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RESUMO

OLIVEIRA, 1. S. Avaliacao bioquimica, estrutural e funcional de uma fosfodiesterase da
peconha de Crotalus durissus collilineatus. 2021. 106f. Tese (Doutorado). Faculdade de

Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto — Universidade de Sao Paulo, Ribeirdo Preto, 2021.

Peconhas ofidicas apresentam alta complexidade de componentes e, para a elucidagdo
de seus mecanismos de toxicidade, € necessario que os mesmos sejam isolados e caracterizados,
para que sua ag¢do durante o envenenamento se torne esclarecida, facilitando o tratamento do
respectivo sintoma. Muitos componentes minoritarios da pegonha de Crotalus durissus
collilineatus ainda nao foram estudados. A fosfodiesterase (PDE) ja havia sido identificada na
peconha, mas ndo tinha sido isolada ou caracterizada. Enzimas da classe PDE sdo responsaveis
pela quebra das ligagdes fosfodiéster de acidos nucléicos, ATP, ADP, NAD, NGD, AMPc ¢
GMPc, interferindo em processos fisioldgicos ou patoldgicos, o que as tornam alvos
terapéuticos de diversas patologias. Assim, os objetivos deste estudo foram o isolamento e a
caracterizagdo bioquimica, estrutural e funcional da PDE da pegonha de C. d. collilineatus
(CdcPDE). O isolamento da CdcPDE foi realizado por combinagdo de técnicas de
cromatografia liquida, como filtragdo molecular, trocas anidnica e cationica, respectivamente,
sendo seu rendimento <1%. Por SDS-PAGE, foi possivel observar sua migragdo como um
mondmero e a presenga de glicosilagdes na molécula. Por espectrometria de massas, a CdcPDE
apresentou duas massas moleculares determinadas por MALDI-TOF, 100 e 105 kDa, e por LC-
MS/MS em unido com o sequenciamento amino-terminal, foi possivel determinar uma
sequéncia para a CdcPDE, formada por 829 residuos de aminodacidos. Por anélises in silico, foi
possivel estimar as suas estruturas secundaria e terciaria, bem como a sua interacdo com o
substrato bis(p-nitrofenil) fosfato. Utilizando este mesmo substrato, a CdcPDE apresentou
maior atividade enzimatica entre os pH 8 e 8,5, a 37 °C, e a melhor temperatura para armazena-
la foi 0 °C. Alguns agentes redutores e um quelante metalico inibiram a atividade enzimatica
de CdcPDE, sugerindo que as pontes dissulfeto em sua estrutura sdo essenciais para a atividade,
bem como os ions metalicos, o que a caracteriza como uma metaloenzima. Os parametros
cinéticos obtidos foram: K, = 0,38 mM, Vi = 0,7 uM/s, keat = 0,14 s7! e sua eficiéncia
catalitica foi igual a 0,37 mM.s™!, mostrando alta afinidade pelo substrato utilizado, bem como,
eficiéncia cinética, quando comparada a outras PDE oriundas de pegonhas ofidicas. Outros
ensaios demonstraram que a CdcPDE reduz/perde atividade enzimatica com a perda de dgua e
em contato com TFA, e sua temperatura de desenovelamento foi de 65,71 °C. Por ELISA, foi
possivel observar que o soro anticrotdlico produzido pelo Instituto Butantan reconhece a
CdcPDE e, por andlise in silico, foram identificados 16 possiveis epitopos imunogénicos na
molécula. Por fim, foi possivel observar que a CdcPDE inibe a agregacdo de plaquetas
induzidas por ADP e ¢ uma molécula citotoxica para queratindcitos humanos, apresentando
valor de ICso de 71,65 pg/mL. Esta acdo nunca foi relatada para PDE de peconhas ofidicas,
sugerindo também, a possibilidade de efeitos locais destas moléculas durante o envenenamento.
Assim, estas enzimas podem ser importantes ferramentas moleculares para a pesquisa, bem
como, para a terapéutica, visto que apresentam fungdes bioquimicas capazes de interferir tanto
com processos fisioldgicos quanto patoldgicos.

Palavras-chave: Crotalus durissus collilineatus, pegconha de serpente, nuclease,

fosfodiesterase, agregacdo plaquetaria, citotoxicidade.



ABSTRACT

OLIVEIRA, I. S. Biochemical, structural and functional evaluation of a phosphodiesterase
from Crotalus durissus collilineatus venom. 2021. 106p. Thesis (Doctoral). Faculdade de

Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto — Universidade de Sao Paulo, Ribeirdo Preto, 2021.

Snake venoms present a high complexity of components and, in order to elucidate their
toxicity mechanisms, it is necessary that they are isolated and characterized, so that their action
during envenoming becomes clarified, facilitating the respective symptom treatment. Many
minority components from Crotalus durissus collilineatus venom have not yet been studied.
Phosphodiesterase (PDE) had already been identified in the venom, but had not been isolated
or characterized. PDE enzymes class are responsible for breaking phosphodiester bonds of
nucleic acids, ATP, ADP, NAD, NGD, cAMP and ¢cGMP, interfering in physiological or
pathological processes, which make them therapeutic targets for various pathologies. Thus, the
objectives of this study were the isolation and biochemical, structural and functional
characterization of the PDE from C. d. collilineatus venom (CdcPDE). The CdcPDE isolation
was performed by combining liquid chromatography techniques, such as molecular filtration,
anion and cation exchanges, respectively, with a yield <1%. Through SDS-PAGE, it was
possible to observe its migration as a monomer and the presence of glycosylations in the
molecule. By mass spectrometry, CdcPDE showed two molecular masses determined by
MALDI-TOF, 100 and 105 kDa, and by LC-MS/MS in union with the amino-terminal
sequencing, it was possible to determine CdcPDE sequence, consisting by 829 amino acid
residues. By in silico analysis, it was possible to estimate their secondary and tertiary structures,
as well as their interaction with the bis(p-nitrophenyl) phosphate substrate. Using this same
substrate, CdcPDE showed greater enzymatic activity between pH 8 and 8.5, at 37 °C, and the
best temperature to store was 0 °C. Some reducing agents and a metal chelator inhibited the
CdcPDE enzymatic activity, suggesting that the disulfide bridges in its structure are essential
for the activity, as well as metal ions, which characterizes it as a metalloenzyme. Obtained
kinetic parameters are: Ky, = 0.38 mM, V,u4x = 0.7 uM/s, keat = 0.14 s and its catalytic efficiency
was equal to 0.37 mM.s"!, showing high affinity by the substrate used, as well as, kinetic
efficiency, when compared to others snake venom PDE. Other assays demonstrated that
CdcPDE reduces/loses enzymatic activity with water loss and in contact with TFA, and its
unfolding temperature was 65.71 °C. By ELISA, it was possible to observe that the anticrotalid
serum produced by Instituto Butantan recognizes CdcPDE and, by in silico analysis, 16 possible
immunogenic epitopes on the molecule were identified. Finally, it was possible to observe that
CdcPDE inhibits platelet aggregation ADP-induced and it is a cytotoxic molecule for human
keratinocytes, presenting an ICso value of 71.65 pg/mL, and this action has never been reported
for snake venoms PDE, also suggesting the possibility of local effects of these molecules during
the envenoming. Thus, these enzymes can be important molecular tools for research, as well
as, for therapy, since they have biochemical functions capable of interfering with both
physiological and pathological processes.

Keywords: Crotalus durissus collilineatus, snake venom, nuclease, phosphodiesterase, platelet

aggregation, cytotoxicity.
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1.1. Serpentes no mundo e no Brasil

Capazes de habitar todos os continentes do planeta, exceto a Antértida, as serpentes
representam um grupo de vertebrados que obteve um grande sucesso evolutivo (MARQUES;
MEDEIROS, 2018).

Existem mais de 11 mil espécies de répteis, incluindo 3.789 espécies de serpentes
reconhecidas globalmente. Entre estas serpentes podemos citar as superfamilias
Acrochordoidea, Booidea, Colubroidea, Elapoidea, Pythonoidea, Typhlopoidea, Uropeltoidea,
e as familias que ndo se enquadram a nenhuma destas superfamilias, Aniliidae, Bolyeriidae,
Homalopsidae, Pareidae, Tropidophiidae, Viperidae, Xenodermidae e Xenophidiidae (UETZ,
2020).

Incluidas na familia Viperidae podemos encontrar as viboras asiiticas e do velho
mundo, além de cascavéis americanas (WARRELL, 2012). Serpentes pertencentes a esta
familia, possuem cabeca triangular, que € recoberta de escamas semelhantes as outras escamas
de seu corpo (MELGAREJO, 2003). Esta familia apresenta trés subfamilias, Viperinae,
Azemiopinae e Crotalinae, sendo esta ultima caraterizada por apresentar a chamada fosseta
loreal, 6rgdo capaz de detectar presas endotérmicas e suas diregdes, pois € um o6rgao
termorreceptor, escamas dorsais carenadas e pupilas verticais (BULLOCK; COWLES, 1952;
CAMPBELL; LAMAR, 2004; BAKKEN; KROCHMAL, 2007; UETZ, 2020).

Atualmente, o Brasil concentra 795 espécies de répteis, entre estas, 405 sdo espécies de
serpentes, ¢ apenas uma espécie de serpente do género Crotalus ¢ distribuida por todo o
territério nacional, a espécie Crotalus durissus, popularmente conhecida como cascavel,
pertencente a subfamilia Crotalinae (COSTA; BERNILS, 2018; UETZ, 2020). Embora exista
apenas uma espécie, existem seis subespécies de C. durissus em diferentes regides do pais
(COSTA; BERNILS, 2018):

o C. d. cascavella: Maranhdo, Piaui, Ceara, Rio Grande do Norte, Paraiba,

Pernambuco, Alagoas, Sergipe, Bahia e Minas Gerais;

C. d. collilineatus (Cdc): Tocantins, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Goias,
Distrito Federal, Minas Gerais e Sao Paulo;

o C.d durissus: Amapa;

C. d. marajoensis: Para;

C. d. ruruima: Roraima;
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o C. d. terrificus: Tocantins, Mato Grosso, Minas Gerais, Rio de Janeiro, Sao Paulo,

Parana, Santa Catarina ¢ Rio Grande do Sul.

O género Crotalus tem seu nome derivado da palavra grega “Krotalon”, que significa
“castanhola” ou “chocalho”, o que se refere ao final da cauda destas serpentes que apresentam
um apéndice, que produz ruido semelhante a um chocalho quando o animal esta irritado ou
prestes a atacar presas (MELGAREJO, 2003; CAMPBELL; LAMAR, 2004). Este apéndice
diferencia as cascavéis de outros géneros de serpentes, como o género Lachesis, que possui as
ultimas escamas subcaudais erigadas e modificadas, terminando num espinho, € o género
Bothrops, que ndo possui modificagdes em sua cauda simples (MELGAREJO, 2003).

A figura 1 apresenta um exemplar da serpente C. d. collilineatus.

Figura 1. Serpente da familia Viperidae. Foto de um exemplar da subespécie Crotalus durissus collilineatus
(Arquivo do Laboratorio de Toxinas Animais — LTA).

Sendo classificados como predadores ativos, as cascavéis se alimentam de passaros,
lagartos e pequenos mamiferos (LEMA; ARAUJO; AZEVEDO, 1983; MACARTNEY, 1989).
Para esta alimentacdo, bem como durante o envenenamento, a pegonha ¢ injetada na presa
através de compressao das glandulas de peconha, localizadas na regido pds-orbital da cabega

destes animais, associadas ao aparelho inoculador do tipo solendglifo, constituido por um dente
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funcional grande, agudo e oco (MELGAREJO, 2003; JACKSON, 2007; FRY et al., 2008;
VONK et al., 2008).

1.2. Envenenamentos por serpentes no Brasil e tratamento

Mundialmente sdo registrados em média 5,4 milhdes de acidentes ofidicos por ano, os
quais levam em torno de 2,7 milhdes de casos de envenenamentos, 138 mil mortes e 400 mil
vitimas adquirem sequelas decorrentes desta patologia ou se tornam deficientes (WHO, 2019;
BOLON et al., 2020).

Entre os locais mais afetados estdo paises tropicais e subtropicais, localizados na Africa,
Asia e América Latina, sendo que apenas nesta altima ocorrem entre 137 mil e 150 mil casos,
acarretando em até 5 mil mortes por ano (GUTIERREZ et al., 2017; WHO, 2019). Devido a
sua grande ocorréncia, a Organizagdo Mundial da Saude (WHO, do inglés World Health
Organization) adicionou novamente os acidentes ofidicos a lista de Doengas Tropicais
Negligenciadas (DTN), com altissima prioridade (categoria A) em 2019 (WHO, 2019).

Curiosamente, esta doenga ocupacional apresenta semelhanga epidemiologica com
outras zoonoses, devido a transmissdo de patdgenos a humanos através de animais, mas, ao
contrario destas, ¢ dificil mapear, predizer e reduzir riscos destes acidentes ofidicos, visto que
ainda ndo ¢ possivel controla-los, como ocorre com algumas zoonoses (MURRAY; MARTIN;
IWAMURA, 2020).

Individuos que ndo tém acesso, ou pouco acesso, a sistemas de saude e educacdo, sdo
os mais acometidos pelos acidentes ofidicos. Estes fazem parte de camadas socioeconomicas
mais inferiores, como pescadores, cagadores e agricultores, ou vivem em extrema pobreza, mas
também estdo incluidos indigentes e indigenas, os quais sdo frequentemente acidentados em
florestas enquanto estdo trabalhando ou, simplesmente, andando (PIERINI et al., 1996;
HARRISON et al., 2009; HABIB et al., 2015; GUTIERREZ et al., 2017).

No Brasil, esta questdo também € preocupante, visto que ocorreram mais de 25 mil casos
de acidentes ofidicos por ano, conforme dados dos ultimos cinco anos (Tab. 1). Os acidentes
causados por serpentes do género Bothrops sao os mais numerosos, seguidos pelos acidentes
ocasionados por serpentes do género Crotalus, que embora em menor nuamero,
aproximadamente 10 vezes menor, apresenta maior letalidade, visto que a peconha destes

animais € considerada mais toxica, de acordo com dados do Ministério da Saude (BRAZIL,




1911; BELLUOMINI, 1984; MINISTERIO DA SAUDE, 2001, 2021; FERREIRA-JUNIOR,
2003).

Tabela 1. Epidemiologia dos acidentes ofidicos ocasionados por serpentes do género Crotalus

no Brasil.
Ano Acidentes Acidentes Tipo de acidente crotalico Obitos
ofidicos crotalicos Leve Moderado Grave
2015 27.113 1.972 825 786 258 256
2016 26.561 2.182 936 824 292 280
2017* 28.752 2.506 1.139 875 353 307
2018* 28.857 2.555 1.113 962 356 303
2019* 30.482 2.610 1.193 1.020 279 413

Dados coletados do Departamento de Informatica do Sistema Unico de Saude (DATASUS), do Ministério da
Satde do Brasil (MINISTERIO DA SAUDE, 2021).
*Dados sujeitos a revisao.

Os acidentes crotalicos sdo caracterizados por sua acao neurotdxica, pois neurotoxinas
presentes na pegonha sdo capazes de atingir o sistema nervoso central e periférico, causando
paralisia, devido a inibi¢do de neurotransmissor nas fendas sinapticas. Assim, entre os sinais do
envenenamento crotalico estdo parestesia de musculos faciais (face miasténica), ptose palpebral
e paralisia gradual dos musculos respiratérios (AZEVEDO-MARQUES; CUPO; HERING,
2003; TOKARNIA et al., 2014).

J& as miotoxinas presentes nestas peconhas causam lesdes teciduais sistémicas em
musculos esqueléticos, desencadeando o processo de rabdomidlise, seguido por mioglobindria,
o que leva a coloracdo escurecida da urina da vitima do envenenamento crotalico. Por causa
desta situacdo, lesdes tubulares renais podem ocorrer, levando a insuficiéncia renal aguda
(IRA); e o paciente pode apresentar oligtria ou antria. A IRA e o choque cardiovascular sdo as
principais causas de obito de pacientes envenenados (WHO, 2007; TOKARNIA et al., 2014;
MEDEIROS et al., 2020).

As vitimas de envenenamento crotdlico apresentam dor difusa e em seus dados
laboratoriais sdo observados aumentos significativos de aldolase, aspartato aminotransferase
(AST), creatinoquinase (CK) e lactato desidrogenase (LDH) (AZEVEDO-MARQUES; CUPO;
HERING, 2003). Ainda, esta peconha possui acdo semelhante a trombina, consumindo
fibrinogénio, ocasionando a hipofibrinogenemia e, assim, o sangue se torna incoagulavel
(THOMAZINI; BARRAVIERA; BARRAVIERA, 1994; MINISTERIO DA SAUDE, 1998;
TOKARNIA et al., 2014).




Estes envenenamentos crotalicos podem ser considerados como leves, moderados e
graves, de acordo com os sinais e sintomas apresentados pelas vitimas, variando entre ausentes
e totalmente evidentes e intensos, e, a partir desta gravidade, a quantidade de ampolas de soro
antiofidico a ser infundido no paciente é determinada (MINISTERIO DA SAUDE, 2001). Este
soro ¢ constituido por imunoglobulinas obtidas a partir do sangue de animais hiperimunizados
(cavalos) com peconhas especificas (WHO, 2010). Este tratamento ¢ essencial e tem sido
utilizado hé mais de um século, sendo introduzido em 1895, por Albert Calmette, na clinica dos
envenenamentos. Posteriormente, a técnica de soroterapia heterdloga foi explorada e
aprimorada no Brasil por Vital Brazil Mineiro da Campanha (LIRA-DA-SILVA et al., 2018).
Além da terapia especifica com o antiveneno, a terapia geral também necessita de outras
técnicas de emergéncia, as quais sdo realizadas de acordo com outros fatores de risco, como

problemas cardiacos e respiratdrios (WARRELL, 2010).

1.3. Peconhas crotalicas

Constituidas de diversos tipos de componentes, entre eles carboidratos, lipideos e
aminoacidos, as peconhas crotilicas possuem majoritariamente proteinas (90% a 95%)
(ARAUJO et al., 2016), que podem ser divididas entre componentes nio enzimaticos e
enziméticos (CALVETE; JUAREZ; SANZ, 2007).

Nestas peconhas destaca-se a ocorréncia da proteina crotoxina, por ser o componente
mais toéxico (HENDON; FRAENKEL-CONRAT, 1971) e mais abundante, correspondendo
entre 65-68% da pegonha (DA SILVA; BIER, 1982). Na verdade, a crotoxina ¢ um complexo
de duas proteinas ou subunidades, a fosfolipase A> (PLA>, subunidade basica) e a crotapotina
(subunidade &cida), sendo esta tltima desprovida de atividade enzimatica, porém capaz de inibir
atividade enzimatica da PLA,, aumentando também a sua toxicidade (CHANG; SU, 1981;
RADVANYI et al., 1989). Além da atividade miotdxica, esta PLA» possui acdo neurotoxica
por impedir que neurotransmissores sejam liberados na placa motora. Entretanto, a PLA; apenas
realiza esta ultima acdo quando estd complexada com a crotapotina, a qual atua como uma
chaperona, evitando ligacdes inespecificas da PLA> e sua atividade na juncdo pré-sinaptica
(CHANG; SU, 1981; BON et al., 1989; CHOUMET et al., 1993; CLISSA, 1997).

Existem enzimas capazes de causar hemorragia, que sdo as metaloproteases
(GUTIERREZ et al., 2016). As metaloproteases apresentam atividades fibrinolitica e

fibrinogenolitica, ativam fator X e protrombina, podem inibir a agregacdo de plaquetas e ainda




induzem apoptose (FOX; SERRANO, 2005), tendo uma importante fun¢do na fisiopatologia
dos envenenamentos (FOX; SERRANO, 2009).

Outra enzima presente na peconha que atua no sistema hematologico € a serinoprotease,
inferindo na coagulacdo sanguinea, agregacdo plaquetdria e fibrindlise (SERRANO;
MAROUN, 2005). Entre as serinoproteases estdo as enzimas trombina-simile, que agem sobre
proteinas plasmaticas, semelhante a acdo da trombina, causando distirbios hematologicos
também (ALEXANDER et al., 1988; SERRANO; MAROUN, 2005). Neste grupo, também se
destacam as giroxinas, capazes de causar lesdes no labirinto de animais envenenados,
induzindo-os a girar em torno de seus proprios eixos (BACILA, 1961; BARRABIN etal., 1978;
SEKI; VIDAL; BARRIO, 1980).

J& entre componentes ndo-enzimaticos, pode ser encontrada a crotamina
(GONCALVES; VIEIRA, 1950), capaz de despolarizar células e agir de forma miotdxica
(OGUIURA; BONI-MITAKE; RADIS-BAPTISTA, 2005). Esta miotoxina pode estar ou nao
presente na peconha de cascavéis brasileiras, de forma que sua frequéncia aumenta de acordo
com o eixo leste-oeste, bem como, norte-sul do Brasil, sendo que nos centros destes eixos, €
possivel encontrar ambas as pegonhas, crotamina-positiva e negativa (SCHENBERG, 1959;
BOLDRINI-FRANCA et al., 2010). Além disso, a crotamina pode atuar em canais idnicos para
potéssio, bloqueando-os, de forma que causa a extensdo e paralisia de patas traseiras de
camundongos (PEIGNEUR et al., 2012).

Além da crotamina, a convulxina também estd presente em pegonhas crotalicas. Esta
proteina ¢ formada por duas subunidades, a e P, formando uma estrutura tetramérica
(MARLAS, 1985), sendo um potente ativador da agregacio plaquetaria (VARGAFTIG et al.,
1980; FRANCISCHETTI et al., 1997), porém desprovido de acdo hemaglutinante (TOYAMA
et al., 2001; ARLINGHAUS; EBLE, 2012).

Além destes componentes, também pode ser observada a ocorréncia de outros
componentes, mas em menores propor¢des, como hialuronidases (BORDON et al., 2012), L-
aminoacido oxidases (DU; CLEMETSON, 2002), lectinas (OGAWA et al., 2005),
desintegrinas (OLIVEIRA et al., 2018), peptideos potencializadores de bradicinina (HIGUCHI
et al., 20006), fatores de crescimento ¢ nucleases (BOLDRINI-FRANCA et al., 2017), sendo
todos estes e os ja citados passiveis a variagdes qualitativas e quantitativas, alterando assim a
toxicidade e as manifestagdes clinicas do envenenamento (ARAUJO et al., 2016; OLIVEIRA
etal., 2019).




1.4. Fosfodiesterases em peconhas ofidicas

Dentre as nucleases, enzimas capazes de realizar hidrolise de 4cidos nucléicos e seus
derivados, existem as endonucleases (DELEZENNE; MOREL, 1919), denominadas DNAses
(TABORDA et al., 1952a) e RNAses (TABORDA et al., 1952b), responsaveis pela hidrolise
de 4cidos desoxirribonucléico (DNA) e ribonucléico (RNA), respectivamente, e exonucleases,
representadas apenas pelas fosfodiesterases (PDE, do inglés phosphodiesterases) (UZAWA,
1932). As PDE sao enzimas capazes de hidrolisar as ligagdes fosfodiéster de polinucleotideos
em pH basico, iniciando pela extremidade 3°’, liberando 5’-mononucleotideos
(DHANANJAYA; D’SOUZA, 2010).

Alguns parametros bioquimicos sdo levados em consideragao para a diferenciacdo entre
os dois grupos enzimaticos. Nucleases que apresentam pH 6timo mais acido e ndo necessitam
de cations divalentes para sua atividade sdo consideradas endonucleases. Enquanto
exonucleases sdo aquelas que apresentam pH 6timo basico e necessitam de ions metalicos
divalentes para sua atividade (GEORGATSOS; LASKOWSKI, 1962; IWANAGA; SUZUKI,
1979; MACKESSY, 1998; DHANANJAYA; D’SOUZA, 2010).

Além da hidrélise de DNA e RNA, PDE hidrolisam também trifosfato de adenosina
(ATP), difosfato de adenosina (ADP), dinucleotideo de nicotinamida e adenina (NAD),
dinucleotideo de nicotinamida e guanina (NGD), monofosfato ciclico de adenosina (AMPc) e
monofosfato ciclico de guanosina (GMPc), regulando estes segundos mensageiros (SEGOVIA;
FIGUEROA, 2007; DHANANJAYA; D’SOUZA, 2010). Assim, estas enzimas sdo capazes de
intervir em processos fisioldgicos, como contragdo muscular, diferenciagdo celular, a funcao de
canais i6nicos, lipogénese, gliconeogénese, glicogendlise e apoptose (PERRY; HIGGS, 1998;
JEON et al., 2005; PENG et al., 2011).

Esta familia de enzimas pode ser dividida e classificadade 1 a 11, sendo PDE1 a PDE11,
de acordo com a sensibilidade para inibidores, a sequéncia proteica, propriedades
farmacoldgicas e a especificidade para o substrato, sendo que PDE 4, 7 e 8 s@o especificas para
a degradacdo de AMPc, 5, 6 e 9 para GMPc e 1, 2, 3, 10 e 11 para a degradacdo de ambos os
substratos (MEHATS et al., 2002; MASSIMI et al., 2017), como demonstrado na figura 2.
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Figura 2. Exemplo do mecanismo de acio de PDE. As reagdes hidrolise das moléculas de AMPc e GMPc,
catalisadas por PDE, originam as moléculas de 5’-AMP e 5’-GMP, respectivamente, devido a quebra da ligacao
fosfodiéster presente nas moléculas. Em vermelho estdo destacadas as PDE especificas para a hidrolise de cada
molécula em questao.

Através de andlises Omicas, estas enzimas foram encontradas em diversas peconhas
ofidicas, como em Pseudonaja textilis (MCCLEARY et al., 2016), Micrurus dumerilii (REY-
SUAREZ et al., 2016), Calloselasma rhodostoma (TANG et al., 2016) e Daboia russelli (TAN
et al., 2015a), bem como, dados de transcriptoma também revelam uma grande distribui¢cdo de
PDE entre serpentes, por exemplo, em Gloydius intermedius (YANG et al., 2015) e
Ophiophagus hannah (TAN et al., 2015b).

Entre essa vasta dispersdo de géneros de serpentes, observa-se que 0s que mais causam
acidentes ofidicos no Brasil, Bothrops e Crotalus, também apresentam esta enzima na
composi¢io de suas pegonhas, como Bothrops alternatus (VALERIO et al., 2002), B. atrox
(PHILIPPS, 1976), B. jararaca (SANTORO et al., 2009), C. adamanteus (PHILIPPS, 1975;
STOYNOV et al., 1997), C. d. terrificus (PHILIPPS, 1975), C. ruber ruber (MORI; NIKAI,
SUGIHARA, 1987) e C. mitchilli pyrrhus (PERRON; MACKESSY; HYSLOP, 1993).




Estas enzimas possuem alta massa molecular (~90-160 kDa), apresentando-se como
uma unica cadeia polipeptidica ou como um homo ou heterodimero (MORI; NIKAI;
SUGIHARA, 1987; PERRON; MACKESSY; HYSLOP, 1993; VALERIO et al., 2002;
DHANANJAYA; D’SOUZA, 2010; AL-SALEH; KHAN, 2011; FOX, 2013; TRUMMAL et
al., 2014). Seu ponto isoelétrico (pl) varia entre 7,4 e 10,5 (PHILIPPS, 1975; MORI; NIKAI;
SUGIHARA, 1987; VALERIO et al,, 2002; AL-SALEH; KHAN, 201 1) e também sao
metaloglicoproteinas (DOLAPCHIEV; VASSILEVA; KOUMANOV, 1980; KINI; GOWDA,
1984; AL-SALEH; KHAN, 2011).

Apesar de estarem amplamente dipersas entre pegonhas ofidicas, pouco sdo os estudos
sobre suas atividades biologicas frente ao envenenamento (DHANANJAYA; D’SOUZA,
2010). Santoro e colaboradores (2009) observaram que PDE oriundas de B. jararaca inibiram
a agregacdo de plaquetas, de forma que, quando induzidas por trombina, ocorria um ligeiro
decréscimo na agregagdo, enquanto, induzidas por ADP, o processo de agrega¢do ndo ocorria.
Ja Peng e colaboradores (2011) e Mitra e Bhattacharyya (2014) também verificaram este tltimo
efeito, pois as PDE de Trimeresurus stejnegeri e D. russelli, respectivamente, podem ter sido
capazes de hidrolisar ADP, causando este efeito inibitorio. Assim, por esta acdo, PDE podem
servir como ferramentas bioldgicas no tratamento e na prevengao de patologias que tenham por
caracteristica 0 aumento da agregacdo plaquetaria (MITRA; BHATTACHARYYA, 2014),
como Tirofiban (Aggrastat®) and Eptifibatide (Integrilin®), drogas aprovadas pelo pelo U.S.
Food and Drug Administration (FDA, EUA), capazes de inibir a agregacdo de plaquetas e sdo
oriundas de peconhas ofidicas (KING, 2011; BORDON et al., 2020).

Outro estudo realizado por Russell, Buess ¢ Woo (1963) mostrou que, a partir da
purificacdo parcial de PDE das peconhas de C. adamanteus, C. atrox, C. viridis helleri, C.
horridus e Vipera russelli, foi possivel observar que estas enzimas levaram a uma crise
hipotensora, com diminuicao da pressdo arterial e depressdo locomotora de animais, podendo
estes efeitos estarem relacionados com a deplecio de AMPc. Este estudo tornou-se muito
relevante para o conhecimento desta enzima, pois mostra que existem substratos para PDE na
circulagdo de vitimas que podem levar a hipotensdo, mesmo que nao ocorram processos
citoliticos concomitantes (AIRD, 2002; DHANANJAYA; D’SOUZA, 2010).

Desde a sua descoberta, as PDE apresentam interesse cientifico, pois auxiliam na
caracterizacdo de acidos nucléicos e também podem servir como ferramentas de biologia
molecular. Entre as nucleases, as PDE sdo as que mais apresentam estudos em relacdo a sua

caracterizagao a partir de pegonhas ofidicas (FOX, 2013).
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1.5. PDE em humanos e o uso de moléculas inibidoras como medicamentos

E amplamente conhecido que as PDE também sio expressas por seres humanos em
diversos tecidos e 6rgdos, como figado, coracdo, pulmdes, rins, bexiga, uretra, prostata, pénis,
utero, musculos esqueléticos e liso vascular (BOSWELL-SMITH; SPINA; PAGE, 2006).
Ressalta-se que as PDESs sdo expressas em vdrias regides do cérebro, e sua alta expressao,
atividade, e a diminuicdo de niveis de GMPc estdo intimamente relacionados ao
envelhecimento, de forma que, para prevenir este problema e aumentar niveis de GMPc,
inibidores de PDES podem ser utilizados (EL-BAKLY et al., 2019).

Devido a necessidade terapéutica frente a patologias relacionadas as PDE, a pesquisa e
o desenvolvimento de moléculas capazes de inibir a acdo destas enzimas compdem um novo
grupo de alvos terapéuticos para algumas enfermidades, como doencas cardiovasculares,
inflamatérias, disfungo erétil e a doenga de Alzheimer (PEREZ-TORRES et al., 2003;
CASTRO et al., 2005; JEON et al., 2005; UCKERT et al., 2006; MILLER; YAN, 2010; PENG
etal., 2011).

Em janeiro de 2021, foi disponibilizada uma lista de Classes Farmacoldgicas
Estabelecidas (EPC, do inglés Established Pharmacologic Class) pelo FDA, a qual constam 9
moléculas inibidoras de algumas classes de PDE, como descrito na tabela 2. Entre estas
moléculas listadas pela FDA, a que se destaca popularmente ¢ a Sildenafila (Viagra®), muito
utilizado para o tratamento de disfun¢do erétil, pois ¢ uma molécula inibidora de PDES5 com

alta seletividade (BALLARD et al., 1998).

Tabela 2. Lista de classes farmacologicas estabelecidas pelo FDA (EUA) em janeiro de 2021.

Composto ativo Nome comercial Classe de PDE inibida
Cilostazol Cebralat® (Libbs Farmacéutica) PDE3
Milrinona Primacor® (Sanofi)

Apremilaste Otezla® (Celgene International Sarl)

Crisaborole Eucrisa® (Anacor Pharmaceuticals Inc.) PDE4
Roflumilaste Daxas® (AstraZeneca)

Avanafil Spedra® (Vivus)

Sildenafila Viagra® (Pfizer) PDES
Tadalafila Cialis® (Eli Lilly do Brasil Ltda.)

Vardenafil Levitra® (Bayer)

Dados oriundos do FDA (EUA).
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Ainda existem poucos estudos sobre as agdes farmacologicas destas enzimas
(DHANANJAYA; D’SOUZA, 2010), entretanto o uso de moléculas capazes de inibi-las tem
sido amplo. Assim, estudos mais aprofundados devem ser realizados para ampliar a
compreensdo desta classe enzimatica e suas agdes em processos fisiologicos e patologicos, bem

como durante os casos de envenenamentos ofidicos.
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A partir do estudo proposto e os resultados obtidos foi possivel determinar uma nova
metodologia para a purificacdo de uma nova PDE da pegonha de C. d. collilineatus, isto &,
CdcPDE, bem como caracteriza-la estruturalmente, bioquimicamente e funcionalmente, mesmo
que esta esteja em baixas propor¢des na pegonha.

Ainda s3o poucos os estudos que abordam PDE de pegonhas ofidicas. Desta forma, o
presente estudo contribui positivamente no conhecimento sobre esta classe de enzimas presente
em peconhas ofidicas, sendo fonte de dados sobre sua estrutura proteica, atividade enzimatica,
termoestabilidade e citotoxicidade, bem como sua interagdo com o substrato bis(p-nitrofenil)-
fosfato.

Este estudo foi pioneiro em evidenciar a agdo citotoxica da CdcPDE em queratinocitos
humanos, o que pode despertar curiosidade para explorar os efeitos locais de envenenamentos
por cascavéis. Além disso, estas enzimas podem ser importantes ferramentas moleculares para
a pesquisa, bem como, para a terapé€utica, visto que apresentam fungdes bioldgicas capazes de
interferir tanto processos fisioldgicos como patologicos, como o processo de agregacdao de
plaquetas.

Por fim, este estudo encontra-se publicado em revista de ambito internacional, a
International Journal of Biological Macromolecules, com fator de impacto de 5.162, intitulado
“Unraveling the structure and function of CdcPDE: A novel phosphodiesterase from Crotalus
durissus collilineatus snake venom”, neste ano de 2021 (doi: 10.1016/j.ijbiomac.2021.02.120).
Além do artigo cientifico, de acordo com os indicadores da CAPES (CAPES, 2019), este estudo
também resultou em 3 adicionais produtos tecnologicos ndo patentedveis: um novo método de
purificagdo para essa classe de proteina, uma nova sequéncia de proteina e um novo modelo

estrutural.
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