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RESUMO

OLIVEIRA, C. Z. Caracterizagdo funcional e estrutural de inibidores de
fosfolipases A , do plasma de serpente Bothrops jararacussu. 2009. 113f. Tese
(Doutorado). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto -
Universidade de Sao Paulo, Ribeirdo Preto, 2009.

As fosfolipases A, (PLA,S) de peconhas de serpentes compreendem um
grupo de enzimas de massas moleculares variaveis entre 14.000 e 18.000, e sdo
responsaveis por varios efeitos toxicos induzidos pela peconha destes animais,
tornando-se necessaria a busca por inibidores naturais de PLA,s. O presente
trabalho propbs a caracterizacdo bioquimica, farmacolégica e estrutural de duas
proteinas inibitérias isoladas do plasma da serpente Bothrops jararacussu
(BjussuMIPs), que neutralizam as atividades enzimaticas, toxicas e farmacoldgicas
de diferentes PLA.s. Estes inibidores foram isolados por cromatografia de afinidade
em miotoxina-Sepharose, demonstrando que ambos séo glicoproteinas com massas
moleculares de 24.000 (aBjussuMIP) e 23.500 (yBjussuMIP) para os monémeros e
de 120.000 (aBjussuMIP) e 160.000 (yBjussuMIP) para os oligdbmeros. O tratamento
dos BjussuMIPs com a N-glicosidase F reduziram os seus pesos moleculares para
aproximadamente 18.000, mas nao afetaram suas atividades inibitorias sobre PLA;sS,
sugerindo que os carboidratos tem pouco ou nenhum papel na associacao dos
BjussuMIPs com estas enzimas. A analise do oBjussuMIP por dicroismo circular
mostrou 44% de o-hélice, 18% de folhas B, 10% de voltas B e 28% de estruturas
aleatérias. O cDNA obtido por PCR a partir do figado desta serpente revelou 432 pb
(aBjussuMIP) e 543 pb (yBjussuMIP) que codificam para 144 e 181 residuos de
aminoacidos, respectivamente. O alinhamento da sequéncia de oBjussuMIP com a
de outros inibidores do tipo a, denominados de aPLIs, apresentou 73-92% de
similaridade e o yBjussuMIP mostrou 89-94% com inibidores do tipo yPLIs. Os
BjussuMIPs demonstraram ser relativamente estavel a variacbes de pH (6-12) e
temperatura, entretanto, perderam atividade inibitéria quando submetido a altas
temperaturas. A caracterizacdo funcional indica que os BjussuMIPs apresentaram
propriedades inibitérias sobre diferentes PLA,s isoladas de pe¢onhas de serpentes
dos géneros Bothrops e Crotalus. Ambos BjussuMIPs revelaram propriedades
farmacoldgicas como a inibicdo das atividades fosfolipdsica, anticoagulante,
miotdxica, inducdo de edema, citotoxica, bactericida e letal. Os resultados obtidos
demonstram que o aBjussuMIP mostra maior afinidade sobre as PLA,s homdlogas
Lys49 como BthTX-l e PrTX-l, enquanto que o yBjussuMIP apresenta-se mais
especifico para PLA,s Asp49, sugerindo uma especificidade entre os BjussuMIPs e
tipos de PLA,s. Além disso, ambos os inibidores mostraram ser eficazes na
suplementacdo do antiveneno botropico em diferentes concentracdes, resultando no
aumento da capacidade do soro em neutralizar toxinas de serpentes. Os aspectos
abordados neste trabalho poderdo trazer informacdes complementares sobre
possiveis mecanismos de acdo, podendo resultar no melhor entendimento dos
efeitos inibitérios exercidos pelos BjussuMIPs, assim como auxiliar o tratamento do
envenenamento ofidico pela suplementagéo da soroterapia tradicional.

Palavras-chave: Bothrops jararacussu, inibidores de fosfolipases A,, Inibidores de
miotoxinas, fosfolipases A,, peconha de serpente, caracterizacao bioquimica, terapia
suplementar.



ABSTRACT

OLIVEIRA, C. Z. Functional and structural characterization of phosp holipase A ,
inhibitors from  Bothrops jararacussu snake plasma . 2009. 113f. Thesis
(Doctorate). Faculty of Pharmaceutical Sciences of Ribeirdo Preto — University of
Séo Paulo, Ribeirdo Preto, 20009.

Phospholipases A, (PLA.s) from snake venoms comprise a group of enzymes
with molecular weights varying from 14,000 to 18,000, and are responsible for
several toxic effects induced by the venom of these animals, making important the
search for natural inhibitors of PLA,s. The present work proposed the biochemical,
pharmacological and structural characterization of two protein inhibitors isolated from
the plasma of Bothrops jararacussu snake (BjussuMIPs), which neutralize the
enzymatic, toxic and pharmacological activities of different PLA,s. These inhibitors
were isolated by an affinity chromatography on myotoxin-Sepharose, showing that
both are glycoproteins with molecular weights of 24,000 (aBjussuMIP) and 23,500
(yBjussuMIP) for the monomers and 120,000 (aBjussuMIP) and 160,000
(yBjussuMIP) for the oligomers. The treatment of BjussuMIPs with N-glucosidase F
reduced their molecular weights to about 18,000, but did not affect their inhibitory
activity on PLAjs, suggesting that the carbohydrates have little or no role in the
association of these BjussuMIPs with these enzymes. The analysis of aBjussuMIP by
circular dichroism showed 44% of a-helix, 18% of 3 sheets, 10% of 8 turns and 28%
of random structures. The cDNA obtained by PCR from the snake liver showed 432
bp for aBjussuMIP and 543 bp for yBjussuMIP, which encode for 144 and 181 amino
acid residues, respectively. The alignment of the sequence of aBjussuMIP with those
from other o-inhibitors (aPLIs) showed 73-92% of similarity and 89-94% for the
vBjussuMIP compared to other yPLIs. The BjussuMIPs showed to be relatively stable
to changes in pH (6-12) and temperature, however lost of its activity when submitted
to high temperatures. The functional characterization indicates that both BjussuMIPs
presented inhibitory properties on different snake venom PLA,s from the genera
Bothrops and Crotalus. Both BjussuMIPs showed pharmacological properties such
as inhibition of phospholipase, anticoagulant, myotoxic, cytotoxic, bactericidal,
edema-inducing and lethal activities. The results show that aBjussuMIP presents
higher affinity to Lys49-PLA, homologous, such as BthTX-l and PrTX-I, while
yBjussuMIP is more specific to Asp49-PLA,s, suggesting specificity between
BjussuMIPs and types of PLA,s. Moreover, both inhibitors proved effective in the
supplementation of Bothrops antivenom at different concentrations, resulting in an
increased capacity of serum in neutralizing snake toxins. The issues reported in this
work could bring additional information on possible mechanisms of action and may
result in better understanding of the inhibitory effects exerted by these BjussuMIPs,
as well as assist the treatment of ophidian envenomations by supplementation of the
traditional serum therapy.

Keywords: Bothrops jararacussu, phospholipase A; inhibitors, myotoxins inhibitors,
phospholipase A,, snake venoms, biochemical characterization, supplementary
therapy.
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Introducédo 2

1. INTRODUCAO

Nos ultimos anos, 0s principais agentes que causaram intoxicacdes em seres
humanos no Brasil foram o0s medicamentos, os animais peconhentos e o0s
domissanitarios (SINITOX, 2009), sendo que o0s acidentes com animais Ss&o
representados por dados estatisticos relevantes (Figura 1).

O envenenamento humano por serpentes é um problema de saude publica
em nivel mundial, o qual tem um significante papel social e econdmico. A estimativa
global de acidentes ofidicos é de 2,5 milhdes de casos por ano, produzindo mais de
100.000 mortes (CALVETE; JUAREZ; SANZ, 2007), especialmente em areas rurais
de paises tropicais e subtropicais, localizados em continentes como a Asia, Africa,
Oceania, América Central e do Sul (THEAKSTON; WARRELL; GRIFFITHS, 2003;
GUTIERREZ; THEAKSTON; WARRELL, 2006). A soroterapia € o principal
tratamento utilizado nos casos de envenenamento por acidentes com serpentes
peconhentas (GUTIERREZ et al., 2007). Embora se mostre efetiva para a maioria
dos casos, esta terapia apresenta reacbes adversas (GARCIA et al.,, 2002;
SCHMIDT, 2005), que podem ser classificadas em cutaneas (urticaria e
angioedema), gastrointestinais (nauseas, vomitos, coélicas abdominais e diarréia),
respiratorias (rouquiddo e broncoespasmo) e cardiovasculares (hipotensdo e
choque) (GARRISON, 1990; BOCHNER; LICHTENSTEIN, 1991).

Adicionalmente, a soroterapia apresenta um maior potencial terapéutico sobre
efeitos sisttmicos do envenenamento, ndo sendo capaz de combater com eficiéncia

a progressao dos efeitos locais (CARDOSO et al., 2003).
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O Medicamentos B Animais peconhentos O Domissanitarios

30,7%

Figura 1. Distribuicdo dos principais agentes que causaram in toxicacbes em
seres humanos no Brasil em 2006 (Adaptado de SINITOX, 2009).

Dentre os 22.632 envenenamentos por animais peconhentos registrados em
2006, os escorpides foram os principais responsaveis, seguidos das serpentes,

aranhas e outros animais (Figura 2).

‘ E Escopibes B Serpentes O Aranhas m Outros ‘

26,3% 30,6%

20,1%

Figura 2. Distribuicdo dos principais envenenamento S por animais
peconhentos no Brasil em 2006 (Adaptado de SINITOX, 2009).
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1.1. Peconhas de serpentes

As peconhas de serpentes séo constituidas por varias substancias bioativas
que podem estimular a liberacdo de mediadores inflamatérios como histamina e
bradicinina e resultar em pronunciados efeitos locais como hemorragia e necrose
(VITAL-BRAZIL, 1982). A maior parte dos componentes encontradas nas peconhas
de serpentes sédo proteinas (90-95%) e estas séo responsaveis pelas atividades
enzimaticas. Dentre os componentes das peconhas de serpentes podemos destacar
as citotoxinas, cardiotoxinas, fatores de crescimento de nervos (NGF), lectinas e
também varias enzimas, dentre estas, proteases, fosfolipases A, (PLA.S),
metaloproteases (svMP), serinoproteases (svSP), fosfodiesterases, colinesterases,
aminotransferases, L-aminoacido oxidases (LAAO), catalases, ATPases,
hialuronidases e B-glucosaminidases (TU, 1996).

No mundo ha aproximadamente 2900 espécies de serpentes e destas, 321
sdo encontradas no Brasil sendo pertencentes aos géneros Bothrops, Crotalus,
Lachesis e Micrurus (CARDOSO et al., 2003). Os géneros Bothrops e Crotalus,
pertencem a familia Viperidae, destacam-se pelo grande niumero de acidentes e alta
toxicidade de suas peconhas.

No envenenamento por Crotalus sdo observados principalmente os efeitos
neurotoxico, miotoxico e coagulante (VITAL-BRAZIL, 1980; RAW et al., 1986; ROSSI
et al., 1989).

O género Bothrops foi 0 maior responsavel pelos acidentes ofidicos no Brasil,
no ano de 2007 representando 87,5%, seguido de Crotalus 9,2%, Lachesis 2,7% e
Micrurus 0,6% (MINISTERIO da SAUDE, 2007). A pegonha botropica pode induzir

efeitos locais que incluem sintomas como dor, edema, hemorragia e necrose, e
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adicionalmente distarbios sistémicos como coagulopatias, hemorragia sistémica e
faléncia renal. A mionecrose pode resultar de uma acao direta de PLA,s sobre as
membranas plasmaticas de células musculares, ou indiretamente como
consequéncia de degeneracdo de vasos sanguineos e isquemia (GUTIERREZ;
LOMONTE, 1995; GUTIERREZ; RUCAVADO, 2000). As PLA,s constituem um dos

componentes mais abundantes das peconhas de serpentes (KINI, 2005).

1.2. Fosfolipases A

As fosfolipases A, sdo enzimas que catalisam hidrdlise especificamente na

posicdo sn-2 dos fosfolipidios que compdem as membranas celulares, liberando

acidos graxos e lisofosfolipidios (KUDO; MURAKAMI, 2002) (Figura 3).

PLA,
PLA, O
? cm—o—g—&
RE—C—O—ClH o2
c:le—o—lFl—x
|_
PLC

Figura 3. Sitios de acdo das fosfolipases . R; e R, referem-se aos acidos graxos
nas posicdes sn-1 e sn-2 dos fosfolipidios numerados estereoespecificamente. As
ligacbes hidrolisadas por outras fosfolipases, denominadas de acordo com suas
especificidades, também estdo indicadas (Adaptado de SELISTRE-DE-ARAUJO; de
SOUZA, 2007).
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Estas enzimas desempenham papéis importantes no metabolismo de lipidios,
e estdo relacionadas com a liberacédo de acido araquiddnico (AA), um precursor de
lipidios bioativos, assim como prostaglandinas, leucotrienos e tromboxanos, que
podem estar envolvidos em diversas funcdes bioldgicas, tais como regulacdo da
resposta imune, inflamacdo e percepcdo da dor (DENNIS, 2000; TSUBOI,
SUGIMOTO; ICHIKAWA, 2002; KINI, 2005; SCHALOSKE; DENNIS, 2006; de
MARIA et al., 2007).

As fosfolipases A, podem ser encontradas em tecidos de mamiferos,
bactérias, plantas, venenos de insetos e répteis. Além disso, estdo envolvidas em
efeitos farmacoldgicos e fisiopatolégicos dos organismos Vvivos e em
envenenamentos por serpentes e abelhas, sendo, portanto de grande interesse
médico-cientifico (VAN DEN BOSCH, 1980; VERHEIJ; SLOTBOOM; de HAAS,
1981; DENNIS, 1994; NEVALAINEN et al., 2004; SOARES; FONTES; GIGLIO,
2004).

Atualmente as fosfolipases A, constituem uma superfamilia de proteinas e
sao classificadas em 15 grupos e seus subgrupos, que incluem cinco tipos de
enzimas diferentes. As fosfolipases A, podem ser classificadas de acordo com sua
origem, sequéncia de aminoacidos, mecanismos cataliticos e outras caracteristicas
bioquimicas adicionais, tais como o peso molecular e o padrdao de pontes dissulfeto
(DENNIS, 1994; SCHALOSKE; DENNIS, 2006).

As citosodlicas (cPLA;) sédo grandes proteinas com Mr entre 61.000 e 114.000
e utilizam um residuo de serina catalitico. As enzimas independentes de Ca®*
(iPLA2), que também utilizam uma serina para catalise, e as acetil-hidrolases de
fatores ativadores de plaquetas (PAF-AH), que possuem uma serina no sitio

catalitico e hidrolisam o grupo acetil da posicdo sn-2 de fatores ativadores de
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plaquetas (PAF). As PLA,s lisossomais sao representadas pelo grupo XV, e
apresentam triade catalitica Ser/His/Asp (SCHALOSKE; DENNIS, 2006).

As denominadas fosfolipases A, secretadas (SPLA;) apresentam Mr variando
entre 14.000 e 18.000, geralmente contendo de 5 a 8 pontes dissulfeto. Essas
enzimas possuem uma histidina no sitio ativo e requerem a presenca do fon Ca®*
para a realizacéo de catalise (SCHALOSKE; DENNIS, 2006).

As fosfolipases A, encontradas nas peconhas de serpentes (svPLA,S) séo
classificadas nos grupos | e Il. As fosfolipases A, do grupo | possuem dois a trés
aminoacidos inseridos na regido 52-65, chamada de “loop elapidico”, sendo isoladas
das peconhas de serpentes da familia Elapidae (Subfamilia: Elapinae e
Hydrophiinae). As do grupo |l sdo caracterizadas pela falta da ligagcdo Cys11-Cys77
que € substituida por uma ponte dissulfeto alternativa entre Cys51-Cys133, além
disso, apresentam de cinco a sete aminoacidos estendendo a regido C-terminal,
sendo encontradas em peconhas de serpentes da familia Viperidae (Subfamilia:
Viperinae e Crotalinae) (ARNI; WARD, 1996).

As enzimas do grupo |l séo classificadas em dois subgrupos: as PLA,s Asp49
cataliticamente ativas, assim nomeadas por possuirem um residuo de aspartato na
posicdo 49, e as fosfolipases A, homodlogas (PLA,s Lys49), nas quais o residuo de
aspartato é substituido por um residuo de lisina ha mesma posi¢do, tornando-as
cataliticamente inativas ou com atividade baixa (MARAGANORE et al.,, 1984;
GUTIERREZ; LOMONTE, 1995; ARNI; WARD, 1996; WANG et al., 1996; OWNBY et
al., 1999; SOARES; FONTES; GIGLIO, 2004).

O cofator essencial para a catélise das fosfolipases A, é o célcio, e sua
substituicdo por outros ions divalentes como o bario e o cadmio produzem uma

significante reducéo da atividade (YU; BERG; JAIN, 1993). As fosfolipases A, Asp49
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requerem calcio para estabilizar a conformacao catalitica, apresentando um sitio de
ligacdo de calcio (VERHEIJ et al., 1980) que €é constituido pelo grupo B-carboxilico
do Asp49 e os grupos C=0 carbonilicos da Tyr28, Gly30 e Gly32 (FLEER; VERHEIJ;
de HAAS, 1981). A presenca de duas moléculas de &agua estruturalmente
conservadas completa a esfera de coordenacédo do Ca®" formando uma piramide
pentagonal (SCOTT et al., 1990) (Figura 4). Desta forma, a substituicdo do residuo
Asp49 por Lys49 altera significativamente o sitio de ligacdo de Ca?* nas fosfolipases
A, impedindo sua ligacdo e resultando em baixa ou inexistente atividade catalitica.
Portanto, o residuo Asp49 é de fundamental importancia para 0 mecanismo
catalitico das fosfolipases A,. E provavel que isto ocorra devido & capacidade de
ligar e orientar o ion célcio, no entanto, ndo ha diferenca relevante entre Asp49 e
Lys49 em relacdo a estabilidade da conformacéo estrutural dessas enzimas (LI et
al., 1994). Devido a variedade de efeitos toxicos destas PLA,s dentre estes, a
neurotoxicidade (BON et al., 1979), miotoxicidade (GUTIERREZ; LOMONTE, 1995),
inibicdo ou inducdo da agregacao plaquetaria (KINI; EVANS, 1989; YUAN et al.,
1993), hemdlise (CONDREA; YANG; ROSENBERG, 1981) e edema (LLORET;
MORENO, 1993), diversas pesquisas tem sido realizadas em busca de inibidores de

fosfolipases A,
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C29

C27

Figura 4. Representacao dos residuos 27-33 e residuo 49, que  compreendem a

alca de ligacao do calcio das PLA ,s. (A) Asp49 de Naja naja atra, ilustrando que a
coordenacdo pentagonal bipiramidal do Ca** sdo realizadas por interacdes dos
atomos de oxigénio carbonil da alca de ligacdo de célcio, &tomos de oxigénio
carbonil da cadeia principal de Asp49 e duas moléculas de agua. (B) PLA; Lys49 de
Bothrops pirajai, no qual o atomo de N¢ da cadeia lateral de Lys49 ocupa a posicao
do fon Ca?', formando pontes de hidrogénio (Adaptado de WARD; de AZEVEDO;

ARNI, 1998).
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1.3. Inibidores de PLA 5s

As diferentes toxinas de peconhas podem ser reconhecidas e inibidas por
anticorpos monoclonais e/ou policlonais, e também por algumas moléculas de
diversas naturezas, incluindo agentes quimicos, sintéticos e naturais de origem
animal e vegetal (BORGES et al.,, 2001; LIZANO; DOMONT; PERALES, 2003;
SOARES et al., 2004; OLIVEIRA et al., 2005; MARCUSSI et al., 2007).

A heparina de baixo peso molecular, um polissacarideo anidénico natural,
mostrou-se eficiente em inibir parcialmente os efeitos miotoxico, citotoxico e
edematogénico induzidos pelas miotoxinas MjTX-ll de Bothrops moojeni e BnSP-7 de
Bothrops neuwiedi, e totalmente, o bloqueio neuromuscular induzido pela udltima
(SOARES et al., 2000a; b; STABELI et al., 2006). Estes dados concordam com a
hipétese de que a regido C-terminal de 115-129 da miotoxina Il de Bothrops asper,
denominada de regido ligante de heparina, seria a responsavel pela citotoxicidade e por
parte da miotoxicidade causadas por estas moléculas, uma vez que o polianion
heparina interage com esta regido na estrutura das PLA;s (LOMONTE et al., 1994).

O brometo de p-bromofenacila (BPB) é considerado um inibidor especifico de
PLA.s devido a sua capacidade de modificar covalentemente os residuos de histidina. A
alquilacéo do residuo His48 pelo BPB promove a perda total ou parcial da atividade de
hidrélise de fosfolipidios e adionalmente pode induzir a diminuicdo dos efeitos toxicos
(SOARES; GIGLIO, 2003; MAGRO et al., 2005; MARCUSSI et al., 2007).

Além destas substancias, diversas plantas tém sido relatadas demonstrando
acao antiofidica, mostrando a presenca de biomoléculas capazes de neutralizar ou inibir
parcialmente diversos efeitos locais e sistémicos induzidos por diferentes peconhas de

serpentes. Sendo assim, pesquisas cientificas para isolar e identificar os principios
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ativos estdo cada vez mais em evidéncia (MORS et al., 2000; SOARES et al., 2005;
SAMY et al., 2008).

Além da utilizacdo popular, cientificamente ha diversas comprovacdes da
eficicia de extratos brutos ou fracdes de plantas, em experimentos in vitro e in vivo
contra peconhas de serpentes (SOARES et al.,, 2005), como por exemplo: erva-
botdo (Eclipta prostata) (MELO et al., 1994; MELO; OWNBY, 1999), guacatonga
(Casearia sylvestris) (BORGES et al.,, 2000; CAVALCANTE et al., 2007), gloriosa
(Gloriosa superba) (SAMY et al., 2008), erva-baleeira (Cordia verbenacea) (TICLI et
al., 2005) e pata-de-vaca (Bauhinia forficata) (OLIVEIRA et al., 2005).

Além destes agentes neutralizadores de origem vegetal, existem alguns
exemplos de inibidores obtidos do soro de animais como, por exemplo, o complexo
antibotrépico (CAB) de Didelphis albiventris e D. marsupialis (SOARES et al., 1997;
TRENTO et al., 2001; ROCHA et al., 2002), e os inibidores isolados de plasma de
serpentes (OHKURA et al., 1993; OHKURA et al., 1994a; b; FORTES-DIAZ et al.,
1994; PERALES et al., 1995; LIZANO; DOMONT; PERALES, 2003; SOARES et al.,
2003).

Diversas revisbes com inibidores de hemorraginas (DOMONT; PERALES;
MOUSSATCHE, 1991; THWIN; GOPALAKRISHNAKONE, 1998; PEREZ; SANCHEZ,
1999) e de miotoxinas e neurotoxinas das peconhas de serpentes (DOMONT;
PERALES; MOUSSATCHE, 1991; FAURE, 2000; FORTES-DIAS, 2002) tém sido
publicados. Lizano, Domont e Perales (2003) descreveram as proteinas inibidoras
de PLA,s toxicas derivadas do plasma de serpentes com énfase particular na

classificac@o, aspectos moleculares e caracteristicas funcionais destes inibidores.
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1.4. Inibidores de PLA ;s isolados de serpentes (PLIS)

Ha muitos anos sabe-se que as serpentes sao resistentes as suas proprias
peconhas. Esta resisténcia pode ser explicada pela presenca de fatores
neutralizantes em seu plasma sanguineo (OVADIA; KOCHVA, 1977; DOMONT,;
PERALES; MOUSSATCHE, 1991).

Atualmente ha descricdo de uma série de inibidores existentes no sangue de
diversos animais, incluindo fatores neutralizantes de hemorragia, neurotoxicidade,
miotoxicidade, atividade PLA,, entre outros (LIZANO et al., 1997; PEREZ;
SANCHEZ, 1999; SO et al., 2008).

Durante os ultimos anos, houve um aumento no numero de descricdes de
inibidores de fosfolipases A, de plasma de serpentes (FAURE, 2000; DUNN e
BROADY, 2001; FORTES-DIAS, 2002; LIZANO; DOMONT; PERALES, 2003;
MARCUSSI et al., 2007).

Estes inibidores protéicos encontram-se no sangue destes animais mesmo
antes de uma possivel exposi¢cdo aos componentes da pegonha. Sdo glicoproteinas
oligoméricas, globulares e acidas (OVADIA; KOCHVA, 1977; DOMONT; PERALES;
MOUSSATCHE, 1991; THWIN; GOPALAKRISHNAKONE, 1998; LIZANO;
DOMONT; PERALES, 2003) classificadas com base em suas caracteristicas
estruturais e homologia de sequéncia com outras proteinas (INOUE et al., 1991;
INOUE et al., 1997; OHKURA et al., 1997). Segundo Marcussi et al. (2007) e Lizano,
Domont e Perales (2003), estes inibidores de PLA;s tém sido isolados e
caracterizados de plasmas de serpentes dos géneros Agkistrodon, Trimeresurus,

Bothrops, Crotalus, Naja, Laticaudata e Elaphe (Quadro 1). Os inibidores de PLA,s
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(PLIs) podem ser classificados em trés diferentes grupos alfa (o), beta (), e gama
(y) (THWIN et al., 2002).

Os PLIs do tipo a tém sido encontrados na familia Viperidae e Colubridae em
diferentes espécies de serpentes tais como Trimeresurus flavoviridis (KOGAKI et al.,
1989), Agkistrodon blomhoffii siniticus (OHKURA et al., 1993), Bothrops asper
(LIZANO et al., 1997), Cerrophidion godmani (LIZANO et al., 2000), Bothrops
moojeni (SOARES et al., 2003), Gloydius brevicaudus (OKUMURA et al., 2005),
Elaphe quadrivirgata e E. climacophora (OKUMURA et al., 2003; SHIRAI et al.,
2009), Atropoides nummifer (QUIROS et al., 2007), Protobothrops flavoviridis
(SHIMADA et al., 2008) e Bothrops jararacussu (OLIVEIRA et al., 2008). Os oPLIs
sdo constituidos por mais de duas subunidades e apresentam uma regido de
dominio de reconhecimento de carboidrato (DRC) (DRICKAMER, 1988), que esta
presente em outras proteinas tais como a apoproteina surfactante pulmonar (WHITE
et al., 1985), a proteina A ligante de manose de figado de rato (DRICKAMER,;
DORDAL; REYNOLDS, 1986) e receptores de PLA,s de mamiferos (CUPILLARD et
al., 1999).

O mecanismo de acdo dos aPLIs, que neutralizam os efeitos toxicos das
PLA,s de peconhas de serpentes, possivelmente esta relacionado com a regiao
DRC, em particular o dominio 5, o qual reconhece e liga-se a enzima, inibindo o
efeito catalitico sobre a membrana celular (NICOLAS; LAMBEAU; LAZDUNSKI,
1995; LIZANO et al., 1997; VALENTIN; LAMBEAU, 2000).

Os BPLIs foram isolados das espécies de serpentes Agkistrodon blomhoffii
siniticus (OKUMURA et al., 1998) e Elaphe quadrivirgata e E. climacophora
(OKUMURA et al.,, 2002; SHIRAI et al., 2009), as quais pertencem a familia

Viperidae e Colubridae, respectivamente. Esses inibidores possuem estruturas com
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repeticdes ricas em leucina e demonstram similaridade com a ap-glicoproteina
humana (OKUMURA et al., 1998). Interessantemente, as regides ricas em leucina
tém sido identificadas em diversos tipos de proteinas participando de diferentes
funcdes celulares (KOBE; DEISENHOFER, 1995). Estes achados sugerem a
possibilidade desta regido particular nas interacdes proteina-proteina. Ao contrario
dos inibidores tipo o, os tipo B, inibem somente as PLA,s basicas do grupo Il
isoladas de pecgonhas de serpentes (OKUMURA et al., 2002).

Finalmente, os inibidores yPLI foram encontrados em diversas familias tais
como Viperidae, Colubridae, Elapidae, Boiidae e Hydrophiidae, as quais pertencem
diferentes espécies de serpentes como a Laticauda semifasciata (OHKURA et al.,
1999), Crotalus durissus terrificus (FORTES-DIAS et al.,, 1994; PERALES et al.,
1995), Agkistrodon blomhoffii siniticus (OHKURA et al., 1997), Trimeresurus
flavoviridis (NOBUHISA et al., 1997), Elaphe quadrivirgata e E. climacophora
(OKUMURA et al., 1999; SHIRAI et al., 2009), Cerrophidion godmani (LIZANO et al.,
2000), Naja naja kaouthia (OHKURA et al., 1994a;b), Notechis ater (HAINS et al.,
2000), Notechis ater serventyi (HAINS; BROADY, 2000), Notechis scutatus (HAINS
et al.,, 2001), Oxyuranus scutellatus (HAINS; BROADY, 2000), Oxyuranus
microlepidotus (HAINS; BROADY, 2000), Pseudonaja textilis (HAINS; BROADY,
2000), Python reticulates (THWIN et al., 2000), Lachesis muta muta (FORTES-DIAS
et al., 2003), Vipera ammodytes ammodytes (SCRIBAR et al., 2007), Bothrops
jararacussu (OLIVEIRA et al., 2009), Protobothrops flavoviridis (SO et al., 2008),
Bothrops alternatus, B. erythromelas, B. jararaca, B. jararacussu, B. moojeni e B.
neuwiedi (ESTEVAO-COSTA et al., 2008).

Os yPLIs possuem em comum repeticdes intramoleculares de dominios ricos

em cisteina (OHKURA et al., 1994a; b; NOBUHISA et al.,, 1997). Esses PLIs sdo
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capazes de ligar-se e inibir diferentes grupos de PLA;s incluindo os grupos | e Il
isolados de peconha de serpentes e o grupo lll isolado de peconha de abelhas
(OKUMURA et al., 1999).

As informacbes sobre a caracterizacdo bioquimica, estrutural e funcional
destas glicoprotéinas acidas poderdo auxiliar na melhor compreensao do efeito
inibitorio sobre a toxicidade das PLA,s. Adicionalmente, estes estudos poderéao gerar
discussbes sobre 0 mecanismo de acdo, além da aplicabilidade destas moléculas

como ferramentas na pesquisa cientifica e/ou para futuras utilizacdes terapéuticas.
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QUADRO 1. Distribuicao de diferentes tipos de PLIs

Classificacdo Familia Serpente Inibidor Referéncia
Agkistrodon blomhoffii siniticus AbsPLla OHKURA et al., 1993
Atropoides nummifer AnMIP QUIROS et al., 2007
Bothrops asper BaMIP LIZANO et al., 1997
Bothrops moojeni BmjMIP SOARES et al., 2003
o Bothrops jararacussu aBjussuMIP OLIVEIRA et al., 2008
aPLI Viperidae Cerrophidion godmani CgMIP-II LIZANO et al., 2000
Gloydius brevicaudus GbPLla OKUMURA et al., 2005
Protobothrops flavoviridis PLla SHIMADA et al., 2008
Trimeresurus flavoviridis TftPLlo KOGAKI et al., 1989
Colubridae Elaphe quadrivirgata EgPLla OKUMURA et al., 2003
Elaphe climacophora PLla SHIRAI et al., 2009
Viperidae Agkistrodon blomhoffi siniticus PLIB OKUMURA et al., 1998
BPLI Colubridae Elaphe quadrivirgata EqPLIB OKUMURA et al., 2002
Elaphe climacophora PLIB SHIRAI et al., 2009
Agkistrodon blomhoffii siniticus PLIy OHKURA et al., 1997
Bothrops alternatus
Bothrops erythromelas -
Bothrops jararaca PLIy ESTEVAO-COSTA et al., 2008
Bothrops jararacussu
Bothrops moojeni
. Bothrops neuwiedi
Viperidae Bothrops jararacussu yBjussuMIP OLIVEIRA et al., 2009
Cerrophidion godmani CgMIP-I LIZANO et al., 2000
Crotalus durissus terrificus CNF FORTES-DIAS et al.,, 1994
YPLI CCs PERALES et al., 1995
Lachesis muta muta PLIy FORTES-DIAS et al., 2003
Protobothrops flavoviridis SO et al., 2008
Trimeresurus flavoviridis THtPLIly NOBUHISA et al., 1997
Boiidae Phyton reticulates PIP THWIN et al., 2000
Colubridae Elaphe climacophora PLIy SHIRAI et al., 2009
Elaphe quadrivirgata EqPLly OKUMURA et al., 1999
Hydrophiidae Laticauda semifasciata LsfPLly OHKURA et al., 1999
Naja naja kaouthia NnkPLIly OHKURA et al., 1994a,b
Notechis ater NAI HAINS et al., 2000
Notechis ater serventyi NAsl| HAINS e BROADY, 2000
Elapidae Notechis scutatus NSI HAINS et al., 2001
Oxyuranus microlepidotus OMI HAINS e BROADY, 2000
Oxyuranus scutellatus oSl HAINS e BROADY, 2000
Pseudonaja textilis PTI HAINS e BROADY, 2000
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2. OBJETIVOS

O presente trabalho teve como objetivo o estudo da neutralizacdo de

fosfolipases A; isoladas das peconhas de Bothrops jararacussu, Bothrops pirajai e

Crotalus durissus terrificus pelos inibidores de PLA,s (PLIs) do tipo a e yisolados do

plasma de serpente Bothrops jararacussu.

2.1. Objetivos especificos

Isolamento dos inibidores plasmaticos de B. jararacussu (BjussuMIPs) dos
tiposaeyvy;,

Caracterizacdo bioquimica dos BjussuMIPs: SDS-PAGE, focalizacéo,
sequenciamento N-terminal e espectrometria de massa.

Elucidacdo das propriedades inibitérias dos PLIs: inibicAo das atividades
fosfolipasica, anticoagulante, miotdxica, inducdo de edema, citotdxica,
bactericida e letalidade de diferentes PLA;s isoladas das peconhas de
serpentes B. jararacussu (Lys49-BthTX-I e Asp49-BthTX-Il), B. pirajai (Lys49-
PrTX-1 e Asp49-PrTX-1ll) e C. d. terrificus (Asp49-CB).

Caracterizacdo estrutural: analise da estrutura secundaria do PLI tipo a por
dicroismo circular, clonagem molecular, sequenciamento e analise de cDNA

obtido por PCR dos a e y BjussuMIPs.
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3. MATERIAL

3.1. Peconha

Cerca de 1 g das peconhas de B. jararacussu, B. pirajai e C. d. terrificus

foram adquiridos do serpentario Bioagents, Batatais-SP.

3.2. Animais

Para os ensaios biologicos, foram utilizados camundongos machos da
linhagem Swiss (18 a 22 g) fornecidos pelo biotério central da Universidade de Séo
Paulo, campus de Ribeirdo Preto-SP. Os animais foram mantidos agrupados em
caixas de polipropileno em temperatura ambiente constante. Um espécime de
serpente B. jararacussu foi fornecido pelo serpentdrio da Universidade de Sao
Paulo, campus de Ribeirdo Preto-SP. O projeto esta de acordo com o regimento e
as normas éticas estabelecidas pelo Comité de Etica em Pesquisa no Uso de
Animais (CEUA,; certificado numero n°® 05.1.1410.53.5), e com as regras do Instituto
Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis (Autorizacdo do

IBAMA, certificado niumero 11781-1) (Anexos).

3.3. Plasma humano

Foram utilizados plasmas de voluntarios saudaveis doados pelo Hemocentro,

de acordo com as normas éticas do Comité de Etica em Pesquisa da FCFRP (CEP)

(Certificado n°68) (Anexos).
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3.4. Reagentes e Equipamentos

* [-mercaptoetanol (Pharmacia Biotech)

= Acetonitrila (Merck)

= Acido acético (CoH405), (Synth)

= Acido cloridrico (HCI), (Synth)

= Acido fosférico (HsPOy), (Synth)

= Acido trifluoracético (TFA), (Merck)

» Acrilamida e Bis-acrilamida (N’,N'—metilenobisacrilamida), (Sigma Chem. Co)
* Albumina de soro bovino

=  AMICON Modelo 8050 (MILLIPORE)

= Azida sédica (Sigma Chem. Co)

= Azul de bromofenol (Merck)

= Bicarbonato de aménio (NH4HCO3, AMBIC), (Vetec)

= Bomba peristaltica (Pharmacia Biotech)

= Buffalyte (Pierce)

= Carboximetil Sepharose (CM-Sepharose) (Pharmacia Biotech)
» Centrifuga Excelsa Il (FANEM)

= Citrato de sédio (Synth)

= Coletor automatico (Pharmacia Biotech — RediFrac)

= Coomassie Brilliant Blue G-250 (Sigma Chem. Co)

» Diacetilfosfato (Sigma Chem. Co)

» Dodecil sulfato de sodio (SDS), (Pharmacia Biotech)

= Electrophoresis Power Supply EPS 601, (AMERSHAM PHARMACIA BIOTECH)

» Espectrofotometro (GENESYYS)
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» Fosfatidilcolina (Sigma Chem. Co)

= Glicina (Sigma Chem. Co)

» Hidroxido de sédio (NaOH), (Synth)

= HPLC (Shimadzu), coluna C-18

= Kit CK-NAC cinético (BioClin)

= Membrana de ultracentrifugacado (MILLIPORE)

= Metanol (Synth)

= N’,N’,N’,N’ — tetrametiletilienodiamino (TEMED), (Sigma Chem. Co)
» Padrbes de peso molecular para proteinas de Mr 14.000-96.000 (Sigma)
» Paquimetro de baixa pressao 0,01mm, (Mitutoyo, Japao)

» Persulfato de amoénio (Pharmacia Biotech)

= Sacarose (Synth)

= Sepharose 4B CNBr-ativada

= Soro fetal bovino (SFB, Sigma)

= Sulfato de cobre hidratado (CuSO, . 5H,0), (Acros Organics)

» Tris-base (Sigma Chem. Co)

=  Triton-X/100 (Pharmacia Biotech)

Todos os demais reagentes utilizados foram de grau analitico e provenientes

da Sigma, Pharmacia e Merck.
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4. METODOLOGIA

4.1. Caracterizacao bioquimica

4.1.1. Isolamento de PLA 5s

Preparo das amostras: Cerca de 200 mg das peconhas cristalizadas de B.
jararacussu e B. pirajai foram suspensos separadamente em 1,5 mL de tampao
bicarbonato de amoénio (NH4;HCO3) 0,05 M, pH 8,0 e centrifugados a 1.530xg,
durante 10 minutos a 4°C, em centrifuga Excelsa Baby I. Aliuotas do sobrenadante
foram retiradas para dosagem de proteinas e monitoramento em espectrofotobmetro
(Genesys 10UV) a 280 nm, e o restante foi submetido a cromatografia. A fosfolipase
A, (CB) foi isolada da peconha de C. d terrificus a partir de sua separacdo do
complexo crotoxina. Esta enzima foi gentilmente cedida pelo Prof. Dr. José R. Giglio,

FMRP-USP.

Procedimentos cromatograficos: Foi utilizada a cromatografia de troca
ibnica em CM-Sepharose conforme descrito por Soares et al. (1998). Amostras de
cada peconha foi aplicada em etapas cromatograficas separadas em colunas
contendo resina CM-Sepharose (2,0 cm x 20 cm), equilibrada em tampéao
bicarbonato de aménio 0,05 M, pH 8,0, e eluidas em mesmo tamp&o com gradiente
de concentracgdo até 1 M. Para tanto, foi utilizado um fluxo de 0,5 mL/min, coletando-
se fracdes de 3,5 mL/tubo. Os picos resultantes desses processos foram avaliados
em SDS-PAGE e quanto a atividade enzimética e miotoxica, sendo selecionadas as

fracOes de interesse.
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Sistema de ultrafiltracdo: As fracfes eluidas das cromatografias foram
submetidas a um sistema de ultrafiltracdo AMICON, utilizando membrana de
separacao para PM < 10.000. As fracdes foram monitoradas em espectrofotdmetro a

280 nm, sendo concentradas, liofilizadas e armazenadas a 4°C.

Determinagdo quantitativa de proteinas: As dosagens de proteinas em
solugdes contendo 0,05 a 2,0 mg/mL foram realizadas pelo método do microbiureto,
conforme descrito por Itzhaki e Gill (1964). A reta padréo foi construida utilizando

albumina de soro bovino como proteina padréao.

Monitoramento do grau de pureza das PLA ,s: SDS-PAGE foi realizada
segundo metodologia descrita por Laemmli (1970). O gel de separacdo de
acrilamida a 12% (m/v) (bis-acrilamida: acrilamida, 1:19 m/m) foi preparado em
tampao Tris-HCI 0,5 M, pH 8,8 e SDS 1%. O gel de empacotamento de acrilamida a
6% foi preparado em tampé&o Tris-HCI 0,5 M, pH 6,8 e SDS 0,1%. Amostras de
proteinas foram dissolvidas em salina tamponada em fosfato (PBS), acrescidas de 4
uL de azul de bromofenol (0,01%) e SDS (2%), submetidas a fervura a 100C por 4
minutos e aplicadas separadamente nos pocos do gel.

Logo apOs o processo de corrida eletroforética, realizada a 95 V e 15 mA
(Electrophoresis Power Supply EPS 301 - AMERSHAM PHARMACIA BIOTECH), o gel
foi corado por 10 minutos com Coomassie brilliant blue (G-250) 0,2% (p/v) dissolvido
em agua: metanol: 4cido acético (40: 50: 10, v/v) e descorado em &cido acético a
10%. Em seguida, o gel foi documentado em scanner.

As proteinas que compdem o padrdo de peso molecular utilizado (Sigma)

foram: Albumina bovina (66.000 Da), ovoalbumina (45.000 Da), gliceraldeido-3-
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fosfato desidrogenase de musculo de coelho (36.000 Da), anidrase carbénica bovina
(29.000 Da), tripsinogénio de pancreas bovino (24.000 Da), inibidor de tripsina de
soja (20.100 Da) e a-lactalbumina de leite bovino (14.200 Da). A mobilidade
eletroforética relativa de cada banda foi determinada em centimetros e o peso
molecular foi calculado, relacionando-se a mobilidade eletroforética relativa com o

logaritmo do peso molecular do padréao.

4.1.2. Isolamento dos inibidores de PLA ;s (PLIS)

Preparo das amostras: ap0s um espécime da serpente B. jararacussu ser
sacrificado por processo de decapitagéo, o sangue foi coletado em tubos contendo
citrato de sodio 0,38%, como anticoagulante, e centrifugado a 1530 xg. Logo em
seguida o plasma obtido foi liofilizado e armazenado a -20°C. Para acumular mais
sangue, este foi coletado da veia da cauda dos animais previamente anestesiados

sem necessidade de sacrifica-los.

Procedimentos cromatograficos: foram realizados segundo metodologia
descrita por Soares et al. (2003).

Cromatografia de afinidade para o isolamento do aBjussuMIP: O isolamento

do inibidor tipo a do plasma sanguineo de Bothrops jararacussu foi realizado do
seguinte modo: Cerca de 40 mg de BthTX-I foi acoplada a 10 mL de Sepharose 4B-
CNBr ativada como descrito pelo fabricante. Em seguida, a resina foi colocada em
uma coluna de vidro de 1,0 x 8,0 centimetros e equilibrada com tampéao fosfato 0,1
M, pH 7,2. O plasma de B. jararacussu (10 mL) foi diluido em 50 mL do mesmo

tampéao (50 mL, tampéao 1) e aplicado na coluna num fluxo de 2,0 mL/min.
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A absorvancia foi registrada a 280 nm e a amostra foi recirculada por duas
horas seguida por uma lavagem extensa com o mesmo tampao. O inibidor foi eluido
com glicina-HCI 0,2 M, pH 2,8 (tampdo 2), e o pH da amostra eluida foi
imediatamente ajustado para pH 7,0 com Tris-HCI 0,5 M, pH 8,0. O aBjussuMIP foi
dessalinizado e concentrado usando uma membrana Amicon YM-10.000 por
sucessivas lavagens com AMBIC 0,05 M, pH 8,0, fracionadas em porc¢des de 1,0

mL, que foram entéo liofilizadas e armazenadas a -20°C.

Cromatografia de afinidade do yBjussuMIP: Para o isolamento do inibidor tipo

y do plasma sanguineo de B. jararacussu foi utilizada a metodologia idéntica para a
purificacdo do inibidor tipo a, entretanto, foi realizado a seguinte modificacdo: Cerca
de 40 mg da BthTX-Il foi acoplada a 10 mL de Sepharose 4B-CNBr ativada em

substituicdo a BthTX-I.

Avaliacdo do grau de pureza dos BjussuMIPs por RP-HPLC: Cerca de 1mg

das amostras de cada BjussuMIPs foram liofilizadas, dissolvidas separadamente em
150 pL de solucdo contendo 5% (v/v) acetonitrila e 0,1% (v/v) &cido trifluoracético
(TFA), homogeneizadas e centrifugadas a 480 xg por 2 minutos, sendo
posteriormente submetida a um sistema de HPLC em fase reversa utilizando coluna
C18 (4,6 x 100 mm) (Shimadzu), o qual foi equilibrado com solvente A (5% de
acetonitrila, 0,1% &cido trifluoroacético), e eluido com um gradiente de concentracéo
de solvente B (60% acetonitrila, 0,1% &cido trifluoroacético) de 0 a 100%, a um fluxo
de 1 mL/min durante 110 min. Os picos eluidos foram monitorados por

espectrofotometro em 280 nm.
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4.1.3. Caracterizacao bioquimica dos inibidores de PLA, (PLISs)

Determinacéo do peso molecular dos BjussuMIPs:

Determinacdo da Mr para mondmero: Foi realizada segundo a metodologia

descrita por Laemmli (1970) citada anteriormente no item 4.1.1.

Neste procedimento foi utilizado padrdo de peso molecular (Sigma) contendo
as seguintes proteinas: Fosforilase B de musculo de coelho (96.000Da), Albumina
bovina (66.000 Da), ovoalbumina (45.000 Da), anidrase carbonica bovina (29.000
Da) e a-lactalbumina de leite bovino (14.000 Da).

Determinacdo da Mr para o oligdmero: foi empregada a cromatografia de

exclusdo em Sephacryl S-200 (2,5 x 60 cm), eluida e previamente equilibrada em
PBS pH 7,2, utilizando, aldolase (M, = 158.000), catalase (M, = 232.000) e ferritina

(M, = 440.000) como marcadores de peso molecular.

Focalizacdo Isoelétrica: O pl foi determinado por focalizacdo isoelétrica,

segundo o meétodo descrito por Vesterberg (1972). Preparo do gel: O gel foi

preparado a 5% em poliacrilamida (bis-acrilamida: acrilamida 0,8:30), composto por
10% de sacarose, 1% (v/v) de buffalyte, 0,17% (v/v) de TEMED e 0,075% (m/v) de
persulfato de aménio. A polimerizacdo do gel foi realizada em placa de vidro de 12 x

14 cm com espessura de 0,14 cm. Aplicacdo dos BjussuMIPs e focalizacdo

isoelétrica: O gel foi colocado sobre uma placa refrigerada a temperatura de 8<C.
Cinco tiras de papel Whatman namero 3 sobrepostas foram utilizadas para conectar
0 gel e os eletrodos, sendo o catodo embebido em uma solucdo de NaOH 1M e o
anodo em acido fosforico 1 M. A fonte de alta voltagem foi regulada para valores de

100 V, 40 mA e entéao realizada uma pré-focalizacdo por 30 minutos. Pedacos de
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papel de 1,0 x 0,5 cm foram embebidos nas amostras e colocados sobre o gel,
sendo retirados apos 60 minutos de focalizacdo em 250 V e 40 mA. A focalizacéo se
estendeu por um tempo de aproximadamente 2 horas a 750 V e 40 mA, e por 1
hora e 20 minutos em 150 V e 5 a 0 mA. Este experimento foi realizado em

colaboracédo com a Profa. Dra. Eliane C. Arantes, FCFRP-USP.

Deglicosilacdo: Os inibidores BjussuMIPs (20 ug) foram deglicosilados por
incubacédo prévia com 100 mU de N-glicosidase F (Roche Molecular Biochemical)
por 18 h a 37°C em tampéo fosfato 0,1 M, pH 7,0, contendo EDTA 0,05 M, em um
volume total de reacdo de 20 pL (SOARES et al., 2003), e em seguida analisado

atraves de eletroforese e testes de verificacdo da atividade inibitéria sobre PLA;S.

Composicédo de aminoacidos:  Amostras dos BjussuMIPs (0,3 a 0,6 mg/mL)
foram previamente hidrolisadas com acido cloridrico bidestilado a 6 N, em fase
gasosa por aproximadamente 20 h (BIDLINGMEYER; COHEN; TRAVIS, 1984),
seguido por derivacdo pré-coluna dos aminoacidos livres com fenilisotiocianato
(PITC), e a separacdo dos derivativos feniltiocarbamil-aminoacidos (PTC-aa) em
HPLC, utilizando coluna de fase reversa C18 (Pico-Tag - 3,9 x 150 mm) com
monitoramento em comprimento de onda de 254 nm.

Para quantificar os amino&cidos, determinou-se a é&rea de cada pico,
tomando-se como referéncia a area dos picos dos padrées de aminoacidos com
concentracédo conhecida, sendo que o padrao foi derivado nas mesmas condic¢des e

ao mesmo tempo que as amostras.
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4.2. Caracterizacao estrutural dos PLIs

4.2.1. Sequenciamento N-terminal e espectrometriad e massa

A regido N-terminal da proteina foi determinada pelo método de degradacéo
de Edman em um sequenciador automatico PPSQ-33A (Shimadzu) (SOARES et al.,
2003). Os aminoacidos phenylthyoidantoina derivados (PTH-aminoacidos) foram
identificados por comparagcdo com os tempos de retencdo dos 20 PTH-aminoacidos
padrdao. O sequenciamento N-terminal e a andlise por espectrometria de massa
foram realizados em colaboracdo com o Prof. Dr. Rodrigo G. Stabeli, UNIR-RO. Os
estudos de homologia sequencial foram realizados utilizando o banco de dados

SWISS-PROT: Annotated protein sequence database (http://www.expasy.ch/sprot/).

4.2.2. Dicroismo circular do  aBjussuMIP

Os espectros de dicroismo circular (190-250 nm) foram mensurados com um
JASCO 810 (JASCO Inc., Tokyo, Japdo) usando cubeta de 1 mm de comprimento e
concentragdes de 250 pg/mL para o aBjussuMIP e PLA; miotoxica alvo (BthTX-1). No
caso das misturas de proteinas, a concentragcdo maxima foi de 500 pg/mL. Um total
de 8 espectros foram coletados por teste e os resultados obtidos foram calculados e
corrigidos por subtracdo do branco (SOARES et al., 2003). Os espectros de
dicroismo circular foram expressos em elipticidade. Para estimar as proporc¢des da
estrutura secundaria de aBjussuMIP, os espectros de dicroismo circular foram

avaliados por programas de computadores SOPMA (self optimized prediction
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method from multiple alignment, http://www.ibcp.fr) e SSpro (secondary structure,

http://scratch.proteomics.ics.uci.edu).

4.2.3. Clonagem de cDNA e sequenciamento

Cerca de 50 mg de figado de um espécime adulto de B. jararacussu foi
homogeneizado em 1,0 mL de Trizol LS (Gibco-Brl) até ser completamente
solubilizado, e o RNA total foi obtido conforme descrito pelo fabricante.
Posteriormente, 4 pg do RNA total foi utilizado entdo para a sintese da primeira fita
do cDNA dos inibidores das miotoxinas, na presenca de 5 U de transcriptase reversa
(Mu-MLV) e oligo(dT) por um periodo de 1 h a 37°C. A segunda fita de cDNA foi
sintetizada usando 2,0 pL da reacdo descrita acima combinado com 0s primers
especificos para amplificar o gene de cada tipo de inibidor a e y. Os primers usados
foram: aBjussuMIP-F (5’-tgtacaggtttaaagatg-3’) e aBjussuMIP-R (5’-catgcaggtcttccttc-
3’), enquanto que para o gama foram: yBjussuMIP-F (5’-atcctcactaaagagcca-3’) e
yBjussuMIP-R  (5’-ggatgaaattgctgacct-3’). Estes primers foram desenhados
baseando-se na sequéncia N-terminal dos PLIs, obtidos por sequenciamento direto
e outras sequéncias de PLIs, previamente depositadas no banco de dados do NCBI.
Para o procedimento de PCR, as condi¢cfes utilizadas foram: 95C/3 min, 94C/30
seg, 55C/30 seqg, e 72C/30 seg (25 ciclos) e 72/ 10 minutos. O resultado da
amplificacdo do fragmento de DNA obtido foi analisado a 1,5% (m/v) em gel de
agarose, purificado, e tratado com T4 DNA polimerase. Apés fosforilagdo, o
fragmento foi ligado ao vetor pUC18/Smal (Pharmacia Biotech.). A construgéao
pUC18-MIP (inibidores de miotoxinas) foram amplificados em células competentes
de Escherichia coli DH5a. Em seguida, foi preparado o DNA plasmidial. O Tamanho

do inserto (cDNA) foi avaliado em gel de agarose a 1% ap0s clivagem do plasmideo
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com enzimas de restricdo EcoRI e Hindlll. Para o sequenciamento do cDNA, foi
utiizada a técnica do término do crescimento da cadeia. A reacdo de
sequenciamento foi utilizada essencialmente como descrito pelo fabricante para o
ciclo de sequenciamento produzido pela enzima Thermo Sequenase DNA
polimerase em um sequenciador automatizado ALF Express (Amersham-
Pharmacia). As sequéncias de aminoacidos de BjussuMIPs foram alinhadas com
sequencias disponiveis nas bases de dados GenBank e SwissProt usando o

programa Clustal W 1.8 (SOARES et al., 2003).

4.2.4. Predicéo de estruturas

As estruturas dos BjussuMIPs foram preditas usando trés programas: SOPMA

(self optimized prediction method from multiple alignment, http://www.ibcp.fr), PHD

(Profile network from HeiDelberg, http://www.embl-heidelberg.de/predictprotein) e

HHpred (Max-Planck Institute for Developmental Biology server, http://protevo.eb.

tuebingen.mpg.de/toolkit). A sequéncia foi comparada com outras proteinas de

bancos de dados disponiveis online, usando o algoritimo FASTA para identificar
proteinas homologas. Alinhamentos multiplos foram realizados usando o programa
Clustal W 1.8 (SOARES et al., 2003).

Para a identificacdo do sitio de fosforilagdo dos PLIs e determinacdo do
“codon usage” foram utilizados programas Gene runner e SMS (Sequence

Manipulation Suite, http://bioinformatics.org/sms2/codon_usage.html),

respectivamente.
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4.3. Avaliacdo do efeito inibidor de BjussuMIPs sob  re atividades biolégicas de

PLA s de peconhas de serpentes

Os ensaios de inibicdo foram feitos com incubacdo prévia de diferentes
proporcdes dos inibidores e das PLA,s por 30 minutos a 37°C. Para calcular a razao
molar entre os mondmeros de PLA,s e PLIs, foram considerados os seguintes Mrs

para PLA,s (13.500), aBjussuMIP (24.000) e yBjussuMIP (23.500).

4.3.1. Inibicdo da atividade fosfolipasica indireta

Efeito da temperatura e pH sobre os inibidores: a estabilidade dos BjussuMPs

foi avaliada por incubacao prévia (100 pug) em diferentes valores de pH (2; 4; 6; 7,4;
8; 10 e 12) por 30 minutos a 37°C com BthTX-II (30 pg) e temperatura (4, 25, 37, 60,
80 e 100°C). As amostras previamente incubadas foram entdo avaliadas quanto a
atividade fosfolipasica.

Inibicdo da atividade fosfolipasica: a capacidade dos BjussuMIPs em inibir a

atividade enzimética das PLA,s bésicas Asp49 BthTX-Il, PrTX-1ll e CB foi avaliada
por incubacdo prévia por periodo de 30 minutos a 37°C destas toxinas com 0s
inibidores em diferentes proporg¢des [0,2 a 0,8 mol/mol (BjussuMIPs/PLAy)].

A atividade fosfolipasica foi testada pelo método de hemdlise radial indireta,
realizado em placas. Neste método, descrito por Gutiérrez et al. (1988), um gel é
elaborado contendo CaCl, 0,01 M, gema de ovo em PBS 1:3 v/v, pH 7,2, eritrocitos
em PBS 1:3 v/v, agar bacteriolégico a 1% e azida de sodio a 0,05%, e o volume
final € completado com PBS. Apés a solidificacdo do gel, orificios de tamanho
uniforme (0,5 cm de diametro) sdo feitos e as amostras aplicadas. As amostras

previamente incubadas foram preparadas em volume final de 40 L.
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Os géis utilizados foram mantidos em estufa a 37°C por 12 horas. A formacao
de halo translicido ao redor do orificio no gel foi o indicativo de atividade.
Posteriormente, os halos foram medidos em milimetros para a quantificacdo da
atividade fosfolipasica.

O sangue humano cedido por voluntarios saudaveis do nosso laboratério, foi
diluido em tampédo PBS (30 mL) e as células lavadas 3 vezes em centrifuga (400 xg
por 10 minutos), para volumes aproximados de 10 mL de sangue. Logo em seguida,
o plasma e o PBS foram desprezados e os eritrocitos foram utilizados na

composicao do gel.

4.3.2. Inibicdo da atividade anticoagulante

A atividade anticoagulante foi realizada de acordo com o0 método previamente
descrito (ALVARADO; GUTIERREZ, 1988), utilizando plasma humano citratado.
Para o ensaio, o plasma foi descongelado e mantido incubado a 37C. Os
BjussuMIPs foram avaliados quanto a capacidade de inibicdo desta atividade
através de prévia incubacdo com as PLA,s (BthTX-Il, PrTX-1ll e CB), em diferentes
proporc¢des [0,2 a 1,0 mol/mol (BjussuMIPs/PLAz)]. Amostras previamente incubadas
foram adicionadas a 200 pL de plasma citratado por 1 a 10 min a 37°C sendo
posteriormente adicionados 25 pL de solucdo de cloreto de calcio (0,25 mM),

cronometrando-se o tempo de coagulagdo em minutos.
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4.3.3. Inibicao da atividade miotdxica

A atividade miotoxica foi avaliada mensurando os niveis de creatina cinase
em plasma de camundongos (n=6) apos injecdo intramuscular (i.m.) no musculo
gastrocnémio. Foram utilizados 45 pg de miotoxinas, Asp49 ou Lys49 previamente
incubadas com o ou yBjussuMIP em diferentes propor¢des [0,2 a 1,0 mol/mol
(BjussuMIPs/PLAy)]. Os controles negativos receberam inje¢cdo contendo somente
os inibidores ou PBS em volume final de 50 pL e os controles positivos foram
injetados apenas com as toxinas. Trés horas apés as injecdes, aliquotas do sangue
dos camundongos foram coletadas, pela veia da cauda, em capilares heparinizados
e imediatamente centrifugadas por 20 minutos a 1.530 xg. A atividade da enzima
creatina cinase foi determinada utilizando-se 4 pL de plasma incubados com 1,0 mL
de reativo do kit CK-NAC cinético (Bioclin) dissolvido em agua destilada, por 3
minutos a 37°C, através de leituras em espectrofotometro a 340 nm. O principio
deste método consiste na reacdo da creatina fosfato e a adenosina fosfato (ADP),
catalisada pela enzima creatina cinase, formando creatina e adenosina trifosfato
(ATP). O ATP formado é utilizado para fosforilar glicose, produzindo glicose-6-fosfato
(G-6-P) na presenca da hexoquinase, a glicose-6-P é entdo oxidada a
gluconolactona-6-fosfato na presenca de nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato
(NADP™), sendo esta reacdo catalisada pela glicose-6-fosfato desidrogenase. Na
ultima reacdo descrita 0 NADP" é reduzido a NADPH aumentando a absorbancia
aferida em comprimento de onda de 340 nm. A variacdo em absorbancia é
diretamente proporcional a atividade da enzima creatina cinase. A atividade foi
expressa em unidades/litro. Uma unidade consiste no resultado da fosforilacdo de

um nanomol (nmol) de creatina por minuto (STABELI et al., 2006).
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4.3.4. Inibicdo do edema

A inibicdo do edema induzido pelas miotoxinas Asp49 e Lys49 por
aBjussuMIP ou yBjussuMIP foi avaliada por injecao de PLA,s previamente incubadas
com os inibidores em diferentes propor¢des [0,2 a 1,0 mol/mol (BjussuMIPs/PLA)],
na regido subplantar da pata de camundongos machos Swiss (n=6). Os controles
foram realizados com injecdo das toxinas, inibidores ou PBS isoladamente, em
volume final de 50 pL. A atividade de inducdo de edema foi expressa em
porcentagem de aumento da pata calculada a partir de valores obtidos 30 minutos
apos a injecdo. Os valores foram mensurados por paquimetro de baixa presséo de
0,01 mm (Mytutoyo, Japan). Os valores de medidas das patas obtidos no tempo zero
foram subtraidos dos valores obtidos 30 minutos apds a injecdo e as diferencas

foram expressas pela média + DP (STABELI et al., 2006).

4.3.5. Inibicdo da atividade citotoxica

A citotoxicidade induzida pelas miotoxinas (20 pg) na presenca ou auséncia
do oBjussuMIP ou yBjussuMIP em diferentes propor¢des [0,2 a 1,0 mol/mol
(BjussuMIPs/PLA,)], foi determinada sobre células endoteliais (tEnd) segundo o
método previamente descrito (LOMONTE et al.,, 1999; ANGULO et al., 2001). As
células foram cultivadas em frascos de 25 cm? em meio Dulbecco (DMEM, Sigma)
suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB, Sigma), 2 mM de glutamina,
1mM de &cido piravico, 100 U/mL de penicilina e 100 U/mL de estreptomicina, em
uma atmosfera imida com 7% de CO, a 37°C. Quando os cultivos alcangaram uma

monocapa confluente adicionou-se tripsina (1500 U/mL) com 5,3 mM de EDTA por 5
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minutos a 37°C e as células foram subcultivadas em placas de 96 pocos a uma
densidade inicial de aproximadamente 1-4 x 10* células/poco. Novamente, quando
se alcancou uma nova monocapa quase confluente, eliminou-se o meio de cultivo e
foram adicionadas diferentes concentracfes (ug/poco) das toxinas em um volume
final de 150 uL de meio DMEM com 1% de SFB. Para se estabelecer 100% de
citotoxicidade sobre as células, estas foram incubadas com 150 pL de Triton X-100 a
0,1% em meio de cultivo e para 0% de citotoxicidade utilizou-se somente o0s
inibidores ou somente meio. Apés um periodo de incubacédo de 3 horas a 37°C,
aliquotas de 100 pL dos sobrenadantes das ceélulas foram utilizadas para
determinacdo da atividade da enzima desidrogenase lactica (DHL) usando o kit
colorimétrico da Sigma Chem Co. (Sigma 500). Os resultados foram expressos como
porcentagem de citotoxicidade em relacdo a liberacdo da enzima produzida na
presenca do detergente. Esta atividade foi realizada em colaboracéo com o Prof. Dr.

Bruno Lomonte, ICP, Universidade de Costa Rica.

4.3.6. Inibicdo da atividade bactericida

A capacidade dos BjussuMIPs em inibir a atividade bactericida de miotoxinas
Asp49 (BthTX-1) e Lys49 (BthTX-1 e PrTX-I) contra E. coli (ATCC 29648) foi avaliada
como descrito anteriormente (SOARES et al., 2000; 2001). Bactérias Escherichia coli
(ATCC 29648) foram dispersas em tampao fosfato de sédio 0,01 M pH 7,4 contendo
peptona 1%. Estas bactérias foram plaqueadas em meio agar solido e ajustadas
para 4 x 10’ unidades formadoras de colénias (UFC)/mL para serem utilizadas para
determinacéio da atividade bactericida. As toxinas foram incubadas com 4 x 10’

células de 30-60 minutos a 37°C, juntamente com o inibidor tipo a ou y em diferentes
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proporcdes [0,2 a 1,0 mol/mol (BjussuMIPs/PLA,)]. A sobrevida das bactérias foi
determinada pela técnica de diluicio em placa conforme previamente descrito

(PARAMO et al., 1998; SOARES et al., 2000b; 2001).

4.3.7. Inibicao da letalidade

Para testar o efeito inibidor dos BjussuMIPs sobre a toxicidade (i.p.) induzida
pelas miotoxinas isoladas, cerca de 2 DLsy 6mg/Kg (Asp49) e 7mg/Kg (Lys49) das
toxinas foram previamente incubadas com os inibidores em diferentes proporcdes
[0,2; a 1,0 mol/mol (BjussuMIPs/PLA,S) e aplicadas por injecao intra-peritoneal (i.p.)
em volume final de 100 pL. Os devidos controles isolados (PBS, BjussuMIPs, PLA,s)
foram realizados. A sobrevida dos camundongos (n=6) foi analisada por periodo de
24 horas apds a inoculacdo das amostras (ANDRIAO-ESCARSO et al., 2000;

SOARES et al., 2003).

4.4. Avaliacdo da potencialidade de acdo dos Bjussu  MIPs na suplementacao

do soro antibotropico

O inibidor a e/ou inibidor y foram adicionados ao antiveneno polivalente
comercial (Instituto Butantan), utilizado em uma dose efetiva capaz de neutralizar
50% (DEsp) da miotoxicidade. A peconha de B. jararacussu, que foi previamente
incubado com soro suplementado com diferentes concentracds dos inibidores (65,
130 e 260 pg/pL) em um volume final de 50 pL por 30 minutos a 37°C, foi utilzado
em testes de miotoxicidade para averiguar a eficacia do soro suplementado. Os

resultados de miotoxicidade obtidos apds injecdo de soro antibotropico e
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BjussuMIPs e peconha foram aplicados isoladamente e utlizados como controle

(LIZANO; DOMONT; PERALES, 2003; TICLI et al., 2005).

4.5. Andlise estatistica dos resultados

Os resultados foram expressos pela média +/- desvio padrdao (DP). A

significancia das diferengas observadas foi determinada pelo teste t-student com

valor p < 0,05 considerado, como significante.
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5. RESULTADOS

5.1. Isolamento das Fosfolipases A , das peconhas de B. jararacussu, B. pirajai

e C. d. terrificus e determinac&o de seus pesos moleculares.

Os fracionamentos das peconhas do género Bothrops foram realizados
separadamente em cromatografia de troca ibnica em resina de CM-Sepharose pH
8,0, demonstrando a presenca de diferentes miotoxinas BthTX-1 e Il de B.
jararacussu, PrTX-1 e Ill de B. pirajai (Figura 5). A PLA, (CB) como dito
anteriormente na metodologia foi cedida pelo Prof. Dr. José R. Giglio, FMRP-USP.

A Figura 5C mostra que as PLAjs isoladas apresentam Mr de 13.500 na
presenca de redutores, podendo ser visualizado o grau de pureza destas enzimas

isoladas das peconhas das serpentes dos géneros Bothrops e Crotalus.
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Cromatografia equilibrada em tamp&o bicarbonato de aménio 0,05 M pH 8,0. 200 mg
das diferentes peconhas foram aplicadas em coluna (20 X 2,0 cm): (A) B.
jararacussu; (B) B. pirajai. As amostras foram eluidas a partir de gradiente continuo
com tampéao bicarbonato de amoénio (0,05-1,0 M), a um fluxo de 0,5 mL/min,
coletando-se fragbes de 3,5 mL/tubo a temperatura ambiente e as absorbancias
lidas a 280 nm. (C) Analise eletroforética para verificacdo do grau de pureza das
fosfolipases A, isoladas das peconhas de B. jararacussu, B. pirajai e C. d. terrificus
em SDS-PAGE a 12%. Amostras: 1-PPM; 2-BthTX-1 (15 pg); 3-BthTX-II (15 pg); 4-
PrTX-1 (15 pg); 5-PrTX-1l (15 pg); 6-PrTX-1l (15 pg); 7-PLA, CB (15 pg).
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5.2. Isolamento e caracterizacéo bioquimica dos ini  bidores de PLA s (PLIS)

Os métodos de purificacdo para os dois BjussuMIPs foram similares, havendo
apenas uma diferengca no processo: para o isolamento do inibidor tipo o foi
necessario acoplar a Lys49-BthTX-lI com a resina utilizada, enquanto que para isolar
o tipo y utilizou-se a Asp49-BthTX-Il acoplada.

As fragcOes obtidas da resina de afinidade Miotoxina-Sepharose,
correspondentes aos picos dos inibidores (BjussuMIPs), eluidas em glicina-HCI 0,1
M, pH 2,8 (Figura 6A e 6C), ap0s o processo de purificacdo, foram dessalinizadas e
concentradas em sistema de ultrafiltracdo AMICON, usando membrana de 10.000.

O alto grau de pureza dos inibidores foi confirmado em RP-HPLC (Figura 6B e
6D) e em eletroforese em gel de poliacrilamida na presenca de SDS apresentaram
bandas Unicas com massas moleculares relativas para os mondémeros de
aproximadamente 24.000 (aBjussuMIP) e 23.500 (yBjussuMIP) (Figura 7A). A
andlise destes inibidores em cromatografia de exclusdo molecular em Sephacryl S-
200, em condicdes nativas, demonstrou um peso molecular aparente para 0s
oligdbmeros de 120.000 (aBjussuMIP) e 160.000 (yBjussuMIP) (Figura 7B) O ponto
isoelétrico dos BjussuMIPs foram préximos de 5,0 (aBjussuMIP) e 5,5 (yBjussuMIP)
(Figura 7C).

A andlise de composicdo de aminoacidos mostrou um alto conteudo de
residuos de alanina, glutamina e leucina para o aBjussuMIP e uma grande
quantidade de residuos de cisteina e serina foi observado para o inibidor

yBjussuMIP (Tabela 1).
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Figura 6. Processos de purificacdo dos BjussuMIPs: (A) A purificacédo do inibidor

tipo a foi realizada em cromatografia de afinidade BthTX-1-Sepharose. O plasma de
B. jararacussu (10 mL) foi diluido em 50 mL do mesmo tampéo (tampéo 1) e
aplicado na coluna num fluxo de 2,0 mL/min. O inibidor foi eluido com glicina-HCI 0,1
M, pH 2,8 (tampéo 2). (B) Avaliacdo do grau de pureza do aBjussuMIP em RP-
HPLC em coluna C18, eluida com um gradiente de concentracdo de solvente B
(60% acetonitrila, 0,1% &acido trifluoroacético). (C) A purificacdo do inibidor tipo y
também foi realizada em cromatografia de afinidade BthTX-II-Sepharose. O plasma
de B. jararacussu (10 mL) foi diluido em 50 mL do mesmo tampao (tampéo 1) e
aplicado na coluna num fluxo de 2,0 mL/minuto. O inibidor foi eluido com glicina-HCI
0,1 M, pH 2,8 (tampéo 2). (D) Avaliacado do grau de pureza do yBjussuMIP em RP-
HPLC em coluna C18, eluida com um gradiente de concentracdo de solvente B
(60% acetonitrila, 0,1% acido trifluoroaceético).
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Figura 7. (A) Determinacdo das massas moleculares r elativas dos
BjussuMIPs por SDS-PAGE: Linhas: 1- Mr (96.000; 66.000; 45.000; 29.000 e
14.000); 2- aBjussuMIP (15 pg) (M, O 24.000); 3- deglicosilacdo de aBjussuMIP
(15 pg) (M, [018.000); 4- yBjussuMIP (15 pg) (M, [023.500); 5- deglicosilacao de
yBjussuMIP (15 pg) (M, [0 18.000). (B) Determinagcdo da massas moleculares
dos BjussuMIPs por filtracdo em gel: As massas moleculares dos inibidores
foram estimadas em relacdo a curva de calibracdo com proteinas padrdo. O
coeficiente de eluicdo (Ky,) foi determinado pela equacédo: Kay = (Ve — Vo)/(Vi — Vo),
onde Ve = volume de elui¢cdo, V, = volume inicial e V; = volume da coluna. (C)
Curva padrdo para determinagcdo do p | dos inibidores. Eletrofocalizagéo
através de sistema eletroforese Bi-dimensional em gel de poliacrilamida a 5%.
Escala de pHs de 2-12.
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Tabela 1. Composi¢cdo em aminoacidos dos inibidores plasmaticos BjussuMIPs

Aminoacidos aBjussuMIP vyBjussuMIP
N° de residuos (%) N° de residuos (%)
(mol/mol) (mol/mol)
Ala (A) 14,23 (14) 9,5 6,93 (7) 3,9
Arg (R) 5,78 (6) 4,1 6,85 (7) 3,9
Asn (N) 11,06 (11) 7.5 11,05 (11) 6,1
Asp (D) 6,78 (7) 438 8,15 (8) 4,4
Cys (C) 4,05 (4) 2,7 16,35 (16) 8,8
GIn (Q) 3,95 (4) 2,7 3,28 (3) 1,7
Glu (E) 12,88 (13) 8,8 15,90 (16) 8,8
Gly (G) 10,22 (10) 6,8 14,45 (14) 7,7
His (H) 4,05 (4) 2,7 8,36 (8) 4,4
lle (1) 3,78 (4) 2,7 12,89 (13) 7.2
Leu (L) 13,07 (13) 8,8 13,08 (13) 7.2
Lys (K) 7,33 (7) 4,8 10,92 (11) 6,1
Met (M) 1,05 (1) 0,7 0,13 (0) 0,0
Phe (F) 8,40 (8) 5.4 6,33 (6) 3.3
Pro (P) 4,89 (5) 3,4 9,44 (9) 5,0
Ser (S) 11,02 (11) 75 19,06 (19) 10,5
Thr (T) 4,05 (4) 2,7 4,78 (5) 2,8
Trp (W) 2,14 (2) 1,4 0,11 (0) 0,0
Tyr (Y) 3,89 (4) 2,7 7,29 (7) 3,9
Val (V) 11,88 (12) 8,2 8,18 (8) 4.4
Total (144) (381

aBjussuMIP yBjussuMIP

% tedrica de carboidratp 33,61 35,32

PM tedrico da proteina 16.265 19.985

Mr 24.000 23.500
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5.3. Caracterizacao estrutural dos PLIs

5.3.1. PLI do tipo «

5.3.1.1. Dicroismo circular

Os resultados da analise por dicroismo circular para a mistura de oBjussuMIP

e BthTX-l revelaram que o espectro da mistura é igual a soma dos espectros

individuais de cada proteina, além de demonstrar a existéncia de 44% de a-hélice,

18% de folhas B, 10% de voltas B e 28% de estruturas aleatérias (Figura 8).

354
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Figura 8. Espectros de dicroismo circular do  eBjussuMIP em associacdo com
Lys49-BthTX-1 . BthTX-I (M, O 13.500) e/ou aBjussuMIP (M, [0 24.000) isolados ou
associados na propor¢ao molar de 1:1.
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5.3.1.2. Caracterizagao molecular do inibidor tipo  «a

Através da extracao do figado da serpente Bothrops jararacussu obtendo-se o
RNA total que somado a oligonucleotideos especificos para ampliagcdo do gene do
aBjussuMIP, resultou na obtengcéo do cDNA completo com 432 pb, codificando uma
proteina madura com 144 aBjussuMIP residuos de aminoéacidos (Figura 9). Diversos
clones com insertos do mesmo tamanho foram sequenciados e mostraram
sequéncias idénticas de nucleotideos. Os primeiros 21 residuos de aminoacidos da
regido N-terminal e cinco peptideos tripticos foram caracterizados por espectrometria
de massa, a partir da proteina madura e confirmada pela sequéncia de nucleotideos
(Tabela 2).

O alinhamento do aBjussuMIP com outros inibidores de serpentes do tipo o
demonstrou uma similaridade entre as sequéncias de 73-92% (Figura 10). A partir
da sequéncia deduzida de aminoacidos correspondente ao aBjussuMIP, as
estruturas 2D e 3D foram preditas. Um total de trés programas foram utilizados, dos
quais uma predicdo consenso (Figura 11A) e um modelo de estrutura tridimensional
(Figura 11B) do aBjussuMIP foram gerados. A analise estrutural mostrou a presenca
de sitios de fosforilagcdo (S9; S39; T47; S82 e S129) no oBjussuMIP quando
comparado com outros aPLIs de serpentes (Tabela 3). As possiveis trincas de bases
codificadoras de aminoacidos (codon usage) do aBjussuMIP e outros aPLIs foram

elaboradas a partir da comparacéo das sequéncias de nucleotideos (Tabela 4).
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1 ctagcaaat ggagat gaggt agacccagat ggacacgt act aaacagt cttattgagaca 60
1 LANGDEVDPDGHVLNSLI ET 20
61 gtaatgagactgcagagagaatttgcaaatttaaagtacgcattcttaacagtacataaa 120
21 VMRL OQREFANLIKYAFLTVHK 40
121 gcaagaagtttcggt agt gggagt gagagatt gt at gt aaccaacaaagaagt gaagaat 180
41 ARSFGSGSERLYVTNKEVKN 60
181 tttgaaccattaggcgaaat ct gct cccaagcet ggt ggcagaat accat caccccagtta 240
6l F EPL GEI CSQAGGRI PSPQL 80
241 gaaaat caaaat aaagcatttgcaagt gt gct cgaaagacat aacaaggccgcatacctt 300
81l ENQNKAFASVLERHNKAAYTL 100
301 gt agtaggagat agt gcgaact t cacgaat t gggcggcaggt gaaccgaacgaaget gat 360
01v VD SANFTNWAAGEPNEAD 12
361 ggaacct gt gt t aaagcagat acacacggaagtt ggcacagt gccagt t gcgacgagaat 420
226 TCVKADTHGSWHSASCDEN 140
421 ttgctagtggtctgtgaattttattttatattgtga 456
41L L VVCEFYFI L 151

Figura 9. cDNA e sequéncia de aminoacidos de aBjussuMIP. Sequéncia de
cDNA (1-456 nucleotideos) foi obtida do RNA total isolado a partir do figado, por
amplificacdo de produtos de PCR usando oligonucleotideos especificos. Os
aminoacidos sublinhados correspondem ao N-terminal e peptideos internos de
aBjussuMIP. A cadeia de polipeptidio madura mostra 144 residuos de aminoacidos.
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AFASVLERHNEAAYL VYWD AN THWAAGE PNEADG—— TCWVREAD THGSWHSASC DENLLYVYC EFYF ITL 100
AFANVLERHNEAAYL VYD IANF THWAAGOPNEADG—— TCVEAD THGIWHSASC DDNLLYVYC EFYF ITL 9z
AFPANYVLERHNEEAYLVWENIANF THWAEGOPEEADG—— TCVEAD THGFWHS TEC DDNLLYVYC EFYF ITL 85
ARASYVLERHNFAAYL VYD IANEF THWAAGOPNEADG—— TCVEAD THGSWHSASC DENLLYVYC EFYF IL 85
AFEDVLERHNEAAYL VYWD IANF THWAVGOPNEADG—— TCVEAD THGSWHSASC DDNLLYVYC EFYF ITL g4
AFANYVLERHNEEAFLVYWGDZANF THWAAGOPNEAAG—— TCVEAD THGSWHSASC DDNLLYVYC EFYF ITL 83
AFANVLERHGEEAYLVYGDIANF THWAAGE PNEAAG—— ACVREAD THGIWHSASC DDNLLYVYCEFYF ITL 83
AFPANYVLERHGEEAYLVYWEDIANF THWAAGE PNEAAG—— ACVEADTHGSWHSTSC DDNLLYYC EFYF ITL 83
AFPANVLERHNEEAYLVY D IANEF THWAAGE PNEAAG—— ACVREADTHGSWHSTSC DDNLLYVYC EFYF IL g2
AFANVLERHGEEAYLVY D IANF THWAAGE PNEAAG——ACVREADTHGIWHSASC DDNLLVYC EF ¥YFIML gz
AFANVLERHNEEAFLVYWGDIGHF THWAAGOPNEADG—— TCVRADKQGFWHSTSC DDNLLYVYC EFYF ITL 78
ARASVLERHNFEAAYLVYONIAKF THWAAGE PNNADGNELCVEADAQGATWHSASC DEDLLYVYCEF3IF I- 73

** *EEEE + FoEkEE F LaFEEEE L LLF F *EEEE o F FEFLEFEEF L LEEEEEEE L

aBjussuMIP (EU574627) com outras
s SwissProt e o programa CLUSTAL.  Os residuos

49 a 143 correspondem ao dominio DRC (sublinhado superior), o residuo Asn103 (em destaque), preservado
em todas as sequéncias, corresponde ao sitio de glicosilacéo, os sitios de fosforilacdo (indicados em seta). a-
BjussuMIP (gi:172050846) B. moojeni (gi:60729590); G. blomhoffii siniticus (gi:6467183); T. flavoviridis
(0i:160357989); A. nummifer (gi:109690029); B. erythromelas (gi:167547093); B. neuwiedi (gi:167547139); B.
jararaca (Qi:167547105); B. alternatus (gi:167547083); B. jararacussu (gi:167547113); C. d. terrificus
(0i:167547141); E. quadrivirgata (gi:27529820).
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A

BEjussullIP DPDGHVLNSLIETVHRL QREF ANLEYAFL TVHE ARSF GG ERL TV TNEEVENFEPL GEICIQAGGRIPIPQLENCHNEAF S0

FHD CCCCHEHHHHHHHEHEHH HHHEHHHH HHHHEHHHHHHC CCCC CEEEEEEC CEECHHHHHEHHHHCCC CEEEECCHHHHHER
HHpred CCCCHHEHHHHHHHHEHH HHHEHHAHHHHHEHHHHHEC CCCC CEEEEEEC CEECHHHHHHHHHHC CCEEEEEC CHHHHHEH
SOFPMA CCCCHHHHHHHHHEHHEHH HHHHHHHH HHHHHHHHHHHC CCCCEEEEEECC CEECHHHHHEHHHHC CC CCCCCCCHHHHEER

Consensus ¢ ¢ CCHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHC CCCCWEEEEEWC CCEE CHHHHHHHHHHC ¢ CYW%WWW CHHHHHHH

EjussullIF ASVLERHNE AAYLWVWVGD SANF TNUA AGEFNEAD GTCVEAD THESTHIAS CDENLLYVVYCEFYFIL 144

PHD HHHHHCCCCEEEEECCCCCEECCCCCCCCCCCCCCCEEEEECCCCCCCCCCCCEEEEEEEEEER
HHpred HHHHHCCCCEEEEECCCCCEEEECCCCCCCCCCCCCEEEEEECCCCCCCCCCCEEEEEECEEEH
SOPMA HHHHHCCCCEEEEECCCCEEEECCCCCCCCCCCCCCEEEEECCCCCCCCCCCEEEEEECCEEER

Consensus HHHHHCCCCEEEEECCC CEEEWHCC CCCCCCCC CCCEEEEEWCCCCCCC CCCHEEEE EWHEEEH

a-hélice (H) 42,38%
folhasp e voltasp (E) 27,81%
estruturas aleatorias (C) 29,80%

Figura 11. Predicdo da estrutura de  aBjussuMIP. (A) A estrutura 2D do inibidor foi
predita usando trés programas (SOPMA, PHD e HHpred). O alinhamento consenso
da proteina é mostrado, onde: C, estruturas aleatorias; E, folhas-B; H, a-hélice; W,
visualizados em E ou C. (B) Representacdo esquematica de mondmero de
aBjussuMIP construido por modelos homoélogos (Template 3D Structure-HHpred).
Os residuos das posicdes de 13-38 deste € uma regido conhecida por mediar a
trimerizacdo de dominios de lectinas nestes inibidores.
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Tabela 2. Perfil de massas do oBjussuMIP obtido dos peptideos tripticos por
MALDI-TOF-MS.

m/z MH®  Delta Inicio Fim Sequéncia
Submetido Marcado Da 9
892.4887 893.03660.13 79 86 (K) AFASVLER (H)
1093.6252 1094.304M®M.13 44 52 (R) LYVTNKEVK (N)*
1271.6855 1272.4583.14 79 89 (K)  AFASVLERHNK (A)*
1577.7377 1578.7544.15 53 67 (K) NFEPLGEICSQAGGR (I)
1680.9108 1681.9874€.13 20 33 (R) EFANLKYAFLTVHK (A)*

* (Met) foi modificado por oxidagao
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Tabela 3. Sitios de fosforilagdo no aBjussuMIP em comparacdo com outros aPLIs.

Proteina Posicdo Residuo

9
39
aBjussuMIP a7
82
129

9

B. moojeni 39
47
129

9
39
T. flavoviridis 47
82
129

39
G. b. siniticus 47
129

9

A. nummifer 47
52
129

9
B. erythromelas a7
129

9

B. neuwiedi 39
47
129

9

B. jararaca 39
47
129

9
B. alternatus 47
129

9

B. jararacussu 39
47
129

39
C. d. terrificus 47
129

4
E. quadrivirgata 52
114
125

ODOOOnLVnunu-auunn-adunlnu—adnnln—auunnadunnon-adnn-Tdunlunnnnnnnnnlnn dnn

*Sitios previstos utilizando o progrargane runner.
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Tabela 4. Comparacdo das sequéncias codificadoras de aminoacidos para o
aBjussuMIP e outros aPLIs das serpentes do género Bothrops

Aminoacido Codon

Frequéncia (%)

aBjussuMIP B. B. B. B. B. B.

erythromelas alternatus newviedi jararacussu jararaca moojeni
A (Ala) GCG 14 13 6 13 13 6 14
GCA 57 25 19 19 19 19 57
GCT 14 25 25 31 31 25 14
GCC 14 38 50 38 38 50 14

C (Cys) TGT 50 100 100 100 100 100 50
TGC 50 0 0 0 0 0 50
D (Asp) GAT 71 71 71 78 67 71 56
GAC 29 29 29 22 33 29 44
E (Glu) GAG 31 40 36 36 36 42 30
GAA 69 60 64 64 64 58 70
F (Phe) TTT 63 33 38 50 50 38 63
TTC 38 67 63 50 50 62 38
G (Gly) GGG 10 30 20 20 22 10 10
GGA 40 30 30 40 33 40 40
GGT 30 20 20 20 22 20 30
GGC 20 20 30 20 22 30 20
H (His) CAT 40 33 33 17 17 38 50
CAC 60 67 67 83 83 62 50
I (lle) ATA 50 0 0 17 20 100 60
ATT 25 40 40 33 20 40 20
ATC 25 60 60 50 60 60 20
K (Lys) AAG 43 33 33 33 33 38 43
AAA 5 67 67 67 67 62 57
L (Leu) TTG 23 14 20 14 7 14 21
TTA 31 14 13 14 14 14 29
CTG 8 36 33 29 36 36 7
CTA 15 7 7 7 7 7 14

CTT 15 14 13 14 14 14 14
CTC 8 14 13 21 21 14 14

M (Met) ATG 100 100 100 100 100 100 100
N (Asn) AAT 55 42 42 36 36 36 50
AAC 45 58 58 64 64 64 50




*Continuagao
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P (Pro) CCG 20 25 25 25 25 25 20
CCA 60 0 0 0 0 0 60
ccT 0 75 75 75 75 75 0
ccc 20 0 0 0 0 0 20

Q (GIn) CAG 50 29 33 33 40 20 33
CAA 50 71 67 67 60 80 67

R (Arg) AGG 0 14 17 20 17 17 0
AGA 100 67 67 60 67 67 100
GGG 0 0 0 0 0 0
CGA 17 17 20 17 17 0
CGT 0 0
CGC 0 0

S (Sen) AGT 82 13 13 20 20 22 82
AGC 0 0
TCG 0 0 0 0
TCA 9 25 25 30 30 22 9
TCT 0 13 13 10 10 11 0
TCC 9 50 50 40 40 44 9

T (Thr) ACG 17 0 20 0 0 20 17
ACA 50 40 40 33 33 40 67
ACT 0 0 0 0 0 0 0
ACC 33 60 40 67 67 40 17

V (Val) GTG 25 56 50 50 44 56 22
GTA 58 0 0 0 11 0 56
GTT 8 22 25 25 22 22 11
GTC 8 22 25 25 22 22 11

W (Trp) TGG 100 100 100 100 100 100 100

Y (Tyn TAT 50 33 25 33 33 67 50
TAC 50 67 75 67 67 33 50

End TGA 100 100 100 100 100 100 100
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5.3.2. PLI do tipo vy

5.3.2.1. Caracterizagao molecular do inibidor tipo  y

O produto da reacdo com a enzima transcriptase reversa, depois da
amplificagdo por PCR produziu fragmentos de cDNA de 543 pb correspondente ao
yBjussuMIP que codificaram para uma proteina madura, de 181 (yBjussuMIP)
residuos de aminoacidos (Figura 12). Os primeiros 24 residuos de aminoacidos da
regido N-terminal foram sequenciados e também cinco peptideos tripticos foram
identificados por espectrometria de massa, a partir da proteina madura e
confirmadas pela sequéncia de nucleotideos (Tabela 5).

O alinhamento multiplo das estruturas primarias do yBjussuMIP demonstrou
89-94% de similaridade com outros inibidores de serpentes do mesmo tipo (Figura
13).

A presenca de sitios de fosforilagdo foram encontrados (S21; S22 e T111) no
yBjussuMIP e comparado com outros yPLIs de serpentes (Tabela 6). As possiveis
trincas de bases codificadoras de aminoacidos (codon usage) do yBjussuMIP e
outros yPLIs, também foram elaboradas a partir da comparacdo das sequéncias de

nucleotideos (Tabela 7).
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1 ttcgtagoccagaggaaactctogoctcatgtgacttttgtcacaacataggaaaagattge 60
1 F VvV A R & N 5 R 5 € D F C H N I & K D C 20
61l gaaggttaccagaaggaatgttcctctccagaagatgtatgtggocaaggtcttcoccttgaa 120
21 E 6 ¥ Q K E ¢ 5 8 P E D V C G KV F L E 40
121 gtatcttcagcatcgctgtcagtcagaactattcataagaactgtttctcatccagecate 180
41 v 5 85 A 5 L & ¥V R T I H K N C F 5 5 5 I chl
181 tgcaaacttgggcaaattgatgtaaatattgggcatcactcatatataagaggaagaatc 240
¢l ¢ K L ¢ g I D ¥V N I G H H 5 ¥ I R GG R I ao
241 aattgctgtgagaaagaaccgtgtgaagaccaaccatttccaggactgcccocctgtccaaa 300
g8l N C C E K E P T E D @Q P F P G L B L 5 E 100
301 ccaaatggatactattgccctggocgecattgggecttgttttccgaggacagecactgaatat 360
0ol p N G ¥ ¥ C P & A L G L F 858 E D & T E ¥ 120
3el gaagctatttgccatggaactgagactaagtgtattaatatcgtgggacacagacatgaa 420
121 g A I C H G T E T EKE ¢ I N I VvV G H E H E 140
421 aattttcctggggacatcgcatacaatattaaaggctgecgtttottoctgtectctgetg 480
141 W F P G D I B ¥ N I K G T W & 8 C P L L 1c0
481 agtttgagcaatgcaacccatgaagaaaacagaaactatctggagaaagttgaatgtaag 540
legl s L 28 N A T H E E N E N Y L E K V E C K 180
541 gacgccatcagattggcaagcectctga 567
181 p A I R L &2 & L - 188

Figura 12. cDNA e sequéncia de aminoacidos de yBjussuMIP. Sequéncia de
cDNA (1-567 nucleotideos) foi obtida a partir do RNA total isolado do figado, por
amplificacdo de produtos de PCR usando oligonucleotideos especificos. Os
aminoacidos sublinhados correspondem ao N-terminal e peptideos internos de
yBjussuMIP. A cadeia de polipeptidio madura mostra 181 residuos de amino&cidos.
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1 A A4 50 100
gamma—BussuMIP RSEDFEHN IGKDEEG YUK ER SSDEDVEG KV FLEVS SASLSVRT THENEFS 55 IEK LEQTDVN IGHHS YTRGR THECE KEPEE DO FRGL PLSKDNGY YED
B. jararacs RSCDFEHN IGKDEDG YOO EE SSPEDVEA KV FLE IS SAS LS VRTVHENGFS 55 ICK LG OTDVN IGHHS YTRGR THCCE KEPCE DOP FPGL PLSRPNGY YE P
B. moojsni RSCDFEHN IGKDEDG YOO EE SSDEDVEGEVFLE IS SAS LS VRTVHENGFS 55 ICK LG OTDVN IGHHS YTRGE INCCE KEPGE DOP FPGL PLSRPNGY YEP
B. nsuwisdi RSEDLEHN IGKDEDG YEQEE SSPEDVEGEVFLE IS SAS LS VRTVHENGFS 55 ICK LG OTDVN IGHQS YTRGR INCCE KEPEE DOP FPGL PLSRPNGY YE P
B. srythromslas RSEOLEHN IGEDEDG YEQED SSDEDVEGEY FLE IS SAS LS VRT VHENGFS 55 ICK LE0TDVN IGHQS YTRGR THCCE KEPCE DO FRGL PLSRONGY YE P
B. jararacussu RSEDFCHN IGKDEDG YEQED SSDEDVEGEY FLE TP SAS LS VRT VHENGFS 55 ICK LE0TDVN IGHHS YTRGR THGCE KEPEE DO FRGL PLSRONGY YE P
B. altsrnstus RSEDFCHNVGEDEDG YEQED SSDEDVEG KV FLE IS SAS LS VRT VHENGFS 55 ICK LE0TDVN IGHHS YTRGR THGCE KEPEE DO FRGL PLSRONGY YE P
C. d. terrifisus RSEDFCHN IGKDEDGYEE EC SSDEDVEGEVLLE TS SAS LS VRT VHENG FS 55 ICK LEOFDVN IGHHS YTRGR TNCCE KELCE DD FRGL PLSKDNGY YE P

PR A R R - AR ARR AR AR AR AR e AR AR RAR A AAA AR AR ARA AR R R AR RRR A AR R ARR AR AR AR AR R AR AR R R R A

101 v 150 12z Identidade (%)
gamma-Ej ussuMIP GALGLFSEDSTEYEAICHGTETKCINIVGEREENF ——— - DGO AYNIEGEVS SCPLLSLENATHEENENY LEKVECKDATRLASL 100
B. jararacs GALGLFTEDSTEYERICHGTETKCI DIVGEREEEF ——— - DEDI AYNLEGCVS SCPLL SLE A THE ENENY LOKVE CKDAT RLASL 53
B. moojeni GALGLFTEDSTEYERICHGTETKCI DIVGEREEEF ——— - DEDI AYNLE GCVS SCPLL SLE A THE ONENY LEKVE CKDAT RLASL 54
B. nsuwisdi GALGLFSEDSTEYERICHGTETKCI DIVGE REENF FSA VP EDF TY NLE GCVS SCPLL SLENA TREENENY LEKVE CKDAT RLASL 50
B. srythromslas GALGLFTEDSTEYEAICHGTETKCI DIVGEREENF FSA VP EDF TY NLEGC VS SCPLL SLE A TREENENY LEKVE CKDAT RLASL g
B. jararacussu GALGLFTEDSTEYEAICHGTETKCI DIVGERYENF ——— - DGDI TYNLEGCVS SCPLL SLENA TREENENY LOKVE CEDAT RLASL 3z
B. alternatus GALGLFTEDSTEYERICHGTETKCI DIVGERYENF ——— - DGDI TYNLEGCVS SCPLL SLENA TRE OHENY LEKVE CKDAT RLASL 3z
C. d. terrificus CAIGLFTHDSTEYER ICKGTETKCINIVGHRYE QF ——— - PG SYNLEGCVE S0P LLELENA TFE QNENY LEKVE CKDAT RLASL 30

W e e g e e R e e e i e i A e L

Figura 13. Comparacdo de sequéncia de aminoacidos de  yBjussuMIP (EU574627) com outras sequéncias de PLIs de
serpentes usando base de dados SwissProt e o progra ma CLUSTAL. Os residuos de Cys (em destaque). O residuo
Asnl6l1 (sublinhados), preservado em todas as sequéncias, corresponde ao sitio de glicosilagcdo e os sitios de fosforilacéo
(indicados em setas). y-BjussuMIP (gi:172050848) B. neuwiedi (gi:157885078); B. erythromelas (gi:157885062); B. alternatus
(gi:157885058); B. jararacussu (gi:157885072); B. jararaca (gi:157885068); B. moojeni (gi:157885074); C. d. terrificus
(9i:45477157).
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Tabela 5. Perfil de massas do yBjussuMIP obtido dos peptideos tripticos por MALDI-

TOF-MS.

m/z MH * Delta Inicio Fim Sequéncia
Submetido Marcado Da q
1004.5199 1005.1886 0.13 170 177 (K)VECKDAIR(L)
1064.4981 1065.2665 0.14 71 78 (R)GRINCCEK(E)
1196.5985 1197.4046 0.13 165 173 (RINYLEKVECK(D)
1609.7831 1610.9067 0-14 43 55 (R)TIHKNCFSSSICK(L)
1651.8478 1652.9222 0.15 165 177 (RINYLEKVECKDAIR(L)




Resultados 60

Tabela 6. Sitios de Fosforilacdo do yBjussuMIP comparados com de outros yPLIs

Proteina Posicdo Residuo

21 S
yBjussuMIP 22 S
111 T

21
B. jararaca 22
111

—unwn

21
B. alternatus 22
111

0w

21
B. jararacussu 22
111

0w

21
B. neuwiedi 22
111
163

4 0nwn

21
C. d. terrificus 22
111

0w

21
B. erythromelas 22
111
163

= 0nwn

*Sitios previstos utilizando o programa gene runner.
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Tabela 7. Comparacdo das sequéncias codificadoras de aminoacidos para o
yBjussuMIP e outros yPLIs das serpentes do género Bothrops

Aminoacido Codon

Frequéncia (%)

yBjussuMIP B. B. B. B. B. B.
erythromelas alternatus newviedi jararacussu jararaca moojeni

A (Ala) GCG 0 0 0 0 0 0 0
GCA 40 63 57 63 57 44 50
GCT 40 13 14 13 14 22 25
GCC 20 25 29 25 29 33 25
C (Cys) TGT 67 53 53 59 53 59 53
TGC 33 47 47 41 47 41 47
D (Asp) GAT 0 40 40 50 40 40 40
GAC 100 60 60 50 60 60 60
E (Glu) GAG 33 28 33 29 27 29 36
GAA 67 72 67 71 73 71 64
F (Phe) TTT 38 44 50 44 50 63 63
TTC 63 56 50 56 50 38 38
G (Gly) GGG 22 14 13 14 13 14 13
GGA 56 50 53 50 53 64 63

GGT 11 7 7 7 7 7 6
GGC 11 29 27 29 27 14 19
H (His) CAT 80 57 43 57 43 70 70
CAC 20 43 57 43 57 30 30
I (lle) ATA 40 15 8 15 14 20 14
ATT 30 46 46 46 43 40 43
ATC 30 38 46 38 43 40 43
K (Lys) AAG 33 44 40 40 40 40 40
AAA 67 56 50 60 60 60 60
L (Leu) TTG 25 22 18 17 18 18 18

TTA 5 0 0 0 0 0 0
CTG 30 28 35 33 35 35 35

CTA 10 6 6 6 6 6 6
CTT 15 28 24 28 24 24 24
CTC 15 17 18 17 18 18 18

M (Met) ATG 100 100 100 100 100 100 100

N (Asn) AAT 40 64 64 64 64 60 60
AAC 60 36 36 36 36 40 40

*
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*Continuagao

P (Pro) CCG 0 33 33 22 10 33 33
CCA 50 22 22 22 50 22 22
CCT 38 33 33 33 30 33 33
CCC 13 11 11 22 10 11 11
Q (GIn) CAG 46 25 25 25 50 40 20
CAA 54 75 75 75 50 60 80

R (Arg) AGG 28 0 0 0 0 0 0
AGA 33 60 60 60 60 67 63

GGG 0 0 0 0 0 0 0
CGA 11 20 20 20 20 22 25

CGT 11 10 10 10 10 0 0
CGC 17 10 10 10 10 11 13

S (Ser) AGT 21 5 5 5 5 5 5
AGC 14 19 20 18 21 20 20

TCG 0 5 5 5 5 5 5
TCA 21 29 30 32 26 30 30
TCT 14 24 20 23 21 20 20
TCC 29 19 20 18 21 20 20
T (Thr) ACG 0 13 0 13 14 14

ACA 29 0 13 0 0 0
ACT 29 63 63 71 63 57 57
ACC 43 25 25 29 25 29 29
V (val) GTG 40 20 20 20 22 25 22
GTA 0 30 40 30 33 25 33
GTT 20 30 20 30 22 25 22
GTC 40 20 20 20 22 25 22

W (Trp) TGG 100 0 0 0 0 0 0
Y (Tyr) TAT 100 57 63 57 63 57 57
TAC 0 43 38 43 38 43 43

End TGA 100 100 100 100 100 100 100
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5.4. Propriedades Inibitorias dos MIPs

5.4.1. Avaliacéo da estabilidade bioquimica dos ini  bidores

Os inibidores mostraram-se relativamente estaveis a uma variacédo de pH de 6
a 12 e temperatura de 4 a 60C, observando-se uma reducdo de suas atividade
inibitérias de PLA,s em valores de pHs acidos (2 - 4) e em temperatura elevadas de
100 (Figura 14). O tratamento dos BjussuMIPs com a N-glicosidase F reduziu o
seu peso molecular para aproximadamente 18.000 (Figura 7A) e nao interferiu na

inibicdo das atividades fosfolipasica e anticoagulante (Resultados ndo mostrados).

5.4.2. Inibicdo da atividade fosfolipasica indireta das PLA ;s pelos inibidores

Nos ensaios de inibicdo da atividade fosfolipdsica indireta das PLA,s Asp49,
PrTX-11l e BthTX-II, pelo inibidor tipo a, foi possivel observar uma reducdo de forma
dose dependente, apresentando valores inibitorios maximos de aproximadamente 32
e 34%, respectivamente, quando utilizada a maior concentracdo deste inibidor.
Entretanto, o aBjussuMIP ndo demonstrou inibicdo satisfatoria da atividade
fosfolipasica da PLA; CB de C. d terrificus. Comparando com o aBjussuMIP, o
inibidor tipo y foi mais eficiente em inibir todas as PLAs utilizadas no experimento,
sendo possivel visualizar diferengas significativas em relagdo ao grupo controle.
Numa razdo molar de 0,8:1 o inibidor tipo y inibiu a atividade fosfolipasica em
aproximadamente 40% da CB, 81% da BthTX-ll, 76% da PrTX-lll (Figura 15 e

tabela 8).
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5.4.3. Inibicdo da atividade anticoagulante das PLA ;s pelos inibidores

A avaliacdo da inibicao de atividade anticoagulante das PLA;s pelos inibidores
foi realizada em testes in vitro. Semelhante aos resultados obtidos na neutralizagéao
da atividade fosfolipasica, o inibidor tipo a nao foi eficiente em reduzir a atividade
anticoagulante da PLA, CB, mas reduziu fracamente a atividade das PLA,s BthTX-Il
e PrTX-Ill, mostrando uma faixa de inibicdo de 30-37% (Figura 16 e tabela 8).

As andlises dos resultados demonstraram a acdo eficaz do inibidor tipo y
diante das PLA,s Asp49, numa razdo molar de 1:1, foi apresentado uma inibicdo em

46% da CB, 85% da BthTX-Il, e 83% da PrTX-Ill (Figura 16 e tabela 8).

5.4.4. Inibicdo da atividade edematogénica das PLA ;s pelos inibidores

Os resultados obtidos mostraram, no grupo controle, com animais tratados
somente com as PLA,s isoladas, reacao caracteristica de inducédo de edema apds a
injecdo intraplantar, e tiveram sua atividade considerada em 100% no intervalo de
analise ap6s 30 minutos da injecdo. O aBjussuMIP foi eficiente em inibir o edema
induzido, principalmente, pelas miotoxinas BthTX-l e PrTX-l. Ao contrario, dos
resultados obtidos para o inibidor tipo o, os dados de inibicdo do yBjussuMIP foram
predominante sobre as PLA,s BthTX-Il e PrTX-1ll. Ambos BjussuMIPs isolados nao

induziram atividade edematogénica (Figura 17 e tabela 8).
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5.4.5. Inibicdo da atividade miotoxica das PLA ;s pelos inibidores

A semelhanca dos efeitos observados no teste de edema, os inibidores do
tipo o e y, em diferentes raz6es molares demonstraram inibicdo do efeito midtoxico
causado por diferentes PLAzs apds injecdo intramuscular no gastrocnémio de
camundongos. Nos resultados obtidos observa-se a predominancia do inibidor tipo o
sobre as miotoxinas Lys49, BthTX-l e PrTX-l, e acao inibitéria mais envidente do
inibidor tipo y sobre as miotoxinas Asp49, BthTX-Il e PrTX-1ll. A injecdo dos mesmos
inibidores sozinhos também nao induziu miotoxicidade nos animais testados (Figura

18 e tabela 8).

5.4.6. Inibicdo da atividade citotoxica das PLA ;s pelos inibidores

A atividade citotoxica das PLA,s foram avaliadas na presenca ou auséncia
dos BjussuMIPs em diferentes concentracoes e foi determinada sobre células
endoteliais. As miotoxinas BthTX-l1 e PrTX-l, e BthTX-Il foram inibidas de maneira

dose dependente por ambos BjussuMIPs (Figura 19 e tabela 8).

5.4.7. Inibicao da atividade bactericida das PLA ;s pelos inibidores

O aBjussuMIP mostrou inibicdo da atividade bactericida de miotoxinas BthTX-
[, BthTX-Il e PrTX-I contra bactérias Gram positivas (E. coli), principalmente sobre as
miotoxinas Lys49, enquanto que, o yBjussuMIP foi mais eficiente em neutralizar, as

atividades bactericidas das PLA,s- Asp49 (Figura 20 e tabela 8).
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5.4.8. Inibicdo da atividade de letalidade das PLA ;s pelos inibidores

ApoOs a injecédo i.p de 2xDLsy das miotoxinas Asp49 (4-6 mg/Kg) e Lys49 (6-8
mg/Kg) observou-se que todos os animais foram a 6bito. Os resultados de letalidade
obtidos apos 24 horas de injecdo das enzimas pré-incubados com os PLIs néo
demonstraram ocorréncia de morte em nenhum dos animais tratados (resultados
nao apresentados). As observacdoes destes animais também n&o mostraram
alteracdes autonémicas significativas, como modificagcdes na locomocéao, frequéncia

respiratOria ou ocorréncia de convulsdes.

5.4.9. Inibicdo da atividade miotdxica da peconha d e Bothrops jararacussu

apos suplementacéo do soro antibrépico com BjussuMI Ps

Os resultados obtidos mostraram que a peconha de Bothrops jararacussu
produziu a maior miotoxicidade, a qual foi considerada como 100%, para este grupo
controle positivo. Ambos BjussuMIPs ndo induziram miotoxicidade. A utilizacdo do
soro antibotropico sozinho neutralizou cerca de 50% da atividade miotoxica induzida
pela peconha total. ApGs a suplementacdo do soro antibotrépico com os inibidores,
observou-se uma potencializagdo da inibicdo da atividade miotoxica em cerca de
72% (65ug/uL), 82% (130ug/uL) e 82% (260ug/uL) para o tipo a, e cerca de 71%
(65ug/uL), 78% (130ug/uL) e 82% (260ug/uL) para o tipo y (Figura 21). A juncao dos
inibidores a e y na suplementacdo do soro antibotrépico mostrou inibicdo de 78%,
85% e 86%, quando comparado ao grupo controle, entretanto ndo exibiu diferenca
significativa em relacdo aos inibidores utilizados isoladamente na suplementacéo

(Figura 21).
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resultados foram expressos pela média + DP (n=6).
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Figura 15. Inibicdo da atividade fosfolipasica

0 02 04 06 08 10
y-BjussuMIP / PLA ,s
(mol/mol)

de PLA s pelos BjussuMIPs.

Neutralizacdo das atividades PLA,s pelo aBjussuMIP (A) yBjussuMIP (B) As PLA,s

isoladas de B. jararacussu, B. pirajai e C. d.

terrificus foram pré-incubados com

BjussuMIPs por 30 minutos e aplicadas nas placas de hemdlise. A atividade
fosfolipasica de cada PLA; sozinha (Asp49-BthTX-II, Asp49-PrTX-1ll e Asp49-CB) foi
considerada 100%. Os resultados foram expressos pela média £ DP (n=6).
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Figura 16. InibicAdo da atividade anticoagulante de PLA ;s pelos BjussuMIPs.
Neutralizacdo da atividade anticoagulante induzida pelas PLA,s isoladas de B.
jararacussu, B. pirajai e C. d. terrificus por aBjussuMIP (A) e yBjussuMIP (B). A
atividade anticoagulante de cada PLA; sozinha (Asp49-BthTX-1l, Asp49-PrTX-Ill e
Asp49-CB) foi considerada 100%. Os resultados foram expressos pela média + DP
(n=6).



Resultados 70

—— Lys49-BthTX-| A —P— Lys49-BthTX-| B
1004 —M Asp49-BthTX-Il 100- — Asp49-BthTX-II
—€— Lys49-PrTX-I —€— Lys49-PrTX-I
: —O— Asp49-PrTX-lll = O Asp49-PrTX-ll
go] | \ Y oMP 80- & SV yMIP
S S B
S 60- T~m S 60 >
© §\5/§ © \E\E/§
: : o
()
407\, S 40- SN
N | i\g\
201 B 20 —8—8
-
0 \RE
Yy vy vy -y ¥y | Orww v —w —»
00 02 04 06 08 1,0 00 02 04 06 08 10

0-BjussuMIP / PLA s y-BjussuMIP / PLA s

(mol/mol) (mol/mol)

Figure 17. InibicAio do edema induzido por PLA s pelos BjussuMIPs.
Neutralizacdo da atividade edematogénica induzida por PLA,s Lys49 e Asp49 apos
incubacé&o por 30 minutos a 37C com aBjussuMIP (A) e yBjussuMIP (B). A atividade
edematogénica de cada miotoxina sozinha foi considerada como 100%. Os
resultados foram expressos pela média £ DP (n=6).
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Figure 18. Inibicdo da miotoxicidade induzida por PLA  ,s pelos BjussuMIPs.
Neutralizacdo da atividade edematogénica induzida por PLA,s Lys49 e Asp49 apos
incubacé&o por 30 minutos a 37C com aBjussuMIP (A) e yBjussuMIP (B). A atividade
miotoxica de cada miotoxina sozinha foi considerada como 100%. Os resultados
foram expressos pela média + DP (n=6).
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Figura 19. Inibicdo da citotoxicidade de PLA

Citotoxicidade (%)
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2S pelos BjussuMIPs. Neutralizacao

de atividade citotdxica sobre células endoteliais induzida por Lys49 BthTX-1 e PrTX-I
e Asp49 BthTX-Il, apds incubacgdo com BjussuMIPs por 30 minutos. a 37C com
aBjussuMIP (A) e yBjussuMIP (B). A atividade citotoxica de cada miotoxina sozinha
foi considerada 100%. Os resultados foram expressos pela média + DP (n=6).
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Figura 20. InibicAo da atividade bactericida de PLA ;s pelos BjussuMIPs.
Neutralizacdo de atividade bactericida contra Escherichia coli induzida por Lys49
BthTX-1 e PrTX-I e Asp49 BthTX-Il, apds incubag¢do com BjussuMIPs por 30 minutos.
a 37C com oaBjussuMIP (A) e yBjussuMIP (B). A atividade microbicida de cada
miotoxina sozinha foi considerada 100%. Os resultados foram expressos pela média
+ DP (n=6).
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Figura 21. Propriedades do antiveneno antibotrépico suplementado com

BjussuMIPs. Suplementacdo com aBjussuMIP (A) yBjussuMIP (B) ou os dois MIPs
(C) em diferentes concentracdes, incubados com antiveneno (DEsp) e a peconha de
B. jararacussu por 30 minutos a 37°C e injetados via intramuscular. Os resultados
foram expressos pela média £ DP (n=6).
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Tabela 8. Comparacao da inibicdo das diferentes ati  vidades das PLA ,s pelos
BjussuMIPs

Inibidor Razéo Inibicao (%)
molar  Asp49- Asp49-  Asp4d9- Lys49-  Lys49- Atividade
BthTX-Il  PrTX-llI CB PrTX-1  BthTX-I
o 34 32 16 - - Fosfolipasica
Y 81 76 40 - -
o 35 36 10 - - Anticoagulante
Y 84 82 45 - -
0} 42 45 - 91 93 Edema
v 0,8 77 80 - 50 45
a 65 63 - 97 96 Miotoxica
Y 90 87 - 70 65
a 73 - - 91 96 Citotdxica
v 89 - - 74 76
v} 51 - - 85 82 Bactericida

82 - - 54 56

<2







Discussao 77

6. DISCUSSAO

6.1. Isolamento das PLA ;s das peconhas de B. jararacussu, B. pirajai e C. d.

terrificus e determinacdo do peso molecular das PLA ;s (SDS-PAGE)

As PLA,s sdo os componentes principais toxicos das peconhas de serpentes,
consequentemente, as mais estudadas por apresentarem diversos efeitos toxicos
associados (KINI; EVANS, 1989; ARNI; WARD, 1996; SCHALOSKE; DENNIS, 2006;
de MARIA et al., 2007).

Neste trabalho, foram estudadas PLA,s e PLA,s homologas isoladas das
peconhas de serpentes, encontradas nas espécies de B. jararacussu (BthTX-I e II),
B. pirajai (PrTX-1 e lll), e Crotalus durissus terrificus (CB). Baseando-se em
metodologias ja descritas, os procedimentos de purificacdo destas enzimas foram
elaborados em temperatura ambiente, através de processos cromatograficos
classicos com apenas um passo em CM-Sepharose pH 8,0 (SOARES et al., 1998;
ANDRIAO-ESCARSO et al., 2000), demonstrando ser um método eficaz para a
obtencdo destas proteinas. O alto grau de pureza destas proteinas foi confirmado
por SDS-PAGE, que também permitiu a determinacédo da massa molecular relativa
de 13.500, resultados que séao condizentes com outros estudos realizados com estas
proteinas (HOMSI-BRANDEBURGO et al., 1988; MANCUSO et al., 1995; TOYAMA

et al., 2000; SOARES et al., 2001; 2002).
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6.2. Inibidores de PLA ;s (PLIs) e BjussuMIPs

Como relatado anteriormente, algumas espécies de serpentes possuem
inibidores de PLAys presentes em seu proprio sangue (LIZANO; DOMONT,;
PERALES, 2003; MARCUSSI et al., 2007). O numero de inibidores isolados do
sangue de serpentes (PLIs) tem aumentado durante os Ultimos anos. Estes
inibidores séo classificados dentro de trés principais grupos denominados de a, B e y
(FORTES-DIAS, 2002 e MARCUSSI et al.,, 2007). Até o presente momento, O
conhecimento de seus mecanismos de acdo ainda € bastante limitado, sendo
necessarias maiores informacdes em nivel estrutural e funcional.

A presenca destes inibidores tém sido associada a resisténcia das serpentes
aos efeitos deletérios das PLA,;s que compdem suas peconhas, embora possam ter
papéis fisiologicos adicionais (FAURE et al., 2000; HAINS et al., 2000).

Todas as serpentes peconhentas apresentam inibidores de PLA;s em seus
sangue, provavelmente com a finalidade de se auto-protegerem contra essas
enzimas presentes na propria peconha, que ocasionalmente, poderiam alcancar o
sistema circulatério (FAURE, 2000; LIZANO; DOMONT; PERALES, 2003).
Entretanto, este fato ndo explica a presenca de PLIs em serpentes ndo peconhentas
(THWIN et al.,, 2000). Alguns desses inibidores apresentam homologia com
proteinas de mamiferos e inibidores especificos isolados de mamiferos (PERALES
et al., 1995; FAURE, 2000; FORTES-DIAS, 2002). Esta homologia entre os PLIs e
0s receptores de PLA;s de mamiferos poderia explicar sua funcéo fisiolégica como
anti-toxina (ANCIAN et al., 1995).

Considerando-se que varios PLIs estdo presentes no sangue de diferentes

espécies de serpentes (NOBUHISA et al., 1997; OHKURA et al.,, 1997; LIZANO;
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DOMONT,; PERALES, 2003) e inibem PLA,s toxicas especificas dentro da mesma
espécie (LIZANO et al., 1997; 2000), é possivel sugerir que proteinas endogenas de
serpentes podem estar envolvidas na neutralizacdo de atividades enzimaticas,
farmacoldgicas e toxicas.

Os inibidores do tipo o e y podem ser encontrados em diferentes espécies e
ambos podem estar presentes no mesmo plasma. O inibidor tipo y até o presente
momento foi encontrado em cinco familias de serpentes (Elapidae, Hydrophiidae,
Viperidae, Boiidae e Colubridae). Dados indicam que o inibidor y é mais amplamente
distribuido que o inibidor do tipo a, de distribuicdo mais restrita, sendo encontrado
atualmente em apenas 2 familias (Viperidae e Colubridae) (DUNN; BROADY, 2001;
OKUMURA et al., 2003; SHIMIDA et al., 2008). Nobuhisa et al. (1997) demonstraram
diferencas nos genes que codificaram os a e yPLIs em T. flavoviridis e sugeriram
gue a origem evolutiva destes dois inibidores é provavelmente diferente.

No presente trabalho, foi demonstrado o isolamento e a caracterizacao
bioquimica, estrutural e farmacolégica de duas proteinas inibitorias de PLA,S
isoladas do plasma de Bothrops jararacussu, denominadas de o e yBjussuMIP.
Estes inibidores apresentaram massas moleculares dos mondémeros, por volta de 24
e 23.5 kDa e dos oligbmeros de 120 e 160 kDa para os inibidores o e v,
respectivamente. Estes resultados também sdo condizentes com a literatura, que
apresenta outros PLIs com massas moleculares de 75 a 180 kDa para o oligbmero
(LIZANO; DOMONT; PERALES, 2003).

Outros PLlIs ja foram isolados por cromatografia de afinidade (LIZANO et al.,
2000; SOARES et al., 2003). Baseando-se neste fato, foi utilizada esta técnica para
purificar os BjussuMIPs, empregando-se o principio de que os PLIs sdo capazes de

interagir com as miotoxinas BthTXs, sendo o tipo a com a BthTX-I-Lys49 e o tipo y
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com a BthTX-1lI-Asp49. Assim, ambos BjussuMIPs foram obtidos e acumulados em
quantidades ideais para os ensaios funcionais e estruturais. O alto grau de pureza
destas proteinas foi confirmado por HPLC de fase reversa e SDS-PAGE.

A presenca de carboidratos € comum nos PLIs (FAURE, 2000). Apos
deglicosilacdo dos BjussuMIPs, foram realizados ensaios de atividade inibitoria
contra PLA,s do grupo Il e os resultados demonstraram que a propriedade inibitoria
dos PLIs ndo foram afetadas in vitro pelo estado de deglicosilacdo destas proteinas.
Estes dados sugerem que o dominio de carboidratos destes inibidores naturais nao
deve ter papel fundamental na associacdo in vitro dos PLIs com as PLA3S

(OLIVEIRA et al., 2008).

6.3. Caracterizacao estrutural dos PLIs

6.3.1. PLI do tipo «

Uma das propriedades comuns entre os PLIs do tipo a € a presenca de
dominios similares de reconhecimento de carboidrato (DRC) encontrados em
lectinas tipo-C Ca?*-dependentes, como por exemplo, a apoproteina surfactante do
pulméo, que liga os residuos do carboidrato que contém manose (INOUE et al.,
1991; OHKURA et al., 1993; LIZANO et al., 1997).

Nos receptores de manose de macrofagos, os DRCs tém um papel importante
na endocitose de glicoproteinas e no reconhecimento de residuos de manose na
superficie de microorganismo antes da fagocitose (TAYLOR et al., 1990). Estes
dominios DRCs sdo também elementos estruturais de receptores de PLA,s, sendo

encontrados nos receptores de PLA,s pancreaticas humanas do grupo | e
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secretorias do grupo Il de coelhos, ratos, bovinos e seres humanos (LAMBEAU,;
LAZDUNSKI, 1999). Portanto, acredita-se que os DRCs constituem pelo menos um
tipo de dominio envolvido com a ligacéo e inativacdo das PLA,s. As regides DRCs
entre os residuos 49 e 143, a qual inclui a Asn103 como sitio de glicosilacdo, sao
altamente conservadas (80-90%) nos oPLIs (Figura 10).

O mecanismo de acdo dos oPLIs possivelmente esta relacionado com a
regido DRC, em particular o dominio DRC5, o qual reconhece e liga-se a enzima,
deste modo impedindo a atividade enzimatica das PLA,s na membrana celular
(Figura 22) (NICOLAS; LAMBEAU; LAZDUNSKI, 1995; LIZANO et al.,, 1997;
VALENTIN; LAMBEAU, 2000).

Como dito, anteriormente, a similaridade entre estes PLIs e os receptores de
PLA,s de mamiferos poderiam explicar sua funcéo fisiologica como antitoxinas
soluveis no sangue das serpentes. Foi demonstrado que alguns receptores de PLA,s
secretadas também existem em formas solaveis faltando um dominio
transmembrana. Este receptor pode ter um papel importante na regulacdo de
atividade das PLA,s secretadas que mostram propriedades proinflamatdrias em
mamiferos (LAMBEAU; LAZDUNSKI, 1999; DUNN; BROADY, 2001).

Os dominios estruturais comuns em miotoxinas Lys49 e Asp49 poderiam ser
reconhecidos por dominios DRC do inibidor tipo a independentemente da atividade
catalitica. Portanto, a substituicdo de Lys49 por Asp49 ndo é o fator predominante
para a ligacdo destes inibidores. Esta hipétese concorda com resultados de outros
autores, que mostram que o BaMIP de B. asper e CgMIP-Il do plasma de
Cerrophidion godmani neutralizam subclasses destas miotoxinas (LIZANO et al.,

2000; ANGULDO et al., 2001). O oBjussuMIP é uma glicoproteina acida (M, [024.000

para 0 mondémero, pl 05,0, M, [0120.000 para o oligdbmero) isolada de plasma de
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Bothrops jararacussu. O seu isolamento e atividade funcional mostraram ser
similares aos inibidores tipo o de PLA,s encontrados no plasma de outras espécies
de serpentes (SOARES et al.,, 2003; OKUMURA et al., 2005; MARCUSSI et al.,

2007; OLIVEIRA et al., 2008).

Dominio de fibronectina tipo Il o
Dominio transmembrana

Dominios ricos em cisteina Dominio de Reconhecimento de Carboidrato (DRC) Dominio citoplasmatico

| I I I I
mmiry . I

. ﬂ%mw—c

1 2 3 45 (6 7 8

w Inibicdo de sPLA,

Figura 22. Representacédo estrutural do receptor tip 0 M e interacdo com as
PLA,s. O receptor tipo M é um tipo de proteina transmembrana. A regiao
extracelular contém dominios ricos em cisteina, um dominio de fibronectina tipo Il e
repeticbes de oito dominios de reconhecimento de carboidrato (DRCs). Cada um
desses DRCs é diferente e possuem somente 33% de similaridade entre si. Estudos
de estrutura e funcéo indicam que o DRC5 se liga as sPLA,s no loop de Ca*" e que
esta ligacdo produz a inibicdo da atividade catalitica das PLA;S, uma vez que
impede a ligacdo do cofator Ca?* (Adaptado de VALENTIN; LAMBEAU, 2000).

O mecanismo de acédo do aBjussuMIP € ainda desconhecido. Entretanto, os
dados do dicroismo circular sugerem que apés interacdo do complexo PLA,-PLI,
nenhuma mudanca significativa ocorra nas estruturas secundarias das proteinas

(Figura 8).
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Um modelo estrutural tridimensional foi construido baseado no modelo de
uma estrutura cristalina de uma proteina D surfactante pulmonar (1pwb_A, PSP-D,
lectinas tipo C). Este modelo observado na figura 11 demonstrou uma estrutura
similar caracteristica dos oPLIs, tal como o aGbPLI isolado do soro de serpente
Gloydius brevicaudus (OKUMURA et al., 2005). Estes autores sugerem que 0S
residuos das posi¢cdes 13-36 deste aPLI sdo cruciais para a ligacdo e inibicdo das
PLA.s. Esta regido de a-hélice é conhecida por mediar a trimerizacdo de dominios
de lectinas. Neste trabalho foi demonstrado que os residuos de 13-38 do
aBjussuMIP séo localizados também em possivel estrutura helicoidal (OLIVEIRA et

al., 2008).

6.3.2. PLI do tipo y

Os inibidores do tipo o séo totalmente distintos dos grupos de inibidores do
tipo vy, que apresentam sequéncias internas repetidas com um padrdo de residuos
de cisteinas (OHKURA et al., 1994a; b; NOBUHISA et al., 1997).

A andlise estrutural do yBjussuMIP mostrou a presenca de residuos de
Ser, Thr e Tyr como potenciais sitios de fosforilagdo, quando comparados com
outros yPLIs (Tabela 6). O yBjussuMIP apresentou o sitio de N-glicosilacdo no
residuo de aminoacido da posicdo 161. A maioria dos inibidores vy isolados de
serpentes do género Bothrops mostrou o mesmo potencial sitio para glicosilacao.
Como é conhecido a N-glicosilacdo ocorre em asparaginas especificamente no
trecho Asn-Xaa-Ser/Thr (onde Xaa € qualquer aminoacido exceto a Prolina)

(ESTEVAO-COSTA et al., 2008; SO et al., 2008; SHIRAI et al., 2009).
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Recentemente, um estudo demonstrou uma interessante comparacdo entre
yPLIs e a possibilidade de participacdo de pelo menos dois sitios de fosforilagdo na
interacdo com as PLA;s, sugerindo que estas moléculas podem ter papel adicional
nas serpentes, através da inativacdo das miotoxinas (ESTEVAO-COSTA et al.,
2008). Ha varias diferencas na estrutura primaria das PLA,;s de peconhas de
serpentes bem como na variabilidade dos PLIs, o que poderia ser importante para
garantir a eficiéncia destas moléculas como inibidores de PLA,s (ESTEVAO-COSTA
et al., 2008).

O yBjussuMIP apresenta um oligopeptideo (**QPFPGLPLSKPNGYY?*®), que
comparado a outros yPLIs  (***QPFPGLPLSRPNGYY!®), exibem sequéncias
similares ao decapeptideo P-PB.III (**’PGLPLSLQNG®), que foi sintetizado
baseando-se na estrutura primaria do yPLI isolado do plasma da serpente P.
reticulatus. Alguns autores relatam que esta regido é capaz de reconhecer as PLA,S
e consequentemente, poderia inibir suas atividades (THWIN et al., 2002; ESTEVAO-
COSTA et al., 2008).

Em 2008, seis novos yPLIs foram identificados em serpentes do género
Bothrops, e consequentemente, uma analise estrutural comparativa foi realizada,
inclusive com a espécie Bothrops jararacussu (ESTEVAO-COSTA et al., 2008), que
teve sua estrutura comparada com a sequencia do yBjussuMIP e mostrou uma

similaridade de 92% (Figura 13).

6.4. Propriedades Inibitorias dos BjussuMIPs

Através dos resultados obtidos foi possivel verificar que os inibidores do tipo a

e y foram estaveis a uma variacdo de pH de 6 a 12, mas, instaveis quando expostos
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a pHs acidos. Esta aparente instabilidade, provavelmente deve-se aos valores de pl
destes inibidores que sdo proximos aos valores de pH utilizados no experimento,
podendo ocorrer entdo uma possivel precipitacdo destas proteinas (BjussuMIPs)
(OLIVEIRA et al., 2008).

Dentre as PLA,s, as enzimas Asp49 sao consideradas enzimaticamente
ativas, tais como, a PrTX-Ill, a BthTX-Il e crotoxina B (CB), apresentando atividade
anticoagulante e hemolitica indireta, enquanto que as isoformas Lys49 podem ser
consideradas inativas sobre fosfolipidios, plasma e eritrécitos (SOARES et al.,
2000). Dessa forma foram utizadas somente as PLA,s Asp49 na avaliacdo da
inibicdo da atividade fosfolipasica indireta e anticoagulante (GUTIERREZ; OWNBY;
ODELL, 1984; MOUNIER; BON; KINI, 2001). O oBjussuMIP inibiu as atividades
enzimatica e anticoagulante das PLA,s-Asp49 (PrTX-lll e BthTX-Il), mas néo
mostrou inibicdo significativa de atividade sobre a crotoxina B. Equanto que, o
yBjussuMIP  exibiu maior inibicAo sobre todas as PLA;S-Asp49, mas
preferencialmente as botropicas (OLIVEIRA et al., 2008). Segundo Lizano et al.
(2000) € comum que inibidores do tipo a mostrem maior inibicdo sobre miotoxinas
Lys49, ao contrario do inibidor tipo y que exibe um perfil de inibicdo mais eficaz
sobre PLA,s-Asp49.

As PLAs isoladas neste trabalho induziram a formacdo de edema apos
injecdo subplantar na pata direita dos camundongos. Um provavel mecanismo de
acdo da reacdo inflamatdria induzida por estas proteinas, € que estas enzimas
hidrolisam fosfolipidios de membrana, liberando acido araquidénico, e
consequentemente induzindo a sintese de prostaglandinas, leucotrienos e
tromboxanos, envolvidos na formacao de edema (KUDO; MURAKAMI, 2002; OLIVO

et al., 2007). Considerando que a atividade edematogénica das PLA,s isoladas das
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peconhas de serpentes € muito potente com um pico maximo em 30 minutos, foi
selecionado esta leitura para avaliar a inibicdo dos PLIs, como ja realizado em
trabalhos anteriores (SOARES et al., 2003). Os resultados observados neste teste
mostram que o aBjussuMIP foi capaz de impedir principalmente as a¢des induzidas
pelas miotoxinas BthTX-I e PrTX-I. Ao contrario, o inibidor tipo y ndo foi tdo eficiente
nestas miotoxinas, mas mostrou forte inibicdo contra as PLA;s-Asp49, BthTX-Il e
PrTX-1ll, sugerindo que ambos BjussuMIPs inibem fortemente a formacgéo de edema
(OLIVEIRA et al., 2008).

No teste de miotoxicidade as PLA,s induzem uma alta liberacdo de creatina
cinase 3 h apos a injecdo intramuscular em musculo gastrocnémio de camundongos,
devido a acdo direta de miotoxinas sobre as células musculares (GUTIERREZ;
LOMONTE, 1995). O inibidor tipo o foi capaz de inibir as ac¢des induzidas pela
BthTX-I e PrTX-I, enquanto que, o tipo y mostrou maior inibicdo contra a BthTX-Il e
PrTX-1ll. Estes dados sugerem que os BjussuMIPs podem inibir a acdo direta das
miotoxinas sobre as membranas plasmaticas de células musculares (OLIVEIRA et
al., 2008), confirmando a especificidade de acdo do inibidor tipo o e y sobre
miotoxinas Lys49 e Asp49, respectivamente.

Outros trabalhos também ja demonstraram a capacidade de a e yPLIs de
iniberem as atividades edematogénica e miotdxica induzida por diferentes PLA,S
(LIZANO et al., 2000; THWIN et al., 2000; LIZANO; DOMONT; PERALES, 2003),
Soares et al. (2003) demonstraram que o BmjMIP, um inibidor do tipo «a, isolado do
plasma de serpente Bothrops moojeni, apresentou resultados de maior inibicdo
sobre as PLA;s homologas Lys49 (BthTX-I, PrTX-I e MjTX-I e Il), quando comparado

a inibicdo exercida sobre PLAzs-Asp49 (PrTX-lll e BthTX-Il). Este inibidor mostra
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92% de similaridade com o aBjussuMIP (OLIVEIRA et al., 2008), descrito neste
trabalho (Figura 10).

De acordo com Fortes-Dias et al. (1991; 1994), a crotoxina (CB) foi inibida por
um inibidor do tipo y isolado do plasma de serpente Crotalus durissus terrificus,
denominado de CNF, em experimentos in vivo. O alinhamento mdltiplo de
sequéncias destes inibidores tipo y demonstrou similaridade de 90% entre o CNF e o
yBjussuMIP.

Estas PLA,s além de serem capazes de induzir edema e destruir células
musculares, possuem também capacidade em induzir varios efeitos téxicos como a
citotoxicidade, efeito bactericida e letalidade (MUKHERJEE et al., 2008; SAMY et al.,
2008).

Nota-se que houve diferencas de efeitos dos BjussuMIPs sobre as PLA,S no
teste de citotoxicidade determinada sobre células endoteliais. O aBjussuMIP mostrou
inibicdo significativa da Asp49-BthTX-Il, mas uma maior inibicdo das Lys49-PrTX-Il e
BthTX-I. Novamente podemos observar que o yBjussuMIP foi mais ativo sobre as
PLA,s-Asp49 em relacéo a inibicdo com as PLA,s homdlogas Lys49 (OLIVEIRA et
al., 2008). De forma similar, Lizano et al. (2000) isolaram dois inibidores do plasma
de serpente Cerrophidion godmani, um denominado de CgMP-I, pertencente ao
grupo y mostrou maior inibicdo sobre uma miotoxina Asp49, e o outro inibidor do
tipo a, o CgMP-II, foi mais eficiente em neutralizar a miotoxina Lys49 em testes de
citotoxicidade.

Resultados semelhantes podem ser observados no teste de atividade
bactericida, sugerindo algum tipo de especificidade que deve ser futuramente

explorada para o melhor entendimento dos mecanismos de a¢do dos BjussuMIPs.
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A administracéo por via intraperitoneal em camundongos dos BjussuMIPs pré-
incubados com as PLA;s, mostrou inibir a letalidade induzida por essas toxinas, nao
observando quaisquer alteracdes fisicas ou comportamentais nos animais tratatados
ao longo do periodo experimental. Esta aparente auséncia de toxicidade foi
confirmada pela ndo ocorréncia de letalidade, ou outros sinais de toxicidade. Estes
resultados estdo condizentes com o0s encontrados na literatura, onde outros tipos de
PLIs foram capazes de inibir a letalidade causada pelas miotoxinas (HAINS;
BROADY, 2000; SOARES et al., 2003).

Neste estudo, além de sugerir a eficacia dos BjussuMIPs em neutralizar
diferentes tipos de PLA,s em diferentes atividades tais como edematdgenica,
miotoxica, citotOxica, bactericida e letalidade, realizamos a pré-incubacdo de
BjussuMIPs com um antiveneno comercial e a avaliacdo do efeito inibidor do soro
suplementado sobre a atividade miotoxica induzida pela peconha de Bothrops
jararacussu em camundongos.

Muitos autores descrevem que a suplementacdo do soro antiofidico com
inibidores naturais poderé potencializar a eficacia do tratamento de vitimados apos o
envenenamento com pecgonhas de serpentes (SOARES et al., 2003; LIZANO et al.,
1997; MARCUSSI et al., 2007). Foi possivel observar que ambos BjussuMIPs e o
antiveneno nao apresentam miotoxicidade quando utilizados isoladamente. A
peconha de Bothrops jararacussu induziu a maior liberacédo de creatina cinase, como
ja era esperado, e em seguida podemos observar que 0 antiveneno inibiu esta
miotoxicidade. Quando pré-incubado o antiveneno com os BjussuMIPs separados ou
juntos, estes inibidores foram capazes de potencializar a acdo neutralizante deste

antiveneno.
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Ainda nado esta totalmente claro porque razdo os BjussuMIPs exibem
um perfil inibitério contra o grupo Il de PLA,s secretdrias. A identificacdo de
inibidores naturais podera fornecer uma alternativa de tratamento para o
envenenamento por serpentes ou, uma provavel suplementacdo de soro antiofidico
com antitoxinas naturais, tais como anti-hemorraginas e anti-PLA,s podera aumentar

a capacidade de neutralizar toxinas de serpente e o0s seus efeitos prejudiciais.
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7. CONCLUSOES

O crescente interesse em inibidores de PLA;s indicam a importancia da

participacdo destas enzimas em diferentes processos fisiopatoldgicos, como por

exemplo, no envenenamento ofidico.

As compreensdes das bases bioquimicas dos resultados obtidos neste

trabalho permitem algumas conclusdes:

1.

2.

Os BjussuMIPs foram isolados do sangue da serpente Bothrops
jararacussu, por coluna de afinidade, utilizando as bothropstoxinas
acopladas a Sepharose, tratando-se de oligbmeros glicoprotéicos,

acidos de pl ~ 5.0 e 5.5 para o inibidor tipo a e y respectivamente.

A clonagem e o0 sequenciamento do cDNAs dos BjussuMIPs
demonstraram uma alta homologia com outros PLIs, fornecendo dados

para classificar os inibidores como a e y.

Os BjussuMIPs apresentaram diversas propriedades inibitérias sobre

diferentes miotoxinas em diversas atividades.

. O aBjussuMIP demonstrou maior inibicdo das PLA,s homologas Lys49

isoladas de peconhas das espécies de serpentes B. jararacussu e B.
pirajai. No entanto, € importante destacar que o inibidor do tipo o nédo foi
eficiente em neutralizar os efeitos toxicos induzidos pela PLA, Asp49
(CB) isolada de C. d. terrificus. Ao contrario do inibidor tipo o, o inibidor
do tipo y apresentou maior inibicdo das PLA,s-Asp49 isoladas das

peconhas de B. jararacussu e B. pirajai e C. d. terrificus.

Ambos inibidores também foram eficientes na potencializacdo de

neutralizacdo do antiveneno comercial no teste de miotoxicidade.
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As informacdes obtidas neste trabalho colaboram para uma melhor
compreensao da caracterizacdo bioquimica, estrutural e funcional destes inibidores
plasmaticos de serpentes, assim como, enfatizam a possibilidade do uso destes

inibidores naturais na suplementacéo da soroterapia tradicional.
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