria, com massa molecular de aproximadamente de

15kDa em condic¢des desnaturantes, como observado em SDS-PAGE a 14% (Figura 3).

97 N
“ = N
45 - -
*
20.1 _—
. .
14.4 -
1 2 3

Figura 3: Eletroforese em gel de poliacrilamida a 14% com condicdes desnaturantes.
Tampao Tris-Glicina pH 8.3. tempo de corrida 80 minutos a 20mA constante e voltagem
variando de 100 a 200V. Apds a corrida o gel foi corado com Coomassie Blue R-250 a
2,5% por 10 minutos e em seguida descorado com &cido acético 10%, etanol 30% e 4gua
desionizada.

1- Padrao de Peso Molecular LMW (Amersham Biosciences): Fosforilase b-97kDa,
Albumina-66kDa, Ovoalbumina-45kDa, Anidrase Carbonica-30kDa, Inibidor de tripsina-

20.1kDa, o-lactoalbumina-14.4kDa.

2- Fracao CM1 3-Fracao P5
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7.4) Fracionamento em Coluna de fase reversa C8 Sephasil TM da fracao PS5 da

peconha bruta de Bothrops pauloensis.

Cerca de 9mg da fracdo PS5 foi cromatografada em um sistema de RP-HPLC em
coluna Shimadzu C8 (2.0 x 25cm). A figura 4 mostra que a amostra P5 foi dividida em 3
picos, sendo o segundo pico de maior absorvancia € o que apresentou maior atividade

fosfolipésica, denominado P5b (BP-PLA,) (Tabela II).

mébs
P3b
4004
P5c
P5a
2004 [

0 10 2 gl 10
Time (min)

Figura 4: Perfil da cromatografia liquida de alta eficiéncia em fase reversa da fracdo P5 em
coluna Shimadzu C8. 9mg da fracdo P5 foram dissolvidos em 500ul do solvente A*. A
amostra foi eluida com um gradiente linear de 0 a 90% do solvente B**. O pico foi eluido a
um fluxo de 1ml/min. A absorbancia foi monitorada a 280nm.

* Solvente A: 0,1% de TFA.

** Solvente B: 0,1% de TFA e 90% de acetonitrila.
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7.5) Recuperacdo protéica das fracoes obtidas nos passos de purificacio da

fosfolipase BP-PLLA, da peconha de Bothrops pauloensis.

Na tabela II estd representada a recuperacao protéica pelo método do microbiureto,
das fracOes obtidas a partir do fracionamento em CM-Sepharose da peconha de Bothrops
pauloensis. Como pode ser observada, a recuperacdo total de proteinas apds o primeiro
passo foi de 62% sendo que destes 48% correspondem a fracdo CM1. A fracdo P5
resultante do segundo passo de purificacdo apresentou cerca de 7,5% e 17% de
recuperacdo protéica e de atividade fosfolipdsica respectivamente em relacdo a fracao
CM1. Por outro lado quando a fracdo P5 é submetida ao sistema de RP-HPLC ha um

aumento considerdvel da recuperacdo protéica (52%) e de atividade PLA; (65%).
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Tabela II: Rendimento proteico e de atividade PLA, das fracoes obtidas no fracionamento da peconha

bruta de Bothrops pauloensis em CM-Sepharose, Phenyl-Sepharose CL-4B ¢ HPLC.

Fracao
mg

Bp 225
Passo 1: CM-Sepharose
CMO 2,8
CM1 108
CM2 52
CM3 8.4
CM4 9,1
CM5 6,3
TOTAL 139,9
Passo 2: Phenyl-Sepharose CL-4B
CM1 80
P1 154
P2 10,3
P3 4,7
P4 9.6
P5 9
P6 7,5
TOTAL 56,5

Passo 3: RP-HPLC

Ps 9

PSa 0.8
PSb 4.7
P5c 2.9
TOTAL 8.4

Proteina

P%Rec

100

1,2
48
2,3
3,7
4,0
2,8

62

100
19.2
12,8

5,8

12

7,5
9,3

66.6

100
8.8
522
322

932

Atividade Fosfolipasica

U-mg

63

0.0

122

0.0

0.0

0.0

83

122

523

75

83

52

253

43

253

0.0

3153

54.7

U-total

14.175

0.0

13.176

0.0

0.0

0.0

522.9

13.698.9

13.176

805.4

772.5

390.1

499.2

2277

3225
5.066.7

2277

0.0

1481.9

158.6

1640.5

J%Rec

100

0.0

92.9

0.0

0.0

0.0

3.6

96.5

100

6.11

5.86

2.96

3.78

17.28

2.44
38.43

100

0.0

65

6.9

71.9
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7.6) Eletroforese em Gel de Poliacrilamida com Agentes Desnaturantes para

Determinacao da Massa Molecular.

Na figura 5 observa-se o perfil eletroforético em gel de poliacrilamida PAGE-SDS a
14% da BP-PLA, obtida na cromatografia em sistema de RP-HPLC em coluna Shimadzu
C8. O peso molecular aproximado da fosfolipase A, foi obtido pela curva padrdo tracada
considerando-se a distancia de migragdo em fun¢do dos valores de massas moleculares das
proteinas utilizadas como padrdes. O peso molecular da BP-PLA, na presenca de f-

mercaptoetanol foi de 15.8 KDa.

66

45
36

29
24

20.1

144
1 2

Figura 5: Eletroforese em gel de poliacrilamida a 14% em condi¢des desnaturantes.
Tampao Tris-Glicina pH 8.3. tempo de corrida 80 minutos a 20mA constante e voltagem
variando de 100 a 200V. Apés a corrida o gel foi corado com Coomassie Blue R-250 a
2,5% por 10 minutos e em seguida descorado com &cido acético 10%, etanol 30% e 4dgua
desionizada. 1- Padrdo de Peso Molecular 7L (Sigma): Soroalbumina bovina-66kDa,
Ovoalbumina-45kDa, Gliceraldeido-3-fosfato-desidrogenase-36kDa, Anidrase Carbdnica-
29kDa, Tripsinogénio-24kDa, Inibidor de tripsina-20.1kDa, a-lactoalbumina-14.4kDa. 2-

BP-PLA,.
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7.7) Focalizacio Isoéletrica

Como pode ser observado no grifico abaixo o pl apresentou valor de 4.34

mostrando-se assim uma proteina de cardter bastante acido.
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Figura 6: Curva padrao para a determinacdo do ponto isoelétrico da BP-PLA;. Apds a
focalizacdo isoelétrica, foram desprezados 0,5cm das laterais do gel, sendo entdo
seccionados tiras de 1.0 x 2.0 cm do mesmo e colocados em tubos de ensaio contendo
0,2ml de agua “Millipore” para a leitura do pH. Os valores de pH obtidos foram utilizados

para tragar a curva em funcao da distancia de migracao.

* O valor de pl encontrado foi estimado por interpolagdo na curva padrao.
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7.8) Seqiiéncia N-Terminal da BP-PLA, de Bothrops pauloensis.

A seqiiéncia N-Terminal da BP-PLA, foi realizada com o intuito de se comparar a
seqiiéncia obtida com as demais PLA; isoladas de peconhas ofidicas ja seqiienciadas. O N-

Terminal apresentou a seguinte seqiiéncia obtida em 15 ciclos:

Asn-Leu-Val-Gin-Phe-Lys-Thr-Leu-lle-Met-Lys-lle-Ala-Gly-Arg
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7.9) CARACTERIZACAO ENZIMATICA E BIOLOGICA

7.9.1) Atividade Fosfolipasica

A atividade fosfolipasica foi determinada em triplicata por titulacdo
pontenciométrica. Podemos observar a atividade fosfolipase A, mostrou-se aumentada a
medida que os passos de purificagdo foram realizados, mostrando assim que o processo de

purificagcdo da proteina BP-PLA, foi satisfatério.

360 o *

300+

260 4

200 H

160 H
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Figura 7: Perfil comparativo da atividade fosfolipasica da peconha bruta (PB) de Bothrops
pauloensis e fracdes, realizadas sobre a gema de ovo com 10ug de proteina. As amostras
foram adicionadas ao substrato de rea¢ao pH 8.0 e titulados com NaOH 0,1208N durante 3

minutos a temperatura ambiente. Os resultados foram apresentados pela média £SD (n=3).
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7.9.2) Atividade Hemolitica Indireta:

A atividade hemolitica de Sug da peconha bruta de Bothrops pauloensis ou da BP-
PLA, é apresentado na figura 8. Como pode ser observado, ambas as amostras foram
capazes de induzir hemdlise nos tempos determinados de 3, 6, 12 e 24 horas, no entanto em

todos os intervalos analisados a enzima BP-PL A, foi consideravelmente mais ativa.

40 o

| mm e +

e
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Figura 8: Atividade hemolitica da peconha bruta (PB) de Bothrops pauloensis ou BP-
PLA,. 5ug das amostras foram aplicados sobre a placa de petri contendo como substrato
gema de ovo e eritrécitos em seguida realizava-se a medi¢do dos halos em diferentes
intervalos (3, 6,12 e 24 horas) de tempo. Os resultados foram apresentados pela média £SD

(n=3).
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7.9.3) Atividade de Agregacao Plaquetaria:

Como pode ser observado na figura 9, os agonistas plaquetarios ADP e coldgeno
(controles positivos da reagcdo) foram capazes de induzir aproximadamente 80% de
agregacao plaquetdria ap6s 3 e 4 minutos de reacdo respectivamente. No entanto quando o
PRP foi pré-incubado com a BP-PLA, por 10 minutos e acrescentado posteriormente o
coldgeno, a agregacdo plaquetdria foi drasticamente reduzida, fato este ndo observado

quando acrescentou posteriormente o ADP.
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Figura 9: Atividade de agregacdo plaquetdria da BP-PLA, da peconha bruta (PB) de
Bothrops pauloensis. 20ug da amostra foram pré-incubados por 10’ com “PRP” (plasma
rico em plaquetas). Apds este intervalo 10ul dos agonistas coldgeno ou ADP forma
adicionados ao meio. Durante os primeiros 5’de reacao foi quantificado a porcentagem de

agregacdo plaquetdria. Os resultados foram apresentados pela média +SD (n=3).
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7.9.4) Atividade Edematogénica

Como pode ser observada na figura 10, a peconha bruta de Bothrops pauloensis foi
capaz de induzir cerca de 65% de edema apds 1 hora de injecdo, ja BP-PLA, foi capaz de
induzir aproximadamente 90% de edema na pata do camundongo no mesmo tempo,

apresentando uma atividade maxima.
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Figura 10: Inducdo de edema tempo-dependente em pata de camundongos foi medida apds
injecdo de 25ug/50ul da peconha bruta (PB) de Bothrops pauloensis ou BP-PLA,. O
aumento da drea da pata foi medida com um paquimetro e expressa em porcentagem de

edema induzido. Os resultados foram apresentados pela média £SD (n=5).

56



7.9.5) Atividade Miotoxica (CK)

Atividade miotéxica foi realizada por dosagem dos niveis de creatina quinase no
plasma de animais inoculados com 50ug da peconha bruta ou BP-PLA,. Como apresentado
na figura 11 nota-se um significante aumento na liberacdo de creatina cinase, quando
comparada ao controle PBS. Niveis maximos de CK foram observados ap6s 1 hora de
injecdo da PLA, correspondendo a 863,46 U/L, ja os valores mdximos observados para a
peconha bruta correspondem a 509,98 U/L apds 3 horas de injecdo. A atividade CK para o

grupo controle foi de aproximadamente 65 U/L.
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Figura 11: Niveis plasmaticos de creatina cinase (CK) obtido do plasma de camundongos
injetados com 50ug da peconha bruta (PB) de Bothrops pauloensis ou BP-PLA, no
musculo gastrocnémio sacrificados ap6s 1, 3, 6 e 24 horas. Animais injetados com 50ul de
PBS foram utilizados como controle. A atividade foi expressa em U/L. Os resultados foram

apresentados pela média £SD (n=3).
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7.9.6) Alteracoes Morfolégicas Induzidas pela Peconha Bruta de Bothrops pauloensis e

BP-PLA,,

A figura 12 apresenta as alteragdes morfoldgicas da peconha bruta de Bothrops
pauloensis ou de sua respectiva fosfolipase A, (BP-PLA;) sobre o musculo gastrocnemius
direito de camundongos, apds 24 horas de inoculacdo. A peconha bruta de Bothrops
pauloensis causou uma evidente acdo hemorrdgica nas primeiras 24 horas de injecdo. Logo
em seguida, observamos o aparecimento gradativo de alteracdes teciduais e uma evidente
concentragdo de células do exudato inflamatério (Figura 12 C e D).

A fosfolipase A, acida BP-PLA, 20ug também foi capaz de induzir lesdo nas fibras
musculares. Estas apresentaram degradadas apds 24 horas de administracdo da toxina,
observamos ainda a presen¢a de edema entre as células musculares, algumas células

necrosadas e uma alta concentragdo de exudato inflamatorio (Figura 12 E e F).

58



59



Figura 12: Fotomicrografia de cortes finos transversais com 6,0 pm de espessura do
musculo gastrocnemius direito de camundongos, apos 24 horas de inocula¢io.As alteracdes
foram induzidas por 50ug da peconha bruta de Bothrops pauloensis e 20ug da fosfolipase

BP-PLA; dissolvidos em 50ul de PBS. Aumento de 400x.

A-B -Controle (PBS)

C-D -Peconha Bruta de Bothrops pauloensis (24 horas)

E -F -BP-PLA; (24 horas)

H = Hemorragia I = Infiltrado leucocitério

N= Necrose E= Edema
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Tabela III: Alinhamento da sequéncia N-terminal dos primeiros residuos
da BP-PLA2 com outras sequéncias de PLA s acidas e basicas isoladas de

peconhas ofidicas.

BP-PLA2' NLvoFKTLMKIIAGR 16
SIIISPIIA® SLWOFGKMEDY-VMG— 14
SIIISPIIR? SLWQFGKMEFY-TGK- 14
SITIISPIIIA? SLWQFGKMELY-VMG- 14
SIIISPIIIR? SLWQFGKMEFY-EMT- 14
LM-PLA2TI" HLLQFEQLERK-IAG- 14
LM-PLAII® HLLQFGDLEDK-IIA- 14
Bneu-P1' NLvOFETLEVMM-TAR- 14
Bneu-pP2* SLVOFETLEMM-IAG- 14
Bneu-P3' NLVOFETLEMK-TIAG- 14
BnSP7* SLFELGKMMLO-ETGK 15
Bnp-TXI* DLWQFGKVMMLK-VAGK 15
Bnp-TXII* SLWEFAQMMLE-ETKR 15
APLA2® SLVOFETL@MR-IACR 15

*

*

1- Fosfolipases A, Acidas isoladas da peconha de Bothrops pauloensis.

2- Fosfolipases A, Acidas isoladas da peconha de Bothrops jararacussu.

3- Fosfolipases A, Acidas isoladas da peconha de Lachesis muta.

4- Fosfolipase A, Basica isolada da peconha de Bothrops neuwiedi.

5- Fosfolipase A; dcida isolada da peconha de Agkistrodon shedaenzis Zhao
Sequéncia deduzida a partir do cDNA

* Consenso.
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8-DISCUSSAO

Os venenos de serpentes apresentam varias toxinas, sendo as fosfolipases A, um dos
seus componentes principais. Estas tém sido bastante estudadas juntamente com sua
atividade enzimaética e efeitos farmacoldgicos. Muitos destes estudos farmacoldgicos com
proteinas e peptideos ativos de peconhas de serpentes tém seu enfoque no isolamento,

caracterizacao e elucidacdo de sua estrutura através de métodos bioquimicos cléssicos.

As fosfolipases A, das peconhas de serpentes podem ser facilmente purificadas,
sendo que muitas destas enzimas ja foram completamente sequenciadas, clonadas e suas

estruturas resolvidas por cristalografia de raios-X.

A qualidade das preparacdes das amostras € crucial para os estudos mecanisticos de
estrutura e fun¢do. Qualquer contaminante pode contribuir significativamente dificultando a
obtencdo e interpretacdo de um resultado. Assim vdérias fosfolipases A, das pegonhas
botrépicos tem sido purificadas utilizando uma complexa combinacdo de métodos
cromatograficos como: gel-filtracdo, troca idnica, RP-HPLC, afinidade usando inbidores
naturais como anticorpos e heparina (Gutierrez e Lomonte, 1997; Danielle et al.,

1995,1997; Soares et al., 1998; 2002; Geoghegan et al., 1999; Ownby et al., 1999).

O fracionamento da peconha de Bothrops pauloensis em gel de CM-Sepharose Fast
Flow apresentou seis picos de absorbancia a 280nm, os quais foram designados CMO a
CMS5 (figura 1). Posteriormente, a fracdo CM1 foi submetida a um sistema de ultrafiltracao
AMICON (YM30. 000) e posteriormente (YM10. 000), com o objetivo de concentrar na
amostra proteinas com massas moleculares entre 10.000 a 30.000 Da para em seguida

N

serem submetidas a purificacio em gel de Phenyl-Sepharose CL-4B. Esta resina tem a
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capacidade de se ligar a proteinas de cardter hidrofébico e estas sdo eluidas no final do
fracionamento quando lava-se a coluna com dagua. O perfil cromatografico apresentou seis
picos denominados P1 a P6, sendo que a fragdao PS5 apresentou um pico mais simétrico e
expressou uma boa atividade fosfolipdsica de aproximadamente 253U/mg (Tabelal). Esta
fracdo foi submetida em um sistema de RP-HPLC com o intuito de se avaliar o grau de
pureza e de se obter essa fracdo mais pura para se procederem com o0s ensaios de
caracterizacdo quimica. A fracdo P5b, posteriormente denominada de BP-PLA,, apresentou
uma massa molecular estimada por SDS-PAGE de 15.8 kDa e um ponto isoelétrico de 4,34.
Esta fracdo apresentou uma boa recuperacdo da atividade fosfolipdsica (315U/mg) sendo

esta 5 vezes maior do que a atividade apresentada pela peconha total (63U/mg).

Daniele et al., 1995 isoloram duas isoformas P1 e P2 da peconha de Bothrops
neuwiedi, estas apresentaram peso molecular aparente de 15 e 16.2 kDa e ponto isoelétrico
de 4.8 e 4.6 respectivamente. Ambas as enzimas mostraram ser proteinas de carater acido,
em concordancia com dados obtidos de fosfolipases A, isoladas de outras peconhas de

serpentes botropicas (Vidal e Stoppani, 1971).

A seqiiéncia N-terminal dos primeiros quinze residuos de aminodcidos da BP-PLA,
apresentou uma alta similaridade com fosfolipases A, enzimaticamente ativas isoladas de
peconhas ofidicas (Tabela III). Alguns residuos de aminoécidos sdo altamente conservados

como Leu-2, Phe-5 e Ile-9.
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Com base na seqiiéncia completa da fosfolipase A, 4dcida isolada da peconha de
Agkistrodon shedaoenzin Zhao, (Qian Jin et al., 2004) deduzida a partir do sequenciamento
de seu cDNA, pode-se inicialmente sugerir que as PLAjs dcidas apresentam uma alta
similaridade da estrutura primdria com fosfolipases A2 bdsicas cataliticamente ativas,
apresentando o residuo Asp na posi¢cao 49, a His 48 e os trés aminodcidos requeridos para a
ligacdo com o fon Ca*™ Tyr 28, Gly 30 e Gly 32. A seqiiéncia completa de algumas
PLA2s acidas ja foram determinadas e estao disponiveis no

(http://sdmc.lit.org.sg/Templar/DB/snaketoxin PLLA2/index.html).

Rodrigues et al 1998 e posteriormente Soares et al 2000 foram os pioneiros no
isolamento e caracterizacdo estrutural de PLA2s bésicas da peconha de B. neuwiedi
pauloensis, agora reclassificada como Bothrops pauloensis Silva (2000). Eles isolaram
duas miotoxinas com estrutura de PLA; Lys-49 denominadas BnSP6 e BnSP7, que sao
enzimas cataliticamente inativas sobre substratos artificiais, mas apresentam evidente
atividade miotdxica e edematogénica. Alquilacdo da BnSP7 com BPB, fez com que alguns
efeitos fossem reduzidos como miotoxicidade, bloqueio neuromuscular, edema,
rompimento de lipossomos e atividade bactericida. Recentemente Rodrigues et al 2004
isolaram dessa mesma peconha duas fosfolipases A, Asp-49 (BnpTX-I e BnpTX-II) ambas
com atividade miotdxica “in vivo”, citotoxicidade  in vitro” e atividade edematogénica.
Estudos de modificacio com a BnpTX-I mostraram que as atividades fosfolipdsicas,
anticoagulante, miotdxicas, neurotoxica, e edematogénica foram abolidas, sugerindo assim
que a atividade enzimética esta interligada diretamente com os efeitos farmacoldgicos dessa

enzima.
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As fosfolipases A, foram identificadas como fatores hemoliticos por Martin, (1896
apud Gans, 1975), porém Hughes 1935 apud Gans 1978, relatou que a atividade de
hemolise das peconhas de serpentes nem sempre estd relacionada com a agdo das
fosfolipases A,. No entanto outros fatores na peconha podem agir sinergicamente com
essas enzimas. Usualmente as fosfolipases A, apresentam atividade hemolitica indireta,
pois elas promovem hidroélise de lecitinas em lisolecitinas que sdo componentes capazes de
lisar a membrana dos eritrécitos (Ketelhut et al., 2003). No presente trabalho, verificou-se
que tanto a pegonha bruta quanto a BP-PLA?2 foram capazes de induzir hemdlise in vitro. O
aumento dessa atividade foi tempo-dependente sendo que a BP-PLA; induziu hemolise

quase duas vezes mais que a peconha bruta nos mesmos intervalos de tempo (Figura 8).

Ketelhut et al., 2003 isolaram quatro fosfolipases A, dcidas da peconha de Bothrops
jararacussu denominadas SIIISPIIA, SIIISPIIB, SIIISPIIIA e SIIISPIIIB, estas toxinas
apresentaram alta atividade -catalitica, exceto SIIISPIIB que apresentou uma baixa
atividade catalitica, mas foi a tnica capaz de induzir hemdlise indiretamente. Outros
trabalhos demonstraram a habilidade da PLA, dcida da peconha de Lachesis muta
(LMPLA,-II) em de induzir hemdlise indireta e um pronunciado efeito miotoxico (Fuly et

al., 2002).

Sabe-se que as fosfolipases A, sdo capazes de induzir uma grande variedade de
efeitos farmacoldgicos, incluindo efeitos caracteristicos que promovem o desequilibrio da
hemostasia. Algumas fosfolipases A, podem interferir na funcio plaquetéria (Fuly et al.,
2004) e estas sdo classificadas em dois grupos distintos: classe A que sdo as enzimas que
apresentam efeitos bifdsicos na agregacdo plaquetdria. Em baixas concentragdes e curtos

periodos de incubacdo, estas enzimas induzem agregacdo plaquetdria, enquanto que em

65



altas concentragdes e grande periodos de incubacdo, estas inibem agregacdo plaquetdria.
Tanto para a indugdo quanto inibi¢do da agregacdo plaquetdria por estas enzimas ocorre a
liberacao de 4dcido araquidonico. Classe B que sdo as enzimas que inibem, mas ndo iniciam
a agregacdo plaquetdria. A atividade antiplaquetdria destas enzimas parece ser
independente da atividade enzimadtica, um exemplo € uma fosfolipase A, da peconha de
Trimeresurus gramineus (Ouyang et al., 1983; Huang et al., 1984) que age em uma etapa
final comum da adesdo intercelular entre plaquetas ativadas. Os diferentes efeitos
farmacoldgicos destes dois grupos sugerem a presenca de moléculas alvo distintas na
superficie das plaquetas e no sitio farmacolégico destas enzimas.

Através da andlise da figura 9 podemos observar que os agonistas plaquetdrios ADP
e coldgeno induziram agregacdo plaquetdria apds o primeiro minuto da reacdo, quando
incubados com o PRP (plasma rico em plaquetas - controles da reacdo). Apds incubagdo da
BP-PLA; com PRP por 10 minutos e posteriormente acrescentado coldgeno houve uma
queda dréstica na agregacdo plaquetdria, fato ndo observado quando foi acrescentado ADP,
mostrando assim que esta enzima é mais especifica para coligeno e ndo para ADP. A
diferenca no modo de acdo das enzimas sugere a presenca de distintas moléculas alvo na
superficie das plaquetas e sitios farmacoldgicos separados na estrutura das fosfolipases A,

(Kini, 2003).

Algumas PLA2s de peconhas ofidicas possuem a capacidade de inibir a agregacdo
plaquetaria. Alguns experimentos indicam que fosfolipases dcidas podem interagir com a
membrana plaquetaria, levando a um aumento na concentracdo de AMPc, e dessa forma
inibindo a agregacdo plaquetdria induzida por vérios agonistas. Outros experimentos t€ém

demonstrado que a inibi¢do da agregacdo plaquetdria parece ser independente da atividade
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catalitica (Huang et al. 1984), sugerindo que um sitio funcional para a inibicdo da

agregacdo plaquetdria € separado do sitio catalitico.

Wang et al. em 1996, utilizando dados cristalogrificos obtidos da estrutura da PLA2
acida de A. halys pallas demonstraram que hd um dominio aromético na superficie dessa
enzima, constituido pelos residuos Phe20, Trp21, Phell3 e Trpl119 associado com dois
residuos acidos Glu 6 e Asp 115 que funcionaria como um dominio de ligacdo e poderia
estar envolvido com a inibicdo da agregacdo plaquetdria. Ao contrdrio da maioria das
PLA2s 4cidas, as PLA2s neutras e bdsicas da mesma peconha ndo inibem a agregacdo
plaquetaria, provavelmente por estas ndo apresentarem os residuos aromadticos citados
acima, além de alguns residuos carregados negativamente nas posicdes 6, 67, 115 e 130. E
interessante que estudos adicionais de andlises estruturais, modificacdes quimicas e
mutagénese sitio dirigida sejam realizados para identificarem o sitio responsdvel pela
inibicdo da agregacdo plaquetdria bem como a identificacdo de seu alvo na superficie das

plaquetas.

A fosfolipase A, 4cida BP-PLA, isolada neste trabalho, foi capaz de induzir a
formacdo de edema em patas de camundongos (figura 10) de forma répida na primeira hora
e posteriormente diminuindo apds 3 horas. As peconhas de serpentes do género Bothrops
induzem edema local em humanos e em animais experimentais (Gutierrez et al., 1986). O
desenvolvimento de edema € uma caracteristica comum em resposta inflamatdria cutanea e
¢ dependente no sinergismo entre mediadores que aumentam a permeabilidade vascular e

que aumentam o fluxo sanguineo.

O mecanismo pelo qual as fosfolipases A, cataliticamente ativas induzem edema

pode ser explicado pela hidrdlise de fosfolipideos provavelmente devido a liberacdo de
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precursores para a biossintese de uma grande variedade de eicosandides e fatores ativadores
de plaquetas. A liberacdo de aminas pelas células mastocitdrias foi proposta como um

possivel mecanismo do edema induzido pelas PLA, (Landucci et al., 1998; 2000).

As fosfolipases acidas SIIISPIIB e SIHISPIIIB apresentaram atividade
edematogénica tempo-dependente, sendo a ultima, SIIISPIIIB cataliticamente menos ativa,
sugerindo que este efeito edematogénico ndo esteja relacionado com a atividade catalitica
(Ketelhut et al., 2003). Estudos tém sido direcionados na tentativa de se compreender os
mecanismos envolvidos no edema induzido por estas peconhas e seus principais

constituintes, as fosfolipases A, miotéxicas (Lomonte et al., 1993; Chaves et al., 1995;

1998; Landucci et al.,1998; 2000).

A ac¢do da BP-PLA, sobre o musculo gastrocnemius foi primeiramente avaliada pela
dosagem plasmatica de creatina quinase. A creatina quinase € um marcador intracelular,
liberado na maioria das vezes em resposta a uma lesdo celular (Gutierrez & Lomonte,
1989). A fosfolipase A, da peconha de Bothrops pauloensis induziu um aumento
significativo nos niveis plasmdticos de creatina quinase apds 1 hora de inje¢do da toxina,
alcancando niveis de 863,46U/L. A atividade CK para os grupo controle foi de
aproximadamente 65U/L (figura 11). A dosagem de creatina quinase nos forneceu apenas
um indicativo de lesdo tecidual, sendo necessdrios estudos morfoldgicos estruturais para

uma andalise mais detalhada.

Andlises de microscopia de luz apds a injecdo de 50ug da peconha bruta de
Bothrops pauloensis revelaram uma evidente acdo hemorrdgica nas primeiras 24 horas de
injecdo da peconha bruta. A fosfolipase A, acida BP-PLA, 20ug também foi capaz de

induzir lesdo nas fibras musculares. Estas apresentaram degradadas apds 24 horas de
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administracdo da toxina (figura 12 E). A acdo toxica de PLA2s dcidas de peconhas foi
primeiramente verificada por Nisenbom et al., em 1986, que demonstraram que a PLA;
acida de Bothrops alternatus foi capaz de causar danos severos em alguns tecidos como
figado (congestdio e uma excessiva concentracdo de células necosadas), pulmdo
(hemorragia), coracdo (hemorragia e necrose interfibrilar), rim (necrose glomerular e

tubular).

Ketelhut et al., 2003 isolaram quatro fosfolipases A, dcidas da peconha de Bothrops
Jararacussu e estas apresentaram atividade miotoxica tanto in vivo quanto in vitro. Este
efeito observado, ndo esta correlacionado com a atividade catailtica, favorecendo a hipétese
que miotoxicidade é consequéncia de uma acao indireta das fosfolipases A;, que conduzem

s 2 - ~
no aumento de fons Ca~"" e ativac¢do de proteases extracelulares.

A presenca de edema e um aumento consideravel de infiltrado leucocitdrio entre as
fibras e permeando o interior de algumas fibras necrdticas também foi uma caracteristica
marcante apds a inoculacdo da enzima BP-PLA2 (figura 12 E-F). Os leucdcitos
desempenham papel essencial na defesa do organismo e sao mediadores chaves da resposta
inflamatéria. O recrutamento destas células é um evento descrito para a maioria das
peconhas botrépicas. A reacdo local subsequente ao envenenamento leva ao
estabelecimento da lesdo devido a acdo direta dos componentes da peconha e/ou acdo de
mediadores enddgenos que promovem o recrutamento de especificas populacdes de
leucdcitos (Carneiro et al., 2002). Estudos realizados com as peconhas de Bothrops asper e
Bothrops jararaca mostraram que os neutréfilos s@o as primeiras células a migrar em
direcdo ao local afetado, enquanto que as células mononucleadas aparecem apds 48 horas

de administra¢do da peconha (Zamuner et al., 2001).
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Virios estudos vém sendo realizados com o objetivo de relacionar a estrutura e
funcdo de enzimas de peconhas ofidicas, bem como os apresentados neste trabalho. Estes
tentam buscar uma melhor caracterizacdo dos principais componentes dessas peconhas,
dentre eles, as fosfolipases A, que sdo responsdveis por vdrios efeitos toxicos do

envenenamento.
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9 - CONCLUSAO

A fosfolipase A, acida (BP-PLA;) da peconha de Bothrops pauloensis € uma toxina
que apresenta peso molecular de 15.8KDa, pI de 4.34, sendo capaz de induzir alguns efeitos
enzimaticos como hemolise indireta e inibi¢do da agregacdo plaquetdria e outros efeitos
biologicos como edema de pata. Estudos morfolégicos do misculo gastrocnemius
mostraram que a BP-PLA,; induziu necrose celular, edema e uma grande concentragio de

exudato inflamatorio.

Estudos futuros tais como o sequenciamento completo da proteina, determinacdo da
estrutura tercidria por cristalografia de raio-X, bem como a utilizacdo de outros substratos
naturais e artificiais, além de outras metodologias utilizadas na drea da biologia molecular
serdo necessarios para se compreender as diferentes acdes farmacoldgicas induzida por esta
enzima. Os estudos nessa drea resultardo em novas descobertas que possibilitardo a
compreensdo da toxicidade dessas enzimas tdo versiteis podendo utilizd-las como

ferramentas em varias areas do conhecimento cientifico.
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