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RESUMO

Amy Nicole Grabner. BMAJ-11, UMA FOSFOLIPASE A, HOMOLOGA BASICA DA
PECONHA DA SERPENTE Bothrops marajoensis COM POTENCIAL PARASITICIDA

Peconhas de serpentes contém varias proteinas que apresentam potencial para serem
aplicadas em diversas areas da saude e medicina. Uma classe de toxina que vem sendo objeto de
estudo, séo as fosfolipases A2 (PLA2s), as quais tém importante participacdo no envenenamento
ofidico, estando associadas a diversas respostas tais como processo inflamatério, miotoxicidade,
cardiotoxicidade, hemdlise e outros que ocorrem em acidentes ofidicos. Além disso, componentes
de peconhas de serpentes, tais como as L-aminoacido oxidases e PLAs, demonstram potencial
antiparasitario, podendo ser Uteis para o desenvolvimento de alternativas terapéuticas nessa area.
O presente trabalho teve como objetivo a purificagdo, caracterizagdo bioquimica e bioldgica de
uma nova PLA; bésica de Bothrops marajoensis com potencial atividade parasiticida. A peconha
foi fracionada aplicando duas etapas cromatograficas iniciando por troca idnica utilizando uma
resina CM Sepharose em pH 8,0. A fracdo de interesse foi selecionada para as etapas seguintes
baseada em sua massa molecular e tempo de retencéo, e submetida a cromatografia de fase reversa
em coluna C18. Realizou-se anélise por SDS-PAGE da toxina isolada nomeada Bmaj-11, uma
andlise eletroforética bidimensional, o sequenciamento parcial de seus aminoacidos, um ensaio de
atividade enzimatica, uma investigacao das estruturas secundarias por dicroismo circular e ensaios
de espalhamento de luz dindmico. Em seguida, o potencial anti-parasitario da peconha de B.
marajoensis e de Bmaj-l1l foi avaliado contra promastigotas de Leishmania infantum e
epimastigotas de Trypanosoma cruzi in vitro em concentracdes de 6,25 a 100 pg/mL, e contra
formas intraeritrociticas de Plasmodium falciparum em concentracdes entre 0,09 e 12,5 pug/mL.
Posteriormente, a atividade citotdxica sobre células hospedeiras HepG2 foi avaliada. A Bmaj-II
mostrou-se homogénea com uma massa molecular confirmada por espectrometria de massa
MALDI-TOF? de 13.956 Da. Apresentou-se um pl de 9,68 indicando compatibilidade de massa e
pl de PLA2s de pegonhas de serpentes (SVPLA?) basicas. Os resultados dos demais ensaios de
caracterizagdo estrutural sugerem a Bmaj-11 como PLA; homologa Lys49 com uma alta tendéncia
de formar agregacdes. A toxina isolada demonstrou significativa atividade antiparasitaria contra
todos os protozoarios, contra L. infantum e T. cruzi aproximadamente 30% em concentracdo de
100 pg/mL, sendo observado também, uma atividade substancialmente maior da peconha, entre
60-80% em concentracdo de 100 pg/mL. A atividade da peconha e da Bmaj-11 contra P. falciparum
apresentou ICso de 0,14 + 0,08 e 6,41 + 0,64 pg/mL, respectivamente, com valores de CCso de
citotoxicidade contra células HepG2 de 43,64 + 7,94 e 53,07 pg/mL, respectivamente. Os
resultados obtidos mostram o isolamento da Bmaj-1l, uma PLA, Lys49 inédita da peconha de
Bothrops marajoensis além de evidenciar sua atividade microbicida sobre L. infantum, T. cruzi, e
P. falciparum. O estudo do seu potencial biotecnoldgico em relacéo a leishmaniose, a doenca de
Chagas e a maléria deve ser aprofundado.

Palavras chave: Peconhas de serpentes, Fosfolipase A, Bothrops marajoensis,
leishmaniose, doenca de Chagas, malaria.



ABSTRACT

Amy Nicole Grabner. BMAJ-1I, A BASIC PHOSPHOLIPASE A, HOMOLOGUE
FROM Bothrops marajoensis SNAKE VENOM WITH PARASITICIDAL POTENTIAL

Snake venoms contain various proteins which present potential applications in diverse
areas of health and medicine. One class of toxins that has been the object of study, is that of
phospholipases A2 (PLA>s), which play an important role in envenomings and are associated with
several responses such as the inflammatory process, myotoxicity, cardiotoxicity, hemolysis and
others that occur in snake bite accidents. Furthermore, snake venom components, such as L-amino
acid oxidases and PLA,s, demonstrate anti-parasitic potential and may be useful for the
development of alternative treatments in this area. This study had as its objective the purification,
biochemical and biological characterization of a new basic PLA; from Bothrops marajoensis with
potential parasiticidal activity. The venom was fractionated through two chromatographic steps,
beginning with cation exchange using a CM Sepharose resin at a pH of 8.0. The fraction of interest
was selected for the following chromatographic steps based on its molecular mass and retention
time, and was subjected to reverse phase chromatography in a C18 column. SDS-PAGE analysis
of the isolated toxin Bmaj-11 was performed, followed by two-dimensional electrophoresis, partial
amino acid sequencing, an enzymatic activity assay, an investigation of the secondary structures
through circular dichroism, and dynamic light scattering assays. After that, the in vitro anti-
parasitic potential of B. marajoensis venom and of Bmaj-11 was evaluated against Leishmania
infantum promastigotes and Trypanosoma cruzi epimastigotes, at concentrations from 6.25 to 100
pg/mL, and intraerythrocytic forms of Plasmodium falciparum at concentrations between 0.09 and
12.5 pg/mL. Later, cytotoxic activity against HepG2 cells was evaluated. Bmaj-11 was shown to be
homogeneous with a molecular mass confirmed by MALDI-TOF? mass spectrometry of 13,956
Da. It presented a pl of 9.68 indicating mass and pl compatibility with other basic snake venom
PLA:s (svPLA>). The results of the other structural characterization tests suggest that Bmaj-I1 is a
Lys49 PLA2 homologue with tendency to form aggregations. The isolated toxin showed significant
anti-parasitic activity against all protozoa, approximately 30% at a concentration of 100 pg/mL,
and the venom showed substantially greater activity, between 60-80% at a concentration of 100
pg/mL against L. infantum and T. cruzi. Activity of the venom and of Bmaj-I11 against P. falciparum
presented ICso 0f 0.14 + 0.08 and 6,41 £ 0,64 pg/mL, respectively, with CCso values for citotoxicity
against HepG2 cells of 43,64 £ 7,94 and 53.07 pg/mL, respectively.The results obtained present
the isolation of Bmaj-I1, an unpublished Lys49 PLA, from Bothrops marajoensis venom, besides
this toxin’s microbicidal activity against L. infantum, T. cruzi, and P. falciparum. Its
biotechnological potential in relation to leishmaniasis, Chagas disease and malaria should be more
deeply investigated.

Keywords: Snake venoms, Phospholipase A2, Bothrops marajoensis, leishmaniasis,
Chagas disease, malaria.
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1 INTRODUCAO

1.1 ACIDENTE OFIDICO

Os animais peconhentos estdo espalhados por toda a Terra e abrangem cerca de 100.000
espécies, incluindo répteis, peixes, anfibios, mamiferos, aracnideos, entre outras. Por causa dessa
distribuicdo mundial e devido aos graves transtornos que provoca no individuo acometido, o
envenenamento constitui-se em um problema de satde pablica de grande relevancia, muito embora
tenha sido sistematicamente negligenciado pelas autoridades de satide em muitas partes do mundo
(CALVETE, 2009). Ainda neste contexto, o acidente ofidico, responséavel por cerca de 80% das
mortes mundiais causadas por envenenamento, foi reconhecido em 2009 como uma condicao
tropical negligenciada pela Organizacdo Mundial de Saiude (OMS) (CALVETE, 2009;
WILLIAMS, 2010; WHO, 2014c).

De acordo com a OMS até fevereiro de 2015, aproximadamente 2,5 milhGes de pessoas
por ano sao vitimas do envenenamento ofidicos, resultando em cerca de 300.000 amputacdes e
100.000 mortes. Essa condicdo afeta mais intensamente trabalhadores agricolas e criancas,
especialmente em regides de paises de baixa renda com dificil acesso aos recursos médicos (WHO,
2015c).

Na América do Sul, o Brasil é o pais com o maior nimero de acidentes ofidicos (cerca de
20.000 casos por ano, com a maior incidéncia na regido Norte) (Figura 1), seguido pelo Peru
(4.500), Venezuela (2.500 a 3.000), Colémbia (2.675), Equador (1.200 a 1.400) e Argentina (1.150
a 1.250) (ARAUJO et al., 2003; BRASIL, 2008). Varios levantamentos epidemioldgicos mostram
que os acidentes ofidicos ocorrem no Brasil mais frequentemente no local de trabalho e nas épocas
chuvosas (ARAUJO et al., 2003; BRASIL, 2008).

Estudos epidemiolégicos mostram que os acidentes ofidicos apresentam taxas de
mortalidade de cinco a seis vezes maiores quando comparadas com algumas das doencas tropicais
mais bem pesquisadas como a dengue e a colera (WILLIAMS, 2010). Uma das razGes para estes
elevados indices € a limitacdo da distibuicdo, armazenamento, e especificidade das op¢des de

tratamento existentes atualmente para o envenenamento ofidico (WHO, 2014c).
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Figura 1: Incidéncia de acidentes ofidicos por regido do Brasil de 2001 a 2012
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Incidéncia de acidentes ofidicos entre o anos de 2001 e 2012, por regido do Brasil: norte, nordeste, sudeste, sul, e

centro-oeste.
ADAPTADO DE: BOCHNER; FISZON; MACHADO, 2014

1.2 PECONHAS BOTROPICAS

Sdo descritas 366 espécies de serpentes no Brasil, sendo um dos paises com a maior
herpetofauna. Estas serpentes estdo distribuidas em 10 familias: Anomalepididae (6 espécies),
Leptotyphlopidae (14), Typhlopidae (6), Aniliidae (1), Tropidophiidae (1), Boidae (12),
Colubridae (34), Dipsadidae (237), Elapidae (27) e Viperidae (28), sendo estas duas Ulimas
consideradas pegonhentas (BERNARDE, 2011).

Como parte da endemia mundial de acidentes ofidicos, estima-se que no Brasil, cerca de
20.000 acidentes por ano estdo associados as serpentes da familia Viperidae (PORTO et al., 2007).

Dentro desta familia, os géneros Bothrops e Lachesis, caracterizados pela presenca de
fosseta loreal e 6rgao termorregulador localizado entre o olho e a narina, sdo responsaveis por mais
de 90% dos acidentes de envenenamento ofidico no Brasil (FELICORI; CHAVEZ-OLORTEGUI;
SANCHEZ, 2005; BRASIL, 2008).
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A elevada incidéncia de acidentes ofidicos tem sido atribuida ao grande nimero de
espécies, a sua ampla distribuicdo geografica e agressividade, bem como a um aparelho inoculador
de peconha altamente eficaz (GALBIATTI et al., 2012), o0 que conduz para uma taxa de letalidade
de 0,31% e 0,95%, respectivamente associadas aos acidentes botropicos e laquéticos
(BERNARDE, 2011). De fato, as serpentes do género Bothrops, devido as caracteristicas
anteriormente listadas, sdo responsaveis pela maior morbidade humana do que qualquer outro
grupo de serpentes peconhentas no hemisfério ocidental (KOHLHOFF et al., 2012).

O envenenamento por serpentes do género Bothrops € caracterizado por efeitos locais
pronunciados incluindo hemorragia, edema, dor e mionecrose, bem como efeitos sistémicos, como
coagulopatias e insuficiéncia renal aguda (CAVALCANTE et al., 2011) (Tabela 1). Algumas das
manifestacdes clinicas de acidentes botropicos incluem as manifestacGes locais que ocorrem nas
primeiras horas apds a mordida e manifestacdes sistémicas como sangramentos internos e externos
(BRASIL, 2008).

Tabela 1: Fisiopatologia causada por peconhas de serpentes botrépicas

Ac0es da peconha Manifestaces locais ManifestacOes sistémicas
Proteolitica local Edema intenso Coagulopatia
Hemorréagica Equimose e bolhas Insuficiéncia Renal Aguda
Nefrotdxica Sangramentos

InfeccBes secundarias
Gangrena
Sindrome compartimental

Tabela adaptada de SANTOS; FARANI; ROCHA, 2009

As peconhas botropicas demonstram-se bioquimicamente complexas, com moléculas
variadas, incluindo carboidratos, minerais, enzimas, peptideos e componentes proteicos. Estas
proteinas que compdem a peconha de serpente podem incluir, mas ndo sdo limitadas, as
serinoproteases, metaloproteases, L-aminoacido oxidases, lectinas tipo-C, miotoxinas,
acetilcolinesterases, disintegrinas, e PLA>s do grupo Il. Esses componentes individuais podem
exibir uma série de aces que resultam nos efeitos tdxicos nas vitimas de envenenamento, tais

como, miotoxicidade, neurotoxicidade, e efeitos farmacoldgicos, como atividade antitumoral e
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antimicrobiana (CALVETE, 2007; MARQUES-PORTO; LEBRUN; PIMENTA, 2008;
CALDERON et al., 2014).

A maior compreensdo dos mecanismos fisiopatologicos envolvidos nos acidentes
ofidicos é condicdo importante para que o desenvolvimento de tratamentos mais seguros e eficazes,
fazendo com que a erradicacio de mortes por envenenamento seja possivel (GUTIERREZ et al.,
2009). Neste contexto, a caracterizagdo protedmica de peconhas de serpentes € uma ferramenta
importante, com diversos beneficios potenciais para a pesquisa basica, diagnostico clinico, e
desenvolvimento de novas aplicagcdes de pesquisa e farmacos com potencial uso clinico. Esses
estudos podem ter implicagcdes ndo s6 no tratamento de acidentes ofidicos, mas em outras doengas
(CALVETE; JUAREZ; SANZ, 2007).

1.3 Bothrops marajoensis

A serpente Bothrops marajoensis (nome comum: Jararaca-marajoara) é encontrada nas
savanas da llha de Marajo que se localiza no Rio Amazonas, no estado do Pard, e é considerada
uma espécie endémica do Brasil (BERNARDE, 2011; CAVALCANTE et al., 2011) (Figura 2).
Serpente de médio porte (150 cm), vive em habitat terrestre, alimentando-se de anfibios, lagartos
e pequenos mamiferos (CAMPQOS, 2014).

Figura 2: Espécime de Bothrops marajoensis e sua distribui¢cdo geografica

(A) (B)
A) Foto de um espécime da serpente Bothrops marajoensis. B) Distribuicdo geografica da serpente B. marajoensis no

estado do Para, Brasil.
FONTE: CAMPOS et al., 2014
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De acordo com Cavalcante e colaboradores (2011), esta espécie faz parte do complexo
“Bothrops atrox” que compdem uma série de populagdes de jararacas distribuidas pelas zonas
tropicais da América Central a do Sul, e uma caracterizacdo toxinoldgica das peconhas de serpentes
deste complexo tem uma importancia particular para o diagndstico clinico e a producdo de
antiveneno eficaz, bem como para uma melhor compreensdo das relacfes entre as espécies
botrépicas.

As proteinas da peconha de B. marajoensis ainda sdo pouco estudadas. Estes estudos
incluem a caracterizagdo bioldgica da peconha (CAVALCANTE et al., 2011); uma investigacdo
dos efeitos antibacterianos e antiparasiticos de uma PLA> Lys49 Bmar isolada da pegonha (COSTA
TORRES et al., 2010); a caracterizacdo bioldgica da PLA> Asp49 Bmaj-9 isolada da pegconha
(GALBIATTI et al., 2012); atividade neurotdxica, miotdxica e citolitica das PLA2s Asp49
BmjeTX-1 e BmjeTX-Il (PONCE-SOTO et al., 2010); e os efeitos renais e cardiovasculares da
peconha e uma PLA; isolada (EVANGELISTA et al., 2010).

Além dessas fosfolipases, também foram descritas outras proteinas isoladas dessa peconha,
inclusive L-aminodcido oxidases (LAAO), metaloproteases, e serinoproteases. As LAAOs
estudadas induzem hemorragia, hemdlise, edema, nefrotoxicidade, citotoxicidade, e atividade
microbicida contra Pseudomonus aeruginosa, Candida albicans, Staphylococcus aureus, e formas
promastigotas de Leishmania chagasi e Leishmania amazonensis (COSTA TORRES et al., 2010;
DANTAS et al., 2015). A metaloprotease isolada da peconha de B. marajoensis € chamada BmHF-
1, a qual apresenta atividade caseinolitica, edema, e pouca atividade hemorragica (TORRES-
HUACO et al., 2010). Algumas serinoproteases tipo trombina, inclusive batroxobinas e TLBm,
tém papeis importantes na coagulacdo de fibrogénio e na ativacdo do fator plasmatico XIllII
(WALTER etal., 1977; VILCA-QUISPE et al., 2010).

1.4 FOSFOLIPASES A2 (PLA2s) DA PECONHA DE SERPENTES

E essencial que as caracteristicas estruturais e funcionais dos componentes da peconha
dessas serpentes sejam definidas. As PLAs sdo as unicas atualmente descritas em peconhas de
serpentes e podem ser classificadas em 15 grupos de acordo com sua funcdo e estrutura, incluindo
4 principais tipos: sPLA> (secretada), cPLA: (citosolica), iPLA: (independente de calcio), e fator
ativador de plaquetas (PAF). As PLAs provenientes de serpentes do género Bothrops séo
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classificadas como sPLAs do grupo Il, que diferem em suas pontes dissulfeto comparado com
PLA>s de outras serpentes, classificadas como sPLA2s do grupo | (DENNIS; BURKE, 2009)
(Figura 3).

Figura 3: Estruturas tridimensionais de fosfolipases dos grupos IA, IB e 11

Grupo IB Grupo Il

Grupo IA

Estruturas tridimensionais de fosfolipases do grupo IA da peconha de Naja naja sagittifera, do grupo IB do pancreas
porcino de Sus scrofa, e do grupo Il da peconha de Daboia russelii. Apesar que as sequéncias de aminoécidos entre 0s
grupos sejam diferentes, ha algumas estruturas comuns entre todas as fosfolipases A, dos grupos | e II, inclusive duas
alfa-hélices e duas asas de beta-folhas. As pontes dissulfetos Gnicas em cada fosfolipase incluem: Cys11-Cys77 nos
grupos 1A e IB, e Cys50-Cys134 no grupo Il. Essas estruturas tridimensionais sdo altamente conservadas entre as
fosfolipases do mesmo grupo (MACKESSY, 2010).

Imagens de JABEEN et al., 2005; PAN e BAHNSON, 2010; SHUKLA et al., 2012, respectivamente.

Uma vez que os fosfolipideos estdo presentes em todos os organismos vivos como
componentes de membranas celulares, as enzimas que clivam essas moléculas, como fosfolipases,
sdo também amplamente distribuidas na natureza. As fosfolipases sdo compostas de dois grupos
de acordo com o tipo de clivagem em um fosfolipido: as hidrolases de acilos (PLA1, PLA>, PLB,
e LysoPLA) e as fosfodiesterases (PLC e PLD) (Figura 4). Todas as PLA>s catalisam a hidrélise
da ligacdo sn-2-acila de glicerofosfolipidos em uma forma dependente de céalcio produzindo os
acidos graxos livres e lisofosfolipidos (Figura 5). Porém, suas fungdes fisioldgicas, modo de agéo,
e regulacdo variam muito (COGO, 2006; ALOULOU et al., 2012).
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Figura 4: Especificidade de hidrdlise de ligacGes ésteres das fosfolipases

PLB R|)LO/Y\ON};—O’R;
LysoPLA" Ry ‘n’d H\ o

N J

As PLA;, PLA,, e PLC catalisam a hidrolise da ligagdo éster do sn-1 (1), sn-2 (2), e sn-3 (3) de um fosfolipideo,
respectivamente. A PLD hidrolisa a ligagcdo fosfodiéster. A PLB cliva ambas as ligagdes ésteres sn-1 e sn-2. *A
LysoPLA pode clivar ou a ligagdo éster sn-1 ou a sn-2 ou ambas. R1, R, € R3 representam grupos variados.

Fonte: RICHMOND; SMITH, 2011

Figura 5: Mecanismo de acé@o de uma fosfolipase A
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Uma fosfolipase catalisando a hidrolise da ligagdo sn-2-acila de um glicerofosfolipideo em uma forma dependente de

calcio produzindo um &cido graxo livre e lisofosfolipido. Imagem adaptada de DENNIS et al. 1981

A presenca de isoformas de PLA>s ja foi comprovada na mesma peconha de serpentes ou
em peconhas de outras espécies do mesmo género, e apesar da semelhanca bioguimica entre essas
isoformas, diferencas sdo encontradas em suas atividades farmacolégicas e enzimaticas (PONCE-
SOTO et al., 2010). A existéncia da diversidade de proteinas da mesma familia na mesma peconha
de serpente, mas que diferem em seus efeitos farmacologicos, representa uma evolucdo darwinista
que provavelmente desenvolveu-se devido 0s numerosos organismos que uma serpente possa tentar
vitimar (CALVETE, 2009).
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As PLA>s encontradas em pegonhas de serpentes podem ser subdivididas principalmente
em Asp49 e Lys49. No primeiro grupo é notavel a capacidade de degradacdo enzimatica de
fosfolipideos, enquanto que, no segundo, esta atividade apresenta-se de forma residual ou nula. De
qualquer forma, ambas exibem diversas atividades bioldgicas tais como, neurotoxicidade,
miotoxicidade, cardiotoxicidade e hemdlise (FLORIANO et al., 2013; HELENO et al., 2013).
Além disso, podem induzir edema, o qual pode ser aumentado por causa da degradacdo enzimatica
de fosfolipideos (CHAVES, 1998).

As PLA>s miotoxicas sdo importantes, pois sdo ferramentas relevantes para o estudo dos
mecanismos chaves da inflamacédo. De fato, os niveis elevados de PLA>s secretadas (SPLA:S) sdo
detectados em numerosas doengas inflamatdrias em seres humanos, tais como asma brénquica,
rinite alérgica, choque séptico, pancreatite aguda, queimadura extensa, doencas auto-imunes, artrite
reumatoide, doencas inflamatdrias do intestino e aterosclerose. Os mecanismos envolvidos na acao
pré-inflamatéria de SPLA.s estdo sendo ativamente investigados, e a maior parte deste
conhecimento é baseada em estudos usando PLA»s purificadas de peconhas animais
(CARREGARI; FLORIANO; RODRIGUES-SIMIONI, 2013).

Vaérios estudos focando nas fungdes bioldgicas de PLA2s tém descoberto informacdes
essenciais em direcdo ao desevovimento de terapias bioldgicas contra algumas das doencas listadas
anteriormente. Utilizando inibidores de PLA>s encontrados em macréfagos humanos, desenvolveu-
se novas opcdes de tratamentos contra artrite reumatoide, inflamacé&o e erosdo 6ssea (DAVIGNON
et al., 2013). Diversos trabalhos investigaram o uso de PLA,s em tratamentos antitumorais,
encontrando algumas que matam células tumorais através de citotoxicidade, e outras que
bloqueiam adesdo e migracdo celular inibindo o desenvolvimento de tumores (ZOUARI-
KESSENTINI et al., 2013). Ainda, outras pesquisas estudaram mais detalhadamente as PLA2S
envolvidas em transtornos neuroldgicos como a doenca de Alzheimer, a doenca de Parkinson, a
esclerose mdltipla, a epilepsia, entre outros. Através de uma atencdo especifica a essas PLA2S e
seus inibidores, os autores conseguiram desenvolver um tratamento que, em ensaios em modelos
murinos, mostrou a eficAcia em reduzir transtornos neuroldgicos (CALON et al., 2004;
FAROOQUI; ONG; HORROCKS, 2006).

Neste contexto, a purificacdo e a caracterizagdo de uma nova PLA. da peconha de B.
marajoensis pode ser uma ferramenta importante para a melhor compreensdo dos mecanismos

fisiopatolégicos da mesma, assim como ser implicada em possiveis aplicacGes biotecnoldgicas.
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1.5 LEISHMANIOSE

Além dos acidentes ofidicos, ha outras doencas tropicais que necessitam de estudos, tendo
como objetivo, entre outros, criar alternativas terapéuticas, com drogas mais eficientes e com
menos efeitos colaterais toxicos do que os tratamentos atuais. Uma dessas doencas causada por
protozodarios parasitarios é a Leishmaniose. A fisiopatologia associada a este parasita tem sido bem
estudada, porém ainda ndo estd recebendo atencdo de maneira satisfatdria pelas industrias
farmacéuticas (REITHINGER et al., 2007). Por ainda ser considerada uma doenca negligenciada
h& um nimero maior de vitimas da leishmaniose do que deveria haver, se investimentos maiores
fossem empregados no seu estudo (WHO, 2014b).

Incontestavelmente, as 1.300.000 pessoas infectadas todo ano com algum tipo de
leishmaniose e 310.000.000 pessoas em risco de serem infectadas, merecem uma atencao maior da
comunidade contra essa doenca devastadora (WHO, 2014b). A leishmaniose é prevalente em 98
paises e 3 territorios em 5 continentes (Figura 6A), com mais de 90% dos casos ocorrendo em
apenas 6 paises: Bangladesh, Brasil, Etidpia, india, Nepal, e Sud&o. O estimado nimero de mortes
anualmente causadas por leishmaniose sdo de 20.000 a 50.000 (WHO, 2015b). Entre os anos 1990
e 2013, mais de 600.000 casos clinicos de leishmaniose foram registrados no Brasil, a maioria
devido a leishmaniose cutanea com aproximadamente 10% devido a leishmaniose visceral. A
leishmaniose cutdnea mostra uma incidéncia maior na regido norte do pais, enquanto a
leishmaniose visceral é mais prevalente no nordeste e centro-oeste (Figura 6B) (KARAGIANNIS-
VOULES et al., 2013).

Essa patologia é transmitida pelo vetor flebotomineo, da subfamilia Phlebotominae,
geralmente do género Lutzomyia. Quando um flebotomineo se alimenta de sangue humano, o
protozoario é inoculado na forma flagelada, no homem chamado promastigota metaciclico. O
parasita € rapidamente fagocitado por macrdfagos do hospedeiro e € envolvido por um
fagolisossomo onde é convertido na forma amastigota, sem flagelo, por causa do seu mecanismo
de evasdo contra 0s processos de degradacdo realizados nos macrofagos. Esses protozoarios se
multiplicam nas células dos tecidos onde os macrofagos estdo localizados, tais como tecidos
cardiacos, digestivos, ou nervosos, entre outros. Depois de um tempo, os macréfagos sao lisados e
as amastigotas infectam outros macréfagos, possivelmente em outros tecidos hospedeiros. Quando

um outro flebotomineo suga o sangue de um hospedeiro infectado, ingere amastigotas da
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Leishmania spp. seguido por um outro ciclo dentro do vetor até chegar na saliva para infectar um
outro hospedeiro em potencial. O desenvolvimento de novos tratamentos contra leishmaniose
deveria considerar como alvo as formas infectantes do parasita citadas anteriormente
(KIERSZENBAUM, 1999; REITHINGER et al., 2007; ABADIR et al., 2010).

Figura 6: Distribuicéo geografica mundial e no Brasil da leishmaniose
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Distribuicdo geogréafica mundial de leishmaniose visceral (LV) baseado em casos relatados em 2012 (A) e incidéncia
de leishmaniose cutdnea (LC) (esquerda) e leishmaniose visceral (direita) por 10.000 pessoas durante 2001-2010 no
Brasil (B). Os locais em azul foram excluidos por falta de dados completos.

Gréficos adaptados de: WHO, 2015b; KARAGIANNIS-VOULES et al., 2013
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Ha cinco tipos de manifestacfes da doenca em humanos — a leishmaniose visceral, a
leishmaniose tegumentar/cutanea, a leishmaniose mucosa, a leishmaniose mucocutanea, e a
leishmaniose cutanea difusa (ADADE et al., 2014; RODRIGUES; GODINHO; DE SOUZA,
2014). Os quadros clinicos desses tipos da leishmaniose podem variar de acordo com areas
geogréficas, diferentes espécies de Leishmania e a resposta do hospedeiro (READY, 2014).

A leishmanoise visceral € causada pelas espécies Leishmania infantum/L. chagasi, L.
donovani (MONGE-MAILLO; LOPEZ-VELEZ, 2013). Pode ter apresentacdes clinicas variadas
desde a forma assintomatica até o quadro classico da doenca caracterizado por febre, anemia,
hepatoesplenomegalia, hemorragia, linfadenomegalia, perda de peso, taquicardia, tosse seca,
diarréia, e desnutricdo. Essa forma da leishmaniose pode levar a 6bito em 2-3 anos (PASTORINO
etal., 2002; GOMES et al., 2004).

A leishmaniose tegumentar, na maioria dos casos é causada pelo parasita da espécie
Leishmania (Viannia) braziliensis mas ha registros de manifestacbes da leishmanisoe tegumentar
sendo causada pelas seguintes espécies também: L. (V.) peruviana, L. (V.) guyanensis, L.(V.)
panamensis, L. (V.) lainsoni, L. (V.) naiffi, L. (V.) shawi, L.(V.) colombiensis, L.(V.) lindenbergi,
L. (Leishmania) mexicana, L. (L.) pifanoi, L.(L.) amazonensis, L. (L.) garnhami, L.(L.)
venezuelensis, L. tropica, L. major e L. aethiopica (SILVEIRA; LAINSON; CORBETT, 2004). E
caracterizada por Ulceras cutaneas rasas com bordas elevadas e bem definidas no ponto de
inoculacdo de parasitas promastigotas metaciclicos. A leséo tipicamente comega como uma papula
eritematosa, que pode ser vista a partir de alguns dias a varios meses, apds a inoculacdo inicial do
parasita. Esta, posteriormente, avanca para uma Ulcera do qual pode curar sozinha entre 3 a 15
meses depois do surgimento. Em alguns casos, o tratamento é necessario para acelerar 0 processo
da cura (ABADIR et al., 2010). Uma varicao clinica da leishmaniose tegumentar é a leishmaniose
mucocutanea, caracterizada por nodulos e ulceracdo geralmente em membros inferiores. Se néo for
tratado, pode desenvolver-se em leishmaniose mucosa, o0 qual apresenta lesdes mucosas,
principalmente no nariz e/ou na boca (GONTIJO; DE CARVALHO, 2003; GOMES et al., 2004).

Essa doenga endémica em regibes equatoriais, tem tratamentos incluindo antimonios
pentavalentes, como estibogluconato de sédio, desoxicolato de anfotericina B, anfotericina B
lipossomal, pentamidina, miltefosina, entre outros. O medicamento utilizado como primeira
escolha no Brasil é o0 antimoniato de metilglucamina. Apesar que esse tratmento é eficaz contra as

formas diferentes da leishmaniose, por causa da grande quantidade excretada pelos rins, faz-se
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necessario um regimento de aplicagdes diérias durante um longo periodo, o qual pode levar a falta
de término de tratamento. Nenhum dos tratamentos disponiveis para a leishmaniose atualmente é
ideal por causa de seus altos custos, efeitos colaterais toxicos, falta de eficacia e de acesso em certas
regides, além da resisténcia do parasita. Mesmo depois de tratamento, no caso da leishmaniose
visceral, pode se desenvolver em outras formas de leishmaniose cutanea (RATH et al., 2003; WHO,
2015b).

De maneira geral, essas limitacGes de tratamento podem ter consequéncias sérias, pois o
tratamento das manifestacdes clinicas € obrigatorio, sob pena de progresséo e prognostico graves
(KEVRIC; CAPPEL; KEELING, 2015; SAVOIA, 2015). Especificamente a leishmaniose cuténea,
embora possa-se curar espontaneamente, em alguns casos o tratamento é necessario (CDC, 2013a).

A leishmaniose € geralmente fatal dentro de 2 anos de infeccéo se deixar de trata-la (WHO, 2015b).

1.6 DOENCA DE CHAGAS

Outra doenca negligenciada que capta a atencdo da comunidade cientifica é a doenca de
Chagas. Trata-se de uma doenca potencialmente fatal, provocada pelo parasita protozoério
Trypanosoma cruzi e constitui-se um grave problema de satde em regi6es endémicas da América
Latina (TIMM et al., 2014). O parasita pode entrar no organismo de um hospedeiro humano atraves
do consumo de alimentos contaminados por T. cruzi, transfusdes de sangue de doadores infectados,
infeccdo congeénita, transplantes de drgaos, acidentes laboratoriais, ou de forma vetorial (WHO,
2014a).

Cerca de 8 milhGes de pessoas no mundo sdo portadoras da doenca e destas,
aproximadamente 3 milhdes no Brasil (Figura 7). Devido a inexisténcia de uma vacina disponivel
no mercado, e apesar dos esforcos para controle do vetor triatomineo, novos casos Sdo
diagnosticados anualmente (BRASIL, 2014; WHO, 2014a). Até 30% e 10% das pessoas infectadas
desenvolvem alteracGes cardiacas e digestivas ou neuroldgicas, respectivamente, que podem levar
a morte depois de muitos anos (WHO, 2014a). E estimado que a doenca de Chagas causa 10.000
mortes anualmente, sendo considerada a causa principal de mortes na populacdo idosa no Brasil
(CHATELAIN, 2015).
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Figura 7: Distribuicao geogréafica mundial da doenca de Chagas
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Distribuig8o geografica mundial da doenga de Chagas baseado em casos relatados em 2012.
Gréfico adaptado de: WHO, 2015b

No Brasil ha mais de 152 espécies de triatomineos, o vetor da doenca, inclusive alguns
principais: Triatoma infestans, Rhodnius prolixus e Panstrongylus megistus que ao se alimentar do
sangue do hospedeiro, defeca em regido muito préxima ao local da picada. Uma reacdo inflamatoria
se instala no local da picada provocando intensa coceira. Ao cocar, cria uma via de entrada pelo
qual as fezes contendo o parasita em forma tripomastigota metaciclico entram no organismo do
hospedeiro. Os macréfagos encontram o parasita e o fagocitam, mas ele tem um mecanismo de
escape dos vacuolos por meio de enzimas expressas em sua superficie, liberando-o do processo de
degradacdo pelo sistema imune (MAUEL, 1984; KELLY, 2003). O parasita invade células
hospedeiras no sitio de inoculacédo e evolui para a forma replicativa, amastigota. As amastigotas se
multiplicam dentro das células e diferenciam-se em tripomastigotas. Nessa forma, séo liberadas na
corrente sanguinea para invadir outras células do mesmo tecido ou de tecidos diferentes. Quando
um outro barbeiro suga o sangue desse hospedeiro infectado, o parasita € ingerido e o barbeiro se

torna um vetor da doenga, capaz de infectar outras pessoas no futuro (CDC, 2010).
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Ap6s 0 momento de infecgdo com o parasita, 0 hospedeiro entra na fase aguda da doenca.
Mais de 99% dos casos agudos da doenga de Chagas sdo assintomaticos ou apresentam sintomas
ndo especificos como febre e dispnéia; porém ha 5-10% de mortalidade entre os pacientes na fase
aguda que ndo recebem tratamento (TEIXEIRA et al., 1978; BASTOS et al., 2010). Depois de um
determinado tempo, geralmente 1-2 meses, 0 paciente entra a fase cronica da doenca, o qual na
maioria dos casos € assintomatica. Alguns pacientes desenvolvem as formas mais graves da
doenca, inclusive a forma cardiaca e a digestiva. O desenvolvimento dessas formas fatais da doenca
pode ser dependente da resposta imune inicial do paciente na fase aguda, entre outros fatores
(ANDRADE; GOLLOB; DUTRA, 2014).

Atualmente, apenas uma forma de tratamento é considerada eficaz, empregada
rotineiramente e estd baseada em dois nitroderivados: o benzonidazol (Bz) e nifurtimox (Nf).
Embora o tratamento tenha uma elevada eficacia em eliminar o parasita no inicio da fase aguda,
com o progresso da doenga, sua capacidade em eliminar o protozoario diminui substancialmente
(TIMM et al., 2014). Essas drogas utilizadas na quimioterapia também mostram vérios efeitos
colaterais, inclusive dermatite alérgica, prurido, febre, intoleranica gastrointestinal, entre outros,
destacando a urgéncia para o desenvolvimento de tratamentos alternativos da doenca de Chagas
(CHATELAIN, 2015). Além disso, seu alto custo € um dos motivos pelo qual a doenca de Chagas
seja uma doenca negligenciada com altos indices em pessoas de baixa renda (PEREZ; LYMBERY;
THOMPSON, 2014). Neste contexto, o desevolvimento de novas drogas que sejam seguras,
eficazes e de baixo custo sdo extremamente necessarias (WHO, 2014a; CHATELAIN, 2015).

Além dos tratamentos pés-infeccdo, uma outra abordagem para o controle da transmissao
da doenca esta baseada no controle do vetor e triagem nos bancos de sangue. Porém, devido aos
elevados custos em manter tais programas, bem como a existéncia de reservatérios animais,
associadas a falta de quimioterapia adequada, a erradicacdo da doenca de Chagas ainda € um
objetivo pouco plausivel (RODRIGUEZ-MORALES et al., 2015).

1.7 MALARIA
A maléria € uma das principais doencas parasitarias relevantes em &reas tropicais do

mundo, causada por protozoarios do género Plasmodium, cinco dos quais sdo capazes de infectar

0 ser humano, os primeiros trés sendo encontrados nas Ameéricas: P. falciparum, P. vivax, P.
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malariae, P. ovale, e o mais recentemente identificado P. knowlesi (SINGH et al., 2004).
Felizmente, a comunidade internacional tem investido muito no controle, prevencao, diagndstico e
tratamento de maléria durante as Gltimas duas décadas, levando a uma declinacdo substancial na
transmissdo de malaria. Porém, ainda constitui a doenca hemoparasitica mais comum do mundo
(WESOLOWSKI et al., 2015; QUINONES et al., 2015).

Figura 8: Casos de malaria por 1000 pessoas na América do Sul em 2014
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Distribuigdo geografica da malaria na América do Sul medida por casos confirmados por 1000 pessoas em 2014.
Gréfico adaptado de: WHO, 2015d

No ano 2000, a OMS criou um plano de 15 anos chamado Millenium Development Goals
para combater a maléria mundialmente. Apesar que essas metas foram alcangadas e o risco, casos,

e mortalidade associados com a malaria tém diminuido muito, ainda ha muito a melhorar.
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Atualmente, ha aproximadamente 3,2 bilhdes de pessoas em risco de contrair a maléria, sendo que
em 2015, houve 214 milhdes de novos casos e 438.000 mortes. Na América do Sul, o nimero de
casos de malaria diminuiu de 1,2 milhdes em 2000 a 390.000 em 2014, apresentado por regido na
Figura 8. Destes, o Brasil foi 0 pais com a maior incidéncia da regido, representando 37% dos
casos, e quase a metade das 79 mortes relatadas, com a maior ocorréncia no estado de Amazonas
(WHO, 2015d).

A malaria tem dois hospedeiros: o vertebrado e a mosquito fémea do género Anopheles.
Quando um mosquito infectado com Plasmodium spp. pica um ser humano, esporozoitos sdo
inoculados pelo vetor e migram pelo sangue do hospedeiro para as células Kupffer, células
hepaticas humanas. No ciclo exo-eritrocitico que ocorre no figado, o parasita replica-se dentro de
hepatocitos que eventualmente sdo rompidos liberando parasitas na forma de merozoitos. Os
merozoitos infectam as células vermelhas do sangue, comecando o ciclo eritrocitico, quando
aparecem os sintomas no hospedeiro. No ciclo eritrocitico, o parasita se multiplica mais uma vez,
primeiro formando trofozoitos jovens e depois esquizontes. Os esquizontes sdo rompidos deixando
o parasita em forma de merozoito livre para infectar outros eritdcitos, repetindo o ciclo eritrocitico.
Em algum momento, os trofozoitos imaturos podem se diferenciar em gametécitos masculinos e
femininos dentro dos glébulos vermelhos do humano. Se um mosquito do género Anopheles picar
um humano com células vermelhas infectadas com gametocitos do parasita Plasmodium spp., o
mosquito se torna vetor da doenca, podendo infectar outros humanos quando suga seu sangue no
futuro (MILLER et al., 1973; SICILIANO e ALANO, 2015; CDC, 2015).

Entre 8 e 30 dias depois da picada do mosquito infectado com o Plasmodium spp., podem
aparecer os primeiros sintomas da maléria. Os mesmos sdo variaveis e parecidos com infeccdo
viral, inclusive: dor de cabeca, cansaco, fadiga, desconforto abdominal, dores musculares e
articulares, febre, calafrios, tremores, sudorese, anorexia, vomito, diarréia, dor abdominal, falta de
apetite e mal-estar geral (FIOCRUZ, 2013). Se for detectado nessa fase aguda, e tratamentos
apropriados forem administrados, uma recuperacdo completa é geralmente vista. Porém, se
tratamento for adiado ou um tratamento de mal qualidade for administrado, o paciente
frequentemente pode desenvolver malaria severa afetando os 6rgdos do infectado. Os sintomas da
malaria grave podem incluir: coma (maléria cerebral), acidose metabdlica, anemia grave,
hipoglicemia, insuficiéncia renal aguda ou edema pulmonar agudo, e em muitos casos € fatal (DEL
PRADO et al., 2014; WHO, 2015a).
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Os tratamentos antimaléricos atualmente utilizados variam de acordo com a espécie de
Plasmodium involvida, evolugdo de resisténcia as drogas, a severidade do quadro clinico, e até a
regido geografica em alguns casos (CDC, 2013b). Por causa da resisténcia de muitas cepas de
Plasmodium as drogas antimalaricas, a OMS recomenda terapia em combinacdo baseada em
artemisinina (ACT) para a maioria dos casos de malaria causados por P. falciparum, inclusive os
seguintes pares de remédios: artemeter/lumefantrina, artesunato/amodiaquina,
artesunato/mefloquina, diidroartemisinina/piperaquina, artesunato/pironaridina e
artesunato/sulfadoxina-pirimetamina. Enquanto esses ACTs podem ser eficazes contra outras
espécies de Plasmodium, Cloroquina/primaquina permanece no tratamento de primeira linha para
acura radical da espécie P. vivax na maioria das regies (CUl et al., 2015). A prevencao da malaria
inclui uso de repelentes e insecticidas; porém resisténcia do vetor a esses, assim como a resisténcia
do parasita as terapias antimalaricas tém levado a comunidade cientifica a explorar alternativos,
tais como uma vacina ou novos tratamentos. Esses esforcos até agora tiveram pouco sucesso
(LONGLEY; HILL; SPENCER, 2015).

1.8 ATIVIDADE ANTIPARASITARIA DE PECONHAS DE SERPENTES E
FOSFOLIPASES A2

Considerando que a doenca de Chagas, a Leishmaniose e a malaria afetam milhdes de
pessoas ao redor do mundo, ha uma grande necessidade de mecanismos de prevencéo e tratamento
destas graves patologias. Apesar de haver tratamentos para essas doencgas, 0S mesmos nao sao
ideais por ndo serem totalmente eficazes e apresentarem efeitos colaterais (GONCALVEZ et al.,
2002).

Tradicionalmente, as pegonhas de animais foram usadas no tratamento de algumas
condicdes fisiopatoldgicas e com o progresso da Biotecnologia e ciéncias émicas e melhores
técnicas de purificagdo de componentes dessas pegonhas, 0s usos terapéuticos de algumas destas
condigdes tém progredido (ADADE et al., 2011). Depois do desenvolvimento do anti-hipertensivo
Captopril, diversas pesquisas ciéntificas vém investigando o potencial de peconhas de serpentes e
seus componentes como tratamentos em potencial contra uma diversidade de doencas, porém, com
relativamente pouco sucesso (CUSHMAN et al., 1977; HARVEY, 2014).
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Os resultados de alguns estudos que foram realizados em relagdo a pegonhas de serpentes,
suas PLA>s e seus efeitos contra Trypanosoma cruzi, Leishmania spp., e Plasmodium falciparum
estdo apresentados nas Tabelas 2, 3, e 4, respectivamente. Compara-se as formas morfologicas dos
parasitas, assim como o grau de atividade antiparasitaria de espécies e géneros diferentes de
serpentes.

Alguns desses estudos investigaram 0s possiveis mecanismos e moléculas da peconha
responsaveis pelo efeito antiparasitario. Castillo-Vigil e colaboradores (2008) avaliaram o
mecanismo de acdo da atividade tripanocida da peconha de B. asper. Foi descoberto que a morte
dos parasitas aconteceu por meio da combinagdo de necrose e apoptose, provavelmente causado
principalmente pelas a¢des das PLA>s da pe¢onha, devido ao compremetimento da integridade da
membrana celular. Adade e colaboradores (2011) demostraram que a utilizacdo de para-
bromophenacyl-bromide (p-BPB), um inibidor de PLA>s causou uma inibigéo parcial da atividade
tripanocida da peconha de C. v. viridis. Sugere-se que a PLA> pode agir diretamente sobre o
parasita, e também que outros compostos presentes na peconha, como as LAAOSs, provavelmente
tém funcdes sinérgicas. Em trés estudos, as PLA2s foram isoladas da pegonha de B. brazili, B.
mattagrossensis e B. moojeni e seus efeitos antiparasitarios foram verificados contra algumas
espécies diferentes de Leishmania spp. (STABELI et al., 2006; COSTA et al., 2008; MOURA et
al., 2014). Porém, em um outro estudo, a peconha de B. marajoensis mostrou atividade
leishmanicida contra L. amazonensis e L. chagasi mas duas PLA>s isoladas ndo foram eficazes
contra Leishmania sp. (COSTA TORRES et al., 2010). Além disso, uma PLA; catalicamente
inativa isolada da peconha de Bothrops pauloensis, BnSP-7, inibiu a proliferacdo de formas
promastigotas e amastigotas de L. amazonensis e também causou mudangas morfolégicas nos
parasitas (NUNES et al., 2013) (Tabela 2). Comparado com o vasto nimero de PLA2s de pe¢onhas
de serpentes de espécies variadas, ha poucos estudos para definir os mecanismos moleculares da
acao antiparasitaria dessas moléculas.

Em relacdo a malaria, hd alguns estudos investigando os efeitos antimaléricos de
peconhas de serpentes e suas PLA2s. Entre os resultados publicados, inclui uma PLA: isolada da
serpente Crotalus adamanteus que bloqueia o desenvolvimento dos oocinetos, formas do parasita
Plasmodium falciparum e P. gallinaceum dentro do intestino do mosquito, em sistema in vitro. Os
autores explicam que o0 mecanismo nessa situacdo envolve a interacdo da PLA2 com a membrana

das células intestinais, inibindo a ligacdo dos oocinetos com a mesma (ZIELER et al., 2001).
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Guillaume e colaboradores (2004) mostraram efeitos antimalédricos de sete PLA>s, algumas
provenientes de peconhas de serpentes, contra formas intraeritrociticas de P. falciparum, sugerindo
sua hidrdlise do soro, gerando produtos lipidicos toxicos, o qual mata o parasita. Esses estudos sao
corroborados por outros estudos com peconhas de serpentes e suas PLA>S, assim como venenos e
PLA>s de abelhas, contra Plasmodium spp (CASTILLO et al., 2012; QUINTANA et al., 2012;
TERRA et al., 2015).

Poucos estudos referentes a caracterizacdo dos componentes da peconha de Bothrops
marajoensis estdo disponiveis na literatura. Portanto, para maior compreensao do envenenamento
produzido pela pegonha da espécie B. marajoensis, inclusive seu potencial biotecnologico, os
componentes quimicos devem ser identificados e estudados. Uma vez que as serpentes desse
género sdo responsaveis pela maioria dos casos de acidentes ofidicos anualmente no Brasil, uma
maior compreensao das toxinas constituintes dessas peconhas, em especial as sSVPLA?s, € essencial
para melhorar o conhecimento a cerca dessa doenca negligenciada. VVale a pena ressaltar que as
fosfolipases A> sdo amplamente distribuidas nos seres vivos, e também estdo envolvidas em muitos
distarbios fisiopatologicos relativamente comuns em seres humanos.

No contexto das informacdes apresentadas anteriormente, este estudo pretende realizar a
caracterizagdo bioquimica e estrutural de uma fosfolipase A2 bésica inédita proveniente da pegconha
de Bothrops marajoensis e a avaliacdo de sua atividade antiparasitaria contra 0s protozoarios

causadores de Leishmaniose, Doenga de Chagas e Malaria.
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Tabela 2: Atividade antiparasitaria de peconhas de serpentes e suas PLA:s contra Leishmania spp.

Atividade Antiparasitaria contra promastigotas da

Espécie PLA; L eishmania Referéncia
L. L. L. L. L. L.
amazonensis  braziliensis  major chagasi  donovani infantum
. MTX-I ++ ++ NT NT NT NT
Bothrops brazili  \srx_y ++ + NT NT NT NT COSTA et al., 2008
: GONGALVEZ et
Bothrops jararaca NT NT +++ NT NT NT al,, 2002
Bothrops +H NT NT  +++ NT NT
leucurus BleuPLA, . NT  NT - NT  NT ORRESeal200
. DE MENEZES et
Bothrops lutzi + NT NT + NT NT al., 2012
Bothrops + NT NT + NT NT COSTA TORRES
marajoensis BmarPLA; - NT NT - NT NT etal., 2010
BmatTX-I + NT NT NT NT NT
Bothrops ﬁmatTX- + NT NT NT NT NT MOURA etal.,
mattogrossensis 2014
pmatrx ¥ NT NT NT NT  NT
TEMPONE et al.,
Bothrops ++ NT NT  NT NT NT o0t
moojeni MTX-I1 + + + NT + NT STABELI et al.,
2006
Bothrops BnSP-7 + NT NT  NT NT NT  NUNESetal, 2013
pauloensis
Bungarus caeruleus NT NT NT NT ++ NT BH'A‘eTtTalA_‘CZB'gRYA
Cerastes cerastes NT NT NT  NT NT +++ E%?’;‘ég?gﬁ
Crotalus ++ NT NT  NT NT NT
durissus )
cascavella Crotoxin + NT NT  NT NT NT PASSE(?OC; etal.,
Crotalus durissus collilineatus ++ NT NT NT NT NT
Crotalus durissus terrificus +++ NT NT NT NT NT
Micrurus spixii +++ NT NT NT NT NT TERRA et al., 2015
Naja haje NT NT NT NT NT ++ FERNANDEZ-
Vipera lebetina NT NT NT NT NT +* GOMEZ, 1994

NT=ndo testada; +++ 1Csp <10 pg/mL; ++ I1Csp 10-50 pg/mL; + 1Cso >50 pg/mL; - Nenhuma atividade antiparasitaria
encontrada; * ICsp ndo foi calculado, simbolo (+++, ++, ou +) escolhido baseado na andlise qualitativa dos proprios

autores
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Tabela 3: Atividade antiparasitaria de peconhas de serpentes e suas PLAs contra Trypanosoma cruzi

Espécie PLA;

Atividade Antiparasitaria contra Trypanosoma

cruzi

Referéncia

Formas
tripomastigotas

Formas
amastigotas

Formas
epimastigotas

Atropoides nummifer +++" +++ +
Atropoides picadoi ++ ++ + CASTILLO-VIGIL,
Bothriechis schlegelii +++" +++ ++ 2008
Bothrops asper +++" +++ ++
Bothrops jararaca SR SR ot GONGALVELZ et
al., 2002
Bothrops NT NT +++ TORRES et al.,
leucurus BleuPLA; NT NT - 2009
. DE MENEZES et
Bothrops lutzi NT NT + al., 2012
Bothrops NT NT ++ TORRES et al.,
marajoensis BmarPLA; NT NT - 2009
FERNANDEZ-
Cerastes cerastes NT NT +++ GOMEZ, 1004
Crotalus durissus durissus + +++ +t CASTHEI(S(?S-VIGIL'
Crotalus viridis viridis 4 4+ 4+ ADADE et al., 2011
Naja haje NT NT ++ FERNANDEZ-
Vipera lebetina NT NT +" GOMEZ, 1994

NT=ndo testada; SR=sem resultado; +++ ICsp <10 pg/mL; ++ ICso 10-50 pg/mL; + ICso >50 pg/mL; - Nenhuma
atividade antiparasitaria encontrada; * 1Cso ndo foi calculado, simbolo (+++, ++, ou +) escolhido baseado na analise
qualitativa dos préprios autores
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Tabela 4: Atividade antiparasitaria de pegonhas de serpentes e suas PLA:s contra Plasmodium

falciparum

Espécie PLA; Atividade antiparasitaria contra P. falciparum Referéncia
Formas Formas intraeritrociticas
oocinéticas
N_ap Trofozoitos  Esquizontes
especificado
Agkistrodon halys PLA, NT +++ +++ ++ GUILLAUME
Apis mellifera PLA; NT +++ +++ - etal., 2004
NT T NT NT CASTILLO et
Bothrops asper \% NT ++ NT NT o 2012
VI NT + NT NT '
Crotalus . ZIELERetal.,
adamanteus PLA; +++ NT NT NT 2001
Crotalus durissus NT +++ NT NT QUINTANA et
cumanensis 1 NT +++ NT NT al., 2012
Crotoxin B NT +++ NT NT
Cro_te}lus durissus Crotoxin + NT NT NT ZIELER et al.,
terrificus 2001
Micrurus spixii NT ++ NT NT TER?QSGI al,,
Naja mossambica ! " NT NT NT ZIELER et al
monsambica I o NT NT NT oo0s
1l + NT NT NT
Naja mossambica GUILLAUME
mossambica PLA; NT i A * etal., 2004
. . . ZIELER et al.,
Naja naja PLA, ++ NT NT NT 2001
Notechis scutatus Notexin NT . ++ ++
scutatus
Pandinus . GUILLAUME
imperator IpTxi NT i A * etal., 2004
Vipera Ammodytoxin NT ++ +++ ++
ammodytes

NT=nao testada; +++ 1Cso <1 pug/mL; ++ ICs 1-10 pg/mL; + ICso >10 pg/mL; - Nenhuma atividade antiparasitéria
encontrada; * 1Cso ndo foi calculado, simbolo (+++, ++, ou +) escolhido baseado na analise qualitativa dos proprios

autores
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

O presente trabalho teve como objetivo o isolamento e a caracterizacéo bioquimica de uma
nova fosfolipase A2 homdloga Lys49 a partir da peconha da serpente Bothrops marajoensis com

potencial parasiticida contra Leishmania, Trypanosoma, e Plasmodium.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Isolar uma nova fosfolipase A2 homodloga Lys49 com alto grau de pureza a partir da pegonha
de Bothrops marajoensis;

Obter a massa molecular, ponto isoelétrico e estrutura primaria;

Realizar a busca de similaridade da sequéncia parcial com outras PLA2s descritas;

Analisar as estruturas secundarias com dicroismo circular;

Verificar a oligomerizacao por meio de ensaios de espalhamento de luz dindmico;

Determinar a atividade enzimaética;

Avaliar a atividade antiparasitaria da peconha e da toxina isolada in vitro contra formas
promastigotas de Leishmania infantum, formas epimastigotas de Trypanosoma cruzi e formas
intraeritrociticas de Plasmodium falciparum;

Executar testes de citotoxicidade contra células mamiferas HepG2.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 ISOLAMENTO E CARACTERIZACAO BIOQUIMICA DE UMA PLA; BASICA DA
PECONHA DA SERPENTE Bothrops marajoensis

3.1.1 Pegonha e autorizagao

A peconha de Bothrops marajoensis foi obtida de um pool de espécimes adultos, adquirida
do Serpentério Bioagents (Batatais — SP) e gentilmente doada pelo Prof. Dr. José Roberto Giglio
(in memoriam) da FMRP-USP, Brasil. A peconha desidratada foi mantida sob refrigeracéo (4°C)
no Banco de Venenos Amazdnicos no Centro de Estudos de Biomoléculas Aplicadas a Saude,
CEBIio-UNIR/FIOCRUZ-RO; autorizacdo: CGEN/CNPq 010627/2011-1 (Anexo 9.1).

3.1.2 Cromatografia de troca ionica

Uma aliquota de 400 mg da peconha de B. marajoensis foi solubilizada em 2 mL de
tampé&o bicarbonato de aménio (AMBIC) 50 mM, pH 8,0 (Tampé&o A) e centrifugada a 7000 xg
durante 5 minutos para remocao do material insoltvel. O sobrenadante foi fracionado em coluna
CM-Sepharose (90 cm x 1,5 cm) equilibrada com o mesmo tampdo usado para solubilizar a
peconha. Um gradiente linear de 0 a 100% de AMBIC 500 mM pH 8,0 (Tampéao B) foi usado por
600 minutos sob fluxo de 2,5 mL/minuto, em sistema de cromatografia Akta Purifier (GE). A
eluicdo foi monitorada em filtros de 215 e 280 nm e coletada manualmente. As amostras foram
liofilizadas e armazenadas em geladeiras (-20°C).

3.1.3 Eletroforese em gel de poliacrilamida SDS-PAGE

A eletroforese em gel de poliacrilamida 12,5% (m/v) foi realizada na presenca de SDS
(SDS-PAGE), em sistema descontinuo de pH, em condicdes redutoras e ndo redutoras, descritos
por (LAEMMLI, 1970) com adaptagdes. As fragdes cromatogréficas foram subilizadas em &gua e
uma aliquota de 10 pL contendo 10 ug de proteinas foram misturadas em propor¢do 1:1 com uma
solugéo contendo SDS 4% (m/v), azul de Bromofenol 0,2% (m/v), glicerol 20% (v/v) em Tris 100
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mM pH 6,8 e aquecidas por 5 minutos em 90°C. Para condi¢des redutoras, também foi adicionado
Dithiothreitol (DTT). A eletroforese foi realizada sob amperagem constante (15 mA) por cerca de
90 minutos. Apds isso, o gel de poliacrilamida foi fixado em uma solucao de metanol 40% (v/v) e
acido acético 7% (v/v) por 30 minutos e depois imerso em solucdo contendo Coomassie Brillant
Blue G-250® 0,08% (m/v), sulfato de aluminio 8,0% (m/v), acido o-fosforico 1,6% (m/v) e metanol
20,0% (v/v) por aproximadamente 30 minutos para visualizar as bandas de proteina. O excesso de
corantes foi retirado por imersdo durante 12 horas em solucdo descorante contendo etanol 4% e
acido acético 7% (v/v) em &gua. Foi utilizado Image scanner® (GE Healthcare Lifescience) para

documentar o gel.

3.1.4 Dosagem de proteinas utilizando o método Lowry

Uma aliquota de 5 pL de cada amostra foi aplicada em uma placa de 96 pogos seguido
por 25 pL da solugdo DC protein A BioRad® e 200 pL da solugdo DC protein B BioRad® como
descrito pelo fabricante. Para o branco foi utilizado 5 pL de agua no lugar da amostra. Cada fracdo
e 0 branco foram feitos em triplicato. A placa foi entdo inserida no espetrofotémetro e depois de
incubacgéo por 15 minutos em temperatura de 37°C, a absorbancia de cada poco foi registrada em
cumprimento de onda de 595 nm. A concentragdo das amostras foi determinada pela comparacéo
com curva construida utilizando-se BSA como padréo.

3.1.5 Cromatografia de fase reversa

A fracdo 11 da cromatografia de troca idnica foi diluida em &cido trifluoracético (TFA)
0,1% (Solucdo A) e submetida a fracionamento cromatografico de fase reversa em coluna C18 (25
cm x 0,45 cm — Discovery) previamente equilibrada com a solucdo A e eluida sob gradiente de 0 a
70% de solucdo B [ACN 99,9% (v/v) e TFA 0,1% (v/v)] por 5 volumes de coluna, sob fluxo de 1
mL/minuto. A eluicdo da amostra foi monitorada em 280 nm. Uma recromatografia da fracao
principal dessa cromatografia de fase reversa foi realizada sob as mesmas condi¢des descritas

anteriormente. As amostras foram coletadas manualmente, liofilizadas e armazenadas a -20°C.
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3.1.6 Determinacgédo da massa molecular

A massa molecular da proteina isolada foi determinada por espectrometria de massa
utilizando um aparelno MALDI (dessor¢édo assistida por ionizacdo da matriz a laser) em modo
linear com dois analisadores TOF (AXIMA TOF? Shimadzu Biotech). As padrdes de massa
molecular de insulina, (5.734,5 Da), Citocromo C (12.361,9 Da), Apomioglobina (16.952,2 Da),
Aldolase (39.212,2 Da) e Albumina (66.430,0 Da) foram utilizadas para calibrar o equipamento.
Aliquota contendo 1 pg de cada amostra foi solubilizada em TFA 0,1% (v/v), co-cristalizada com
solucdo saturada de acido sinapinico (matriz de ionizacao) e aplicada em placa metalica. As razdes
massa/carga até 4 décimos foram calculadas pelo equipamento. As massas moleculares foram

registradas em Daltons.

3.1.7 Determinacao do ponto isoelétrico

O ponto isoelétrico da proteina isolada foi determinado por eletroforese bi-dimensional
(2D-SDS-PAGE). A amostra foi solubilizada em solucdo de hidratagdo contendo ureia 7 M,
tioureia 2 M, CHAPS 2,0% (m/v), immobilized pH gradient buffer (IPG buffer®) 0,5% (v/v) e azul
de bromofenol 1,0% (m/v); e aplicada sobre tiras de poliacrilamida de 7 cm com gradiente de pH
de 3,0 a 10,0 imobilizado de forma n&o linear (Immobiline DryStrip®). A focalizagdo isoelétrica
foi realizada para posicionar a proteina em seu ponto isoelétrico no IPGphor 11l System® (GE
Healthcare Life Science) de acordo com as instrugdes do fabricante. Ap6s a focalizagdo isoelétrica,
a tira contendo a proteina foi posicionada na porcao superior do gel de SDS-PAGE 12,5% (m/v)
para realizacdo de eletroforese monodimensional, conforme decrito em 3.1.3. Essa etapa
posicionou a proteina baseada em sua massa molecular. A imagem do gel foi obtida com auxilio

de um Image Scanner I11°.
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3.2 CARACTERIZACAO ESTRUTURAL DE Bmaj-11

3.2.1 Dicroismo circular

Ensaios de dicroismo circular foram realizados em um espectropolarimetro Jasco J-815
(JASCO Inc., Toquio, Japao), equipado com um regulador de temperatura PTC-423-S. A toxina
isolada foi solubilizada em AMBIC 50 mM pH 9 na concentracdo de 0,5 mg/mL. Todas as medidas
foram registradas no intervalo espectral de 190-260 nm em 20°C, utilizando comprimento de
caminho 6ptico de 0,05 mm com velocidade de 100 nm/minuto, largura de banda de 2 nm e tempo
de resposta de 1 s. A absorcéo diferencial foi calculada utilizando a lei de Beer-Lambert: 4 =¢. ¢
. |, onde A ¢ a absorbancia; ¢ é o coeficiente de extingdo molar; ¢ é a concentracdo das moléculas
no meio e | é o caminho dptico. O espectro final € resultado de 20 espectros que foram acumulados
e corrigidos baseado na contribuigdo do tampédo e normalizados para elipcidade molar residual
média (/6/; deg.cm/mol). Essa transformacéo é dada pela equagéo: /0] = (0. 100. M) / (C. /. n),
onde 0 estd em graus, M € a massa molecular da proteina (em Daltons), C é a concentracdo da
proteina (em mg/mL), | é o caminho Otico (em cm) e n é o ndmero de residuos
(CORREA e RAMOS, 2009). Estes experimentos foram realizados em colaboragdo com o
Professor Dr. Marcos R. M. Fontes, UNESP, Botucatu-SP.

3.2.2 Espalhamento de luz dindmico

O espalhamento de luz dinamico foi realizado com a toxina isolada solubilizada em AMBIC
50 mM pH 9 na concentracdo de 1 e 2 mg/mL. A amostra foi filtrada usando membrana de PVDF
com poros de 0,22 um (Millipore) e centrifugada a 10100 xg por 10 minutos em 0°C, antes do
ensaio. Os dados de cem medidas foram coletados em temperaturas de 10, 20 e 25°C em angulo
fixo de 90° no equipamento DynaPro TITAN (Wyatt Technology). Todos os resultados foram
analisados com o software Dynamics v.6.10. Estes experimentos foram realizados em colaboracéo
com o Professor Dr. Marcos R. M. Fontes, UNESP, Botucatu-SP.
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3.2.3 Sequenciamento N-terminal

O sequenciamento dos residuos de aminoacidos da regido N-terminal da proteina isolada
foi feito utilizando 10 pg da proteina. Utilizou-se um microsequenciador automatico PPSQ-33A
(Shimadzu) e o método de degradacdo quimica de Edman (EDMAN, 1950).

3.2.4 Digestao triptica e espectrometria de massa dos peptideos

A fragmentacdo da proteina isolada foi realizada por meio do processo de tripsinizacao.
A proteina foi solubilizada em agua Milli-Q e 50 pg foi adicionado em 10 pL de uma solugdo
composta por 6 M uréia e 100 mM Tris pH 8,0. Foi adicionado 2 pL do agente redutor, DTT 200
mM e Tris 100 mM pH 8,0 e a solucdo foi incubada durante uma hora a 37°C em ambiente escuro.
Posteriormente, foi adicionado 2 pL de agente alquilante, iodoacetamida 200 mM e Tris 100 mM
pH 8,0 e a solucgdo foi novamente incubada por uma hora a 37°C. Apds isso, foi acrescentado 4 pL
de agente redutor, DTT 200 mM e Tris 100 mM pH 8,0, seguida de incubacdo por uma hora a
37°C. Subsequentemente, foi adicionado 75 pL de agua milli-Q a amostra para reduzir a
concentracdo de uréia para 0,6 M, e 10 pL (2 pg) de tripsina. A solucdo foi incubada em banho
seco por 24 horas a 37°C. Em seguida, foi adicionado 1 puL de TFA 0,1%. A amostra foi liofilizada
e armazenada em -20°C.
Sucessivamente, realizou-se a analise dos fragmentos em colaboracdo com o pesquisador
Dr. Daniel Carvalho Pimenta no Laboratdrio de Bioquimica e Biofisica do Instituto Butantd. A
amostra foi solubilizada em 50 pL &cido acetico 0,1% (tampdo A), injetada na coluna de fase
reversa C18 (Supelco, 3 um, 100 A, 50 mm x 2,1 mm) e eluida com um gradiente de 5-40% de
tampéo B (90% acetonitrilo/H20 com 0,1% &cido acético) durante 40 minutos, em fluxo constante
de 0,2 mL/minuto. Os eluidos do HPLC foram monitorizados por um detector Shimadzu SPD-
M20A PDA de 200 a 500 nm (passos de 1 nm). Os espectros de MS foram adquiridos
no espectrometro de massa ESI-IT-TOF (Electrospray-lon Trap-Time of Flight) (Shimadzu Co.,
Japdo) em modo positivo, com voltagem de interface de 4,5 kV, voltagem de detector a 1,76 kV,
temperatura de interface a 200°C, e analisados no intervalo de 50-2000 m/z, obtidos por gas de

colisdo argbnio, com 50% de energia. Para o processamento dos dados foi utilizado o software
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LabSolutions (LCMS solution 3.60.361, Shimadzu). Os espectros MS/MS gerados foram
analisados pelo sofware Peaks Mass Spectrometry (Bioinformatics Solutions Inc., Canad@).

3.2.5 ldentificacdo da toxina por PEAKS

Utilizou-se 0 software PEAKS studio 7.0, associadoa ferramenta InChorus multi-
algorithmic. Com isso, foi calculada a maior probabilidade dos aminoacidos em cada posi¢do da
sequéncia primaria da toxina. Posteriormente, os fragmentos foram comparados com sequéncia de
proteinas depositadas em bancos de dados para elucidar a relativa posi¢do de cada fragmento
tripsinizado na sequéncia priméria da toxina. As sequéncias dos fragmentos foram combinados

para determinar a sequéncia parcial da proteina.

3.2.6 Estudo de similaridade

Apds a obtencdo da sequéncia parcial da Bmaj-Il, foi realizada busca por similaridade nos
bancos de dados UniProtKB e NCBI utilizando o algoritmo BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov).

O alinhamento multiplo com a Bmaj-Il foi realizado utilizando o programa Clustal W
(http://www.ebi.ac.uk/tools/msa.clustalw?/). Os gréficos apresentando regides conservadas entre

as sequéncias foram criados utilizando o programa Weblogo da Universidade de Berkeley

(http://weblogo.berkeley.edu/logo.cqi).

3.3 ENSAIO DE ATIVIDADE FOSFOLIPASICA

A atividade fosfolipasica foi realizada por uma reacdo colorimétrica utilizando como
reagente o acido 4-nitro-3-octanoiloxi-benzoéico (4N30OBA). Aliquotas de 200 pg do reagente
foram solubilizadas com 2 mL de uma solugdo de Tris-HCI 20 mM pH 8,0, NaCl 150 mM,
CaClz 10 mM e, em seguida agitadas. A peconha de B. marajoensis e a toxina a ser analisada foram
diluidas em agua milli-Q para obter uma concentracdo de 1 pg/puL. Em uma placa de 96 pocgos
foram aplicados 10 pL da amostra e 190 pL da solucdo de 4N3OBA (triplicata). Utilizou-se como
controle negativo agua destilada e como controles positivos 1 pg/uL de BthTX-I1I. Imediatamente,

a placa foi incubada em espectrofotdmetro a 37°C e a densidade Optica (OD) mensurada em 425
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nm, sob intervalos cinéticos de 30 segundos durante um periodo de 30 minutos. Os resultados
foram submetidos a andlise de variancia seguidos de pos test de Tukey com p<0,05.

3.4 ATIVIDADE ANTIPARASITARIA

3.4.1 Atividade antipromastigota in vitro contra Leismania infantum, MCAN/ES/92/BNC83

Utilizou-se placas de 96 pogos, onde 3x10° parasitos na forma promastigotas/pogo foram
plagqueados com 200 pL de meio de cultura Schneider suplementado com 10% de SBF e diferentes
concentragdes de peconha ou proteina purificada da peconha de B. marajoensis (100, 50, 25, 12,5
e 6,25 pug/mL) ou meio de cultura (branco). Como controle positivo, utilizou-se 100 pug/mL de
pentamidina. Cada condicdo foi testada em triplicata. Posteriormente, foi adicionada 20 pL de
Resazurina (Sigma®) 3 mM. A placa foi novamente submetida a incubacéo, a 26°C durante 4 horas
e por fim a absorbancia foi determinada a 595 e 495 nm. A eficacia de cada composto foi estimada

calculando a porcentagem de parasitas mortos, e assim a atividade anti-promastigota.

3.4.2 Atividade antiepimastigota in vitro contra Trypanosoma cruzi, Cepa CL-clone B5

Utilizou-se placas de 96 pocos, onde 5x10* parasitos na forma epimastigotas/poco foram
plaqueados com 200 pL de cultura liver infusion tryptose (LIT), suplementado com 10% de soro
fetal bovino (SBF) e diferentes concentracdes de peconha ou proteina purificada da peconha de B.
marajoensis (100, 50, 25, 12,5 ¢ 6,25 pg/mL) ou meio de cultura (branco). Como controle positivo,
utilizou-se 100 pg/mL de benzonidazol. A placa foi incubada a 28°C durante 72 horas. Cada
concentracédo foi testada em triplicata. Posteriormente, foi adicionada 50 pL de CPRG 200 uM; a
placa foi novamente incubada a 37° durante 4 horas e por fim, a absorbancia foi determinada a 595
nm. A eficacia de cada composto foi estimada calculando a porcentagem de parasitas mortos, e

assim a atividade anti-epimastigota.
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3.4.3 Atividade antimalarica in vitro contra Plasmodium falciparum

Utilizou-se placas de 96 pocos, adicionando-se 180ul/pogo de meio de cultura RPMI
contendo: 0,05% de parasitemia e 1,5% de hematocrito para o teste de ELISA anti-HRPI1I. Também
foram adicionados, em triplicata, diferentes concentracgdes seriadas da peconha de B. marajoensis
(3-0,09 pg/mL) e da PLA; isolada (12,5-0,39 ug/mL). Adicionou-se hemécias infectadas como
controle negativo e artemisinina (Sigma®) (50-3,125 ng/mL) como controle positivo. A placa foi
incubada durante 72 horas a 37°C, e em seguida congelada e descongelada duas vezes a -70°C para
que ocorra a lise das hemécias.

Posteriormente, foi realizado o teste imunoenzimético anti-HRPII no qual 100uL do
anticorpo priméario (MPFM 55A ICLLAB®, EUA) a 1,0 pg/mL foram adicionados a cada pogo da
placa de ensaio e novamente incubada por 12 a 16h a 4°C. Apds esse tempo, o contetido dos pogos
foi descartado e 200 uL/pogo de uma solugdo de bloqueio (PBS-BSA 2%) adicionada, com a placa
mantida & temperatura ambiente durante 2h. Em seguida, o contelido dos pogos foi novamente
descartado, a placa lavada trés vezes com PBS-Tween 20 a 0,05% (PBS-T), e foram adicionados
100 pL das amostras da cultura de P. falciparum hemolisadas. Como controle negativo, foram
adicionados 100 pL de amostra congelada pré-sensibilizada com o anticorpo monoclonal anti-
HRPII, e depois a placa foi incubada por 1h a temperatura ambiente, em cdmara Umida. Entéo, a
placa foi lavada trés vezes com PBS-T, adicionando-se a cada po¢o 100 uL do anticorpo secundario
(MPFG55P ICLLAB®, EUA) diluido a 1:5.000 (v:v). Essa lavagem foi repetida novamente e 100
pulL de 5% 3,3',5,5'Tetrametilbenzidina (TMB) foram acrescentados a cada pogo. A placa foi
incubada por 5 a 10 minutos & temperatura ambiente, em ambiente escuro, e adicionou-se
50uL/pogo de uma solugdo de acido sulftrico 1M para interromper a reacéo. A absorbancia foi lida
a 450nm em um espectrofotdbmetro de microplacas (Kasvi®).

A inibicdo do crescimento de 50% dos parasitos foi determinada por meio de curvas dose-
resposta, em funcéo de regressdo ndo linear utilizando o programa Origin (OriginLab Corporation,
Northampton, MA, EUA).
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3.5 ATIVIDADE CITOTOXICA

3.5.1 Atividade citotoxica contra células hepaticas, HepG2

A citotoxicidade das células expostas aos compostos foi avaliada através do método
colorimétrico do MTT (brometo de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazdlio), conforme
descrito por Teles e colaboradores (2011). A linhagem celular HepG2 (derivada de um hepatoma
humano) foi mantida em Roswell Park Memorial Institute (RPMI) contendo 10% de SFB e 40mg/L
de gentamicina, em estufa com 5% de CO3, a 95% de umidade a 37°C.

Primeiro verificou-se a viabilidade das células hepética, HepG2, utilizando uma avaliagdo
qualitativa por meio de observacdo no microscopio e avalia¢do quantitativa por meio de contagem
de células viaveis. Uma aliquota de células foi centrifugado por 5 minutos a 6000 xg e o
sobrenadante foi descartado. Acrescentou-se 1 mL de meio de cultura novo RPMI 1640,
suplementado com soro fetal bovino inativado (FBS) a 10%, 20 mmol L-1 de Hepes (N-2-4cido)
etanossulfonico-hidroxietilpiperazina-N'-2, e 50 mg/mL de gentamicina. Tirou-se 10 pL de células
para contagem utilizando corante eritrosina BA 0,4%. Calculou-se dessa contagem a quantidade
de parasita necessaria para obter 1x10* células em 30 pL de solugdo em cada pogo durante o
experimento. Uma amostra com alta concentracdo de células ndo viaveis ndo € utilizada para os
ensaios. A toxina a ser testada assim como a peconha e controles foram diluidos em PBS de acordo
com a quantidade seca de cada uma. Utilizou-se uma placa de 96 pogos com volume final de 200
uL em cada poc¢o, 20 uL de meio de cultura e droga a ser testada ou controle, 30 puL de célula
hepética e meio de cultura e mais 150 puL de meio de cultura. As drogas a serem testadas foram
distribuidas na placa para obter concentra¢Ges de 3,125 pg/mL — 100 pg/mL todas em triplicata.
Como controle negativo utilizou-se meio de cultura, PBS, e células HepG2. Como controle
positivo, utilizou-se 10% Dimetilsulféxido (DMSO). A placa foi incubada durante 72 horas em
estufa a 24°C. Depois disso, 10 uL de uma solugdo de MTT (5 mg/mL em solugio de fosfato salina
tamponada) foram adicionados a cada poc¢o e incubadas durante 4 horas a 23°C, entéo centrifugadas
a 8000 xg durante 10 minutos e o sobrenadante foi desprezado. A absorbancia foi lida em
espectrofotdbmetro em cumprimento de onda de 540 nm para obter um valor indicativo da

viabilidade do parasita. A percentagem de citotoxidade foi determinada pela equacéo:
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. . absorb.das células tratadas — absorb. das células do branco
% citotoxidade = 1 — |

absorb.das células controle — absorb.das células do branco] x 100

A concentracgdo inibitéria 50% (ICso) foi estimada por ajuste de curva dose resposta usando
0 programa da OriginLab Corporation (Northampton, MA, USA).

3.6 ANALISES ESTATISTICAS

As andlises estatisticas foram realizadas utilizando o software Graph Pad Prism vers&o 6.0.
Os resultados foram expressos como média + desvio padréo (DP). A significancia das diferencas
observadas foi determinada pelo teste ANOVA seguido por pos test de Tukey com valor p < 0,05

considerado como significante.
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4 RESULTADOS

4.1 ISOLAMENTO E CARACTERIZACAO BIOQUIMICA DE UMA PLA: BASICA DA
PECONHA DA SERPENTE B. marajoensis

4.1.1 Isolamento da PLA:?

Para o isolamento de uma PLA: basica da peconha de Bothrops marajoensis foram
utilizadas duas etapas de cromatografia, sendo uma primeira de troca cationica e uma subsequente
de fase reversa (Figuras 9 e 11). O fracionamento da peconha em resina de troca catiénica permitiu
a separacdo em 11 fracdes principais (1-11) (Figura 9).

Figura 9: Perfil cromatogréafico da peconha de Bothrops marajoensis utilizando resina de troca
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Perfil cromatografico da pegonha de Bothrops marajoensis utilizando a cromatografia de troca catibnica em uma
coluna CM-Sepharose (90 x 1,5 cm) previamente equilibrada com o Tampdo A (AMBIC 50 mM pH 8,0) e as fragdes
eluidas sob gradiente de 0 a 100% do Tampédo B (AMBIC 500 mM pH 8,0) em fluxo constante de 2,5 mL/minuto.
*Indica a fragdo 11 (F11) selecionada para futuras etapas de fracionamento. A elui¢do das proteinas foi monitorada

por absorbancia a 215 nm (—) e 280 nm (—). O gradiente linear do Tampéo B é indicado com a linha verde (—).
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As 11 fragOes obtidas a partir da cromatografia de troca ionica foram analisadas por
eletroforese mono-dimensional em gel de poliacrilamida 12,5% em condic¢des redutoras. A fracéo
11 foi selecionada para ser aplicada nas outras etapas cromatograficas baseado em sua
caracteristica basica e a presenca de um componente com massa molecular relativa de 14 kDa,
compativel com a proteina de interesse (Figura 10).

Figura 10: Eletroforese monodimensional das fragcdes cromatograficas da peconha de B. marajoensis

em resina de troca ibnica
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Eletroforese em gel de poliacrilamida 12,5% em condic¢des redutoras (com DTT) da padrdo de massa molecular (MM)
e das fracdes 1-11 da cromatografia de troca idnica da peconha de B. marajoensis. Destaca-se uma banda de massa

molecular aproximada a 14 kDa na fragdo 11 (*).

Como segunda etapa de isolamento da PLA: foi realizada uma cromatografia de fase
reversa em coluna C18. A fracdo 11 da cromatografia de troca ionica foi submetida a uma
cromatografia de fase reversa (Figura 11A), onde a fracdo principal (11.1) foi selecionada e

recromatografada nas mesmas condigOes evidenciando seu grau de pureza (Figura 11B).
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Figura 11: Perfis cromatogréficos de fase reversa
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Perfis cromatogréficos da fracdo 11 da troca i6nica em uma coluna de Fase Reversa (C18 Discovery) previamente
equilibrada com TFA 0,1% (Tampao A) e eluida com ACN 99%+TFA 0,1% (Tampdo B) em gradiente de 0-100%,
sob fluxo constante de 1mL/minuto. A eluicéo das proteinas foi monitorada por absorbancia a 280nm (—). O gradiente
linear do Tampdo B é indicado com a linha verde (—). A) Cromatografia de fase reversa da fragdo 11 da troca idnica.
B) Recromatografia de fase reversa da fracdo 11.1 da primeira fase reversa, confirmando o grau de pureza da PLA,

denominada de Bmaj-I1.
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A toxina isolada foi analisada utilizando eletroforese monodimensional em gel de
poliacrilimada 12,5% SDS-PAGE em condigOes redutoras e ndo-redutoras, com e sem DTT,
respectivamente. A oligomerizagdo da PLA: foi observada em ambos os géis nas formas
monomeérica, dimérica, trimérica, tetramérica, e pentamérica em condicdes redutoras e formas

monomeérica, dimérica, e pentamérica em condi¢des nao-redutoras (Figura 12).

Figura 12: Eletroforese monodimensional da PLA; isolada e da peconha de B. marajoensis
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Eletroforese monodimensional em gel de poliacrilamida 12,5% em condicdes redutoras e ndo redutoras. A) Condigdes
redutoras com DTT apresentando padrdo de massa molecular de 10 a 225 kDa (linha 1), PLA; (linha 2). Destaca-se as
bandas com massa molecular aproximada de 14, 28, 42, 56, e 70 kDa na faixa contendo a PLA;. B) Condi¢Ges ndo

redutoras apresentando a PLA; (linha 1) e padrdo de massa molecular de 10 a 225 kDa (linha 2).
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4.1.2 Determinacéo do ponto isoelétrico

O ponto isoelétrico (pl) da Bmaj-11 foi determinado por eletroforese bidimensional, sendo
observado um pl igual a 9,68 (Figura 13). A oligomerizacdo observada em eletroforese
monodimensional em condi¢Oes redutoras foi confirmada no gel de eletroforese bidimensional

mostrando as formas monomérica, dimérica, trimérica, tetrameérica e pentamérica.

Figura 13: Eletroforese bidimensional (2D) da PLA; isolada

pH 3 pH 10 MM kDa
e o 1T T A T TR e )
T iy SR ——. . Y - -~

225
- 150
- 100
_75

&0

SRER R U

. -— 5

-]

Eletroforese bidimensional (2D) da PLA; bésica isolada da peconha de B. marajoensis utilizando uma tira de
poliacrilamida de 7 cm com gradiente de pH de 3,0 a 10,0. Destaca-se as bandas em pl de 9,68 com massa molecular

aproximada de 14, 28, 42, 56 e 70 kDa.
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4.1.3 Determinagéo da massa molecular

A andlise de espectrometria de massa da proteina isolada mostra massa molecular da PLA>
de 13.956,00 Da em sua forma monomérica. Em intensidades menores, também sdo aparentes picos
em massas moleculares da molécula em forma de dupla carga (7.001,53 Da), dimero (27.865,79
Da), trimero (41.818,30 Da), tetrdmero (55.829,82 Da) e pentamero (69.543,33 Da).

Figura 14: Espectro de massa em AXIMA TOF? da PLA: isolada
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Espectro de massa da PLA; obtido em equipamento AXIMA TOF2. O espectro demonstra a relagdo massa carga da
enzima na forma de mondmero, *13957,00. Também aparecem as formas de dupla carga (m/z = 7002,53), dimero (m/z
=27866,79), trimero (m/z = 41819,30), tetrdmero (m/z = 55830,82) e pentdmero (m/z = 69544,33).
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4.2 CARACTERIZAQAO ESTRUTURAL DE Bmaj-II
4.2.1 Dicroismo circular

Para melhor elucidar as estruturas secundarias da Bmaj-I1, foi realizada uma anélise de
dicroismo circular. Pelos valores, utilizando os algoritmos CONTIN e CDSSTR e a ferramenta
online DichroWeb, estimou-se cerca de 45% da proteina com a estrutura secundaria de alfa helices
e 15% folhas beta. Isso e a observacdo do padrdo de elipsidade do grafico demonstram

caracteristicas tipicas de fosfolipases para a Bmaj-Il (Figura 15).
Figura 15: Dicroismo circular da Bmaj-I1

12500 -
10000
7500
5000 —

2500 -

-2500 {
-5000

-7500

[6] grau.cm?.dmol.residuo™?

-10000 {

=12500

u T y T ' T : T ' T : T ' 1
190 200 210 220 230 240 250 260

Comprimento de Onda (nm)

Gréfico apresentando os resultados dos experimentos realizados de dicroismo circular utilizando a PLA, Bmaj-II.
Destaca-se a elipsidade do gréfico e os picos representando uma grande quantidade de alfa-hélices e menos folhas

betas, caracteristicas tipicas de estruturas secundarias contidas em fosfolipases A..
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4.2.2 Espalhamento de luz dindmico

A Bmaj-Il apresenta grande capacidade de agregacdo em pH proximo a seu ponto
isoelétrico. Realizando tratamento por centrifugacéo e filtracdo (membrana de PVDF de 0,22 um),
diminui cerca de 50% da concentragdo inicial, apds o tratamento convencional (apenas
centrifugacdo a 10100 xg, 10 minutos e 0°C). Em ambas situa¢Ges a proteina apresenta agregacao
temperatura- e/ou tempo-dependente. No entanto, para as situacfes com baixa polidispersidade
(Pd) (perto de 15%), os resultados sugerem (dentro do erro da técnica) Bmaj-I1 em dimeros e

tetrameros (Tabelas 5 e 6).

Tabela 5 - Bmaj-11 em forma dimérica em AMBIC 50 mM pH 9 (1 mg/mL apds centrifugacgéo e

filtrac&o)
Temperatura (°C)  Ru(nm) Pd (%) MM (kDa) Intensidade (%) Massa (%)
10 2,0 17,5 24 8,4 93,0
20 - - Agregados 83,0 100
25 - - Agregados 100 100

Rn = Raio Hidrodinamico; Pd = Polidispersidade; MM = Massa Molecular

Tabela 6 - Bmaj-11 em forma tetramérica em AMBIC 50 mM pH 9 (2 mg/mL apo6s centrifugacao)

Temperatura (°C)  Ru(hm) Pd (%) MM (kDa) Intensidade (%) Massa (%)
10 3,4 14,0 54 19,5 97,0
20 - - Agregados 100 100
25 - - Agregados 100 100

Rn = Raio Hidrodinamico; Pd = Polidispersidade; MM = Massa Molecular

4.2.3 Determinacdo da estrutura primaria e estudos de similaridade

A estrutura priméria parcial da proteina isolada foi determinada por sequenciamento N-
terminal pelo método de degradagdo quimica de Edman e por tripsinizacdo, mostrando elevada
identidade com outras PLA:s basicas de pegonhas botrdopicas. Foram determinados 94 residuos de
aminoacidos, constituindo aproximadamente 80% da estrutura primaria completa da proteina

isolada, o qual foi denominada Bmaj-Il. Alguns aminoécidos bem conservados entre as PLA2S
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Lys49 homdlogas que também foram encontrados na sequéncia primaria da Bmaj-Il incluem a
His48, Lys49, Asp99, entre outros. A Figura 16 apresenta o alinhamento multiplo com as outras
PLA>s com a maior similaridade. A Figura 17 é um grafico apresentando os aminoacidos
conservados entre essas sequéncias. A Figura 18 apresenta o alinhamento da Bmaj-11 com as outras
PLAs conhecidas da peconha de B. marajoensis. A Figura 19 é um gréfico apresentando os

aminoacidos conservados entre essas sequéncias.

Figura 16: Sequéncia parcial da Bmaj-11 e seu alinhamento multiplo

Bmaj-11 NLWQLGKMILLETGKIPAKSYGAYGCNCGVLGRXXXXXXXXXCCYVHKXXXXKLTGCDPK 60
Myo-11 NLWQLGKMILLETGKIPAKSYAAYGCNCGLGGRGKPKDATDRCCYMHKCCYKKLTGCDPK 60
MTX-11 SLVELGKMILQETGKNPAKSYGAYGCNCGVLGRGKPKDATDRCCYVHKCCYKKLTDCDPK 60
MEXT I SLFELGKMILQETGKNPAKSYGAYGCNCGVLGRGKPKDATDRCCYVHKCCYKKLTGCNPK 60
Pr7X-1 SLFELGKMILQETGKNPAKSYGAYGCNCGVLGRGKPKDATDRCCYVHKCCYKKLTGCNPK 60
PrTX-11 SLFELGKMILQETGKNPAKSYGAYGCNCGVLGRGKPKDATDRCCYVHKCCYKKLTGCNPK 60
BthTX-1 SLFELGKMILQETGKNPAKSYGAYGCNCGVLGRGKPKDATDRCCYVHKCCYKKLTGCDPK 60
BnSP-7 SLFELGKMILQETGKNPAKSYGAYGCNCGVLGRGQPKDATDRCCYVHKCCYKKLTGCDPK 60
_* :****** *x . k- ** ***:** **x *:**
Bmaj-11 XXXYSYSWKXXT IVCGENNSCLKELCECDKAVAICLRENLDTYNKXXXYNYLKPF 115
Myo-11 KDRYSYSWKDKT I VCRENNSCLKELCECDKAVAICLRENLDTYNKKYRYNYLKPF 115
MTX-11 KDRYSYSWKDKT I'VCGENNSCLKELCECDKAVAICLRENLDTYNKKYRNNHLKPF 115
MEXT I KDRYSYSWKDKT I'VCGENNSCLKELCECDKAVAICLRENLNTYNKKYRY-YLKPL 114
Pr7X-1 KDRYSYSWKDKT I'VCGENNPCLKELCECDKAVAICLRENLGTYNKLYRY-HLKPF 114
Pr7iX-1l KDRYSYSWKDKT I VCGENNPCLKELCECDKAVAICLRENLGTYNKKYRY -HLKPF 114
BthTX-1 KDRYSYSWKDKT I VCGENNPCLKELCECDKAVAICLRENLGTYNKKYRY-HLKPF 114
BnSP-7 KDRYSYSWKDKT I'VCGENNPCLKELCECDKAVAICLRENLGTYNKKYRY-HLKPF 114

Rk *hErdk Fhkh FEAIAIXAIXIAIAXAIXAAXxhii*k *hkxk -k*k*k -

Alinhamento mdaltiplo da sequéncia parcial da Bmaj-Il. *Representa os residuos conservados entre todas as
sequéncias. :Indica conservacao entre grupos de propriedades fortemente similares = > 0.5 no Gonnet PAM 250

matrix. .Indica conservacao entre grupos de propriedades fracamente similares = < 0.5 no Gonnet PAM 250 matrix.

Figura 17: Similaridade da sequéncia parcial de Bmaj-11 e as PLA;s do alinhamento multiplo
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Um weblogo apresentando os aminoacidos conservados entre a sequéncia parcial de Bmaj-11 e as PLA,s encontradas
no alinhamento multiplo. A altura da letra representa a frequéncia que o aminoacido aparece entre as sequéncias

naquela posicéo. As posi¢des com apenas uma letra sdo aminoacidos conservados entre todas as sequéncias.
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Figura 18: Sequéncia parcial da Bmaj-11 e outras PLA;s conhecidas da peconha de B. marajoensis

Bmaj-9 DLWQWGQM I LKETGKLPFSYYTAYGCYCGWGGRGGKPKADTDRCCFVHDC ——— —— = ————— 50
BmjeTX-1  DLWQFGQMILKETGKIPFPYYGAYGCYCGWGGRGGKPKAGTDRCCYVHDCCYGKLTSCPKT 61
BmjeTX-11 DLWQWGQMILKETGKIPFSYYGAYGCYCGWGGRGGKPKAGTDRCCYVHDCCYGKLTSCPKT 61
Bmaj-11  NLWQLGKMILLETGKIPAKSYGAYGCNCGVLGRXXXXXXXXXXCCYVHKXXXXKLTGCDPK 61
BmarPLA2  SLLELGKMILQETGKMPSKSYGAYGCNCGVLGR - == === —=—m o mmmmmm e 33

* = K =kkk Fhkkk-% EE = o S *x

Bmaj-9 - --—————————————————————————— 50

BmjeTX-1 DDRYSYSWLDGT 1VCGEDDPC-KELCECDKKIAVCFRENLGTYNKKYRYHLKSCKKADKPC 121
BmjeTX-11 DDRYSYSRLDLTIVCGEDDPC-KELCECDKKIAVCFRENLGTYNKKYRYHLKSCKKADKPC 121
Bmaj-11 XXXYSYSWKXXT IVCGENNSCLKELCECDKAVAICLRENLDTYNKXXXYNYLKPF------ 116
BmarPLA2Z  ——————m e e 33

Alinhamento multiplo da sequéncia parcial da Bmaj-l1l com as outras PLA,s descritas da pegonha de B.
marajoensis. *Representa os residuos conservados entre todas as sequéncias. :Indica conservacao entre grupos de
propriedades fortemente similares = > 0.5 no Gonnet PAM 250 matrix. .Indica conservagdo entre grupos de

propriedades fracamente similares = < 0.5 no Gonnet PAM 250 matrix.

Figura 19: Similaridade da sequéncia parcial de Bmaj-I1 e as outras PLAs conhecidas da peconha

de B. marajoensis
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Um weblogo apresentando os aminoécidos conservados entre a sequéncia parcial de Bmaj-1l e as outras PLAS
conhecidas da peconha de B. marajoensis. A altura da letra representa a frequéncia que o aminoacido aparece entre as

sequéncias naquela posicdo. As posi¢des com apenas uma letra sdo aminoacidos conservados entre todas as sequéncias.
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4.3 AVALIACAO DA ATIVIDADE FOSFOLIPASICA

A avaliacdo cinética da atividade fosfolipasica da Bmaj-1l e a peconha de B. marajoensis
foi realizada com os resultados apresentados na Figura 20. A peconha mostrou atividade similar
com a observada para a peconha de Lachesis muta muta, estatisticamente diferente que o controle
negativo, enquanto a Bmaj-11 mostrou apenas atividade residual, perto dos valores do controle
negativo. Esses dados em conjunto com o sequenciamento confirmam a caracterizacdo da Bmaj-I1

como PLA2 homologa, enzimaticamente inativa.

Figura 20: Atividade fosfolipésica da peconha e Bmaj-11 de B. marajoensis
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Atividade fosfolipasica in vitro da pegonha e PLA; de B. marajoensis. Leituras de absorbancia em 425 nm foram feitas
a cada 30 segundos durante 30 minutos. Agua Mili-Q foi utilizada como controle negativo. A PLA; Asp49 BthTX-II
da peconha da serpente B. jararacussu foi utilizada como controle positivo. * Estatisticamente diferente do controle
negativo. # Estatisticamente diferente do controle positivo (BthTX-11). A andlise estatistica foi realizada pelo teste de

ANOVA, seguido pelo pos test de Tukey com p<0,05.
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4.4 CARACTERIZACAO FUNCIONAL

4.4.1 Avaliacdo de atividade antiparasitaria

A peconha de B. marajoensis e a Bmaj-11 foram subemtidas a testes para avaliar a sua
atividade antiparasitaria in vitro sobre formas promastigotas de Leishmania infantum e formas
epimastigotas de Trypanosoma cruzi. A peconha apresentou potente atividade antiparasitaria sobre
ambos de maneira dose-dependente. Bmaj-11 mostrou atividade contra L. infantum e T. cruzi em
menor intensidade quando comparada com a peconha. Especificamente, a peconha demonstrou
atividade anti-leishmania entre 57% e 78% (Figura 21A). Bmaj-lIl mostrou atividade anti-
leishmania entre 7% e 29% (Figura 21A). A peconha apresentou atividade contra T. cruzi entre
42% e 61% (Figura 21B). Finalmente, observou-se atividade contra T. cruzi entre 3% e 31% para
Bmaj-11 nas concentragdes de 6,25 a 100 pg/mL, respectivamente (Figura 21B).

Nos ensaios contra formas intraeritrociticas de Plasmodium falciparum, observou-se uma
inibicdo de crescimento do parasita significativa para ambos a peconha de B. marajoensis e a Bmaj-
I1. A concentragéo de peconha que inibiu o crescimento do parasita 50% comparado com o controle
(ICsp) foi de 0,14 pg/mL. A Bmaj-I1 apresentou um ICso de 6,41 pg/mL, mostrando uma atividade

anti-malarica de menos intensidade que a peconha (Tabela 7 e Figura 22).

4.4.2 Avaliacao de atividade citotdxica

Posteriormente, foram realizados testes de citotoxicidade com a peconha de B. marajoensis
e a Bmaj-11 contra células hepéticas HepG2, e a partir desses resultados e os resultados dos testes
contra Plasmodium, calculou-se o indice de seletividade da pegonha e seu isolado. A pegonha teve
um efeito citotoxico apresentado como CCsp de 43,64 pg/mL enquanto o CCso da Bmaj-11 contra

células hepaticas hospedeiras foi de 53,07 ug/mL (Tabela 7 e Figura 23).
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Figura 21: Atividade da pegonha e Bmaj-11 de B. marajoensis contra L. infantum
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Atividade in vitro da peconha (azul) e PLA; (laranja) de B. marajoensis contra formas promastigotas de Leishmania
infantum, MCAN/ES/92/BNC83 em concentragdes de 6,25, 12,5, 25, 50 e 100 pg/mL. * Representa uma diferenca
significante comparado com o controle negativo (p<0,05). Ambos exibiram atividade antiepimastigota e
antipromastigota, Bmaj-11 em menor intensidade, quando comparado com o controle negativo. Como controle negativo
utilizou-se meio de cultura. Como controle positivo utilizou-se 100 pg/mL de pentamidina.

Figura 22: Atividade da peconha e Bmaj-11 de B. marajoensis contra T. cruzi
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Atividade in vitro da peconha (azul) e PLA; (laranja) de B. marajoensis contra formas epimastigotas de Trypanosoma
cruzi, Cepa CL-clone B5 em concentraces de 6,25, 12,5, 25, 50 e 100 pg/mL. * Representa uma diferenca significante
comparado com o controle negativo (p<0,05). Ambos exibiram atividade antiepimastigota, Bmaj-1l em menor
intensidade, quando comparado com o controle negativo. Como controle negativo utilizou-se meio de cultura. Como
controle positivo utilizou-se 100 pg/mL de benzonidazol.
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Tabela 7: 1Cso, CCs € indice de seletividade da peconha de B. marajoensis e da Bmaj-11 contra P.
falciparum e células HepG2

Amostra ICso contra formas RZ  CCsg contra células R? indice de
intraeritrociticas de P. hepaticas HepG2 Seletividade
falciparum (ug/mL) (ug/mL)
Peconha de B. 0,14 +£0,08 0,99 43,64 + 7,94 0,99 312
marajoensis
Bmaj-II 6,41+ 0,64 0,97 53,07 1,00 8,28
Artemisinina 0,00253 + 0,00021 1,00 > 1000 > 1000
ICs0 = Concentracdo inibidora de 50%); CCso = Concentracéo citotoxica de 50%
Figura 23: Atividade antimalérica da peconha e Bmaj-11 de B. marajoensis
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Representativo das curvas de atividade in vitro contra formas intraeritrociticas de P. falciparum de A) a peconha de B.
marajoensis em concentracbes de 0,094, 0,188, 0,375, 0,75, 1,5 e 3,0 pg/mL, e B) a Bmaj-1l em concentra¢Ges de

0,391, 0,781, 1,563, 3,125, 6,25 e 12,5 pg/mL. A artemisinina (C) foi utilizada como controle positivo em
concentragdes de 3,125, 6,25, 12,5, 25 e 50 ng/mL.



Figura 24: Atividade citotoxica da peconha e Bmaj-11 de B. marajoensis
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Representativo das curvas de atividade in vitro contra células hepéticas hospedeiras HepG2 de A) a peconha de B.
marajoensis e B) a Bmaj-11 em concentra¢@es de 1,563, 3,125, 6,25, 12,5, 25, 50 e 100 pg/mL. A artemisinina foi

utilizada como controle positivo (dados ndo mostrados).
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5 DISCUSSAO

5.1 ISOLAMENTO E CARACTERIZACAO BIOQUIMICA DE UMA PLA; BASICA DA
PECONHA DA SERPENTE B. marajoensis

Métodos cromatograficos sdo usualmente a abordagem mais utilizada para o
fracionamento e purificacdo de componentes de peconhas de serpentes. Na escolha do método
cromatografico a ser empregado, objetivando obtencdo de maior rendimento e alto grau de pureza,
diversos aspectos devem ser avaliados, entre eles: o tipo de resina, o tamanho da coluna, o fluxo, e
0 gradiente dos tampdes empregados. Esses parametros sdo escolhidos em fungdo das
caracteristicas estruturais e fisico-quimicas da molécula a ser isolada, ou previstas a partir da
similaridade com outras moléculas ja purificadas, que séo levadas em consideracao para a definicdo
das etapas e condiges cromatograficas que serdo (teis no processo de purificacio (STABELI et
al., 2012).

Varios estudos mostram que a cromatografia de troca catiénica € um método eficaz no
isolamento de PLA.s de peconhas de serpentes, em especial as PLAs basicas. Em uma
cromatografia de troca idnica, o tempo de retencdo das amostras na coluna depende de diferencas
em sua carga total, ao qual pode ser inferida pelo ponto isoelétrico (KASTNER, 1999). Spencer e
colaboradores (1998) mostraram o isolamento da toxina BthTX-1, uma PLA> bésica da pegonha de
Bothrops jararacussu, utilizando apenas uma etapa de cromatografia de troca catidnica. Nesse
estudo foi utilizada uma coluna de troca catidnica Resource-S (GE Healthcare Lifescience) em um
sistema de FPLC e eluida com um gradiente linear salino. Em sua maioria, outros estudos
realizaram etapas adicionais além da troca catidnica, como cromatografia de filtracacdo em gel ou
fase reversa (MARUNAK et al., 2007; KHOW et al., 2003).

Até o presente momento, a literatura descreve quatro PLA2s purificadas da peconha de B.
marajoensis (Tabela 8). Ponce-Soto e colaboradores (2010) desenvolveram um trabalho no qual
duas PLAs basicas denominadas BmjeTX-1 e BmjeTX-Il, foram purificadas apds duas etapas
cromatograficas: troca idnica seguida por fase reversa. As duas PLA2s isoladas apresentaram alto
grau de identidade com outras PLA2s Asp49 bésicas de outras peconhas de serpentes do mesmo

género (Apéndice A).
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Tabela 8: Comparacdo de estratégia de purificacdo, massa molecular, pl e atividade enzimética de
PLA,s isoladas da peconha da serpente B. marajoensis

Nome da Massa Atividade

PLA, Molecular P Fosfolipasica Estratégia de Purificacdo Referéncia
) CM Sepharose (troca
Bmaj'” 13.956 Da 9,68 Ly549 Catiﬁnica), C18 Discovery Presente trabalho
(fase reversa)
Bmaj-9 13.679Da 855 Aspd9 u-Bondapak C-18 (Fase GALBIATTI et
reversa) al., 2012

Protein Pack SP 5PW (troca
BmjeTX-1 13.808 Da 8,12 Asp49 anibnica), C18 pu- Bondapack
(fase reversa)

Protein Pack SP 5PW (troca  PONCE-SOTO et
BmjeTX-Il 13.863 Da 8,24 Asp49 anibnica), C18 - Bondapack al., 2010
(fase reversa)

Protein Pack SP 5PW (troca COSTA TORRES
BmarPLA, ~14kDa* ND Lys49 anibnica), C-18 X-Terra (fase etal., 2010
reversa)

PONCE-SOTO et
al., 2010

*SDS-PAGE; ND=nao determinado

Uma outra PLA; béasica de B. marajoensis, nomeada BmarPLA;, foi caraterizada em dois
estudos diferentes (EVANGELISTA et al., 2010; COSTA TORRES et al., 2010). Ambos os
estudos utilizaram uma etapa de cromatografia de troca idnica com uma metodologia similar com
aquela do presente trabalho, seguida de uma cromatografia de fase reversa em uma coluna C18
como segunda etapa na purificagdo da PLA2. A elui¢do na coluna aconteceu com um gradiente
n&o-linear do tampéo B (ACN 66,6% + TFA 0,1%). A fosfolipase isolada apresentou um alto grau
de similaridade com outras PLA2s Lys49 basicas de peconhas botrdpicas (Apéndice B).

A quarta PLA> de B. marajoensis foi caracterizada por Galbiatti e colaboradores (2012), o
gual mostrou alta similariadade com BmjeTX-1 e BmjeTX-Il, nomeada Bmaj-9 (Apéndice C).
Porém, o isolamento constituiu de apenas uma etapa de cromatografia de fase reversa. Para a
purificacdo desta toxina, apenas 10 mg de peconha de B. marajoensis foram aplicados a uma coluna
C-18, rendendo uma pequena quantidade da PLA2 em questao.

Portanto, no presente estudo, para o isolamento de uma nova fosfolipase A, basica da

peconha de B. marajoensis, foi utilizada inicialmente uma cromatografia de troca catiénica com
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uso de uma coluna CM-Sepharose (Figura 9) onde foram obtidos 11 fragdes cromatogréaficas que
apresentaram em sua maioria bandas na faixa de 14 kDa, que sdo compativeis com a presenca de
SVPLA>s. O décimo primeiro pico apresentou uma banda intensa na faixa de massa aparente de 14
kDa, com a presenca de outras bandas de menor intensidade de aproximadamente 30 a 150 kDa
(Figura 10), ao qual foi submetido a uma cromatografia de fase reversa em coluna C18, resultando
em um pico majoritario acompanhado de outros picos pequenos residuais (Figura 11A). A fim de
se obter a proteina de 14 kDa em alto grau de pureza, o pico majoritario foi coletado e
recromatografado em fase reversa nas mesmas condigdes anteriores, resultando em um pico
majoritario acompanhado de um segundo pico de menor intensidade, apresentando resolucéo de
100% (Figura 11B).

A partir da Bmaj-ll com alto grau de pureza foi possivel realizar sua caracterizacao
bioguimica. O ponto isoelétrico foi determinado por eletroforese bidimensional, sendo obtido valor
de 9,68 (Figura 13), o qual é compativel com os observados em outras fosfolipases ja descritas da
mesma peconha de serpente (Tabela 8).

A maioria das PLA;s isoladas de pegonhas botropicas ja descritas sdo proteinas béasicas,
com ponto isoelétrico entre 7 a 10, mostrando a presenca ou auséncia de atividade catalitica,
miotoxica, edematogénica e anticoagulante (DOS SANTOS et al., 2009). No geral, as PLA>s acidas
demonstram uma atividade catalitica maior do que suas isoformas basicas (STABELI et al., 2012).
Residuos de arginina e lisina na superficie das PLA>s podem ser relacionados com varias
caracteristicas dessa proteina. Por exemplo, a interacdo entre os residuos basicos na superficie de
ligacdo com vesiculas anidnicas desempenha um papel importante na ligacdo interfacial com
membranas fosfolipidicas anidnicas (WINGET et al., 2006). Também, é proposto que uma
concentracdo de residuos basicos na superficie de algumas PLA:s é responsavel por sua atividade
antibacteriana (WEINRAUCH et al., 1998).

Outros estudos mostram que a atividade anticoagulante de algumas PLA2s de mamiferos,
tais como GIIA, GIID, GV sPLAs, além de varias sSPLA2s de peconhas de serpentes, é dependente
de muitos residuos basicos na superficie dessas proteinas, aparentemente por estar relacionado a
inibicdo da atividade da protrombinase por meio da ligacdo ao fator Xa (KINI, 2005). Stabeli e
colaboradores (2006) mostraram que a acetilagdo de residuos de Lys em PLA>s, reduzindo a
caracteristica basica dessas moléculas, afetou os efeitos das PLAos, tais como citotoxicidade,
miotoxicidade e letalidade, indicando a potencial importancia da basicidade da molécula nessas
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atividades. Esses efeitos farmacoldgicos, que geralmente sdo mais potentes em PLA2s com pl
alcalino que nas com pl neutro ou acido, podem ser relacionados com as cargas positivas na
superficie da molécula.

O valor da massa da PLA:; isolada identificada por espectrometria de massa confirma a
massa relativa visualizada no gel de eletroforese monodimensional (Figura 12) e bidimensional
(Figura 13), sendo similar com as outras fosofolipases A descritas da peconha de B. marajoensis
(Tabela 8). A massa molecular de 13.956 Da da PLA: isolada (Figura 14) é similar as da peconha
de outros membros da familia Viperidae, sendo para esta familia, descritas com valor de massa
molecular entre 13 a 18 kDa (FAURE e SAUL, 2011).

A Bmaj-1l apresenta uma tendéncia a formacdo de oligbmeros, observado tanto nos
experimentos de eletroforese (mono e bi-dimesionais) quanto de espectrometria de massa, onde se
pode verificar além da estrutura monomérica (14 kDa), a presenca de formas multimeéricas
(dimeros, trimeros, tetrameros e pentdmeros da PLA:). Necessitou-se realizar outras técnicas para
a melhor compreenséo e verificagdo dessa oligomerizagéo.

O espalhamento de luz dindmico pode fornecer preciosas informacdes sobre as
propriedades de macromoléculas, incluindo coeficientes de difusdo, suas dimensdes, a massa
molecular e propriedades de associacdo e dissociacdo. A partir da difusdo translacional (Dr) é
possivel se obter informacg6es sobre o tamanho de macromoléculas em solucdo (Rn) a partir da
equacdo de Stokes-Einstein: Dr = (ks. T)/ (6 . . 1 . Ru), onde kg é a constante de Boltzmann, T é
a temperatura, n é a viscosidade da solucdo (HOFMANN, 2010). Além disso, a partir do Ry é
possivel se obter uma estimativa da massa molecular da molécula utilizando-se a curva de
calibracéo de proteinas globulares de massa conhecida (FERRE-D’AMARE e BURLEY, 1997).

No trabalho atual, observou-se formas diméricas e tetraméricas da Bmaj-1lI, em
concentracdes de 1 e 2 mg/mL, respectivamente, em ensaios de espalhamento de luz dindmico
(Tabela 5 e 6). Esse comportamento ndo é comumente observado em PLA2s de pegonhas de
serpentes, restando poucos relatos descritos a seguir.

Varios pesquisadores descrevem que as sSVPLA2s existem apenas em formas monoméricas
ou diméricas dentro de concentracGes e condi¢Oes similares a fisioldgica. A oligomerizagéo, de
acordo com esses autores, pode acontecer em concentracdes altas da toxina, ou quando estdo
interagindo com um substrato fosfolipido, agindo em sinergia para uma agdo enzimatica mais
eficiente (FREMONT et al., 1993; LOK et al., 2005; KANG et al., 2011).



64

Hé& alguns estudos que sugerem que as formas triméricas ou pentaméricas de uma PLA>
podem ser induzidas por outros fatores. Por exemplo, a PLA> neurotoxica da peconha de
Trimeresurus mucrosquamatus, chamada trimucrotoxina, apareceu como um trimero em ensaios
de eletroforese em condigdes ndo redutoras, na presenca de Ca?* ou Sr* (TSAI et al., 1995).
Sugere-se uma agregacao de menor intensidade comparado com a Bmaj-11 do presente trabalho, o
qual formou mdltiplas agregacdes sem a presenca de ions e em condi¢des redutoras e nao redutoras
de SDS-PAGE.

Além disso, a oligomerizacdo pode ser vista em ensaios de cristalografia de raio X. Até
2005, foram descritas trés estruturas de PLA2s com forma cristalizada trimérica: uma isolada da
peconha de Naja naja naja (SEGELKE et al., 1998), outra isolada de N. naja kaouthia (GU et al.,
2002), e a Gltima de Bungarus caeruleus (SINGH et al., 2004). Alguns desses autores afirmam que
a oligomerizagéo de PLA>s pode ser atribuida a sua inativacdo na peconha para armazenamento de
longo prazo, ou para gerar uma nova funcdo da PLA, ou também para criar um complexo mais
letal da molécula.

Outra fosfolipase que exibiu agregacdes comparaveis com as de Bmaj-1l foi uma PLA:
homologa isolada da peconha da serpente B. moojeni (MjTX-1) a qual exibiu formas monoméricas,
diméricas, triméricas, tetraméricas e pentaméricas observadas em gel de eletroforese
monodimensional, dependendo da presenca ou auséncia de agentes redutores (SOARES, 2000).
Essa toxina mostra uma tendéncia notavel a oligomerizacao, e em solucdo com variacdes de pH,
apresentou formas de mondmeros, dimeros, e tetrdmeros. De acordo com Salvador e colaboradores
(2013), a MjTX-I foi a primeira PLA2 Lys49 a apresentar este comportamento. Com ensaios de
cristalografia, espalhamento de luz dindmico, espalhamento de raios-X a baixo angulo, entre
outros, observou-se uma forma cristalizada tetramérica dessa toxina e oligomerizagdes variadas
perto de condicBes fisiologicas. Os autores concluem que em termos de evolugédo, essas formas
oligoméricas podem ser associadas ao surgimento de novas funcionalidades da MjTX-I.

Por esta ser uma caracterizagdo preliminar da Bmaj-11, investigaces mais profundas seréo
necessarias para melhor elucidar sua oligomerizacao. Tais investiga¢cdes podem incluir técnicas de
cristalizacdo da proteina, analise por raio-X, modelagem tridimensional, entre outras. A equipe de
Faure, Xu e Saul (2011) utilizaram algumas dessas técnicas para resolver a estrutura tridimensional
da crotoxina, uma neurotoxina heterodimérica da serpente Crotalus durissus terrificus, e

exatamente quais residuos de aminoécidos nas duas subunidades do dimero séo regides de contato
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para a estabilidade e funcdo do complexo crotoxina. Uma caracterizagdo nesse nivel de detalhe
ajudaria compreender o mecanismo de acdo da Bmaj-11, e a importancia de sua oligomerizacéo.
Vale a pena ressaltar que a determinagdo de quais aminoacidos possam ser manipulados para
modificar as acdes farmacoldgicas da proteina é extremamente Gtil para futuros estudos em

engenharia de proteina.

5.2 CARACTERIZACAO ESTRUTURAL

Com o uso das técnicas de sequenciamento por degradacdo de Edman e de novo por
espectrometria de massa, foi possivel identificar aproximadamente 80% da sequéncia priméria da
Bmaj-I1. O alinhamento maltiplo comparado a outras PLA>s revelou evidéncias que corroboram a
afirmacdo de que a Bmaj-Il é uma PLA; inédita. Ela apresentou 95% de similaridade com a
miotoxina Myo-Il da pecgonha da serpente Bothrops diporus e 89-91% similiaridade com outras
PLA>s de B. brazili, B. asper, B. jararacussu, B. pauloensis e B. pirajai (Figura 16; Figura 17;
Figura 18; Figura 19; Tabela 9). Todas essas proteinas apresentam o aminodacido lisina na 492
posicdo da sequéncia, sendo classificadas como homologas de fosfolipases A, Lys49, ndo
apresentando atividade fosfolipasica, ao contrario de fosfolipases A2 enzimaticamente ativas que
apresentam o aminoacido aspartato na 49% posicdo. Devido a identidade com outras PLA2S
homdlogas Lys49 e a auséncia de atividade catalitica (Figura 20), propomos que a Bmaj-I1 também
seja uma PLA2 homologa Lys49.

As fosfolipases A. sdo classificada em cataliticamente ativas ou “classicas” e
cataliticamente inativas ou “variantes”, baseado na presenca do aminoécido aspartato na posicao
49 ou uma lisina na posicdo 49, respectivamente. As PLA2s Asp49 ativam uma molécula de agua
estruturalmente conservada a qual inicia um ataque nucleofilico sobre a posic¢do sn-2 no substrato
(WARD et al., 2002). Porém, uma lisina na posicéo 49 interfere no centro catalitico da molécula e
também indica que ha subtituicbes de outros aminoacidos na alca que liga ao calcio. Essas
mudancas fazem bastante diferenca nas caracteristicas da proteina, pois PLA2s Asp49 sdo
cataliticamente ativas e as Lys49 sdo cataliticamente inativas, e por isso sdo chamadas de “PLA2S-
like” ou PLA2s homologas (MORA-OBANDO et al., 2014). Entretanto, mesmo na auséncia de
atividade enzimética, as PLA2s Lys49 frequentemente possuem efeitos farmacoldgicos

independentes de calcio como miotoxicidade por meio da inducdo de mionecrose, citotoxicidade
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por danificacdo da membrana celular e atividade antiparasitaria, entre outros. A hipdtese atual é

que h& varios residuos de aminoéacidos hidrofdébicos perto do C-terminal da PLA> que se submetem

a uma mudanca conformacional e interagem com o sitio ativo (AMBROSIO et al., 2004; MOURA
etal., 2014).

Tabela 9: Grau de similaridade entre as sequéncias de PLA,s Lys49 ou Asp49 comparado com a

sequéncia parcial de Bmaj-11

Similaridade a

Espécie de Origem N.If)or?(ienia Residuo 49 da PLA; sequéncia parcial da
Bmaj-II
Bothrops marajoensis Bmaj-1l Lys49 100%
B. diporus Myo-I1I Lys49 95%
B. brazili MTX-II Lys49 91%
B. asper MtxII Lys49 90%
B. jararacussu BthTX-I Lys49 90%
B. pauloensis Bnsp-7 Lys49 90%
B. pirajai PrTX-Il Lys49 89%
B. pirajai PrTX-1 Lys49 89%
B. marajoensis BmarPLA; Lys49 82%
B. marajoensis Bmaj-9 Asp49 2%
B. marajoensis BmijeTX-I Aspa9 67%
B. marajoensis BmjeTX-II Aspa9 66%

Além da sequéncia de aminoacidos de uma proteina, as estruturas secundarias revelam

informagdes importantes sobre a mesma. A técnica de espectroscopia de dicroismo circular é

principalmente utilizada para elucidar a estrutura secundaria de macromoléculas, também sendo

atil para verificar mudancas em estruturas de proteinas durante interacbes com outras moléculas

ou para observar similaridade entre uma proteina e sua forma recombinante (NAKANISHI,

BEROVA, WOODY, 1994). Essa técnica é baseada na diferenca de absorcao entre uma radiacao
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incidente circularmente polarizada a esquerda e a radiacdo circularmente polarizada a direita por
moléculas opticamente ativas, como por exemplo, as proteinas, devido ao carbono a assimétrico
dos aminoéacidos. Essa absorc¢éo diferencial provoca uma mudanca no sentido do vetor resultante,
que de circularmente polarizado passa a se tornar elipticamente polarizado (HOFMANN, 2010).

No presente estudo, a espectroscopia de dicroismo circular foi utilizada para a avaliacdo de
sua estrutura secundaria. Deste modo, as a-hélices possuem transi¢cGes eletrdnicas nos
comprimentos de onda 190-195 nm e 208-210 nm e uma transicdo eletrénica no comprimento de
onda 222 nm. As B-folhas possuem uma transicao eletrénica no comprimento de onda 195-200 nm
e uma no comprimento de onda 215-220 nm. Ainda, os elementos desordenados possuem uma
transicdo eletronica no comprimento de onda 200 nm e uma de baixa energia no comprimento de
onda 220 nm (KELLY et al., 2005).

O padréo de elipsidade da Bmaj-11 revelou 45% de sua estrutura secundaria composta por
alfa hélices, e 15% de folha beta, um padréo caracteristico de fosfolipases A2 (DIZ FILHO et al.,
2008) (Figura 15). Outras diversas PLA.s de pegonhas botropicas descritas na literatura
apresentaram perfis de dicroismo circular semelhantes a Bmaj-I1, tais como a PrTX-I11 da pe¢conha
de B. pirajai e BthTX-1 da peconha de B. jararacussu (XIMENES et al., 2012; SA et al., 2004).

5.3 CARACTERIZACAO FUNCIONAL

Vaérios estudos ja foram publicados mostrando as caracteristicas de diversas PLA2s de
peconhas botrdpicas e outros géneros de serpentes como agentes antiparasitarios, com resultados
variaveis. Esses estudos investigaram os efeitos das peconhas e suas PLA2s contra Leishmania spp.,
Trypanosoma cruzi, Plasmodium spp., e células hospedeiras HepG2. O presente trabalho
investigou questdes semelhantes para a peconha e PLA: isolada da B. marajoensis. A peconha de
B. marajoensis apresentou 57% de atividade leishmanicida contra formas promastigotas de
Leishmania infantum na concentracdo de 6,25 pg/mL, alcancando 78% na concentracdo de 100
Hg/mL, no entanto a Bmaj-I1 exibiu 7% e 29% nas mesmas concentragoes (Figura 21).

Os resultados obtidos foram similares ao observado para outras fosfolipases A2 de pegonhas
de outras serpentes, enquanto os resultados publicados para as PLA2s de B. marajoensis até o
presente momento divergiram do observado no presente trabalho. Stabeli e colaboradores (2006)

avaliaram a atividade antiparasitaria da MjTX-I1, uma PLA> Lys49 homologa isolada da pegonha
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de B. moojeni, contra formas promastigotas de Leishmania (L. amazonensis, L. braziliensis, L.
donovani, e L. major), que foi avaliada nas concentragdes de 5, 25, e 75 pg/mL mostrando atividade
anti-leishmania de 9-15%, 18-37%, e 32-58%, respectivamente, variando com a espécie de
Leishmania utilizada. Esses resultados foram parecidos com aqueles observados para as PLA2s
MTX-1 e MTX-II da pegonha da serpente B. brazili contra formas promastigotas de L. amazonensis
e L. braziliensis (COSTA et al., 2008). A MjTX-11 e a MTX-II, assim como a Bmaj-II, sdo PLA:s
homologas Lys49 enzimaticamente inativas, sugerindo que 0 mecanismo de acéo contra as células
de Leishmania é independente da atividade catalitica.

A hipoétese atual desse mecanismo de acdo é relacionado com a regido C-terminal das
proteinas, ricas em aminodacidos hidrofdbicos e basicos, ao qual postula-se que possam ser capazes
de promover uma perturbacdo nas membranas celulares independente da atividade catalitica. Isto
enfraquece a membrana e a deixa vulneravel a outras mudancas (LOMONTE et al., 2010). Essa
hip6tese é corroborada pelo estudo feito por Costa e colaboradores (2008) no qual produziram
peptideos sintéticos, ativos contra L. amazonensis e L. braziliensis, baseado nos aminoacidos 115-
129 da regido C-terminal das PLA2s MTX-1 e MTX-II. Apesar que a primeira é enzimaticamente
ativa e a segunda € inativa, os peptideos produzidos mostraram um efeito antiparasitario muito
semelhante entre eles.

Moura e colaboradores (2014) publicaram um estudo comparativo da atividade
antiparasitaria da peconha e de trés PLA>s isoladas de B. mattogrossensis, BmatTX-I, BmatTX-II,
e BmatTX-I1Il, por meio de um ensaio contra formas promastigotas de L. amazonensis. Utilizando
um método praticamente idéntico ao do presente estudo, observou-se atividade anti-leishmania de
aproximadamente 58% e 80% para as concentracfes de 6,25 e 100 pg/mL de peconha de B.
mattogrossensis. Os ensaios antiparasitarios com as PLA>s isoladas mostraram valores inferiores
de atividade leishmanicida em comparacdo com a Bmaj-I1 do presente estudo, observando-se 16%
a 25% de atividade anti-leishmania nas mesmas concentracdes. Uma compara¢do da atividade anti-
leishmania alta da peconha e a atividade menor das PLA>s sugere que h& outros componentes
presentes na peconha que contribuem para a toxicidade ao parasita.

Adicionalmente, uma PLA; bésica isolada da peconha de B. pauloensis, a BnSP-7,
interferiu com a proliferacéo, estrutura e infetividade de L. amazonensis. Observou-se inibi¢do de
proliferacdo de formas promastigotas entre 60 a 70% para as concentragdes testadas entre 50 a 200

ug/mL apds 96 horas de incubacdo, uma poténcia maior do que foi observada com a Bmaj-Il no
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presente estudo. Os autores também observaram mudangas morfoldgicas no nivel celular das
promastigotas, inclusive alteragdes nas mitocondrias, nicleos, membrana celular, entre outras, que
podem esclaracer os mecanismos de acdo envolvidos (NUNES et al., 2013).

Porém, ha um estudo com diferencas notaveis nos resultados observados comparado com
0 presente trabalho. Costa Torres e colaboradores (2010) testaram a pegonha de B. marajoensis,
sua BmarLAAO e BmarPLA, contra formas promastigotas de L. chagasi e L. amazonensis.
Enquanto observaram-se atividade leishmanicida significante para ambas a peconha e a
BmarLAAO, nenhuma atividade antiparasitaria foi observada para a BmarPLA.. Isso pode parecer
contraditorio aos resultados do presente trabalho, uma vez que a BmarPLA: é caracterizada como
cataliticamente inativa, assim como a Bmaj-1l, e vem da mesma peconha de serpente. Porém as
concentracdes da fracdo testada contra as espécies de Leishmania foram de 0,39 — 6,25 pg/mL,
quantidades inferiores aquelas testadas com a Bmaj-II.

Peichoto e colaboradores (2011) investigaram a atividade leishmanicida de cinco pegonhas
de serpentes contra promastigotas de L. major, encontrando graus variaveis de inibicdo de
crescimento. A peconha de Trimorphodon biscutatus lambda destaca-se por apresentar uma
inibicdo de crescimento em concentracfes altas enquanto em concentragdes intermediarias, a
peconha induziu proliferagdo do parasita. Uma PLA:? isolada da mesma peconha, a trimorfina,
apresentou alta inibicdo do crescimento da Leishmania com um ICsq de 3,6 pg/mL. A trimorfina
em concentragdes baixas também induziu proliferacdo dos parasitas ao invés de inibir.

Passero e colaboradores (2007) testaram peconhas de trés subespécies de Crotalus durissus
contra promastigotas de L. amazonensis. Enquanto a pegonha da serpente Crotalus durissus
cascavella apresentou uma forte atividade leishmanicida (ICso de 9,4 pg/mL), sua crotoxina
isolada, composto por uma subunidade acida proteica (CA) e uma PLA; basica (CB), mostrou uma
fraca atividade leishmanicida (ICso de 99,80 pg/mL). Adicionalmente, os autores encontraram
outros componentes da peconha com maior atividade leishmanicida, tais como a giroxina e a
crotamina.

A avaliacdo da atividade antiparasitaria contra formas epimastigotas de T. cruzi pela
peconha de B. marajoensis apresentou 42% a 61% de atividade tripanocida nas concentragdes de
6,25 a 100 pg/mL, sendo que a Bmaj-11 apresentou 3% a 31% nas concentracdes de 6,25 a 100
ng/mL, o que também sugere a participacdo de outros componentes na atividade antiepimastigota

da pegonha (Figura 22).



70

Os estudos abordando a atividade tripanocida de svPLA:s séo escassos, além de um estudo
em que nenhuma atividade triponicida foi encontrada para as PLA>s testadas da peconha de B.
leucurus e B. marajoensis (TORRES et al., 2009), sendo mais frequente a avaliacdo da peconha e
outras enzimas como LAAOs contra T. cruzi. Fernandez-Gomez e colaboradoes (1994)
desenvolveram um dos primeiros estudos realizados mostrando que as peconhas de Cerastes
cerastes e Naja haje exerceram inibicdo de crescimento sobre formas epimastigotas de T. cruzi e
promastigotas de L. d. infantum. Nesse estudo, comprovaram que depois do aquecimento dessas
peconhas, estas perderam atividade antiparasitaria, sugerindo que 0s componentes responsaveis
sdo termolabeis.

Em outro estudo desenvolvido por Castillo-Vigil e colaboradores (2008), investigou-se a
atividade tripanocida da peconha das serpentes Atropoides nummifer, Atropoides picadoi, Bothrops
asper, Bothriechis schlegelii e Crotalus durissus durissus contra as formas epimastigotas,
amastigotas e tripomastigotas de duas cepas de T. cruzi, onde todas as pe¢onhas exibiram atividade
tripanocida, diminuindo a viabilidade de ambas as cepas de T. cruzi testadas, com Varios graus de
eficacia. Utilizando uma cepa CL, assim como no presente estudo, as peconhas mostraram
atividade contra formas epimastigotas de T. cruzi de aproximadamente 50% para todos 0s venenos
testados depois de 72 horas de incubacdo na concentracéo de 40 pg/mL. Esses valores corroboram
os dados encontrados com a utiliza¢do da peconha de B. marajoensis no presente estudo.

Merece destaque o0 pontencial antiparasitario da peconha de B. jararaca contra formas
epimastigotas, amastigotas, e tripomastigotas de T. cruzi e formas promastigotas de L. major.
Gongcalves e colaboradores (2002) mostraram uma correlagdo negativa entre a concentragdo da
peconha e o crescimento dos parasitas, provavelmente relacionado com mudancas ultraestruturais
nas mitocéndrias e cinetoplastos observadas nas células dos parasitas apds tratamento com a
peconha. Neste estudo observou-se 50% de inibicdo de crescimento de ambos os parasitas com
concentragdes de 0,1-0,3 pg/mL da pegonha e 100% de inibicdo de crescimento em uma
concentracdo de 100 pg/mL, uma poténcia antiparasitaria maior do que a de B. marajoensis
explorada no presente trabalho.

Porém, Deolindo e colaboradores (2005) observaram 50% de inibi¢do de crescimento de
T. cruzi com uma concentracdo de 10 pg/mL de peconha de B. jararaca. Também observaram-se
condensacéo do citoplasma, perda do potencial de membrana mitocondrial, aumento da exposi¢ao

de fosfatidilserina na membrana do plasma seguido por permeabilizacdo, e fragmentacdo do DNA
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em epimastigotas ao longo de um periodo de 24 h de tratamento com a pegonha, sugerindo uma
morte celular programada induzida pela peconha de serpente.

Um outro trabalho destacou a eficacia da peconha de Crotalus viridis viridis contra todas
as formas de desenvolvimento de T. cruzi. Neste estudo, utilizou-se um modelo in vitro aplicando
a peconha em células LLC-MK2 previamente infectadas com T. cruzi. Observou-se uma reducao
de 76-93% de parasitas por célula depois de 96 horas de incubacdo. Isto também foi causado por
alteracdes ultraestruturais das células parasitarias, edema das mitocdndrias, vesiculacéo e ruptura
da membrana plasmatica, a perda de componentes citoplasmaticos e modificagdes morfoldgicas da
celula (ADADE et al., 2011).

Apesar de haver apenas um trabalho investigando a atividade tripanocida das PLA2s de
peconhas de serpentes disponivel na literatura (TORRES et al., 2009; COSTA TORRES et al.,
2010), outros componentes dessas peconhas vém sendo investigados. Observou-se potencial
antiparasitario contra tripomastigotas e amastigotas de T. cruzi e promastigotas de L. amazonensis
para uma proteina secretora rica em cisteina de peconha de serpente (CRISP) denominada crovirin
da serpente Crotalus viridis viridis (ADADE et al., 2014). Costa e colaboradores (2015) mostraram
o efeito antiparasitario significante de CR-LAAO, uma L-aminoacido oxidase da peconha da
serpente Calloselasma rhodostoma, contra Leishmania sp. e T. cruzi.

Como foi citado anteriormente, estudos investigando a atividade tripanocida de PLA2s de
peconhas de serpentes sdo escassos. Mas € interessante destacar um estudo utilizando PLAs de
peconha da abelha Apis mellifera contra Trypanosoma brucei brucei em que os autores concluiram
que as fosfolipases podem desempenhar um papel no aumento dos niveis de endotoxina na
tripanossomiase, corroborando o presente trabalho (BOUTRIN; FOSTER; PENTREATH, 2008).

A avaliacdo da atividade antiparasitaria contra formas intraeritrociticas de P. falciparum
pela peconha de B. marajoensis apresentou um ICso de 0,14 + 0,08 pg/mL com CCs contra celulas
HepG2 de 43,64 + 7,94 pg/mL, revelando um indice de seletividade de 312. A Bmaj-Il apresentou
um ICso de 6,41 + 0,64 pug/mL contra P. falciparum e CCso de 53,07 pg/mL contra células HepG2,
calculando-se um indice de seletividade de 8,28 (Tabela 7; Figura 23; Figura 24). Na busca de
bioativos para o desenvolvimento de novas drogas, é desejado um indice de seletividade superior
a 10 para ser considerado potencialmente seguro e drugavel (BEZIVIN et al., 2003). Estudos de

mutacao sitio dirigida da Bmaj-11 podem resultar em um melhor indice de seletividade.
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Trés estudos investigaram a atividade antiplasmodial de peconhas de serpentes e suas
PLA>s com resultados parecidos com os achados do presente trabalho. Terra e colaboradores
(2015) encontraram um ICso de 0,78 pg/mL para a pegonha de Micrurus spixii contra formas
eritrociticas de P. falciparum in vitro. O efeito antimalarico contra P. falciparum da peconha de
Bothrops asper, uma de suas PLA2s Asp49, e uma PLA> homdloga Lys49 foi apresentado por
Castillo e colaboradores (2012), com valores de 1Cso de 0,13 pg/mL, 1,42 pg/mL e 22,89 pg/mL,
respectivamente. Resultados semelhantes foram encontrados por Quintana e colaboradores (2012)
para a peconha de Crotalus durissus cumanensis e suas duas PLA2s com valores de ICso de 0,17
pug/mL, 0,76 ug/mL, e 0,60 ug/mL respectivamente, afirmando a intensa atividade antiplasmodial
dessas moléculas.

Desses estudos, todos também testaram a citotoxicidade das peconhas e seus isoladas
contra células do hospedeiro para calcular o indice de seletividade dos mesmos em relacdo a
malaria. Especificamente, uma PLA2 homdloga Lys49 da peconha de B. asper apresentou atividade
citotoxica em células sanguineas periféricas mononucleares com um CCso de 67,43 £+ 1,03 pg/mL
e um indice de seletividade de 2,95 em relacdo a malaria, mostrando uma citotoxicidade maior
contra células hospedeiras e menor contra Plasmodium (CASTILLO et al., 2012) do que a Bmaj-
I1, isolada de B. marajoensis no presente trabalho.

Quintana e colaboradores (2012) mostraram a relacdo entre atividade hemolitica, por
meio de um ensaio de hemolise indireta, e atividade antiplasmodial. No caso, a fragdo da peconha
de Crotalus durissus cumanensis sem atividade hemolitica, indicando que ndo possui atividade
fosfolipasica, mostrou menor atividade anti-malarica (1C50=48,36 + 16,16 pug/mL) e menor indice
de seletividade (1,19) comparado com as outras fragdes hemoliticas da peconha, em relacdo a
células sanguineas periféricas mononucleares do hospedeiro. Concluiu-se que a habilidade de
toxinas de liberar acidos graxos livres e lisofosfolipidos pela acdo enzimatica pode ser responsavel
por sua atividade antiplasmodial. Porém, a Bmaj-11, uma PLA, enzimaticamente inativa, objeto
desse estudo, mostrou uma atividade contra Plasmodium e um indice de seletividade comparavel
com algumas PLA>s enzimaticamente ativas estudadas por Quintana e colaboradores (2012) e
Castillo e colaboradores (2012).

O estudo de Zieler e colaboradores (2001) que investigaram os efeitos antimalaricos de
PLA:s se destaca por utilizar os oocinetos de P. falciparum e P. gallinaceum, uma forma do parasita
apenas observada dentro do vetor. Observaram-se que PLA>s de peconhas da abelha produtora de
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mel, e das serpentes Crotalus durissus terrificus, Crotalus adamanteus, Naja mossambica
mossambica e Naja naja impediram a intera¢do dos oocinetos com o intestino do vetor, mesmo na
presenca de um inibidor de PLA>. Porém, essas PLA2s ndo mostraram nenhum efeito na forma
oocinética do parasita diretamente, sugerindo uma interagdo com a superficie do intestino do vetor.

Esses estudos apresentando resultados relacionados a pegonhas de serpentes e suas toxinas
isoladas, especialmente as PLAs, e sua atividade anti-parasitaria sugerem uma potencial aplicacdo
biotecnolodgica destas toxinas no desenvolvimento de novas drogas inspiradas na biodiversidade e

0 uso destas na elucidacdo de mecanismos de morte celular e ciclo de vida destes parasitos.
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6 CONCLUSAO

O isolamento da PLA> homdloga Bmaj-11 foi alcangado com uso de cromatografia de troca
catidnica seguida por fase reversa. A proteina Bmaj-11 mostrou uma massa molecular de 13.956
Da, e pl de 9,68. A Bmaj-1l demonstrou alta tendéncia de apresentar formas multiméricas,
evidenciado por eletroforese mono- e bi-dimensional, espectrometria de massa, e espalhamento de
luz dindmico. A auséncia de atividade enzimatica, 80% da sequéncia primaria obtida, e a
composicao de estruturas secundarias permitem classificar a Bmaj-11 como uma PLA> homdloga
Lys49 inédita com um alto grau de similaridade com outras PLAs basicas Lys49 de peconhas
botrépicas. A peconha de B. marajoensis e a Bmaj-11 apresentaram atividade antiparasitaria contra
formas promastigotas de Leishmania infantum, epimastigotas de Trypanosoma cruzi e
intraeritrociticas de Plasmodium falciparum. No entanto, evidencia que a Bmaj-Il contribui em
associagao com outras toxinas para atividade anti-parasitaria da peconha. Ensaios de citotoxicidade
contra HepG2 revelaram indices de seletividade de 312 e 8,28 para a peconha e a Bmaj-II,
respectivamente. Este resultado encoraja mais estudos da peconha de B. marajoensis para a

identificacdo de novas toxinas anti-parasitarias.
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APENDICE A: Alinhamento multiplo das PLA;s BmjeTX-1 e BmjeTX-I1 com outras PLA,s Asp49

BmjeTX-1
BmjeTX-11
BlatPLA,
BthTX-11
BtXTX-11
Myotoxin-111
BmTX-1
PrTX-111

BmjeTX-1
BmjeTX-11
BlatPLA>
BthTX-11
BtXTX-11
Myotoxin-111
BmTX-1
Pr7X-111

BmjeTX-1
BmjeTX-11
BlatPLA>
BthTX-11
BEXTX-11
Myotoxin-111
BmTX-1
Pr7X-111

de peconhas de serpentes do género Bothrops

DLWQFGQMILKETGKIPFPYYGAYGCYCGWGGRGGKPKAG--TDRCCYVHDCCYGKLTSC
DLWQWGQMILKETGKIPFSYYGAYGCYCGWGGRGGKPKAG—--TDRCCYVHDCCYGKLTSC
-LLQFREMITKMTGKEP IFFYAFYGCYCGLGGRG-KPQDA--TDRCCFVHDCCYGKVTGC
DLWQFGQMILKETGKLPFPYYTTYGCYCGWGGQG-QPKDA--TDRCCFVHDCCYGKLTNC
DLWQFGQMILKETGKLPFPYYTTYGCYCGWGGQG-QPKDA--TDRCCFVHDCCYGKLTNC
SLIEFAKMILEETKRLPFPYYTTYGCYCGWGGQG-QPKDA--TDRCCFVHDCCYGKLSNC
DLWQFNKMIKKEVGKLPFPFYGAYGCYCGWGGRGEKPKDG--TDRCCFVHDCCYKKLTGC
DLWQFGQMILKETGKLPFPYYTYGGCYCGVGGRRG---LGTKDDRCCYVHDCCYKKLTGC

* = -kk - - K- -% *AhhkAhk Kk - FAhkkhkk=KkkhkkAkk X-- K

PKTDDRYSYSWLDGT I'VCGEDDPCK-ELCECDKKIAVCFRENLGTYNKKYRYHL-KSCKK
PKTDDRYSYSRLDLT1VCGEDDPCK-ELCECDKKIAVCFRENLGTYNKKYRYHL-KSCKK
DPKKDI'YTYSEENGAFVCGGDDPCKKE ICECDKNAATCFRNDLDTYDYKYLLYSPENCQE
KPKTDRYSYSRENGV I ICGEGTPCEKQ ICECDKAAAVCFRENLRTYKKRYMAYPDVLCKK
KPKTDRYSYSRENGV 1 1 CGEGTPCEKQ ICECDKAAAVCFRENLRTYKKRYMAYPDVLCKK
KPKTDRYSYSRKSGV 1 1 CGEGTPCEKQICECDKAAAVCFRENLRTYKKRYMAYPDLLCKK
PKWDDRYSYSWKDITIVCGEDLPCE-EICECDRAAAVCFYENLGTYNKKYMKHL-KPCKK
PKTDDRYSYSWLDLT I'VCGEDDPCK-ELCECDKATAVCFRENLGTYNKKYRYHL-KPCKK

* K =k%k - =%k *x - - =kkkk - *=kk ==k X% -% - * - -

ADKPC 121
ADKPC 121
ESEPC 121
PAEKC 122
PAEKC 122
PA--- 119
ADYPC 121
ADKPC 120

116
116
116
117
117
117
116
115

*Representa os residuos conservados entre todas as sequéncias. :Indica conservagado entre grupos de propriedades

fortemente similares = > 0.5 no Gonnet PAM 250 matrix. .Indica conservagdo entre grupos de propriedades

fracamente similares = < 0.5 no Gonnet PAM 250 matrix.
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APENDICE B: Alinhamento multiplo da PLA, BmarPLA; com outras PLA,s Lys49 de peconhas de
serpentes do género Bothrops

BmarPLA; SLLELGKMILQETGKMPSKSYGAYGCNCGVLGR 33
MTX-11 SLVELGKMILQETGKNPAKSYGAYGCNCGVLGR 33
Myotoxin-1 SLVELGKMILQETGKNPAKSYGAYGCNCGVLGR 33
BbTX-11 SLFELGKMILQETGKNPAKSYGAYGCNCGVLGR 33
Pr7X-1l1 SLFELGKMILQETGKNPAKSYGAYGCNCGVLGR 33
Bnsp-7 SLFELGKMILQETGKNPAKSYGAYGCNCGVLGR 33
Pr7X-I SLFELGKMILQETGKNPAKSYGAYGCNCGVLGR 33
BthTX-1 SLFELGKMILQETGKNPAKSYGAYGCNCGVLGR 33
*x * -

*Representa os residuos conservados entre todas as sequéncias. :Indica conservacdo entre grupos de propriedades
fortemente similares = > 0.5 no Gonnet PAM 250 matrix. .Indica conservagdo entre grupos de propriedades

fracamente similares = < 0.5 no Gonnet PAM 250 matrix.
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APENDICE C: Alinhamento multiplo da PLA, Bmaj-9 com outras PLA2s Asp49 de peconhas de

Bmaj-9
BlatPLA2
Pr7X-111
BmTX-1
Myotoxin-111
BthTX-11
BmjeTX-1
BmjeTX-11

serpentes do género Bothrops

DLWQWGQMILKETGKLPFSYYTAYGCYCGWGGRGGKPKA--DTDRCCFVHDC
-LLQFREMITKMTGKEP IFFYAFYGCYCGLGGRG-KPQDA--TDRCCFVHDC
DLWQFGQMILKETGKLPFPYYTYGGCYCGVGGRRG---LGTKDDRCCYVHDC
DLWQFNKMIKKEVGKLPFPFYGAYGCYCGWGGRGEKPKDG--TDRCCFVHDC
SLIEFAKMILEETKRLPFPYYTTYGCYCGWGGQG-QPKDA--TDRCCFVHDC
DLWQFGQMILKETGKLPFPYYTTYGCYCGWGGQG-QPKDA--TDRCCFVHDC
DLWQFGQMILKETGKIPFPYYGAYGCYCGWGGRGGKPKAG--TDRCCYVHDC
DLWQWGQMILKETGKIPFSYYGAYGCYCGWGGRGGKPKAG——TDRCCYVHDC

-% *hkkx ** **** Rk =

*Representa os residuos conservados entre todas as sequéncias. :Indica conservacédo entre grupos de propriedades

fortemente similares = > 0.5 no Gonnet PAM 250 matrix. .Indica conservagdo entre grupos de propriedades

fracamente similares = < 0.5 no Gonnet PAM 250 matrix.
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