UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLANDIA
INSTITUTO DE BIOLOGIA
CURSO DE CIENCIAS BIOLOGICAS

Purificacdo e Caracterizacio Bioquimica Parcial de uma
Fosfolipase A, Acida Presente na Peconha da Serpente
Caicaca (Bothrops moojeni)

Norival Alves Santos Filho

Monografia apresentada a Coordenagéio do
Curso de Ciéncias Biologicas, da Universidade
Federal de Uberlandia, para a obtengéo do grau
de Bacharel em Ciéncias Bioldgicas.

Uberlandia - MG
Fevereiro - 2007



UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLANDIA
INSTITUTO DE BIOLOGIA
CURSO DE CIENCIAS BIOLOGICAS

Purificacdo e Caracterizagio Bioquimica Parcial de uma
Fosfolipase A, Acida Presente na Peconha da Serpente
Caicaca (Bothrops moojeni)

Norival Alves Santos Filho

Prof. Dr. Fabio de Oliveira

Monografia apresentada a Coordenagio do
Curso de Ciéncias Bioldgicas, da Universidade
Federal de Uberlandia, para a obtengiio do grau
de Bacharel em Ciéncias Biologicas.

Uberlandia - MG
Fevereiro - 2007



UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLANDIA
INSTITUTO DE BIOLOGIA
CURSO DE CIENCIAS BIOLOGICAS

Purificacido ¢ Cag‘acterizag:ﬁo Bioquimica Parcial de uma
Fosfolipase A, Acida Presente na Peconha da Serpente
Caicaca (Bothrops moojeni)

Norival Alves Santos Filho

Aprovado pela Banca Examinadora em: /{ /< /< / Nota: /<¢; «

s

v s 0
SO0 N L

Prof Dr. F ébi"o de Oiiveira

s ; -
(e 4 -
=5

/o
p ey e o
e

Clayton Zambeli Oliveira

A
/u
w'

A'
/ Mma» 04 Mum .
© . _Junia de Ohvelra Costa

) i
| \J
|

]

[

\-/"

_ /
Uberlandia, ¢ de_,. .. .. de2007.




UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLANDIA
INSTITUTO DE BIOLOGIA
CURSO DE CIENCIAS BIOLOGICAS

Purificacido e Cag‘acterizag:z‘m Bioquimica Parcial de uma
Fosfolipase A, Acida Presente na Peconha da Serpente
Caicaca (Bothrops moojeni)

Norival Alves Santos Filho

Prof. Dr. Fabio de Oliveira
Instituto de Ciéncias Biologicas

Homologado pela coordenagio do Curso
de Ciéncias Biolégicasem __/_/ -

Prof® Dr® Vera Lucia Brites

Uberlandia - MG
Més - Ano



LISTA DE FIGURAS

Figura 01. Local de hidrolise de diferentes fosfolipases (Kini, 1997)...cccceveincinncioniinnis 03
Figura 02: Determinagdo cinética da Creatino Quinase (Sant’Ana, 2005).....ccccoevrviiniiiinnns 15
Figura 03: Fracionamento da pegonha bruta de Bothrops moojeni em coluna de DEAE
SEPRACEL ..o reevereraeeniaiasie s bR R 17
Figura 04: SDS-PAGE 14% da pegonha bruta de Bothrops moojeni e das fra¢des obtidas no

fracionamento com a resina DEAE Sephacel........o.ooiniiniicin 19
Figura 05: Cromatografia da fragdo D3 em coluna de Sephadex G-75.....ccovmirieniniiniienens 20
Figura 06: SDS-PAGE 14% da pegonha bruta de Bothrops moojeni
¢ das sufragdes obtidas no fracionamento com a resina Sephadex G-75.....covvvvriicniccnnnns 21
Figura 07: Cromatografia da fragdo D3G2 em coluna Phenyl Sepharose.........cocoeoevveenneencene 23
Figura 08: SDS-PAGE 14% da pegonha bruta e da enzima BmooPLAG. oot 24
Figura 09: Atividade hemolitica indireta dose-dependente...........cocorvvvrimirminninssesssneene 26
Figura 10: Efeitos de ions catiénicos sobe a atividade hemolitica Indireta.......c.ccoovvenieeneeeee 27
Figura 11: Atividade hemolitica indireta pH-dependente...........oovvveeniiisiisinncniisininnss 28
Figura 12: Atividade hemolitica indireta temperatura dependente.........ccooviienieiniineeens 29
Figura 13: Atividade hemolitica indireta na presenga do EDTA ..o 30
Figura 14: Atividade EdematogeniCa. .......covevririninmncicimeiiinii e 31

Figura 15: Atividade MiotOXiCa......cvevrueuiiereeereusicices st 32



LISTA DE TABELAS

Tabela I: Solugdes utilizadas para confec¢do de SDS-PAGE.....ccocernvimmrmmmeenmennennnans 1
Tabela II: Recuperagdo protéica por absorbancia a 280nm das fragdes obtidas do
fracionamento da pegonha bruta de Bothrops moojeni em DEAE Sephacel................... 18
Tabela III: Recuperacgdo protéica por absorbancia a 280nm das subfrag¢des obtidas do
fracionamento da fragdo D3 em coluna Sephasex GT75 e eeieereeesneesnr s st 21

Tabela IV: Atividade FOSTOPASICA.....ovurvvrveemrimrisisis i 25



LISTA DE QUADROS

Quadro I: Classificagdo das PLAs segundo Six e Dennis

(2000)



LISTA DE ABREVIATURAS

PAGE — Eletroforese em gel de poliacrilamida

SDS — Dodecil sulfato de sodio

PAGE-SDS — Eletroforese em gel de poliacrilamida na presenga de SDS
TEMED — N,N,N’ N’tetrametiletilenodiamino
Bis-acrilamida — NN’ metileno-bis-acrilamida

Tris — Tris (hidroxilmetil) aminometano

EDTA — Acido etilenodiaminotetracético, sal dissédico
PBS — Tampio fosfato, em salina

UV — Luz ultravioleta

Rpm — Rotagdes por minuto

CK - Creatina quinase

AMBIC - Tampio bicarbonato de amdnio

PLA; - Fosfolipase A;

CaCl, — Cloreto de calcio

nm — Nandmetros

Mr — Massa molecular relativa



AGRADECIMENTOS
A Deus por ser o alicerce da minha vida.

Aos meus pais Norival Alves Santos ¢ Dalila Morais Santos, pela dedicagio € apoio que me
foram dados.

Aos meus irméos Tiago e Thatty, pelo companheirismo e paciéncia que tiveram comigo.

A minha namorada Claudia, seu apoio e compreensdo foram muito importantes para mim,
gracas a vocé posso falar que hoje sou uma pessoa mais organizada.

Ao meu orientador Fabio de Oliveira por ser um exemplo de ser humano, sua dedicacgdo e
paciéncia foram de grande valia para mim. Obrigado pela orientagdo, pelos ensinamentos ¢

pela oportunidade.

A professora Veridiana por me emprestar a resina Phenil Sepharose e me ceder o espago do

laboratério e 2 Renata, por me auxiliar na utilizagdo da resina.

Ao professor Andreimar € ao Clayton, por me receberem tao bem em Ribeirdo Preto,
espero que esta amizade perdure por muito tempo.

Aos meus colegas de laboratério (ndo citarel nomes para ndo cometer uma injustica com
alguém), pela amizade e todos momentos que passamos juntos.

A Jtnia e a Fernanda, devo a vocés muito do que eu sei hoje.

Ao Helinho e a Bety, pela ajuda durante minha iniciagdo cientifica.

A FAPEMIG, pela bolsa de iniciagdo cientifica.

Aos meus amigos do curso de Ciéncia Bioldgicas, pelo agradavel convivio diario.

Aos professores do Curso de Ciéncias Bioldgicas, podem ter certeza, que de alguma forma
vocés ajudaram na minha formagao.



RESUMO ... s e s s aa s R e s e aa s n e e R e bR e e e e 1

. INTRODUGAO ..ot sseeseesseessesaeessenesseseesssaseeasesesesesesesseesseesens 2
2. OBJETIVOS....... CeeenemereereessrhEssEESESESEEESSERESEEEEESSRREASSSeRSARRSEELEELESEEeranARAARRERARRRERELRETERSE 8
3. MATERIAL E METODO.... ..ot et s erscnn s s s nnsesas 9
3.1 ObtENCAO dA PEGONNA. .cuvieririreeirrirrenieeitereieree st st s sbes e s e b e et s tesaes s besss s sssnearsnesbaesansasssane sas 9
3.2. Fracionamento da pegonha bruta de Bothrops mMOOJEni. ..............cccocvveoveaneviiiiiicreenrreerceneeceeseeeeneeees 9
3.3.Cromatografia de exclusdo molecular da fragdo D3 em gel Sephadex G-75......cccocvvvninniniiiinnvcnenenne, 9
3.4. Cromatografia de interagdo hidrofobica em resina Phenyl Sepharose........coceciniccinninicnncininncneae 10
3.5. Determinagfo quantitativa de proteinas.........coocoo i 10
3.6. Eletroforese em gel de poliacrilamida com agentes desnaturantes e determinagdo do peso molecular
00 1 ¢ LU O PR 10
3.7. Atividade FOSTOlIPASICA. ...ecveiiiiieiiiieeeerecrte et cestee st sreee st e et e seaaeseeecnressatessabanesessmsaasnteensns 12
3.8. Atividade hemolitica indireta (fosfolipasica em gel).....ccocvverireninirinieinenirceie e e 12
3.9. Determinagéio da dose hemolitica indireta minima (DheM). .........cccocevviiiiiiiiinicre e 13
3.10. Efeito de ions catibnicos sobre a atividade fosfolIPaSiCa........verivrrieecieinieieiren e 13
3.11. Atividade Fosfolipasica pH dEPENUENIE. .........ccvrererenviieirerrieienenensere s stsessssssstseestseessssasssssesssnesasses 13
3.12. Atividade fosfolipasica temperatura dependente. ........c..coeeererereerriierinnienieene et 14
3.13. Efeito do EDTA sobre a atividade fosfolipasica ......covmiiniiiniicniiinininnsinniscniesneimasneneane 14
314, ANIIMAIS. «viieeirireeie et et tet ettt et st e ese et st sr et e eateae ss et sa et emees et easabeaseseasaaaebe seeneabentanssaantsansberersenans 14
3.15. Atividade EdemMAatOZEMICA. ...c..oevteiiereieierer ettt neeseeeeeeetee s e ree et e sreaeseeseesesesatnsestensesensenensensanen 14
3.16. Atividade MIOTOXICA. «c.eivviiiiieieieiie ittt et e e s e et e s b nessaesan e s s nssaseanaassunes 15
4. RESULTADOS E DISCUSSAOQ. ....cooiiiriericeecrrerrrrccnmres s sssseressns s smsmran e 17
4.1. Cromatografia da peconha bruta de Bothrops moojeni em gel de DEAE Sephacel. ......covcveeveneennnenee. 17
4.2. Eletroforese em gel de poliacrilamida a 14% em condiges desnaturantes. .......c.cceeverereerveereeueseerervanas 18
4.3. Cromatografia em coluna de exclus@o molecular da fragiio D3 em resina Sephadex G-75................... 19
4.4. Eletroforese em gel de poliacrilamida a 14% em condi¢des desnaturantes das subfra¢bes obtidas a
partir da coluna Sephadex G-75. ...ttt st ss e e 21
4.5. Cromatografia de interagdo hidrofébica em resina Phenyl Sepharose...........ooooooeeiiiiiiiiiiciiiee, 22
4.6. Eletroforese em gel de poliacrilamida a 14% em condi¢des desnaturantes da pegonha bruta de
Bothrops moojeni e da enzima BMOOPLA . .....cvcooviveiriirreeie et sss et s seseseressssssssesesesessssssessanes 23
4.7. Atividade TOSTOIIPASICA. ...orveuireerieiicieiteie ettt e e sae st e besse s ban s sesnneanenes e e nnenes 24
4.8. Atividade Hemolitica INGIreta. ..........oooiiiie ittt sttt ae e e e ereennes 25
4.9. Efeito de ions cationicos sobre a atividade foSTOliPASICA.........cocvievmrvvririrrrrirr e se e eenne 26
4.10. Atividade fosfolipasica pH dependente. .........ccuecueiriciiiieiieiieceeeccre ettt et s s 27
4.11.Atividade fosfolipasica temperatura dependente. .........cc.coeeeeeiriirrrenire e e e enenne 28
4.12. Efeito do EDTA sobre a atividade enzimatica da PLAj .c.coveivceiiieeeiveeriecee et e e sse e 29
4.13. Atividade EdematogENICa. ...ccueccerireree e eeintetetieiet sttt be sttt ete e e e s e e aeassansesansessasessessasessnennans 30
4.14. Atividade MIOTOXICA. ...c.eeveruiereriierieiiiiertitente et eeeteuestssessnsssesasssasestessassassesssssesssansessensastessessantessensenns 31
5. CONCLUSAO .....coisieerrreriecrrirccsnessssssss s rassssesssssnsessssasanesassassessesansesssssnssessssnnes 33



RESUMO

Fosfolipases A, (PLA, EC 3.1.1.4) sdo enzimas que catalisam especificamente a hidrolise
de fosfolipidios na ligagdo éster do carbono 2, liberando lisofosfolipidios e 4cidos graxos,
em uma reagdo dependente de cilcio. Nesse trabalho, uma fosfolipase A, 4cida,
denominada BmooPLA,, foi purificada a partir da pegonha da serpente Bothrops moojeni
com uma combina¢dio de cromatografia em gel de troca idnica (DEAE Sephacel), gel
filtragdo (Sephadex-G75) e gel de interagdo hidrofébica (Phenyl Sepharose CL-4B). A
eletroforese em gel de poliacrilamida, sob condigdes redutoras (SDS-PAGE), corada com
coomassie brilhante blue, revelou uma tinica banda protéica com peso molecular aparente
de 15.500. A atividade PLA, foi determinada pela titulagdo potenciométrica em emulsdo de
gema de ovo em presenca de disoxicolato de sédio 0,03M e 0,ImL de CaCl,. A atividade
fosfolipasica especifica da BmooPLA,; foi de 1316 MEq/min/mg, cerca de 10 vezes maior
que a da pegonha bruta. A atividade hemolitica indireta foi realizada em gel de agarose,
utilizando gema de ovo e eritrécitos humanos como substrato. BmooPLA, apresentou uma
atividade hemolitica indireta minima a uma concentragdo de 1pg. A fosfolipase BmooPLA,
demonstrou ser estavel em diferentes temperaturas (-20 a 100°C) e pHs (entre 2,5 e 10), ndo
demonstrou dependéncia a nenhum fon catiénico (Mg, Zn**, Co®*, Na™, Mn" ¢ Fe*™) e foi
inibida totalmente com EDTA a partir de uma concentragio de 30mM. A enzima
BmooPLA; também apresentou uma elevada atividade edematogénica, quando injetada em
patas de ratos e uma moderada miotoxicidade, quando ensaiada com o kit de creatina
quinase. Neste trabalho, foi purificada e caracterizada parcialmente uma fosfolipase A2

acida (BmooPLA,) da peconha da serpente Bothrops moojeni.

Palavras Chave: Bothrops moojeni, phospholipase A,, BmooPLA.,.



1. INTRODUCAO

Os acidentes causados por serpentes pegonhentas representam significativo
problema de Saide Publica, especialmente em paises tropicais, pela freqii€éncia com que
ocorrem e pela mortalidade que ocasionam (Pinho e Pereira, 2001).

No Brasil, dentre as familias existentes sdo cinco os géneros de serpentes, 0s quais
somam aproximadamente 30 espécies e, incluindo as subespécies o nimero chega a 36. Os
principais géneros sdo Bothrops, representado pelas jararacas, Crofalus, representado pelas
cascavéis, Lachesis, cujas serpentes sdo conhecidas como surucucus e micrurus, que
correspondem as corais (Sant” Ana, 2005).

O género Bothrops ¢ o mais importantes do ponto de vista médico ja que ¢
responsavel por 90% dos 20.000 acidentes ofidicos anuais ocorridos no Brasil. As serpentes
deste género habitam preferencialmente ambientes imidos como matas, areas cultivadas e
locais de proliferagdo de roedores, em zonas rurais. Possuem hdbitos noturnos e s&o
consideradas serpentes muito agressivas (Franga e Malaque, 2003).

As pegonhas de serpentes sdio, provavelmente, as mais complexas de todas as
pegonhas animais conhecidas, contendo 20 ou mais componentes diferentes, sendo que
mais de 90% do peso seco € constituido por proteinas, com uma grande variedade de
enzimas, e uma parte ndo protéica composta por carboidratos, lipideos, metais, aminoacidos
livres, nucleotideos, etc. (Varanda e Gianinni, 1999).

Segundo Franga e Malaque (2003), alteragées na homeostasia sdo freqiientemente
observadas em acidentes ofidicos e deve-se, sobretudo, a trés principais enzimas, que estio
presentes também, na peconha botrépica, sdo elas: enzimas coagulantes, fatores
hemorragicos e fosfolipases.

Enzimas coagulantes s3o proteinas presentes nas peconhas botropicas, que ativam,
de modo isolado ou simultineo, o fator X da cascata de coagulagio e a protrombina. Essas
proteinas possuem ac@o semelhante a trombina, convertendo o fibrinogénio em fibrina.
Essas a¢des produzem disttrbios da coagulagdo, que se caracterizam pelo consumo de seus
fatores, geracdo de produtos de degradacdo de fibrina e fibrinogénio, o que pode causar
incoagulabilidade sangiiinea (Gans, 1978).

Fatores hemorragicos, também chamados de hemorraginas, sdo enzimas

encontradas nas pegonhas de serpentes que provocam lesdes na membrana basal dos
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capilares, associadas a plaquetopenia (diminuigdo das plaquetas) ¢ alteragdes na coagulacio
sangiiinea (Gans, 1978).

Fosfolipases sdo uma stper familia de enzimas que na membrana celular realizam a
clivagem de fosfolipidios em 4cidos graxos. Existem diferentes tipos de fosfolipases,
dependendo do sitio de sua hidrolise (Figura 1). As fosfolipases A, (PLA,) foram as
primeiras fosfolipases a serem conhecidas, sua descoberta foi baseada na observagio da
a¢do do suco pancredtico de mamiferos e da pegonha de serpentes na hidrélise de
fosfatidilcolina (Wittcoff, 1951). As fosfolipases A, sdo enzimas amplamente espalhadas na
natureza, podendo ser encontradas tanto no exterior quanto no interior da célula (Bosch,
1980). As PLA,; intracelulares sdo encontradas associadas & membrana ¢ estdo envolvidas
no metabolismo de fosfolipidios, transducdo de sinal e vdarias outras fun¢des celulares
essenciais. As PLA, extracelulares sdo abundantes em tecidos de mamiferos, pegonhas de
artropodes e pegonhas de répteis (Soares e Giglio, 2003).

Fosfolipases A, (EC 3.1.1.4) sdo enzimas que catalisam especificamente a hidrélise
de fosfolipideos na ligag@o éster do carbono 2, liberando lisofosfolipideos e acidos graxos,
em uma reagdo dependente de calcio (Kudo e Murakami, 2002). Muitas vezes um destes
acidos graxos € o acido araquidonico, que é um precursor de lipideos bioativos tais como
prostaglandinas, leucotrienos ¢ tromboxanos, sendo que ha evidéncias de que estas enzimas
poderiam também atuar em respostas imunoldgicas, inflamagdo, proliferagdo celular e
vasoconstri¢do (Chang et al.,1977; Mukherjee ef al., 1994).

Fosfoiipase B- - - - - - Fostolipase /iy
N i

Fosfol;’,dase Ao

i
2
HCH-O-C—R1

Il
Ro—C—0O~-CH Fosfolipase C

R e R2 séo cadelas de hidrocarbonetos CI?
dos acidos graxos. HCH-0O-P-0—-X
X=grupamento polar tais como: I
CH»CH»N(CH3)3 na fosfatidilcolina fo
CHoCHoNH, na fosfatidiletanoiamina

CHoCH(COOH)NH, na fosfatidilserina Fosfolipase D

Figura 01. Local de hidrolise de diferentes fosfolipases (Kini, 1997).



Atualmente, as fosfolipases A; sdo classificadas segundo Six e Dennis (2000)
(Quadro 1), sendo que as PLA»s de peconha de serpentes estfo classificadas no grupo I e II
com base nas suas estruturas primdrias e pontes dissulfeto (Rodrigues et al., 2004). PLA,
isoladas a partir de pegonhas de serpentes que pertencem ao grupo IIA, foram subdivididas
em 2 grupos: (i) Asp49 que sdo usualmente consideradas com alta atividade cataliticas, e
(i) Lys49, com baixa ou nenhuma atividade enzimatica sobre substratos artificiais
(Gutiérrez e Lomonte, 1995; Ownby ef al., 1999).

As PLA;s aspartato-49 (Asp49), enzimaticamente ativas, requerem calcio para
estabilizagio de uma conformagio catalitica, possuindo um sitio de ligagdo de célcio, que é
formado pelo grupo B-carboxilico da Tyr28, Gly30 e Gly32. Duas moléculas de agua
estruturalmente conservadas completam a esfera de coordenagdo do calcio formando uma
bipiramide pentagonal (Scott er al., 1990). Esse residuo de aspartato na posigdo 49 é
essencial para a ligagdo do célcio com a proteina, pois, a substituigdo conservativa Asp49
por Glu49 leva a uma redugdo de doze vezes na afinidade pelo calcio com uma
concomitante perda da atividade catalitica (Li ez al., 1994).

Nas PLAjs Lisina-49 (Lys49) o residuo da posi¢do 49, normalmente Asp é
substituido por Lys. Essa substitui¢do reduz dramaticamente a associagdo ao Ca®", um
cofator essencial a estabilidade da PLA, durante a catalise (Scott e al, 1990). Esta
subclasse, denominada Lys49, ¢ particularmente interessante, com a da auséncia do 4cido
aspartico as enzimas conservam baixa atividade catalitica. Assim, a atividade desta
subclasse Lys49- PLA; se faz através de um mecanismo independente de calcio. Além
disso, esta subclasse de PLLA, demonstra atividades farmacoldgicas, miotoxica e citolitica

cujas bases estruturais sdo pobremente compreendidas (Polgar et al, 1996).



Quadro I Classificagdo das PLA,s segundo Six e Dennis (2000).

Grupo Origem Localizacdo | Tamanho Namero de
(Kda)* pontes
dissuifeto™

I

A Elapidico e Hidrofilidico Secretada 13-15 7

B Pancreas suino ¢ humano Secretada 13-15 7

11

A Crotalica, liquido sinovial | Secretada 13-15 7
humano e plaquetas.

B Vibora de gaboon Secretada 13-15 6

C Testiculo de rato Secretada 15 8

I Abelhas e lagartos Secretada 16-18 5

|AY Rim de ratos novos Citosolica 85

\Y% Coragdo de camundongos Secretada 14 6

Vi Macrofagos da  linhagem | Citosolica 80-85 ND**
celular P338D1

VII Plasma humano Secretada 45 ND**

VHI Cérebro bovino Citosolica 29 ND**

IX Caracol marinho Secretada 14 6

*Numero aproximado

**ND-Nao Determinado

No caso da pegonha botropica, como de outras espécies de serpentes, tem-se

mostrado a presenga de isoformas de fosfolipases A,, que aparecem em um mesmo

individuo ou em diferentes individuos da mesma espécie. Conhece-se que as serpentes

possuem vdrios genes que codificam varias isoformas, no entanto a expressio e sintese

dessas diferentes isoformas ndo sdo bem conhecidas ainda e segundo Toyama (2000), a

separacdo dessas isoformas s6 tem sido possivel a partir da utilizagdo de sistemas de HPLC

de fase reversa.




As fosfolipases A, presentes nas pegonhas de serpentes sdo as responsaveis pelo
surgimento de alguns efeitos tOxicos nos envenenamentos, juntamente com enzimas de
outras classes que possuem atividades semelhantes, podendo ou nfio contribuir para o
agravamento do acidente ofidico. As PLA,s encontradas na pegonha de Bothrops moojeni,
pertencem a uma das principais classe de enzimas responsaveis pelo surgimento de edema,
miotoxicidade, cardiotoxicidade, neurotoxicidade, hemorragias e hemdlise, o que podem
levar a perda tecidual abundante, tornando o individuo, ofendido por ¢ste tipo de serpente,
incapacitado, ou até mesmo resultando na perda de parte ou de todo o membro atingido
pela picada (Soares e al., 2004).

Pesquisas em busca de novos farmacos cresceram substancialmente nos Gltimos anos,
principalmente em busca de substéncias bioativas extraidas de plantas e animais. Estima-se
que 60% das drogas antitumorais e antiinfecciosas que se encontram no mercado, ou estio
em estudos na fase clinica, sdo de origem natural (Sant'Ana, 2005).

As toxinas animais também ganharam seu espago no mercado farmacéutico, assim
como toxinas vegetais, as quais, possuem diversas acoes, como, antiofidica, proteolitica,
hemorragica, dentre outras (Soares ef al., 2004).

Com a evolugdo da ciéncia, o homem foi percebendo que um medicamento e um
veneno podem possuir diferenga apenas dependendo da administragdo da dose correta.
Portanto, os estudos quimicos, bioquimicos, farmacolégicos, fisiolégicos e toxicologicos de
determinados compostos como, proteinas e peptideos estdo sendo realizados de forma cada
vez mais especifica, a fim de se encontrar, nas préprias toxinas animais, substancias que
possam ser usados de forma benéfica para a ciéncia (Sant'Ana, 2005). Um exemplo de
medicamento que hoje jé € comercializado, que surgiu a partir de substancias isoladas de
toxinas animais (Bothrops jararaca), é o captopril (Rocha € Silva er al., 1949), utilizado no
tratamento da hipertensdo arterial, insuficiéncia cardiaca congestiva e da doenga arterial
coronaria (Ferreira, 2000).

Durante os ultimos 15-20 anos, tem crescido o interesse no estudo sobre
componentes de pegonhas capazes de causar danos teciduais, resultando no isolamento e na
caracterizagdo funcional e estrutural de virias enzimas PLA,s homélogas provenientes de

serpentes botropicas (Soares et al., 2004).



O estudo das pegonhas ofidicas é de grande importincia sob varios aspectos. Deve-
se ressaltar que a elucidagdo da fisiopatologia dos envenenamentos € fundamental para o
avango na terapia dos acidentes ofidicos. O estudo dessas pegonhas vem contribuindo para
o conhecimento de diversos processos fisiologicos e fisiopatologicos, destacando-se a
estrutura ¢ a fungdo dos receptores nicotinicos, a cascata de coagulagdo sanguinea, a
fibrinolise, o processo inflamatério e a vasoconstri¢do (Franga e Malaque, 2003).

O presente trabalho traz novas contribui¢des para a elucidagdo e determinacdo da
composi¢do bioquimica dos venenos animais. O estudo desses venenos e de suas toxinas
isoladas nos permite entender melhor o mecanismo de agio dessas toxinas em
envenenamentos. Estudos futuros de elaboragdo de farmacos podem resultar na utilizagio
direta destas proteinas, ou de parte delas para a elaboragdo de modelos sintéticos. Assim,
entender seus mecanismos de agdio em induzir efeitos toxicos e farmacolégicos, e
caracteriza-las bioquimica e estruturalmente torna-se de suma importincia, podendo
futuramente obter esta proteina ndo por isolamento, mas por expressdo génica utilizando

técnicas de Biologia Molecular.



2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral:

v' Purificar uma PLA, é4cida a partir da pegonha bruta da serpente Bothrops moojeni.

2.2. Objetivos Especificos:

v' Isolar essa PLA; através de cromatografias e determinar a Massa Molecular relativa

(Mr) por SDS-PAGE.

v' Caracterizar enzimatica e farmacologicamentea a PLA,, realizando atividades:
fosfolipasica, hemolitica indireta, determina¢do da dose hemolitica indireta minima,
efeito de diferentes temperaturas, pHs, de fons catidnicos e do EDTA sobre a atividade

desta fosfolipase A,, além das atividades edematogénica e miot6xica.



3. MATERIAL E METODO

3.1 Obtencao da peconha.

A pegonha da serpente Bothrops moojeni foi adquirida do Serpentario Bioagents,
em Batatais-SP, sob responsabilidade da bidloga Alexandra Jardim Sandrin.

Apos a coleta, a pegonha foi imediatamente dessecada a vacuo em temperatura

ambiente e conservada a -20 °C até o momento do uso.

3.2. Fracionamento da peconha bruta de Bothrops moojeni.

O fracionamento inicial da pegonha bruta de B. moojeni foi realizado conforme
técnicas descritas por Oliveira (2001). Cerca de 200mg da pegonha bruta de Bothrops
moojeni foram dissolvidos em 2,0mL de tampdo bicarbonato de aménio 0,05M pH 7.8,
centrifugados a 10.000xg por 10min em temperatura ambiente e o sobrenadante aplicado a
uma coluna de DEAE Sephacel (1,5 X 15¢m). As amostras foram eluidas com um gradiente
convexo de concentragdo de bicarbonato de aménio (0,05 - 0,3M) pH 7,8, utilizando uma
camara de mistura com um volume de 150mL. As fragdes, contendo 3,0mL cada, foram
coletadas em um fluxo de 20mL/hora, por um coletor de fracdes Bio Rad. As absorbancias
de cada fragdo foram acompanhadas em comprimento de onda 280nm, num
espectrofotometro ULTROSPEC 1000E (Pharmacia Biotech). Em seguida um grafico foi
construido, sendo as amostras delimitadas, reunidas em “pools”, dosadas, liofilizadas e

armazenadas a -20°C até o momento de uso.

3.3.Cromatografia de exclusio molecular da fragio D3 em gel Sephadex G-75.

A terceira fragdo da cromatografia anterior, denominada D3 foi ressuspendida em
tampao bicarbonato de aménio 0,05M pH 7,8 e aplicada a uma coluna de Sephadex G-75
(1,0 X 100cm). As fragdes, contendo 3,0mL cada, foram coletadas num fluxo de

20mL/hora. A absorbancia de cada fragéo foi acompanhada em 280nm.
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3.4. Cromatografia de interagio hidrofobica em resina Phenyl Sepharose

A segunda fracdo resultante da cromatografia de exclusdo molecular (Sephadex G-
75), denominada D3G2, foi ressuspendida em tampdo Tris-HCI 0,01M, pH 8,5 ¢ NaCl 4M
¢ aplicada em coluna (10 x 0,6cm) contendo Phenyl-Sepharose CL-4B, previamente
preparada e equilibrada a temperatura ambiente com o mesmo tamp3o. Desta cromatografia
foram coletados 2,0 mL/tubo, num fluxo de 20mL/h, com gradiente decrescente, gradativo
e descontinuo de NaCl (4-0M) em tampdo Tris-HCI 0,01M, pH 8,5 ¢ H,O destilada. A
absorbancia de cada fragdo foi acompanhada a 280nm. As fracdes resultantes foram

delimitadas e avaliadas quanto ao grau de pureza e caracterizagdo funcional.
3.5. Determinaciio quantitativa de proteinas.

Para quantificar as proteinas presentes da pegonha utilizada, solu¢des contendo de 0,1
a 2,0mg de proteinas foram submetidas a dosagem pelo método do microbiureto, conforme
descrito por Itzhaki e Gill (1964). A curva padrio foi construida utilizando-se soroalbumina
bovina, que apresenta um coeficiente de extingdo & '’ ™™ em 278nm de 0,666 (Doty,

1953).

3.6. Eletroforese em gel de poliacrilamida com agentes desnaturantes e

determinacio do peso molecular aparente.

A eletroforese em gel de poliacrilamida a 14%, foi realizada conforme a técnica
descrita por Laemmli (1970), utilizando-se SDS (dodecil sulfato de sédio) como agente
desnaturante. Na preparacdo dos géis a 5% (empilhamento) e 14% (separag¢io) foram

utilizadas as seguintes solugdes:
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Tabela I: Solugdes utilizadas para confecgio de SDS-PAGE.

SOLUCOES ESTOQUES VOLUME (uL)
Gel de Gel de
Separa¢do (14%) empilhamento (5%)

Tris-HCI 2M pH 8,8 1.170 -
Tris-HC1 2M pH 6,8 - 167
EDTA 200mM 63 27
Acrilamida:bis (30: 0,8) 2.920 435
Agua desionizada 2015 1.990
TEMED 7,5 2,5
Persulfato de aménio (10%) 37,5 18

A solugdo tris base 0,1 M, EDTA 7,8 mM, glicina 0,77 M e SDS 0,3% (m/v) pH 8,3
foi utilizada como tampéo para o catodo e a mesma solugdo, porém sem glicina, para o
anodo.

As amostras foram dissolvidas em agua desionizada. Em seguida foi adicionado
50% de tampdo da amostra (Tris-HCI 187 mM pH 6.8, SDS 6%, EDTA 6 mM, azul de
bromofenol 1% e glicerol 27%) ¢ 10% de B-mercaptoetanol. Posteriormente, as amostras
foram aquecidas por 3 minutos 4 100°C e aplicadas ao gel de poliacrilamida. B-
mercaptoetanol ¢ um agente redutor, que quando aplicado nas amostras cliva as pontes
dissulfeto presentes na proteina, mostrando no gel a presen¢a ou ndo de polimeros na
proteina.

Foram utilizados os seguintes padrdes para determinagio dos pesos Moleculares:
LMW (Low Molecular Weight): fosforilase b (97.000), albumina bovina (66.000),
ovoalbumina (45.000), anidrase carbénica (30.000), inibidor de tripsina (20.100) e a-
lagtoalbumina (14.400).

PBS (30mL) e as células lavadas 3 vezes com centrifugagdes de 400xg por 10 minutos,
para volumes aproximados de 10mL de sangue. Apds as centrifugagdes, o plasma foi

desprezado e as células foram utilizadas na composi¢do do gel.
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3.9. Determinagao da dose hemolitica indireta minima (DheM).

A quantidade de enzima (ug) que foi considerada como a DheM foi a concentracéo
responsavel pela formagdo de um halo de aproximadamente 15mm de didmetro na
atividade hemolitica Indireta. Apos a determinagdo da dose hemolitica indireta minima,
foram realizados ensaios de caracterizagdo enzimatica diversificando varidveis como pH e

temperatura, além da interagdo com ions catidnicos e inibidores.
3.10. Efeito de ions catidnicos sobre a atividade fosfolipasica.

A BmooPLA,; foi previamente incubada por 1 hora a 37°C, em tampio PBS pH 7,2,
com os fons catidnicos Ca”*, Mg™*, Zn**, Co™, Na*, Mn** ¢ Fe*” (ImM). Para a incubagio,
foi utilizada a concentragdo de proteina referente a dose hemolitica indireta minima. O
controle foi realizado nas mesmas condigdes, estando ausentes os fons, e os volumes
foram completados com o mesmo tampdo. A atividade foi realizada conforme descrito no

item 3.8.
3.11. Atividade Fosfolipasica pH dependente.

A fosfolipase A, foi previamente incubada por 1 hora a 37°C com solugdes que

apresentavam pHs entre 2,5 e 10. A atividade foi realizada conforme descrito no item 3.8.
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3.12. Atividade fosfolipdsica temperatura dependente.

A BmooPLA; foi previamente incubada por 1 hora em tampéo PBS as temperaturas
de -20, 4, 25, 37, 50 60, 80 e 100°C. Para a incubagdo, foi utilizada a concentragdo de
proteina equivalente a Dhem. O controle foi realizado nas mesmas condigdes, a
temperatura ambiente. Apds a incubacdo, as amostras foram utilizadas para realiza¢do do

ensaio de atividade hemolitica indireta, conforme descrito.

3.13. Efeito do EDTA sobre a atividade fosfolipasica,

A fosfolipase A,, em concentragido de proteina equivalente a Dhem, foi previamente
incubada por 1 hora a 37°C com EDTA 3, 15, 30 e 60mM. O controle foi realizado nas
mesmas condigdes, sem a presenca do inibidor. Apds a incubagfo, as amostras foram

utilizadas para realizagdo do ensaio de atividade hemolitica indireta, conforme descrito.
3.14. Animais.

Os camundongos Swiss machos, com peso de 18-22g e os ratos Wistar machos,
com pesos de 350-430g foram gentilmente doados pela Valée e Uniube,
respectivamente, e mantidos no biotério do laboratério de Biofisica até o momento dos

experimentos.
3.15. Atividade Edematogénica.

Em grupos de 03 ratos Wistar machos (350-430g) foram injetados via intradérmica
(i.d) na regido intraplantar da pata direita posterior, solugdes contendo 50uL de diferentes
quantidades de PLA,s e peconha bruta, dissolvidos em PBS. A mensuragdo da espessura
das patas foi realizada previamente com um paquimetro de baixa pressdo 0,0lmm
(Mytutoyo, Japdo), antes da inoculagdo das amostras (tempo 0 h). Os controles foram

realizados com inje¢des de 50ul. de PBS por animal.
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Em seguida, foi realizada a mensurago das patas em diferentes intervalos de tempo
(1h, 2 h, 3h, 4h, 5h € 24hs) ap6s as administragdes. O aumento do volume na pata dos

ratos foi medido e expresso em percentagem direta de edema induzido (Soares et al.,

2000).

3.16. Atividade miotdxica.

Em grupos de 04 camundongos machos Swiss (18-22g) foram injetados no musculo
gastrocnémio direito diferentes doses (ng) de pegonha bruta e proteina isolada, dissolvidos
em 50uL de PBS. Os controles receberam somente PBS e, trés horas depois, o sangue dos
camundongos foi coletado, por corte na extremidade da cauda, em capilares heparinizados
e imediatamente centrifugados a 3.000xg por 10 minutos.

A atividade da enzima creatino quiinase foi determinada utilizando-se 4pL de
plasma com 1,0mL de reativo pelo CK-UV K010 (Bioclin) cin€tico, por 3 minutos a 37°C
e realizando-se leituras a 340nm apds 3 minutos.

A atividade creatina cinase foi expressa em unidades/litro, sendo que uma unidade
consiste no resultado da fosforilagdo de um nanomol (nmol) de creatina por minuto
(Soares et al., 2000). A determinagdo cinética da Creatino Quinase se baseia segundo as

seguintes reacoes:

CK
Fosfocreatina + ADP —»  (Creatina + ATP

HK

ATP + D-Glucose . » ADP + D-Glucose-6-Fosfato

'G-6-PDH |
D-Glucose-6-Fosfato + NADP™ * Gluconato-6-Fosfato + H + NADPH

Onde: CK > Creatino Quinase.
HK - Hexoquinase.
G-6-PDH = Glicose-6-Fosfato Desidrogenase.

Figura 02: Determinagio cinética da Creatino Quinase (Sant’ Ana, 2005).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO.

4.1. Cromatografia da peconha bruta de Bothrops moojeni em gel de DEAE
Sephacel.

Para o processo de purificacdo da . inicialmente, cerca de 200mg de pegonha
bruta foram aplicados a uma coluna DEAE Sephacel, eluida num gradiente convexo de
concentragdo em tampao bicarbonato de amonio 0,05 a 0,3M pH 7.8. O gradiente de
concentragdo foi estabelecido a partir do inicio da cromatografia. Desse fracionamento
foram obtidas cinco fragdes principais denominadas D1 a D5 (figura 03).

As fragdes obtidas foram quantificadas pelo método de microbiureto, liofilizadas e

armazenadas a —20°C até o momento do uso.

_i_
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Figura 03: Fracionamento de 200mg da pegonha bruta de Bothrops moojeni em coluna de DEAE Sephacel
(1,5 x 15,0cm), equilibrada com tampéo bicarbonato de amdnio 0,05M, pH7,8. As amostras foram eluidas
num gradiente convexo de concentragdo (0,05-0,3M) do mesmo tampdo, num fluxo de 20mL/h a temperatura

ambiente. Fragdes de 3mL foram coletadas. O gradiente foi estabelecido a partir do inicio da cromatografia.
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A recuperagdo de proteinas por absorbancia em 280nm das fragdes obtidas no
fracionamento da pegonha bruta da serpente Bothrops moojeni esta representada na tabela
1.

Observa-se que houve uma recuperagdo total em torno de 80%, em relagdo a
peconha bruta, sendo que, a fracdo de interesse para esse estudo (D3) representa

aproximadamente 15% da pegonha.

Tabela II: Recuperagdo protéica por absorbancia a 280nm das fragdes obtidas do fracionamento da pegonha

bruta de Bothrops moojeni em DEAE Sephacel.

Amostras Unidades totais de Azgonm Recuperago Protéica (%)

PB” 242 4 100
D1 56,59 23,34
D2 53,69 22,14
D3 36,03 14,86
D4 33,0 13,6
DS 13,19 5,44

Total 192,5 79,38

*PB — Pegonha bruta de Bothrops moojeni
4.2. Eletroforese em gel de poliacrilamida a 14% em condicGes desnaturantes.

ApOs a cromatografia em resina de troca idnica (DEAE-Sephacel), as fragdes
obtidas foram ressuspendidas em solugdo salina (NaCl 0,9%) ¢ submetidas a uma
eletroforese em gel de poliacrilamida a 14% em condic¢des desnaturantes (SDS-PAGE) para
visualizacdo de seus componentes protéicos. O perfil eletroforético ¢ mostrado pela figura
04. Neta figura, pode-se observar que a fragdo D3 € constituida por trés bandas protéicas
fortemente coradas, com pesos moleculares aparentes de 15.500, 25.000 e 40.000, além da

presenca de alguns contaminantes.
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97.000 ——
66.000

45.000 ———
30.000 —

20.100 —
14400 ——

Figura 04: Eletroforese em gel de poliacrilamida a 14% com agentes desnaturantes da peconha bruta de
Bothrops moojeni e das fragdes obtidas no fracionamento com a resina DEAE Sephacel. 1- Padrdo de peso

molecular LMW (Low Molecular Weight): fosforilase b (97.000), albumina bovina (66.000), ovoalbumina
(45.000), anidrase carbonica (30.000), inibidor de tripsina (20.100) e a-lactoalbumina (14.400); 2- Pegonha
bruta de Bothrops moojeni; 3-D1; 4-D2; 5-D3; 6-D4; 7-D5.

Ao julgar pela analise eletroforética, a fragdo D1 provavelmente possui as proteinas
basicas provenientes da pegonha de Bothrops moojeni, com base nisso, podemos falar que
essa fracdo provavelmente contém as duas miotoxinas (I e II) isoladas por Lomonte et al.
(1990), possivelmente também estfio presentes nesta fragdo duas outras proteinas descritas

por Soares (1997).

4.3. Cromatografia em coluna de exclusdo molecular da fracdo D3 em resina
Sephadex G-75.

A fragdo D3 (obtida do fracionamento anterior) foi submetida a um novo passo
cromatografico em gel de exclusdo molecular (Sephadex G-75) em tampdo bicarbonato de
amonio 0,05M, pH 7.,8. O perfil cromatografico estd mostrado na figura 05. A fragdo D3 foi
resolvida em trés subfragdes denominadas de D3G1, D3G2, D3G3.
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Figura 05: Cromatografia da fracdo D3 em coluna de Sephadex G-75 (1,0 x 100cm), equilibrada com o
tampéo bicarbonato de amdnio 0,05M, pH7,8. As amostras foram eluidas num fluxo de 20mL/h a temperatura

ambiente. Fragdes de 3mL foram coletadas.

A recuperagdo de proteinas por absorbancia em 280nm das subfrag¢des obtidas no
fracionamento da fragdo D3 esta representada na tabela 11I. Observa-se que houve uma
recuperagdo total em torno de 90%, aproximadamente 10% maior que a recuperagio da
cromatografia anterior, o que pode ser explicado pelo fato de que resinas de exclusdo
molecular geralmente possuem uma recuperagéo protéica maior que resinas de troca idnica
(Sant’Ana, 2005).

Em todos os fracionamentos realizados até entdo, foi utilizado o tampdo bicarbonato
de amdnio; a utilizagdio desse sal facilita as etapas de purificagdo, pois o bicarbonato de
amonio é volatil e desaparece das amostras durante a liofilizagdo, minimizando assim a

perda de amostra durante a dialise (Bonaldo, 2005).
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Tabela III: Recuperagio protéica por absorbancia a 280nm das subfragdes obtidas do fracionamento da

fragdo D3 em coluna Sephasex G-75

Amostras  Unidades totais de Azgonm Recuperac¢do Protéica (%)
D3 33,50 100
D3Gl1 8,93 26,66
D3G2 10,07 30,08
D3G3 10.84 32.3
Total 29.84 89.12

4.4. Eletroforese em gel de poliacrilamida a 14% em condi¢des desnaturantes

das subfracdes obtidas a partir da coluna Sephadex G-75.

Apds a cromatografia em Sephadex G-75 as subfragdes obtidas foram submetidas a

uma SDS-PAGE 14%. O perfil eletroforético € mostrado pela figura 06.

97.000
66.000

45.000

30.000

20.100

14.400 ———

Figura 06: Eletroforese em gel de poliacrilamida a 14% com agentes desnaturantes da peconha bruta de
Bothrops moojeni e das sufragdes obtidas no fracionamento com a resina Sephadex G-75. 1- Padrdo de peso

molecular LMW, 2- Pegonha bruta de Bothrops moojeni; 3-D3; 4-D3G1; 5-D3G2.
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A analise do perfil eletroforético das subfragdes mostra que a subfragdo D3G1 €
formada por vérias proteinas com peso molecular aparente de 60.000 e uma outra proteina
com peso molecular proximo de 45.000. Os resultados também mostraram que a subfragdo
D3G2 apresenta uma banda fortemente corada com peso molecular aparente de 15.500 e
um contaminante de 25.000. A fracdo D3G3 ndo aparece no gel, o que nos leva a crer que
seja formada por peptideos, ja que a SDS-PAGE a 14% em poliacrilamida néo € adequado
para os mesmos, devido a grande espessura dos poros da malha do gel, permitindo a
passagem rapida dos peptideos e conseqiientemente sua saida do gel.

E interessante observar que a fragdo D3, quando analisada em SDS-PAGE (figura
05 — linha 3) apresentou um perfil protéico formado por mais bandas do que aquele
mostrado na figura 04 (linha 5). Isto pode ser explicado pelo fato de que a fragéio D3 foi

liofilizada e, portanto, concentrada antes de ser aplicada no gel mostrado pela figura 06.

4.5. Cromatografia de interac¢io hidrofobica em resina Phenyl Sepharose.

A fracdo D3G2, obtida a partir da cromatografia de exclusdo molecular, foi
submetida a um novo passo cromatografico em gel de interagdo hidrofobica (Phenyl
Sepharose) com um gradiente decrescente de concentracdo em tampdo tris HCI 0,01M pH
8,5 com NaCl 4M, 3M, 2M, IM e 0,5M respectivamente, Tris HCI 0,01M e agua destilada.
O perfil cromatografico estd mostrado na figura 07. A PLA; saiu apenas no tubo de niimero

91.
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Figura 07: Cromatografia da fragdo D3G2 em coluna Phenyl Sepharose. As amostras foram eluidas em um
fluxo de 20mL/h, com gradiente decrescente de NaCl (4-0M) em tris HCI 0,01M, Tris e agua destilada, a
temperatura ambiente. Fra¢Ses de 3mL foram coletadas.

O mecanismo da interagdo hidrofobica ocorre por meio de ligagdes entre grupos
hidrofébicos da proteina e grupos localizados na matriz de separagdo, caracteristicas estas,
que contribuiram para a aplicagdo e padronizacio da metodologia utilizada para o
isolamento da enzima. A PLA,, denominada BmooPLA;, foi isolada em sistema
cromatografico contendo NaCl (4M), o qual promoveu a exposigdo dos grupos hidrofébicos
presentes na molécula. Assim, a alta afinidade da enzima pela matriz foi observada ap6s a
aplicagdo de um gradiente decrescente de NaCl , Tris HCI 0,01M e 4gua destilada, onde a

proteina foi eluida em agua destilada.

4.6. Eletroforese em gel de poliacrilamida a 14% em condi¢des desnaturantes

da peconha bruta de Bothrops moojeni e da enzima BmooPLA,.

Ap6s a cromatografia em resina Phenyl Sepharose, a enzima BmooPLA; e a
peconha bruta de Bothrops moojeni foram submetidas a uma eletroforese em gel de
poliacrilamida a 14% em condigdes desnaturantes. O perfil eletroforético € mostrado pela

figura 08.
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Figura 08: Eletroforese em gel de poliacrilamida a 14% da pegonha bruta e da enzima BmooPLA,. 1- Padrdo
de peso molecular LMW; 2- Pegonha bruta de Bothrops moojeni reduzida; 3- BmooPLA,; reduzida (15pg); 4-
BmooPLA, ndo reduzida (15pg); 5- BmooPLA; reduzida (10ug); 6- BmooPLA; nio reduzida (10ug); 7-

Padréo de peso molecular LMW; 8- Pegonha bruta de Bothrops moojeni ndo reduzida.

A andlise do perfil eletroforético mostra que a enzima BmooPLA; ¢ formada por
uma tnica unidade com peso molecular aparente de 15.500 e que apresenta um alto grau de

pureza.
4.7. Atividade fosfolipasica.

A enzima BmooPLA, apresentou uma potente atividade fosfolipasica, assim como a
peconha bruta de Bothrops moojeni. A BmooPLA, apresentou uma atividade especifica de
1316 uEq/mg/min., cerca de 10 vezes a atividade da pegonha bruta de Bothrops moojeni,
que apresentou uma atividade especifica de 122 pEq/mg/min. (tabela I'V).

Viarias PLA, tém sido purificadas a partir de pegonhas de serpentes. Cogo ef al.
(2006), purificaram e caracterizaram duas fosfolipases A, acidas atéxicas da pegonha da
serpente Bothrops insularis (Jararaca Ilhoa), ja Higuchi es al. (2006), também purificaram,
recentemente, duas fosfolipases A, da pegonha da serpente Bothrops leucurus, Silveira et

al., (2004) publicaram recentemente um trabalho no qual purificaram duas PLA;s acidas
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atéxicas da pegonha da serpente Bothrops moojeni, Reichl et al., (1989), também
descreveram o isolamento de uma PLA, acida da pegonha de Bothrops moojeni, também
atoxica. As duas enzimas PLA,s purificadas a partir da pegonha de Bothrops moojeni se
diferenciam da BmooPLA, por nio apresentarem atividade miotoxica, enquanto a enzima

BmooPLA; possui uma moderada atividade miotoxica, como veremos mais adiante.

*Amostra (SHQ) Atvidade Fosfolipasica
(Eg Mo
Pegonhabrta (Bamogjon) 122,0
PLAy 1316

*Dosagem pel 1é tada do racrobireto,

Tabela IV: Atividade Fosfolipasica. Nesta atividade foi utilizado como substrato uma suspensio aquosa de
gema de ovo. Os acidos graxos liberados enzimaticamente foram titulados com NaOH 0,1248N em pH 8,0 a
temperatura ambiente. A atividade foi expressa por microequivalentes de base consumida, por miligramas de

proteina por minuto.

4.8. Atividade Hemolitica Indireta.

A atividade fosfolipasica foi medida em gel de 4gar suplementado com eritrocitos
humanos ¢ gema de ovo. A avaliag@o da atividade foi realizada pela medigdo do diametro
do halo que se formou. Quando a amostra aplicada apresenta atividade fosfolipasica, ela
age quebrando os fosfolipideos presentes na gema do ovo e com isso, libera acidos graxos
que fazem com que o meio ao redor torne-se acido, o que resulta em lise de eritrécitos do
sangue que foi adicionado ao gel, formando desta maneia um halo em torno da amostra, o
qual € o indicio da atividade.

A enzima BmooPLA, apresentou atividade a partir de 0,1ug e esta se estabilizou
com 1,5pg. O controle negativo foi realizado com PBS e o positivo com a pegonha bruta de
Bothrops moojeni (10ug), o PBS nédo apresentou atividade e a peconha bruta apresentou um

halo com aproximadamente 15mm (figura 09). A dose hemolitica indireta minima da
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BmooPLA, foi determinada como 1pg, pois houve a formagdo de um halo com didmetro

de 16mm.
BmooPLA,
o 20 1
£
2 15 4
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Figura 09: Atividade hemolitica indireta dose-dependente. O controle positivo foi feito com a pegonha bruta

de bothrops moojeni, e o controle negativo com PBS.

4.9. Efeito de ions catidnicos sobre a atividade fosfolipasica.

Sabe-se que as PLA,s procedentes de pegonhas de serpentes sio célcio dependentes,
uma vez que fon célcio na concentragdo de 1 mM apenas, é um importante cofator para que
ocorra a catalise (Ponce-Soto, ef al.,2002). No entanto, determinadas PLA,s sdo também
ativas cataliticamente por agfio de outros fons divalentes como descrito por Breithaupt
(1976). Além do calcio, outros ions foram testados como, por exemplo, Mg, Zn*, Co™,
Na', Mn*" e Fe*" (ImM), com o intuito de verificar a existéncia de alguma outra
dependéncia para uma atividade 6tima. E importante ressaltar que ja existe célcio na gema
de ovo, por isso ndo houve um aumento na atividade quando o fon testado foi Ca®".

Os fons testados, provavelmente, ndo contribuiram para a atividade catalitica, pois
se houvesse alguma dependéncia de alguns desses fons a atividade deveria ser
potencializada. J4 no caso do 7Zn**, a atividade fosfolipasica foi reduzida para a
concentragdo de fon utilizada (Figura 10), o controle utilizado foi a enzima BmooPLA; na

concentragfio observada como a dose hemolitica indireta minima (1pg).
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Figura 10: Efeitos de ions catidnicos sobe a atividade hemolitica Indireta. O controle foi feito com a
BmooPLA; em PBS, pH 7,2.

4.10. Atividade fosfolipasica pH dependente.

A atividade fosfolipasica da enzima BmooPLA; foi realizada em solugdes de pHs
entre 2,5 e 10. A enzima apresentou atividade em todos os pHs, mostrando-se bastante
estavel (Figura 11). Nos pHs 3,5 e 4,5 houve um decréscimo na atividade da enzima, o que
pode ser explicado uma vez que o pl dessa fosfolipase deve ser semelhante a esses pHs,
ocorrendo dessa forma a precipitagdo da proteina, o que ja foi observado também em outras
PLA; (Bonfim, 2004) .O controle utilizado foi a enzima BmooPLA; na concentragio de

lpg.
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Figura 11: Atividade hemolitica indireta pH-dependente. A atividade foi realizada com a PLA, na
concentragdo estipulada como a dose hemolitica indireta minima. O controle foi feito com a PLA, em tamp&o

PBS, pH 7,2.

4.11.Atividade fosfolipasica temperatura dependente.

A enzima BmooPLA, foi incubada em diferentes temperaturas (-20°C 4 100° C) por
I hora, e a atividade fosfolipasica foi ensaiada. A BmooPLA, apresentou atividade em
todas as temperaturas em menor ou maior grau, sendo que nenhuma variagdo significativa
ocorreu (figura 12). Esse resultado é coerente com a literatura, que mostra que as PLA,s de
pegonhas de serpentes sdo termoestaveis (Bonfim et al, 2001; Ponce-Soto, ef al., 2002). O

controle utilizado foi a BmooPLA; na concentrago de 1pg.
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Figura 12: Atividade hemolitica indireta temperatura dependente. A atividade foi realizada com a PLA; na
concentragio estipulada como a dose hemolitica indireta minima. O controle foi feito com a BmooPLA, (1pg)

a temperatura ambiente.

4,12. Efeito do EDTA sobre a atividade enzimatica da PLA,,

A BmooPLA; foi incubada com diferentes concentragdes de EDTA (3, 15, 30
60mM ) por 1 hora e sua atividade ensaiada. A atividade da enzima foi parcialmente inibida
com EDTA nas concentragoes de 3 e 15mM e totalmente inibida nas concentragdes de 30 e
60 mM ( Figura 13). O EDTA ¢ um agente quelante que se liga a ions presentes no sitio
catalitico da enzima (Riffel, 2006). A inibi¢do da atividade enzimatica, na presenca de
EDTA, demonstra a dependéncia de ions para o efeito dessa enzima, provavelmente o ion
calcio, como ja dito anteriormente. O controle utilizado foi a BmooPLA,; na concentragio

observada como a dose hemolitica indireta minima (1pg) em temperatura ambiente.
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Figura 13: Atividade hemolitica indireta na presenca do EDTA. A atividade foi realizada com a BmooPLA,
na concentragdo estipulada como a dose hemolitica indireta minima. O controle foi feito com a BmooPLA, na

concentragdo de 1ug em tampédo PBS, pH 7,2 a temperatura ambiente.

4.13. Atividade Edematogénica.

Os resultados obtidos na atividade de formagdo de edema estdo representados na
figura 14. A atividade foi realizada utilizando a enzima BmooPLA, nas concentragdes de
Sug, 10ug e 15pg e a pegonha bruta de Borhrops moojeni na concentragdo de 15ug. A
formagdo de edema foi aferida nos tempos 1, 2, 3, 4, 5 e 24hs onde as maiores atividades
foram observadas com a BmooPLA, nas concentra¢des de 10pg e 15ug, sendo que na
concentragdo de 10pg o edema foi menor 3hs ap6s a aplicagdo em relagdo & 15ug e também
em relagdo a pegonha bruta.

A pegonha bruta na concentragdo de 15pg apresentou atividade menor que nas
concentragbes de 10pg e 15ug de BmooPLA,, sendo que em todas as amostras pode-se
observar uma diminuigdo da atividade em decorrer do tempo. Todas as concentragdes
tiveram seu pico maximo de edema com lh e em nenhuma das concentragbes foi
visualizado edema apds 24hs de aplicagdo.

Os resultados desta atividade foram compativeis com o estudo bibliografico
realizado, o qual descreve uma grande agdo local por parte dos venenos botrépicos,

principalmente devido a atividade de fosfolipases A, (Bonfim, 2004).
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Figura 14: Atividade Edematogénica realizada por injegdo subplantar na pata de camundongos.

4.14. Atividade Miotoxica.

A enzima BmooPLA, apresentou uma baixa atividade miotéxica. O controle negativo
foi realizado com a injecdo de 50uL de PBS, no qual foi verificada uma quantidade basal
de 258U/L de CK no plasma. Quando foram injetados 25pg de pegonha de B. moojeni, 0s
niveis de CK foram alterados, subindo para 2.738U/L. Ao injetar BmooPLA, para
verifica¢do da sua capacidade de induzir atividade miotoxica foj considerado que a enzima
ndo apresentou atividade na concentracio de 25 ug, sendo quantificado 405U/L de CK no
plasma do camundongo, concentragdo muito proxima da obtida no controle contendo
apenas PBS. J4 quando foram utilizados 50pug de BmooPLA,, os niveis de CK no plasma
foram alterados para 1020U/L (F igura 15).

Em regra geral, PLA;s 4cidas demonstram uma menor atividade miotéxica (quando
possuem esta atividade) em relagdo as PLA; basicas, apesar de possuirem normalmente

uma maior atividade enzimatica (Rosemberg, 1986).
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5. CONCLUSAO

O trabalho descreve a purificagdo de uma fosfolipase A, 4cida (BmooPLA,) de peso
molecular de aproximadamente 15000, a partir da pegonha bruta de Bothrops moojeni.

Esta enzima apresentou uma alta atividade fosfolipasica, tanto em titulacdo
potenciométrica em emulsdo de gema de ovo, quanto em gel de agar (hemolise indireta).
Demonstrou também, ser uma enzima estiavel em diferentes temperaturas, pHs ¢ na
presenca de ions, além de perder sua atividade catalitica na presenca de EDTA,
comprovando a dependéncia do cofator célcio.

Além disso, esta PLA; foi capaz de induzir formagdo de edema na pata de ratos, além
de ser uma mioto6xica quando testadas em camundongos.

Estes resultados podem auxiliar no entendimento do mecanismo de acdo de

fosfolipases A; e seus processos toxicoldgicos.
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