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RESUMO




ALVES, R.M. Isolamento e caracterizacido bioquimica e funcional de L-aminoacido
oxidase do veneno de Bothrops atrox. 2007. 110p. Dissertagdo (Mestrado) - Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirao Preto, Universidade de Sao Paulo, 2007.

Os venenos de serpentes sdo ricos em proteinas, enzimas e peptideos
biologicamente ativos. Diversas enzimas tais como fosfolipases A, (PLA»s),
metaloproteases (MP), L-aminoacido oxidases (LAAQOs) sdo responsdveis pelo quadro
clinico do envenenamento ofidico. Atualmente, o isolamento e a caracterizagdo funcional e
estrutural destas enzimas tém auxiliado na compreensdo do mecanismo de acdo destas
toxinas e nas formas alternativas de tratamento. Além disso, estas enzimas se tornaram
valiosas ferramentas de aplicacdo biotecnoldgica, na busca de novos fairmacos de interesse
na clinica médica. O objetivo deste trabalho foi isolar e caracterizar bioquimica e
funcionalmente a L-aminodcido oxidase do veneno de Bothrops atrox. O isolamento da
LAAO de B. atrox (LAAOBatrox) envolveu trés etapas cromatograficas: a exclusdo
molecular em Sephadex G-75, troca i0nica em ES-502N utilizando CLAE e, por ultimo, a
cromatografia de afinidade com uso da Lentil-Lectina, conferindo um alto grau de pureza a
proteina confirmado por SDS-PAGE. Apds a caracterizacdo bioquimica, a LAAOBatrox
demonstrou ser uma glicoproteina com 12% de acucar, massa molecular relativa de 67.000
e pl de 4,4 confirmando seu carater dcido pela composicao em aminodcidos, predominando
Asx (Acido aspirtico ou asparagina) e Glx (Acido glutimico ou glutamina). LAAOBatrox
apresentou especificidade de substrato para L-Met e L-Leu. Com o seqiienciamento dos
peptideos tripticos internos e em comparacdo com as LAAQOs de outros venenos, a
LAAOBatrox apresentou homologia de 100% com LAAOs isoladas de B. moojeni ¢ B.
Jararacussu e apresentou sequenciamento N-terminal de ADDN-NPLEE-NIRRDD que é
homodlogo ao das LAAOs ja descritas. A LAAOBatrox apresentou atividade edematogénica
moderada quando comparada ao veneno bruto, atividade coagulante baixa sobre o plasma
humano citratado, atividade de agregacdo plaquetdria sendo que 25ug/mL foi capaz de
agregar aproximadamente 100% de plaquetas, onde o efeito obtido pela proteina pode ser
devido a liberacao de H,O,, sendo que a catalase foi adicionada ao meio tratado com
LAAOBatrox e o efeito de agregacdo plaquetdria obtido foi préximo a 0%. LAAOBatrox
apresentou efeito citotdxico sobre diferentes linhagens tumorais: B16F10 onde as células
apresentaram 70% de morte por apoptose e PC12 que apresentaram uma viabilidade

celular de 20% apds o tratamento com a enzima. LAAOBatrox ndo apresentou efeito



citotoxico significativo sobre células normais. Portanto, a LAAOBatrox consiste de uma
enzima multifuncional que podera servir como ferramenta para investigacao dos processos

celulares que estdo envolvidos no envenenamento.

Palavras-chave: L-aminodcido oxidase, Bothrops atrox, atividade citotéxica, apoptose.



ABSTRACT




ALVES, RM. Isolation and characterization of an L-amino acid oxidase from
Bothrops atrox snake venom. 2007. 110p. Dissertation (Master) - Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas de Ribeirdao Preto, Universidade de Sao Paulo, 2007.

Snake venoms are rich in proteins, enzymes and biological active peptides. Many
enzymes, like phospholipases A2, metalloproteinases, L-amino acid oxidases are
responsible by clinical aspects of ophidian poisoning. Nowadays, isolation and the
functional and structural characterizations of these enzymes have been useful to elucidate
their mechanisms of action. Besides, these enzymes have great value for biotechnology on
searching of new molecules for medicine development. The aim of this work was isolate L-
amino acid oxidase from B. atrox venom (LAAQOBatrox) and characterize biochemical and
functionally LAAOBatrox. The isolation consisted of 3 chromatographic steps: molecular
exclusion using a G-75 Sephadex column, ion exchange using ES-502N column in HPLC
and affinity chromatography with Lentil-Lectin column. Afterward, LAAOBatrox was
analyzed by SDS-PAGE to confirm an expected high purity level. Biochemical
characterization showed LAAOBatrox is a glycoprotein of 12% sugar-containing with
relative molecular weight of 67000, pl estimated in 4,4 pointing to acid character due to its
amino acids composition, rich for Asx and GIx residues. LAAOBatrox displays high
specificity to hydrophobic L-amino acids (best substrates: L-Met and L-Leu). The N-
terminal amino acid sequence (ADDN-NPLEE-NIRRDD) and the internal peptide
sequences showed close structural homology to other snake venom L-amino acid oxidades,
presenting 100% homology to LAAO from B. moojeni and B. jararacussu. This enzyme
induces moderate edema compared to crude venom, low coagulating activity in human
plasma and 100% of in vitro platelet aggregation induction with 25 pg/mL, but this can be
due to H,O, production by LAAOs once added catalase has inhibited aggregation induced
by LAAOBatrox and the effect was close to 0%. LAAOBatrox presents citotoxicity effect
for tumor cell lines: 70% of death by apoptosis in B16F10 and 20% cellular viability for
PC12, after LAAOBatrox treatment. LAAOBatrox did not display citotoxicity effect in
normal cells (peripheral blood mononuclear cells). Thus, LAAOBatrox is a multifunctional
enzyme of huge potential for investigation of cellular processes involved on poisoning and
also for developing new medicines.

Key words: L-amino acid oxidase, Bothrops atrox, cytotoxic activity, apoptosis.
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INTRODUCAO

1.1. Aspectos Gerais sobre as serpentes no Brasil.

A gravidade e a grande freqiiéncia dos acidentes ofidicos que ocorrem no pais
acarretam sérios problemas a saide humana, exigindo notifica¢io obrigatdria ao Ministério
e as Secretarias Estaduais de Satde.

O Brasil possui uma riquissima fauna de serpentes, aproximadamente 265 espécies,
classificadas dentro de 73 gé€neros, reunidas em 9 familias. Apenas duas dessas familias
sdo conhecidas como peconhentas (Viperidae e Elapidae), isto €, aquelas que produzem
toxinas em glandulas especializadas e tém aparelhos apropriados para inoculd-las,
ocasionando intoxicagOes sérias no homem e em outras espécies animais. A familia
Elapidae é composta por serpentes encontradas principalmente na Asia, Africa e Australia.
Nas Américas, a familia estd representada pelas chamadas cobras corais, pertencentes ao
género Micrurus. A familia Viperidae com serpentes distribuidas por todo mundo, sem
ddvida representa o mais importante grupo de serpentes para a saide publica, pois sdo
responsaveis pela maioria e pelos mais graves acidentes ofidicos registrados, ndo s6 no

Brasil, mas também em outros paises das Américas (Figura 1).

14% Lachesis 7,7% Crotalus 0.4% Micrurus
© Bothrops
@ Lachesis
QO Crotalus

O Micrurus

90,5% Bothrops

Figura 1. Distribuicdo dos acidentes ofidicos no Brasil,
segundo o género da serpente causadora do acidente.
Fonte: Fundacao Nacional de Saude, 1998
http://www.butantan.gov.br/info_uteis.htm



INTRODUCAO

A fauna brasileira inclui 5 géneros que somam aproximadamente 30 espécies e,
incluindo as subespécies o nimero chega a 36. Os principais géneros sdo Bothrops,
representado pelas jararacas, como sdao popularmente conhecidas; Crotalus, representado
pelas cascavéis e Lachesis, cujas serpentes sdo conhecidas como surucucus.

O género Bothrops destaca-se como o responsavel por cerca de 85 a 90% do total de
acidentes ofidicos ocorridos no pais (Rosenfeld, 1971; Ferreira et al., 1992; Ribeiro et al.,
1993).

Segundo Guércio et al. (2006), muitos fatores influenciam na composi¢do do

veneno dessas serpentes, dentre eles, a idade do animal.

1.2. O veneno das serpentes do género Bothrops.

A espécie B. atrox (Figura 2) € responsdvel pela maioria dos acidentes ofidicos na
regido da Amazonia Brasileira. Em humanos, o envenenamento por B. atrox causa efeitos
locais como inchago, hemorragia local e necrose além de efeitos sist€émicos, incluindo
alteragdes na coagulacdo sanguinea e vdrios pontos hemorrdgicos ao longo da mordida

(Guércio et al., 2006).

Figura 2. Foto da serpente Bothrops  atrox.
Fonte:http://animalpicturesarchive.com/animal/a7/Fer-de-
Lance _Bothrops_atrox_Caissaca_lancehead_Snake-
by_John_White.jpg
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Cerca de 90% do peso seco do veneno € constituido por proteinas, compreendendo
grande variedade de enzimas como fosfolipases A,, proteases, L-aminodcido oxidase,
hialuronidases, entre outras, toxinas ndo-enzimadticas e proteinas ndo-toxicas. As fragcdes
nao-protéicas sdo representadas por carboidratos, lipideos, metais, aminas biogénicas,
nucleotideos e aminoacidos livres (Cardoso et al., 2003).

O veneno botrépico possui trés atividades fisiopatoldgicas: proteolitica (Figura 3 A
e B), também definida como inflamatéria aguda, coagulante e hemorragica. Os sintomas da
vitima sdo: dor, edema, rubor, equimose e necrose (Cardoso et al., 2003).

As Metaloproteinases de venenos de serpentes sdo responsaveis pelos efeitos locais
e sistémicos observados durante o envenenamento por serpentes da familia Viperidae:
hemorragias, mionecroses, lesdes de pele, inflamacdo, ativacdo do complemento e ativagao
da matriz endégena de metaloproteinase. Fatores severos afetam a adesdo e migracdo
celular, incluindo a concentracdo de moléculas de adesdo da matriz extracelular, o nimero
e afinidade de integrinas e interagdo entre esses receptores e o citoesqueleto (Costa; Santos,
2004).

A hemorragia € causada pela acdo de metaloproteinases que provavelmente
degradam coldgeno e outros componentes da lamina basal dos vasos capilares. Como
conseqiiéncia os capilares sdo rompidos, promovendo equimoses e sangramentos. O veneno
possui uma acao sobre os fatores de coagulagdo, alterando o tempo de coagulagdo (TC). Os
venenos das serpentes do género Bothrops diminuem o tempo de coagulacdo, por atuarem
sobre fatores da cascata de coagulacdo e sobre a trombina (Gutierrez; Chaves, 1980;
Queiroz; Petta, 1984).

A hemorragia, uma das mais evidentes atividades bioldgicas dos venenos da familia
Viperidae, é a mais relevante patofisiologia do envenenamento (Bjarnasson; Fox, 1994). A
medicao do halo hemorragico obtido apds a inje¢ao intra-dérmica dorsal do veneno (Kondo
et al., 1960) € especifico, rapido e reprodutivel.

Os danos hemorrdgicos locais sdo rdpidos, a patogénese do veneno € complexa,
envolvendo acdo combinada de metaloproteinases e outros componentes existentes no

veneno bruto (Gutierrez et al., 1995).
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O edema local é outra tipica manifestacio de envenenamento botrdpico,
independente da via de inoculagdo. O edema é acompanhado de dor, que pode variar de
discreta a intensa. Isto é causado, provavelmente, pela combinacao de elementos tais como:
efeito direto do veneno sobre os vasos e liberacdo de mediadores enddgenos como
histamina, cininas e prostaglandinas devido a acdo dos componentes dos venenos sobre os
mastdcitos, cininogénios e fosfolipideos, respectivamente. Em alguns casos, o edema ¢
responsavel pela elevacdo da pressdo intersticial hidrostitica nos compartimentos
musculares. Além da sua acido sobre células musculares e microvasculatura, o veneno
botrépico também afeta artérias, causando trombose e lesdo das paredes arteriais. Lesdo
arterial causa isquemia e necrose futura. Em adi¢do, este veneno afeta nervos

intramusculares (Barravieira, 1994).

: ki S AR : o DS . SRS

Figura 3 A e B: Acidente botropico — Acdo proteolitica. Fonte: A)
http://www.gifte.de/Gifttiere/biss bothrops atrox bild02.htm ; B) Obtida “in loco” pela
mestranda Raquel de Melo Alves em 31/12/2005 na zona rural do municipio de
Rochedo — MS.

A hipotensdao e o choque periférico sdo observados em acidentes graves e sao
devidos a liberacdo de mediadores vasoativos. Ocorre aumento do tempo de coagulacdo
sanguinea. A vitima pode ir a ébito por insuficiéncia renal aguda e/ou poderd ter infeccio
secunddria por bactérias que sdo encontradas na microbiota bucal da serpente. (Amaral,

1977).
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A mortalidade causada pelas espécies botrépicas, foi estimada em 2,4% podendo
atingir 8% quando nao tratadas devidamente (World Health Organization, 1981). Nestes
casos o edema, a hemorragia e a necrose muscular sdo as mais sérias manifestacdes clinicas
locais, causando incapacidade prolongada ou permanente do membro atingido. Alguns
componentes isolados dos venenos do género Bothrops, sdo enzimas que provocam
distirbios da coagulagdo sangiiinea (Assakura et al., 1985; Hofmann; Bon, 1987), e
miotoxinas (Lomonte; Gutierrez, 1989; Homsi-Brandeburgo et al., 1988) responsaveis
pelos sintomas clinicos do envenenamento botrépico.

O estudo dos venenos de serpentes tem propiciado a elucidagdo de diversos
mecanismos farmacoldgicos e auxiliado muito na industria farmacéutica em busca de novos
farmacos, como por exemplo, a elaboracdo da molécula de um dos medicamentos mais
vendidos para controle da pressao arterial, o Captopril. Este medicamento foi obtido a partir
de um peptideo isolado do veneno da serpente Bothrops jararaca por Rocha e Silva et al.
(1949). Esse estudo demonstrou a eficiéncia do peptideo em inibir a conversdo de

angiotensina (Ferreira, 2000).

Esses estudos e descobertas tém propiciado maiores interesses dos pesquisadores em
elucidar os principios € mecanismos dos componentes presentes nos venenos de serpentes
como enzimas (fosfolipases, proteases, L-aminoacido oxidases), proteinas ndo tdoxicas e
toxinas ndo enzimaticas.

As enzimas fosfolipases A, (PLA;), diferentes das enzimas de mamiferos, induzem
grande variedade de efeitos farmacoldgicos pela interferéncia severa das funcdes
fisiolégicas, incluindo trombose e hemostasia. Sd@o também importantes nas fungdes
celulares como na transdugdo de sinal, via biossintese de prostraglandinas e leucotrienos, e
hemostasia membranar, incluindo a manuten¢do da quantidade de fosfolipideos celulares e
reparo na membrana através de desacilac@o e reacilacdo (Kini; Evans, 1990; Kini, 2003).
Estdo envolvidas em mecanismos como proliferacio celular, quimioatragcdo, contracdo do
musculo liso e atividades microbioldgicas, estando também associadas a eicosandides e
hemostasia de membrana (Mora et al., 2005). Algumas das fosfolipases iniciam agregacao
plaquetdria, enquanto que outras inibem severamente esta atividade (Kini; Evans, 1990;

Kini, 2003).
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PLA;s sdo abundantes em varios fluidos bioldgicos e secre¢des como exsudato
inflamatério, secrecdo pancredtica e outros fluidos e células, bem como nos venenos de
moluscos, artrépodes e serpentes (Mora et al., 2005).

As serinoproteases sdo encontradas em microorganismos, plantas e diversos
animais. S@o muito abundantes nos venenos de serpentes principalmente na familia
Viperidae, onde constituem aproximadamente 20% do total de proteinas contidas no
veneno. Estas enzimas tém propriedades bioquimicas e estruturais, como a triade catalitica
que ¢é altamente conservada (Serjos, Hiss; e Aspioz), que as classificam como
serinoproteases. Apresentam diversas fungdes bioldgicas e podem estar envolvidas na
digestdo, ativagdo do sistema complemento, diferenciacdo celular, hemostasia, etc. Estas
enzimas sozinhas nio sdo letais, mas contribuem para o efeito toxico quando associadas
com outras proteinas do veneno. As serinoproteases afetam muitos passos na cascata de
coagulacdo, muitas vezes ndo especificamente através da degradacdo proteolitica, ou
seletivamente através da ativagdo ou inativagdo de fatores da coagulacdo, envolvidos na
agregacao plaquetdria, coagulacdo e fibrindlise (Braud; Bom; Wisner, 2000).

Do veneno de Bothrops atrox podemos destacar algumas proteinas e enzimas ja
isoladas como a trombolectina (lectina) (Gartner; Stocker; Williams, 1980). Atroxin, uma
enzima proteolitica isolada que produz hemorragia e necrose apds 24 horas da injecdo e
possui sua atividade aumentada na presenca de caseina (Pantigoso et al., 1996). Uma
enzima coagulante denominada Batroxobin (Stocker; Barlow, 1976) e uma glicoproteina
denominada Trombocetina, com massa molecular relativa de 36.000 e contém 5,6% de
carboidrato. Promove agregacao plaquetdria e ativa o fator XIII da cascata de coagulagdo.
Estd caracterizada como uma serinoprotease cldssica (Kirby et al., 1979).

Dentre outras enzimas isoladas como fofodiesterases (Frischauf; Eckstein, 1973) e
hemorraginas (Rodrigues et al., 2004) podemos destacar também 2 fosfolipases A;
denominadas BaPLA(2)I e BaPLA(2)III com massa molecular estimada em 15kDa, sendo
que a primeira trata-se de uma fosfolipase bésica com pl de 9,1 e a BaPLA(2)III uma
fosfolipase neutra, com pl de 6,9 demonstrando maior atividade catalitica que a BaPLA(2)I

para substratos sintéticos (Kanashiro et al., 2002).
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1.3. As L-aminoacido oxidades - LAAOs.

As L-aminodcido oxidases (LAAOs) sdo flavoenzimas, que catalisam a deaminagao
oxidativa estereoespecifica de um substrato L-aminodcido para um o-cetodcido com a
producdo de amodnia e peréxido de hidrogénio (Figura 4) (Curti; Ronchi; Simoneta, 1992;
Ahn; Lee; Kim, 1997; Zhang, et al., 2003; Kommoju et al., 2007). Sdo amplamente
distribuidas em muitos organismos diferentes como as bactérias, fungos, algas verdes e
venenos de serpentes e sdo envolvidas na utilizacdo de fontes de nitrogénio (Stdbeli et al.,

2004).
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Figura 4. Deaminacio estereoespecifica oxidativa de um substrato L-aminodcido
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catalisado por uma LAAO.

As LAAOs exibem uma preferéncia para aminodcidos hidrofébicos incluindo,
fenilalanina, triptofano, tirosina e leucina. No entanto, o mecanismo de toxicidade induzido
pelas LAAOs de venenos ainda é pouco conhecido. Tem-se demonstrado que estas enzimas
isoladas de Crotalus adamanteus e C. atrox podem se associar especificamente com células
endoteliais de mamiferos que pode ser devido ao aumento na produgdo de perdxido de
hidrogénio (Surh; Kim, 1999; Du; Clemetson, 2002).

A LAAO apresenta peculiaridades para cada veneno de serpente, por exemplo, esta
enzima purificada do veneno de C. adamanteus apresenta inativacdo reversivel, quando

congelada (-20°C) (Curti; Massey; Zmudka, 1968, Coles; Edmondson; Singer, 1977) e,



INTRODUCAO

quando reaquecida novamente (37°C) em pH 5 ela € renaturada e volta a ter atividade
(Coles; Edmondson; Singer, 1977).

E amplamente aceito que a reatividade ligada ao sistema imunolégico é mediada por
anticorpos de venenos de serpentes que reconhecem componentes relacionados a seqiiéncia
homodloga de aminodcido ou fungdes bioldgicas similares. Entretanto, Stabeli et al. (2005)
demonstraram que o antiveneno poliespecifico de Bothrops ¢ uma fonte de anticorpos de
reacdo cruzada que interagem com proteinas do veneno ou estruturas primdrias distintas e
funcdes bioldgicas.

Recentemente, as L-aminodcido oxidases de venenos de serpentes foram objeto de
estudo interessante para a farmacologia, bem como seus estudos em biologia estrutural e
molecular (Stabeli et al., 2004).

A primeira funcdo da LAAO € provavelmente a de promover hipotensdo a vitima
pela ativacdo de guanilato ciclase solivel na presenca de superoxido dismutase (Aird,
2002).

LAAOs tém sido caracterizadas com funcdes distintas como preferéncia de
substrato, inducdo de apoptose, citotoxicidade, hemolise, agregacdo plaquetdria, indugdo de
hemorragia, edema e atividades bactericidas (Du; Clemetson, 2002; Cooper; Pinto, 2005;
Ali et al., 2000) e atividade anti-HIV (Kommojua, et al., 2007). As LAAOs dos venenos de
serpentes produzem perdxido de hidrogénio que sdo responsdveis pela ativacdo das
plaquetas por meio da via sinalizadora (Lu et al., 2005).

Os efeitos citotoxicos de LAAO de venenos de serpentes, bem como inducio de
apoptose/necrose t€m sido demonstrados em diversas linhagens celulares. Recentemente foi
demonstrado que LAAO do veneno de Crotalus adamanteus induziu apoptose em células
endoteliais de corddao umbilical humano, bem como em alguns tipos de células tumorais.
Apoptose tem sido definida como morte celular programada, caracterizada pelo ilustre
exemplo de eventos celulares morfolégicos e bioquimicos (Souza et al., 1999).

Araki et al. (1993) demonstraram que venenos de serpentes com atividade
hemorrdgica induzem apoptose em células endoteliais vasculares. Muitos outros estudos
relatam a inducdo de apoptose por LAAO de vérios venenos de serpentes, incluindo
viboras, em diferentes linhagens celulares como células embriondrias de rim humanas

(293T) (Torii et al., 2000), células de leucemia humana promielocitica (HL-60) (Torii et al.,
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1997), células de leucemia T humanas (MOLT-4) (Suhr and Kim, 1996), células
monociticas humanas (MM6) com confirmacdo da apoptose pela fragmentacdo do DNA
das células tratadas com LAAO (Ali et al., 2000).

Efeitos citotoxicos da LAAO de Bothrops pirajai (BpirLAAO-I) foram observados
em tumores S180, SKBR-3, Jurkat ¢ EAT. A morte celular para células normais
(macrofagos) foi insignificante. Além disso, BpirLAAO-I foi capaz de induzir a
fragmentacdo de DNA ap6s a incubacio a 37°C por 24h (Izidoro et al., 2006).

Alguns estudos mostram a indu¢@o de apoptose por LAAO envolvida nas vias das
caspases, no entanto, muitos dos efeitos bioldgicos de LAAO sdo devidos ao efeito
secundario de H,O, que é produzido durante a reacdo enzimdtica. Durante o estresse
oxidativo, H,O, em niveis baixos tem uma fun¢do de ativagdo e transcri¢ao de alguns genes
que poderiam prevenir a morte celular. Entretanto, um aumento na concentracdo de H,O,
induz um atraso no crescimento e morte celular por apoptose (SOUZA et al., 1999, Du;
Clemetson, 2002). Araki et al. (1993) mostraram que substancias citotoxicas em venenos de
Crotalus atrox, Trimeresurus flavoviridis, Gloydius halys blomhoffii, Vipera ammodytes e
Bitis arietnas causam apoptose em cé€lula endotelial vascular em pulmao humano, mas nao
em ratos ou células de musculo liso de bovinos, ou fibroblastos embrionarios de humanos
(Aird, 2002).

Em 1980, Gewitz et al. (1980) demonstraram que LAAO libera HCN (4cido
cianidrico) sobre a oxidacdo de histidina. Nathan et al. (1982) reportaram que LAAO, de
venenos de Echis coloratus inibe agregacao plaquetdria via liberacao de H,0,, sugerindo
uma fun¢do anticoagulante.

As LAAOs purificadas de venenos sdo geralmente glicoproteinas
(aproximadamente 3-4%) homodiméricas dcidas ou bdsicas, com ponto isoelétrico entre
4,4 — 8,5, tendo FMN e FAD como co-fatores (aproximadamente 2 mol/mol), com massa
molecular de 120 - 150 kDa na forma nativa e 55 — 66 kDa em suas formas monoméricas
(Souza et al., 1999; Ponnudurai; Chung; Tan, 1994; Tan; Swaminathan, 1992; Tan;
Saifuddin, 1989; Torii; Naito; Tsuruo, 1997; Abe et al., 1998; Du; Clemetson, 2002; Ali et
al., 2000; Toyama et al., 2006; Samel, et al., 2006).
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A purificagdo de LAAOs de venenos de serpentes tem sido descrita por varios
grupos de pesquisadores, sendo que, enzimas de diferentes origens exibem diferentes

especificidades, estabilidades e diversas atividades bioldgicas e toxicas.

Até o momento, apenas trés LAAOs foram isoladas do género Bothrops, das
espécies Bothrops moojeni (Tempone et al.,, 2001), B. alternatus (Stabeli et al., 2004) e
Bothrops pirajai (Izidoro et al., 2006). Ticli et al. (2006) isolaram e caracterizaram
funcionalmente e estruturalmente a LAAO de Bothrops jararacussu onde esta demonstrou
resultados significativos na atividade bactericida, leishmanicida e anti-tumoral, permitindo
novos estudos de estrutura molecular para a determinac¢do dos possiveis mecanismos de
acdo da proteina. De forma geral, apenas a LAAO do veneno de Calosellasma rodhostoma
foi amplamente caracterizada e sua estrutura tridimensional determinada. Kommoju et al.
(2007) publicaram, com sucesso, a expressao do recombinante ativo de LAAO de
Calosellasma rhodostoma em levedura Pichia pastoris.

Desta forma observa-se que estudos de caracterizagdo funcional e estrutural bem
como seqiiéncia de estudos mais aprofundados desta classe de enzimas sdo muito
importantes para compreensdo do seu mecanismo de acdo e quanto a aplicagdo

biotecnoldgica na clinica farmacéutica.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivos Gerais:

2.1.1 Isolar e caracterizar bioquimica e funcionalmente a L-aminodcido oxidase do

veneno de Bothrops atrox.

2.2 Objetivos Especificos:

2.2.1 Padronizar a metodologia da L-aminoécido oxidase do veneno de B. atrox.

2.2.2 Caracterizar bioquimicamente a LAAOBatrox por meio da determinagdo do
pl, massa molecular, composicio em aminodcidos e seqlienciamento amino terminal,
conteddo de acticar e quanto a especificidade de substrato.

2.2.3 Caracterizar funcionalmente a LAAOBatrox por meio das seguintes
atividades: inducdo de edema, atividade hemorragica, atividade coagulante, agregacao

plaquetdria, atividade anti-tumoral e atividade pré-apoptdtica.
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3.1 Material

3.1.1 - Veneno.

Veneno bruto de B. atrox adquirido do Serpentdrio SANMARU, Taquaral, SP e do

Instituto Butanta de Sdo Paulo.

3.1.2 — Plasma.

Plasma humano de individuos saudaveis recém colhido, procedente do Hemocentro

da cidade de Ribeirao Preto — SP.

3.1.3 — Animais.

Camundongos machos de linhagem suica, pesando de 18 a 20g, adquiridos do

Biotério Central da Universidade de Sao Paulo — Ribeirdo Preto.

3.1.4 — Aspectos éticos.

O projeto de pesquisa foi aprovado pelo CEUA - Comissdo de Etica no Uso de
Animais - (Protocolo n° 05.1.821.53.1) e também pelo Comité Nacional de Etica em
Pesquisa para utilizacido de plasma humano fornecido pelo Centro Regional de

Hemoterapia de Ribeirdo Preto.

3.1.5 — Outros reagentes.

Foram utilizados reagentes de grau analitico.
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3.2 Métodos

3.2.1 Purificac¢do da LAAO do veneno de B. atrox.

3.2.1.1 Filtracao em Sephadex G-75.

Aproximadamente 500mg de veneno bruto de B. atrox foram suspensos em SmL de
tampao bicarbonato de aménio (AMBIC) 0,05M, pH 8,0, centrifugado a 12.000 x g por 10
minutos e o sobrenadante obtido aplicado a coluna contendo gel de Sephadex G-75 (4,0 x
90cm). A coluna foi previamente equilibrada com a mesma solu¢do tampao com um fluxo
de 30mL/h e foram coletadas fracdes de SmL/tubo em coletor LKB Bromma 2070
ULTRORAC® II. A absorbancia das fra¢des coletadas foram determinadas em 280nm, em
espectrofotometro Beckman DU® 640. Os picos obtidos foram reunidos e concentrados
em sistema de ultrafiltracdo AMICON utilizando membrana de 10.000 Da e avaliada a

atividade especifica da LAAO. O pico ativo foi submetido a préxima etapa de purificacao.

3.2.1.2 - Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia.

A fracdo BaPI obtida da filtracdo em gel Sephadex G-75 (item 3.2.1.1) e
concentrada por ultrafiltracdo foi submetida a cromatografia liquida de alta eficiéncia
(SHIMADZU) utilizando coluna de troca idnica Shodex ES-502N 7C (7,6 mm/10 cm).

A fase movel constituiu-se de bicarbonato de amonio 0,05 M, pH 8,0 (eluente A) e
bicarbonato de aménio 0,5 M, pH 8,0 (eluente B). A amostra foi suspensa no eluente A,
centrifugada a 3.500 x g por 5 minutos e aplicada com o mesmo tampao por 40 minutos,
iniciando o gradiente linear de concentragdo de 0 a 100% de B em 220 minutos,
permanecendo por 20 minutos e voltando ao tampao inicial em 20 minutos, completando o
tempo total de corrida em 300 minutos, em um fluxo de 0,4mL/min.

As amostras foram solubilizadas em tampao bicarbonato de amonio 0,05M, pH 8,0
sendo aplicados 600uL. em cada ciclo. A detecc¢ao foi feita pelo detector SPD-10AV em
280nm.

O ensaio de atividade especifica da LAAO foi realizado em cada pico coletado.
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3.2.1.3 Cromatografia de Afinidade em Lentil Lectina.

A fracdo ES-III obtida da cromatografia liquida de alta efici€éncia em coluna de
troca i0nica foi concentrada em aparelho de ultrafiltracio Y-M de 10mL (AMICON) até
2,0mL e aplicada a coluna de afinidade Lentil Lectina (1,0 x 26cm), com fluxo de 20mL
por hora, sendo coletados 3mL por tubo. A coluna foi previamente equilibrada com tampao
de ligacdo correspondente a Tris-HC] 20mM, NaCl 0,5M, MgCl, ImM e CaCl, 1mM, pH
7,4. Os tubos foram lidos em comprimento de onda de 280nm em espectrofotometro
Beckman DU® 640 e apds a saida do primeiro pico, o material adsorvido foi eluido com
tampao de elui¢do, correspondente a 0,1 a 0,5M de glicose em
Tris-HC1 20mM e 0,5M de NaCl, pH 7.,4. Os tubos seguintes também foram monitorados
em comprimento de onda de 280nm em espectrofotdmetro Beckman DU® 640 e para cada

pico foi realizado o ensaio de atividade de LAAO.

3.2.2 Ensaio de Atividade Especifica de L-aminoacido oxidase.

A atividade da LAAO e dos venenos de serpentes foram determinados em (5 a
10mL) tampao Tris-HC1 0,1M, pH 7,2 a 25°C utilizando uma enzima conjugada no ensaio.
Este ensaio gerou peréxido de hidrogénio pela deaminacdo oxidativa da L-leucina pela
LAAQO. Foi usado peréxido de rabanete para oxidar a o-fenilenediamina, o radical cédtion
que foi espectrofotometricamente monitorado no comprimento de onda de 490nm,
utilizando para a reagdo 10mL de L-Leucina 0,1% em Tris-HCI1 0,IM (5 a 10 mL), pH 7,2;
10uL de peréxido de rabanete (Img/mL), 100uL de uma solug¢do de o-fenilenediamina
(10mg/mL em metanol). A reagdo foi realizada com 0,5mL da solu¢do ensaio, 10uL de
LAAO e ap6s 30 minutos a reagdo foi interrompida pela adicdo de 0,5mL de &cido citrico
10% (m/v) (PESSATTI et al., 1995) e a absorbancia determinada em 490nm.

Uma curva padrado foi determinada a partir de diferentes concentracdes de peréxido
de hidrogénio. Os dados da regressao linear foram calculados utilizando o Aplicativo Excel
(MICROSOFT OFFICE) e a atividade de LAAO foi expressa em nmoles H,O,/min.

Per6xido de hidrogénio em diferentes concentracodes (3,75; 7,5; 15; 30; 60; 120 e

240nM). As concentragdes de peréxido de hidrogénio foram obtidas apds dilui¢do em Tris-
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HCI, 0,1M pH 7,2 contendo 5ul. de ODP (10mg/mL de metanol), 1uL de peroxidase
(Img/mL) e incubado por 30 minutos a 25°C. A reacao foi parada pela adi¢ao de S00uL de

acido citrico 10% (m/v) e a absorbancia determinada em 490nm.

3.2.3 Caracterizacao Bioquimica.

3.2.3.1 Eletroforese SDS-PAGE.

A pureza da fracdo obtida foi analisada eletroforeticamente por SDS-PAGE
utilizando gel de poliacrilamida a 12% em condi¢des desnaturantes (Laemmli, 1970). A
coloragao foi realizada com Azul Coomassie G-250 0,2% em H,O/MeOH 1:1 (v/v) durante
15 min. O descoramento foi obtido com trocas sucessivas de solucdo de 4cido acético
glacial a 10% (v/v) e, para a identificagcdo com prata foi utilizado o kit de coloracdo com

nitrato de prata (GE Healthcare Bio-Sciences AB).

3.2.3.2 Massa Molecular.

A eletroforese para determinacdo da massa molecular foi realizada em condi¢des
desnaturantes, segundo metodologia descrita por Laemmli (1970). O gel de resolucdo a
13,5% (m/v) em acrilamida (bis acrilamida/acrilamida 0,8:30) foi preparado em tampao
Tris-HC1 2,0M, pH 8,0 e SDS 0,1%. O gel de concentracdo a 3% em acrilamida foi
preparado em tampao Tris-HCI1 0,05M, pH 6,8 e SDS 0,1%.

Amostras contendo 5 a 50ug de proteinas foram dissolvidas em tampao Tris-HCl
0,0625M, pH 6,8, DTT a 10% (ditiotreitol-Pierce), glicerol a 10%, SDS a 2% e azul de
bromofenol a 0,001% como corante. As proteinas foram completamente dissociadas por
imersao das amostras por 1 a 5 minutos em dgua fervente. Foram aplicados no gel cerca de
5 a 30uL da amostra, sendo também aplicados padrdes de peso molecular dissolvidos no
mesmo tampao.

O tampao de eletrodo foi Tris 0,225M, glicina 0,192M e SDS a 0,1%, pH 8.,3.
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A eletroforese foi realizada com uma corrente de SmA até o indicador azul de
bromofenol alcancar o final do gel. Decorrido o tempo adequado, o gel foi retirado e corado
por 30 minutos em Coomassie Blue G-250 0,1% (m/v) dissolvido em dgua/metanol (1:1) e
descorado numa solucdo de acido acético a 70% (v/v). A distancia de migracdo de cada
padrao foi determinada em centimetros e tracada uma curva padrdo para determinagdo de
massa molecular que relacionava logaritmos dos valores de massa molecular dos padroes

de proteina com as distancias de migragao.

3.2.3.3 Determinacao do Ponto Isoelétrico (pI).

O ponto isoelétrico da enzima LAAO foi determinado por focalizagao isoelétrica
segundo método descrito por Vesterberg (1972), modificado como descrito a seguir. O gel
foi preparado a 5% em acrilamida, contendo 10% (m/v) de sacarose, 1% (v/v) de anfdlitos

pH 3,0 a 14,0; 0,17% (v/v) de TEMED e 0,075% (m/v) de persulfato de amonio.

3.2.3.3.1 Aplicacao das amostras e focalizacao isoelétrica.

O gel foi colocado sobre uma placa refrigerada ligada a um banho termostatizado a
8°C. Cinco tiras de papel whatman n° 3 sobrepostas foram utilizadas para contactar o gel e
os eletrodos, sendo o catodo embebido em uma solu¢do de NaOH 1 M e o anodo em acido
fosforico 1M.

A fonte de alta voltagem foi ajustada para valores maximos de 1500V, 30mA e
10W e entdo realizada uma pré-focalizacdo por 30 minutos.

Pedacos de papel da LKB de 1,0 x 0,5cm foram embebidos nas amostras e
colocados sobre o gel sendo retiradas apds 30 minutos de focalizacdo, a qual continuou por

mais 4 horas.
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3.2.3.3.2 Deteccao e determinacao do gradiente de pH.

Ap6s a focalizagdo isoelétrica, foram desprezadas 0,5cm das laterais do gel, sendo
entdo, seccionadas tiras de 1,0 x 2,0cm do mesmo e colocadas em tubos de ensaio contendo
0,2ml de dgua millipore, para leitura do pH apds 2 horas em repouso. Estas tiras foram
cortadas nas duas laterais do gel intercaladamente, de forma a obter valores médios de pH
para cada 0,5cm do gel. O restante do gel contendo amostra foi entdo colocado em uma
solucdo de 4cido tricloroacético a 10% (m/v) e acido sulfosalicilico a 2% (m/v) por 15
minutos, lavado com 4gua destilada e corado por 2 horas em uma solucdo de Coomassie
brilliant blue G-250 0,2% em agua/metanol, 1:1 (v:v). O descoramento foi feito com uma

solucdo de metanol/acido acético/dgua, 3:1:9 (v/v).

3.2.3.4 Composicao em aminoacidos.

3.2.3.4.1 Hidrolise acida.

Amostras de cada proteina (0,5-10ug) foram transferidas para tubos de borosilicato

(6 x 50mm), os quais foram pirolisados a 500°C por 12 horas e entdo lavadas por métodos
usuais .
Cada tubo foi entdo transferido para uma camara de reacdo e 200 a 300ul de HCl

6N contendo fenol (0,1 a 0,5%) foi adicionado no interior da camara.
A camara foi selada a vacuo apds fluxar Ny e hidrolisada por 24 horas a 100°C,

onde a camara de reacdo foi completamente aquecida.
Ap6s hidroélise, a camara de reacdo foi aberta e os tubos contendo o hidrolisado foi

transferido para o sistema Speed Vac, para remog¢ao do excesso de HCI por 15 minutos a

50°C.
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3.2.3.4.2 Derivatizacao.

Ap6s remocdo do excesso de HCI, foi adicionado a cada tubo 20ul do seguinte

reagente: metanol/H,0/trietilamina (2:2:1), agitados vigorosamente e secos em Speed Vac

por 15 minutos a 509C. Em seguida, foram adicionados 20ul do reagente de derivatizagao a
cada tubo: metanol/H,0/trietilamina/PITC (7:1:1:1) e deixados reagir por 20 minutos em
temperatura ambiente.

Sequencialmente, foi removido o excesso de reagente em Speed vac durante 1h e 30
minutos em temperatura ambiente e as amostras foram suspensas em 500ul de acetato de
soédio 0,14M pH 7,5 contendo 5% de acetonitrila.

Todos esses procedimentos foram realizados simultaneamente com os padrdes de
aminoacidos da Pierce (solugdo estoque 2,5umol/ml).

Ap6s derivatizacio o padrao de aminoacidos foi suspenso em 500ul de diluente de

amostra e injetado 20ul (correspondendo a 100 picomol) na coluna.

3.2.3.4.3 Sistema de separacao das PTC.

As andlises foram realizadas através de um aparelho CLAE (modelo MP-3000E-
Milton Roy Co.) constituido por um espectromonitor D, com comprimento de onda fixado

em 254 nm e um controlador integrador MP-3000 E, equipado com coluna: PICOTAG (150

mm x 3,9 mm) da Waters, mantida em uma estufa a 38°C; com fluxo de 1,0 ml/minuto,
utilizando um gradiente constituido de duas fases moéveis: solvente A-0,14M de acetato de
so6dio 0,05%, pH 5,6 e solvente B acetonitrila e dgua (60:40 v/v).

A eluicdo dos PTC-aminodcidos foi realizada em um gradiente de 10% a 54% de B
em 10 minutos e entdo elevado a 100% de B para lavagem da coluna, retornando a 10% B
em um intervalo de tempo de 8 minutos e permanecendo por 10 minutos para equilibrio da

coluna, somando-se 28 minutos para uma andlise completa de PTC- amino4cidos.
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3.2.4 Deglicosilacao da LAAO.

Aproximadamente 20uL. de LAAO foram dissolvidos em 5yl do tampdo de
desnaturacdo contendo SDS a 0,5% e DTT (ditiotreitol) 0,4M (m/v) e 45uL de 4gua e
foram aquecidos a 100°C por 5 minutos. A seguir a mistura recebeu 10uL do tampao de
reacdo (tampao fosfato de Sédio, SOmM, pH 7,5), 10uL de NP-40 a 10% e 100U de
PGNase F e incubada por 4h a 37°C. A reacdo foi terminada por adi¢do do tampao de
amostra da SDS-PAGE (Tris-HCI, 0,0625M, SDS 2%, glicerol 10%, B-mercaptoetanol 5%,
azul de bromofenol 0,001%, pH 6,8) e aquecimento em banho-maria por 5 minutos. A

massa molecular da LAAO com e sem deglicosilacdo foi analisada por SDS-PAGE al2%.

3.2.5 Seqiienciamento da LAAO de B.atrox.

O seqiienciamento foi feito por meio de um seqiienciador modelo Procise 419
(Perkin-Elmer-Applied Biosystem Division, Foster City, California). A proteina foi
eletrotransferida de SDS-PAGE a 12% para uma membrana de “polyvinylidene difluoride”
(Immobilon-P/Millipore) pelo método de “Western Blotting”. Os aminoécidos foram
identificados em CLAE (Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia) de fase-reversa. O
seqiienciamento de aminoécidos da regido N-terminal da LAAOBatrox foi identificado por

meio da reacdo de Edman automatizada.

3.2.5.1 Eletroforese em gel de poliacrilamida na presenca de SDS (SDS-PAGE).

A eletroforese foi realizada com agente desnaturante (SDS) segundo a técnica
descrita por Laemmeli (1970). Para a preparacdo do gel foi utilizado acrilamida/bis-
acrilamida na proporcao de 30:0,8% e preparado um gel de empilhamento a 5% pH 6,8,
contendo 0,125M de Tris-HCI (pH 6,8) e 0,1% de SDS e um gel de separacdo a 13,5% pH
8,8 ¢ 0,1% de SDS.

O tempo de corrida foi de 4 horas ou até que as amostras atingissem 1,5cm do final
do gel em 10mA e 100V. A coloracdo dos géis foi feita com Coomassie Brilliant Blue G

250 por 30min e a descoloragao com &cido acético a 7% (v/v).
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3.2.5.2 Eletrotransferéncia da LAAOBatrox para membrana de PVDF
(“WESTERN BLOTTING”).

A proteina do gel foi eletrotransferida para uma membrana de PVDF
“polyvinylidene difluoride” (Immobilon-P/Millipore) usando o sistema Mini V-8.10 Blot
System (Gibco BRL), por 1,5h a 150V constantes em tampao Tris-Glicina em solucao 10%
de metanol. Apds a eletrotransferéncia, a membrana foi corada com Azul de Bromofenol e
a banda de 67.000 foi retirada e submetida a reacdo de Edman (1950) automatizada para a

determinagdo da seqiiéncia de aminoacidos da regido N-terminal da LAAOBatrox.

3.2.5.3 Digestao in situ do gel por tripsina e analise por espectrometria de

massa.

A proteina isolada por SDS-PAGE foi submetida a uma digestdo in situ por tripsina
com 0,5ug de tripsina modificada (Promega Co.) como descrito por Williams; Stone
(1997). Para a andlise por espectrometria de massa os peptideos tripticos foram
dessalinizados em micro Tip Vydac C18 e eluidos em metanol 70% e acido férmico 0,2%.
A andlise dos peptideos tripticos foi realizada em espectrofotdmetro de massa Quatro II
(Micromass, Manchester, UK) “eletrospray” triplo-quadruplo por infusdo direta
(300nL/min) sob as seguintes condicdes: tensdo capilar mantida a 2,8kV, tensdo do cone
40V, temperatura do cone ajustada a 100°C. Os parametros para a explora¢do do fon MS1 e
ion-filho foi otimizado com o peptideo sintético para o sinal mais elevado em relacdo ao
ruido e foram calibrados com PEG (50-2000 amu). Na modalidade de exploracdo do ion-
filho, a energia de colisdo foi ajustada a eV 25-35, e o argobnio foi utilizado como gas de
colisdo com uma pressdo parcial de 3,0x10™ mTorr. O espectro foi coletado como uma
média de 20-50 scans (2-5 s/scan) e processado usando um software v.3.3 de MassLynx
(Micromass). A seqiiéncia de peptideos tripticos foi deduzida da série de fragmentos de
fons b e y produzidos pela espectrometria de massa por dissociacao induzida por colisdo-

(CID-MS/MS).
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3.2.6 Caracterizacao Enzimatica.
3.2.6.1 Ensaio de especificidade de substrato da enzima LAAO.

2mMol dos aminodacidos leucina, isoleucina, metionina, cistina, cisteina, valina,
tirosina, triptofano, glutamina, treonina, serina, lisina, arginina, fenilalanina e histidina
foram dissolvidos em 500uL de tampao Tris-HC1 0,1M pH 7,2 contendo 5uL. da solucao de
o-fenilenediamina (10mg/mL de metanol) e 1ul de peroxidase (Img/mL). A solugdo foi
incubada com 2ug de enzima por 30 minutos a 25°C. A reacdo foi bloqueada com 500uL
de acido citricol0% (m/v) e a absorbancia determinada em 490nm, utilizando um

espectrofotometro BECKMAN DU 640.

3.2.7 Determinacao da Atividade Biolégica.

3.2.7.1 Inducio de edema.

O efeito edematogénico da LAAOBatrox foi realizado segundo Levy (1969). Desta
forma, camundongos da linhagem suica, machos, pesando de 18 a 22g, receberam uma
injecdo intra-dérmica na regido sub-plantar na pata posterior direita de LAAO na
concentracdo de 100ug/animal (Tabela 01). Como controle negativo foi utilizado PBS
(50uL/pata) e como controle positivo utilizamos o veneno bruto (VB) de B. atrox. A
progressdo do edema foi avaliada com um paquimetro de baixa pressdo (Mitutoyo, Japao)
nos intervalos de 0, 0,5; 1; 2; 4; 24; 48 e 72h ap6s a injecdao. Os valores obtidos no tempo

zero foram entdo subtraidos e as diferencas expressas em porcentagem de edema induzido.



MATERIAL FE METODOS

Tabela 1. Avaliacao da inducao do edema pela enzima LAAO

GRUPOS LAAO (pg/animal)
1 5
2 10
3 25
4 50
5 100
*PBS -

*50 uL; n=5

Tabela 2. Analise comparativa da indu¢do do edema pela enzima LAAO e
veneno bruto.

GRUPOS LAAO (pg/animal)
*PBS -
LAAO 100
k VB -

*50 uL; n=5

3.2.7.2 Atividade hemorragica.

Os camundongos foram distribuidos aleatoriamente em grupos de 5 animais, que
permaneceram em repouso para adaptacdo por 24 h. Cada grupo recebeu um tratamento
diferente (Tabela 2). A hemorragia foi induzida através de injecao intra-dérmica na regido
dorsal, sendo a pele retirada 3 horas apds a injecao.

A atividade hemorrdgica foi avaliada medindo-se os didmetros dos halos
hemorragicos formados com o auxilio de um escalimetro, segundo método descrito por

Kondo et al. (1960).
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Tabela 3. Avaliacdo da inducio da hemorragia pela enzima LAAO.

GRUPOS LAAO (ug/animal)
*PBS 50
VB 20
BaPI 20
LAAO 50

* 50uL; VB: Veneno Bruto; n=5

3.2.7.3 Atividade Coagulante.

A atividade coagulante foi realizada utilizando plasma humano (200uL) e LAAO
em diferentes concentragdes (0,1; 0,2; 0,4; 0,8; 1,6 e 2,0ug). 200uL. de plasma foi incubado
em banho-maria a 37° C por 5 min. Apés este intervalo de tempo foi adicionada a LAAO,
cronometrando o tempo de formacao de rede de fibrina. Como controle utilizamos plasma
(200uL) e no lugar da LAAO utilizamos 25uL. de CaCl, a 0,25mM, onde a coagulagdo
ocorreu em 3minutos. A dose coagulante minima (DCM) foi definida com a quantidade
minima de enzima que coagula o plasma no tempo de 1 minuto (Selistre; Giglio; Homsi-

Brandeburgo, 1990).

3.2.7.4 Agregacio Plaquetaria.

Amostras de sangue foram obtidas de coelhos normais, sem tratamento ou uso de
medicacdo. Apés a coleta, as amostras foram imediatamente transferidas para tubos de
propileno contendo citrato de sédio (3,8%). Plasma Rico em Plaquetas (PRP) foi preparado
pela centrifugacdo do sangue citratado a 200 x g por 10 minutos e o Plasma Pobre em
Plaquetas (PPP) foi obtido do residuo do sangue citratado por centrifugacdo a 1500 x g por
20 minutos. As plaquetas foram deixadas por 1 hora em temperatura ambiente para retomar
a sensibilidade aos agentes agregantes. A contagem de plaquetas foi feita por microscopia

de fase contrastante.
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Os experimentos foram realizados em triplicata e foram utilizadas vérias
concentracoes de LAAOBatrox bem como LAAOBatrox na presenca de catalase, que foi
previamente incubada na presenca de plaquetas antes da adicdo da proteina, este tempo de

incubacdo foi de aproximadamente 15 minutos.

3.2.7.5 Atividade Anti-Tumoral.

3.2.7.5.1 Linhagens humanas.

Foram utilizadas linhagens humanas JURKAT (leucemia T - tumoral) e células
mononucleares do sangue periférico (normais). As linhagens tumorais foram obtidas da
Colecao Americana de Cultura de Células (ATCC, “American Type Culture Collection”,
Rockville, MD, USA). As células normais foram obtidas de individuos sadios e
centrifugadas em  Ficoll-Paque™'PLUS (GE Healthcare), lavadas 3 vezes com solucdo
salina de Hank’s (HBSS) (Sigma Chemical Company, St. Louis). Estas linhagens sdo
mantidas em criopreservacdo em nitrogénio liquido a -195°C em solu¢do de congelamento
que consiste em: meio RPMI 1640, suplementado com 10% de Dimetilsulféxido (DMSO) e
90% de soro bovino fetal.

Para fazer os ensaios de atividade citotoxica da LAAOBatrox, essas células foram
descongeladas e expandidas em frascos de cultura celular, a temperatura de 37°C, em estufa

incubadora umidificada contendo 95% de ar € 5% de CO..

3.2.7.5.1.1 Meios de Cultura Celular.

Para a manuten¢do das linhagens humanas, dissolu¢do da LAAOBatrox e realizagdo
dos ensaios de atividade antitumoral, utilizamos o meio RPMI 1640 suplementado com
10% de soro bovino fetal, 20mM de L-glutamina, 7,5% de bicarbonato de s6dio e 10ug/mL
de gentamicina (meio RPMI completo). Este meio é preparado na hora do uso e esterilizado

por filtragdo em membranas de 0,22m.
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3.2.7.5.2 Linhagens tumorais animais.

Foram utilizadas linhagens PC12 de feocromocitoma de glandula adrenal de rato e

melanoma murino B16F10.

3.2.7.5.2.1 Manutencao da linhagem celular.

As linhagens celulares foram armazenadas em nitrogénio liquido (-195°C) em
aliquotas de 1x10° células/ml em uma solucdo de congelamento. Para a realizacdo dos
experimentos, as células foram descongeladas e cultivadas em monocamada, em frascos de
25cm” com 10ml de meio de cultura RPMI 1640 suplementados com 10% de soro eqiiino
fetal ¢ 5% de soro bovino fetal, incubadas em estufa a 37°C, até atingirem o estado de

confluéncia (~ 5x10° células), sendo subcultivadas a cada trés dias.

3.2.7.5.3 Tratamento das células com a LAAQOBatrox.

A proteina foi diluida em diversas concentragdes a fim de se estabelecer a LDs( nas
culturas das linhagens JURKAT, B16F10, PC12 e de células normais. As amostras foram

diluidas em PBS 1X estéril e colocadas em cultura. Permaneceram em cultura por 24 horas.

3.2.7.5.4 Analise da atividade antitumoral.

Para o ensaio da atividade citotoxica as linhagens tumorais em crescimento
logaritmico foram removidas dos frascos de cultura celular pela adi¢ao de ImL de Tripsina
0,5%, em meio RPMI. Os frascos foram entdo mantidos sob agitacdo manual por
aproximadamente 60 segundos. Em seguida, foram adicionados 10mL de meio RPMI
completo para neutralizar a tripsina, transferidas para tubos plasticos de S0mL, lavadas 3
vezes através da centrifugacdo a 4800 Xg / 10 minutos em meio completo, contadas em
Camara de Neubauer e ressuspensas 4 concentracdo final de 10° células / mL em meio
completo. As células foram entdo plaqueadas em placas de 96 pogos nas concentracdes

apropriadas (10° células/poco) e mantidas em estufa umidificada contendo 5% de CO, e
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95% de ar por 24 horas. Findo este periodo, as células tumorais e normais foram incubadas
na presenca de LAAO por 24 horas.

Para avaliar a atividade citotéxica da LAAOQO, utilizamos o método colorimétrico de
citotoxicidade (Mosmann, 1983). Este método consiste em medir indiretamente a
viabilidade celular pela atividade enzimética mitocondrial das células vivas. Quando as
células estdo vivas as desidrogenases mitocondriais sdo capazes de agir sobre substratos
como o 3-(4,5-Dimetil tiazol 2-il) 2,5-Difenil Brometo de Tetrazolium (MTT) levando a
reducdo desta molécula formando assim o Azul de Formazan. Portanto, quanto maior a
viabilidade celular em uma determinada amostra, mais Azul de Formazan é formado. O
Azul de Formazan é solubilizado com dodecilsulfato de sddio ou Isopropanol em meio
acido. A leitura da quantidade de Azul de formazan formado é medida através do
espectrofotometro em 540nm.

Deste modo, apds a incubacdo de 24h das linhagens tumorais com as diferentes
concentracoes de LAAOBatrox, foram adicionadas aos pocos de cultivo celular, 10uL de
MTT na concentracdo de Smg/mL. A placa foi entdo incubada por mais 3 horas em estufa
umidificada contendo 95% de ar e 5% de CO, a 37°C. Apds este periodo, foram
acrescentados 100uL. de solugdo a 10% de dodecil sulfato de sédio/HCL 0,01N, para
dissolver os sais de formazan. As placas de cultivo celular foram mantidas por uma noite a
37°C a temperatura ambiente. A avaliacdo de sais de formazan nas amostras foi medida em
espectrofotometro em 540nm. Todos os experimentos foram feitos em trés repeticdes com
triplicatas para cada concentrag@o. A citotoxicidade sobre a linhagem tumoral, foi calculada

conforme a seguinte férmula:

(A) % de Crescimento = [(D.O Tumor + substancia teste) — (D.O Basal MTT/ SDS)]x100
[(D.O Tumor + meio de cultura) - D.O Basal MTT/SDS]

% citotoxicidade da substincia teste = 100 - % de crescimento celular (A)




MATERIAL FE METODOS

3.2.7.5.5 Determinacao do indice apoptético com diferentes corantes

As células cultivadas numa densidade de 1x10° células por garrafa de cultivo foram
centrifugadas a 800 x g por 5 minutos e o sobrenadante foi descartado deixando uma
pequena quantidade de meio para ressuspender as células. Apds este procedimento, foi
preparada mistura de corantes contendo iodeto de propideo, diacetato de fluoresceina em
DMSO e Hoescht 33342. Em seguida, 100uL da suspensdo celular foram misturados com
2uL da mistura de corantes, incubando-se a 37°C por 5 minutos. Gotejou-se cerca de 15uL
desta mistura sob lamina e cobriu-se com laminula. As laminas foram imediatamente
analisadas utilizando-se microscopio de fluorescéncia com filtro triplo (DAPI, propideo e
FITC). As células normais foram visualizadas com citoplasma verde com ntcleo integro,
as apoptoticas com o citoplasma verde e nicleo fragmentado (corpos apoptéticos corados
em azul) e as necréticas em vermelho. O indice de células apoptéticas foi calculado de

acordo com a seguinte férmula:

% de células apoptdticas = nimero de células em apoptose x100
ndmero de células contadas

3.2.7.5.6 Analise de efeitos apoptético e necrético por citometria de fluxo

Neste estudo foi analisada a capacidade da LAAOBatrox de induzir apoptose pela
marcagdo por anexina V em diferentes linhagens celulares tumoral e normal expostas a
LAAOBatrox.

As células Jurkat, B16F10, PC12 e células normais de sangue periférico (1x106)
foram tratadas com LAAOBatrox em vérias concentracdes (5, 10, 25 e 50ug/mL) por 4
horas a 37°C. Apés lavagens com PBS, as células foram incubadas em 100uL de tampao
HEPES (10mM HEPES, 140mM NaCl,,5mM CaCl,, pH 7,4) contendo 2uL. de Anexina-V-
FITC (marcador de apoptose - Roche Applied Science) e 20uLL de uma solu¢do de lodeto
de Propideo (marcador de necrose - IP- Sigma Chem. Co) a 100ug/mL. Em seguida, a
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suspensao de células foi incubada por 15 min a 4°C. Finalmente, foram adicionados 300uL.
de tampao HEPES a cada amostra-teste, e feita a andlise dos niveis de exposicdo de
fosfatidilserina nas superficies celulares (marcagdo com anexina V e indicagcao de apoptose)
e de marcagdo com IP (indicacdo de necrose), por citometria de fluxo (FACScanto-Becton
& de Dickinson Immunocytometry Systems (BDIS); San Jose, CA). As andlises forma
realizadas com auxilio do software (CBA — Becton & Dickinson, San Jose, CA). A
ciclofosfamida (CFA-200ug/mL) foi utilizada como referéncia para indu¢do de apoptose

(controle positivo).

3.2.7.6 Analise Estatistica

A andlise estatistica utilizada para comparagdo entre os grupos controle e tratados
foi a de variancia variada (ANOVA) “one-way”, seguido do pds-teste de Dunnet, ou teste t
de Student ndo pareado, através do programa GraphPad Prism (versdo 4 Prism, GraphPad,

USA).
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4 RESULTADOS
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4.1 Isolamento de LAAO de B. atrox.

A LAAO de B. atrox (LAAOBatrox) foi purificada em 3 etapas. A primeira
consistiu em uma filtracio em gel de Sephadex G-75 originando cinco picos principais,
denominados BaP-1, BaPIl, BaPIIl, BaPIV e BaPV (Fig.5). As fracoes foram submetidas a
ensaios de atividade de L-aminoacido oxidase para a detec¢ao do pico ativo. A fragdo BaPI
apresentou atividade L-aminodcido oxidase e foi concentrada em aparelho de ultra-
filtracdo (AMICON) em membrana de 10.000 Da e submetida a cromatografia liquida de
alta eficiéncia (CLAE) em coluna de troca ionica (Fig. 6). Nessa etapa cromatografica
foram obtidas 3 fragdes denominadas ES-I, ES-II e ES-III, sendo que a fracdo ES-III
apresentou atividade sobre L-leucina. Em seguida, a fracdo ES-III foi concentrada em
aparelho de ultra-filtracdo (AMICON) e submetida a cromatografia de afinidade em coluna
de Lentil Lectina. Nessa etapa cromatografica foram obtidas 2 fracdes L-I e L-II, sendo que
a fracdo L-II demonstrou atividade sobre L-leucina (Fig. 7). Todas as etapas de purificacao
da LAAOBatrox foram monitoradas quanto a atividade sobre L-leucina, anélises
eletroforéticas (Figuras 8, 9 e 10) e espectrofotométricas em comprimento de onda de
280nm.

O controle do teste de atividade foi realizado com 20uL. de amostra (LAAOBatrox)
resultando em coloragdo amarela num tempo de 30 minutos, sendo que a reagdo ¢é
interrompida ap6s 30 minutos com a adico de Acido Citrico 10%, em seguida, realizou-se

a leitura em espectrofotometro no comprimento de onda de 490nm (Item 3.2.2).
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Figura 5: Filtracdo molecular em gel de Sephadex G-75 do veneno bruto de B.atrox.
Amostra: 500mg do veneno de B. atrox dissolvido em AMBIC 0,05M, pH 8,0 (item
3.2.1.1) A coluna (4,0 x 90,0cm) foi previamente equilibrada com bicarbonato de amoénio
0,05M, pH 8,0 e eluida em temperatura ambiente em um fluxo de 30mL/hora com o mesmo
tampdo, coletando 5SmL/tubo. Absorbancia em 280nm (0-0). Atividade L-aminoécido
oxidase (A) - 500uL de tampdo Tris-HCI 0,1M, pH 7,2 contendo SuL de o-fenilenediamina
(10mg/mL de metanol) e 1uL de peroxidase (1mg/mL) foram incubadas com 20uL de
LAAO em cada tubo por 30 minutos a 25°C. A reagdo foi bloqueada por adicao de 500 pL.
de 4cido citrico a 10% e a absorbancia lida em 490nm. A atividade da LAAO foi expressa
como 1U = 1nmol de H,O,/min.
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Figura 6 -: Purificacdo da fracdo BaPI por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia, em
coluna de troca idnica (Shodex ES-502N 7C — DEAE anidnica), com gradiente de
concentracdo de bicarbonato de aménio (AMBIC) 0,05:0,5 M. A amostra (600 pL ) foi
aplicada com o mesmo tampao permanecendo por 40 minutos, iniciando o gradiente
linear de 0 a 100% de B (AMBIC 0,5M) em 220 min mantendo-se por 20 min e voltando
ao tampao inicial A (AMBIC 0,05M) em 20 min completando um total de 300 minutos,
num fluxo de 0,4mL/min e a cromatografia foi monitorada em 280nm. Atividade L-
aminoacido oxidase foi determinada conforme descrito no item 3.2.2.
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Figura 7: Cromatografia da fracdo ES-III em coluna de Lentil Lectina. Fluxo de 20 mL
por hora, sendo coletados 3 mL por tubo. Foram aplicados 3mL (2,0mg/mL) da fracao
ES-III concentrada. A coluna foi previamente equilibrada com tampdo de ligacdo
(Tubos 01 ao 20) correspondente a Tris-HCI 20mM, NaCl 0,5M, MgCl, 1mM e CaCl,
1mM, pH 7,4. Ap6s elui¢do do primeiro pico (L-I) realizamos a troca de tampao (Tubo
21), para 0,1 a 0,5 M de glicose em Tris-HCI 20mM e 0,5 NaCl, pH 7,4 (Tubos 21 ao
70). A cromatografia foi monitorada em 280nm. Atividade L-aminoédcido oxidase foi
determinada conforme descrito no item 3.2.2.
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4.2 Ensaio de Atividade Especifica da LAAO.

A Figura 8 representa a curva padrdao de perdxido de hidrogénio utilizada para
determinar a atividade especifica da LAAO.

A andlise comparativa da atividade especifica do veneno com a LAAO purificada
apds cromatografia em Lentil Lectina apresentou uma afinidade 54 vezes maior que a do
veneno bruto (Tabela 3).

A recuperagdo da LAAOBatrox apés processo de purificagcdo foi de 1,54% (Tabela
3).

300
250 - y = 220,56x - 17,579

) R20,9961 =
Q 200 -
I
S 150 -
S 100 -
[

50

0 T T T T T T T
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2 1,4
Abs 490 nm

Figura 8: Uma curva padrdo foi determinada a partir de diferentes
concentracdes de per6xido de hidrogénio (3,75; 7,5; 15; 30; 60; 120 e
240nM). As concentragdes de peréxido de hidrogénio foram obtidas
ap6s diluicio em Tris-HCI, 0,IM pH 7,2 contendo SuL de ODP
(10mg/mL de metanol), 1uL de peroxidase (Img/mL) e incubado por
30 minutos a 25°C. A reacdo foi parada pela adi¢ao de S00uL de acido
citrico 10% (m/v) e a absorbancia determinada em 490nm.
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Tabela 4. Anélise Quantitativa das Etapas de Purificacdo da LAAOBatrox

Veneno Sephadex  (DEAE-CLAE) Lentil Lectina

Bruto  G-75 BaPI ES-1IT L1
Proteinas totais (mg) 260 13,36 5,28 4,00
Proteinas totais (%) 100 5,14 2,03 1,54
Atividade LAAO (nmoles  425,0 416,9 398.0 350,0
H>;05/min)
Atividade Especifica (U/mg) 1,63 31,60 75,37 87,5
Recuperacdo Atividade % 100 98,1 93,8 82,5

Purificag¢do (niimero de vezes) 1 19 46 54
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4.3 Caracterizacao Bioquimica.

4.3.1 Eletroforese SDS-PAGE.

As Figuras 9 e 10 representam o perfil protéico dos picos obtidos da filtracio em
Sephadex G-75 (Fig. 5), do ES-III da CLAE (Fig. 6) e da cromatografia em Lentil Lectina
da enzima LAAO de B. atrox (Fig. 7), comparando com Padrao de Peso Molecular. Este
resultado confirma a pureza da LAAO, pois apresenta uma tnica banda apds as etapas de

purificacao realizadas.

96 000

- Se 67000
» v
. - 30000
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‘ . 14.400

Figura 9: Eletroforese em Gel de Poliacrilamida a 12%: 1 — Veneno Bruto (VB), 2 — BaPI, 3-
BaPIl, 4 — BaPIIl, 5 — BaPIV, 6 — BaPI, 7 — ES-III, 8 — L-I, 9 — L-II - LAAOBatrox, 10 - Padréo de
Peso Molecular (PPM). Condig¢des: 200 V (voltagem), 10 mA (amperagem) em 2h 50min. (tempo).
Corada com Azul Coomassie G-250 0,2% em H,0O/MeOH 1:1 (v/v) durante 15 min. O

descoramento foi obtido com trocas sucessivas de solugdo de dcido acético glacial a 10% (v/v).
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Figura 10: Eletroforese em Gel de Poliacrilamida a 12%: 1 — Veneno Bruto (VB), 2 — BaPI —, 3, 4
e 5 - LAAO de B.atrox, 6 - Padrao de Peso Molecular (PPM) - (Fosforilase B 96.000 , Albumina
67.000, Ovoalbumina 43.000, Anidrase Carbdnica 30.000, Inibidor de Tripsina de soja 20.100,
Lactoalbumina 14.400). Condi¢des: 200 V (voltagem), 10 mA (amperagem) em 2h 50min. (tempo).
Corada com Coomassie G-250 0,2% em H,O/MeOH 1:1 (v/v) durante 15 min. O descoramento foi

obtido com trocas sucessivas de solu¢@o de dcido acético glacial a 10% (v/v).
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4.3.2 Determinacao da Massa Molecular Relativa

Em condig¢des redutoras (SDS-PAGE) a LAAO purificada apresentou uma udnica

banda com massa molecular relativa aparente de 67.000 (Figuras. 11A e B e 12).

(A) 1 2 (B) 1 2
> o 96 000 96 000
N— R 67 000 67 000
— 40 000
40 000
-—— 30 000
30 000
- 20.100
20.100
- 14.400
. 14.400

Figura 11: (A). Determinacdo da massa molecular relativa da LAAOBatrox. Eletroforese em Gel de
Poliacrilamida a 12%: 1 — LAAO de B. atrox, 2 - Padrdo de Peso Molecular (PPM) - (Fosforilase B
96.000, Albumina 67.000, Ovoalbumina 43.000, Anidrase Carbdnica 30.000, Inibidor de Tripsina de
soja 20.100, Lactoalbumina 14.400), Condig¢des: 200 V (voltagem), 10mA (amperagem) em 2h 50min.
(tempo). Corada com Azul Coomassie G-250 0,2% em H,O/MeOH 1:1 (v/v) durante 15 min. O
descoramento foi obtido com trocas sucessivas de solu¢do de dcido acético glacial a 10% (v/v). (B).
Determinacdo da massa molecular relativa da LAAOBatrox e confirmagdo de pureza dessa proteina.
Eletroforese em Gel de Poliacrilamida a 12%: 1 — LAAOBatrox, 2 - Padrdo de Peso Molecular (PPM).
Corada com solugdo de Nitrato de Prata 2,5%.
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Figura 12: Determinagdo da Massa Molecular relativa de LAAOBatrox por SDS-PAGE.
Eletroforese realizada em condi¢des redutoras em gel de poliacrilamida 12%, tampdo Tris-glicina
0,01M; pH 8,3 e SDS 0,1% por 150 minutos, 10mA a 100V. Os valores foram expressos em
migracdes eletroforéticas Rf (cm) contra massa molecular de cada marcador. Padrdo de massas
moleculares relativas (Fosforilase B 96.000, Albumina 67.000, Ovoalbumina 43.000, Anidrase
Carbonica 30.000, Inibidor de Tripsina de soja 20.100 Lactoalbumina 14.400).
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4.3.3 Determinacao do Ponto Isoelétrico

O pl da LAAOBatrox foi determinado por focalizacdo isoelétrica como mostra a

Fig.13, apresentando um pl de 4,4.
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Figura 13: Determinacdo do Ponto Isoelétrico da LAAOBatrox. A - Eletrofocalizacio da LAAOB
atrox em gel de poliacrilamida a 12%. Uma pré-focalizacdo foi realizada a 300V e 20mA por 30
minutos seguida por focalizagdo a 300V e 15 — 2mA por 50 minutos, 800V (4 — 2mA) por 60 minutos e
finalmente a 1200 V (3 — ImA) por 50 minutos. B — Gradiente de pH para focalizacdo isoelétrica.



RESULTADOS

4.3.4 Composi¢ao em Aminoacido.

A Tabela 5 mostra a composi¢do em aminodcido da LAAOBatrox. A LAAO apds

composicdo em aminodcidos apresentou 588 residuos apresentando alto conteudo de Asx

(4cido aspartico ou asparagina) Glx (4cido glutdmico ou glutamina), Lisina e Arginina.

Tabela 5. Composicao em aminoacidos da LAAO de B. atrox.

Asx 51
GIx 44
Ser 32
Gly 32
His 17
Arg 19
Thr 29
Ala 45
Pro 28
Tyr 14
Val 83
Met 16
12 Cys 6

Ile 36
Leu 53
Phe 29
Lys 54
Trp nd

Total 588 residuos

Peso Molecular

64.680

(nd) ndo determinado.

Quantidades de 0,5 a 10pg da proteina foram hidrolisadas por 24 horas com 300uL

de HCI 6N a viacuo com fluxo de N,. O hidrolisado foi submetido a derivatizagdo com

20uL do reagente de derivatizagdo (metanol/H,O/Trietilamina/PITC (7:1:1:1:) por 20

minutos a temperatura ambiente. Apds retirar o excesso de reagente, a amostra foi aplicada

a uma coluna de fase reversa acoplada a um cromatdgrafo liquido de alta pressdo e um

contador. A eluicdo dos PTC-aminoécidos foi realizada em um gradiente de 10% a 5% de B

(acetronitrila 60% durante 28 minutos com fluxo de 1,0mL/min).
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4.3.5 Deglicosilacao.

Apo6s deglicosilacio com uso de PGNase-F o conteido de acucar foi de

aproximadamente 12% do seu peso.
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LAAO tratad?a
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67.000
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Figura 14: Determinacdo do conteido de agucar apds tratamento com PGNase. LAAO
tratada com PGNase e submetida a eletroforese SDS-PAGE 12% e LAAOBatrox sem
tratamento com PGNase submetida a eletroforese SDS-PAGE 12%. Padrio de Peso
Molecular (PPM) - (Fosforilase B 96.000, Albumina 67.000, Ovoalbumina 43.000, Anidrase
Carbdnica 30.000, Inibidor de Tripsina de soja 20.100 kDa, Lactoalbumina 14.400 kDa),
Condicdes: 200 V (voltagem), 10mA (amperagem) em 2h 50min. (tempo). Corada com Azul
Coomassie G-250 0,2% em H,O/MeOH 1:1 (v/v) durante 15 min. O descoramento foi obtido com
trocas sucessivas de solugdo de 4cido acético glacial a 10% (v/v).

LAAO
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4.3.6 Sequenciamento da LAAOBatrox em comparaciao com outras LAAOs de

venenos de serpentes.

A Figura 15 representa o espectro de massa dos peptideos obtidos pela hidrélise
enzimdtica da LAAO com tripsina e a seqiiéncia dos peptideos tripticos foi deduzida da
série de fragmentos de fons b e y produzidos pela espectrometria de massa por dissociacao
induzida por colisdo (CID-MS/MS). A Figura 16 representa o espectro de massa dos fons
569,6 [M + 2H"], indicando alta homologia dos peptideos internos de LAAO de Bothrops
moojeni com os da LAAO de Bothrops atrox.

A Tabela 6 representa a comparagdo da seqii€ncia dos peptidios tripticos internos
com a seqiiéncia conhecida de LAAOs de outros venenos no banco de dado BLASP,
confirmando forte similaridade desta enzima com LAAOs isoladas dos venenos de
Bothrops moojeni e Bothrops jararacussu. A Tabela 6 compara a regido N-terminal da
LAAOQO de Bothrops atrox com as seqiiéncias de aminoécidos de outras LAAQOs derivadas

de venenos de serpentes.



RESULTADOS

. 506,162 T25 2+
100 B77.164

@)

Taz 2+

569,524

THO-61 3+
463,821 TST 0+
758176
713.285
T23-71 3+
533.819 781143
%
T42-43
416,303
’ 655 661
Ta9 2+
6426197
TH4 2+
536,528
T35 3+
469,366
503178 H ‘ ‘ BO7.114
D*MI“”. !”‘l .‘. |I “L“ !|.|.I||!|'|.mml||ll|.l I Ih ,I.|.|"!|.|.'|. I “I‘Ihlllmnl .|.||‘||‘.|!‘.I |! !.'.“,.l.“'“,.'.|.||.||“I|.
400 450 s00 550 600 650 700 750 8§00 850

T18-19 3+
aaa8.106

-

B97.308

901.784

O65.845

950

1022.807
1063.229
1115.282
1171.267
'.l".|. ||!|”|I I .i.| II|I.||I|! .l! Ll T
woa 1050 1Moo 150 qa0p

Figura 15: Espectro de massa dos peptideos tripsinicos obtidos por electrospray-

triple-quadruple-MS de LAAOBatrox.
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Average Mass = 1137.2144, Monoisotopic Mass = 1136.5138

Residues: 229-237, T32

M-Terminus = H, C-Terminus = OH

Fragment ions: Monoisotopic/Average (1750) m/z ratios with 1 positive charge(s).
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Figura 16: Espectro de Massa CID-MS/MS dos fons 569,6 [ M + 2H"] referente ao fon destaque da
Figura 15. Indica alta homologia com seqii€ncia interna de peptideo de LAAO de Bothrops
moojeni.
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Tabela 6. Alinhamento das seqiiéncias parciais determinadas de fragmentos
peptidicos tripticos de LAAO B. atrox.

Nome do Peptideo %0

(niimero de Espécie Observacio  Seqiiéncia  Homologia

acesso) (M +2H")
LAAO B. atrox 11372144 HDDIFAYEK
AAR31983-1 B. moojeni 229-------- 237 100
AAR31182-1 B. jararacussu 236-------- 244 100
AAR20248-1 Gloydirus halys 241-------- 249 100
AAQI16181-1 Trimerisurus stejnegeri 241-------- 249 100
BAB69450-1 Agkistrodon blomhoffi 241-------- 249 100
Sp/P81382 Calloselasma rhodostoma 241-------- 249 100
50513732 Agkistrodon halys 223-----—-- 231 100
LAAO B. atrox 11654416 IKFEPPLPPK
AAR31183-1 B. moojeni 308-------- 317 100
AAR31182-1 B. jararacussu 315-------- 324 100
AAR20248-1 Gloydirus halys 320-------- 329 100
AAD45200-1 Crotalus atrox 320-------- 329 100
AAC32267-1 Crotalus adamanteus 320-------- 329 100
BAB69450-1 Agkistrodon blomhoffi 320-------- 329 100
50513732 Agkistrodon halys 302-------- 311 100
AAQ16182-1 Trimerisurus stejnegeri 320-------- 327 100
AAJB9681-1 Notechis scutellatus 323 330 100
AAY89680-1 Oxyuramus scutellatus 323-—---—-- 330 100
LAAO B. atrox 13524643
SAGQLYEESLQK

AAR31183-1 B. moojeni 158-------mmmmmm- 169 100
AAR31182-1 B. jararacussu 165-----------—--- 176 100
LAAO B. atrox 13885008 KFWEDDGIHGGK
AAC3267-1 Crotalus adamantus 352 363 100
AAR31183-1 B. moojeni 340--------------- 351 100
AAR31182-1 B. jararacussu 347 e 358 100
P81382 Calloselasma rhodostoma 352 363 100
LAAO B. atrox 22715148 1YFAGETAQAHGWIDSTIK
P81382 Calloselasma rhodostoma 470------------- 489 95
AAR31183 B. moojeni 458-----------—-- 472 95
AAD45200 Crotalus atrox 470----------=-- 489 90
AAC32267-1 Crotalus adamanteus 470----=----===- 489 90
AAR31182 B. jararacussu 465-------------- 484 90

Residuos de aminodcidos idénticos aos de LAAO de B. atrox sio indicados por pontos.

A seqiiéncia dos peptideos tripticos foram determinadas por MS/MS.
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Tabela 7: Alinhamento da regiao N-terminal da LAAOBatrox com LAAQOs isoladas de

outros venenos de serpentes.

Proteina Espécie Seqiiéncia N-terminal
LAAOBatrox B. atrox ADDN-NPLEE-NIRRDD
BpirLAAO B. pirajai ADDK-NPLEE-FRETNY
BmooLAAO B. moojeni ADDR-NPLEECFRETDY
BjussuLAAO B. jararacussu ADDR-NPLEECFRETDY
Apoxin Crotalus atrox AHDR-NPLEECFRETDY
LAAO Agkistrodom halys ANDR-NPLEECFRETDY
LAAO Calloselasma ADDR-NPLAECFOENDY

ko ok koskok ok
Comparagao do seqiienciamento N-terminal de LAAOBatrox com outras LAAOs isoladas

de B. pirajai, B., moojeni, B. jararacussu, Crotalus atrox, A. halys e Calloselasma. Os

residuos conservados na seqiiéncia sdo marcados com asteriscos.
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4.3.7 Ensaio de Especificidade de substrato.

A atividade de L-aminoacido oxidase foi testada usando diferentes aminoacidos
como substrato (Fig.17). Foi detectada alta atividade para aminodcidos hidrofébicos L-Met
e L-Leu. A LAAO apresentou baixa atividade catalitica para L-Cis, L-Iso, L-Phe, L-Tyr e

L-Trp. Para outros aminoécidos ndo apresentou atividade catalitica.

nmoles de H202/min

Figura 17: Ensaio de especificidade de substrato. 2nM de diferentes aminodcidos foram suspensos
em 500uL de tampao Tris-HCI 0,1M, pH 7,2 contendo SuL. de o-fenilenediamina (10mg/mL de
metanol) e 1pL de peroxidase (1mg/mL) ei incubados com 2ug de LAAO por 30 minutos a 25°C.
A reagao foi bloqueada por adi¢do de S00UL de 4cido citrico a 10% e a absorbéncia lida em 490nm.
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4.4 Caracterizacao Funcional.

4.4.1 Inducao de Edema.

As Figuras 18 A e B representam a porcentagem de edema verificada apds a
aplicagdo por via i.d., na pata direita traseira de LAAO (Figura 18 A) e analise comparativa
induzida pelo veneno bruto de B.atrox e a LAAOBatrox (Figura 18 B).

O edema induzido pela LAAOBatrox (100ug/animal) é significativo no periodo de
0,5 a 4 horas em relagdo ao controle de PBS, permanecendo com nivel médio de 40% de
edema. Apds 12 horas da administracio da LAAOBatrox o edema volta ao nivel basal.
Comparativamente ao veneno bruto, a LAAOBatrox € menos edematogénica e retorna ao
nivel basal em 12 horas da sua administragdo enquanto que, o edema induzido pelo veneno
bruto, ndo retorna ao nivel basal mesmo apds 72 horas da sua administragdo. Até 24 horas

apo6s a administracdo do veneno bruto de B. atrox o edema permanece em torno de 80%.
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Figura 18: Inducao de edema em pata traseira direita. A - Diferentes concentragdes de
LAAO (5, 10, 25, 50 e 100ug). B -Andlise comparativa do edema induzido pelo
veneno bruto de B.atrox e LAAOBatrox. PBS 50uL/animal, usado como controle
negativo; LAAO 100ug/animal e veneno bruto 20ug /animal; N = 5. Os resultados
representam a média + DP. Valores estatisticos analisados conforme cada tempo.
Foram atribuidas letras para representar diferencas estatisticamente significativas (P <
0,05).
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4.4.2 Atividade Hemorragica.

As Figuras 19 e 20 mostram a hemorragia induzida pela LAAO de B. atrox,
verificada apés a aplicacao por via i.d. na regido dorsal dos animais.

Os grupos tratados com 50pg da mencionada toxina ndo apresentaram hemorragia.
A toxina ndo apresentou atividade hemorrdgica quando comparada ao grupo controle do
veneno bruto de B. atrox (VB) e o pico BaPI proveniente da filtracdo em gel de Sephadex

G-75 (Figs. 19 e 20).

@PBS

4 @ VB
3,5 1 @ BaPl

3 @LAAO
2,5

2
1,5

1
0,5 1

0

PBS VB BaP| LAAO

Figura 19: Indu¢do da hemorragia em camundongos pela LAAO de B. atrox. Tratamentos:
50ug de PBS/animal; 20ug VB (B atrox)/animal; 20ug BaPI (G-75) de B atrox/animal; 50ug de
LAAO de B atrox/animal; n = 5. Os resultados representam a média + DP.
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BaPI - G-75

LAAOBatrox (50 ng)

Figura: 20: Inducdo da hemorragia em camundongos pela LAAO de B. atrox. A) Atividade
hemorragica induzida por BaPI; B) Atividade hemorragica induzida por LAAO de B. atrox.

4.4.3 Atividade Coagulante.

A LAAOBatrox apresentou atividade coagulante sobre o plasma. A DCM foi de
3,8ug. Como controle do experimento utilizamos 25uL da solucdo de CaCl, (0,25mM),

onde o plasma coagulou em 3 minutos.
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4.4.4 Atividade de Agregacao Plaquetaria.

As Figuras 21 e 22 demonstram o perfil de agregacdo plaquetdria induzido por

LAAOBatrox em plasma de coelho.

100

I (8] oo
[ [ =
T T T

(%0) Agregacio Plaquetaria
]
)

0 5 10 15 20 25
LAAO (ng/ml)

Figura 21: Efeito da LAAOBatrox sobre agregagdo plaquetdria. Plaquetas de coelhos lavadas (3-4
X 10’ cells/uL) foram misturadas com diferentes concentragdes de LAAOBatrox a temperatura de
37°C. A agregacdo plaquetdria maxima, que atingiu o efeito de 100%, foi obtida com coldgeno (5
pg/mL) e comparada com valores obtidos com LAAOBatrox. O valor de agregacdo em 0% foi
registrado na presenca de plaquetas lavadas isoladas de coelho ou ap6s a adi¢dao de tampao Tyrode.
Os resultados sdo expressos com média e desvio padrdo de dois experimentos independentes (n=4).
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Figura 22: Efeito da Catalase na indu¢do de Agregacdo Plaquetdria por LAAOBatrox. Plaquetas
lavadas de coelhos (3-4 x 105 células/uL) foram incubadas a 37°C por 2 minutos com diferentes
concentracdes de catalase (80-500pg/mL). Em seguida, LAAOBatrox foi adicionada para
observagao do efeito de agregacdo.100% de agregagao plaquetdria foi obtido com uma concentragdo
supraméaxima de LAAOBatrox (8 Lg/mL) na auséncia de catalase.
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4.4.5 Atividade Antitumoral.

4.4.5.1 Ensaio de atividade antitumoral.

Para a andlise da atividade antitumoral foram utilizadas as linhagens celulares
Jurkat, BI6F10, PC12 e mononucleares do sangue periférico normais tratadas ou ndo com
LAAO em vidrias concentragdes (5; 10; 25 e 50 ug/mL). As culturas ndo tratadas foram
utilizadas como controle negativo e como controle positivo utilizamos culturas tratadas
com ciclofosfamida (200ug/mL).

A LAAOBatrox em 50ug/mL induziu uma atividade citotéxica de 70% sobre a
linhagem tumoral JURKAT (leucemia de células T- Fig. 23); na concentracao de 10ug/mL
o efeito citotoxico foi de 60% sobre linhagens de células tumorais B16 F10 (melanoma de
células de camundongo) (Fig. 24).

Para a linhagem PC12, as células tiveram uma resposta dose dependente. Quando
utilizamos a concentragdo de 25 pg/mL  observamos uma citotoxicidade de
aproximadamente 70% em relacdo ao controle negativo (células ndo tratadas com LAAO)
(Fig. 25).

Quando 10ug/mL de LAAOBatrox foi incubada com células normais (células
mononucleares de sangue periférico) (Fig. 26) observou-se insignificante atividade
citotoxica.

Como complemento do ensaio de citotoxicidade foi avaliado o indice apoptético nas
células tratadas com LAAOBatrox (Fig. 27). As células PC12 quando tratadas com a
concentracdo de 25ug/mL apresentaram o maior nimero de células mortas por apoptose em
relacdo ao controle negativo (cultura de células ndo tratadas com LAAO).

A Figura 28 mostra a andlise morfoldgica das células das linhagens anteriormente
citadas tratadas com LAAOBatrox e verificada por microscopia de fluorescéncia. As
Figuras. 29, 30, 31 e 32 referem-se a andlise de inducdo de apoptose por citometria de fluxo
nas linhagens expostas ao tratamento com LAAOBatrox. Observa-se, para células normais,
que o indice apoptdtico € baixo mesmo quando tratadas com 5S0ug da proteina. A Figura 33
expde uma andlise comparativa da indugdo de apoptose por citometria de fluxo nas

diferentes linhagens expostas ao tratamento com LAAOBatrox. O destaque se da as células
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B16F10 com aproximadamente 60% de células apoptéticas na concentracdo de 50ug de
proteina, bem como em seguida, as células PC12 com aproximadamente 30% de apoptose

nessa mesma concentragﬁo.
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Figura 23: Atividade antitumoral pelo ensaio de MTT em células da linhagem
JURKAT tratadas com LAAOBatrox. Os experimentos foram realizados em triplicata
para cada concentragdo testada. Dados agrupados de 3 experimentos independentes
(Média e Desvio Padrdo). CN: Controle negativo. CP: Controle positivo
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Figura 24: Atividade antitumoral pelo ensaio de MTT em células da linhagem
B16F10 tratadas com LAAOBatrox. Os experimentos foram realizados em triplicata
para cada concentragdo testada. Dados agrupados de 3 experimentos independentes
(Média e Desvio Padrdo). CN: Controle negativo. CP: Controle positivo
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Figura 25: Atividade antitumoral pelo ensaio do MTT em células da linhagem PC12
tratadas com LAAOBatrox. Os experimentos foram realizados em triplicata para cada
concentracdo testada. Dados agrupados de 3 experimentos independentes (Média e
Desvio Padrao). CN: Controle negativo. CP: Controle positivo
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Figura 26: Atividade antitumoral em células mononucleares de sangue periférico
humano expostas a LAAOBatrox. Os experimentos foram realizados em triplicata
para cada concentracao testada. Dados agrupados de 3 experimentos independentes
(Média e Desvio Padrao). CN: Controle negativo. CP: Controle positivo
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Figura 27: Andlise do indice apoptdtico por microscopia de fluorescéncia.
Tratamento com LAAO em diferentes concentrages e diferentes linhagens. CN:
Controle negativo. CP: Controle positivo

Figura 28: Andlise de niicleos apoptdticos por microscopia de fluorescéncia. A seta 1 indica uma
célula normal; a seta 2 indica uma célula em necrose; a seta 3 indica duas células em apoptose.
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4.4.5.2 Analise do efeito apoptético por citometria de fluxo.

4.4.5.2.1 Nivel de apoptose induzido pela LAAO.
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Figura 29: Andlise de inducdo de apoptose por citometria de fluxo em células da linhagem Jurkat expostas ao
tratamento com LAAOBatrox em diferentes concentracdes (0; 5; 10; 25 e 50 ug/mL). A ciclofosfamida (CFA-
200ug/mL) foi utilizada como referéncia para indu¢do de apoptose (controle positivo) e as células ndo-
tratadas como controle negativo. As amostras foram analisadas por citometria de fluxo e os quadrantes sdo
indicados por: Q1 — anexina-V negativa e IP (iodeto de propideo) positivo; Q2 — anexina-V positiva e IP
positivo; Q3 — anexina-V negativa e IP negativo; Q4 — anexina-V e IP negativo. A porcentagem de células em
apoptose estd indicada no quadrante 4.
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Figura 30: Analise de indug@o de apoptose por citometria de fluxo em células da linhagem B16F10 expostas
ao tratamento com LAAOBatrox em diferentes concentragdes (0; 5; 10; 25 e 50 ug/mL). A ciclofosfamida
(CFA-200ug/mL) foi utilizada como referéncia para induc¢do de apoptose (controle positivo) e as células nio-
tratadas como controle negativo. As amostras foram analisadas por citometria de fluxo e os quadrantes sdo
indicados por: Q1 — anexina-V negativa e IP (iodeto de propideo) positivo; Q2 — anexina-V positiva e IP
positivo; Q3 — anexina-V negativa e IP negativo; Q4 — anexina-V e IP negativo. A porcentagem de células em

apoptose estd indicada no quadrante 4.
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Figura 31: Andlise de indug@o de apoptose por citometria de fluxo em células da linhagem PC12 expostas ao
tratamento com LAAOBatrox em diferentes concentracdes (0; 5; 10; 25 e 50 ug/mL). A ciclofosfamida (CFA-
200ug/mL) foi utilizada como referéncia para indugdo de apoptose (controle positivo) e as células ndo-
tratadas como controle negativo. As amostras form analisadas por citometria de fluxo e os quadrantes sdo
indicados por: Q1 — anexina-V negativa e IP (iodeto de propideo) positivo; Q2 — anexina-V positiva e IP
positivo; Q3 — anexina-V negativa e IP negativo; Q4 — anexina-V e IP negativo. A porcentagem de céluals em
apoptose estd indicada no quadrante 4.
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Figura 32: Andlise de indugdo de apoptose por citometria de fluxo em células da linhagem de células
mononucleares do sangue periférico normais expostas ao tratamento com LAAOBatrox em diferentes
concentragdes (0; 5; 10; 25 e 50 ug/mL). A ciclofosfamida (CFA-200ug/mL) foi utilizada como referéncia
para inducio de apoptose (controle positivo) e as células ndo-tratadas como controle negativo. As amostras
form analisadas por citometria de fluxo e os quadrantes sdo indicados por: QI — anexina-V negativa e IP
(iodeto de propideo) positivo; Q2 — anexina-V positiva e IP positivo; Q3 — anexina-V negativa e IP negativo;
Q4 — anexina-V e IP negativo. A porcentagem de células em apoptose estd indicada no quadrante 4.
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Figura 33: Andlise comparativa da indugdo de apoptose por citometria de fluxo nas diferentes
linhagens celulares expostas ao tratamento com LAAOBatrox. CN = controle negativo (células
ndo-tratadas); CP = controle positivo (ciclofosfamida-200ug/mL). (A) estatisticamente
significativo em relacdo ao controle negativo (P < 0,05); (B) estatisticamente significativo em
relacdo ao controle negativo (P < 0,05).
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A diversidade de flora e fauna no Brasil e suas diferencas climaticas e geogréficas
estimulam novos pesquisadores em busca de novos fairmacos, principalmente substancias
bioativas extraidas de plantas e animais. Estima-se que 60% das drogas anti-tumorais e
antiinfecciosas que se encontram no mercado, ou estdo em estudos na fase clinica, sdo de
origem natural.

O uso de produtos naturais com propriedades terapéuticas é tdo antigo quanto a
propria civilizagdo humana e, por um longo tempo, minerais, produtos de plantas e
animais, foram as principais origens de medicamentos (De Pasquale, 1984).

As toxinas animais também ganharam seu espaco no mercado farmacéutico, assim
como os vegetais que exercem diversas acoes, inclusive antiofidicas. O homem aprendeu,
com a evolugdo da ciéncia, que a diferenca entre um medicamento € o veneno estd na
administracdo correta da dose, portanto, os estudos quimicos, bioquimicos, farmacolégicos,
fisiolégicos e toxicos de determinados compostos como proteinas, enzimas e peptideos
estdo sendo realizados de forma cada vez mais especifica, a fim de se encontrar nas
proprias toxinas animais, substancias que possam agir de forma benéfica ao homem.

As pesquisas e experimentos com venenos de serpentes em geral ndo sdo simples de
serem realizadas pois requerem um conhecimento tedrico aprofundado para o inicio dos
experimentos, tanto conhecimento do veneno a ser escolhido como da toxina ou proteina
em estudo como dos meios cromatograficos necessdrios para o isolamento e purificacio das
mesmas.

A escolha do veneno de B. atrox (origindria do Pard) foi devido a sua maior
atividade L-aminoédcido oxidase, superada apenas pelo veneno de B. moojeni que foi
isolada e caracterizada (Tempone et al., 2001).

Verifica-se na Tabela 8 a atividade L-aminodcido oxidase de venenos de serpentes,

incluindo variagao de género.
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Tabela8 Atividade L-Aminoacido Oxidase de Venenos de Serpentes

Serpentes U/mg

Geénero: Crotalus

Crotalus durissus terrificus 85,2
Crotalus  durissus  terrificus (regido -
ibitiuva)

Crotalus durissus collilineatus 52,0
Crotalus durissus cascavella 28,2
Género Bothrops

B. alternatus 94,7
B. moojeni 235,3
B. atrox (regido Pard) 165,7
B. atrox(regido Macapd) 38,7
B. atrox (regido Belém) 11,38
B. jararacussu 66,76
B. jararaca 71,20
B. pirajai 113,50

O processo de isolamento da LAAO de B. atrox consiste de filtracdo de exclusao
molecular em Sephadex G-75, eluida em AMBIC 0,05M pH 8,0 (Fig. 5). O tampao
apresenta condicdes favoraveis de pH, o qual ndo interfere na atividade das enzimas que
geralmente perdem parte de sua atividade em pHs dacidos, como as metaloproteinases
(Magzzi et al., 2004). Outra vantagem, € que o tampao possui caracteristicas quimicas que o
torna mais volatil, ndo necessitando, portanto, de exaustivos processos de didlise,
conferindo rapidez no processo de isolamento e conservando maior atividade de outras
classes de enzimas, podendo ser utilizadas em estudos posteriores. Nessa etapa
cromatografica, onde as proteinas foram separadas de alto e baixo peso molecular, foram
obtidas 5 fracdes, em seguida, a primeira fracdo (BaPI) foi submetida a Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia em coluna de troca anidnica (DEAE) com gradiente AMBIC
0,05 a 0,5 M, controlando-se atentamente o pH (Fig. 6). Das trés fracdes obtidas nesse
processo a fracdo ES-III apresentou atividade sobre L-Leucina. Uma ultima etapa de
purificagdo fez-se necessdario devido a presenga de uma metaloproteinase que eluiu

juntamente com o pico ES-III da cromatografia de troca i6nica (Fig. 6). Esses resultados
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foram confirmados pela atividade hemorrdgica apresentada por essa fracdo e que na
presenca de EDTA nao desenvolve nenhum halo hemorragico. O EDTA € um inibidor de
metaloproteinase.

Devido a esses fatos utilizamos, entdo, uma cromatografia de afinidade em Lentil
Lectina sendo que a fracdo L-II apresentou atividade sobre L-Leucina (Fig. 7) enquanto que
a fracdo L-I apresentou atividade hemorrdgica e um Rf maior em SDS-PAGE (Fig. 9).
Souza et al. (1999) descreveram o isolamento e caracterizacao estrutural de uma LAAO de
Agkistrodom contortrix laticinctus que apresentou atividade hemorragica.

A recuperacdo da atividade da proteina isolada foi consideravelmente alta, 82,5%,
com um valor de 54 vezes maior que a atividade especifica do veneno. A recuperacdo em
termos de proteinas totais foi de 1,54% do veneno de B. atrox (Tabela 4). LAAOs obtidas
de outros venenos apresentam de 1 a 9% de recuperacdo de proteinas totais (Tan;
Ponnudurai, 1991; Ali et al., 2000) exceto para o veneno de Calosellasma rhodostoma que
¢ de 30% (Ponnudurai; Chung; Tan, 1994).

LAAOs de venenos de serpentes sdo glicoproteinas ligadas ao FAD, homodiméricas
com massa molecular ao redor de 110 - 150 kDa quando medidas por filtragdo em gel, em
condi¢des nao redutoras e a massa molecular detectada ao redor de 50 — 70 kDa ocorre
quando s3o analisadas por SDS-PAGE em condicdes redutoras. LAAOs isoladas de
venenos de viboras apresentam uma massa molecular ao redor de 58 kDa, como no caso da
vibora de Eristocophis macmahoni — 58,7 kDa (Al et al., 2000) e a de vibora berus berus —
57,7 kDa (Samel et al., 2006).

Abe et al. (1998) isolaram e caracterizaram uma LAAO de Trimeresurus
flavoviridis com massa molecular de 55 kDa. Do género Agkistrodom, duas LAAOs foram
isoladas e caracterizadas com massa molecular de 60 kDa, a LAAO de Agkistrodom
contortrix laticinctus (Mr 60.000) (Souza et al., 1999) e Agkistrodom halys blomhoffi
(Takatsuka et al., 2001). LAAOs isoladas de Crotalus apresentam massa molecular ao
redor de 60 kDa como por exemplo C. adamanteus — 58,7kDa (Raibecas; Massey, 1998);
C. atrox — 55 kDa (Torii; Naito; Tsuruo, 1997) e, como excecdo, a LAAO isolada de
Crotalus durissus cascavella — 68 kDa (Toyama et al., 2006). A massa molecular relativa

(Mr) das LAAOs isoladas de C. rhodostoma (Ponnudurai; Chung; Tan, 1994), B. alternatus
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(Stébeli et al., 2004), B. pirajai (Izidoro et al., 2006) é de 66.000. Tempone et al. (2001)
isolaram e caracterizaram uma LAAO de B. moojeni com Mr de 69.000.

A massa molecular relativa da LAAO de B. atrox é de 67.000 (Fig. 12) o que
demonstra proximidade com as massas moleculares de outras LAAOs discutidas
anteriormente.

A andlise do seqiienciamento N-terminal da LAAOBatrox foi realizada apds a
realizacdo de SDS-PAGE 12% seguida de transferéncia para membrana de PVDF pelo
método de “Western Blotting”. A seqiiéncia N-terminal foi ADDN-NPLEE-NIRRDD
(Tabela 7) que apresenta homologia com a seqiiéncia de outros L-aminoécidos (Tabela 6)
de outras serpentes.

LAAOs de veneno de serpentes (SV LAAOs) apresentam ponto isoelétrico entre 4,4
(LAAOs de A. contortrix lacticinctus ; C. rhodostoma) a 8,12 (LAAQOs de Naja naja
kaauthia), ( Tan; Swaminathan, 1992). A LAAO de B. atrox apresentou pl de 4,4 (Fig. 13).
Um tnico tipo de veneno pode conter mais de um tipo de LAAO (Stiles; Sexton; Weintein,
1991). Essas podem ser dcidas, basicas ou neutras, as quais sao semelhantes as fosfolipases
A, de venenos. Nio se sabe se essa diferenca de carga reflete em diferentes propriedades
farmacoldgicas como no caso das trés fosfolipases (PLA,) do veneno de Agkistrodom halys
palla, onde a PLA, 4cida apresenta atividade antiplaquetdria, a PLA; neutra é uma
neurotoxina e a basica € hemolitica (Du et al., 1998).

A LAAO de Bothrops alternatus apresentou 15% de conteido de aguicar apds
deglicosilacdo. J4, a LAAOBatrox apos deglicosilagdo com uso de PGNase-F, apresentou o
contetddo de acticar de aproximadamente 12% do seu peso.

Resultados obtidos com a composi¢do em aminodcidos contribuiram para confirmar
o carater dcido da LAAO de B. atrox que apresentou grande quantidade de aminoécidos
acidos (4cido glutamico e dcido aspartico) como mostra a Tabela 5.

Antes de 1990, LAAOs de venenos de serpentes foram muito usadas para
identificacao de isdmeros Opticos de aminodcidos e para preparacdo de a-cetodcidos (Tan,
1998). Usualmente, a atividade de oxidagdo € determinada usando L-Leu como substrato e,
no caso de venenos Viperideos, aminodcidos hidrofébicos (incluindo L-Leu) sdo os

melhores substratos para LAAQOs. O substrato especifico para LAAOs de venenos de B.
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alternatus, B. pirajai, Vipera berus berus sao os aminodcidos hidrofébicos (L-Phe > L-Met
> L-Leu > L-Ile).

No caso da LAAO de Agkistrodom contortrix laticinctus os substratos especificos
sdo os aminoacidos hidrofébicos (L-Ile > L-Phe > L-Met > L-Val > L-Leu). O substrato
especifico para LAAO de B. atrox sao os aminodcidos hidrofébicos L-Met > L-Leu (Fig.
17).

A LAAO isolada do veneno de Ophiophagus hannah tem como substrato especifico
a L-Lys que € praticamente ndo oxidada pela maioria dos venenos Viperideos (Tan;
Saifuddin, 1991). As diferencas cataliticas das LAAOs podem ser explicadas pela presencga
de cadeias laterais diferentes ao redor do sitio responsédvel pela especificidade de substrato
da enzima.

Proteinas de venenos de serpentes do género Bothrops afetam a hemostasia de
diferentes formas, promovendo a hemorragia, hemdlise e outros efeitos sobre a circulagdo e
sistema nervoso (Matsui; Fujimura; Titani, 2000). Os componentes de venenos mais
comuns sao metaloproteinases, serinoproteases, fosfolipases A, e miotoxinas. Por outro
lado, L-aminoécido oxidases sdo igualmente expressas em venenos de serpentes e catalisam
a deaminacdo oxidativa de L-aminodcidos, produzindo a-cetodcidos, perdxido de
hidrogénio e amdnia.

Nos ultimos anos, LAAOs de venenos de serpentes tornaram-se objetos de estudos
farmacoldgicos apresentando indugdo de apoptose, citotoxicidade, agregacdo plaquetdria e
outros efeitos fisioldgicos. Sugere-se que alguns desses efeitos sejam medidos pelo
peréxido de hidrogénio que € liberado no processo de oxidagao. Muitas vezes os efeitos nao
podem ser atribuidos ao H,O, e sdo provavelmente causados pela interacdo com receptores
(Zhang et al., 2003).

Ticli et al. (2006) demonstraram que a LAAO de B. jararacussu em altas
concentracdes (100ug de LAAO / animal) promove a inducdo de edema, sendo que o pico
mais elevado ocorre em 4 horas. A LAAO de B. atrox apresenta atividade edematogénica
em concentragdes elevadas (100ug de LAAO/animal), apresentando no periodo de 0,5 a 4
horas uma porcentagem de 40% de edema.

Ali et al. (2000) demonstraram que a LAAO isolada do veneno de Eristocophis

macmahami (vibora) induz edema apresentando uma dose edematogénica minima de
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4,8ug/mL. Em dose de 10ug o efeito persiste por mais de 24 horas. Estudos preliminares
com indu¢do de edema por veneno de serpentes revelam que sua acdo é devido a agdo
direta de toxinas (proteases, fosfolipases e miotoxinas) que sdo mediadas através da
liberacao de histamina, 5-hidroxitriptamina, prostaglandinas, serotoninas e cinina (Ali et
al., 1999).

Tan e Choy (1994) demonstraram que a induc¢do de edema pela LAAO nio foi
inibida por difenildramina (droga anti-histaminica) entretanto, a pré-administracdo de
glutationa inibiu a indu¢do de edema, sugerindo o envolvimento do peréxido de hidrogénio
na inducdo de edema produzido por L-aminodcido oxidase.

A LAAO obtida apds as trés etapas de purificagdo nao apresentou atividade
hemorragica. A dose de 50ug de LAAO/animal, a qual foi utilizada para avaliar a atividade
hemorragica, corresponde a 10 vezes a DHM (Dose Hemorrdgica Minima) do veneno de B.
atrox (Figura 19 e 20).

A fragdo BaPI originada da filtracdo do veneno bruto em Sephadex G-75 (Fig. 20)
apresentou atividade hemorrégica similar a do veneno de B. atrox, demonstrando assim, ser
a responsdvel pela atividade hemorrdgica do mesmo (Figura 20-A e B). Souza et al. (1999)
descreveram o isolamento e a caracterizacao de uma LAAO de A. contortrix laticinctus que
apresenta atividade hemorrdgica. A fracdo BaPl apresenta as enzimas proteoliticas
(serinoproteases e metaloproteinases) responsaveis pelo desequilibrio homeostético
causado apds o acidente ofidico.

A concentracdo de LAAO de B. atrox para coagular o plasma em 1 minuto foi de
3,8ug/uL, o que corresponde a dose coagulante minima (DCM).

Até o momento, apenas a LAAO isolada do veneno de B. jararacussu (Ticli et al.,
2006) apresentou efeito coagulante com uma DCM de 0,5ug/uL. Alguns testes podem ser
referidos como falso positivos, onde, ao invés de coagulacdo tem-se agregacdo plaquetdria
pois o plasma utilizado pode ser PRP. Para melhor elucidacdo dessa atividade, faz-se
necessdrio o uso de PPP e conseqiiente uso de catalase para verificagdo da via responsdvel
pela mesma.

Os efeitos de LAAO na agregacao plaquetdria sdo controversos. Nathan et al. (1982)

descreveram uma LAAQO de Echis colorata que inibe agregacdo plaquetdria induzida por



DISCUSSAO

ADP. Takatsuka et al. (2001) também reportaram que LAAO de A. halys blomhoffi inibiu
agregacao plaquetdria induzida por um agonista e por estresse.

Ali et al. (2000) demonstraram que LAAO de Eristocophis macmahoni induz
agregacdo plaquetdria humana (EDsy 33ug/mL) e Li et al. (1994) também caracterizaram
uma LAAO de O. hannah que induz agregacao plaquetaria em plasma rico em plaquetas.

Em alguns estudos, a catalase e EDTA bloquearam completamente a agregacao
plaquetaria induzida pela enzima. Alguns resultados apresentados por Du e Clemetson
(2002) sugerem que LAAO induz agregacdo plaquetdria através da formacdo de H,O, e
subsequente sintese de tromboxano A2 requerente de Ca”* mas independente da liberagio
de ADP.

Segundo Pignatelli et al. (1998), o H,O, é produzido pelas plaquetas estimuladas
por coldgeno e age como mensageiro pela ativacdo do metabolismo do acido aracddnico e
via das fosfolipases C. Ainda ndo esta claro as fun¢des de H,O, na agregacdo plaquetéria
induzida por LAAO.

Os resultados obtidos na inducdo de agregacdo plaquetdria induzida por
LAAOBatrox (Fig. 21) foi dose dependente, onde essa proteina apresentou quase 100% de
agregacdo plaquetdria. Visando verificar a participagdo do H,O, formado na agregagao
plaquetdria utilizamos um experimento com plaquetas tratadas com catalase (Fig. 22),
seguida da adicdo de LAAO. A agregacdo foi inibida conforme o aumento da concentragdo
desse agente na reacao.

Em adi¢@o as fun¢des mencionadas aqui, todas as LAAOs de venenos de serpentes
estudadas induzem apoptose.

Apoptose é uma forma regulada e controlada de morte celular que tem papel
importante no controle e desenvolvimento do organismo. E caracterizada por alteragdes
morfoldgicas e bioquimicas severas tais como condensacdo nuclear e clivagem da
cromatina ou fragmentos oligonucleossomal. Em contraste, necrose representa a forma de
morte acidental da célula resultando em lise celular, extravasamento do conteudo
intracelular ao redor do tecido e inflamacdo. Experimentos realizados em culturas de
células mostraram que a exposi¢do a pré-oxidantes pode causar apoptose ou necrose

dependendo da sua dose e duracdo da exposi¢cao (Samel et al., 2006).
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Samel et al. (2006) descreveram uma LAAO de Vipera berus berus que, em baixas
concentracdes e pouco tempo de incubacdo, em células K562 (Leucemia Mieldide Cronica
Humana) ndo induziu apoptose. No entanto, ap6s 24 horas de incubagdo, ocorreu indugdo
de apoptose e inibicdo da mesma quando incubada com catalase, indicando a funcio do
perdéxido de hidrogénio no processo. Torii; Naito; Tsuruo (1997) descreveram uma LAAO
de Crotalus atrox que induziu apoptose em células endoteliais de veia umbilical humana,
bem como em alguns tipos de células tumorais.

LAAO do veneno de Agkistrodom contortrix laticintus (ACL LAO) em 25 ug/mL
causou fragmentacdo de DNA em células HL-60, que foi detectada apds 24 horas de
tratamento com a enzima, sugerindo induc¢do de apoptose por essa enzima. Em baixas
concentracoes ACL LAO ndo induziu apoptose em células HL-60 mesmo apds 24 horas de
incubacdo (Souza et al., 1999).

A LAAOBatrox induziu efeito citotoxico sobre a linhagem tumoral JURKAT
(Leucemia de Células T); BI6F10 (Melanoma de Células de Camundongo) e PC12 (Célula
Tumoral - feocromocitoma de glandula adrenal de rato) e ndo apresentou efeito citotoxico
quando incubada com células normais, nas mesmas concentracdes (Figuras 23, 24, 25, e
26).

Em todas as concentracdes de LAAO utilizadas na linhagem PC12 ocorreu maior
nimero de mortes por apoptose que por necrose (Figura 25). Assim também podemos
afirmar para as células B16F10, onde as células apresentaram 70% de morte por apoptose
ocorrendo pouca necrose (Figuras 24 e 27). A Figura 28 indica a andlise de ndcleos
apoptéticos por microscopia de fluorescéncia, onde sdo indicadas células normais, células em
necrose e células em apoptose.

No estudo de apoptose por citometria de fluxo foi analisada a capacidade da
LAAOBatrox de induzir apoptose pela marcagdo por anexina V em diferentes linhagens
celulares tumoral e normal. A Figura 32 mostra que a LAAOBatrox nao induziu apoptose
de modo significativo em células normais quando comparado as demais linhagens testadas
(Figs. 29, 30 e 31).

Num estudo envolvendo Calloselasma rhodostoma, Moustafa et al. (2006)
evidenciaram regides susceptiveis a acdo do peréxido de hidrogénio que funcionam como

via de entrada de O, durante a reacdo oxidativa. Em uma segunda regiao separada do canal
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de O, proposto no N-terminal (residuos de 8-16) na proteina, podem ter um papel na
liberacao de H,O,. Interessantemente, a porcao final do canal poderia dirigir o produto do
H,0O, para a superficie exterior da proteina, préxima as glicanas, considerando a enzima
como ancora na célula hospedeira. Esta localizacdo do canal poderia explicar a capacidade
da enzima localizar H,O; nas células alvo e assim induzir efeito apoptético.

Sun et al. (2003) observaram que OHAP-1, uma LAAO de Trimeresurus flavoridis,
apresentou um efeito apoptético em células de glioma humano RBR 17T, U251 e C6 de
ratos. Estes efeitos, segundo os autores, poderiam ser mediados pela promocao de geracao
de ROS intracelular e expressao da proteina pS3 em células de glioma, sugerindo OHAP-1
como um potencial candidato a terapia clinica antitumoral.

Com base nos resultados obtidos até aqui, podemos considerar as LAAOs dos
venenos de serpentes, em particular a LAAOBatrox, enzimas multifuncionais que podem
servir de ferramentas para o estudo do mecanismo dos acidentes ofidicos e, devido ao seu

potencial biotecnolégico, servirem como modelo para agentes terapéuticos.
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O presente trabalho teve com objetivo isolar e caracterizar bioquimica e
funcionalmente a L-aminodcido oxidase do veneno de Bothrops atrox. Os resultados

obtidos nas condi¢Oes experimentais utilizadas nos permitiram concluir que:

. Por meio de processos simples de separacdo tais como filtracdo utilizando
gel de Sephadex, cromatografia de troca idnica e afinidade, foi possivel isolar a
LAAO do veneno de B. atrox (LAAOBatrox) com alto grau de pureza e com
recuperagdo em termos de proteinas totais de 1,54%, atividade especifica de 87,5%,
correspondendo a 54 vezes a atividade do veneno bruto de B. atrox.

. A LAAO de B. atrox é uma glicoproteina de cadeia Unica com massa
molecular de 67 kDa, pl 4,4 e 12% de contetido de agucar.

. Apoés composicdo em aminodcidos, a LAAO apresentou 588 residuos e
grande quantidade de aminodcidos Asx (Acido aspértico ou asparagina) e Glx
(Acido glutdmico ou glutamina).

. O seqiienciamento de peptideos tripticos internos da LAAO de B. atrox
revela 100% de homologia com as LAAOs dos venenos de B. moojeni e B.
jararacussu bem como o seqiienciamento N-terminal revelou semelhanga com

outras LAAOs de outros venenos de serpentes.

. A LAAO de B. atrox apresentou especificidade de substrato para L-Met e L-
Leu.
. A LAAO de B. atrox apresenta moderada atividade edematogénica em

relagdo ao veneno bruto e coagulante. Nao induz atividade hemorragica.

. Na concentracdo de 25ug/mL a LAAOBatrox induziu agregacdo plaquetaria
em plasma de coelhos em aproximadamente 100%.

. Apresenta efeito citotoxico sobre diferentes linhagens tumorais (JURKAT,
B16F10 e PC12), ndo apresentando efeito citotoxico sobre células normais (Células

mononucleares de sangue periférico).

Devido ao seu amplo espectro de acdo, a LAAOBatrox ¢ uma molécula modelo para
estudo do mecanismo de agdo e sua participacdo no acidente ofidico, bem como na busca
de caracteristicas estruturais responsaveis pela acdo antitumoral desta proteina que possa

contribuir para a sintese de um novo modelo de fadrmaco.
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