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Caracterizacao bioquimica e funcional de um inibidor de Fosfolipases A, do
tipo y isolado do soro de Crotalus durissus collilineatus

Resumo: Alguns animais apresentam uma resisténcia natural aos efeitos toxicos
induzidos por peconha de serpentes, isto se deve a presenga de inibidores
naturais enddégenos em seu plasma. Dentre estes, destacam-se os inibidores de
fosfolipases A, (PLA), 0s quais s&o capazes de inibir as atividades enzimaticas e
farmacolégicas de varias PLA,s de peconhas ofidicas. No presente trabalho, foi
demonstrado o isolamento, a caracterizacdo bioquimica e estrutural de um
inibidor de PLA,, o qual foi isolado do soro da serpente Crotalus durissus
collilineatus (Cdc) por dois passos cromatograficos. Inicialmente o soro de Cdc foi
aplicado em uma coluna de troca-ibnica Q-Sepharos, produzindo seis picos de
absorbancia a Azgopnm denominados (Q1 a Q6). Posteriormente, a fracao Q4, que
demonstrou melhores resultados de inibicdo foi submetida a uma cromatografia
de afinidade NHS—Hitrap imobilizada com uma PLA,-simile (BnSP-7). Deste
fracionamento resultaram duas fracoes denominadas de NHS-1 e NHS-2, sendo
que a fracdo NHS-2 representa o inibidor de PLA, denominado yCdcPLI. A
massa molecular do inibidor determinada por (MALDI-TOF) foi de 22.34 kDa e a
sequéncia primaria parcial determinada por Edman e Peptide Mass Fingerprinting
(PMF) em MS (MALDI-TOF\TOF) mostrando similaridade com outros inibidores
do tipo y. As andlises da estrutura secundaria realizada por dicroismo circular
revelaram aproximadamente 22% de alfa hélices e 29% de folhas beta. Estes
estudos também indicaram que nao houve alteracao significativa na conformacgéo
tanto do yCdcPLI ou da PLA2-simile BnSP-7. Os resultados obtidos por analises
de espalhamento de luz dindmico demonstraram que o inibidor possui
comportamento de oligomerizacdo mediante variacdo de temperatura e quando
dissolvido em H>O ou PBS. O yCdcPLI foi capaz de inibir as atividades enzimatica
com resultado de 100% na razao 1:5 (m/m) frente as PLA, utilizadas, miotéxica
por dosagem de CK e citotéxica por MTT em células tEnd com caracteristica de
ser dose nao dependente. Estudos estruturais e funcionais deste inibidor poderéao
contribuir para a compreensao dos mecanismos de acao dos inibidores de PLA.s,
bem como na investigacdo de seu uso como auxiliar no tratamento do
envenenamento ofidico ou doencgas inflamatérias.

Palavras-chave: Inibidores de PLA,, Inibidores tipo vy, Crotalus durissus
collilineatus, Fosfolipases A,, Serpentes



Abstract: Some animals have a natural resistance to toxic effects induced by
snake venom due to presence of natural endogenous inhibitors in their plasma.
Snake venom contains inhibitors of phospholipase A, (PLA,) that inhibit the
enzymatic and pharmacological activities of PLA,. In this work we show the
isolation, structural and biochemical characterization of a new PLA; inhibitor from
Crotalus durissus colillineatus (Cdc) snake serum by two chromatographic steps.
Initially, the Cdc serum was applied to a column of ion exchange Q-Sepharose
Fast Flow, producing six peaks of absorbance at A280nm (Q1 to Q6).
Subsequently, Q4 fraction (best results to inhibition) was applied to affinity
chromatography with immobilized HiTrap NHS-BnSP-7. This fractionation resulted
in two fractions (NHS-1 and NHS-2) the second fraction contained the inhibitor,
named yCdcPLI. The molecular mass of yCdcPLI determined by MALDI-TOF
was 22.3kDa and the primary partial structure obtained by Edman and peptide
mass fingerprinting (PMF) MS (MALDI-TOF \ TOF), showed similarity when
compared with the sequences of other related inhibitors. The secondary structure
was evaluated for circular dichroism and showed approximately 22% alpha helix
and 29% beta sheets.These studies of interaction have also indicated no
significant changes in secondary structure to yCdcPLI and BnSP-7. The results
obtained by analysis of dynamic light scattering (DLS) showed that the inhibitor
has in oligomerization variation, according to temperature and when dissolved in
H-O or PBS. yCdcPLI was able to inhibit the enzymatic, with 100% to inhibition.
Cytotoxicity was assayed on Murine endothelial cell line derived from thymus
hemangioma- tEnd to MTT and myotoxicity was measuring by creatine kinase
(CK) showed inhibition too, but in this case the inhibition was independent dose.
Structural and functional studies of this inhibitor may contribute to understanding
the mechanisms of action of PLA; inhibitors. In addition, these studies may serve
as starting point for investigating the potential of these inhibitors for the treatment
of snake bite or inflammatory diseases.

Keywords: PLA; inhibitor, y-type inhibitor, Crotalus durissus collilineatus,
phospholipase A, snakes



Apresentaggo

Os acidentes ofidicos em abril de 2009 foram incluidos na lista de Doencas
Tropicais Negligenciadas da Organizagcdao Mundial da Saude (OMS), afetando,
areas rurais de paises da Africa, Asia, Oceania e América Latina e os nimeros de
ocorréncias e mortes aumentraram nos ultimos anos. O quadro clinico de
envenenamento ofidico varia em sua poténcia e progressdo de acordo com a
quantidade de peconha inoculada, o local, idade e tamanho da serpente, além do
tempo para o atendimento. Os acidentes botropicos séo caracterizados
principalmente por apresentarem sintomatologia local, com edema, hiperalgesia,
hemorragia e necrose. No caso de acidentes crotalicos a sintomatologia mais
expressa é o aparecimento de neuroparalisias, como ptose palpebral, turvacéao
visual e oftalmoplegia, tornando estes casos mais letais.

As pegonhas de serpentes sdo consideradas as misturas mais complexas
da natureza. Sao compostas em sua maior parte por proteinas toxicas e podem
atuar em suas vitimas de forma isolada ou em sinergia. Muitas destas proteinas
apresentam um grande potencial farmacolégico, podendo ser utilizadas como
modelos na producao de farmacos no tratamento de diversas doengas, como em
processos inflamatérios desencadeados por fosfolipases A,, sendo estas
abundantes na peconha.

Sao reconhecidos diversos fatores de neutralizagdo de PLAss, dentre eles
os inibidores enddgenos de PLA.s (PLIs), que constituem um importante
mecanismo contra os efeitos téxicos da peconha. Estes inibidores podem ser
classificados em trés classes a, 3 e y de acordo com seus aspectos estruturais.

Neste trabalho foi isolado e caracterizado quimica, estrutural e
funcionalmente um inibidor do tipo y presente no soro de Crotalus durissus
collilineatus. Este estudo foi o primeiro a descrever um inibidor nesta subespécie,
além de demonstrar sua grande capacidade inibitéria, bem como compreender
algumas propriedades de oligomerizacdo e identificar sua possivel utilizacao

como modelo para farmacos contra processos inflamatorios.



A apresentacdo deste trabalho foi realizada seguindo as normas do curso
de Pés-Graduacdo em Genética e Bioquimica da Universidade Federal de
Uberlandia — MG e da Associacao Brasileira de Normas e Técnicas (ABNT). Este
foi dividido em dois capitulos, sendo que o Capitulo 1 consiste na Fundamentagao
Tedrica descrevendo aspectos importantes no entendimento, relevancia e objetivo
do estudo. O Capitulo 2 apresenta um artigo intitulado: “Caracterizacao
bioquimica e funcional de um inibidor de Fosfolipases A, do tipo y isolado
do soro de Crotalus durissus collilineatus’, nos moldes do Programa de Pés-

Graduagdo em Genética e Bioquimica e da ABNT.



Capitulo [

1.0 Fundamentacao Teodrica

1.1 Serpentes: Distribuicao e caracteres morfologicos da espécie Crotalus
durissus

De acordo com Sociedade Brasileira de Herpetologia (BERNILS, 2012), sdo
reconhecidas aproximadamente 2.900 espécies de serpentes em todo o mundo,
com distribuicdo em 465 géneros e 20 familias. No Brasil ha 386 espécies,
divididas em 70 géneros e 10 familias, sendo que apenas duas destas familias
sdo consideradas peconhentas, a saber: Elapidae e Viperidae. Estas familias
compreendem cerca de 70 espécies, as quais estao distribuidas entre os géneros
Micrurus e Leptomicrurus (Elapidae) e Bothrops, Bothrocophias, Lachesis e
Crotalus (Viperidae).

O género Crotalus, representa um clado monofilético, no qual acredita-se ter
sua origem nas florestas Ocidentais de Sierra Madre no planalto centro-norte
mexicano. Esta origem é datada de varios milhées de anos depois que uma unica
linhagem Asiatica ter cruzado para a América do Norte através do estreito de
Behring, no Oligoceno ou inicio do Mioceno (GLOYD, 1940; BRATTSTROM,
1964; KNIGHT et al., 1993; KLAUBER, 1997; PLACE, 2004; CASTOE et al.,
2009). A dispersao deste género por todo o continente americano consolidou a
diversidade encontrada atualmente, com cerca de 70 espécies e subespécies,
registradas do sul do Canadd ao norte da Argentina (KLAUBER, 1971;
CAMPBELL, 2004; HOSER, 2009).

No Brasil, o género Crotalus é representado por uma Unica espécie,
Crotalus durissus (WUSTER et al., 2005). Dados biogeograficos sugerem uma
recente dispersao sulamericana de C. durissus através de um corredor central na
Amazénia durante o Pleistoceno médio, seguido por um processo de vicariancia e
dispersdo no Nordeste do Brasil (WUSTER et al, 2005; QUIJADA-
MASCARENAS, 2007).

De acordo com a Sociedade Brasileira de Herpetologia (SBH), séao
reconhecidas no Brasil sete subespécie de C. durissus (C. d. dryinas, C. d.
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marajoensis, C. d. ruruima, C. d. trigonicus, C. d. terrificus, C. d. cascavellae C. d.
collilineatus). E importante ressaltar a distribuicdo e a interocorréncia das
subespécies Crotalus durissus collilineatus e Crotalus durissus terrificus, apenas
nos estados de Sao Paulo, Parang, sul de Minas Gerais e leste de Mato Grosso,
reforcando as diferencas populacionais e isolamento territorial de Crotalus
durissus collilineatus na regido do Triangulo Mineiro (FIGURA 1). (BERNILS e
COSTA, 2012)

C. durissus collilineatus ™

-t

C. durissus terrificus

Figura 1: Distribuicdo e tendéncias evolutivas entre a cascavel
Sulamericana. (A) A distribuicao geografica de C. d. cascavella, C. d. collilineatus
e C. d. terrificus no Norte, Centro-Oeste e Sul do Brasil, respectivamente. FONTE:
Modificado de Boldrini-Franca, 2010.

Além destes dados sobre a distribuicdo territorial, as duas principais
cascavéis da regiao Sul-Sudeste do Brasil (C. d. collilineatus e C. d. terrificus)
podem ser diferenciadas por caracteres morfolégicos. Dessa forma, a subespécie
Crotalus durissus terrificus possui um desenho notério de faixas longitudinais na
regido da nuca, seguido de manchas rombdides contrastantes com a cor de

fundo. Nos centros destas manchas raramente sdo encontradas manchas
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ligeiramente claras. A subespécie Crotalus durissus collilineatus compartilha as
faixas longitudinais na regido da nuca caracteristica do género, porém em
contrapartida apresenta o centro das manchas romboides visivelmente mais
claros, destacando-se em contraste com o resto do corpo (FIGURA 2). Além

disso, outras caracteristicas morfolégicas diferenciam as subespécies de Crotalus
durissus (CAMPBELL e LAMAR, 1989), facilitando sua identificagao.

Figura 2: Espécimes da subespécie Crotalus durissus collilineatus utilizados na
condugdo da pesquisa. Destaque para centro das manchas rombdides
visivelmente mais claros, caracteristica morfolégica principal da subespécie.
Universidade Federal de Uberlandia, Setor de Manutengdo de Répteis -
CRIADOURO CONSERVACIONISTA DA FAUNA SILVESTRE- FINALIDADE
CIENTIFICA.

1.2 Epidemiologia e sintomatologia do envenenamento ofidico

De acordo com o Ministério da Saude, estima-se que os acidentes ofidicos
afetam mais de 2,5 milhdes de pessoas anualmente. No Brasil foram registrados,
em 2010, 29.635 acidentes por serpentes, dentre os quais 85% foram
ocasionados por serpentes peconhentas, 4% por ndo-peconhentas e 11% por
serpentes nao identificadas. Em um levantamento dos ultimos 12 anos, os casos
notificados de acidentes ofidicos tiveram aumento progressivo durante este
periodo, sendo que o0 ano de 2011 teve o maior indice ja registrado 30.836 casos.
Neste mesmo periodo o numero de 6bitos demonstrou aumento até o ano de
2003 com 123 casos, nos anos subsequentes 0s numeros apresentaram
oscilagdes, sendo que no ano de 2010 147 casos resultaram em ébitos (BRASIL,
2013).



A epidemiologia dos acidentes ofidicos revela um perfil de vitimas
preferencialmente do sexo masculino, trabalhadores rurais com idade entre 15 e
49 anos, sendo atingidos, principalmente, em seus membros inferiores. Os
acidentes por serpentes peconhentas sdo caracterizados por uma sazonalidade
marcante, com picos de ocorréncias no inicio e no final do ano (BOCHNER;
STRUCHINER, 2003), durante periodos mais chuvosos e quentes no pais,
coincidindo com a época de maior atividade humana no campo. Além disso, esta
sazonalidade pode ser explicada pelo habito dos animais que, nestas épocas do
ano estdo em busca de alimentos, parceiros reprodutivos, locais para procriar
e/ou controle da temperatura corporal. Esta busca por controle de temperatura
corporal € explicada por serem animais ectotérmicos, dessa forma, a ocorréncia
dos acidentes ofidicos ocorre principalmente em dias quentes e em regides com
temperaturas altas (BRASIL, 2013).

Os registros de acidentes séo principalmente atribuidos aos géneros Bothrops
e Crotalus, sendo que este ultimo é responsavel pelos maiores indices de
letalidade dos acidentes ofidicos registrados no Brasil. Entretanto, os acidentes
com o género Bothrops sdo os casos com maiores danos teciduais locais
(CARDOSO, 2003), constituindo assim uma grave problematica de saude publica.

A sintomatologia do acidente crotalico € caracterizada por apresentar
manifestacdes locais sem alteracdes significativas, dor e edema sdo usualmente
discretos e restritos ao redor da picada; eritema e parestesia sdo comuns. As
manifestacbes sistémicas consistem no aparecimento de neuroparalisias,
inicialmente por ptose palpebral, turvagédo visual e oftalmoplegia. Podem ocorrer
também o aparecimento de disturbios no olfato e paladar, além de ptose
mandibular e sialorreia. Tais manifestagdes tendem a regredir lentamente, sendo
totalmente reversiveis apds tratamento adequado. Alguns casos apresentam
gengivorragia e outros sangramentos discretos, em decorréncia da acao das
miotoxinas presente na peconha. Estas sdo capazes de destruir as mioglobulinas
musculares, que ao serem filtradas pelos rins e excretadas na urina deixam a

mesma com forte coloragdo avermelhada (BRASIL, 2013).



1.3 Composicao da peconha de serpentes

Estima-se que a peconha das serpentes seja a mais complexa dentre as
peconhas do reino animal, devido sua riqueza de componentes e propriedades
téxicas que a compde (DALMORA, 1992). Sua composicao se baseia em uma
mistura de proteinas com ou sem propriedade enzimatica, dentre estas destacam
as fosfolipases A,, proteases, hialuronidases, L-aminoacido oxidases,
acetilcolisnesterases, ativadores de proteina C, lectinas, peptideos
(potencializadores de bradicinina e desintegirnas). Além dos compostos proteicos
as peconhas possuem uma constituigdo por componentes ndo proteicos como os
compostos organicos de baixo peso molecular, dentre eles os carboidratos,
serotonina, histamina, citrato e nucleosideos. Por fim € descrito na pegonha a
presenca de ions inorganicos como caélcio, cobalto, magnésio, cobre, ferro,
potassio e alguns inibidores enzimaticos (RAMOS, SELISTRE DE ARAUJO,
2006).

Pode-se dizer que a presenca da peconha em serpentes refere a uma
adaptacao evolutiva convergente (FRY et al., 2006, 2008), considerando que a
glandula de peconha outrora no caminho evolutivo era equivalente a glandulas
salivares, presente em outras espécies. Dessa forma a peconha compde um
poder bioquimico adaptada para atuar nos sistemas vitais de presas destes
animais, agindo de forma a imobilizar, matar e iniciar a sua digestdo (MACKESSY
et al., 2003).

A composicdo da peconha crotdlica difere em relacao a botrdpica, o que
justifica diferengas notaveis na sintomatologia do envenenamento causado por
estes géneros. A peconha crotdlica € capaz de bloquear a transmissao
neuromuscular e provocar mialgia, levando o paciente a sintomas de paralisia
progressiva. Do ponto de vista sistémico, a neurotoxicidade é frequentemente
acompanhada de rabdomidlise com necrose tubular aguda e insuficiéncia renal,
tal caracteristica do envenenamento representa a principal causa de Obitos
(VITAL-BRAZIL, 1966; AZEVEDO-MARQUES et al., 2009). Estas caracteristicas
Unicas do envenenamento crotdlico, sao atribuidas a elevada concentracao de
crotoxina (WARRELL, 2004), uma PLA, heterodimérica que exibe acado pré
singptica (BON, 1989; BON, 1997; SAMPAIO et al., 2010), esta representa
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normalmente 70-90% da composi¢cao proteica da peconha de C. durissus
(BOLDRINI-FRANGCA et al., 2009; CALVETE et al., 2010).

Além da crotoxina, a peconha crotalica apresenta quantidades variaveis de
crotamina, que age nos canais de Na’. Além destes exemplos, encontra-se
também na peconha crotalica componentes diversos, tais como a giroxina, uma
serino protease; a crotalfina, um peptideo com acao analgésica; a convulxina,
uma lectina tipo-C indutora de agregacao plaquetaria, dentre outras. (CHANG,
1978; JANDROT-PERRUS et al, 1998; OGUIURA et al., 2005; BOLDRINI-
FRANCA et al., 2009; RADIS-BAPTISTA; KERKIS, 2011). A figura 3 apresenta os
resultados de estudos de trancriptoma da glandula de peconha de Crotalus
durissus collilineatus. Esta mostra a proporcao relativa destes compostos na
peconha, evidenciando a grande representatividade da crotoxina.

A crotoxina, uma PLA, conhecida como principal componente téxico da
peconha crotalica, (HENDON, 1971; RUBSAMEN, 1971) possui uma subunidade
toxica CB (PLA;) e uma subunidade nao-téxica e nao-enzimatica acida, CA
(denominada de crotapotina) (FRAENKEL-CONRAT et al., 1980; FAURE, 1988;
FAURE et al., 1991). Este complexo heterodimérico CACB formado é o grande
responsavel pela toxicidade da peconha. Vale destacar que a subunidade CA
aumenta potencialmente a letalidade proporcionada pela PLA, participando com
a subunidade CB na formagdo de um complexo ternario, que proporciona a
ligacdo da crotoxina em membranas pré-sinapticas. Apds esta ligacdo, ha a
liberacado da subunidade CA. (KRIZAJ, 1997; DUNN, 2001).
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Figura 3: Transcriptoma da glandula de peconha da serpente C. durissus
collilineatus. Mostrando a proporcao relativa de compostos téxicos e nao-téxicos
na pegonha, além da proporcao dos grupos de toxinas presentes nos transcritos.
FONTE: Boldrini-Franga et al., 2009.

1.4 Fosfolipase A, (PLA.s): Classificacao e catalise

As fosfolipases A, (PLA2s E.C. 3.1.1.4) sdo enzimas de interesse médico
cientifico por estarem relacionadas a uma grande variedade de doencas
inflamatérias humanas e nos envenenamentos ofidicos. Estas desempenham
importantes papéis no catabolismo de lipideos da dieta e no metabolismo geral de
lipideos estruturais de membranas celulares. Elas foram ultimamente identificadas
e caracterizadas em tecidos de mamiferos e peconha de artrépodes e serpentes
(GARCIA-DENEGRI et al., 2010).

As PLA,s hidrolisam especificamente a ligagdo 2-acil éster de 2-sn-
fosfolipideos, liberando acidos graxos livres e lisofosfatideos (ARNI e WARD,
1996; KINI et al., 2003). Os acidos graxos liberados, como o acido araquiddnico,
sao precursores dos eicosanoides (prostaglandinas, tromboxanas, prostaciclinas
e leucotrienos). Estes sao lipideos bioativos e potenciais mediadores da
inflamacao, dor e ativagao plaquetaria (DENNIS, 1997). Os lisofosfolipideos estao
relacionados com o processo de sinalizacdo celular e na remodelagem dos
fosfolipideos de membrana. Além disso, podem atuar também como precursores
de mediadores lipidicos, como &cido lisofosfatidico, relacionados com
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proliferacdo, sobrevivéncia e migracdo celular (SIX e DENNIS, 2000;
SCHALOSKE e DENNIS, 2006).

Estas enzimas sao classificadas como intracelulares e extracelulares. As
PLA.s intracelulares estao frequentemente associadas a membranas e envolvidas
com o metabolismo de fosfolipideos e outras funcdes celulares (MUKHEERJEE et
al., 1994). As extracelulares sao amplamente distribuidas em secrecdes
pancreaticas, exudados inflamatérios e em especial nas peconhas de serpentes
(DENNIS, 1994).

As PLA.s sdo encontradas em diversos organismos vivos € podem ser
divididas em cinco grupos fundamentais: secretérias (sPLA,), citosélicas (cPLAy),
Ca®* independentes (iPLA,), PAF acetilhidrolases (fator de ativacdo agregacao
plaquetaria) e as lisossémicas (SCHALOSKE e DENNIS, 2006). A divisao das
PLA2s estda baseada em sua estrutura primaria e a designagcéo é estabelecida
seguindo a numeragdo romana e por letras ardbicas (CUMMINGS, 2007). Este
sistema de classificagdo agrupa as fosfolipases A, conforme a sequéncia de
aminodcidos, origem, mecanismo catalitico e suas peculiaridades estruturais e
funcionais.

As PLA; citosélicas (cPLA,) sédo caracterizadas por apresentarem massa
molecular variando de 61 a 114 kDa, o sitio catalitico apresenta residuos de
Serina e Aspartato; hidrolisam preferencialmente glicerofosfolipideos contendo
acido araquidénico na posicdo sn-2 e esta catdlise ndo dependente de Ca?*. O
grupo das iPLA; calcio independentes sao classificadas por apresentarem uma
massa molecular entre 28 €146 kDa, o sitio catalitico possui um residuo de Serina
e a catalise ndo dependente de Ca?*. As PLAs acetilhidrolases, conhecidas como
fatores de ativacao de plaquetas (PAF-AH) sdo abundantes no sistema nervoso
central de mamiferos e plaguetas. Neste grupo o grupamento acetila na posicéo
sn-2 do seu esqueleto de glicerol é essencial para a sua atividade bioldgica. As
PLA2s lisossomais apresentam uma triade conservada dos residuos Ser-His-Asp
e tem quatro residuos de cisteina necessarios para a atividade catalitica. Este
grupo foi encontrado e purificado em cérebro bovino, sendo descritas como
esterificantes de um grupo acila com o grupo hidroxila na posicdo C-1 de
ceramida utilizando fosfolipidos como doador de grupo acila (BURKE e DENNIS,

2009). Por fim, as PLA.s secretérias, que representam o grupo mais diversificado
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e bem descrito. Elas tém sua catélise dependente de Ca?*, baixo peso molecular
e possuem envolvimento descrito em processos como: digestdo, mediadores
lipidicos, proliferagao celular, exocitose, bactericida, doengas inflamatérias, dentre
outras (BURKE e DENNIS, 2009).

As PLA; secretoérias sao distribuidas em quinze grupos de acordo com a
origem, massa relativa e quantidade de ligacdes dissulfeto (SCHALOSKE e
DENNIS, 2006). As fosfolipases A, secretérias presentes nas peconhas de
serpentes sao reunidas nos grupos | e Il, e possuem cerca de 119 a 143 residuos
de aminoacidos com peso molecular variando entre 13.000 e 18.000. As enzimas
da classe | sdo comumente encontradas em peconhas da familia Elapidae e
Hydrophidae, enquanto que as pertencentes a classe |l sdo encontradas
principalmente em peconha de serpentes da familia Viperidae (WARD et al.,
2001).

As PLAss isoladas da peconha de serpentes sdo subdivididas em dois
grupos principais, as Asp-49 e Lys-49. Qutras variantes de PLA>s também tém
sido descritas, a saber: Ser49, Asn49 ou Arg49 (OWNBY et al, 1999 e
KETELHUT et al., 2003; KRIZAJ et al.,1991; POLGAR et al., 1996; TSAI et
al.2004; WEI et al., 2006).

E descrito que substituicdo de Asp por Lys na posicdo 49 acarreta na perda
da atividade catalitica por estas eszimas. Isto acontece pelo fato de que o Ca*
nao consegue se ligar coordenamente a regiao ligadora de calcio das PLA2s
(SCOTT et al.,1992; HOLLAND et al., 1990). Porém, algum estudo com
modificacdes sitio dirigido nas PLAgzs-simile Lys49, com substituicdo de Lys por
Asp na posigao 49, nao alterou seu estado cataliticamente inativo. Este fato
demonstra que a inatividade apresentada por estas enzimas esta relacionada
também com outras modificacoes estruturais (MAGRO et al., 2003).

O mecanismo catalitico das PLA, depende da presenca de ions célcio, o
qual se mantém coordenado a carboxila da cadeia lateral do aspartato 49 e aos
oxigénios carbonilicos dos residuos Gly28 e Gly30, bem como a duas moléculas
de agua. Neste caso, o complexo, enzima—substrato, € formado a partir do
deslocamento pelo fosfolipideo de uma das moléculas de dgua coordenadas pelo
ion célcio presente no sitio ativo. Por meio de interagGes eletrostaticas, o ion

calcio polariza a carbonila na posicdo sn-2 do substrato, aumentando o carater
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eletrofilico do carbono carbonilico. Apds este estagio ha um ataque nucleofilico de
uma molécula de agua sobre a carbonila sn-2. Por ultimo, ocorre uma protonacao
do lisofosfolipidio formado, juntamente com a desprotonacdo do nitrogénio da
histidina. Dessa forma a catalise acontece (KINI, 2003), como é demonstrado na
figura 4, com esquema geral do sitio catalitico de PLA..
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Figura 4: Mecanismo catalitico de uma PLA,. Em que, verde: Componentes
enzimaticos; Vermelho: substrato; Azul: moléculas de agua; Lilas: cadeia alifatica
do grupo ligado a carbonila sn-2 do fosfolipidio. Os simbolos C28, C30 e C32 se
referem aos carbonos alfa dos residuos 28,30 e 32 respectivamente. W6 e W12
representam duas moléculas de agua. R1 e R2 séo cadeias alifaticas quaisquer.
Adaptada de Oliveira (2008).

A atividade catalitica destas enzimas sobre membranas celulares de
tecidos especificos sugerem um importante papel na toxicidade do
envenenamento, sendo considerados grandes alvos de pesquisas com aplicacéo
farmacolégica. (ALVARADO e GUTIERREZ, 1988; LLORET e MORENO 1993;
YUAN et al., 1993; FULY et al., 1997; PARAMO et al., 1998; OWNBY, 1998;
SOARES et al., 1998; FERNARD et al., 1999).

Além da atividade enzimatica, as PLA>s agem sobre membranas celulares
de tecidos especificos, podendo apresentar independentemente da atividade
catalitica, acbes farmacoldgicas diversas como: neurotoxicidade pré e/ou pés-
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sinaptica, cardiotoxicidade, efeitos na agregacao plaquetaria, efeitos convulsivos,
atividade hipotensiva, inducao de edema, hipotensao, dentre outros efeitos (KINI,
2003).

1.5 PLA;s (Estrutura e funcao)

Primeiramente, estudos estruturais comparativos entre PLA, com atividade
catalitica e nao catalitica (Asp49 e PLA,-simile Lys49) mostraram como a
mudanca de aminoacidos na posicao 49 da cadeia polipeptidica altera seu
funcionamento. Arni e Ward (1996) demonstraram como o sitio de ligacao com o
célcio € modificado pela troca de aminoacido nesta posicdo. O aminoacido
Aspartato na posicdo 49 é essencial para a ligacdo de Ca?' e a substituicao
conservadora de Aspartato por Glutamato na cadeia polipeptidica resulta em uma
diminuicdo de 12 vezes na afinidade com o calcio. Esta mudanga do sitio de
ligacdo com célcio é determinante na perda da funcdo enzimatica das PLA,-simile
Lys49 (FIGURA 5).

(a) (b)

Y28
G30

D49 K49 G32

Figura 5: Representacao do sitio de ligacdo com calcio em modelo em bola e
bastdo. No qual (a) representa o loop de ligacdo em PLA, Asp49 e (b) a regiao
andloga de PLAz-simile Lys49, cataliticamente inativa. FONTE: Arni e Ward, 1996.

Foi demonstrado que a atividade miotoxica das PLA.,s Lys49 esta
relacionada a uma ativa participacdo da regiao C-terminal neste processo (dos
SANTOS et, al,. 2011). Alguns estudos com peptideos sintéticos com variantes da
Lys49 demonstraram que este seja o provavel sitio farmacolédgico responsavel
pelos danos celulares (GUTIERREZ et al., 1995; WARD et al., 2002; CHIOATO et
al., 2002; LOMONTE et al., 2003). A figura 6 demonstra, por meio de estudos
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cristalograficos um modelo hipotético de interacao entre a regidao C-terminal e a
membrana plasmatica, sugerindo este mecanismo para a acao de PLAs.

1. initial step of the membrane-

protein interaction
(structure in the apo forn

Figura 6: Modelo de variantes PLA,-simile Lys49 interagdo com a membrana de
células muscular. A regidao C-terminal da proteina (residuos 115-129) esta
colorido em azul e os residuos Lys20, Lys115and Arg118 em destaque na seta
representativa. FONTE: dos Santos et al., 2011, com modificagdes.

Na literatura sdo descritos trés mecanismos de acao destas PLA. em
células musculares, correlacionando com sua estrutura. O primeiro mecanismo é
baseado na seletividade dos efeitos induzidos por PLA, explicada pela existéncia
de sitios de ligacao especificos encontrados em membranas de células alvos. O
segundo mecanismo de acao refere-se a penetracdo na membrana plasmatica,
ocasionando desarranjo na integridade da dupla camada lipidica, mediante um
mecanismo independente da hidrélise de fosfolipideos. Este efeito é notdério em
PLA2s do grupo Il PLA.-simile Lys49, no qual a posicao deste aminoacido de
carga positiva na posicao 49 da cadeia polipeptidica afeta a interagao com ions
célcio, reduzindo sua atividade catalitica, porém nao afeta sua atividade
miotoxica. Finalmente, o terceiro modelo de mecanismo de acdo das miotoxinas
refere-se a interacdo e ruptura de membrana plasmatica por hidrélise dos
fosfolipideos que compdem a bicamada lipidica. (GUTIERREZ et al., 1984; KINI e
EVANS, 1989; GUTIERREZ e OWNBY, 2003).
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1.6 Inibidores Naturais de PLAzs
1.6.1 Origem, estrutura e classificacao

Sabe-se que existem diversos compostos capazes de neutralizar os efeitos
da peconha e toxinas de serpentes, tais como os anticorpos, agentes quimicos,
compostos de origem animal e vegetal. Como mostra a Tabela | que apresenta
alguns inibidores descritos na literatura.

Algumas plantas possuem acdo antiofidica, e dessas ja foram isolados
componentes bioativos capazes de inibir os principais efeitos téxicos induzidos
por PLA2s de peconhas de serpentes, tais como edema e miotoxicidade. Dentre
estes compostos, destacam-se o0s componentes fendlicos isolados de
Guacatonga (Casearia sylvestris) (BORGES et al., 2000), de Erva-baleia (Cordia

verbenacea) (TICLI et al., 2005), de Galocatequina (Schizolobium parahyba)

(VALE et al, 2007), dentre outros.

TABELA I: Exemplos de inibidores de PLA, purificados em diferentes origens.

Origem Espécie Nome do Efeito Referéncia
Inibidor inibitdrio
miotoxico
Mamiferos Didelphis Miotoxinas B. Rocha et al.
- DM64
marsupialis asper (2002)
Didelphis Complexo Peconha de Soares et al.
albiventris ABC Bothrops sp. (1997)
Serpentes Bothrops asper ~ BaMIP PLIa Il\\glgéog'lrii;; le(a]ngog% al.
Bothrops . PLA, de Soares et al.
moojeni BmyMIP PLIa Bothrops (2003)
CgMIP-1 MT-IC. Lizano et al.
Cerrophidian (PLIy) godmani (2000)
godmani CgMIP-1I MT-II C. Lizano et al.
(PLIw) godmani (2000)
Planta Withania WSG NNXTIa-PLA, Deepa e
sonnifera Naja naja Gowda (2002)

Fonte: Lizano; Domont; Perales (2003), com modificacoes.

Em mamiferos os principais exemplos de inibidores ja purificados sao

encontrados em animais de habito ofiéfagos, como algumas espécies de
marsupiais: Didelphis marsupialis aurita e Philander opossum, que demonstraram
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inibicdo contra os efeitos de necrose muscular (LIZANO; DOMONT; PERALES,
2003).

Os inibidores de PLA, ndo sao anticorpos e estdo presentes no sangue de
diferentes animais, inclusive em mamiferos, antes mesmo de uma possivel
exposicao as toxinas (OVADIA; KOCHVA, 1997; DOMONT et al., 1991; THWIN e
GOPALAKRISHNAKONE, 1998). Os inibidores isolados a partir do plasma de
serpentes tém sido bastante citados na literatura. O primeiro inibidor de PLA, foi
purificado a partir do plasma da serpente Trimeresurus flavoviridis por Kihara
(1976) (KINKAWA et al., 2010, DOMONT, et al., 1991, FAURE, 2000). Acredita-se
qgue a sintese destes inibidores seja estritamente hepatica, uma vez que o figado
€ o principal produtor de proteinas plasmaticas, e sao destinados a corrente
sanguinea (LIZANO; DOMONT; PERALES, 2003).

Os inibidores de PLA,s podem ser classificados em trés tipos a, B e y de
acordo com seus aspectos estruturais (INOUE et al., 1991; THWIN et al., 2002). A
classe de inibidores a (aPLI) é caracterizada por apresentar proteinas globulares
constituidas por mais de duas subunidades isoméricas com 20 a 25 kDa e cerca
de 147 aminodacidos, com um sitio N-glicosilacdo conservado (LIZANO;
DOMONT; PERALES, 2003). Os aPLI sao glicoproteinas acidas que possuem
similaridade sequencial com o dominio de reconhecimento de carboidrato (CRD)
das lectinas tipo-C (INOUE et al, 1997), o que provavelmente confere a
capacidade de neutralizagdo das fosfolipases As.

Oliveira e colaboradores (2008) isolaram e caracterizaram estrutura e
funcionalmente um inibidor tipo a a partir do plasma da serpente Bothrops
jararacussu, bem como Santos-Filho e colaboradores (2011) que também
purificaram e caracterizaram um inibidor desta mesma classe, porém do plasma
de Bothrops alternatus. (FIGURA 7). E visto por estes dois autores que mesmo
com o mecanismo ainda ndo totalmente elucidado, € sabido, por estudos de
dicroismo circular, que o complexo formado pelo inibidor e as diferentes PLA.,
nao altera a conformagdo de nenhuma das proteinas envolvidas. Além disso,
Santos-Filho e colaboradoes (2011), demonstraram por estudos com inibicdo de
peptideos sintéticos contendo a regido C-terminal de PLA.s, que a interagdo entre
o inibidor e proteinas ocorre de varias maneiras e nao apenas na regiao C-

terminal. Soares e colaboradores (2003), sugerem pelo menos, dois mecanismos
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em que os aPLIs neutralizam PLAys. O primeiro seria por ligagdo a PLA2s por
meio do dominio CRD nos inibidores ou em segundo, agindo diretamente ligando
a outros dominios de miotoxinas, evitando o contato direto desta com a

membrana.

A CRD region

"
o\

N

4

Figura 7: Modelo teérico trimérica do inibidor aBaltMIP. Em A o mon6mero
isolado. Em B o arranjo dos trés monémeros de aBaltMIP em formagéo esférica
trimérica. FONTE: Santos-Filho e colaboradores (2011), com modificacoes.

Os inibidores do tipo B (BPLIs) também sao constituidos por subunidades
protéicas e apresentam multiplas repeticbes de dominios sucessivos ricos em
leucina. Eles mostram-se 33% homdlogos com a ax-glicoproteina humana,
também rica em leucina (LRRs) e possuem quatro sitios de N-glicosilacdo por
subunidade protéica (OKUMURA et al, 1998). Apenas dois BPLIs foram
identificados em duas espécies de serpentes, Gloydius brevicaudus, uma espécie
peconhenta (OHKURA et al., 1997) e Elaphe quadrivirgata, uma espécie com
habitos ofiofagicos (OKUMURA et al, 1998; LIZANO; DOMONT; PERALES,
2003). Lima e colaboradoes (2011) demonstraram o primeiro caso de inibidor do
tipo B encontrado no transcriptoma da glandula de veneno de uma espécie de
serpente peconhenta, porém a funcionalidade da presenca deste inibidor na
peconha, bem como sua possivel interferéncia na atividade, n&o foi bem definida
até o momento.

Os inibidores de PLAss do tipo y (yPLI) sdo os que apresentam o maior
namero de subunidades protéicas, com peso molecular de 90 a 130 kDa,
compostos por 3-6 subunidades ndo covalentes de massa 20-31 kDa. Sao

conhecidos por apresentarem dois conjuntos de repeticdes intramoleculares de
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dominios ricos em cisteina, denominados motivo Three-fingers (OHKURA et al.,
1999; ESTEVAO-COSTA et al, 2008). Este dominio apresenta grande
semelhanca com o receptor da uroquinase ativadora de plasminogénio (u-PAR),
sendo o responsavel pelo reconhecimento da regido de ligagdo do Ca** de PLAs,
fato que garante o alto espectro de inibicdo em todos os grupos de PLAzs (IA, IIA
e IlIA) (DUNM, 2001).

Os inibidores do tipo y possuem ainda um sitio de glicosilacdo bem
conservado na posicdo 157, estes foram descritos no plasma de diferentes
espécies de serpentes, como de Crotalus durissus terrificus (FORTES-DIAS et al.,
1991), Agkistrodon blomhoffii siniticus, (OKUMURA et al., 1998) e Python
reticulatus (THWIN et al., 2002). Alguns autores propdem uma subdivisdo desta
classe em duas novas subclasses yPLI | e Il. Esta divisdo esta baseada em
diferencas nas estruturas quaternarias e nos perfis de inibicdo destes inibidores
(FORTES-DIAS et al., 1999, LIZANO et al., 2000; 2003). Sendo que, segundo a
nova classificagao, a classe yPLI | seria caracterizada por inibidores com inibicao
de PLA2s das classes |, Il e Ill, com presenca de heterodimeros na estrutura
quartendria (subunidades a e ), comumente encontrados nas serpentes das
familias Elapidae, Hydrophidae e Colubridae. A classe yPLI Il é caracterizada por
inibirem preferencialmente as PLAs da classe Il, estruturalmente sao constituidos
por mondmeros, sendo facilmente encontrados nas familias Crotalidae e
Viperidae, dentre outras serpentes do velho mundo (PERALES e DOMONT
2002).

1.6.2 Mecanismo de acao dos inibidores de PLA.s

A elucidacao dos mecanismos de agao dos inibidores é descrita de acordo
com as classes a que pertencem (FAURE, 2000). O mecanismo de acao destes
inibidores, frente as fosfolipases A,, ainda € pouco esclarecido. Alguns estudos de
dicroismo circular demonstraram que nao ha alteragdo conformacional dos
inibidores (tipo a e y) e de fosfolipases A, no complexo inibidor-proteina
(OLIVEIRA et al., 2008; OLIVEIRA et al., 2011).

Primeiramente, estudos com os inibidores do tipo a indicam que a regiao

semelhante ao dominio de reconhecimento de carboidrato (CDR), possui relagéo
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direta com o mecanismo de inibicdo desta classe (OLIVEIRA et al., 2008). E
descrito que os inibidores do tipo a formam um complexo sollvel ligado nao
covalentemente, sendo este responsavel pela a inibicao da atividade de PLA,. O
trabalho de Kihara (1976) foi o primeiro a demonstrar a formacéao de um complexo
proteico entre uma PLA, de Trimeresurus flavoviridis e um inibidor do tipo a,
obtido a partir do plasma desta mesma serpente. Neste caso estudos indicaram
que todas as trés subunidades CRD-like sdo necessarias para o reconhecimento
de PLA (INOUE et al., 1997).

Similaridades na estrutura primaria entre os aPLIs e receptores de sPLAzs
de mamiferos poderiam explicar suas funcgdes fisioldgicas como antitoxinas
soluveis no sangue de serpentes. Foi demonstrado ainda, que o receptor humano
destas PLA,s secretoria também existe em forma solivel sem os dominios
transmembrana. Dessa forma, este receptor pode desempenhar um papel
importante na regulagcdo da atividade da PLA, secretérias, demonstrando
propriedades pré e anti-inflamatérias em mamiferos (LAMBEAU et al.,, 1999 e
DUNM et al., 2001).

Os inibidores tipo aPLls sdo conhecidos por possuir uma maior afinidade
por PLA, basica do tipo Asp49 (NOEL et al.,, 1998; FLEMING et al., 1993; KOLBE
et al.,1993; TANAKA et al., 1986), o dominio responsavel por esta ligacao, inibidor
e enzima, ja é conhecido na literatura. Porém um estudo comparando entre dois
tipos de inibidores a e y, ambos purificados do plasma de Bothrops jararacussu,
indicou que o inibidor a possui maior poder de inibicdo para PLAo,s PLA,-simile
Lys49 quando comparado com o tipo y (OLIVEIRA et al., 2011).

Outros estudos de ligagdo com os aPLIs com a Glutationa S-transferase,
indicaram que o fragmento N-terminal com cerca de 37 amino&cidos juntamente
com a regido reconhecedora de carboidrato (CRD-like) e o dominio C-terminal
(com 12 aminoacidos hidrofébicos), estao envolvidos no mecanismo de ligacao
com PLA,. O dominio das sPLA.s envolvida na ligacao inibidor ainda nao foi
claramente determinada. Porém, alguns autores sugerem que a ligacdo de um
unico residuo aromatico sobre a superficie de sPLAzs da molécula, rodeado por
dois residuos acidos, podem estar envolvidos no mecanismo de reconhecimento
deste inibidor (INOUE et al., 1997). Além disso, foi demonstrado por técnica de

ressonancia de superficie que um mutante, H48Q, de PLA,, desprovido de
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atividade enzimatica, ligou-se ao inibidor com a mesma afinidade que a enzima
nativa, sugerindo que o sitio catalitico das sPLA, ndo é diretamente envolvido na
ligacédo do inibidor do tipo a (LAMBEAU et al., 1995; CHABOT, 1999).

O mecanismo de interagao dos inibidores do tipo § ainda nao foi totalmente
elucidado, uma vez que este tipo de inibidor € pouco identificado no soro das
serpentes. Porém, estudos apontam que ha uma interacdo direta do BPLI com
uma PLA, béasica de A. blomhoffii, realizando testes por filtracdo em gel,
(OKUMURA et al., 1998). Estes testes demonstraram que a razao molar de
PLA./PLI foi determinada como 3, indicando que cada subunidade deste tipo de
inibidor pode ligar-se uma molécula de PLA; basica independentemente.

Os BPLIs possuem caracteristica de inibir preferencialmente PLA.s basicas
de sua prépria peconha. Além disso, inibidores desta classe apresentam
reconhecimento por proteinas do Citocromo ¢ como descrito por Shirai e
colaboradores (2010), que justificaria a presenca destes inibidores no plasma de
serpentes nao pegonhentas.

Para os inibidores do tipo y, 0 mecanismo de inibigdo foi primeiramente
sugerido com estudos conduzidos para o efeito protetor contra a acao neurotéxica
de neurotoxinas da pegonha. Estes inibidores formam um complexo nao
covalente toxina-inibidor, como demostraram Ovadia e colaboradores (1997). O
estudo relatou ainda que um fator anti-neurotéxico isolado o soro de Vipera
palestinae forma um complexo, inibidor+enzima com um componente acido da
peconha que participa sinergicamente na acao neurotdxica da mesma.

O mecanismo de neutralizacdo do efeito tdxico de neurotoxinas
proporcionado por um inibidor do tipo y foi descrito por estudos com a crotoxina e
o inibidor de Crotalus durissus terrificus (CNF) (PERALES et al., 1995). Estudos
realizados com um inibidor desta classe, isolado a partir de soro de Crotalus
durissus terrificus denominado como CICS (estruturalmente formado por seis
ligagbes nao covalentes associadas com subunidades de 23 e 25 kDa)
demonstraram a capacidade do mesmo em suprimir a atividade da crotoxina e
sua toxicidade in vivo (FORTES-DIAS et al., 1991; FORTES-DIAS et al., 1994;
PERALES et al., 1995).

A incubacao do CICS com a crotoxina levou a formacao de um complexo,
comprovado por SDS-PAGE e posteriormente por ressonancia plasmoénica de
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superficie (SPR) (FAURE et al, 2000). A composicao do complexo CICS-
crotoxina foi analisada por Western blotting em condigdes nédo desnaturantes
utilizando anticorpo policlonal especifico. Dessa forma, os anticorpos foram
dirigidos as subunidades CA e CB da crotoxina (PERALES et al., 1995). Os
resultados demonstraram que o anticorpo Anti-CB reconheceu CB no complexo,
porém o anti-CA ndo reagiu com o complexo. Com isso, o autor afirma que o
complexo formado apés incubagédo com a crotoxina apresentou a subunidade CB
ligado obrigatoriamente ao inibidor CICS, porém nao ligado a subunidade CA.
(FAURE et al., 2000). Portanto a interagdo do CICS-CACB aparentemente esta
envolvida na dissociacado das subunidades da crotoxina, bem como a formacgao de
um complexo estavel e ndo téxico conhecido como CICS-CB, no qual a
subunidade téxica CA do complexo CACB é substituido pelo CICS, confirmando
assim sua capacidade inibitéria.

Por fim, a confirmacado do mecanismo de inibicdo da classe y de inibidores
conta com algumas informagdes estruturais sobre 0 dominio da interacdo com as
sPLA,s. Um estudo de ligagdo de um yPLI de Trimeresurus flavoviridis indicou
que apenas um de dois motivos three-finger é capaz de se ligar a PLA.s e
neutraliza-la (NOBUHISA, 1998).

1.6.3 Processo de regulacao endogena dos inibidores e filogenia presente
no grupo y

Estudos de regulacao da expressao de inibidores aPLI, BPLI e yPLI foram
conduzidos administrando diferentes tipos de PLA2s nas préprias serpentes, via
intramuscular. Observou-se, dessa forma, um aumento significativo da expressao
destes inibidores e sua presenga no soro destes animais. Tal resultado sugere
que, alguns fatores que induzem a regulacdo da expressédo dos PLIs no figado
das serpentes estdo contidos na constituicao protéica de sua peconha. Visto que,
as PLA.s acidas, induziram a expressao de aPLl e BPLI em um intervalo de
tempo de 4 a 12 horas, porém a acidificacdo da peconha inativou a expressao de
yPLI no figado. Estes resultados indicam que a expressao dos inibidores no
figado € regulada de maneira independente no organismo destes animais
(KINKAWA et al, 2010). Dessa forma, a constituicdo da peconha esta
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diretamente ligada a producdo enddgena de inibidores, garantindo assim, a
diversidade encontrada destas proteinas.

Os avancos nos estudos de inter-relacdo com os inibidores da mesma
classe foram tragados com a classe vy, a partir de clones de cDNA dos inibidores
desta classe. Verificou-se a presenca de uma estrutura de oligopeptideos com ao
menos 19 residuos de aminoacido conservados na sequéncia, encontrados em
todos os inibidores correlacionados, indicando uma alta similaridade entre eles.
Esta alta similaridade da estrutura primaria entre os inibidores do tipo v, leva a
considerar também a uma alta similaridade ao padrdo da estrutura secundaria,
com folhas-B e alfa-hélice. Além disso, foi encontrada uma regido de alfa-hélice
na posicao carboxi-terminal (157-164 residuos) comum a todos. Especialmente
nas serpentes do novo mundo foram encontradas regides comuns para sitios de
fosforilagdo, bem como determinacdo de sitios de N-glicosilagdo (ESTEVAO-
COSTA et al., 2008).

Dessa forma foi possivel tracar a filogenia dos inibidores desta classe,
relacionando-os de acordo com a prospeccgao e estrutura dos yPLIs analisados.
Como mostra a figura 8, pode-se observar o grau de similaridade entre as
diferentes espécies, em diferentes géneros de acordo com a estrutura, reforcando
a ideia de similaridade entre espécies préximas no parentesco, bem como com
inibidores a que pertencem.

Além disso, este estudo trouxe a descoberta de um motivo consensual
entre os yPLIs, composto por aproximadamente 15 residuos de aminodacidos
("“QPFPGLPLSRPNGYY''®). Esta sequéncia é similar ao decapéptido P-PBII|
sintetizado por Thwin e colaboradores (2002), com base em um segmento da
estrutura primaria do yPLI de P. reticulatus (PIP). De acordo com estes autores, a
P-PBIII reconhece e inibe a atividade enzimatica in vitro da PLA, dos grupos I-lll,
dentre outras PLA,s humana, além de notaveis efeitos antiinflamatérios in vivo.
Em conclusdo, o estudo demonstrou que os yPLI encontrados em serpentes
brasileiras, possuem este motivo capaz de proporcionar efeitos de inibicdo contra
acao direta de PLAzs, bem como de efeitos antiinflamatérios. Além disso, do
ponto de vista terapéutico, possibilitou ainda um desenvolvimento de um forte
modelo para o desenvolvimento de novas drogas contra acdo de PLA, com este
oligopeptideo (ESTEVAO-COSTA et al., 2008).
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1.6.4 Potencial terapéutico dos PLIs

Visando buscar alternativas no tratamento de acidentes ofidicos, bem como
novos modelos de farmacos como forma terapéutica contra doencas
inflamatérias, sdo necessarios investimentos em novas pesquisas, para
descoberta de novos inibidores de PLAos e compreensao do seu mecanismo de
inibicao. Visto que estas glicoproteinas possuem um alto grau de reconhecimento
e inibicdo da acao de PLA,s (LIZANO; DOMONT; PERALES, 2003).

Na terapéutica para antiveneno existem algumas limitacées para o uso de
inibidores de PLA.s, tendo em vista que os efeitos toxicos do envenenamento sao
decorrentes do efeito sinérgico de diferentes tipos de toxinas que compde a
peconha. Dessa forma seria necessaria a formulagdo de uma mistura com
diferentes inibidores para conseguir um produto que neutralizasse a toxicidade
global do envenenamento. Isto levaria a outra limitacdo, a disponibilidade de
inibidores, pois a principal fonte de obtengdo é considerada insuficiente e
ecologicamente inviavel para fins de comercializacdo. Para isso as pesquisas
caminham para o desenvolvimento da producdo heteréloga destes inibidores
(LIZANO; DOMONT; PERALES, 2003).

Outra consideracdo importante a ser ressaltada no desenvolvimento de
inibidores endbégenos na terapéutica seria a sua toxicidade e seu potencial
imunogénico. Diversas proteinas de alta massa molecular podem induzir
resposta imune, assim, os PLls poderiam levar a uma reagao anafilatica
indesejada (LIZANO; DOMONT; PERALES, 2003). Dessa forma, os estudos com
desenvolvimento do motivo consensual entre os yPLIs, composto por
aproximadamente 15 residuos de aminoacidos ('**QPFPGLPLSRPNGYY''®)
(ESTEVAO-COSTA et al., 2008), reduziria esta complicacdo, uma vez que seu
tamanho menor minimizaria estas reacdes adversas. Outro beneficio do
desenvolvimento destes motivos seria a facilidade em serem produzidos em
escala industrial, por nao terem a complexidade de uma proteina nativa.

A importancia dos inibidores, principalmente na terapéutica de doencas pré
inflamatérias é favorecido por atuar na inibicdo de PLAzs que produzem como
produto de suas reacdes fatores pré-inflamatérios, como os eicosandides,

mediadores da via da Cicloxigenase 2 (COX2). Dessa forma, a utilizacdo de
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inibidores de PLA,s, como estratégia terapéutica no tratamento de inflamacdes e
danos teciduais, € de grande importancia, uma vez que proporciona o controle da
atividade da PLA.s facilitando o tratamento dos estados patoldgicos relacionados
a processos inflamatérios (YEDGAR et al., 2000). Para isto é necessario o
desenvolvimento de pesquisas que visam a elucidagdo dessas estruturas, bem
como suas conformacbes e mecanismo de acado, incluindo a estrutura
tridimensional e de seus complexos com as diferentes PLAz,s. Com isso, 0s
inibidores de PLA.s sdo grandes modelos para alvo na formulagdo de farmacos

com importancia em diversos processos inflamatérios.
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C: qpitelo 2

Caracterizacao bioquimica e funcional de um inibidor de Fosfolipases A, do
tipo y isolado do soro de Crotalus durissus collilineatus

Resumo: Alguns animais apresentam uma resisténcia natural aos efeitos toxicos
induzidos por peconha de serpentes, isto se deve a presenca de inibidores
naturais endégenos em seu plasma. Dentre estes, destacam-se os inibidores de
fosfolipases A. (PLA>), 0s quais sdo capazes de inibir as atividades enzimaticas e
farmacolégicas de varias PLA,s de peconhas ofidicas. No presente trabalho, foi
demonstrado o isolamento, a caracterizacdo bioquimica e estrutural de um
inibidor de PLA,, o qual foi isolado do soro da serpente Crotalus durissus
collilineatus (Cdc) por dois passos cromatograficos. Inicialmente o soro de Cdc foi
aplicado em uma coluna de troca-ibnica Q-Sepharos, produzindo seis picos de
absorbancia a Azgopnm denominados (Q1 a Q6). Posteriormente, a fracao Q4, que
demonstrou melhores resultados de inibicdo foi submetida a uma cromatografia
de afinidade NHS—Hitrap imobilizada com uma PLA,-simile (BnSP-7). Deste
fracionamento resultaram duas fracdes denominadas de NHS-1 e NHS-2, sendo
que a fracdo NHS-2 representa o inibidor de PLA, denominado yCdcPLI. A
massa molecular do inibidor determinada por (MALDI-TOF) foi de 22.34 kDa e a
sequéncia primaria parcial determinada por Edman e Peptide Mass Fingerprinting
(PMF) em MS (MALDI-TOF\TOF) mostrando similaridade com outros inibidores
do tipo y. As andlises da estrutura secundaria realizada por dicroismo circular
revelaram aproximadamente 22% de alfa hélices e 29% de folhas beta. Estes
estudos também indicaram que nao houve alteracao significativa na conformacgéo
tanto do yCdcPLI ou da PLA2-simile BnSP-7. Os resultados obtidos por analises
de espalhamento de luz dindmico demonstraram que o inibidor possui
comportamento de oligomerizacdo mediante variagdo de temperatura e quando
dissolvido em H>O ou PBS. O yCdcPLI foi capaz de inibir as atividades enzimatica
com resultado de 100% na razao 1:5 (m/m) frente as PLA;, utilizadas, miotéxica
por dosagem de CK e citotéxica por MTT em células tEnd com caracteristica de
ser dose nao dependente. Estudos estruturais e funcionais deste inibidor poderao
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contribuir para a compreensao dos mecanismos de acao dos inibidores de PLA.s,
bem como na investigacdo de seu uso como auxiliar no tratamento do

envenenamento ofidico ou doencgas inflamatérias.

Palavras-chave: Inibidores de PLA,, Inibidores tipo vy, Crotalus durissus

collilineatus, Fosfolipases A,, Serpentes
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Abstract: Some animals have a natural resistance to toxic effects induced by
snake venom due to presence of natural endogenous inhibitors in their plasma.
Snake venom contains inhibitors of phospholipase A, (PLA) that inhibit the
enzymatic and pharmacological activities of PLA,. In this work we show the
isolation, structural and biochemical characterization of a new PLA; inhibitor from
Crotalus durissus colillineatus (Cdc) snake serum by two chromatographic steps.
Initially, the Cdc serum was applied to a column of ion exchange Q-Sepharose
Fast Flow, producing six peaks of absorbance at A280nm (Q1 to Q6).
Subsequently, Q4 fraction (best results to inhibition) was applied to affinity
chromatography with immobilized HiTrap NHS-BnSP-7. This fractionation resulted
in two fractions (NHS-1 and NHS-2) the second fraction contained the inhibitor,
named yCdcPLI. The molecular mass of yCdcPLI determined by MALDI-TOF
was 22.3kDa and the primary partial structure obtained by Edman and peptide
mass fingerprinting (PMF) MS (MALDI-TOF \ TOF), showed similarity when
compared with the sequences of other related inhibitors. The secondary structure
was evaluated for circular dichroism and showed approximately 22% alpha helix
and 29% beta sheets.These studies of interaction have also indicated no
significant changes in secondary structure to yCdcPLI and BnSP-7. The results
obtained by analysis of dynamic light scattering (DLS) showed that the inhibitor
has in oligomerization variation, according to temperature and when dissolved in
H-O or PBS. yCdcPLI was able to inhibit the enzymatic, with 100% to inhibition.
Cytotoxicity was assayed on Murine endothelial cell line derived from thymus
hemangioma- tEnd to MTT and myotoxicity was measuring by creatine kinase
(CK) showed inhibition too, but in this case the inhibition was independent dose.
Structural and functional studies of this inhibitor may contribute to understanding
the mechanisms of action of PLA; inhibitors. In addition, these studies may serve
as starting point for investigating the potential of these inhibitors for the treatment
of snake bite or inflammatory diseases.

Keywords: PLA, inhibitor, y-type inhibitor, Crotalus durissus collilineatus,
phospholipase Ap, snakes
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1.0 Introducao

No Brasil, a espécie Crotalus durissus é importante no cenario de acidentes
ofidicos por ser responsavel por grande letalidade, segundo os dados do
Ministério da Saude (BRASIL, 2013). A peconha crotélica apresenta uma grande
capacidade de dissociar a transmissao neuromuscular e provocar mialgia,
levando o paciente a sintomas de paralisia progressiva. No ponto de vista
sistémico, a neurotoxicidade é frequentemente acompanhada de rabdomidlise
com necrose tubular aguda e insuficiéncia renal, tal caracteristica do
envenenamento representa a principal causa de oébitos (VITAL-BRAZIL, 1966;
AZEVEDO-MARQUES e.t. al, 2009). Estas caracteristicas Unicas do
envenenamento crotalico, sao atribuidas a elevada concentragcdo de crotoxina
(WARRELL, 2004), uma neurotoxina heterodimérica constituida por um
componente basico (CB, PLA) e um componente acido (CA, crotapotina). Estes
exibem acéo pré sinaptica e pds sinaptica, sendo classificada como uma
neurotoxina (BON et al., 1989; BON, 1997; SAMPAIO et al., 2010).

As PLAss (E.C. 3.1.1.4) apresentam grande potencial clinico e cientifico por
estarem relacionadas a uma grande variedade de doencas inflamatérias humanas
e nos envenenamentos ofidicos (ARNI e WARD, 1996; KINI et al., 2003). Estas
enzimas hidrolisam especificamente a ligacao 2-acil éster de 2-sn-fosfolipideos,
liberando acidos graxos livres e lisofosfatideos. Os acidos graxos liberados, como
0 &cido araquidénico, podem exercer fungdo de segundo mensageiro e precursor
de eicosanoides, sendo potenciais mediadores da inflamagédo (DENNIS, 1997).

As PLAs presentes nas pegonhas de serpentes da familia Viperidae
possuem massa molecular variando de 14 a 18 kDa. Apresentam alto grau de
similaridade sequencial e cinco a oito pontes dissulfeto que garantem sua
estabilidade estrutural (FRANCISCHETTI et al., 1998; KINI, 2003; MASUDA et al.,
2005). As PLAss de peconhas estao reunidas em dois grupos principais: Asp49 e
PLA2-simile Lys49. As PLA, Asp49 sdo assim chamadas porque possuem um
residuo de aspartato na posicdo 49, apresentando alta atividade catalitica sobre
substratos artificiais e as PLA2-simile Lys49 possuem um residuo de lisina na
posicao 49, apresentando pouca ou nenhuma atividade catalitica (ARNI; WARD,
1996; OWNBY et al., 1999; SOARES et al., 2004).
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As PLA.s sao responsaveis por uma variedade de efeitos farmacoldgicos,
tais como neurotoxicidade, mionecrose, cardiotoxicidade, atividade hemolitica,
hemorragica, hipotensora, inibicdo da agregacao plaquetaria e anti-coagulacao
(GUTIERREZ; LOMONTE, 1997; OWNBY, 1998; OWNBY et al, 1999). Essas
atividades se relacionam com a atividade enzimatica ou podem ser totalmente
independente dela (KINI; EVANS, 1989; KINI, 1997).

E reconhecida a existéncia de diversos compostos capazes de neutralizar a
peconha e toxinas de serpentes, como 0s anticorpos, agentes quimicos,
compostos de origem vegetal e animal. Dentre esses, destacam-se os inibidores
de PLAss (LIZANO; DOMONT; PERALES, 2003).

Os inibidores de PLA.s sao glicoproteinas acidas obtidas a partir do
sangue e produzidas no figado de alguns animais, como serpente e mamiferos
ofi6fagos. Estes funcionam como um mecanismo de defesa aos efeitos deletérios
de um envenenamento acidental. O primeiro relato de um inibidor de PLA.s
isolado foi encontrado no plasma da serpente Trimeresurus flavoviridis por Kihara
e colaboradores (1976) (KINKAWA et al.,, 2010, DOMONT et al., 1991, FAURE,
2000). Estas proteinas sao classificadas em trés tipos a, B e y de acordo com
seus aspectos estruturais, baseando-se em dominios estruturais comuns,
encontrados em diferentes proteinas com propriedades fisiolégicas distintas
(INOUE et al., 1991; THWIN et al., 2002).

O inibidor do tipo y (yPLI), destaque neste estudo, sdo os que apresentam
0 maior numero de subunidades protéicas, com massa molecular variando de 90
a 130 kDa, compostos por 3-6 subunidades ndo covalentes de massa 20-31 KDa.
Sao conhecidos por apresentarem dois conjuntos de repeticdes intramoleculares
de dominios ricos em cisteina, denominados motivo Three-fingers (OHKURA et
al, 1999; ESTEVAO-COSTA et al., 2008). Este dominio é responsavel pelo
reconhecimento da regido de ligacdo do Ca®" de PLAss, fato que garante o alto
espectro de inibicdo em todos os grupos de PLA.s (IA, IIA e IlIA) acidas ou
basicas (DUNM, 2001).

Considerando o potencial clinico e biotecnol6gico de inibidores de PLAss, 0
presente trabalho teve como objetivo purificar e caracterizar quimica, funcional e
estruturalmente um novo inibidor de PLA, presente no soro da serpente Crotalus

durissus collilineatus.
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2.0 Material e Animais
2.1 Reagentes

Colunas de cromatografia Q-Sepharose Fast Flow, Afinidade NHS (N-
hydroxysuccinimide) Hi-Trap GE Health Care e coluna RP-C4 Grace Vydac (250
mm x 4,6 mm). Acrilamida, bis-acrilamida, TEMED, SDS, EDTA, azul de
bromofenol, coomassie Brilliant Blue R-250, glicina, soroalbumina bovina,
persulfato de amdénio e B-mercaptoetanol Sigma Chem. Co. Padrao de peso
molecular foi obtido da GE Health Care. MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyl tetrazolium bromide) Sigma. Os demais reagentes utilizados neste
estudo foram de grau analitico.

2.2 Peconha e toxinas

As peconhas de Bothrops pauloensis e Bothrops jararacussu foram obtidas
a partir de espécimes mantidas no Serpentario Proteina Bioativas LTDA,
estabelecido na Fazenda Boa Esperanca S/N — Zona Rural — Batatais/SP. Este
serpentario possui comprovante de registro no Instituto Brasileiro do Meio
Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis (n° de cadastro: 471301). A
peconha liofilizada foi pesada, dissolvida em salina tamponada (PBS) pH 7,2 e
centrifugada a 3.000 xg por 10 min. O sobrenadante foi coletado e imediatamente
utilizado nos testes de inibicdo. As PLAys-simile Lys49 BnSP-7 e Asp49 BpPLA,-
TXI| de Bothrops pauloensis e Asp49 BthTX-lIl de Bothrops jararacussu foram
obtidas de acordo com as metodologias descritas por Soares e colaboradores
(2000), Ferreira (2011) e Homsi-Brandeburgo e colaboradores (1988),

respectivamente.

2.3 Obtencao do soro

Os espécimes de Crotalus durissus collilineatus (Cdc) foram mantidos no
Setor de Manutencdo de Répteis, coordenado pela Profa. Dra. Vera Lucia de

Campos Brites. Este setor possui registro desde 1995 pelo Instituto Brasileiro do
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Meio Ambiente dos Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA), enquadrando-se na
categoria Criadouro Conservacionista da Fauna Silvestre — finalidade cientifica.

O sangue das serpentes foi coletado a cada 30 dias pelo veterinario Prof.
Dr. André Luiz Quagliatto Santos, Coordenador Técnico do Laboratério de
Pesquisa em Animais Silvestres (LAPAS) da Universidade Federal de Uberlandia
(UFU). O soro de Cdc foi obtido apds a centrifugagdo do sangue a 5.000 x g por
10min a 4°C e foi armazenado a -20°C para realizacao dos ensaios de inibicao e
purificacdo. Este projeto recebeu parecer favoravel pelo Comité de Etica e
Utilizacao de Animais (CEUA) da Universidade Federal de Uberlandia (UFU) sob
Protocolo de n® 059/10.

2.4 Animais

Camundongos da linhagem Balb-c machos, (20-25 g) foram fornecidos pelo
Centro de Bioterismo da Universidade Federal de Uberlandia. Os animais foram
mantidos sob condi¢bes padrées de temperatura 25°C, umidade relativa do ar de
60-65%, ciclo de 12h de luz/noite, dieta e agua ad libitum. Os procedimentos a
serem realizados com animais apresentados na presente proposta foram
previamente aprovados pelo do Comité de Etica na Utilizagdo de Animais (CEUA,
numero do protocolo 059/10) da Universidade Federal de Uberlandia e esta em
acordo com os principios éticos de experimentacao animal adotados pelo Colégio
Brasileiro de Experimentagao Animal (COBEA).

3.0 Métodos

3.1 Isolamento do inibidor de fosfolipase A, (PLA;) presente no soro da
serpente Crotalus durissus colillineatus

3.1.1 Cromatografia de troca idnica em Q-Sepharose fast flow

O inibidor de PLA; foi isolado a partir do soro de espécimes da serpente C.

d. colillineatus utilizando-se dois passos cromatograficos. Inicialmente, cerca de
120mg do soro de Cdc foram diluidos em tampao fosfato de sédio 0,05M pH 6,5 e
centrifugados 5000 x g por 10min. O sobrenadante foi posteriormente aplicado em
uma coluna de troca i6nica, Q-Sepharose fast flow (GE Healthcare) previamente
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equilibrada em tampao fosfato de sédio 0,05M pH 6,5. A eluicdo das proteinas do
soro ocorreu com o tampao fosfato de sodio 0,05M pH 6,5 em diferentes
concentracdées de NaCl 0,2M, 0,35M, 0,5M e 0,7M a um fluxo de 12mL/h a
temperatura de 25°C. As fracdes obtidas (Q1 a Q6) foram monitoradas a 280nm
em espectrofotdmetro Ultrospec 1000 UV/visivel (Pharmacia Biotech). As fracbes

foram reunidas, liofilizadas e armazenadas a -20°C.

3.1.2 Cromatografia de afinidade

Cerca de 500ug da fragdo Q4, obtida do fracionamento do soro de Cdc em
Q-sepharose, foi aplicado a uma coluna de afinidade NHS Hitrap (N-
hydroxysuccinimide) previamente imobilizada com a PLA, BnSP-7. A montagem
da coluna foi realizada de acordo com as recomendacdes do fabricante. Para
efetuar a ligacao da PLA, (BnSP-7) foi utilizado um tampéao de acoplamento (0,2
M NaHCO; + 0,5 M NaCl pH 8,3), sendo que a enzima foi ressuspendida neste
tampao na concentracdo de 0,5-10 mg/mL de proteina. A coluna foi lavada com
HCI 1mM gelado para retirada do isopropanol presente. Apds tal procedimento foi
injetado 1ml da solucéo ligante (Tampao de acoplamento+Enzima), a coluna foi
vedada e deixada em repouso por cerca de 24h a 4°C.

Para lavagem e desativacdo da coluna foram utilizados dois tampdes, o
tampao A (0,5 M etanolamina, 0,5 M NaCl pH 8,3) e o tampao B (0,1 M Acetato,
0,5 M NaCl pH 4). Estes tampbes foram injetados alternadamente, completando
6ml de cada tampao completando em um ciclo de seis aplicacées. Apos este ciclo
foram injetados 2ml de um tamp&o com pH neutro para efetuar o ajuste de pH da
coluna. A coluna acoplada ao sistema de cromatografia AKTA PRIME GE-Health
Care foi inicialmente equilibrada com tampao Tris- HCl 10 mM/L pH 7,5. A
cromatografia iniciou-se com o mesmo tampado para que proteinas que nao
apresentassem afinidade a PLA,s fossem retiradas da coluna. Em seguida, as
proteinas que interagiram com a resina foram eluidas com o tampao Glicina 100
mM/L pH 2. Esta fragcao de interesse, contendo o inibidor, foi neutralizada com um
tampao de neutralizagao (Tris-HCI 1 M, pH 8).
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3.1.3 Cromatografia liquida de alta performance em fase reversa (RP-HPLC)

Amostras do inibidor de PLA, (1 mg) foram preparadas em 500 uL de
solvente A (0,1% acido trifluoracético, v/v e acetonitrila 5%, v/v) e aplicadas ao
sistema de cromatografia liquida de fase reversa de alta performance (RP-HPLC)
em coluna RP-C4 Vydac (250 mm x 4,6 mm) (GE Healthcare Bio-Sciences). A
coluna foi previamente equilibrada com solvente A e eluida com o solvente B
(acetonitrila 80%, v/v e acido trifluoracético 0,1%, v/v). Esta cromatografia foi
realizada com o gradiente de concentracéo linear de 0 - 100% do solvente B a um
fluxo de 0,5 mL/min.

3.2 Dosagem protéica

As dosagens de proteinas em solugdes foram realizadas utilizando o
método estabelecido por Bradford (1976). As determinagdes das concentracdes
de proteinas foram realizadas em triplicatas e a absorbancia medida a 595 nm.
Paralelamente a dosagem de proteinas foi construida uma curva padrdao de
soroalbumina bovina (1 mg/mL), considerando o coeficiente de extincdo molar em
280 nm (0,665). A concentracao de proteinas em pg/uL foi determinada a partir de
calculos de regresséo linear baseados nos valores obtidos na curva padréao.

3.3 Caracterizacao Bioquimica

3.3.1 Eletroforese em gel de poliacrilamida com agentes desnaturantes
(SDS-PAGE)

As amostras foram analisadas em gel de poliacrilamida a 12 % (m/v) em
condicbes redutoras, na presenca de SDS e [(-mercaptoeanol, segundo
metodologia descrita por Laemmli (1970), com algumas modificagdes. O sistema
de SDS-PAGE descontinuo consistiu de: gel de empilhamento a 3%, contendo
Tris-HCI 0,5 M (pH 6,8) e SDS a 0,1% (m/v) e gel de separacéo a 12% contendo
Tris-HCI 2,0 M pH 8,8 e SDS 0,1% (m/v), mantendo a relagdo de bis:acrilamida
0,8:30. Todos os géis foram preparados num sistema de eletroforese Hoefer SE
260 Mighty Small Il Mini-Vertical. As amostras foram dissolvidas em um tampao
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de Tris-HCI 0,06 M pH 6,8; SDS 2% (m/v); B-mercaptoetanol 5% (v/v); azul de
bromofenol 0,005 % (m/v) e glicerol 10% (v/v). Em seguida as amostras foram
aquecidas por 5 minutos a 100°C. O tampéao do eletrodo continha Tris 0,025 M,
Glicina 0,192 M e SDS 0,1% (m/v), pH 8,3. O gel foi corado em solucao de
coomassie blue- R250 0,1% (m/v) em agua, acido acético 10% (v/v) e metanol
50% (v/v) e descorado em solucdo de acido acético a 7% (v/v) e etanol 30% (v/v)
para posterior analise.

A massa molecular do inibidor isolada foi estimada pela interpolacdo de
uma curva logaritmica linear da massa molecular relativa das proteinas do padrao
de massa molecular versus a distancia de migracao no gel. O padrao de massa
molecular consistia nas proteinas: Albumina Bovina 66 kDa; Ovoalbumina 45 kDa;
Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase 36 kDa; Anidrase carbbnica 29 kDa;
Tripsinogénio 24 kDa; Inibidor de tripsina 20,1 kDa; a-lactoalbumina; 14,2 kDa.

3.3.2 Determinacao da massa MALDI-TOF

A massa molecular do inibidor de PLAs foi determinada por espectrometria
de massas com ionizacao e dessorcao de matriz assistida por laser (MALDI-TOF-
MS) (Matrix-assisted laser desorption ionization time of flight mass spectrometry).
As andlises foram feitas em espectrofotdbmetro de massas tipo duplo TOF com
fonte MALDI (MALDI-TOF/TOF, modelo AutoFlex Il Bruker Daltonics, Bremen,
Alemanha). Cerca de 100 pg do inibidor liofilizado foi ressuspendido em 10 pL de
0,1% acido trifluoracético/H,O e posteriormente 0,5 yL dessa solugdo foram
misturados com 0,5 pL de solucdo matriz de &cido sinapinico a 10 mg/ml em
Acetonitrila (ACN): Acido trifluoroacético 0,1 %. Estas misturas foram aplicadas
diretamente na placa MALDI TARGET (Bruker Daltonis), onde foram
homogeneizadas e secas a temperatura ambiente. Para calibragem do
equipamento foi utilizado misturas de proteina padrao (Tripsinogénio, Proteina A,
Albumina-bovina) também aplicadas na mesma placa. Os espectros de massa
foram adquiridos no modo linear positivo, apds calibragem do aparelho com
padrées de proteinas (Bruker Daltonics, Bremen, Germany). A faixa de massas
moleculares avaliada foi de 3.000-80.000 m/z.
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Os experimentos descritos nos itens 3.3.2, 3.4.1, 3.4.2 foram realizados no
Laboratério de Servigo de Bioquimica de Proteinas de Venenos Animais-FUNED,

Belo Horizonte, em colabora¢do com a Profa. Dra. Méarcia Helena Borges.

3.4 Caracterizacao Estrutural

3.4.1 Analise automatizada da sequencia de aminoacidos

O inibidor foi sequenciado segundo a técnica por degradag¢do de Edman de
acordo com o seguinte protocolo. Primeiramente, 1 mg da amostra foi reduzida e
alquilada com 4-vinil piridina. A amostra foi diluida em 1 mL de Tris-HCI (0,1 M e
pH 8) e Guanidina-HCI 6 M. Depois da adicdo de 30 uL de B-mercaptoetanol, a
amostra foi primeiramente incubada a 50°C por 4h, e com 40 pL de 4-vinil piridina
a 37°C por 2 horas no escuro. Posteriormente, a amostra foi dessalinizada em
uma coluna P10 (GE, healthcare). A proteina foi clivada por tripsina (2% m/m,
enzima: substrato em 1 mL de 0,1 M de bicarbonato de aménio, pH 7,9) por 4,5h
a 37°C. Os produtos de clivagem foram separadas por uma coluna Vydac C18
(4,6 x 250 mm) usando um gradiente linear de 0 a 50% de acetonitrila em solucao
de 0,1% TFA e a sequéncia determinada utilizando o sequenciador de proteinas
Shimadzu PPSQ-21A. A estrutura primaria dos peptideos foi comparada com
outras sequéncias do banco de dados relatadas no SWISS-PROT/TREMBL
usando os programas FASTAS3 e o BLAST.

3.4.2 Espectrometria de massas (MALDI TOF/TOF) e Analise de
Bioinformatica

Cerca de 100 pg do inibidor foi solubilizado em NH4HCO3 100 mM e Ureia 8
M, durante 20 min. Esta mistura foi submetida a redugdo com DTT 10 mM em
NH4HCO3; 50 mM, a 37 °C durante 60 min. Para alquilagédo, foram adicionados 50
mM de iodoacetamida em NH4HCO3; 50 mM a 37 °C durante 30 min. Uma aliquota
de tripsina Gold 0.5 pg/2.5 uL (Promega, Madison, WI, EUA) foi adicionada para
prosseguir a digestdo a 37 °C durante a noite. A reacao foi interrompida pela
adicdo de TFA a 1% e a mistura de fragmentos obtidos da digestdo com a tripsina
foram concentrados em Speed-Vac (Savant SPD121P). A mistura de peptideos
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foi dessalinizada utilizando um cartucho C18 acoplado ao sistema HPLC. Para
cada analise, 1 uL da amostra foi adicionado a 3 puL da matriz 4cido alfa-ciano-4-
hidroxicinamico (a-CHCA), e posteriormente 1 pyL desta mistura foi aplicado sobre
uma placa (Bruker Daltonics, Bremen, Alemanha) e seca a temperatura ambiente.

Analise por espectrometria de massa foi realizada por MALDI TOF (matrix-
assisted laser desorption ionization time-of-flight mass spectrometry) utilizando
um dispositivo Autoflex [l MALDI-TOF-TOF (Bruker Daltonics, Billerica, EUA),
controlada pelo software FlexControl 3.1 (Bruker Daltonics , Billerica, EUA). O
software Flex 3,3 (Bruker Daltonics, Billerica, EUA) foi utilizado para a analise de
dados de espectrometria de massa. As massas peptidicas monoisotépicas foram
obtidas em modo refletor com calibracdo externa, utilizando-se um padréo de
calibracdo de peptideos (Bruker Daltonics, Billerica, EUA). Espectros de
peptideos (MS/MS) foram realizados pela fragmentacédo LIFT. Os espectros de
massa foram analisados com o software Biotools (Bruker Daltonics) e a
identificagdo da proteina realizada com o software Mascot. As pesquisas foram
obtidas no banco de dados NCBI, as sequéncias homoélogas foram obtidas a partir
do banco de dados NCBI usando o algoritmo BLASTP. Para alinhamento das
sequéncias depositadas com os fragmentos obtidos foi utilizado o programa
ClustalW.

3.4.3 Dicroismo circular (CD)

Os experimentos descritos nos itens 3.4.3 e 3.4.4 foram realizados no
Laboratério de Biologia Molecular Estrutural (LBME) do Departamento de Fisica e
Biofisica - Instituto de Biociéncias-UNESP, em colaboracdo com o Prof. Dr.
Marcos Roberto de Matos Fontes.

Para a andlise da estrutura secundéria e interacdo do complexo
inibidor/enzima foi utilizado o equipamento Jasco J-815 com o0s programas
Spectra Manager™ |l e CDPro. As medidas de CD foram realizadas utilizando-se
uma cubeta de quartzo de 0,5 mm com os seguintes parametros: scanning speed
100 nm/min; band width 1nm; step resolution 0.5 nm, temperatura 20°C para as
medidas do inibidor yCdcPLI (340 ug/ml) e 37°C para as medidas da interacao
inibidor-BpPLA2-TXI (700 ug/ml), a solugédo diluente utilizada foi agua deionizada.
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Cada espectro corresponde a média de 10 acumulagdes com o branco ja
devidamente subtraido. Os espectros das fosfolipases A, foram coletados no
intervalo de 185-260 nm e do inibidor no intervalo de 195-260 nm. Todas as
amostras foram analisadas na presenca de fluxo de N, para que O, presente no
ar nao interferisse na leitura dos dados dentro do equipamento.

3.4.4 Analises de espalhamento de luz dinamico (DLS)

O inibidor foi analisado por DLS visando obter caracteristicas de agregacao
(calculado a partir do grau de polidispersividade da amostra) e estimativa do
estado oligomérico (calculado a partir do raio hidrodinamico). Para foi utilizado o
equipamento de DLS da Wyatt Inc.Technology, modelo DynaPro TITAN e o
programa Dynamics V.6.10 (fornecido pela Wyatt Tech).

3.5. Estudos de inibicao das atividades biolégicas de PLA3s

Todos os estudos de inibicdo foram conduzidos apds a pré-incubagéao do
inibidor com as PLAzs (BnSP-7, BpPLA,-TXI e Bth-TxIl) em diferentes razées de
toxina:inibidor (m/m) por 30 min a 37°C antes dos testes.

3.5.1 Atividade Fosfolipasica A,

A atividade PLA; foi realizada por titulacdo potenciométrica como descrito
por De Haas e Postema (1968). O substrato utilizado consistia em uma emulsao
de gema de ovo na presenca de desoxicolato de sodio 0,03 M e CaCl, 0,6 M. Os
acidos graxos liberados enzimaticamente foram titulados com uma solucéo
padrdao de NaOH 0,1208 M em pH 8,0 e temperatura ambiente. A atividade
fosfolipasica A, foi expressa em microequivalentes de base consumida por minuto
por ug de proteina (UEgq de NaOH/min./mg). Em cada ensaio foram utilizados 5 ug
da PLA. de Bothrops pauloensis (BpPLA2-TXI) e 10 ug da PLA; de B. jararacussu
(BthTX-11).
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3.5.2 Atividade citotoxica

Para este experimento foram utilizadas células endoteliais murinas da
linhagem tEnd (Thymic endothelium), estabelecida por Bussolino et al. (1991). As
células foram cultivadas em meio RPMI 1640 acrescido com 10% de soro fetal
bovino e suplementado com 2 mM de L-glutamina, 2 mM de piruvato de sédio, 1
mM de aminoacidos nao essenciais, 100 U/mL de penicilina e 100 pg/mL de
estreptomicina, mantidas em estufa 37°C e 5% CO..

A viabilidade celular de culturas de células tEnd tratadas com a PLA;
BnSP-7 foi quantificada pela atividade da succinil desidrogenase, uma enzima
mitocondrial presente somente em células vivas, cujo o substrato € o MTT (3-
(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide). Para determinar a
viabilidade, 1,5x10* células/poco foram semeadas em microplacas de cultura de
96 pocos. Apds a adesdo, o meio foi trocado e as células foram tratadas com a
BnSP-7 (25 pg/mL) e BthTX-1I (50 pg/mL) ou BnSP-7/BthTX-Il inibidas com
diferentes concentracdes do inibidor, razées de 1:0,5 a 1:5 (m/m) por um periodo
de 24 horas. Culturas tratadas apenas com meio de cultura foram utilizadas como
controle negativo. Apdés 24 horas de incubacédo, foram adicionados diretamente
sobre 0 meio de cultura 20 pL de uma solucédo contendo 5 mg/mL de MTT e a
cultura mantida a 37°C por 3h. Apds este periodo, foram adicionados 100 uL de
uma solugcédo de SDS 10%/HCI 0,01 M durante um periodo de 18h. A intensidade
da reacao foi determinada pela leitura da densidade éptica a 570 nm em um leitor
de ELISA (BioTeK — EIx50).

3.5.3 Atividade Miotéxica por dosagem de Creatina Cinase

Camundongos Balb-c machos (20 - 25g, n=4) receberam por via
intramuscular (im) no musculo gasctrocnémio direito doses de 10 ug contendo a
PLA, BnSP-7. Trés horas depois os camundongos foram previamente
anestesiados com (ketamina® 10% (0,05 mi/kg) + xilasina® 2% (0,025 ml/kg) e
sacrificados por deslocamento cervical. O sangue coletado por puncao cardiaca
foi centrifugado a 2.500 x g por 10 minutos a 4°C. A quantificagdo dos niveis de
creatina cinase (CK-EC. 2.7.3.2) no plasma obtido foi determinada utilizando a
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metodologia descrita no Kit CK-UV kinetic (Biotécnia). A atividade foi expressa em
unidades por litro (U/L), cada unidade corresponde a producdo de 1 umol de
NADH por minuto a 30°C. Para este ensaio foram formados os seguintes grupos:
Controles (animais receberam somente PBS ou diferentes doses de inibidor: 10 e
30 pgQ); Testes (animais receberam amostras contendo BnSP-7:inibidor na razéo
1:1 e 1:3, m/m).

3.6 Analises estatisticas

A montagem dos gréficos, calculos das médias e desvios padrdes das
médias foram realizados com auxilio do software Prisma 5.0. Significancias
estatisticas dos resultados foram determinadas utilizando o teste ANOVA e
KrusKal-Wallis. Os valores de p < 0,05 foram considerados significativos.

4.0 Resultados

4.1 Isolamento e caracterizacao bioquimica do inibidor de PLA; tipo y

O fracionamento de 120 mg do soro obtido apés centrifugacao do sangue
da serpente Cdc, foi realizado em coluna cromatografica de troca-ibnica em Q-
Sepharose resultando em seis fracdes principais denominadas (Q1, Q2, Q3, Q4,
Q5 e Q6) (Figura 1). Nesta primeira etapa testes preliminares demonstraram que
o gradiente descontinuo apresentou melhores resultados quando comparado ao
gradiente linear (dados ndao mostrados). Estas foram reunidas em pools,
liofilizadas e armazenadas a -20° C. Em analises por SDS-PAGE 12% (Figura 2)
a fracao Q4 apresentou duas bandas majoritarias de massa molecular de
aproximadamente 66 kDa e 24 kDa, além de outros contaminantes em menores
proporcdes. As demais fragdes (Q1, Q2, Q3) apresentaram diversas bandas
proteicas, e as fragbes Q5 e Q6 nao foram visualizadas no gel (Figura 2). A
fracao Q4, que demonstrou maior inibicdo (Tabela 2), foi aplicada a coluna de
afinidade previamente imobilizada com a PLA, BnSP-7 resultou em dois picos de
absorbancia a 280 nm (NHS-1 e NHS-2) (Figura 3A). A fracao NHS-2, contendo
a proteina de interesse foi posteriormente liofilizada e visualizada em SDS-PAGE
a 12% em condi¢coes redutoras, revelando uma massa aparente de 24 kDa
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(Figura 3B). Esta proteina, denominada de yCdcPLlI, representou 2,6% do total
proteico do soro de Cdc (Tabela I) e foi posteriormente aplicada em uma coluna
de fase reversa (C4/RP-HPCL) (Figura 4A). Amostras obtidas ap6s RP-HPLC
foram utilizadas para a determinacao da massa por MALDI-TOF, sequenciamento
por degradacdo de Edman e MS/MS, analises de dicroismo circular e
espalhamento de luz dindmico.

As analises por SDS-PAGE (12%) em condicdes redutoras para estimativa
da massa molecular do inibidor de PLAzs, revelou um Unico componente com
massa molecular estimada de 24 kDa (Figura 4B). A massa real atribuida para a
proteina, de acordo com a técnica de MALDI-TOF foi de 22.34 kDa, como mostra
a Figura 5. E possivel verificar nesta figura também o valor da massa da proteina
duplamente carregada.
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Figura 1- Fracionamento de 120 mg do soro de Cdc em coluna Q-Sepharose Fast
Flow equilibrada com tampao fosfato de sédio 0,5M, pH 6,5 e 0,02M de NaCl.
Fracbes de 1mL/tubo foram coletadas utilizando um fluxo de 12mL/h, a
temperatura ambiente. A eluicdo foi realizada com o mesmo tampdo, em

concentracdes crescentes de NaCl (0,35, 0,5 e 0,7 M).
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Figura 2: Eletroforese em gel de poliacrilamida (12%) em condigdes
desnaturantes do soro total de Cdc e fragbes obtidas da cromatografia em Q-
sepharose: PM- Padrao de peso molecular; S- Soro total; 1- Q1; 2- Q2; 3-Q3; 4-
Q4; 5-Q5; 6-Q6. Tempo de corrida 57 min a 20 mA. O gel foi corado com
coomassie Brilliant Blue R-250 a 2,5% por 10 min. e em seguida descorado em
acido acético 10%, etanol 30% e agua deionizada. Padrao de massa molecular
(PM): Albumina Bovina 66 kDa; Ovoalbumina 45 kDa; Gliceraldeido-3-fosfato
desidrogenase 36 kDa; Anidrase carbonica 29 kDa; Tripsinogénio 24 kDa; Inibidor
de tripsina 20,1 kDa; a-lactoaloumina; 14,2 kDa.
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Figura 3: (A) Perfil cromatografico de 500 ug da fragdo Q4 em coluna de
afinidade NHS imobilizada com a PLA, BnSP-7, equilibrada com Tampao Tris-HCI
10 mM pH 7,5 e eluida com tampao glicina 100 mM pH 2,5. Fluxo de 0,5 ml/tubo.
Com o eixo X representando os tubos numerados e o eixo Y representando a
absorbancia em mAu a 280 nm. (B) SDS PAGE (12%) em condi¢des redutoras.
Tempo de corrida 75 min. a 20 mA. O gel foi corado com coomassie Brilliant Blue
R-250 a 2,5% por 10 min. e em seguida descorado em &acido acético 10%, etanol
30% e agua deionizada. 1- Padrdo de massa molecular; 2- NHS-2. Padréo de
massa molecular (PM): Fosforilase B 97 kDa; Albumina Bovina 66 kDa;
Ovoalbumina 45 kDa; Anidrase carbdnica 30 kDa; Inibidor de tripsina 20,1 kDa;
DC-lactoalbumina; 14,4 kDa.
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Figura 4: (A) Perfil cromatografico do inibidor yCdcPLI em coluna RP-C4 Vydac
(1 ecm x 25 cm). 1mg do inibidor foi dissolvido em 550uL de acido trifluoracético
0,1% (v/v). O pico foi eluido com fluxo de TmL/min e absorbancia monitorado a
280nm. Com o eixo X representando os tubos numerados € o eixo Y
representando a absorbancia em mAu. (B) SDS-PAGE (12%) 1- Padrado de
massa molecular PM (97 kDa Fosforilase B; 66 kDa Albumina; 45 kDa
Ovoalbumina; 30 kDa Anidrase carbénica; 20,1 kDa Inibidor de tripsina; 14,1 kDa
DC-lactoalbumina). 2- Inibidor yCdcPLI em condi¢cdes redutoras (20% de B-
mercaptoetanol).
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Figura 5: Analises em espectrofotdmetro de massas tipo duplo TOF com fonte
MALDI (MALDI-TOF/TOF), modelo AutoFlex Il Bruker Daltonics, Bremen,
Alemanha). Cerca de 100 yg do inibidor liofilizado ressuspendido em 10 pL de
0,1% &cido trifluoracético/H>O e 0,5 uL de solugdo matriz de acido sinapinico a 10
mg/ml em Acetonitrila (ACN): Acido trifluoroacético 0,1 %.
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Tabela I: Rendimento proteico do inibidor obtido no fracionamento do soro de
Crotalus durissus collilineatus em Q-Sepharose e Hitrap NHS

Etapas de purificacao mg (totais)* Recuperacao (%)
Soro 120 mg 100 %
Fracao Q4 12 mg 10 %
yCdcPLI 3,13 mg 2,60 %

* Dosagem realizada pelo método de Bradford (1976).

4.2 Estudos funcionais

4.2.1 Atividade fosfolipasica A,

Inicialmente foi analisado o perfil inibitério do soro de Cdc sobre a atividade
PLA, da peconha bruta de B. pauloensis e da BpPLA»>-TXI, nas razdes de 1:5,1:10
e 1:20 (pegonha ou BpPLA,-TXl:soro Cdc, m/m), com resultados significativos
apenas na razao 1:20, para pec¢onha bruta e em todas razdes para BpPLA>-TXI
(Tabela 2).

As fracoes (Q1 a Q4) na razao de 1:20 (peconha B. pauloensis: fragdes,
m/m) foram testadas quanto a sua capacidade em inibir a atividade PLA, da
peconha de B. pauloensis. Com estes resultados pbde-se perceber que as
fracoes Q3 e Q4 tiveram maior inibicdo (resultados ndo mostrados), porém Q4
indicou melhor acao inibitéria. A fracdo Q4 também foi testada nas proporcdes
1:5, 1:10 e 1:20 (peconha B. pauloensis : Q4, m/m) (Tabela 2). Esta conseguiu
reduzir a atividade PLA, da peconha de B. pauloensis em todas as proporc¢des,
diferentemente do soro total que inibiu esta peconha apenas na razao 1:20.

O yCdcPLl, isolado no presente estudo, foi capaz de inibir a atividade PLA>
de BpPLAL.TXI de B. pauloensis em diferentes proporcoes, 1:1, 1:2 e 1:5 (m/m),
bem como da PLA, basica purificada da peconha de B. jararacussu (BthTX-ll),
nas razoes 1:1, 1:3 e 1.5 (m/m). O yCdcPLI demonstrou inibicao dose
dependente, com 100% de inibicdo na razao 1:5 para ambas PLA.s (Tabela 2).
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Tabela 2- A atividade PLA; realizada por titulagdo potenciométrica.

Amostra Razoes de Atividade PLA, % de Inibicao
Inibicao (U/mg)
Amostra : Soro
B. pauloesis 1:5 67,83 £2,74 7,60%
1:10 64,33 £ 7,55 6%
1:20 61,39 £ 7,02 * 12,65% *
BpPLA,-TXI 1:5 179,26 + 4,59 * 11,80% *
1:10 162,28 + 8,76 * 18,05% *
1:20 158,87 £ 6,89 * 21,23% *
Amostra Razoes de Atividade PLA, % de Inibicao
Inibicao (U/mg)
Amostra : Q4
B. pauloensis 1:5 62,63 £ 8,57 * 21% *
1:10 59,69 £0,85 * 24% *
1:20 42,58 £ 5,58 * 46% *
Amostra Razoes de Atividade PLA, % de Inibicao
Inibicao (U/mg)
Amostra :
yCdcPLI
BpPLA,-TXI 1:1 130,0 £ 7,52 * 25% *
1:2 98,0+7,74* 43% *
1:5 0* 100% *
BthTX-Il 1:1 33,4 +1,41* 40% *
1:3 26,4 £5,02* 53,67% *
1:5 0~ 100% *

* Valores significativos de acordo com a analise estatistica. Foi utilizado o teste
ANOVA e KrusKal-Wallis, com significancia de a <0,005, com o software Prisma
5.0
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4.2.2 Neutralizacao da atividade Miotéxica (Dosagem CK)

A neutralizacdo da atividade miotdxica induzida pelo inibidor yCdcPLI apés
a inoculagao im de 10ug da PLA, BnSP-7 pré incubada com o inibidor nas razdes
1:1 e 1:3 (m/m) no musculo gastrocnémio de camundongos foi verificada pela
quantificacdo dos niveis plasmaticos de creatina cinase (CK). Os resultados
mostraram uma capacidade de neutralizacao significativa da atividade miotdxica,
porém esta inibicdo ndo demonstrou ser dose dependente. O yCdcPLI nas
razdes 1:1 e 1:3 (proteina:inibidor, m/m) foi capaz de inibir cerca de 27% e 21 %
respectivamente a atividade miotoxixa induzida pela BnSp-7. (Figura 6). Os
grupos controles, contendo apenas inibidor nas concentragdes de 10 e 30 ug, néo
apresentaram aumentos significativos nos niveis plasmaticos de CK em

comparagao com o controle negativo PBS (Figura 6).
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' Inhibitor control | BnSP7 : yCdcPLI

Figura 6: Neutralizacao da atividade miotéxica por dosagem de Creatina Quinase
(CK) promovida PLA, (BnSP-7) e BnSP-7 pré incubada com o inibidor yCdcPLI.
Como controle foram utilizados, inibidor (10 ug e 30 ug) e PBS. Os resultados
foram mostrados em U/L. (*) Dados estatisticamente significativos em relacao ao
grupo controle com BnSP-7.
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4.2.3 Neutralizacao da citotoxicidade de células tEnd induzidas pela PLA,
BnSP-7

A neutralizagdo da citotoxicidade induzida pela BnSP-7 em células
endoteliais murinas (tEnd) foi avaliada utilizando diferentes razdes toxina: inibidor
(m/m) por ensaio de MTT. Os resultados mostraram uma capacidade de
neutralizagdo significativa, porém esta inibicdo ndo demonstrou ser dose
dependente. Razbdes até 1:10 (toxina: inibidor, m/m) (resultados nao mostrados)
ndao demonstraram diferenca significativa. Dessa forma, como pode ser
observado na Figura 7, as razées 1:0,5 e 1:1 (toxina:inibidor, m/m) foram capazes
de inibir aproximadamente 31% e 38%, respectivamente a citotoxicidade induzida
pela BnSP-7, assim como verificado para as demais razdes (toxina; inibidor, m/m)
utilizadas no experimento (Figura 7). Os grupos controles contendo apenas

inibidor ndo induziram toxicidade significativa (resultado ndo mostrado).
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Figura 7: Inibicdo da citotoxicidade induzida pela BnSP-7 em culturas de tEnd.
Células foram tratadas com BnSP-7 (25 ug/ml) ou BnSP-7 pré incubada com o
inibidor nas razées 1:0,5; 1:1; 1:2; 1:3; 1:4 e 1:5.. Controle positivo triton 0,1%;
controle negativo meio de cultura. Sendo que o simbolo (*) indica diferenca
significativa quando comparado com valores da PLA, BnSP-7.
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4.3 Estudos estruturais

4.3.1 Determinacao da estrutura primaria parcial do inibidor

O sequenciamento parcial do yCdcPLI foi obtido inicialmente por
espectrometria de massa. Cerca de 100ug da proteina foi digerida com tripsina e
o espectro dos fragmentos foi analisado com o software Biotools (Bruker
Daltonics) e a identificagdo da proteina realizada com o software Matrix Science
(Mascot Search Results) (resultados ndo apresentados). Para a identificacdo da
proteina os peptideos gerados foram submetidos as analises de Peptide Mass
Fingerprinting (PMF) em espectrdmetro de massa tipo duplo TOF com o método
LIFT. A figura 6 demonstra os fragmentos utilizados para realizacao das analises
da sequéncia por MS/MS, bem como o espectro do inibidor tripsinizado. A partir
deste perfil foi possivel utilizar trés parentais (Figura 8 B, C e D) para
fragmentacao e sequenciamento. A sequéncia destes garantiu 14% da cobertura
proteica (Figura 9 em italico).

O sequenciamento por degradacdo de Edman garantiu uma maior
cobertura da sequéncia polipeptidica do inibidor. A Figura 9 apresenta as
sequéncias com destaque para os fragmentos obtidos por degradagao de Edman
(em negrito e sublinhado). Com isso, esta técnica juntamente com o
sequenciamento por MS/MS garantiu o sequenciamento de 63% da estrutura
primaria da proteina.

A Figura 10 apresenta o alinhamento da sequéncia do inibidor com a de
outros inibidores depositados no banco de dados NCBI. Este alinhamento revelou
grande similaridade com outros inibidores do tipo y, sendo possivel classifica-lo
como pertencente a este grupo. O alinhamento também demonstrou a diferenca
em alguns residuos de aminoacidos nas posicoes (como Ser22 e Glu107)
presentes na estrutura primaria do yCdcPLI quando comparada a estrutura
primaria do inibidor CNF de Crotalus durissus terrificus (Figura 10). Além disso,
vale destacar as regiées de glicosilagcdo do inibidor (destacado com retangulo

rosea).
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Figura 8: Espectro dos fragmentos utilizados no sequencimento por MS/MS. A: espectro do inibidor tripsinizado; B, C e D: fragmentos utilizados
para a analise de sequencia do inibidor yCdcPLI.
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———————————————————— SDFCHNIGHKDCDGYEEECSSPEDVCGK VL

LEISSASLSVRT-——NCFSSSICK-——F———————————————————— ELC
EDQPEPGEPLSK-——————————————— DSTEYEATCK-———-kCINIVGHRE
YEQFPG———-DISYNLKGCVSSCPLLSLSNATFEQNR-——-RVECRDAIR
I———

Figura 9: Sequéncia parcial do inibidor yCdcPLl. Em destaque (negrito e
sublinhado) a sequéncia obtida com a degradacdo por Edman e em italico, a
sequéncia para os fragmentos obtidos no seqienciamento por MS/MS.
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yCdePLI 0 e SDFCHNIGKDCDGYEEECSSPEDVCGKVLLEISSASLSV 39
CNF MKYLHTICLLFIFVARGNSRSCDFCHNIGKDCDGYEEECSSPEDVCGKVLLEISSASLSV 60
LNF1 MKYLHTICLLFIFVARGNSRSCDFCHNIGKDCDGYEEECSSPEDVCGKVLLEISSASLSV 60
LNF2 MKSLHTICLLFIFVARGNSRSCDFCHNIGKDCDGYEQECSSPEDVCGKVFLEISSASLSV 60

B.alternatus
B.moojeni

MKSLHTICLLFIFVARGNSRSCDFCHNVGKDCDGYEQECSSPEDVCGKVEFLEISSASLSV
MKSLHTICLLEFIFVARGNSRSCDFCHNIGKDCDGYQQECSSPEDVCGKVFLEISSASLSV

khkkhhkk e hkhkhkkhkhkhkhkeoohkhkhkhkkhkhAhbkhkkhkhbhkokhkhkhkhkhkhkhsk

60
60

yCdcPLI R-———NCFSSSIC—m————mmmmmmmm e KELCEDQPEPGEPLSK]-—————— 64
CNF RTVHKNCFSSSICKLGQFDVNIGHHSYIRGRINCCEKELCEDQPFPGLPLSKPNGYYCPG 120
LNF1 RTVHKNCFSSSICKLGQFDVNIGHHSYIRGRINCCEKEPCEDQLFPGLPLSKPNGYYCPG 120
LNF2 RTVHKNCFSSSICKLGQIDVNIGHHSYIRGRVNCCEKEPCEDQPFPGLPLSRPNGYYCPG 120
B.alternatus RTVHKNCFSSSICKLGQIDVNIGHHSYIRGRINCCEKEPCEDQPFPGLPLSRPNGYYCPG 120
B.moojeni RTVHKNCFSSSICKLGQIDVNIGHHSYIRGGINCCEKEPCEDQPFPGLPLSRPNGYYCPG 120

* * k Kk kk Kk k) * Kk kk k% * * ***:
yCdePLI  —mm——— DSTEYEAICK————— CINIVGHRYEQFPGDISYNLKGCVSSCPLLSLENATFE 112
CNF AIGLFTKDSTEYEAICKGTETKCINIVGHRYEQFPGDISYNLKGCVSSCPLLSLSNATFE 180
LNF1 AIGLFTKDSTEYEAICKGTQTKCINIVGHRYEPFPGDISYNLKGCVSSCPLLSLSNATFE 180
LNF2 ALGLFTEDSTEYEAICHGTETKCINIVGHRYENFPGDITYNLKGCVSSCPLLSLSNATRE 180
B.alternatus ALGLFTEDSTEYEAICHGTETKCIDIVGHRYENFPGDITYNLKGCVSSCPLLSLSNATRE 180
B.moojeni ALGLFTEDSTEYEAICHGTETKCIDIVGHRHEHFPGDIAYNLKGCVSSCPLLSLENATHE 180

*AkKkhkkkhkkk oo Ak ekkhkkhkhkkeoek khkhkhkhkohkhkkhhhkhkhhkhAkrhkhk kb hkh bk k%

Identidade
yCdcPLI ONR————-— VECKDAIR———— 123 100%
CNF ONRNYLEKVECKDAIRLASL 200 69%
LNF1 ONRNYLEKVECKDAIRLASL 200 67%
LNF2 ENRNYLQKVECKDAIRLASL 200 64%
B.alternatus ONRNYLEKVECKDAIRLASL 200 64%
B.moojeni ONRNYLEKVECKDAIRLASL 200 63%

- kK * ok Kk k ok Kk kk

Figura 10: Alinhamento da sequéncia do inibidor yCdcPLI e outros inibidores de PLA,s obtidas do banco de dados de
proteinas do BLAST (PubMed-Medline) e do Uniprot: Codigos de acesso: 86519 = yCdcPLI / Q90358.1 = CNF / P60591.1 =
LNF1 / P60592.1 = LNF2 / ABV91326.1 = y inhibitor phospholipase A, (Bothrops alternatus) / ABV91334.1 = vy inhibitor
phospholipase A, (Bothrops moojeni). O simbolo (*) indica os residuos de aminodacidos iguais com outras sequéncias; (.) indica
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mudanca de residuos de aminoacidos com natureza diferente; (:) indica mudanca de residuos de aminoacidos de mesma
natureza; retangulo résea destaca o sitio de glicosilacdo dos inibidores (Asn178-Ala179-Thr180); retangulo azul destaca o
heptapepitideo comum em inibidores de PLA, supostamente relacionado com mecanismo de acao; residuos em vermelho
destacam os aminoacidos diferentes ao inibidor de uma subespécie de Crotalus durissus terrificus (CNF).
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4.3.2 Dicroismo circular (CD)
4.3.2.1 Analises de CD do inibidor

A Figura 11 representa o espectro de CD do inibidor yCdcPLI isolado do
soro de C. d. collilineatus, em uma concentragdo da amostra de 340 ug.ml™.

15000
10000

5000 —

-5000

[0] (deg.cm®.dmol™.residue™)
1

-10000

-15000 —————————7——7—
200 210 220 230 240 250 260
Wavelenght (nm)

Figura 11: Espectro de Dicroismo Circular do inibidor yCdcPLI.

De acordo com os resultados e analises realizadas, o espectro obtido
apresenta uma mistura de alfas-hélices e folhas beta pregueadas em sua
estrutura secundaria, com maior quantidade de folhas beta, por conta do valor
minimo de [B] obtido a 217 nm, mas com relativa incidéncia de alfas hélices por
haver uma grande area da curva abaixo dos -8.500 [6] até por volta dos 208 nm,
indicando uma mistura desses dois elementos de estrutura secundaria. Isso pode
ser verificado através da desconvolugao da curva obtida, que mostrou a presenca
de aproximadamente 22% de alfas hélices e 29% de folhas beta.

4.3.2.2 Complexo Inibidor — Enzima

O espectro de CD do yCdcPLI, isolado do soro de C. d. colillineatus
incubado a 37°C por 30 minutos com a BpPLA,-TXI acida de B. pauloensis na
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proporcdo 1:1 é demonstrado na Figura 12. A concentracdo total da amostra

medida foi de 700 ug.ml™.

yCdcPLI + BpPLA,-TXI

10000 —

5000 —

-5000

[0] (deg.cmz.dmol'1.residue'1)

-10000

-15000

I ! [ ! [ T I N I ! I ! 1
200 210 220 230 240 250 260
Wavelenght (nm)

Figura 12: Espectro obtido do Dicroismo Circular mostrando o perfil do inibidor
sozinho em preto (yCdcPLIl) e o perfil do complexo inibidor/PLA, acida em
vermelho (yCdcPLI +BpPLA,-TXI).

Pode-se observar que a incubagdo do yCdcPLI com a BpPLA,-TXI acida
de B. pauloensis nao provocou nenhuma mudanga significativa na estrutura
secundaria do inibidor. A inibicdo da BpPLA.-TXI &cida ocasionada pelo inibidor

yCdcPLI ndo resultou em sua modificagao estrutural.

4.3.3 Analises de espalhamento de luz dinamico

Os resultados obtidos por esta técnica demonstraram que o inibidor possui
uma tendéncia a oligomerizacao diante das condicdes experimentais avaliadas,
tais como variagao de temperatura ou quando o mesmo foi dissolvido em H.O ou
em PBS. O inibidor yCdcPLI quando em H>O apresentou aumento do numero de
mondmeros na estrutura quaterndria de acordo com o aumento da temperatura.

Em 4°C ele se comportou como dimero e a temperatura de 37°C apresentou 32
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monémeros. Nesta condicdo a massa molecular aproximada foi de 780 kDa
(Tabela 3).

Os resultados dos ensaios de DLS em H.O, também demonstraram que o
inibidor tem uma tendéncia a oligomerizagdo em estequiometria par, com dimero,
tetramero, octametro e assim por diante (Tabela 3). Em solucdo salina
tamponada (PBS), o inibidor também apresentou tendéncia a oligomerizacao,
porém de uma forma diferente quando em agua, chegando a formar 14
monémeros a 37°C (Tabela 4). Estes resultados obtidos podem ser explicados

por influéncia das condi¢des delineadas para os experimentos.

Tabela 3. Dados de Espalhamento Dinamico de Luz para yCdcPLlI, cujas medidas
foram feitas com a amostra diluida em agua.

T°C R MM Pd m Corformacao oligomérica
(nm) (kDa) (%) (%) estimada
4°C 3,1 46 0 99,8 Dimero
10 °C 4.1 93 18,3 98,7 Tetramero
18 °C 5,1 197 13,8 99,4 Octamero
25°C 7,3 350 0 98,5 16 (mondmeros)
32°C 8,7 536 19,8 93 24 (monOmeros)
37,5°C 10,2 780 18,2 95,7 32 (mondmeros)
R = raio hidrodindmico (nm); MM = massa molecular (kDa); Pd =

polidispersividade (%); m = massa (%)

Tabela 4. Dados de Espalhamento Dindmico de Luz para yCdcPLI, cujas medidas
foram feitas com a amostra diluida em tamp&o PBS 1x (150mM).

T°C R (nm) MM Pd M Corformacao oligomérica
(kDa) (%) (%) estimada

4°C 3 44 0 97,7 Dimero

10 °C 3,7 72 13,2 97 Trimero

18 °C 4,6 111 13,3 98 Pentamero

25°C 5,3 163 11,2 97,6 7x (mondmeros)
32°C 7 324 0 93,2 14x (mondmeros)
37,5°C 7 321 183 96,3 14x (mondmeros)
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R = raio hidrodindmico (nm); MM = massa molecular (kDa); Pd
polidispersividade (%); m = massa (%)

5.0 Discussao

Sabe-se da existéncia de inibidores de PLA, no sangue de diversas
espécies de serpentes (LIZANO; DOMONT; PERALES, 2003; MARCUSSI et al.,
2007). A presenca de inibidores nestes animais tem sido associado a resisténcia
inata aos efeitos deletérios da peconha (FAURE et al., 2000), agindo como auto
protecao contra as PLA, que poderiam alcancgar o sistema circulatério (LIZANO;
DOMONT; PERALES, 2003). Estes inibidores sao classificados como a, B e y de
acordo com suas diferencas estruturais (FORTES-DIAS, 2002; MARCUSSI et al.,
2007).

Dessa forma, este trabalho teve como objetivo o isolamento e a
caracterizagcdo quimica, estrutural e funcional de um novo inibidor do tipo vy
presente no soro de Crotalus durissus collilineatus (Cdc). Inicialmente foi avaliado
o potencial inibitério do soro de Cdc sobre a atividade PLA, de diferentes
peconhas de serpentes (resultados nao apresentados). De acordo com estes
resultados obtidos foi confirmada a presenca de inibidores de PLA, no soro de
Cdc.

Para a purificacao do inibidor utilizou-se uma cromatografia de troca-iénica
em gel de Q-Sepharose Fast Flow, onde foram obtidas seis fragcdes (Q1 a Q6)
(Figura 1). Em seguida, a fragao de interesse (Q4), foi submetida a uma nova
cromatografia em coluna de afinidade como o ja descrito por outros autores
(LIZANO et al., 2000; SOARES et al., 2003, OLIVEIRA et al., 2008). Esta coluna
foi previamente preparada pelo acoplamento a resina de uma PLA, PLA.-simile
Lys49 BnSP-7 isolada da peconha de B. pauloensis (RODRIGUES et al., 1998 e
SOARES et al., 2000). Neste segundo passo cromatografico obtivemos o inibidor
de PLA,, denominado de yCdcPLI (Figura 3), o qual representou 2,6% das
proteinas totais presentes no soro de Cdc (Tabela 1). A combinagdo da técnica
utilizada na obtencdo do soro de Cdc e os passos cromatograficos escolhidos
garantiram o bom rendimento apresentado. Em contrapartida, o rendimento na

purificacdo de outros inibidores apresenta baixo rendimento como citado
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brevemente por Santos-Filho (2012) na purificagdo de um inibidor do plasma de
Bothrops alternatus.

Com o intuito de verificar a pureza e de se obter, essa proteina para
proseguir com os estudos de caracterizacdo bioquimica, estrutural e funcional, as
amostras do yCdcPLI foram submetidas a cromatografias em HPLC-RP em
coluna C4 (Figura 4A). Este procedimento preservou as caracteristicas funcionais
da proteina, visto que a inibicdo permaneceu inalterada. Diferentemente do
inibidor CNF (FORTES-DIAS et al., 1991) que perde a atividade apds ser
submetido a cromatografia em fase reversa.

A massa molecular do yCdcPLI determinada por MALDI-TOF foi 22,34 kDa
(Figuras 5). A diferenga entre as massas moleculares determinadas por SDS-
PAGE e espectrometria de massas pode ser explicada pela maior precisao dessa
ultima técnica, refletindo melhor a massa molecular real da proteina. A massa
molecular do yCdcPLI determinada por MALDI-TOF esta préxima a de alguns
inibidores tipo v ja isolados, a saber: inibidor de PLA, CNF de Crotalus durissus
terrificus (20,05 kDa), LNF1 (20,07 kDa) e LNF2 (20,05 kDa) de Lachesis muta
muta (ESTEVAO-COSTA et al., 2008).

A estrutura primaria do yCdcPLI foi parcialmente determinada pelo
sequenciamento de fragmentos obtidos pela digestdo com a tripsina, utilizando o
sequenciamento por degradacdao de Edman e por MS/MS (Figura 8 e 9). A
sequéncia parcial demonstrou alta similaridade com outros inibidores do tipo .
Sendo assim, foi possivel determina-lo como o primeiro inibidor de PLA, do tipo y
presente no soro de Crotalus durissus collilineatus.

Os inibidores do tipo y encontrados na literatura demonstram sitios de N-
glicosilacdo em sua estrutura primaria. Geralmente este sitio de glicosilacdo é
encontrado em asparaginas na sequéncia Asn-Xaa-Ser/Thr, sendo que Xaa é
representado por qualquer aminoacido com excecdo da Prolina (ESTEVAO-
COSTA et al.,, 2008; SHIRAI et al., 2009). Essa sequéncia foi encontrada no
sequenciamento do yCdcPLI, com a sequéncia Asn-Ala-Thr na posigao 178,
como destacado na Figura 10 por um retangulo azul. Testes adicionais deverao
ser realizados com o intuito de confirmar a presenca deste sitio de glicosilagdo no

inibidor.
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Adicionalmente, em relacdo a estrutura primaria, os inibidores tipo y
apresentam uma regido comum responsavel pelo reconhecimento de PLA,, o
decapeptideo ('’PGLPLSLQNG''®), o qual foi primeiramente observado na
estrutura do P-PBIIl isolado do plasma da serpente Python reticulates (THWIN et
al, 2002). Parte desta sequéncia '®PGEPLSK'"? também esta presente na
estrutura primaria do yCdcPLI, confirmando a identidade deste novo inibidor
(Figura 10). A estrutura primaria do yCdcPLlI também demonstrou alguns
residuos de aminoacidos diferentes quando comparados com a sequéncia do
inibidor CNF isolado do plasma de Crotalus durissus terrificos. Os residuos Ser22
e Glu107 em yCdcPLI diferem do CNF por conter nesta posicao residuos de Cys
e Phe nestas posicoes, possivelmente outras diferencas surgirdo no
sequenciamento completo deste inibidor.

Os estudos de dicroismo circular revelaram que o inibidor yCdcPLI,
apresenta uma mistura de alfas-hélices (22%) e folhas beta (29%), verificado
através da desconvolugao da curva obtida (Figura 11). Este resultado corrobora a
alta similaridade da estrutura primaria entre os inibidores do tipo y, considerando
o padrdo da estrutura secundéria, com folhas-B e alfa-hélice (ESTEVAO-COSTA
et al., 2008). As analises de CD do complexo yCdcPLI + BpPLA,-TXI revelaram
nenhuma alteracdo na conformacdo da estrutura secundaria das proteinas
envolvidas (Figura 12), este resultado também foi verificado para diferentes
classes de inibidores ja isolados e estruturalmente caracterizados (OLIVEIRA et
al., 2008; SANTOS-FILHO et al., 2011).

Os inibidores sao conhecidos por formarem oligdmeros com diferentes
numeros de cadeias monoméricas, tendo relatos de inibidores do tipo y com dois
a seis mondmeros em sua estrutura (OHKURA et al., 1999; ESTEVAO-COSTA et
al., 2008). O yCdcPLI em estudos de espalhamento de luz dindmico demonstrou
um padrao de oligomerizacdo deferente do que o até entdo € descrito na
literatura, o que pode ser reflexo das condicoes experimentais (Tabelas 3 e 4).
No entanto, novos experimentos utilizando outras técnicas biofisicas, tal como
espalhamento de raios X a baixo angulo deverdo ser conduzidos para se obter a
conformacao oligomérica da proteina.

A massa molecular aparente determinada por estudo de DLS indicaram
que na temperatura de 37°C a proteina apresentou uma massa molecular
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aparente de 780 kDa em agua e 321 kDa em PBS. Porém, atualmente os dados
descritos na literatura indicam uma massa molecular variando de 90 a 130 kDa,
compostos por 3-6 subunidades ndo covalentes (OHKURA et al, 1999;
ESTEVAO-COSTA et al, 2008). Novos testes deverdo ser realizados para
confirmacdo da massa da proteina nativa.

A capacidade inibitéria do yCdcPLI frente a diferentes PLA, reforgou uma
caracteristica marcante dos inibidores dessa classe. Estes apresentam um
dominio responsavel pelo reconhecimento da regido de ligacdo do Ca®" de PLA,,
independente da carga que a PLA; possua. Tal caracteristica compartilhada pela
classe garante o alto espectro de inibicao em todos os grupos de PLA> (IA, lIA e
[lIA) (DUNM, 2001).

Os estudos de inibicao da atividade catalitica de PLA, foram conduzidos
utilizando-se duas fosfolipases Az, sendo uma acida (BpPLA.-TXI) e outra basica
(BthTX-1l), ambas Asp49. Péde-se observar uma dose-dependéncia dos valores
de inibicdo, com valores maximos de inibicdo na proporcao 1:5 (PLA2:yCdcPLI,
m/m) (Tabela 2). Estes resultados também sugerem que o inibidor yCdcPLI é
capaz de interagir com PLAs Asp-49 acidas ou basicas.

O yCdcPLI também foi capaz de inibir a citoxicidade sobre células tEnd e a
miotoxicidade em musculo gastrocnémio de camundongos induzidas pela PLA;
Lys-49 BnSP-7, no entanto para as duas atividades a inibicdo nao foi dose
dependente (Figuras 6 e 7). Além disso, o inibidor demonstrou ser eficiente
mesmo em pequenas razées, como 1:0,5 (BnSP-7: yCdcPLI; m/m), com inibicao
significativa de aproximadamente 38%. Este dado sugere que deve haver uma
razdo molar 6tima de interagdo entre a BnSP-7 e o inibidor yCdcPLI que seja
responsavel pela inibicdo das atividades citotoxica e miotdxica, contudo ensaios
adicionais devem ser conduzidos para confirmar essa hipétese.

Analisados em conjunto, aparentemente o inibidor yCdcPLI apresenta
melhor inibicdo sobre as atividades induzidas por PLA, Asp49 do que as
induzidas por PLA, PLA,-simile Lys49, caracteristica comum da classe dos
inibidores y como descrito por Oliveira e colaboradores (2011). Assim, o
mecanismo de inibicdo pode estar relacionado a diferentes sitios na estrutura do
inibidor que interajam de forma diferenciada para o sitio catalitico e os sitios

citotoxicos e ou miotoxicos de PLALs.
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6.0 Conclusao

Neste trabalho foi isolado um novo inibidor de PLA, do tipo y presente no
soro de Crotalus durissus collilineatus, denominado yCdcPLI. Esta proteina
possui grande similaridade com outros inibidores ja descritos e depositados em
bancos de dados, em especial o CNF e o LNF1 e 2, com diferengas em alguns
aminoacidos da cadeia polipeptidica. O yCdcPLI demonstrou potencial inibitério
frente diferentes atividades induzidas por PLA,, como enzimatica, citotoxica e
miotoxica. Dessa forma, estudos que demonstram o0s aspectos estruturais e
funcionais de novos inibidores de PLA»s poderdao fornecer subsidios para
métodos alternativos na terapéutica do envenenamento ofidico ou no tratamento

de desordens relacionadas a atividades de PLAss.
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