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RESUMO

Silveira, L. B. Caracterizagéo funcional e estrutural de uma nova fosfolipase A, acida de
Bothrops moojeni. 98f. Tese de Doutorado. Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeiréo
Preto da Universidade de S&o Paulo, FCFRP-USP, Ribeir&o Preto-SP, 2011.

As fosfolipases A, (PLA2S) sdo enzimas que induzem vérios efeitos farmacolégicos e
geralmente, correspondem a maior porcentagem do conteldo protéico dos venenos de
serpentes. Desta forma, o isolamento e a caracterizagdo bioquimica, funcional e estrutural de
PLA,s poderdo gerar informagOes importantes para o melhor entendimento dos efeitos
farmacol 6gicos e de efeitos tdxicos ocasionados por estas proteinas. Através de dois métodos
cromatogréficos (troca-ibnica em CM-Sepharose e hidrofébica em Phenyl-Sepharose) foi
isolada uma isoforma de fosfolipase A, &cida presente na peconha da serpente Bothrops
moojeni, denominada de BmooPLA,. Quando submetida a eletroforese em gel de
poliacrilamida com agente desnaturante, BmooPLA, apresentou massa molar relativa de
aproximadamente 14.000. A proteina isolada, BmooPLA,, possui uma unica cadeia
polipeptidica, pl~5,2, € rica em aminoécidos hidrofébicos, &cidos e possui 14 residuos de
cisteina. Esta isoforma pH-termoestavel apresentou ata atividade fosfolipasica. A enzima
induziu edema moderado in vivo, na concentracdo de 25 pg. Além disso, a BmooPLA; foi
capaz de inibir a agregacdo plaguetéaria de modo dose dependente e induzir efeito hipotensor
nas concentragdes de 15 e 30 g . Foi realizada também a construcéo da biblioteca de cDNA
da glandula de pegonha da serpente Bothrops moojeni, onde o cDNA que codifica a proteina
BmooPLA, foi clonado e a proteina recombinante expressa em E. coli. Todos os ESTs
(Expressed Sequence Tags) foram classificados de acordo com a homologia de sua estrutura
primaria com sequéncias conhecidas. As sequencias codificando para toxinas representaram
cerca de 30% do total de sequéncias identificadas. De acordo com o transcriptoma, as toxinas
mais expressas pela serpente Bothrops moojeni séo as metaloproteases (SVMP), as quais
correspondem a aproximadamente 77% das toxinas encontradas. A proteina recombinante
apresentou a mesma sequéncia de aminoécidos, atividade fosfolipasica e efeito inibitorio
sobre plaquetas, observados para a proteina nativa BmooPLA,, sugerindo que a
recBmooPLA, foi expressa, purificada e reenovelada em sua forma ativa. Como nenhum
estudo abordou a participacdo das PLA ;s acidas de Bothrops nos processos inflamatérios e os
mecanismos envolvidos na liberacdo desses mediadores, particularmente os prostandides, as
toxinas nativa e recombinante foram avaliadas quanto a0 seu efeito sobre a resposta
inflamatoria (ensaios sobre leucdécitos in vitro), avaliando a expressdo da enzima COX-2 e
liberac8o do prostandide PGE2, além de outros mediadores como TXB4 e LTB2, ap6s a
incubacdo com macrofagos isolados, in vitro. Com estes resultados foi possivel uma melhor
compreensdo da composicao da peconha desta serpente, bem como um melhor entendimento
da participacdo das PL A,s écidas envenenamento ofidico, abrindo novas perspectivas para sua
aplicagéo biotecnol bgica.

Palavras-chave: Bothrops moojeni, inflamacéo, biblioteca de cDNA, fosfolipases A, acida,
peconha de serpente



ABSTRACT

Silveira, L. B. Functional and structural characterization of a new acidic phospholipase
A, from Bothrops moojeni. 2011. 98p. Thesis. Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de
Ribeirdo Preto — Universidade de S&o Paulo, Ribeir&o Preto, 2011.

The phospholipase A, (PLA,S) are enzymes that induce various pharmacological effects and
usually correspond to a higher percentage of the protein content of snake venoms. Thus,
isolation, biochemical, functional and structural characterization of PLA,S may generate
important information for a better understanding of the pharmacological effects and toxicity
induced by these proteins. Through two chromatographic steps (ion exchange on CM-
Sepharose and hydrophobic in Phenyl-Sepharose) an acidic phospholipase A, isoform was
isolated from the venom of the snake Bothrops moojeni and named BmooPLA,. Its
biochemical and partial functional characterization were also performed. When submitted to
electrophoresis on polyacrylamide gel with denaturing agent (SDS-PAGE), BmooPLA,
presented relative molar mass of approximately 14,000. The isolated protein, BmooPLA,, has
a single polypeptidic chain, pl ~ 5.2, isrich in hydrophobic amino acids and has 14 cysteine
residues. This pH-thermostable isoform showed high phospholipasic activity. The enzyme
induced moderate edema in vivo, at the concentration of 25 pg. In addition, BmooPLA, was
ableto inhibit platelet aggregation in a dose dependent manner and showed hypotensive effect
at different concentrations (15 and 30 ug). It was aso carried out the construction of the
cDNA library from the venom gland of the snake Bothrops moojeni, where the cDNA
encoding the protein BmooPLA, was cloned and a recombinant protein expressed in E. coli.
All ESTs (Expressed Sequence Tags) were classified according to their primary structure
homology with known sequences. The sequences coding for toxins accounted for
approximately 30% of all identified sequences. According to the transcriptome, the majority
of the toxins expressed by the snake Bothrops moojeni are metalloproteases (SVMP), which
correspond to approximately 77% of the toxins found. The recombinant protein presented the
same amino acid sequence, phospholipase activity and inhibitory effect on platelets, observed
for the native BmooPLA,, suggesting that recBmooPLA, was expressed, purified and
refolded in its active form. Since no study has addressed the involvement of acidic PLA2S
from Bothrops genus upon inflammatory processes and the mechanisms involved in the
release of such mediators, particularly prostanoids, native and recombinant toxins were
evaluated for their effects on the inflammatory response (essays on leukocytes in vitro),
evaluating the expression of COX-2 and prostanoid release of PGE2, as well as other
mediators as TXB4 and LTB2, after incubation with isolated macrophages, in vitro. With
these results it was possible to better understand the composition of the venom of this snake,
and a better understanding of the role of acidic PLA2s on the snake envenomation, opening
new perspectives for its biotechnological application.

Keywords: Bothrops moojeni, inflammation, cDNA library, phospholipases A2, snake
venom.
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1. INTRODUCAO

1.1. Envenenamento ofidico

As serpentes tém facinado a humanidade desde a antiguidade. Elas figuram entre
poucos dos seres vivos que conseguem causar uma resposta — positiva ou negativa — quando
se ouve um simples chocalho, ou mesmo se menciona a palavra “cobra”. Este interesse
provavelmente ¢ devido ao fato de sua peconha ser extremamente nociva, causando uma série
de danos ao organismo, quando em contato com o mesmo.

As serpentes usam suas pegonhas como armas ofensivas incapacitando e imobilizando
suas presas (funcdo principal), como ferramentas de defesa contra seus predadores (fungdo
secundaria) e para ajudar na digestdo. Bioquimicamente, pegonhas de serpentes sdo misturas
complexas de proteinas e polipeptideos farmacologicamente ativos. Todos eles, em conjunto,
ajudam na imobilizacao da presa. Um grande numero de toxinas protéicas foram purificadas e
caracterizadas a partir de peconhas de serpentes (RODRIGUES et al., 2007; SANTOS-FILHO
et al., 2008; BAZAA et al., 2009; FERNANDEZ et al., 2010; TEIXEIRA et al., 2011) as
quais geralmente contém de 30 a mais de 100 toxinas. Algumas dessas proteinas exibem
atividades enzimaticas, enquanto vdarias outras sdo proteinas ndo-enzimaticas, além de
peptideos. Com base em suas estruturas, elas podem ser agrupadas em um pequeno nimero de
superfamilias. Os membros em uma unica familia mostram semelhangas notaveis em suas
estruturas primaria, secunddria e terciaria, mas muitas vezes apresentam distintos efeitos
farmacologicos (KANG et al., 2011).

Dentre os acidentes por animais pegonhentos, o ofidismo ¢ o principal deles, pela sua
frequéncia e gravidade. Ocorre em todas as regides e estados brasileiros € ¢ um importante
problema de satde publica, quando ndo se institui a soroterapia de forma precoce ¢ adequada. Em
2010, no Brasil foram registrados, 29.635 acidentes por serpentes, sendo 85% ocasionados por
serpentes pegonhentas, 4% por ndo-pegonhentas e 11% por serpentes ndo identificadas.

No Brasil a maior parte dos acidentes ocorre nos meses mais quentes € chuvosos (janeiro a
maio), com uma letalidade geral em torno de 0,4%. Os valores de letalidade detectados para os
diversos tipos de acidentes assim se distribuem: botropico, 0,3%; crotalico, 1,9%; laquético, 0,9%
e elapidico, 0,3%. Em cerca de 19% dos 6bitos ndo sdo informados os géneros das serpentes
envolvidas nos acidentes. Cerca de 73% dos acidentes sdo atribuidos as serpentes do género
Bothrops ¢ 12% ao género Crotalus. Outros géneros de serpentes, como Lachesis (3%) e
Micrurus (1%) sao de ocorréncia mais rara e comportamento menos agressivo, resultando em

menor nimero de acidentes (MINISTERIO DA SAUDE, 2005).
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Do ponto de vista médico, o género Bothrops é o mais importante ja que, como citado
anteriormente, ¢ responsavel pela maioria dos acidentes ofidicos ocorridos no Brasil
anualmente. As serpentes deste género habitam preferencialmente ambientes imidos como
matas, areas cultivadas e locais de prolifera¢do de roedores, em zonas rurais. Possuem hébitos
noturnos e sio consideradas serpentes muito agressivas (FRANCA e MALAQUE, 2003).

O género Bothrops compreende cerca de 30 espécies, distribuidas por todo territorio
nacional. As espécies mais conhecidas sdo: B. atrox, encontrada no norte do Brasil; B. neuwiedi,
encontrada em todo o territorio nacional, exceto regido norte do pais; B. jararaca, distribuida na
regidao sul e sudeste; B. jararacussu, encontrada no cerrado da regido central ¢ em florestas
tropicais do sudeste, B. alternatus, distribuida ao sul do pais ¢ B. moojeni, encontrada nos estados
de Minas Gerais, Rio Grande do Sul, Santa Catarina, Parana, Sao Paulo, Rio de Janeiro, Espirito
Santo e Bahia (BARRAVIERA, 1991; JORGE ¢ RIBEIRO, 1992).

De acordo com o Ministério da Satde (2005), o acidente botropico ¢é caracterizado por
processo inflamatério no local da picada, edema intenso, equimose, dor e adenomegalia
regional que progridem ao longo do membro acometido; bolhas com conteudo seroso ou sero-
hemorrégico e, eventualmente, necrose cutidnea. Sistemicamente, ha alteracdo da coagulacao
sanguinea e sangramentos espontineos (gengivorragia, equimoses, hematomas pds-trauma e
hematuria). Pacientes acometidos por envenenamentos por serpentes deste género podem
apresentar complicagdes como: abscesso, sindrome compartimental, necrose com amputacao
e/ou sequela funcional, sangramento intenso, choque e insuficiéncia renal aguda.

Geralmente, o diagnostico clinico ¢ baseado nas manifestagdes apresentadas pelo
paciente, quando ndo ha identificagdo do animal. Na auséncia de alteragdes clinicas, o
paciente deve ser mantido em observacdo por 6 a 12 horas ap6s o acidente e, caso o quadro
permaneca inalterado, deve ser considerada a possibilidade de acidente por serpente nao-
peconhenta ou acidente por serpente peconhenta sem envenenamento (MINISTERIO DA
SAUDE, 2005).

As peconhas de serpentes sdo ricas fontes de compostos com um amplo espectro de
atividades bioldgicas e farmacologicas. Estas pegonhas sdo compostas por uma complexa
mistura de toxinas e outras substancias bioativas, sendo que, mais de 90% do seu peso seco ¢
constituido por proteinas, compreendendo grande variedade de enzimas como proteases
(metalo e serino), fosfolipases A,, L-aminoécido oxidases, esterases entre outras (VARANDA
e GIANINNI, 1999; MATSUI, FUJIMURA, TITANI, 2000; BAILEY e WILCE, 2001;
MEBS, 2001; ROBERTO et al., 2004a; CALVETE et al., 2007; AKAO et al., 2010).
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1.2. Fosfolipases A, de peconhas de ser pentes

As fosfolipases A, (PLAjs; E.C. 3.1.1.4) compreendem uma grande familia de
proteinas, as quais possuem a mesma funcdo enzimdtica e demonstram uma consideravel
homologia quanto a sequéncia de aminoacidos. Estas enzimas tém sido identificadas e
caracterizadas em tecidos de mamiferos, bem como em pegonhas de artropodes e serpentes
(SUZUKI et al., 2000; HIGUCHI et al., 2007; MAITY et al., 2007; TSAI et al., 2007;
PONCE-SOTO et al.,, 2007a; ZOUARI-KESSENTINI et al., 2009; XIN et al., 2009;
GARCIA-DENEGRI et al., 2010). As PLA;s catalisam a hidrélise de 2-sn-fosfolipideos em
acidos graxos e lisofosfolipideos, a qual estad relacionada com importantes atividades
farmacologicas, tais como efeito sobre plaquetas, neurotoxicidade, atividade anticoagulante e
miotoxicidade (OHNO et al., 2003; GUTIERREZ ¢ OWNBY, 2003; SANTOS-FILHO et al.,
2008; DE PAULA et al., 2009 ).

De acordo com a atual classifica¢do, proposta por SCHALOSKE ¢ DENNIS (2006),
essas proteinas constituem uma superfamilia de diferentes enzimas pertencentes a 15 grupos e
seus subgrupos, e incluem cinco tipos distintos de enzimas: as denominadas PLA;s secretadas
(sPLA,), as citosélicas (cPLA»), as independentes de Ca*" (iPLA,), as acetil-hidrolases de
fatores ativadores de plaquetas (PAF-AH) e as lisossomais. O sistema de classificagdo agrupa
estas enzimas considerando caracteristicas como sua origem, sequéncia de aminoacidos e
mecanismos cataliticos, entre outras.

As sPLA;s possuem Mr variando entre 13.000 e 18.000, usualmente contendo de 5 a 8
pontes dissulfeto. S3o enzimas que apresentam uma histidina no sitio ativo e requerem a
presenca do ion Ca* para a catalise. As fosfolipases A, dos grupos 1A, 1B, IIA, 1IB, 1IC, IID,
IIE, IIF, 111, V, IX, X, XIA, XIB, XII, XIII, XIV sdo representantes das sPLA;s.

As cPLA;s sdo grandes proteinas com Mr entre 61.000 e 114.000 que utilizam um
residuo de serina no sitio catalitico (grupos IVA, IVB, IVC, IVD, IVE, IVF).

As iPLA;s sdo enzimas que também utilizam uma serina para catélise (grupos VIA-1,
VIA-2, VIB, VIC, VID, VIE, VIF).

As PAF-AH sao fosfolipases A, com serina no sitio catalitico que hidrolisam o grupo
acetil da posicdo sn-2 de fatores ativadores de plaquetas (PAF), cujos grupos representantes
sdo VIIA, VIIB, VIIIA, VIIB.

As PLAjs lisossomais estdo reunidas no grupo XV e sdo enzimas com pH o6timo
proximo a 4,5, que possuem residuos de histidina e aspartato conservados sugerindo a
presenca da triade catalitica Ser/His/Asp, e também uma suposta sequéncia sinal N-terminal e

sitios de glicosilagao N-ligados.
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Com o descobrimento de uma grande variedade de fosfolipases A, na década passada
e a atual expansdo de pesquisas na area, mais PLA,s deverdo ainda ser descobertas (SIX e
DENNIS, 2000; MURAKAMI e KUDO, 2004; SCHALOSKE ¢ DENNIS, 2006).

As pegonhas de serpentes sdo ricas em PLA;s dos grupos I e II, sendo que as enzimas da
classe I sdo encontradas em serpentes das familias Elapidae e Hydrophiidae e as enzimas do
grupo II, nas familias Crotalidae e Viperidae (SCHALOSKE; DENNIS, 2006; BURKE;
DENNIS, 2009). As PLAs miotoxicas da classe IIA tém sido subdivididas em dois grupos: as
Asp49, cataliticamente ativas; e as Lys49, cataliticamente inativas. A auséncia de atividade
catalitica ndo afeta a miotoxicidade. A maioria das PLA;s das serpentes do género Bothrops ja
descritas sdo proteinas basicas, com ponto isoelétrico entre 7-10, demonstrando ou ndo atividades
catalitica, miotoxica, edematogénica e anticoagulante (GUTIERREZ e LOMONTE, 1995;
OWNBY et al., 1999; SOARES et al., 2004a,b; PONCE-SOTO et al., 2006; ABREU et al.,
2007). Por outro lado, as PLA,s &cidas presentes nas pegonhas de serpentes deste género foram
pouco estudadas e pouco se sabe sobre 0 mecanismo de agao destas enzimas (SERRANO et al.,
1999; ANDRIAO-ESCARSO et al., 2002; FULY et al., 2002; COGO et al, 2006; DE
ALBUQUERQUE MODESTO et al., 2006, RODRIGUES et al., 2007; TEIXEIRA et al., 2011).

Em geral, as PLA,s acidas de Bothrops nido apresentam efeitos toxicos diretos sobre
tecidos, mas induzem importantes efeitos farmacoldgicos como inibigdo da agregacao plaquetaria
e hipotensao arterial (SERRANO et al., 1999; ANDRIAO-ESCARSO et al., 2002; ROBERTO et
al., 2004a, b; TEIXEIRA et al., 2009; GARCIA-DENEGRI et al., 2010). Entretanto, algumas
excecOes foram descritas como: uma PLA, de Bothrops alternatus que induz hemorragia
pulmonar e necrose em células do musculo cardiaco de murinos (NISENBOM et al., 1986; 1988)
e outra recentemente isolada de Bothrops pauloenss, denominada Bp-PLA, que induz
mionecrose (RODRIGUES et al., 2007). Fuly e colaboradores demonstraram que as PLA;s acidas
da pegonha de Lachesis muta também eram capazes de induzir mionecrose e inibir a agregacao
plaquetaria (FULY et al., 1997; 2000; 2002). Estas enzimas de carater dcido ainda merecem
maiores estudos na tentativa de melhor entender a correlacdo entre estrutura, funcgao catalitica e
toxica, além de elucidar suas possiveis aplicagdes farmacologicas.

A atividade catalitica das PLA,s apresenta um papel chave em certos efeitos
farmacoldgicos como atividade sobe pressdo arterial, sobre plaquetas e miotoxicidade
(CHANG e SU, 1982; DIAZ-OREIRO e GUTIERREZ, 1997), entretanto, estudos
demonstram que certos efeitos farmacologicos sdo independentes das atividades cataliticas
destas enzimas (KINI e EVANS, 1997; PARAMO et al., 1998; SOARES et al., 2001). A

auséncia de uma estreita correlacdo entre essas duas atividades aliada a diversidade de efeitos
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bioldgicos destas proteinas, aumentam o interesse sobre quais seriam as bases estruturais para
suas fungdes bioldgicas.

Evidéncias sugerem que estas atividades podem ser mediadas por interagdes entre
PLAjs e aceptores enddgenos na membrana da célula alvo (LAMBEAU e LAZDUNSKI,
1999; HANASAKI e ARITA, 1999; VALENTIN e LAMBEAU, 2000).

O mecanismo catalitico da reagdo PLA,-fosfolipidio envolve o ataque nucleofilico de
uma molécula de 4gua na ligacdo sSn-2 do substrato fosfolipidico (Figura 1). No modelo
proposto, o proton na posi¢ao 3 do anel imidazoélico do residuo His48 envolvido em uma forte
interagdo com o grupo carboxilato do Asp99, impede que ocorra rotacdo do anel imidazolico e
mantém o nitrogénio da posi¢do 1, deste anel, em posicdo espacial apropriada. Uma molécula
de agua promove entdo o ataque nucleofilico ao carbono do grupo éster do substrato e, nesse
momento, o anel imidazdlico da His48 recebe um proton da molécula de agua, facilitando a
reagdo. Subsequentemente a hidrélise da ligacdo acil-éster na posi¢do sn-2 do fosfolipideo,
este proton ¢ doado pelo anel imidazdlico para o oxigénio, que forma entdo o grupo alcool do
lisofosfolipideo a ser liberado juntamente com o acido graxo (VERHEIJ et al., 1980; ARNI e
WARD, 1996; DE OLIVEIRA et al., 2007).

O ion Ca®", coordenado pelo residuo Asp49, uma molécula de 4dgua e os atomos de
oxigénio dos residuos Gly30, Trp31 e Gly32 (ndo ilustrados), sdo responsaveis pela

estabilizacdo do intermedidrio reativo (ARNI e WARD, 1996).

0

o JE—— -Calt .. ~CO0
/ T Asp 49

o
i / CH,-0-P-0-X
Hp

Rq4-C-0-C I
0o

Figura 1. Representagdo esquematica do mecanismo de catalise proposto para PLA,s. Interagdo dos residuos do
sitio catalitico de sPLA;s e o ion célcio com o estado de transi¢do da reacdo catalitica no qual uma molécula de
agua polarizada pelos residuos H48 e D99 se liga ao grupo carbonila do substrato (VERHEIJ et al., 1980).
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A associacdo entre a atividade catalitica e o processo patologico causado por essas
enzimas tem sido objeto de varios estudos nas ultimas décadas (MURAKAMI et al., 1997;
RODRIGUES et al., 2004; RODRIGUES et al., 2007; COSTA et al., 2008; SANTOS-FILHO
et al., 2008).

Serrano e colaboradores (1999) isolaram uma PLA, acida da pegonha de B. jararaca,
a Bj-PLA,, que induz inibicdo da agregacdo plaquetaria e apresenta um alto grau de
homologia sequencial com outras PLA,s acidas de pegonhas. Outra PLA; 4cida ndo-toxica
também foi isolada da pegonha de B. jararacussu, denominada de BthA-I-PLA, ¢
caracterizada em nivel funcional e estrutural (ANDRIAO-ESCARSO et al., 2002; ROBERTO
et al., 2004a; b; MAGRO et al., 2003; 2005).

Cogo e colaboradores (2006) purificaram, sequenciaram e analisaram estruturalmente
duas fosfolipases A, acidas miotoxicas, da pegonha da serpente B. insularis, com pls de 5,0 e
4,4 ¢ massa molar de 13.900 e 13.700 Da, respectivamente. Modesto e colaboradores (2006)
purificaram, clonaram e caracterizaram uma PLA, acida, com pl de 4,6 e massa molar de
13.600 Da da pegonha da serpente B. erythromelas, com uma potente a¢dao de inibigdo
plaquetéria e indugdo de liberagdo de prostaglandinas I, por células endoteliais.

A espécie Bothrops moojeni, de nome popular caissaca, distribui-se geograficamente
em areas restritas de formagao aberta, estendendo-se do Brasil Central até o sul do Estado do
Parana (CAMPBELL; LAMAR, 1989). A partir da peconha da serpente B. moojeni foram
isoladas: metaloproteases, serinoproteases, PLA,s miotdxicas e L-aminoacido oxidases
(IZIDORO et al., 2006; BERNARDES et al., 2008; SANT'ANA et al., 2008; SANTOS-
FILHO et al., 2008; GOMES et al., 2009). Alguns estudos com isoformas de PLA;s acidas e
basicas ja foram descritos (LOMONTE et al, 1990; SOARES et al., 1998b; 2000a;
WATANABE et al., 2005; STABELI et al., 2006; SANTOS-FILHO et al., 2008; PERCHUC
et al., 2010).

1.3. Pegonhas de ser pentes e inflamacéo

Desde a descoberta de que as PLA»s sdo enzimas chave na liberagdo de acido
araquidonico, substrato para a biossintese de diversos mediadores inflamatérios lipidicos
como prostaglandinas, prostaciclinas, tromboxano e leucotrienos (Fig. 2), o estudo dos efeitos
inflamatorios dessa classe de enzimas aumentou consideravelmente (para revisdo ver
TEIXEIRA et al., 2003b).

Pegonhas de serpentes da familia Viperidae contém PLA;s da classe I, que possuem

estreita similaridade com as PLAj,s secretadas da classe II-A, presentes em exudatos
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inflamatérios de mamiferos (KAISER et al., 1990; KINI, 1997; TEIXEIRA et al., 2009).
Contudo, estudos compreensivos a cerca da atividade dessas PLA,s no processo inflamatdrio

ainda sdo escassos.

Fosfolipidios da Membrana Celular

Outras

HETE <—— HPETE M Acido Araquidénico

S-HETE « S-HPETE Prostaglandina G* (PGG?)

l Fosfolipases (Esterdides inibem)

(quimiotaxia) 1
‘-{e“‘?"'_“:“c'_ BY «— Leucotrieno A4 (LTA4) l
quETiotaxia
: d l Prostaglandina H* (PGH?)
|
Leucotrieno C4 (LTC4) ¢ l
Vasodilatagio l Prostaciclina Tromboaxano A*
Broncoespasmo Leucotrieno D4 (LTD4) (vasodilatagio e inibe (vasoconstrigio e
Aumento da l agregacgao plaquetaria) agregacio plaquetaria)
Permeabilidade

Leucotrieno E4 (LTES) [ 1
[ PGD? PGE? PGF -1lphaJ

Vasodilatagio e
Potencializagio do edema

Figura 2. Cadeia do acido araquidonico. Imagem retirada do site http://migre.me/7EUrb

A inflama¢do ¢ um mecanismo de defesa caracterizado pelo aumento da
permeabilidade vascular, edema e migragao de leucocitos dos vasos sanguineos para o local
da inflamacdo. Durante a fase aguda da inflamagdo, os neutréfilos sdo as primeiras células a
se acumular no tecido lesionado (RYAN e MAJNO, 1977). A migracdo de leucdcitos ¢ um
processo que ocorre em diversas etapas, que ¢ caracterizado por uma interagdo inicial fraca
com o endotélio, mediada por moléculas de adesao, seguida de uma adesao firme e posterior
transmigracdo (ZAMUNER e TEIXEIRA, 2002). A fase inicial de adesdo, o rolamento dos
neutrofilos, ¢ mediada por membros da familia das secretinas (L-secretina nos neutrofilos, P-
secretina e E-secretina nas células endoteliais). Em seguida, a molécula de adesdo
intracelular-1 (ICAM-1) (CD54), que pertence a superfamilia das imunoglobulinas, se liga ao
antigeno associado a funcdo de leucécitos (LFA-1) (CD11/CD18) (SMITH et al., 1989). Esta
interagdo resulta em uma firme adesdao dos neutroéfilos ao endotélio, o que € necessario para a
migracdo transendotelial das células (CHRISTOFIDOU-SOLOMIDOU et al.,, 1997).
Finalmente, as moléculas de adesdo plaqueta-endotélio celular (PECAM-1) (CD31) sao

requeridas para a ativacdo da passagem através das juncdes endoteliais e/ou membrana basal
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(WAKELIN et al., 1996). Cada molécula de adesao esta envolvida em uma fase diferente da
migracao leucocitaria através do endotélio, e a sincronizagao das suas expressoes e funcoes ¢
essencial para o recrutamento de leucdcitos da circulacdo sanguinea para o tecido
(CROCKETTI-TORABI, 1998).

Os neutrofilos sao produzidos na medula 6ssea e permanecem pouco tempo no sangue
periférico. Possuem a capacidade de migrar para os tecidos, mediante a presenga de estimulos
quimiotaticos. Estas células desempenham um papel importante na eliminacdo de agentes
estranhos, pela fagocitose e geracdo de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio, além de
liberarem agentes hidroliticos, estocados em granulos (KASAMA et al., 1993). Ainda, os
neutréfilos sdo capazes de liberar metabolitos do acido araquidonico, como os eicosanoides e
o PAF (fator ativador de plaquetas) (SYRBU et al, 1999), expressar as enzimas
ciclooxigenases 1 e 2 (COX-1 e COX-2) e produzir citocinas, como as interleucinas 1, 6 e 8
(IL-1, IL-6 e IL-8) e o fator de necrose tumoral a (TNF-a) (NIIRO et al., 1997, MALONEY
et al., 1998).

Os prostandides sdo moléculas de natureza lipidica, sintetizados a partir de um acido
graxo essencial, que possui 20 atomos de carbono e trés, quatro ou cinco duplas ligagdes —
acido-5,8,11,14—eicosatetraenoico — denominado acido araquidonico (COREY et al., 1980).

Gerado pela hidrolise de fosfolipideos de membrana pelas PLAjs, o dacido
araquidonico ¢ rapidamente metabolizado por diversos complexos enzimaticos, que incluem
as COX, as lipoxigenases e o citocromo P4so. A acdo destas enzimas promove a sintese dos
eicosanoides, que incluem as prostaglandinas (PG) ou prostandides, os leucotrienos (LT)
(YOKOMIZO et al., 1997; SARAU et al., 1999), os acidos hidro-peréxi- (HPETE) e hidroxi-
eicosatetraendicos (HETE), os epoxidos (EET) (CHEN et al., 1999), as lipoxinas (LX)
(SERHAN; TAKANO; MADDOX, 1999) e as hepoxilinas (PACE-ASCIAK et al., 1999),
além de outros produtos que ndo sdo formados enzimaticamente (KHASELEV ¢ MURPHY,
1999).

As peconhas de serpentes do género Bothrops induzem, em geral, um quadro
fisiopatologico caracterizado por efeitos sistémicos e reagdes locais imediatas. Os efeitos
sistémicos envolvem alteragdes da coagulacdo sanguinea e¢ do sistema cardiovascular
(AMARAL et al., 1985). As reagdes locais sdo caracterizadas por hemorragia, mionecrose €
inflamacdo intensa, com edema proeminente ¢ dor (ROSENFELD, 1971; GUTIERREZ ¢
LOMONTE, 1989).

A inflamagdo local é uma caracteristica proeminente dos envenenamentos ofidicos por

serpentes do género Bothrops (OLIVO et al., 2007; TEIXEIRA et al., 2009), e seus efeitos
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ndo sio completamente combatidos com os tratamentos convencionais (GUTIERREZ et al.,
2007; ESPINO-SOLIS et al.,, 2009). Esse fendomeno ¢ multimediado e a resposta
edematogénica local, induzida pela peconha botropica, envolve a participacdo de mediadores
a e B-adrenérgicos, do fator ativador de plaquetas (PAF), da serotonina e da histamina, além
de eicosandides, derivados do acido araquidonico (TREBIEN e CALIXTO, 1989; CHAVES
et al., 1995, MOREIRA et al., 2007, 2009). A participagao de eicosandides também foi
observada no desenvolvimento da hiperalgesia induzida pelas pegonhas de B. jararaca
(TEIXEIRA et al., 1994) e de B. asper (CHACUR et al., 2001). Desse modo, um melhor
entendimento do mecanismo de ag¢do dessas PLAjs no processo inflamatério pode nos dar
importantes informacdes para melhor entender a agdo da peconha e seus constituintes e
auxiliar no desenvolvimento de possiveis formas de tratamento.

Embora as PLAjs do grupo IIA estejam presentes em niveis significativamente
elevados nos locais de inflamac¢do em doencas imunomediadas, o papel dessas enzimas na
producdo de PG em leucoécitos relacionadas com patologia inflamatoria ou nas manifestagdes
clinicas in vivo de inflamagdo ndo esta claro. Devido a sua gama de efeitos farmacologicos, as
PLA;s de pegonha de serpente constituem uma excelente ferramenta para investigar os efeitos
dessas enzimas em diferentes tipos de leucécitos, no que diz respeito a formagdo de
prostaglandinas.

As peconhas de serpentes da familia Viperidae, de forma geral, sdo mais abundantes
em PLA;s basicas com atividade miotoxica e outras atividades (GUTIERREZ; LOMONTE,
1995). Um exemplo de enzimas deste grupo ¢ a miotoxina IIT (MT-III), uma PLA, Asp49
cataliticamente ativa isolada da peconha de Bothrops asper (KAISER et al., 1990). Além da
miotoxicidade, a MT-III purificada provoca inflamacdo local dependente da producdo de
mediadores lipidicos derivados do 4cido araquidonico (AA) (LOMONTE et al., 1993;
CHAVES et al., 1998; CHACUR et al., 2003). Recentemente, foi demonstrado que a MT-III
ativa as fungdes dos macrofagos em cultura (ZULIANI et al. 2005b), induz influxo de
leucocitos e producdo de citocinas inflamatdrias, bem como mediadores lipidicos derivados
do AA, no peritoénio de camundongos (ZULIANI et al., 2005a).

No caso das PLA;s de serpentes da familia Viperidae, uma diferenga funcional foi
descrita entre um grupo de PLA;s basicas miotoxicas, presente em muitas pegonhas, que sao
miotdxicas mas ndo neurotoxicas, € que sdo capazes de interagir e lisar diferentes tipos de
células; e a crotoxina B, que ¢ uma PLA, miotdéxica e neurotdxica e com uma especificidade
mais restrita (GUTIERREZ ¢ LOMONTE, 1995; GUTIERREZ ¢ OWNBY, 2003). Moreira e

colaboradores (2008) relataram que a MT-III provocou a biossintese de PGE2 e expressao de
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COX-2 em macrofagos isolados. Além disso, os resultados mostraram que a MT-III alterou a
expressao da proteina COX-2 em neutrofilos isolados, sem alterar a expressao constitutiva de
COX-1. Embora alguns estudos tenham relatado a indugdo da expressdo de COX-2 em varios
tipos celulares, como mondcitos (HERNANDEZ et al., 2002), mastocitos (TADA et al.,
1998), macrofagos (MOREIRA et al., 2008) e fibroblastos reumatdides sinoviais humanos
(BIDGOOQOD et al., 2000), estes estudos forneceram a primeira evidéncia de que as PLA;s do
grupo IIA provenientes de peconhas de serpente, podem estimular diretamente a expressao do
mRNA de COX-2 e a expressdo dessa proteina em neutrofilos. Além disso, a MT-III induziu
uma liberagdo acentuada de AA e PGE2 por essas células. Portanto, a partir deste estudo
sugere-se que PGE2 liberada por neutrofilos ¢ um mediador critico para a permeabilidade
vascular, edema local e hiperalgesia induzida in vivo pela MT-III (CHAVES et al., 1998;
CHACUR et al., 2003).

Outra PLA, do grupo II extensamente caracterizada é a crotoxina, uma enzima
heterodimérica isolada a partir da peconha de Crotalus durissus terrificus, que exerce forte
neurotoxicidade e miotoxicidade (BON, 1997, SAMPAIO et al., 2010). A crotoxina ¢
formada por uma subunidade PLA, basica, crotoxina B, e uma subunidade menor,
enzimaticamente inativa, crotoxina A, que atua como uma chaperona potencializando a
toxicidade da crotoxina B (CB) (HABERMANN e BREITHAUPT, 1978; BON et al., 1989;
BON, 1997). Apesar de ter menor toxicidade que a crotoxina, a CB também exerce atividade
neurotoxica ¢ miotoxica (KOUYOUMDIJIAN et al., 1986; SOARES et al., 2001;
GUTIERREZ et al., 2008). A crotoxina provoca lesdes inflamatorias e eventos anti-
inflamatérios, dependendo do modelo experimental utilizado (CAMARA et al., 2003;
SAMPAIO et al., 2005). Estudos in vitro demonstraram que a CB induz a liberagdo de
mediadores lipidicos derivados do AA em macrofagos isolados, que foram associados com
seus efeitos anti-inflamatéorios (SAMPAIO et al., 2006).

Apesar do papel bem conhecido dos mediadores lipidicos derivados do AA em
processos fisioldgicos e patologicos, os mecanismos responsaveis pela producdo de
prostandides induzida pelas PLA>s de pegonhas tem sido pouco estudados. Além disso, uma
vez que a interacao entre certas PLA,s e a COX resultam na produgdo de prostaglandinas nos
locais de inflamagdo, ¢ importante estudar como essas PLA;s produzem prostaglandinas e

seus possiveis papéis na regulacdo da COX.
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1.4. Protedbmica e gendmica de peconhas de ser pentes

O campo da protedmica de pegonhas de serpentes tem sido estudado desde os
primeiros ensaios bioquimicos, onde foi descoberto que estas peconhas sdo compostas de uma
complexa mistura de substincias bioativas, em sua maioria proteinas. Apenas com o
ressurgimento da eletroforese bidimensional em gel de poliacrilamida (“2D PAGE”) e os
recentes desenvolvimentos nas técnicas de espectrometria de massa para a identificacdo e
caracterizagdo de proteinas, juntamente com o transcriptoma das glandulas de peconha, foi
que os campos da protedmica e gendmica de pegonhas animais se desenvolveram e nos
forneceram importantes informacgdes sobre a ‘“vendmica” (composi¢do das toxinas de
peconhas) (FOX et al., 2006).

A andlise de misturas altamente complexas de proteinas, como o proteoma de
peconhas de serpentes, geralmente requer o uso de métodos de separacdo multidimensionais.
Técnicas protedmicas tém sido utilizadas para estudar a estrutura, funcdo e controle dos
sistemas bioldgicos e processos através da analise sistematica e quantitativa de diversas
propriedades das proteinas. Identidade, abundancia, estrutura e atividade de proteinas
expressas sdo alguns dos fatores analisados utilizando as técnicas de protedmica (PENG e
GYGI, 2001).

O desenvolvimento de novos tratamentos para acidentes ofidicos ¢ de grande
importincia para a populagdo e a caracterizacdo bioquimica dos pegonhas de serpentes ¢
essencial, pois o tratamento do acidente depende da composicdo da pegonha. Além do que,
estudos anteriores demonstraram que alguns componentes das pegonhas de serpentes possuem
um grande potencial no tratamento de varias condic¢des fisiopatoldgicas. Enzimas do pegonhas
de cobra (Naja sp.) mostraram promissores resultados no tratamento e prevencdo dos males
de Parkinson e Alzheimer (BARKER et al., 2000; ZHAO; YEH; NARAHASHI, 2001), ¢ as
peconhas das serpentes da familia das Viperidae tém demonstrado atividade anti-tumoral
(MARCINKIEWICZ et al., 2003). Consequentemente a elucida¢ao de perfis protedmicos
especificos de peconhas de serpentes podem ter uma vasta implica¢do na medicina.

Diversos estudos t€ém descrito a analise de peconhas de serpentes utilizando técnicas
de protedomica (RIOUX et al., 1998; PIMENTA et al., 2001; FRY et al., 2003; NAWARAK et
al., 2003), tanto na caracterizagdo de peconhas brutas ( JUAREZ; SANZ; CALVETE, 2004;
BAZA et al., 2005; YANES et al., 2007, CALVETE; MARCINKIEWICZ; SANZ, 2007)
quanto de proteinas isoladas (LI et al., 2004; SERRANO et al., 2005).

A andlise de sequéncias alvo expressas (ESTs) ¢ um eficiente meio para a descoberta

de genes, padrdes de expressao (ADAMS et al., 1991; AZAM et al., 1996; JUNQUEIRA-DE-
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AZEVEDO; HO, 2002) e desenvolvimento de recursos uteis para o estudo da gendmica
funcional. Além disso, a classificagdao e analise do perfil de genes da glandula de peconha de
serpentes ¢ um requisito essencial para a producdo de moléculas recombinantes, necessarias
para a elucidacdo dos possiveis mecanismos de acdo destas toxinas e descobrir seus
antagonistas (ROBERTO et al., 2004; CARDOSO et al., 2011)

A existéncia, em uma mesma pe¢onha, de uma diversidade de isoformas de proteinas
em uma mesma familia, diferindo umas das outras em seus efeitos farmacologicos, reflete
uma duplicacdo génica e uma acelerada evolugdo Darwiniana (MOURA-DA-SILVA;
THEAKSTON; CRAMPTON, 1996; DESHIMARU et al., 1996; MENEZ, 2002; TANI et al.,
2002; CALVETE et al., 2003). O fato de que membros da mesma familia de proteinas
mostram uma notavel semelhanca estrutural, mas divergem em seus alvos biolégicos, fazem
delas valiosas ferramentas biotecnoldgicas para o estudo de processos fisiologicos. Estas
moléculas representam desafios interessantes para a elucidacdo da correlagdo estrutura-
fun¢do, podendo levar a construgdo de novas drogas de uso clinico, tanto no tratamento de
alguma doenga, como em envenenamentos severos.

Cidade et al. (2006) relataram um estudo onde foram geradas e analisadas 2318
sequéncias alvo expressas (ESTs) de uma biblioteca de ¢cDNA da glandula de pegonha da
serpente Bothrops jararaca na tentativa de descrever seu conteudo protéico. Transcriptomas
semelhantes tém sido realizados com outras serpentes, como B. insularis (JUNQUEIRA-DE-
AZEVEDO e HO, 2002), Bitis gabonica (FRANCISCHETTI et al., 2004), B. jararacussu
(KASHIMA et al.,, 2004), Lachesis muta (JUNQUEIRA DE AZEVEDO et al., 2006),
Deinagkistrodon acutus (ZHANG et al., 2006), Philodryas olfersii (CHING et al., 2006), B.
atrox (NEIVA et al., 2009) e B. alternatus (CARDOSO et al., 2011). Este tipo de estudo ¢
uma Otima fonte de informagao sobre a composicdo das pegonhas, eventualmente levando a
descoberta de novas toxinas.

Através da construcdo de bibliotecas gendmicas tém-se estudado a composi¢cdo de
diversas peconhas, bem como de algumas proteinas isoladas como, por exemplo, o fator de
crescimento vascular endotelial e lectinas tipo C da pegonha de B. insularis (JUNQUEIRA
DE AZEVEDO et al., 2001; GUIMARAES-GOMES et al., 2004), fator de crescimento neural
de B. jararacussu (KASHIMA et al., 2002), fosfolipases A, da peconha de B. jararacussu
(ROBERTO et al., 2004a,b), além da oportunidade de se encontrarem novas toxinas (JIANG
etal., 2011),

Uma base de dados de ESTs pode ser utilizada como uma referéncia auxiliar nos

estudos de protedmica levando a uma facil e rapida identificagdo das proteinas (MATHESIUS
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et al., 2001; CARDOSO et al., 2011) e, consequentemente, a uma possivel utilizacdo dessas
proteinas, ou parte delas, como futuras drogas no tratamento de acidentes ofidicos, ou no
tratamento de algumas patologias como, por exemplo, hipertensdo arterial e cancer.
Considerando que nenhum estudo abordou de forma completa as toxinas que
compdem a pegonha da Viperidae B. moojeni, a construgdo e analise de uma biblioteca de

cDNA ¢ fundamental para compreender as bases moleculares e funcionais desses compostos.



2. Opjetivos
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral
Este trabalho buscou caracterizar estrutural e funcionalmente uma fosfolipase A, acida
isolada da peconha de Bothrops moojeni, assim como realizar a clonagem ¢ expressdo desta

enzima recombinante, comparando-a com a isoforma nativa.

2.2. Objetivos especificos
2.2.1. Isolamento e caracteriza¢do bioquimica parcial da PLA; 4cida da pegonha de B.
moojeni (utilizando técnicas cromatograficas de troca idnica, intera¢do hidrofébica e HPLC;
eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE), espectrometria de massa, focalizagao
isoelétrica e sequénciamento N-terminal);
2.2.2. Clonagem e expressao da PLA, acida de B. moojeni (expressio em E. coli,
redobramento e purificagdo da enzima recombinante);
2.2.3. Caracterizagdo funcional comparativa das PLA;s 4cidas nativa e recombinante.
2.2.3.1. Determinacao das atividades enzimatica;
2.2.3.2. Determinagdo da atividade edematogénica;
2.2.3.3. Efeitos sobre a inflamagao:
2.2.3.3.1. Estudo dos efeitos in vitro das PLA,s sobre a expressdo de
mediadores inflamatorios por macrofagos peritoneais.
a) Obten¢do de macrofagos peritoneais de camundongos;
b) Determinagdo da citotoxicidade das PLA,s sobre macrofagos;
d) Analise da expressdo protéica de COX-2 por Western blot;
e) Purifica¢do e quantificacdo de eicosandides.
2.2.4. Caracterizagao estrutural (cristalografia e modelagem molecular).

2.2.3. Analise da sequéncia por homologia.
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3. ANIMAIS, MATERIAISE METODOS

3.1. Reagenteseresinas

Os reagentes Acil 6:0 NBD-fosfolipidios, NBD-fosfatidilcolina (PC), NBD-
fosfatidilglicerol (PG), NBD-fosfatidiletanolamina (PE) e acido fosfatidico (PA) foram
adquiridos de Avanti Polar Inc., Alabastro, AL, EUA. Resinas CM-Sepharose e¢ Phenyl-
Sepharose foram adquiridas da Amersham Biosciences, Uppsala, Suécia. Todos os outros

reagentes utilizados foram de grau analitico.

3.2. Animais

Camundongos Swiss machos, pesando entre 18-25 g, bem como um exemplar da
serpente Bothrops moojeni foram fornecidos pelo Biotério Central da Universidade de Sdo
Paulo (USP), campus de Ribeirdo Preto-SP. Os cuidados com os animais foram realizados de
acordo com as orientacdes do Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal (COBEA) e o
projeto foi aprovado pelo Comité de FEtica em Utilizagio de Animais (CEUA) da
Universidade de Sao Paulo, sob o n°07.1.515.53.0 (ANEXO I) e Instituto Brasileiro do meio
ambiente - 11781 - 1/11-11-2007.

3.3. Peconha de B. moojeni

A peconha da serpente Bothrops moojeni foi adquirida do Serpentario Bioagents, em
Batatais-SP, sob responsabilidade da bidloga Alexandra Jardim Sandrin. Apds a coleta, a
peconha foi imediatamente dessecada a vacuo em temperatura ambiente e conservada a -20°C

até o momento do uso.

3.4. Isolamento da isofor ma acida de fosfolipase A, da pegonha bruta de B. moojeni

Um pool da pegonha bruta de Bothrops moojeni (300 mg) foi dissolvida em 2,0 mL de
tampao bicarbonato de amoénio 0,05 M pH 8,0, centrifugada a 10.000xg por 10 min em
temperatura ambiente. O sobrenadante foi aplicado a uma coluna (2 x 20 cm) contendo CM-
Sepharose (Sigma Chem. Co.), sendo as amostras eluidas com um gradiente linear de
concentragdo do mesmo tampao de 0,05 a 1,0 M. Fra¢des de 3,0 mL/tubo foram coletadas
num fluxo de 20 mL/h a temperatura ambiente em um coletor de fracdes GradFrac

(Pharmacia Biotech), e lidas em espectrofotdometro ThermoSpectronic (Genesys).
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A fracdo resultante da cromatografia de troca idnica com atividade fosfolipasica,
denominada M-Ib, foi ressuspendida em tampao Tris-HCI 0,05 M, pH 8,5 ¢ 4 M de NaCl e
aplicada em coluna (0,6 x 10 cm) contendo Phenyl-Sepharose (Sigma Chem. Co.),
previamente preparada e equilibrada a temperatura ambiente com o mesmo tampdo. As
amostras foram coletadas a 3,0 mL/tubo, num fluxo de 20 mL/h, com gradiente decrescente
de NaCl (4-0 M) em tampao Tris-HCI 0,01 M, pH 8,5 e, em seguida H,O destilada. A
absorbancia de cada fracdo foi acompanhada em 280 nm em espectrofotdmetro
ThermoSpectronic (Genesys). Em seguida um grafico foi construido, usando o programa
Originlab, sendo as amostras delimitadas, reunidas em “pools”, testadas para atividade

fosfolipésica, liofilizadas e armazenadas a -20°C até o momento do uso.

3.5. Caracterizacdo Bioquimica da Fosfolipase A2

3.5.1. Eletroforese em gel de poliacrilamida com agentes desnatur antes

Foi realizada segundo metodologia descrita por Laemmli (1970), com modificag¢des
conforme descrito a seguir. O gel de separacao de poliacrilamida a 12% (m/v) (bis-acrilamida:
acrilamida 1:19, m/m) foi preparado em tampao Tris-HCI1 0,5 M, pH 8,8 ¢ SDS 1%. O gel de
empacotamento de poliacrilamida a 6% foi preparado em tampao Tris-HC1 0,5 M, pH 6,8 e
SDS 0,1%. Amostras de proteina ou pegonha bruta foram dissolvidas em tampao fosfato em
salina (PBS), acrescidas de 4 pL de tampao para amostras, Tris-HCI 0,5 M, pH 6,5 contendo
azul de bromofenol (0,01%) e SDS (2%) e submetidas a fervura a 100°C por 4 minutos. As
amostras da proteina acida isolada foram preparadas na presenca ou auséncia de [-
mercaptoetanol, que foi adicionado ao tampao de amostra a 3,5%.

Apos a corrida eletroforética, realizada a 95 V e 15 mA, o gel foi corado por 10
minutos com Coomassie brilliant blue (G-250) 0,2% (p/v) dissolvido em agua: metanol: acido
acético (40: 50: 10, v/v) e descorado em acido acético 10%. O padrao de peso molecular
utilizado (Sigma Chem Co.) ¢ composto pelas seguintes proteinas: albumina bovina (66.000
Da), ovoalbumina (45.000 Da), gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase de musculo de coelho
(36.000 Da), anidrase carbdnica bovina (29.000 Da), tripsinogénio de pancreas bovino
(24.000 Da), inibidor de tripsina de soja (20.100 Da) e o-lactalbumina de leite bovino (14.200
Da).
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3.5.2. Focalizagéo | soelétrica

O ponto isoelétrico (pl) da proteina isolada foi determinado por focalizagao isoelétrica,
segundo o método descrito por Vesterberg (1972) e realizado no laboratorio da Profa. Dra.
Eliane Candiani Arantes, FCFRP-USP, Ribeirdo Preto, SP. 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 amoénio. A
polimerizacdo do gel foi realizada em placa de vidro de 12 x 14 cm com espessura de 0,14
cm. O gel foi colocado sobre uma placa refrigerada ligada a um banho a temperatura de 8°C.
Cinco tiras de papel Whatman nimero 3 sobrepostas foram utilizadas para conectar o gel e os
eletrodos, sendo o catodo embebido em uma solu¢do de NaOH 1 M ¢ o anodo em acido
fosforico 1 M. A fonte de alta voltagem foi ajustada para valores de 100 V, 40 mA e entdo
realizada uma pré-focalizagdo por 30 minutos. Pedacos de papel da LKB de 1,0 x 0,5 cm
foram embebidos nas amostras e colocados sobre o gel, sendo retirados ap6s 30 minutos de
focalizacdo em 250 V e 40 mA. A focalizacao prosseguiu por mais 2 horas a 750V e 40 a

2mA, e por 1 hora e 20 minutos em 1500V e 5 a OmA.

3.5.3. Andlise datoxinaisolada por cromatogr afia liquida de alta eficiéncia e SDS-PAGE

As fracdes obtidas foram analisadas quanto a pureza por SDS-PAGE e tiveram
também avaliadas a sua atividade enzimatica, sendo selecionada a fragao de interesse. A
fragdo contendo a proteina de interesse (Pico 7), foi liofilizada. Em seguida, 1 mg foi
dissolvida em 500 pL de solugdo contendo 5% (v/v) acetonitrila e 1% (v/v) éacido
trifluoracético (TFA), homogeneizada e centrifugada a 480xg por 2 minutos, sendo
posteriormente submetida a uma cromatografia liquida de alta eficiéncia, utilizando coluna de

fase reversa C-18 (2,0 x 250 mm) (GE Healthcare).

3.5.4. Espectrometria de massa

Fracdes de RP-HPLC liofilizadas contendo a proteina foram suspensas em TFA 0,1%.
Volumes de 1 uL da amostra foram misturados a uma solu¢ao matriz de 2% de 4cido a-ciano-
4-hidroxi cindmico contendo 70% (v/v) acetonitrila e 0,03% (v/v) TFA. A massa média da
proteina foi obtida em sistema MALDI-TOF, modelo Microflex LRF MALDI-TOF (Bruker,
Bremen, Alemanha), operado em modo linear usando os picos de tripsinogénio (23982Da) e
ProteinA (22307 Da) para calibracdao externa. O algoritmo para detec¢do de picos utilizados
foi centroide e os espectros de massa obtidos foram submetidos a uma subtracdo automatica

de linha de base. Experimento realizado pelo Prof. Dr. Saulo Luis da Silva (UFSJ).
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3.5.5. Sequenciamento daregido N-terminal

O sequenciamento N-terminal foi realizado por degradacao de Edman, utilizando-se
um sequenciador automdatico PPSQ-33A (Shimadzu) conforme metodologia previamente
descrita (RODRIGUES et al., 2007). Os aminoacidos feniltioidantoina derivados (PTH-
aminoacidos) foram identificados por comparagdo com os tempos de retengdo dos 20 PTH-
aminoacidos padrao. A sequéncia obtida foi comparada com as sequéncias de outras proteinas
relacionadas na base de dados SWISS-PROT/TREMBL usando o programa BLAST FASTA
(http://blast.ncbi.nlm.nih. gov/ Blast.cgi) e outros programas. O sequenciamento foi realizado

no laboratorio da Profa. Dra. Eliane Candiani Arantes, FCFRP-USP, Ribeirdo Preto, SP.

3.5.6. Deter minacdo quantitativa de proteinas
As dosagens de proteinas em solu¢des contendo 0,05 a 2,0 mg/mL foram realizadas
pelo método do microbiureto, conforme descrito por Itzhaki e Gill (1964). A reta padrao foi

construida utilizando soroalbumina bovina como proteina padrao.

3.6. Caracterizacdo Funcional da Fosfolipase A,

3.6.1. Modificacdo quimica da BmooPL A,

Aproximadamente 3,0 mg da enzima, foram dissolvidos em 1,0 mL de tampao
bicarbonato de aménio 0,1 M, pH 8,0, 0,7 mM EDTA. Adicionaram-se 150 pL de uma solugdo
de 0,8 mg/mL de brometo de p-bromofenacila (BPB) em etanol, incubando-se a temperatura
ambiente por 24 horas (SOARES et al., 2000a). Apos esta incubacao, o excesso do reativo foi
retirado utilizando um sistema de ultrafiltragdo (AMICON-YM3), através de sucessivas lavagens
com tampao AMBIC 0,05 M, pH 8,0. A amostra de proteina modificada foi entdo liofilizada e

submetida aos ensaios de hemolise indireta e atividade sobre a pressdo arterial

3.6.2. Atividade hemolitica indireta

A atividade fosfolipasica foi testada pelo método de hemolise radial indireta, realizado
em placas, como descrito por Gutiérrez et al. (1988), substituindo a agarose por agar. O
experimento consiste na elaboracao de um gel (CaCl, 0,01 M; gema de ovo 1:3 v/v; PBS
(solugdo salina tamponada em fosfato), pH 7,2; eritrocitos 1:3 (v/v) PBS; agar bacteriologico
1%; azida de s6dio 0,005%, sendo o volume final completado com PBS e o meio vertido em
placas em temperatura de 45-50°C. Apods a solidificagdo do gel, foram feitos orificios de

tamanho uniforme (aproximadamente 0,5 cm de didmetro) e aplicaram-se as amostras a um
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volume final de 40 pL de peconha ou PLA, diluidas em PBS com diferentes concentragdes
(0,05, 0,5, 1,5 e 3 pg).

Os géis contendo as amostras foram incubados em estufa a 37°C por 12 horas. A
formacao de halo translucido ao redor do orificio no gel foi um indicativo de atividade, sendo
entdo os halos medidos em milimetros para a quantificacdo da atividade fosfolipasica. O
sangue utilizado durante os testes foi imediatamente diluido em tampao PBS (30 mL) e as
células lavadas 3 vezes, também com o tampdo PBS, com centrifugacdes de 400xg por 10
minutos, para volumes aproximados de 10 mL de sangue. Apds as centrifugagdes, o plasma
foi desprezado e os eritrocitos utilizados na composicao do gel.

A dose hemolitica indireta minima (DheM) foi considerada como a quantidade de enzima
(ng) responsavel pela formac¢do de um halo de aproximadamente 10 mm de diametro. Apds a
determinacdo da dose hemolitica indireta minima, foram realizados ensaios de caracterizagdo

enzimatica diversificando varidveis como pH e temperatura (Gutiérrez et al., 1988).

3.6.3. Atividade enzimatica sobr e lipideos fluor escentes

Lipidios fluorescentes em pd [fosfatidilcolina (PC), fosfatidilglicerol (PG), écido
fosfatidico (PA) e fosfatidiletanolamina (PE)] foram reconstituidos em 100 pL de cloroférmio
100%, distribuidos em tubos de vidro e, em seguida, secos sobre um baixo fluxo de N2. Os
lipidios secos foram entdo dissolvidos em 150 mM de NacCl, sonicados quatro vezes a 4°C em
intervalos de 1min até a obtengdo de uma solug¢do limpida. Uma solucdo estoque de lipidios
de 1 mg/mL foi entdo preparada e utilizada nos testes. A atividade fosfolipasica da enzima foi
avaliada por intensidade de fluorescéncia, utilizando-se como substrato acil-NBD. Os testes
foram realizados com um volume final de 3,0 mL em espectrometro de fluorescéncia (Hitachi
F450) a temperatura ambiente.

A excitacdo e emissdo de comprimento de onda foram ajustadas para 460 nm e 543
nm, respectivamente. A reacdo padrdo continha Tris-HCI 50 mM, CaCl, 1 mM, pH 7,5. Uma
leitura prévia no tempo de 2 min foi realizada com todos os componentes exceto com a
enzima. A atividade enzimatica foi entdo iniciada através da adigdo da PLA, acida e uma
segunda leitura, ap6s 12 min, foi realizada. Para corrigir tragos de contaminagdes indesejaveis
nas amostras, o tempo inicial de leitura foi subtraido da leitura da amostra contendo a PLA,
antes da analise dos resultados. Quando necessario, a mudanc¢a ocorrida na intensidade da
fluorescéncia foi convertida para nmoles de produto por minuto (nmoles/min) utilizando uma
curva de calibragdo, preparada hidrolisando-se completamente uma solugdo de substrato

através do tratamento com hidroxido de s6dio (RODRIGUES et al., 2007). Esta atividade foi
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realizada em colaboragdo com o Prof. Dr. André L. Fuly, Universidade Federal Fluminense,

UFF, Niteroi, RJ.

3.6.4. Inducéo de edema

Grupos de 5 camundongos Swiss machos (18-22 g) foram injetados, via intradérmica
(i.d) na regido subplantar da pata direita, com 50 pL de solugdes contendo 25 pg da PLA;
dissolvida em PBS. A determinagdo da espessura das patas foi realizada antes da inoculagao
das amostras (tempo Oh), e em seguida a inje¢do das amostras. Foi realizada a mensuragao das
patas em diferentes intervalos de tempo (30min, 1h e 3h). Os valores inicialmente obtidos no
tempo Oh foram subtraidos aos valores obtidos nos diferentes tempos apos as injegdes. O
aumento da area da pata dos camundongos foi medido com um paquimetro de baixa pressao
0,01 mm (Mytutoyo, Japao) e expresso em porcentagem direta de edema induzido (SOARES
et al., 2000a).

3.6.5. Efeitos sobre plaquetas

Plasma rico em plaquetas (PRP) foi preparado a partir de sangue de coelho citratado,
centrifugado (380Xg/12 min) a temperatura ambiente. A agregacdo plaquetaria foi medida
turbidimetricamente usando um agregoémetro (Chrono-Log Corporation). Os ensaios foram
feitos a 37°C usando 200 pL de PRP e apds pré-incubacdo de 2 min com diferentes
concentracdes da enzima na presenca de calcio (ANDRIAO-ESCARSO et al., 2002; FULY et
al., 2004). Para a realizagdo dos experimentos, foram adicionados os indutores de agregagao
plaquetaria ADP e colageno. Este experimento foi realizado em colaboragao com o Prof. Dr.

André L. Fuly, Universidade Federal Fluminense, UFF, Niteroi, RJ.

3.6.6. Atividade Hipotensora

Um sistema de monitoramento de pressdo ndo-invasivo (CODA®, Kent Scientific
Corporation) foi utilizado para avaliar a atividade hipotensora de BmooPLA, nativa e
recombinante em grupos de cinco camundongos (18-20 g). A pressdo sanguinea foi
determinada antes (tempo 0) e apds 5, 10, 15 e 20 min da injec¢do intravenosa de 15 ¢ 30 ug da
enzima nativa, recombinante ¢ modificada com BPB, dissolvidas em 100 pL. de PBS. Um
grupo controle negativo recebeu apenas 100 uL. de PBS. Este experimento foi realizado em
colaboragdo com o Prof. Dr. Bruno Lomonte, Instituto Clodomiro Picado, Universidad de

Costa Rica, UCR, San José, Costa Rica.
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3.6.7. Atividade miotoxica

Grupos de 6 camundongos machos Swiss (18-22 g) foram injetados via intramuscular
(i.m) no musculo gastrocnémio direito com 100 pg da proteina isolada, dissolvidos em 50 pL.
de PBS. Os controles negativos receberam somente PBS. Trés horas depois, o sangue dos
camundongos foi coletado, por pequeno corte na extremidade da cauda, em capilares
heparinizados e imediatamente centrifugados por 20 min a 1.530xg. 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 4gua destilada, por 3 min a 37°C,
através de leituras em espectrofotdometro a 340 nm. A variagdo em absorbancia ¢ diretamente
proporcional a atividade da enzima creatina cinase. A atividade foi expressa em
unidades/litro. Uma unidade consiste no resultado da fosforilagdo de um nanomol (nmol) de

creatina por minuto (SOARES et al., 2000a).

3.6.8. Atividade anticoagulante

A atividade anticoagulante foi realizada de acordo com o método previamente descrito
(ALVARADO e GUTIERREZ, 1988), utilizando plasma humano citratado. A enzima (25 pg)
foi previamente incubada com 200 pl. de plasma citratado, por 1 a 10 min, a 37°C.
Posteriormente, foram adicionados 25 pL de solucdo de cloreto de célcio (0,25mM) e
cronometrado o tempo de coagulacdo em minutos. O valor foi calculado com base na
quantidade minima de enzima capaz de tornar o plasma incoaguldvel (dose anticoagulante
minima), considerando o tempo maximo de 45 minutos para tal classificagdo. Os controles
foram realizados adicionando-se 25 pL de solucao de cloreto de calcio (0,25 mM) a 200 pL
de plasma citratado.

Para a realizagdo do teste foi utilizado plasma humano cedido pelo Hemocentro de

Ribeirao Preto-SP.

3.6.9. Efeitos in vitro das fosfolipases A, sobre a expressdo de mediador es inflamatorios
por macr 6fagos peritoneais

Obtencdo de macr6fagos peritoneais de camundongos. Os macrofagos foram obtidos
da cavidade peritoneal, 96 horas apds a inje¢do i.p. de 1,0 mL de solugdo estéril de
tioglicolato a 4%. Para a coleta de células, os animais foram sacrificados por exposi¢do a
atmosfera de CO,, e a cavidade peritoneal lavada com 2 mL de salina (PBS) /10 UI/mL de
heparina. O lavado peritoneal foi centrifugado (200xg 6 minutos) ¢ o sobrenadante

descartado. As células foram lavadas por 2 vezes com solucdo fisioldgica apirogénica e
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ressuspendidas em meio de cultura RPMI. A seguir, foi feita a contagem total das células e o
volume foi ajustado de acordo com a necessidade de cada ensaio.

Ensaio para a determinacéo da viabilidade celular - Analise da liberagdo da lactato
desidrogenase (LDH): A atividade enzimatica da LDH, presente no meio de cultura, foi
tomada como pardmetro da viabilidade celular. Para tanto, 2x10° células/pogo foram aderidas
em micro placas de 96 pocos e incubadas com as PLA;s, nas concentragdes de 6,3; e 12,6
mg/mL ou TRITON X-100 0,1% (controle positivo), diluidos em meio de cultura RPMI ou
meio de cultura RPMI somente (controle negativo), por 6 e 24 horas. Apos este periodo de
tempo, o sobrenadante foi retirado e centrifugado a 200 xg por 10 min e 30 puL do
sobrenadante foram adicionados a outra micro placa de cultura de 96 pogos, acompanhados da
adicdo de 170 pL do substrato, em tampao fosfato, contendo: NaCl 200 mM, NADH 0,2 mM,
piruvato 1,6 mM/poco. A seguir, foi realizada a leitura da densidade optica (D.O.) a 340 nm
no intervalo de tempo de 0 ¢ 10 minutos. Os resultados foram extrapolados pelo decréscimo
da D.O. resultante da oxidacdo do NADH, na presenca de piruvato, em relagao ao tempo zero
e expressos em mmoles de NADH/minuto.

Analise da expressao protéica de COX-2 por Western blot: Para analise da expressao
protéica de COXs, 1x10° macrofagos foram colocados para aderir em placas de cultura de
fundo chato de 24 pogos por 20 minutos. A seguir, os pogos foram lavados com salina e os
macrofagos aderidos foram incubados com as enzimas nativa e recombinante, em periodos de
1, 3, 6 e 24 h. Ao final de cada periodo de incubagdo, o precipitado celular foi utilizado para
analise da expressao protéica de ciclooxigenases.

Os macrofagos aderidos foram lisados com 100 pL de tampao de amostra (LAEMMLI,
1970) (SDS 20%; glicerina; B-mercaptoetanol 1M; tampao Tris 0,5 M pH 6,8; 21 Azul de
bromofenol a 0,1%) e fervidas a 100°C por 10 minutos. As proteinas contidas em quantidades de
15 UL de amostra foram separadas por eletroforese em gel de poliacrilamida a 10% (SDS-PAGE).
Para tanto, foi aplicada uma voltagem constante de 150 V. Posteriormente, as bandas protéicas
foram transferidas, em sistema tamponado, para uma membrana de nitrocelulose (GE Healthcare),
com uma voltagem de 100 V, durante 90 minutos, a 4°C.

Os sitios inespecificos, da membrana de nitrocelulose, foram bloqueados por uma solugao
contendo leite desnatado a 5% em TTBS/ 10% Tween-20, pH 7.4, durante 1 hora. Para a detecgao
de COX-2, as membranas foram incubadas com anticorpo monoclonal anti-COX-2 (Cayman)
(1:2000 v/v) durante 1 hora. Em seguida, foi adicionado um segundo anticorpo, conjugado a
peroxidase, para a deteccdo de COX-2 (anti-IgG de camundongo (anti-IgG de coelho (GE

Healthcare), 1:2000 v/v), durante 1 hora. Para o controle do western blot as membranas foram



Materiais € Métodos | 26

incubadas também com anticorpo monoclonal anti-B-actina (Sigma) na dilui¢ao de 1:2000 (v/v), e
anticorpo anti-IgG de camundongo (GE Healthcare) na dilui¢ao de 1:2000.

As bandas imunorreativas para a isoforma de COX-2 foram reveladas por
quimiluminescéncia, com solugdo de luminol (GE Healthcare), ¢ em seguida, reveladas em
filme (GE Heathcare) em camara escura. A intensidade das bandas foi determinada por
densitometria (Bio Rad Laboratories).

Purificacdo e quantificacdo de eicosanodides: As concentragdes de LTB,, TXB, € de
PGE, foram determinadas através de ensaio imunoenzimatico especifico (PRADELLES et al.,
1985), a partir do sobrenadante dos lavados peritoneais coletados. Depois da adicdo do
substrato colorimétrico, as absorbancias foram lidas a 412 nm em micro leitor e a

concentragdo de eicosanoides estimada por uma curva padrao.

3.7. Caracterizacdo Molecular da Fosfolipase A,

3.7.1. Construcao da biblioteca de cDNA da serpente B. moojeni e selecdo do gene de
interesse

Um exemplar da serpente B. moojeni foi cedido pelo Biotério Geral da Faculdade de
Medicina de Ribierdao Preto e sacrificado por decapitagdo. As glandulas de pegonha foram
retiradas 3 dias apds extragdo da peconha, quando o processo de transcricdo estd estimulado.
Ap0s retirados, o par de glandulas foi imediatamente homogeneizado em nitrogénio liquido e
o RNA total (RNAt) foi extraido pelo método do TrizolTM LS (Invitrogen) (BOLDRINI-
FRANCA et al., 2009). O RNA poli A+ (RNAm) foi purificado por meio do kit
PolyATtract® (Promega) de acordo com as especifica¢des do frabicante ¢ 3 pg desse RNAm
foi utilizado para a constru¢do da biblioteca de cDNA, utilizando-se o kit CloneMiner™
cDNA Library Construction (Invitrogen). A primeira e segunda fita do cDNA foram
sintetizadas de acordo com as especificacdes do fabricante e o fracionamento do cDNA foi
realizado por exclusdo em 1 mL de resina Sephacryl S-500 (Invitrogen). As fragdes eluidas
foram agrupadas até que 300 ng de cDNA fossem obtidos. 100 ng de cDNA foram utilizados
para construgdo do plasmidio direcional e um total de 6,9x10° CFU/mL foram obtidos. As
colonias foram plaqueadas e as culturas permanentes foram, em seguida, preparadas em
placas de 96 pocos e incubadas overnight em meio LB (50 pg/mL de kanamicina), para entdo
realizar a extracdo do DNA por lise alcalina (SAMBROOK et al., 1989). Depois da
quantificag¢do, 300 ng de DNA, correspondente a uma unica colonia, foi utilizado como molde

para a reacdo de sequenciamento, utilizando o kit DYEnamic ET Dye Terminator (GE
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Healthcare, UK) e primer universal M13 forward, de acordo com as especificagdes do
fabricante. Os produtos amplificados foram sequenciados em sequenciador automatico
MEGA-BACE 1000 (GE Healthcare, UK). Estes experimentos foram desenvolvidos no
laboratorio de Biologia Molecular da Universidade Federal de Sao Carlos sob a

responsabilidade do Prof. Dr. Flavio Henrique Silva.

3.7.2. Expressao da fosfolipase A, recombinante

A busca de sequéncias de cDNAs que codifiquem para PLA;s acidas dentro do banco
foi prioritaria, e uma vez identificados e selecionados a clonagem completa de seu cDNA foi
realizada. Esta clonagem foi realizada com a utilizacdo do kit Topo (contendo plasmideos
cortados nos sitios de BamHI ¢ Ndel, prontos para receber o inserto de cDNA), para a
constru¢do do vetor recombinante e sua inser¢do em bactérias competentes. As colonias de
bactérias recombinantes analisadas que obtiveram o cDNA da PLA; acida de interesse foram
utilizadas no sequenciamento automatizado. Os oligonucleotideos (primers) foram
desenhados de forma que, apds a amplificagdo, a sequéncia do cDNA contivesse nas suas
extremidades 5’ e 3’ os sitios de restricdo para as enzimas Nde-l ¢ BamH-I, respectivamente
(PLA-1: 5’ cgcatatgagcctgtggcaattcgggaag 3’ e PLA-2: 5° gcggatccttagcatggcetetgacttctee 3°).

A expressao e a purificagdo da enzima recombinante foi realizada seguindo protocolos
experimentais previamente descritos (WARD et al., 2001; ROBERTO et al., 2004), com
algumas modifica¢des. Os estudos de expressdo foram realizados com células Escherichia
coli BL21(DE3) pLysS transformadas com os plasmideos recombinantes derivados do vetor
pET-21a. A expressao inicial foi realizada inoculando-se uma colénia dos clones em 50 mL
de meio de cultura LB liquido contendo cloranfenicol e ampicilina (50 pg/mL), sob agitacdo a
37°C, sendo a proliferagdo monitorada pela medida da absorbancia a 600 nm. Quando a
cultura atingiu de 0,8-1,0 UAbs foi adicionado o IPTG na concentracdo de 1 mM. Controles
nao induzidos por IPTG foram realizados nas mesmas condigdes experimentais descritas
anteriormente.

Apo6s o tempo de inducdo, 1 mL do meio de cultura foi centrifugado (6.000xg por 5
min a temperatura ambiente) e o sedimento lavado com solugdo contendo Tris-HCl 50 mM
pH 7,8, EDTA 10 mM, uréia 0,5 M e Triton X-100 0,5%. O sedimento contendo os corpos de
inclusdo foi ressuspenso em 150 pL de dgua MilliQ estéril e 15 pL deste foi analisado em
SDS-PAGE a 12% como previamente descrito no item 3.5.1. O restante do meio de cultura
foi centrifugado por 30 min a 6.000xg e as células contendo os corpos de inclusdo foram

armazenadas a -80°C.
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3.7.3. Purificacdo e redobramento da proteina recombinante

Extracdo e purificacdo da PLA, dos corpos de inclusdo: Os sedimentos de células
induzidas contendo a proteina recombinante foram submetidos a duas etapas de sonicacdo em
tampao Tris-HCI 50 mM pH 7,8, contendo EDTA 10 mM, uréia 0,5 M e Triton X-100 0,5%,
seguida de centrifugagdo (4.500xg por 15 min). O homogenato foi distribuido em tubos de 2
mL, submetidos novamente a centrifugacao (4.000 xg por 5 min) e o sedimento tratado com
1,5 mL de tampao Tris-HCI 50 mM pH 7,8 contendo 3 M de uréia por 30 min a 37°C. As
amostras foram centrifugadas a 20.000 Xg por 5 min, e o sedimento ressuspenso em 500 pL.
do tampao de modificagdo (contendo 300 pL de dissdédio-2-nitro-5(tiossulfo)-benzoato +
tiocianato de guanidina), incubado por 1 h a temperatura ambiente. A amostra foi aplicada em
uma coluna (1,5 x 3 cm) de exclusdo molecular BioGel P6 (BioRad), previamente equilibrada
com tampao Tris-HCI 50 mM, pH 7,8, sendo a elui¢do realizada com tampao Tris-HCI 20
mM pH 7,8 + 2M de hidrocloreto de guanidina (WARD et al., 2001; ROBERTO et al., 2004).
O monitoramento foi realizado pela absorbancia em 280 nm e as fragdes foram coletadas e
reunidas para o redobramento da proteina recombinante de interesse.

Redobramento e Purificagéo da PLA; recombinante: O redobramento da recBmooPLA,
foi realizado na mesma coluna de BioGel P6 anteriormente descrita, equilibrada com tampao Tris-
HCI 20 mM pH 7.8, contendo 0,3 M de hidrocloreto de guanidina, 6 mM de cisteina € 3 mM de
cistina. Apds aplicacao da amostra de interesse, a coluna foi mantida por aproximadamente 16 h
a temperatura ambiente e, em seguida, a proteina foi eluida com 10 mL de tampao Tris-HCI 50
mM, pH 7,8 contendo 0,3 M de hidrocloreto de guanidina. As amostras coletadas foram diluidas
em 5 mL de tampao Tris-HCl 50 mM pH 7,8, contendo 0,3 M de hidrocloreto de guanidina, 6
mM de cisteina e 3 mM de cistina e mantidas a temperatura ambiente com agitacdo moderada
durante 48 h para permitir a renaturacdo da proteina de interesse. Finalmente, a amostra foi
aplicada em coluna de fase reversa C18 (4,6 x 250 mm) em cromatografo liquido de alta
eficiéncia (Shimadzu), equipado com detector UV, previamente equilibrada com 10% da solugdo
B (0,09% de TFA em 80% de acetonitrila) € 90% da solu¢ao A (0,1% de TFA), em fluxo de 1,0
mL/minuto. Os picos coletados foram concentrados e secos a vacuo. O perfil cromatografico da
enzima nativa, BmooPLA,, isolada diretamente do pegonha de B. moojeni, foi obtido nas mesmas
condi¢des experimentais e utilizado como padrdo de comparacdo com a proteina recombinante
(WARD et al., 2001; ROBERTO et al., 2004). Todos os experimentos de expressao da proteina

recombinante foram realizados pelo laboratdrio do Prof. Dr. Saulo Luis da Silva (UFSJ).
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3.8. Caracterizagdo Estrutural da Fosfolipase A,

3.8.1. Alinhamento multiplo

O alinhamento multiplo foi realizado entre a sequéncia da BmooPLA; e das outras
moléculas homodlogas depositadas no banco de dados estrutural [NCBI BLAST / FASTA:
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov)], ultizando o programa Clustal W1.8.

3.8.2. Modelagem molecular

A sequéncia de aminoacidos deduzida a partir do cDNA da BmooPLA, foi modelada
pela comparagdo com a estrutura cristalografica da BthA-I-PLA, acida de Bothrops
jararacussu (MAGRO et al., 2004; 2005), e apresentada na forma RIBBON.

A figura de representacdo esquematica do modelo protéico construido por homologia
foi gerada pelo programa PyMol (DELANO, 2002), enquanto que a figura do diagrama de
Ramachandran foi gerada pelo programa PROCHECK (LASKOWSKI, 1993). A modelagem
foi realizada pela Prof. Dra. Daniela Priscila Marchi Salvador, da Universidade Federal da

Paraiba.

3.8.3. Cristalografia

Os estudos parciais de cristalizagdo foram realizados em colaboracdo com o Prof. Dr.
Marcos Roberto M. Fontes (UNESP-Botucatu-SP), utilizando o método de Difusdo de Vapor,
sistema “hanging drop”. Nessa técnica, uma gota de 2 a 10 pL da amostra de enzima foi
misturada com o mesmo volume da solucdo de cristalizacdo (geralmente tampao, sal e
precipitante) e colocada em uma laminula siliconizada. A laminula foi entdo invertida e selada
com graxa de silicone sob um reservatério contendo de 500 a 1000 pL de solugdo de
cristalizagdo. A diferenca de concentracdo entre a gota e o reservatorio fez com que o sistema

atingisse o equilibrio por difusdo, levando a formagao de cristais (BERGFORS, 1999).

3.9. Analise dos resultados

Os dados obtidos foram analisados estatisticamente, sendo expressos os resultados
pela média +/- desvio padrdo (SD). A andlise estatistica foi realizada por ANOVA e/ou teste
t-estudant e os niveis de significancia considerados dentro do intervalo de confianga 0,1 <p <

0,05, utilizando o software Prism GraphPad (GraphPad Software, USA)
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4. RESULTADOS

4.1. Isolamento e caracterizacdo bioguimica da PLA, é&cida isolada da pegonha de B.
moojeni

A peconha total da serpente Bothrops moojeni, submetida a cromatografia de troca
ionica em resina de CM-Sepharose, resultou em dez fragdes, designadas M-Ia, M-Ib, M-Ila,
M-IIb, M-III, M-IV, M-V, M-VI, M-VII ¢ M-VIII (Fig. 3A). O pico M-Ib (Fig. 3B)
liofilizado, correspondente a fragcdo dcida com maior atividade fosfolipasica, foi submetido a
cromatografia de hidrofobicidade em resina Phenyl-Sepharose 6 Fast Flow (Fig. 3C),
obtendo-se a fosfolipase A, acida na fracdo eluida com agua, que foi denominada de
BmooPLA,. A BmooPLA, isolada, apresentou alto grau de pureza em focalizagao isolelétrica,
SDS-PAGE (Fig. 4A) e espectrometria de massa (Fig. 4B), demonstrando uma massa molar
de 13.601 Da e ponto isoelétrico de aproximadamente 5,2 (Fig. 4C).
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Figura 3. Isolamento da PLA, 4cida da pegonha de B. moojeni. (A) Fracionamento de 300 mg da
pegonha de B. moojeni em cromatografia de troca idnica em CM-Sepharose equilibrada em tampao
bicarbonato de amoénio 0,05 M, pH 8,0 eluida com gradiente linear de concentracdo do tampao até 1,0
M, a temperatura ambiente. (B) Ampliagao da regido selecionada da cromatografia em CM Sepharose.
(C) Fracionamento da fracdo M-Ib (60 mg) em cromatografia hidrofébica em Phenyl-Sepharose
equilibrada em tampao Tris-HCI 50 mM, pH 8,5, contendo 4 M de NaCl, eluida com gradiente inverso
de concentragdo de NaCl (4 a 0 M), seguida de eluigdo com agua.
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Figura 4. Caracterizacdo bioquimica da PLA,; acida de B. moojeni (A) SDS-PAGE a 12% na presenca
e auséncia de agentes redutores, sendo (1) peconha de Bothrops moojeni (30pg) na presenga de agente
redutor (2) pegonha de B. moojeni (30ug) sem agente redutor; (3) BmooPLA, (10ug) na presenga de
agente redutor; (4) BmooPLA, (10ug) sem agente redutor; (5) Padrdo de peso molecular 14, 21, 24,
29, 34, 45 e 66kDa. (B) Espectrometria de massa da BmooPLA, (massa molar de 13.601 Da); (C)

Focalizagao Isoelétrica da BmooPLA,.
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A atividade fosfolipasica foi testada pelo método de hemolise radial indireta (Fig. SA),
demonstrando que a enzima BmooPLA, possui uma DHeM de 1,0 = 0,2 ug. Para os demais
testes de avaliagdo da atividade em funcdo da temperatura e pH foi utilizado 1DHeM, nos
quais a enzima demonstrou pH e termo-estabilidade, mesmo em condi¢des extremas (Fig. 5B
e 5C). Foi considerado como 100% a atividade fosfolipasica da pegconha bruta.

A Tabela 1 mostra algumas das atividades da BmooPLA; (25 png) onde a mesma foi
capaz de induzir 68% de edema. Resultado similar ao obtido com a enzima acida BthA-I-
PLA; (63%) e diferente do edema induzido pela PLA, basica BthTX-II (93,8%), ambas
isoladas da pegonha de Bothrops jararacussu. A BmooPLA, ndo apresentou atividade

miotoxica, diferentemente da PLA, bésica que demonstrou alta miotoxicidade.

Tabela 1. Atividades farmacologicas induzidas pelas isoformas de PLA;s isoladas das pegonhas de B.
moojeni ¢ B. jararacussu.

Enzimas Atividade Anti-coagulante®  Edema® (%) Atividade Miotéxica®
(ng/200pL plasma) (U/L)
BmooPLA, 0.18 68.0 418,4 +35,8
BthA-I-PLA; 0.18 63.0 419,2 + 30,9
BthTX-I1 0.06 93.8 3.210,8 £265,6
PBS - 9.5 406,0 + 25,6

3 Expressa a quantidade de enzima capaz de tornar o plasma incoagulavel (> 45min); ® Expressa o aumento da area
da pata do camundongo injetada com 25 ug de enzima apds 30 min.; ¢ Determinada pela dosagem de CK no plasma
de camundongos injetados com 100 pg de enzima.
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Figura 5. Caracterizacdo enzimatica da fosfolipase A, acida isolada de peconha de serpente B.
moojeni. A atividade fosfolipasica foi avaliada pelo método de hemodlise radial indireta. Os géis
contendo as amostras foram mantidos em estufa a 37°C por 12 horas. Os halos foram medidos em
centimetros para a quantificacdo da atividade fosfolipasica. (A) Atividade fosfolipasica; (B) Atividade
fosfolipasica em diferentes pHs; (C) Atividade fosfolipasica em diferentes temperaturas. Resultados
expressos pela média = SD (n=3). Para o grafico A, 100% de atividade PL A, foi considerado como a
DHeM da pegonha bruta de B. moojeni, Para os graficos B ¢ C 100% de atividade PLA, foi
considerado como a atividade da DHeM da BmooPLA,.
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Os residuos de aminoacidos da regido N-terminal da BmooPLA; foram sequenciados e
entdo comparados com a mesma regido protéica de outras fosfolipases A; acidas de pegonhas
de serpentes (Fig. 6). As sequéncias N-terminal das PLA;s analisadas foram obtidas do banco
de dados do NCBI, de proteinas com sequéncias previamente determinadas e depositadas, e

mostraram similaridade com a BmooPLA,.

BmooP LA,
BinTX-I (Bothrops insularis)

BJ-PLAZ (Bothrops jararaca)
BEhTX-II (Bothrops jararacussu)
BthA-I1-PLAZ (Bothrops jararacussu)
BE-I-PLAZ (Bothrops erythromelas)
Bothrops pictus PLA;

NLWOFEMLIMKIAKT SGFLFYSSYGCYCGWGGHG
NLWOQFGKMMNYVMGOSVVYEYFYYGCYCGWGGIG

DLWQFGOMMNDVMREYVVFNYLYYGCYCGWGGIG
SLWQFGKMINYVMGESGVLOYLSYGCYCGLGGQG
SLWQFGKMINYVMGESGVLOYLSYGCYCGLGGQG
SLVQFETLIMKIAGRSGVWYYGSYGCYCGSGGQG
SLVQFETLIMKIAKRSGVWEYGS YGCFCGSGGQG

SLVOQFET LIMEKVAKKESGMOWYSNYGCYCGWGGQG
NLVQFELLIMEVAKRSGLLSYSAYGCYCGWGGHG
NLYQFGEMINQKTGNFGLLSYVYYGCYCGWGGKG

DLWQFGKMILKETGKLPFPYYVT YGCYCGVGGRG

A e o * FAx ok k * &k &

Agkistrodon h. pallas acidic PLA;
Crotalus v. viridis acidic PLA,;

Daboia r. siamensis acidic PLA,
PrT¥-111 (Bothrops pirajai)

Figura 6. Alinhamento da regido N-terminal de BmooPLA, com outras fosfolipases A, de pegonhas
de serpentes. BthTX-II basica (Bothrops jararacussu, gi 37928232), BinTX-I acidica (Bothrops
insularis, gi 26006832), BE-I-PLA, acidica (Bothrops erythromelas, gi 86450426), PLA, acidica
(Bothrops pictus, gi 23396779), PLA, acidica (Agkistrodon halys pallas, gi 28948589), PLA, acidica
(Crotalus v. viridis, gi 28893822), PLA, acidica (Daboia russellii siamensis, gi 71912209), BJ-PLA,
acidica (Bothrops jararaca, gi 3914258), BthA-I-PLA, acidica (Bothrops jararacussu, gi 25140377) e
PrTX-III basica (Bothrops pirajai, gi 16974919). O alinhamento foi realizado utilizando o programa
Clustal W 1.8. Os residuos idénticos estdo marcados com um “*”,
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A BmooPLA, apresentou atividade inibitoria dose-dependente sobre a agregacao
plaquetaria em ambos os experimentos, utilizando como indutores de agregacdo o ADP e o
colageno (Fig. 7A). Quando injetada intra-venosamente, a BmooPLA, causou uma imediata
diminui¢do na pressdo sanguinea (Fig. 7B), sendo o efeito mais intenso observado nos
primeiros 5 min apds a injecao, tanto para a menor quanto para a maior dose testada. O efeito

hipotensor foi completamente abolido apods incubagdo da toxina com BPB (Fig. 7B).
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Figura 7. Inibi¢do de agregagdo plaquetaria e efeito hipotensor da BmooPLA, (A) Inibi¢do de
agregacdo plaquetaria induzida pela BmooPLA, isolada de Bothrops moojeni na presenca de ADP (o)
ou colageno (e). A atividade da enzima foi avaliada sobre plasma rico em plaquetas (PRP). O efeito
inibitério da PLA, na agregacao plaquetaria foi expresso como a diferenga em percentual da resposta
maxima obtida na presenga da PLA, em comparagdo com o valor obtido no controle. (B) Efeito
hipotensor da BmooPLA,; e efeito da modificagdo quimica da toxina com BPB. A pressdo arterial
média de ratos foi registradas antes (0 min) e depois (5, 10, 15 e 20 min) da injeg@o ( i.v.) da enzima
(15 e 30 nug) ou PBS, em condi¢des idénticas. Resultados expressos pela média = SD (n=5), * P <
0,05.
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4.2. Construcdo da biblioteca de cDNA da glandula de pegonha da serpente Bothrops
moojeni e expressao da enzima recombinante

Foram obtidas 394 ESTs adequadas para analise. Essas sequéncias foram entdo
clusterizadas e classificadas utilizando o software dCAS (GUO et al., 2009). De um total de
360 clusters, 23 foram identificados como toxinas, sendo os demais, identificados como
proteinas celulares ou desconhecidas. Os clusters foram agrupados de acordo com o tipo de
proteina: metaloproteases, serinoproteases, fosfolipases A,, fatores de crescimento, peptideos
potenciadores de bradicinina, L-aminoacido oxidases (LAAO) e lectina tipo C.

A figura 8 mostra a porcentagem de cada grupo de toxina com relagdo ao nimero total
de sequencias obtidas. As metaloproteases foram as toxinas mais abundantes encontradas na
biblioteca, perfazendo um total de 77%. Os peptideos potenciadores de bradicinina (BPP)
correponderam a 9%, seguidos das serinoproteases, com 7%; LAAOs, com 3%, PLA;s, 2% e
Lectinas tipo C e fator de crescimento vascular, ambos com 1%.

A sequéncia completa do cDNA da PLA,; acida de B. moojeni contendo 414 pares de

bases codifica para uma proteina madura de 138 aminoécidos (Fig. 9).

« Metaloproteases
« Serinoproteases
« PLA2

« BPP

« LAAO
Lectinatipo C
VEGF

Figura 8. Analise da Biblioteca de cDNA da glandula de peconha da serpente Bothrops moojeni.
Proporgoes relativas de cada grupo de toxinas. Resultados expressos em %.
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Figura 9. Sequéncia completa do cDNA que codifica para a BmooPLA,. A regido sublinhada
corresponde a regido N-terminal da proteina madura. A regido inicial corresponde ao peptideo sinal.

A expressao da recBmooPLA, foi eficiente, como demonstrado pela SDS-PAGE, apds
indugdo por IPTG (Fig. 10A). A purificagdo de BmooPLA, recombinante foi realizada por
cromatografia liquida de alta eficiéncia em coluna de fase reversa (RP-HPLC), demonstrando
um perfil cromatografico e eletroforético similiar ao da proteina nativa (Fig. 10B e 10C).

Para constatar a funcionalidade da enzima recombinante, algumas atividades foram
realizadas. No teste de hidrolise de fosfolipidios fluorescentes (Fig. 11A) verificou-se que o
substrato NBD-PC foi o mais favoravel para acdo catalitica das enzimas, quando comparado
com os demais fosfolipidios (NBD-PE, NBD-PA e NBD-PQG).

Ambas as enzimas, nativa e recombinante, apresentaram atividade inibitoria sobre a
agregacao plaquetaria de maneira dose-dependente, utilizando como indutor de agregacao o

ADP (Fig. 11B) e atividade hipotensora in vivo (Fig. 11C).
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Figura 10. (A) Analise eletroforética em SDS-PAGE da proteina do corpo de inclusao (pETP-21)
induzida por IPTG 1,0 mM. 1- BmooPLA, acida nativa (10 pg); 2- Extrato de células transformadas e
induzidas com IPTG; 3- ndo induzidas. (B) Purificacdo da proteina recombinante através de RP-
HPLC. Estao ilustradas as curvas de amostras das proteinas nativa e recombinante de BmooPLA,
submetidas a gradiente crescente de acetonitrila. (C) SDS-PAGE das proteinas purificadas. 1. Padrdo
de massa molar 14, 21, 24, 29, 34, 45 ¢ 66 kDa; 2- BmooPLA, recombinante (10 pg); 3- BmooPLA,
nativa (20 pg).
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Figura 11. Efeito da BmooPLA, nativa e recombinante sobre (A) hidrdlise de substratos
fluorescentes (NBD-fosfolipideos), (B) agregacdo plaquetéria induzida por ADP (10mM) e (C)
efeito hipotensor. (A) A hidrélise de NBD-fosfolipideos pela BmooPLA, nativa ou recombinante (15
pg/mL). Barras 1 (NBD-PC), Barras 2 (NBD-PG), Barras 3 (NBD-PA) e Barras 4 (NBD-PE), depois
de 4 min. de reagdo a temperatura ambiente. (B) BmooPLA; nativa ou recombinante (0-40 ug/mL) foi
pré incubada a 37°C, sob agitag@o por 2 minutos, em seguida a agrega¢ao foi induzida por 10 mM/mL
de ADP. A agregagdo maxima foi atingida em 6 minutos apds a adi¢@o de colageno e comparados com
os valores obtidos na presenca das PLA,. Os resultados foram apresentados pela média = SD (n = 4)
de dois experimentos individuais. (C) A pressio arterial média de ratos foi registrada antes (0 min) e
depois (5, 10, 15 e 20 min), da injecdo ( i.v.) das enzimas (15 e 30 pg) ou PBS, em condigdes
idénticas. Resultados expressos pela média = SD (n=5).* P < 0,05 em relagdo ao controle.
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4.3. M ecanismo de inflamac&o induzida pela BmooPL A,

A concentragdo de PGE2, TXB2 e LTB4 na cavidade peritoneal dos camundongos, foi
avaliada no sobrenadante do lavado peritoneal coletado, apds 6 e 24 horas da incubacgdo da
toxina ou salina apirogénica (Controle) com as células (Figs. 12A, 12B e 12C). A escolha da
dose da toxina (12,6 mg/kg) foi baseada em dados da literatura (ZAMUNER et al., 2001).

A concentragdo das PLA;s empregada foi previamente testada quanto a citotoxicidade,
pela andlise da atividade de lactato desidrogenase (LDH). Em periodos de até 24 h, esta
concentragdo nao alterou de modo significativo (p > 0,05) a viabilidade celular (> 90%
células viaveis) (Figs. 13A e B).

A Figura 11A mostra que a inje¢do i.p. de BmooPLA, causou aumento significativo (p
< 0,05) da concentragdo da PGD2 no periodo de 6 horas, com aumento percentual médio de
378%, para a proteina nativa e 531% para a proteina recombinante, em comparagdo aos
controles. No tempo de 24 horas, a liberagdo induzida pela proteina nativa teve um
decréscimo de 145%, enquanto que a proteina recombinante aumentou ainda mais a
quantidade de PGE,, chegando a 619%, em relacdo ao controle (p > 0,05).

Para a TXB, (Fig 12B) observou-se um aumento de 25% com a proteina nativa e 48%
com a recombinante, no tempo de 6 horas, e 5% (nativa) e 48% (recombinante) em 24 horas,
todos em relacdo aos controles. Quanto a liberagao de LTB4 (Fig. 12C), para o tempo de 6h, a
proteina nativa ndo induziu liberacdo, j4 a proteina recombinante provocou um aumento de
118%. No tempo de 24 horas nao houve diferenca significativa entre os grupos (p < 0,05).

A expressao da COX-2 foi analisada em macrofagos peritoneais residentes, isolados e
incubados em suspensdo, com as proteinas, nativa e recombinante, ou apenas em meio de
cultura (RPMI) (Controle), por 1, 3, e 24 horas. As figuras 14A, 14B e 14C demonstram as
bandas imunoreativas para COX-2, obtidas em células controles ou incubadas com as
proteinas, nativa ou recombinante. Como mostra a Figura 14B, para a proteina nativa nao
houve aumento significativo das intensidades das bandas de COX-2 em nenhum dos periodos,
em relagdo aos controles (p < 0,05). Ja para a proteina recombinante, observou-se um

aumento significativo tanto para 3 quanto para para 24 horas (p < 0,05).



Resultados | 43

Il Cortrde 6h A

PGE2 (pg/mL)
TXB2 (pg/mL)

Amostras Amostras

yo!
|( M= Cortrole 6n G

LTB4 (pg/mL)

Amostras

Figura 12. (A) Efeito da BmooPL A, nativa e recombinante na expressdo de PGE,, (B) TXB; e
L TB,4. Os animais receberam injecao i.p. das proteinas nativa ou recombinante (12,6 mg/kg) ou salina
apirogénica (0,9%) (Controle). As concentragdes de PGE, (A), TXB, (B) e LTB, (C) foram avaliadas
por EIA em lavados peritoneais coletados 6 ¢ 24 horas apds as inje¢des. Os dados representam a média
+ E.P.M. de 4-5 animais. * p < 0,05, em relacdo aos controles. # p < 0,05 em relagdo a proteina nativa.
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Figura 13. Efeito dastoxinas nativa (A) e recombinante (B) na viabilidade de célulasem cultura.
2x10° células/pogo foram aderidas em micro placas de 96 pogos e incubadas com as PLA,s, nas
concentragdes de 6,3 ¢ 12,6 mg/mL ou TRITON X-100 0,1% por 6 e 24 horas, a 37 °C e 5% de CO,.
A viabilidade celular dos macréfagos foi avaliada pelo ensaio da atividade da LDH, ndo havendo
diferenga significativa entre as amostras e o controle (p > 0,05). Cada dado representa a média +
E.P.M. de 3-5 experimentos independentes, realizados em triplicata.



Resultados | 45

COX-2

B-actina -actina

COX-2

B-actina

Controle  Nativa Recombinante

1.2
I Controle 1h D
I BrrooPLA_ 1h
|| N recBmooPLA, 1h *
[ Controle 3h
[ BrmooPLA, 3h
_— I recBmooPLA, 3h
N @ 5| mmcooe 2
X = I BmooPLA, 24h
8 ‘m B recBmooPLA, 24h #
= *
@
s e
o ]
wg W
S
5
Q - —
x =
w3

Amostras

Figura 14. Efeito da BmooPL A, nativa e recombinante na expressdo de COX-2 por macr 6fagos
peritoneais. Macrofagos peritoneais foram coletados 1, 3, e 24 h apds a injegdo i.p. da toxina nativa
ou recombinante (12,6 mg/kg) ou salina apirogénica (Controle). As células foram lisadas ¢ submetidas
ao western blot: Quantificagdo, por densitometria, das bandas de COX-2, normalizadas a partir das
bandas de B-actina nos tempos de (A) 1 hora, (B) 3 horas e (C) 24 horas. (D) Western blot com
anticorpo  monoclonal anti-COX-2 (1:2500) e anticorpo monoclonal anti-B-actina (1:2000),
representativo de amostras de homogenatos de macrofagos peritoneais de camundongo (n=3). * p <
0,05, em relagdo aos controles. # p < 0,05 em relagdo a BmooPLA, 3 h.
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4.4. Caracterizagdo estrutural

4.4.1 Alinhamento multiplo

O multiplo alinhamento entre a estrutura primaria da BmooPLA,, obtida por
sequenciamento do seu cDNA, ¢ estruturas de outras PLA, acidas de Bothrops depositadas no
banco de dados estrutural (NCBI BLAST / FASTA: (http:/www.ncbi.nlm.nih.gov)) foi gerado
usando o programa CLUSTAL W 1.8. A analise do alinhamento multiplo demonstra uma elevada
similaridade estrutural entre as PLA;s acidas botropicas. Todas estas proteinas apresentam regides
conservadas caracteristicas das PLAs, incluindo os residuos do sitio catalitico, em vermelho
(His48, Asp49, Tyr52 e Asp99), a regido N-terminal (12 residuos iniciais) e o sitio ligante de célcio,
em azul (Tyr28, Gly30 e Gly32), além dos 14 residuos de cisteina (em laranja), responsaveis pela
formacao das 7 pontes de dissulfeto (Fig. 15). O sistema de numeragao dos residuos supracitados

foi proposto por Renetseder et al. (1985).
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Figura 15. Multiplo alinhamento de sequéncias de BmooPLA, e outras PLA,s de peconhas de
serpentes. BinTX-1 (Bothrops insularis, gi 26006832), BJ-PLA, (B. jararaca, gi 3914258),
BaspPLA,-1II (B. asper, gi 292630844), BinTX-II (B. insularis, gi 158518414), BpirPLA,-I (B. pirajai,
gi 258676481), BthA-I-PLA, (B. jararacussu, gi 25140377), Bp-PLA, (B. neuwiedi pauloensis, gi
261362120), BE-I-PLA, (B. erythromelas, gi 86450426) ¢ BmooTX-1 (B. moojeni, SANTOS-FILHO,
comunicacdo pessoal, 2011).
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4.4.2. Modelagem tedrica por homologia

A proteina BmooPLA, por ter sua estrutura primaria determinada nos possibilitou
predizer um modelo tridimensional por modelagem tedrica, por homologia. O modelo tedrico
desta PLA, 4cida foi gerado pelo método de satisfagdo de restricdes espaciais utilizando o
programa Modeller 9v7 (SALI; BLUNDELL, 1993). Os modelos foram preditos na auséncia
do ion Ca”" (forma apo das enzimas).

Cinco modelos tedricos foram gerados. O programa Modeller 9v7 ndo aplica somente
restrigdes espaciais baseadas em homologia ao modelo. Um campo de forg¢a para controlar a
estereoquimica apropriada também foi aplicado para que a estrutura do modelo tedrico nao
violasse as regras que satisfazem as restricdes espaciais derivadas das estruturas-molde. Todas as
restricdes quimicas e espaciais aplicadas ao modelo foram combinadas em uma funcdo (fungao
objetiva) minimizada no curso do processo de constru¢cdo dos modelos. A presenca de todas as
regides energeticamente desfavoraveis entre os modelos gerados e seus respectivos modelos-
molde foi avaliada pela funcdo “DOPE - Discrete Optimized Protein Energy” (SHEN; SALI,
2006). A qualidade estereoquimica e confiabilidade estrutural dos modelos estruturais teéricos da
BmooPLA, foram avaliadas no servidor SAVES (“Structural Analysis and Verification Server”),
disponivel no endereco eletronico http://nihserver.mbi.ucla.edu/SAVES/.

Os modelos teoricos gerados apresentaram enovelamento estrutural compativel com as
demais PLA;s isoladas de peconhas de serpentes das subfamilias Crotalinae e Viperinae
previamente determinadas por cristalografia de raios X. Os modelos tridimensionais tedricos
sdo compostos por uma regido N-terminal (residuos 1-12), representada pela o-hélice I (“h1”)
— regido envolvida na ligacdo e orientagdo de substratos a proteina (canal hidrofobico das
PLA5s); em seguida tem-se a hélice curta (short helix) formada pelos residuos 18-23. Entre os
residuos 25-34 esta localizado o loop de ligagdo do fon Ca™, seguido pela o-hélice II (“h2”)
(residuos 40-55), a qual se liga a uma curta folha § antiparalela (f-wing) (residuos 75 a 77 ¢
82 a 84). Apos a regido de fwing, os residuos 90-107 formam a a-hélice III (“h3”), que se
liga a uma regido bastante flexivel, denominada loop do C-terminal (residuos 108-133). Estes
trés ultimos segmentos, “h2”, fwing ¢ “h3” alocam residuos que constituem o sitio catalitico
(His48, Asp49, Tyr52 e Asp99) das PLAss (ARNI; WARD, 1996; WARD et al., 1998). O

sistema de numeragao dos residuos supracitados foi proposto por Renetseder et al. (1985).

4.4.2.1. BmooPLA,

O modelo tedrico da BmooPLA, foi gerado a partir do modelo experimental de trés

estruturas cristalograficas da BthA-I-PLA, depositadas no PDB sob os codigos: 11JL (cadeias
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A e B), 1U73 (cadeias A e B) e 1lUMV) com 79% de identidade sequencial entre as
sequéncias de aminoacidos dos modelos e a sequéncia da BmooPLA,.

O modelo tedrico final da BmooPLA, (Figura 16A) apresentou aceitavel
estereoquimica com 93,3% dos residuos de aminoacidos dispostos nas regides mais
favoraveis, 5,8% nas regides adicionalmente permitidas e apenasl,0% nas regides nao
permitidas do grafico de Ramachandran (LASKOWSKI, 1993) (Figura 16B). Na figura 16C
observa-se uma comparagao esntre as estruturas tridimensionais da BmooPLA, com outras
duas PLA; de peconhas botropicas, BthA-I, uma PLA, Asp49 4cida da peconha de B.
jararacugu, ¢ PrTX-I, uma Lys49 basica de B. pirajai. Podemos observar que a estrutura
predita da BmooPLA,; estd condizente com estrutura de outras PLA, j& descritas e obtidas

experimentalmente.
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Figura 16. (A) Modelo tridimensional da BmooPLA, gerado por modelagem tedrica por homologia —
programa “PyMol” (DeLANO, 2002). (B) Diagrama de Ramachandran: 93,3% dos residuos
encontrados nas regides mais favoraveis (vermelho), 5,8% nas regides adicionalmente permitidas
(amarelo escuro) e 1,0% nas regides ndo permitidas (branco) — programa PROCHECK
(LASKOWSKI, 1993). (C) Comparagdo entre as estruturas tridimensionais da BmooPLA, e outras
duas PLA, de pegonhas de serpentes da familia Viperidae.
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4.4.3. Cristalizagcado da BmooPL A,

Da busca inicial realizada utilizando-se kits comercializados pela Hampton Research®
(California, EUA), varias condigdes destacaram-se e tiveram algum parametro alterado na
tentativa de obter monocristais que pudessem ser submetidos a difragdo de raios X. A solugdo
contendo 30% (p/v) Polietilenoglicol (PEG) 1500, apresentou varios policristais sem forma
definida (Figura 17A), os quais nao possibilitaram coleta de dados. Variagdes na concentragao
do PEG [28% (Figura 17B) e 32% (Figura 17C)] foram empregadas na tentativa de obter
monocristais com arestas definidas.

Prosseguindo na busca de condigdes favoraveis a formagdo de cristais, outra solucao
de precipitacdo se destacou: 20% (p/v) PEG 8000 / 0,05 M Fosfato de Potéssio (Figura 18).
Buscando-se obter monocristais foram realizadas diversas variagdes de pH, de concentracao
salina e do PEG, bem como do tipo de PEG, porém, até o presente ndo houve formagdo de
monocristal com volume e forma que possibilitasse a coleta dos dados de difracdo de raios X,
para que a estrutura tridimensional pudesse ser elucidada.

Apoés varias retomadas e tentativas, observou-se que em uma terceira solucdo de
cristalizacdo (30% (p/v) PEG 4000 / 0,2 M Acetato de Amodnio / 0,1 M Acetato de Sédio pH
4,6) houve a formacgdo de microcristais regulares (Figura 18A). Na tentativa de se obter
monocristais regulares, a concentracdo do PEG 4000 foi alterada para 28% (p/v) (Figura 19B)

Na tentativa de aumentar o volume cristalino, os microcritais foram submetidos a
técnica de seeding (macroseeding / streakseeding) (BERGFORS, 1999). Para a realizacdo da
referida técnica os microcristais, com auxilio de um aparato contendo um fio de cabelo sem
tintura, foram transferidos da gota inicial para novas gotas contendo mais amostra protéica a
fim de continuar seu crescimento por unido de mais moléculas protéicas e consequente

aumento do volume cristalino.
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C

Figura 17. Cristais da BmooPLA, formados apds 15 dias. (A) Policristais irregulares (30% (p/v) PEG
1500); (B) Policristais irregulares (28% (p/v) Polietilenoglicol (PEG) 1500); (C) Monocristais
regulares (32% (p/v) Polietilenoglicol (PEG) 1500).
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Figura 18. Policristais regulares da BmooPLA, formados apos 12 dias.

Figura 19 A e B. Microcristais regulares da BmooPLA, formados ap6s 18 dias.



5. Discussdo
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5. DISCUSSAO

5.1. Isolamento e caracterizacdo bioquimica da PLA, acida isolada da pegonha de B.
mooj eni

As PLAjs de peconhas de serpentes tém sido extensivamente estudadas por serem
relativamente abundantes em algumas espécies e, em adigdo a sua atividade enzimatica,
apresentam ampla variedade de efeitos farmacoldgicos (SOARES et al., 2004a; TEIXEIRA et
al., 2009; GALLACCI e CAVALCANTE, 2010).

A combinag¢do das cromatografias de troca ionica (CM-Sepharose- Fig. 3A) e
hidrofébica (Phenyl-Sepharose- Fig. 3C) mostraram-se eficientes no isolamento e purificag¢ao
de uma isoforma de fosfolipase A, acida, denominada de BmooPLA,, presente na peconha de
Bothrops moojeni. A cromatografia liquida de alta eficiéncia com coluna de fase reversa
resultou na obten¢do de material altamente puro (Fig. 10), porém em pequena quantidade,
confirmando o grau de pureza desta enzima. Enquanto que, no passo de cromatografia em
Phenyl-Sepharose utilizada neste trabalho, foi obtida uma maior quantidade de material
também em elevado grau de pureza, como pode ser demonstrado pela SDS-PAGE (Fig. 4A).
Diversas pegonhas de serpentes ja foram fracionadas utilizando procedimentos simplificados
baseados em CM-Sepharose e/ou RP-HPLC, como por exemplo as pegonhas de Bothrops
moojeni (SOARES et al., 2000a; STABELI et al., 2006; SANTOS-FILHO et al., 2008), B.
pirajai (SOARES et al., 2001; TEIXEIRA et al., 2011), B. jararacussu (ANDRIAO-
ESCARSO et al., 2000; 2002), B. (n.) pauloensis (RODRIGUES et al., 2007), Bothrops
alternatus (GARCIA-DENEGRI et al., 2010) Cerastes cerastes (ZOUARI-KESSENTINI et
al., 2009) e Elaphe climacophora (SHIRAI et al., 2009).

A andlise eletroforética em gel de poliacrilamida contendo dodecil sulfato de soédio
(SDS-PAGE) demonstrou o alto grau de pureza da proteina isolada e a analise por
espectrometria de massa revelou uma massa molar de 13.601 Da (Fig. 4B). Esta massa molar
estd condizente com a maioria das PLA,s isoladas de peconhas de serpentes, que gira em
torno de 13.000 a 16.000 Da (GUTIERREZ e LOMONTE, 1995; OWNBY et al., 1999;
ANDRIAO-ESCARSO et al., 2000; BAZAA et al., 2009; SUN et al., 2009). Observou-se
também, que a BmooPLA, apresenta ponto isoelétrico igual a 5,2 (Fig. 4C) e forma
monomérica na presenca ou auséncia de agentes redutores (Fig. 4A), semelhantemente a

BthA-I-PLA, isolada de B. jararacussu (ANDRIAO-ESCARSO et al., 2002).
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A BmooPLA; demonstrou uma alta atividade catalitica (Fig. 5A) quando comparada
com PLA, basica de B. jararacussu (BthTX-II) (ANDRIAO-ESCARSO et al., 2000) e muito
semelhante & BthA-I-PLA,, também de B. jararacussu (ANDRIAO-ESCARSO et al., 2002).
Os resultados obtidos neste trabalho estdo de acordo com estudos anteriores envolvendo
PLA;s de pegonhas de serpentes, nos quais as PLA,s Asp49 4acidas s3o cataliticamente mais
ativas do que suas isoformas basicas (ROSENBERG et al., 1983; ANDRIAO-ESCARSO et
al., 2002). A atividade fosfolipasica da BmooPLA; avaliada em solugdes de pH variando de 2
a 10, demonstrou uma alta estabilidade da enzima em todos os valores testados (Fig. 5B). Na
faixa de pH proxima ao pI da BmooPLA; podemos observar um decréscimo na atividade da
enzima. Uma vez que estes valores sdo proximos, a proteina perde sua carga levando a uma
diminuicao de sua atividade..

Em relagdo a atividade enzimdatica da BmooPLA, em iferentes temperaturas, apenas
uma pequena variagdo apds a incubacdo em todas as temperaturas testadas foi observada,
mantendo ainda uma alta atividade, mesmo apos a incubacdo em temperaturas superiores a
80°C (Fig. 5C). Esta estabilidade se da principalmente devido a presenga de 7 pontes de
dissulfeto, estando de acordo com a literatura, que mostra que as PLAjs sdo enzimas
termoestaveis (GUTIERREZ; LOMONTE, 1997; PONCE-SOTO et al., 2002; SANTOS-
FILHO et al., 2008). Porém, nem todas as PLA;s de peconhas de serpentes sdo estdveis em
altas temperaturas. Diz Filho e colaboradores (2009) relataram o isolamento de duas PLA;s da
peconha de Crotalus durissus ruruima, das quais uma delas perde sua atividade em
temperaturas superiores a 60°C.

A BmooPLA, demonstrou um efeito inibitorio sobre a agregacdo plaquetaria induzida
pelo ADP e colageno, em plasma rico em plaquetas de maneira dose-dependente, sendo maior
sobre o ADP (Fig. 7A). A agregacdo plaquetdria desempenha um papel importante na
coagulacao do sangue. Esta enzima purificada tem efeito antiagregante, além de uma elevada
atividade enzimatica.

As funcdes plaquetarias podem ser afetadas por diversas toxinas de pegonhas de
serpentes, onde as principais delas podem ser agrupadas em cinco grandes familias: enzimas
tipo serinoproteases, metaloproteases zinco dependentes das classes PI a PIV da familia das
reprolisinas e as isoenzimas PLAjs do grupo II, além das proteinas sem atividade enzimatica,
como, Lectinas do tipo-C, CRISP e desintegrinas (ANDREWS; BERNDT, 2000; WISNER et
al., 2002; JUAREZ et al., 2004).

De acordo com seu efeito sobre plaquetas, as PLA;s de pegonhas de serpentes podem

ser divididas em trés grupos: classe A, a qual inclui as fosfolipases capazes de induzir a
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agregacao plaquetaria; classe B: PLA,s que inibem a agregacdo plaquetéria, induzida por
varios agonistas fisioldgicos; classe C: PLAj;s que apresentam resposta bifasica sobre
plaquetas (possuem propriedades pr6 e anti-agregante) (KINI; EVANS, 1997). De acordo
com essa classificagdo, a BmooPLA, pode ser agrupada na classe das PLA,s que possuem
atividade anticoagulante.

No caso das PLAjs enzimaticamente ativas, a atividade dessas proteinas sobre a
agregacdo plaquetaria pode estar relacionada ao fato de clivarem fosfolipideos presentes na
membrana de plaquetas liberando &cido araquidonico e formando seus metabdlitos, como a
prostaciclina (prostaglandina 12), substancia que atua na inibi¢do da agregacao plaquetaria, e
o tromboxano, composto que atua na ativacao da agregacao plaquetaria (FULY et al., 2003;
2004). Como a BmooPLA, possui uma alta atividade catalica, sua atividade sobre plaquetas
provavelmente esta relacionada com sua atividade enzimatica.

Diversas PLA,s acidas de peconhas de serpentes ja foram estudadas quanto a sua
atividade sobre plaquetas, como BthA-I-PLA, de B. jararacussu (ANDRIAO-ESCARSO et
al. 2002; ROBERTO et al. 2004), BE-I-PLA, de B. erythromelas (DE ALBUQUERQUE
MODESTO et al. 2006), LM-PLA,-II de Lachesis muta (FULY et al. 2002), TJ-PLA, de
Trimeresurus jerdonii (LU et al. 2002), BmooTX-I de B. moojeni (SANTOS-FILHO et al.,
2008) e BpirPLA,-I de B. pirajai (TEIXEIRA et al., 2011). Teixeira ¢ colaboradores (2011)
relataram que um peptideo sintetizado a partir da regido C-terminal da BpirPLA,-I foi capaz
de reproduzir a atividade inibidora de agregacdo plaquetaria induzida por aquela enzima. Essa
informagdo sugere que outras regides da proteina, além do sitio catalitico, podem estar
envolvidas nas atividades farmacolédgicas dessa classe de proteinas.

Com relagdo ao efeito hipotensor observado pela BmooPLA,; (Fig. 7B), até o presente
momento ndo existem informagdes estruturais que indiquem a presenca de um sitio
farmacoldgico nas PLA;s, relacionado com a atividade hipotensora. De acordo com Huang
and Lee (1984), tal atividade deve estar relacionada com a liberagdo de mediadores
inflamatorios, a partir do acido araquidonico (AA) liberado por estas enzimas, uma vez que o
efeito hipotensor foi totalmente abolido apds incubacdo da toxina com BPB (Fig. 7B). As
prostaglandinas atuam no sistema renina angiotensina provocando alteracdes na pressao
sanguinea (TEIXEIRA et al., 2011).

Estudos de modificagdo quimica de PLAjs cataliticamente ativas utilizando BPB
ajudam a confirmar esta hipdtese, uma vez que toxinas modificadas com esse composto,
perderam completamente sua atividade hipotensora, além de sofrerem uma redugdo total ou

parcial de atividades como indug¢do de edema, miotoxicidade e atividade sobre plaquetas



Discussao | 59

(ANDRIAO-ESCARSO et al., 2002; SOARES E GIGLIO, 2003; MARCHI-SALVADOR et
al., 2009).

Essa reducdo da atividade pode estar relacionada tanto com a ligacdo do BPB ao sitio
catalitico da PLA;s cataliticamente ativas, impedindo o acesso ao substrato, ou por mudangas
conformacionais na estrutura das proteinas, uma vez que o BPB também foi capaz de se ligar
ao residuo de His48 das isoformas Lys49, provocando uma reducdo em atividades como
miotoxicidade e inducdo de edema (SOARES e GIGLIO, 2003; MARCHI-SALVADOR et
al., 2009).

Dentre as fosfolipases A, isoladas das pegonhas de serpentes do género Bothrops
(aproximadamente 55) descritas at¢ o momento, 34 sdo proteinas basicas e 21 sdo acidas.
Dentre estas ultimas, todas apresentam atividade catalitica (SELISTRE DE ARAUJO et al.,
1990; LOMONTE et al., 1990; GUTIERREZ; LOMONTE, 1995; MANCUSO et al., 1995;
SANTOS-FILHO et al., 2008; FERNANDEZ et al., 2010). Um grande niimero de PLA,s
basicas tem sido purificadas por métodos bioquimicos convencionais e caracterizadas
estrutural e funcionalmente. No entanto, devido a baixa concentragdo nas pegonhas, pouco se
conhece sobre o mecanismo de acdo das PLAjs acidas em geral, altamente cataliticas e
indutoras de relevantes efeitos farmacoldgicos. Estas proteinas se constituem em importantes
modelos no estudo da relagdo estrutura-fungao entre fosfolipases A, toxicas e ndo toxicas das
peconhas de serpentes, podendo contribuir para a elucidagdo estrutural dos determinantes de
toxicidade.

A hipotese atual do mecanismo da atividade fosfolipasica afirma que as PLA,s se
ligam a um alvo localizado fora da célula e pode, consequentemente, alterar a fungdo celular
por dois mecanismos: 1) A hidrolise dos fosfolipideos da membrana externa, que liberam
lipidios biologicamente ativos, através da cadeia do &cido araquidonico (tromboxanos,
prostaglandinas, leucotrienos, lisofosfolipideos); 2) A vinculagdo a bicamada lipidica sem
hidrdlise, onde esta ligagdo fisica pode alterar a funcdao celular. Em ambos os eventos a
existéncia de um sitio de ligagdo ¢ necessaria (DE PAULA et al., 2009).

A sequéncia da regido N-terminal e a analise comparativa com outras PLA>s de
peconhas de serpentes (Fig. 6) demonstraram a presenga de residuos altamente conservados
constituintes da estrutura de o-hélice caracteristica desta regido. Residuos de aminoacidos
hidrofébicos presentes na por¢do N-terminal parecem providenciar o acesso do substrato ao
sitio catalitico (ARNI e WARD, 1996). Além disso, tais residuos poderiam ter uma grande
importancia estrutural se relacionando as diferentes atividades farmacoldgicas exercidas pelas

PLA;s (DE PAULA et al., 2009; DOS SANTOS et al., 2009).
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A BmooPLA,; também foi capaz de induzir edema na pata de camundongos em baixas
concentragdes (Tabela 1). A atividade edematogénica desta enzima foi consideravelmente
mais baixa em relacdo as isoformas basicas (ANDRIAO-ESCARSO et al., 2000). A
inflamacdo local ¢ uma caracteristica do envenenamento por serpentes das subfamilias
Viperidae e Crotalidae (DENNIS, 1994; MOREIRA et al., 2008; TEIXEIRA et al., 2009). O
edema local induzido por pegonhas de serpentes do género Bothrops parece ser mediado por
substancias vasoativas, como histamina e serotonina, além de prostaglandinas e cininas
(GUTIERREZ et al., 1986). A atividade edematogénica induzida pela peconha de serpertes
do género Bothrops parece estar também relacionada com as metaloproteases, uma vez que o
tratamento da pegonha com 1,10-fenantrolina, um inibidor de metaloproteases, foi o Uinico
efetivo na inibi¢cdo do edema induzido pela pegonha bruta de B. jararaca (ZYCHAR et al.,
2010). A degranulacdo de mastdcitos e consequente liberagdo de serotonina parecem ser os
passos iniciais na formagao de edema nas patas de camundongos injetados com peconhas de
serpentes. Além disso, substancias lipidicas liberadas a partir da atividade catalitica de PLA;s
serviriam como precursores de mediadores pro inflamatorios envolvidos no processo
edematogénico (TEIXEIRA et al., 2003; ZULIANI et al., 2005).

Diversos estudos acerca da participacdo das PLA,s de pegonhas de serpentes nos
processos inflamatorios tem sido realizados (RUCAVADO et al., 2002; TEIXEIRA et al.,
2003b, 2009; ZULIANI et al., 2005). Contudo, nenhum estudo abordou ainda as PLAjs
acidas, mas apenas as isoformas bdsicas miotdxicas. Nesta linha, muitos estudos ainda
precisam ser realizados com as enzimas 4cidas, para melhor entender sua participagdo no
processo inflamatorio provocado por envenenamentos, uma vez que os danos locais sdo de
grande importancia, pois a soroterapia convencional combate com maior efetividade os
efeitos sistémicos do envenenamento.

Serrano e colaboradores (1999) demonstraram que uma PLA, da peconha de B.
jararaca inibe a agregacdo plaquetaria, mas tem um efeito minimo sobre a formagdo de
edema. Os dados obtidos com a pegonha de B. jararaca tratados com p-BPB sugerem que a
PLA,; responsavel pela degradacdo do AA, que vai resultar na producdo de prostaglandinas e
leucotrienos, ¢ originada no tecido inflamado e ndo a partir do pegonha em si. Outras duas
possibilidades poderiam ser que: (i) a atividade residual apds o tratamento com p-BPB foi
suficiente para induzir este edema ou (ii) que esse efeito ndo depende da atividade enzimatica
da toxina, como no caso de algumas metaloproteases.

Outros trabalhos foram publicados onde podemos encontrar diversos ensaios na

tentativa de melhor entender o desenvolvimento do processo inflamatério por parte das
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peconhas de serpentes. Estudos como avaliagdo da hiperalgesia (TEIXEIRA et al., 1994;
CHACUR et al., 2001, 2003), participagao dos leucocitos (CURY; TEIXEIRA; SUDO, 1994;
FARSKY et al., 1997; ZAMUNER; TEIXEIRA, 2002; TEIXEIRA et al., 2003a), participacao
dos corticosterdides na inflamac¢do aguda induzida por pegonhas de serpentes (CURY;
TEIXEIRA; FARSKY, 1997), degranulagdo de mastocitos, (CHOI et al., 1989; LANDUCCI
et al., 1998; MORENO et al., 1992; GALVAO-NASCIMENTO et al., 2010), quimiotaxia
para células endoteliais (RIZZO et al., 2000), inducdo de edema (LOMONTE;
TARKOWSKI; HANSON, 1993; LLORET e MORENO, 1993; GALVAO DO
NASCIMENTO, et al., 2010; WEI et al., 2009), participacdo de diversas citocinas no
processo inflamatério (ZAMUNER e TEIXEIRA, 2002; TEIXEIRA et al., 2005; CHAVES;
TEIXEIRA; GUTIERREZ, 2005) e participagdo das ciclooxigenases (OLIVO, et al., 2007).

5.2. Clonagem e expressdo da enzima recombinante

A biologia molecular tem oferecido importantes ferramentas para os estudos da
composicdo de pegonhas de serpentes. O proteoma e o transcriptoma de diversas glandulas de
peconhas ja foram estudados (JUNQUEIRA-DE-AZEVEDO e HO, 2002; KASHIMA et al.,
2004; WAGSTAFF e HARRISON, 2006; CIDADE et al.,, 2006; CHING et al., 2006;
ZHANG et al., 2006; CALVETE, et al., 2007; PAHARI et al., 2007; KULKEAW et al.,
2007).

Neste estudo todos os EST foram classificados de acordo com a homologia de sua
estrutura primaria com sequéncias conhecidas. As sequencias codificando para toxinas
representaram cerca de 30% do total de sequéncias identificadas. Diversas serpentes ja
tiveram seu transcriptoma estudado, como Bothrops jararaca (77,6%) (CIDADE, et al.,
2006), Deinagkistrodon acutus (50,2%) (ZHANG et al., 2006), Echis ocellatus (57%)
(WAGSTAFF ¢ HARRISON, 2006), Bothrops atrox (59,4%) (Neiva et al., 2009), Bothrops
insularis (67%) (JUNQUEIRA-DE-AZEVEDO e HO, 2002), Bothrops jararacussu (71%)
(KASHIMA et al., 2004), Sstrurus catenatus edwardsii (77%) (PAHARI et al., 2007) e
Bothrops alternatus (30%) (CARDOSO et al., 2011).

De acordo com o transcriptoma, as toxinas mais expressas pela glandula da serpente
Bothrops moojeni sdo as metaloproteases (SVMP), as quais correspondem a 77% da pegonha.
Este resultado estd de acordo com resultados ja divulgados, onde as SMVP correspondem a
maior por¢do da peconha (JUNQUEIRA-DE-AZEVEDO e HO, 2002; CIDADE et al., 2006;
CARDOSO et al., 2011). A tnica excecdo até o momento ¢ a serpente Bothrops jararacussu,

em que as PLA;s representaram a maior por¢ao da pegonha (KASHIMA et al., 2004).
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De acordo com esses dados, podemos concluir que a biblioteca de cDNA da glandula
de peconha da serpente B. moojeni (Fig. 8) apresentou um resultado condizente com o de
outras serpentes botropicas ja estudadas.

Na tentativa de encontrar um método alternativo ao isolamento e a purificacdo de
proteinas de peconhas de serpentes, foi realizada a amplificagdo e clonagem do cDNA isolado
da glandula de pegonha da serpente B. moojeni, que apresenta um gene com 414 pares de
bases. Este gene codifica uma proteina de 138 residuos de aminoécidos, com massa molar e
ponto isoelétrico tedricos de 13.927,5 Da e 4,9, respectivamente. A expressdo heterdloga
deste gene foi realizada em E. coli, como corpos de inclusdo, seguida de renaturagdo da
proteina a sua estrutura nativa, conforme ja observado em vérios trabalhos (CHANG; WU;
CHANG 1996; WARD et al., 2001; YANG et al., 2003; ROBERTO et al., 2004; SETO et al.,
2008). A proteina recombinante demonstrou a mesma sequéncia de aminoacidos, atividade
fosfolipasica e efeito inibitério sobre plaquetas, observados para a proteina nativa BmooPLA,,
sugerindo que a recPLA; foi eficientemente expressa, purificada e enovelada.

Uma andlise comparativa entre as proteinas nativa e recombinante foi realizada a fim
de averiguar a atividade da enzima recombinante ap6s os passos de expressdo e
redobramento. Tanto a BmooPLA, nativa quanto a recombinante, foram capazes de hidrolisar
fosfolipideos fluorescentes como NBD-PC, NBD-PG, NBD-PA ¢ NBD-PE com afinidade
diferenciada, mostrando-se mais ativas sobre NBD-PC (Fig. 11A), assim como observado nos
trabalhos realizados com as fosfolipases A, acidas, BpPLA; e BmooTX-I, purificadas a partir
das pegonhas de B. pauloensis ¢ B. moojeni, respectivamente (RODRIGUES et al., 2007;
SANTOS-FILHO et al., 2008). Podemos verificar neste estudo que a atividade da enzima
recombinante ¢ semelhante a da nativa, indicando que apos a expressdo e redobramento, a
proteina estava ativa, a semelhanga do obtido em outros trabalhos (ROBERTO et al., 2004;
SETO et al., 2008).

O efeito sobre plaquetas também foi testado, sendo que tanto a BmooPLA, nativa
quanto a recombinante foram capazes de inibir a agregacao plaquetéria induzida por ADP, de
maneira dose-dependente (Fig. 11B).

A expressdo de proteinas recombinantes tornou-se uma importante ferramenta no
auxilio do estudo da relagdo estrutura-funcao das PLAjs. Diversos experimentos desse tipo
tém sido realizados na tentativa de melhor entender a relacao estrutura-funcao das PLA;s de
peconhas de serpentes (CHANG; WU; CHANG, 1996; LIZANO et al., 2001; WARD et al.,
2001; YANG et al., 2003). Contudo, o elevado numero de pontes de dissulfeto torna-se um

grande obstaculo no estudo das PLA;s recombinantes, devido a simplicidade dos modelos
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utilizados para a expressao. A selegdo do método adequado para a expressao dessas proteinas
é por tentativa e erro. E um tanto dificil prever se uma proteina sera expressa na quantidade
desejada, se sera soluvel, se possuira a atividade desejada e se serd de facil purificacdo. A
técnica de expressdao de PLA,s mais difundida ¢ através da utilizagdo de E. coli, sendo a
expressao feita em corpos de inclusdo. Apos a expressdo, a enzima é submetida a processos de
renaturagdo (CHANG; WU; CHANG, 1996; WARD et al., 2001; YANG et al., 2003). As
proteinas obtidas por esse processo podem apresentar uma baixa atividade biologica, causada
provavelmente devido a um enovelamento inadequado da mesma.

Os estudos moleculares proporcionam vias alternativas de producdo em maior
quantidade da proteina clonada, a qual representa apenas cerca de 2-3% da pegonha total,
auxiliando também na manuten¢do da integridade do meio ambiente. Estes estudos também
permitem compreender o mecanismo de agao e a fungdo bioldgica destes compostos, uma vez
que estes assumem estruturas tridimensionais constituidas por diferentes dominios funcionais.

A expressdao de PLAs de pegonhas de serpentes em E. coli ¢ uma tarefa dificil, uma
vez que essas podem causar a lise desses organismos, além do ja citado elevado nimero de
pontes de dissulfeto, que podem ndo ser corretamente realizadas. A maioria das PLAjs ¢
liberada na forma de corpos de inclusdao quando expressas em E. coli (OGAWA et al., 1997,
CHIOATO e WARD, 2003) . Esses corpos de inclusdao sdo de facil separacdo por
centrifugacdo, mas as proteinas em corpos de inclusdo devem ser desnaturadas e reenoveladas
quimicamente. Apesar de as condi¢cdes de desnaturacdo serem otimizadas para proteinas
especificas, a taxa de renaturacdo ¢ geralmente baixa (SETO et al., 2008). Desse modo, a
eficiéncia desse sistema de expressdo ainda deve ser melhorada, a fim de se conseguir, com
maior facilidade, uma enzima recombinante ativa.

Futuros estudos farmacoldgicos e estruturais poderdo auxiliar na confirmacdo de
hipdteses baseadas na relacdo estrutura-funcdo das PLA;s e fornecer, também, informagdes
relevantes para o desenvolvimento de drogas e produtos biotecnoldgicos utilizados na
pesquisa biomédica.

As PLA;,s isoladas de pegonhas de serpentes sdo proteinas multifuncionais que
apresentam um grande potencial biotecnologico de aplicagdo na clinica-médica, assim como
mostram ser excelentes modelos para se estudar diferentes mecanismos de agdo intra e extra-
celulares destas enzimas com seus tecidos/moléculas alvo. Além disso, o isolamento e a
expressdo de uma enzima recombinante funcional pode ser o primeiro passo para poupar
espécies ameagadas de extingdo. Pois uma vez que as proteinas de interesse poderiam ser

“sintetizadas”, ndo haveria mais a necessidade da extragdo da peconha.
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5.3. Ensaios sobr e inflamagéo

As fosfolipases A, secretadas, do grupo IIA, ao qual pertencem as PLA;s de peconha
das serpentes da familia Viperidae, sdo reconhecidas como elementos importantes do
processo inflamatorio, por favorecerem a producdo de prostanoides, pela capacidade de
liberarem 4cido araquidonico (PRUZANSKI e VADAS, 1991). No entanto, os efeitos destas
proteinas, sobre outras etapas das vias biossintéticas de prostanoides, sao pouco conhecidos,
principalmente das isoformas acidas e ndo toxicas.

No presente trabalho, foi investigada, inicialmente, a capacidade das enzimas
BmooPLA; nativa ¢ recombinante de induzirem a libera¢do de prostaglandinas in vitro. Os
resultados demonstraram que a proteina nativa induziu apenas a liberagao de PGE, (Fig. 12A),
enquanto que a proteina recombinante induziu a liberacdo dos trés eicosandides avaliados,
prostaglandina E, (PGE,), tromboxana B, (TXB,) e leucotrieno B4 (LTB4) (Figs. 12A, B e C).

Na literatura disponivel atualmente podemos encontrar atividades semelhantes, porém
apenas com as isoformas basicas. Pode-se constatar que fosfolipases como MT-II e MT-III de
Bothrops asper liberam outros eicosanodides in vivo, como a tromboxana A, (TXA;) e o
leucotrieno B4 (LTB4) (ZULIANI et al. 2005a) ¢ que uma sPLA, da pegonha de Crotalus
durissusterrificus libera LTB4, lipoxina e PGE, (SAMPAIO et al., 20006).

Os dados obtidos neste trabalho sugerem que a atividade catalitica da toxina avaliada
pode ndo ser importante para a indug¢do de prostandides, uma vez que a BmooPLA, tem
atividade catalitica sobre substratos artificiais € ndo demonstrou atividade sobre a liberacao de
todos os prostandides aqui avaliados. No entanto, a natureza catalitica da toxina pode ter
favorecido a produg¢dao de PGE,. A PGE, assim como a PGD, tém ag¢do vasodilatadora ¢ a
PGE; pode potenciar o aumento da permeabilidade vascular, promovido por alguns
mediadores deste fendmeno, com consequente formacdo de edema (GERRITSEN, 1996).
Como ja observado para outras PLAs, MT-II e MT-III de B. asper ¢ as sPLA;s isoladas da
peconha de C. d. terrificus, elas induzem, experimentalmente, resposta edematogénica e
promovem o aumento da permeabilidade vascular (CHAVES et al., 1998; LANDUCCI et al.,
2000a; CAMARA et al., 2003; ZULIANI et al., 2005a), sendo possivel sugerir que a PGD; e
a PGE, estejam envolvidas nesses efeitos.

O papel das prostaglandinas em processos inflamatorios ndo depende somente da sua
concentracdo no local de lesdo e da interacao com outros mediadores liberados, mas também
do perfil de receptores, presentes em leucocitos e células adjacentes, e das respectivas vias de
sinalizacdo (TILLEY et al., 2001). Assim, a partir do conhecimento de que as prostaglandinas

E, e D, liberadas pela acdo das PLAjs, podem se ligar a uma variedade de receptores e
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desencadear eventos inflamatorios ou nao, estudos futuros deverdo mostrar a contribui¢ao
desses mediadores para os efeitos dessas sPLAs.

Para outros mediadores inflamatorios avaliados, TXB, e LTB4 e, a BmooPLA, nativa
ndo demonstrou uma atividade significativa (p > 0,05 - Figs. 12B e C), enquanto que a enzima
recombinante apresentou uma atividade significativamente maior (p < 0,05) (Figs. 12A, B, e
O).

Uma série de mediadores inflamatdrios, liberados na cavidade peritoneal, apos injecao
das toxinas, pode ser responsavel pelo recrutamento de leucécitos. Hé relatos na literatura que
demonstram um aumento acentuado na concentracdo de LTB4 e TXB; na cavidade peritoneal
como consequéncia da inje¢ao de PLA;s de peconhas de serpentes (ZULIANI et al., 2005a).

Gambero e colaboradores, (2002) demonstraram que alta concentracao de Piratoxina-I,
uma PLA; Lys49, e Bothropstoxina-II, uma PLA, Asp49, induziram quimiotaxia de
neutrofilos in vitro e sugeriram que esse efeito esta associado ao LTB,. Este eicosandide ¢ um
dos agentes quimiotaticos mais potentes para leucdcitos PMN. A interagao deste eicosandide
com o seu receptor na superficie dos neutrofilos resulta em quimiotaxia, quimiocinese,
agregacao e adesdo as células endoteliais (HOOVER et al., 1984; PALMBLAD et al., 1990).

As tromboxanas A, também s3o agentes quimiotdticos importantes no processo
inflamatério. A nao liberacdo deste mediador pela BmooPLA, sugere que a atividade
catalitica desta PLA, ndo ¢ responsavel por esse processo de mediacdo. Diferente do que foi
observado para a MT-III, de B. asper, onde a atividade catalitica desta PLA, desempenha um
papel neste processo de mediacdo, provavelmente devido a hidrolise direta de fosfolipidios da
membrana, com a consequente liberacdo de acido araquidonico e o aumento de vias
biossintéticas envolvidas na producdo de eicosandides. Em adi¢do ao efeito enzimatico, pode
ser que a MT-III seja capaz de interagir com as células, ativando PLA,s da classe IV
intracelulares e, provavelmente, induzindo a expressdo de formas endogenas de PLAs
secretadas das classes Il ou V, as quais tem demonstrado um papel relevante na sintese de
eicosanoides (ZULIANI et al., 2005a).

A seguir, foi avaliada a capacidade das toxinas em induzir a expressdao de COX-2. A
literatura mostra que a expressao de COX-2 ¢ dependente da ativacdo transcricional, induzida
por mediadores pro-inflamatorios (WU, 2005). A regido promotora do gene da proteina de
COX-2 ¢ regulada por varios elementos transcripcionais, como o CREB, AP2, SP1, NF-IL6 e
NF-kB (YAMAMOTO et al., 1995; SCHMEDTIE et al., 1997; D"AQUISTO et al., 1997,
ABATE e SCHRODER, 1998). Dentre estes elementos, o NF-IL6 ¢ o NF-kB regulam
positivamente a transcricdo do gene de COX-2 (YAMAMOTO et al., 1995). O fator de
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transcrigdo nuclear kB (NF-kB) € o principal fator de transcrigdo envolvido na expressao da
COX-2 e exerce um papel fundamental em respostas imunolédgicas e inflamatorias (WU et al.,
2003). Além disso, o NF-kB regula outros genes, que codificam outras proteinas que
participam de processos inflamatorios (BARNES; KARIN, 1997).

Considerando o que estd descrito na literatura para PLA,s destituidas de atividade
enzimatica, a producdo de AA ndo parece ser relevante para o desencadeamento das acdes
estimulantes da via do NF-«kB e expressdao de COX-2. A perturbagdo de membranas celulares
via interagdo com receptores especificos, ou ndo, para o desencadeamento da sinalizacdo
intracelular, responsavel pelos efeitos destas miotoxinas, ¢ uma hipotese provavel, que deve
ser investigada (MOREIRA, 2008). Segundo KINI e EVANS (1989; 1995), em mecanismos
independentes de atividade catalitica, a ligacdo das sPLA;s as regides aceptoras pode causar o
efeito farmacologico por agdes do tipo agonista ou antagonista, ou por interferéncia na
interagdo das proteinas alvo com seus ligantes fisioldgicos.

Diferente do observado para isoformas basicas (MOREIRA et al., 2008) e apesar da
atividade enzimatica elevada, a BmooPLA, nativa ndo demonstrou uma atividade
significativa sobre a expressao de COX-2 (Fig, 14D). Enquanto que a PLA, recombinante
induziu a expressao nos tempos de 3 ¢ 24 h (Fig. 14B e C). Em mecanismos dependentes da
atividade enzimatica, tanto a hidrolise de fosfolipidios quanto a liberagcdo de produtos, como
acidos graxos livres, podem causar o efeito farmacologico. A atividade catalitica pode causar
alteracdes da membrana celular e afetar a natureza da interagdo proteina-membrana,
particularmente em sitios aceptores (proteinas alvo). No entanto, alguns efeitos
farmacologicos devem-se a combinagdes de ambos os mecanismos, enzimatico € nao
enzimatico (KINI; EVANS, 1995). Considerando que a COX-1 ¢ uma enzima constitutiva e
que relatos na literatura demonstram que a sua expressdo ndo ¢ alterada na presenca de
peconha de serpente do género Bothrops (MOREIRA et al., 2009) e, além disso, que a
quantidade de amostra era reduzida, optou-se neste trabalho em fazer a dosagem apenas da
COX-2.

Nos estudos sobre inflamag¢do aqui realizados, obtivemos uma atividade diferente da
esperada para a proteina recombinante (Figs. 12 e 14). Uma vez que nos ensaios realizados
para a caracterizagdo funcional, ndo obtivemos diferenga, era esperado que nos ensaios de
inflamagdo as duas proteinas se comportassem da mesma maneira. Uma possivel causa para
essa diferenca ¢ a presenga de lipopolissacarideo (LPS), ja que o sistema utilizado para a

expressdo da proteina recombinante foi E. coli. Hipdtese esta que tentaremos averiguar.
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O LPS ¢ frequentemente utilizado como controle positivo para ensaios de inflamagao,
devido a sua capacidade de induzir a expressao da enzima COX2. Conforme observamos na
figura 14, onde pudemos observar uma maior inducdo da produg¢do de COX2 pela enzima
recombinante, o que pode ser um indicio da presenga desse contaminante.

Deste modo, alguma falha no processo de purificagdo da proteina recombinante pode
ter resultado na presenca de LPS na amostra, causando uma interferéncia nos resultados
(TEIXEIRA, C.F, comunicagao pessoal, 2009). Portanto, estudos futuros com novas amostras
da enzima nativa e recombinante se fazem necessarios para esclarecer o possivel mecanismo
de acdo desta PLA; acida sobre a inflamacao.

Os dados aqui apresentados sdao inéditos e contribuem para um melhor conhecimento
dos mecanismos de a¢do das sPLA,s de pegonhas da familia Viperidae e, em ultima andlise,
de PLAs secretadas, do grupo IIA. Os conhecimentos adquiridos com os estudos detalhados
das agoes especificas das PLA;s, a exemplo das atividades aqui investigadas, permitirdo que
estas enzimas se tornem ferramentas uteis para o estudo de mecanismos e funcdes celulares

especificas e/ou de agentes anti-inflamatorios.

5.4. Caracterizacao Estrutural

Comparando as estruturas primarias de diferentes PLA,s acidas de peconhas de
serpentes do género Bothrops, verificou-se uma alta similaridade entre as mesmas. As
diferencas observadas resultam em alteragdes no ponto isoelétrico das proteinas e também em
suas atividades biologicas. No caso das isoformas Lys49, a miotoxicidade parece estar
relacionada a presenga de alguns sitios cationicos na regido C-terminal (residuos 108 em
diante) (DfAZ et al., 1994; LOMONTE et al., 2010). Ja para as toxinas Asp49, a regido C-
terminal parece ndo ser a unica responsavel por essa atividade. Para a BmooTX-I (SANTOS-
FILHO et al., 2008), uma Asp49 acida, com atividade miotoxica, observa-se que quando
modificada com brometo de p-bromofenacila (p-BPB), ela perde parcialmente sua atividade
miotoxica, sugerindo que esta atividade pode estar relacionada com outra regido, além do loop
C-terminal e do sitio catalitico, uma vez que as duas regides sdo extremamente conservadas
tanto na BmooPLA, quanto na BmooTX-I.

Confirmando o estudo de homologia entre os residuos da regido N-terminal, as PLA;s
acidas de serpentes analisadas apresentaram também elevada similaridade na anélise da sua
estrutura primaria com a da BmooPLA,: BpirPLA,-I: 87% (Bothrops pirajai), BE-I-PLA;:
86% (B. erythromelas), BinTX-I: 81% (B. insularis), BthA-I-PLA,: 80% (B. jararacussu),
BJ-PLA,: 79% (B. jararaca) ¢ BaspPLA,-I1: 77% (B. asper).



Discussao | 68

Além disso, podemos observar que estas enzimas possuem alguns dominios comuns,
incluindo 14 residuos de cisteina e os aminoacidos His48, Asp49, Tyr52 e Asp99
(considerados importantes para a atividade catalitica).

Como esperado, o modelo tridimensional da BmooPLA, (Fig. 16A) apresentou as
estruturas basicas dessa classe de proteinas (CORREA et al., 2006; MARCHI-SALVADOR et
al., 2008, 2009; DOS SANTOS et al., 2009) como, por exemplo, o sitio ativo formado pelos
residuos His48, Asp49, Tyr52, e Asp99, encontrados nas alfa-hélices ‘‘h2’” e “‘h3”’.
Localizada entre a regido conhecida como folhas beta e o sitio catalitico, encontra-se a alfa-
hélice N-terminal (hl, residuos 1-12), a qual estd envolvida na interagdo entre o sitio ativo € o
substrato, através de um canal hidrofobico. Préximo ao sitio calalitico, estd localizado o loop
ligante de célcio, formado pelos residuos (C27XCGXGG33) (ARNI e WARD 1996), sendo
esta numeracdo de acordo com Renetseder et al. (1985). Na figura 16C, podemos observar
que a estrutura predita da BmooPLA, estd condizente com estrutura de outras PLA, ja
descritas e obtidas experimentalmente, sendo uma delas uma toxina basica Lys49.

Tratando-se das isoformas Lys49 a regido C-terminal ¢ composta por uma combinac¢ao
de residuos predominantemente cationicos e hidrofobicos. Esta composi¢cao pode explicar a
capacidade desta regido de interagir e penetrar nas camadas lipidicas das membranas
celulares, uma propriedade relacionada com a atividade miotoxica dessas toxinas. Ja nas
PLA;s Asp49, a regido C-terminal ¢ composta predominantemente por residuos hidrofilicos e
anionicos (OGAWA et al., 1996; VALENTIN ¢ LAMBEAU 2000; LOMONTE et al., 2003;
OHNO et al., 2003; DOS SANTOS et al., 2009; TEIXEIRA et al. ,2011). Foi proposto por
Dos Santos e colaboradores (2009) que o sitio miotdxico das isoformas Lys49, seria
constituido por quarto residuos (K20, K115, R118 e Y119), trés dos quais localizados na
regido C-terminal. A toxina isolada no presente trabalho, possui diferentes residuos no sitio
miotoxico (N115, W118, F119), podendo ser esta uma explicagdo para a auséncia da
atividade miotdxica da BmooPLA,.

Os testes iniciais de cristalizacdo (Figs. 17 e 18) foram realizados com 50 solugdes
precipitantes previamente determinadas (solugdes comerciais “Screen I” Hampton Research —
Laguna Miguel, CA, USA). Analisando os resultados obtidos nos testes iniciais, diversas
solucdes precipitantes se destacaram e foram otimizadas através de sucessivas alteracdes da
concentragdo de seus agentes precipitantes — método de matriz esparsa (JANCARIK; KIM,
1991). Estes estudos foram apenas preliminares. A cristalizagdo completa foi realizada pelo

grupo do Prof. Dr. Marcos R. M. Fontes (UNESP — Botucatu) e sera publicada em breve.
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Poucos estudos ja foram publicados com PLA,s acidas de pegonhas de serpentes
brasileiras (FULY et al., 1997; 2000; SERRANO et al., 1999; ANDRIAO-ESCARSO et al.,
2002; KETELHUT et al., 2003; ROBERTO ¢t al., 2004a, b ; MAGRO et al., 2003; 2005;
COGO et al., 2006; MODESTO et al., 2006; RODRIGUES et al., 2007, SANTOS-FILHO et
al., 2008; TEIXEIRA et al., 2011). A aquisi¢ao de informag¢des adicionais ird contribuir para a
melhor compreensdo dos mecanismos de agdo destas enzimas individualmente e da sua
participacdo em envenenamentos ofidicos.

Estudos funcionais e estruturais sobre estas enzimas ainda sdo necessarios, a fim de
elucidar os mecanismos de acdo de PLA,s 4acidas isoladas de pegonhas de serpentes, uma vez
que a sua atividade enzimatica ndo parece ser o fator determinante da toxicidade. A
caracterizacdo bioquimica de PLA;s dcidas presentes em peconhas pode também resultar na

compreensdo da relagdo estrutura-funcao destas enzimas.
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6. CONCLUSAO

Concluindo, a BmooPLA, é uma enzima acida isolada da pegonha de B. moojeni,
pertencente ao subgrupo Asp49 das PLA;s, as quais fazem parte do grupo IIA, de acordo com
a atual classificacdio das PLA2,. A proteina isolada, apresentou uma unica cadeia
polipeptidica, pl~5,2, se mostrou rica em aminoacidos hidrofobicos, acidos, além de 14
residuos de cisteina. Esta isoforma pH-termoestavel apresentou alta atividade fosfolipasica.
Também foi observado a indugdo de edema moderado in vivo, na concentragdo de 25 pg.
Além disso, a BmooPLA; foi capaz de inibir a agregacdo plaquetaria de modo dose
dependente e induziu efeito hipotensor nas concentragdes de 15 e 30 pg. A biblioteca de
cDNA da glandula de pegonha da serpente Bothrops moojeni também foi construida, onde o
cDNA que codifica a proteina BmooPLA,; foi clonado e a proteina recombinante expressa em
E. coli. As sequencias codificando para toxinas representaram cerca de 30% do total de
sequéncias identificadas. De acordo com o transcriptoma, as toxinas mais expressas pela
serpente Bothrops moojeni sdo as metaloproteases (SVMP), as quais correspondem a
aproximadamente 77% das toxinas encontradas. A proteina recombinante apresentou a mesma
sequéncia de aminodcidos, atividade fosfolipasica e efeito inibitério sobre plaquetas,
observados para a proteina nativa, sugerindo que a recBmooPLA,; foi expressa, purificada e
reenovelada em sua forma ativa. As toxinas nativa e recombinante foram avaliadas quanto ao
seu efeito sobre a resposta inflamatdria (ensaios sobre leucocitos in vitro), avaliando a
expressdo da enzima COX-2 e liberacdo do prostandide PGE2, além de outros mediadores
como TXB4 e LTB2, apés a incubagdo com macrofagos isolados, in vitro. Com estes
resultados, podemos esperar que a BmooPLA, possa contribuir para futuros estudos
envolvendo hipertensao e inibi¢do de agregacdo plaquetaria, podendo dar origem até a
medicamentos para esses fins, baseados na estrutura dessa toxina.

A construcdo da biblioteca de cDNA deixa informagdes importantes sobre a
composi¢ao desta peconha, bem como uma fonte de pesquisa para diversos estudos que
podem utiliza-la como base.

A expressdo de toxinas recombinantes ¢ de grande valia uma vez que, possibilita a
obtencdo de maiores quantidades dessas toxinas, facilitando seu estudo. Entretanto, esses
procedimentos ainda ndo foram totalmente otimizados, motivo pelo qual, diversos outros

protocolos estao sendo estudados na tentativa de se conseguir resultados mais eficientes.
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