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RESUMO

Neste trabalho investigamos algumas atividades peptidasicas (aminopeptidase M — APM,
dipeptidil peptidase IV — DPP IV e endopeptidase neutra 24.11 — NEP 24.11) em quatro pegconhas
do género Bothrops (B. alternatus, B. jararaca, B. jararacussu, B. moojeni) e avaliamos a
influéncia da fracdo de baixa massa molecular destas peconhas sobre a atividade das peptidases.
Também estudamos o efeito das quatro peconhas sobre as atividades das trés peptidases em
tecido renal de rato in vitro. As quatro peconhas mostraram atividades APM e DPP IV
localizadas nos picos de alta massa molecular do perfil cromatografico obtido por gel filtracdo;
nenhuma continha NEP 24.11. A remocdo da fragdo de baixa massa molecular (<5 kDa) por
filtracdo centrifugal (filtros Amicon) resultou em queda na atividade da APM em todas as
peconhas, e reducdo da atividade da DPP IV em duas peconhas (B. alternatus e B. moojeni); a
atividade foi restaurada com a reposicdo desta fragdo. A incubacdo de tecido renal com
concentragOes crescentes das pegonhas inibiu a APM e NEP 24.11, mas estimulou a atividade
DPP V. Os principais picos das peconhas obtidos por gel filtracdo mostraram graus variados de
inibicdo da APM e NEP 24.11, sem efeito na DPP IV exceto aumento de atividade com o pico
que continha DPP 1V da peconha. A anédlise detalhada da acdo dos picos da peconha de B.
jararaca sobre a atividade da NEP 24.11 e subsequente cromatografia por troca ionica do pico
mais ativo (PVI) levou a identificacdo de um subpico com potente atividade inibitoria sobre esta
peptidase. Esta inibicdo, que ndo era devido a atividade proteolitica, fosfolipasica Az ou lectina,
foi menos potente que aquela observada com o fosforamidon, inibidor especifico da NEP 24.11.
Estes resultados indicam que as peconhas botrdpicas contém peptidases especificas cuja atividade
pode ser modulada por componentes de baixa massa molecular da pegonha. As peconhas também
contém componentes que inibem a atividade da APM e NEP 24.11 renais. A caracterizacdo
parcial de um pico da peconha de B. jararaca indicou a presenca de um inibidor potente da NEP
24.11 renal. A identificagdo do componente ativo deste pico poderia servir de ponto de partida

para o desenvolvimento de nova ferramenta para pesquisa basica e aplicacdo terapéutica.

Palavras-chaves: aminopeptidase M, Bothrops, dipeptidil peptidase IV, endopeptidase neutra

24.11, peconha ofidica, peptidases, peptideos



ABSTRACT

In this work, we investigated some peptidase activities (aminopeptidase M — APM,
dipeptidyl peptidase IV — DPP IV and neutral endopeptidase 24.11 — NEP 24.11) in four
Bothrops venoms (B. alternatus, B. jararaca, B. jararacussu, B. moojeni) and examined the
influence of the low molecular mass fraction of these venoms on peptidase activity. We also
assessed the effects of the four venoms on the activities of these three peptidases in rat renal
tissue in vitro. The four venoms contained APM and DPP IV activities that eluted in the high
molecular mass peaks of the gel filtration elution profile; none of the venoms had NEP 24.11
activity. Removal of the low molecular mass fraction (<5 kDa) by centrifugal filtration (Amicon
filters) resulted in a decrease in the APM activity of all the venoms and a decrease in DPP IV
activity in two venoms (B. alternatus and B. moojeni); activity was fully restored by recombining
the fraction with the rest of the corresponding venom. The incubation of renal tissue with
increasing venom concentrations inhibited APM and NEP 24.11, but stimulated DPP 1V. The
main peaks obtained by gel filtration of each venom showed varying degrees of inhibition of
APM and NEP 24.11, but with no effect on DPP 1V, except for an increase in activity with the
peak containing venom DPP V. Detailed analysis of the action of the gel filtration peaks of B.
jararaca venom on NEP 24.11 activity followed by fractionation of the most active peak (PVI)
by ion exchange chromatography resulted in the identification of a subpeak with potent inhibitory
activity on this peptidase. This inhibition, which was not attributable to protease, phospholipase
A or lectin activity, was less potent than that observed with phosphoramidon, a specific inhibitor
of NEP 24.11. These results indicate that Bothrops venoms contain specific peptidases, the
activity of which is modulated by low molecular mass components of the venoms. The venoms
also contain components that inhibit renal APM and NEP 24.11. Partial characterization of the
active peak from B. jararaca venom indicated the presence of a potent inhibitor of renal NEP
24.11. The identification of the active component of this peak could serve as a starting point for

the development of a new tool for basic research and possible therapeutic application.

Keywords: aminopeptidase M, Bothrops snake venom, dipeptidyl peptidase 1V, neutral

endopeptidase 24.11, peptidases, peptides
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1. INTRODUCAO
1.1. PEPTIDASES E PEPTIDEOS ENDOGENOS

A regulacdo hemodinamica e cardiovascular envolve varios mediadores, tais como (1)
gases volateis como o 6xido nitrico (NO), sulfeto de hidrogénio (H2S) e mondxido de carbono
(CO), (2) mediadores lipidicos como leucotrienos, prostaglandinas, prostaciclina e tromboxanos,
(3) autacoides enddgenos, especialmente aminas como catecolaminas, histamina e serotonina, e
(4) uma variedade bastante grande de peptideos (cininas, endotelinas, neuropeptidios, peptideos
natriuréticos, etc.) liberados pela acdo de peptidases. Os peptideos possuem papel central na
comunicacdo intercelular, podendo exercer efeitos diretos sobre a musculatura vascular, atuando
como vasoconstritores (angiotensina Il, vasopressina, endotelinas, neuropeptideo Y e urotensina)
ou vasodilatadores (bradicinina e cininas relacinonadas, peptideo intestinal vasoativo, substancia

P, neurotensina, peptideo relacionado com o gene da calcitonina e adrenomedulina) (Esquema 1)

[1].

Dor Inflamacéo

Acdo central \ / Natriurese

‘\ _/’
PEPTIDEOS
Sist l g
nastr:I :lT:ﬂnal r::ll:d:I:::n:o

Agdo vascular

Constrigdo Dilatagdo

Ang Il —angiotensina Il ) NKA/NKB - neurocininas A e B
ANP - peptideo natriurético atrial NPY — neuropeptideo Y

BK - bradicinina NT = neurotensina

CGRP - peptideo relacionado ao SP - substancia P
gene da calcitonina VP - vasopressina
ET — endotelina

. L VIP = peptideo vasoativo intestinal
CCK - colecistoguinina

Esquema 1. Alguns peptideos enddgenos e suas agdes. Fonte: Linardi [2].
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Ha uma grande variedade de peptidases enddgenas, mas na regulacdo cardiovascular as
mais relevantes sdo a enzima conversora da angiotensina (ECA), a enzima conversora da
endotelina (ECE; responsavel pela liberacdo da endotelina 1 do precursor ‘big endotelina’),
diversas aminopeptidases (aminopeptidases A, B e M/N), dipeptidil peptidase IV (DPP IV) e
endopeptidase neutra 24.11 (NEP 24.11). As mais estudadas em relacdo as peconhas ofidicas séo
a ECA, APM, DPP IV e NEP 24.11.

A ECA ¢é uma dipeptidil carboxipeptidase que catalisa a clivagem de dipeptideos do
carboxi-terminal da angiotensina 1, convertendo esta em angiotensina IlI, um potente
vasoconstritor. Ao mesmo tempo, a ECA degrada a bradicinina, potente vasodilatador,
inativando-a. A angiotensina Il, por sua vez, é removida rapidamente da circulacdo por uma
variedade de peptidases, conhecidas como angiotensinases [3].

A APM tem diversas atividades bioldgicas, incluindo funcbes envolvidas nas respostas
inflamatorias e imunoldgicas, transducdo de sinal, processamento de antigeno, de neuropeptideos
e de degradacdo de citocinas [4]. Esta metaloenzima (dependente de Zn) é uma glicoproteina
transmembrana do tipo Il que desempenha um papel na progressdo de tumores através do
controle de alguns processos, tais como, proliferagdo, invasdo tumoral e angiogénese. A APM
apresenta elevada expressdo em células malignas cancerosas [5]. A aminopeptidase A (APA)
converte a angiotensina Il em uma forma também ativa denominada angiotensina lIll, e essa €
convertida em angiotensina IV pela acdo da aminopeptidase M (APM), que pode também clivar a
angiotensina IV para formar angiotensina-(4-8), que é inativa [6].

A endopeptidase neutra 24.11 (NEP 24.11), uma Zn-metalopeptidase ligada a membrana
celular, cliva a angiotensina | em angiotensina (1-7) [7], mas também degrada um grande nimero
de neuropeptideos envolvidos na hipertensdo, incluindo a adrenomodulina (ADM), um

vasodilatador renal e potente peptideo natriurético [8], a bradicinina, bem como a oxitocina,
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peptideos opidides, substancia P, gastrina, peptideo intestinal vasoativo, e a proteina beta
amildide [9]. Além destes, outros substratos incluem angiotensina Il, cininas, peptideos
quimiotaticos, peptideos semelhantes a bombesina, endotelina-1 (ET-1), encefalina,
neuropeptideo Y e peptideo intestinal vasoativa (VIP) [10]. Possui afinidade pelos peptideos
natriuréticos na ordem de CNP>ANP>BNP (ver revisdo de Vink et al. [11]).

A dipeptidil dipeptidase IV (DPP 1V), uma serinoprotease transmembrana, mas também
soltvel na circulacdo, degrada a bradicinina em bradicinina (1-5), uma forma mais estavel e
inativa da bradicinina. Ela pode ainda, ser degradada por outras aminopeptidases como a
aminopeptidase P. Neste caso, a bradicinina é hidrolisada previamente pela aminopeptidase P, na
ligacio Arg-Pro? e, depois, pela DPP IV na posicdo Pro®-Gly*. Além disto, ha evidéncias de que
a DPP IV regula o tdnus vascular através de uma acdo sobre o sistema de 6xido nitrico [12]. A
DPP IV exerce sua atividade enzimatica quando na forma dimerizada [13], podendo, ainda,
assumir a forma de tetrdmero quando ha juncdo dos dimeros localizados em membranas de
células diferentes [14].

Além de estar envolvida no controle hemodinanimco, a DPP IV participa de algumas
disfuncGes metabolicas como, por exemplo, diabetes, obesidade e anorexia. O diabetes pode ser
controlado através do uso de inibidores da DPP IV, uma vez que estes evitam a inativacdo da
GLP-1 e da GIP (hormbnios gastrointestinais, produzidas no intestino, responsaveis por aumentar
a secrecdo de insulina e reduzir a secrecdo de glucagon em resposta a glicose em situacdes de
hiperglicemia) [15]. Na obesidade, os niveis de DPP IV encontram-se aumentados na circulagédo
sanguinea, e, na anorexia nervosa, a concentracdo sanguinea de DPP IV é menor quando

comparada a uma pessoa saudavel [16].
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1.2. PEPTIDASES E PEPTIDEOS DE PEGONHAS OFIDICAS
1.2.1. Peptidases

A presenca de peptidases em pegonhas ofidicas € bem conhecida e inclui aminopeptidases
(APA, APM, alanil, arginil, leucil, piroglutamil), catepsinas, dipeptidil peptidases (DPP I, 11, Il e
IV) e enzimas do tipo calicreina, entre outras [17-28]. Enquanto algumas peptidases como a DPP
IV mostram ampla distribui¢do, mas atividade variavel, entre peconhas de serpentes de diferentes
familias [26], outras sdo mais caracteristicas de determinada familia, como a L-leucil
aminopeptidase que é abundante em peconhas da familia Elapidae [21-23]. A demonstracdo de
que muitas das atividades peptidasicas de peconhas sdo caracteristicas de peptidases celulares,
e.g., peptidases citosolicas e lisossomais [23], sugere que estas enzimas possam ser derivadas da
descamacao e lise celular que acompanham a regeneracéo epitelial da glandula venenifera em vez
de serem componentes especificos das peconhas propriamente dito. Consoante com esta
conclusdo é a demonstracdo de atividade APA e DPP IV em exossomos (vesiculas secretadas por
uma variedade de células) na peconha da serpente Gloydius blomhoffii blomhoffii [29]; a presenca
destas peptidases contribui para a capacidade destas vesiculas de degradar peptideos como a
angiotensina Il, substancia P, o octapeptideo de colicistocinina e peptideo 1 do tipo glucagon.
Apesar da presenca conhecida de peptidases em diversas pegonhas, ainda pouco se sabe das suas
reais funcbes no envenenamento, especialmente considerando que geralmente ocorrem em
quantidades bastante reduzidas em relacdo a varios outros componentes, conforme atestada pela
baixa deteccdo de peptidases em estudos transcriptdomicos e protedmicos de peconhas de varias
familias e géneros [26,30,31]. Aird [27] sugeriu que a DPP IV contribui para a hipotensao atraves
da sua capacidade de degradar peptideos com acdo hipertensora como a neuropeptideo Y,
substancia P e peptideo-1 do tipo glucagon (GLP-1). Apesar da sua presenga em peconhas

ofidicas, até 0 momento poucas destas enzimas tém sido caracterizadas, as mais conhecidas sendo
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a DPP IV [32] e a APM [33] da serpente asidtica Gloydius blomhoffii brevicaudus e a
rhiminopeptidase A, uma aminopeptidase A da peconha da vibora africana Bitis gabonica
rhinoceros [34].

No que diz respeito a peconhas do género Bothrops, anélises transcriptdmicas [35-42] e
protebmicas [43-54] mostram que as pegonhas botropicas possuem grande variedade de proteinas
enzimaticas e ndo enzimaticas. Entre as enzimaticas, as mais abundantes e bem caracterizadas séo
as metaloproteinases (snake venom metalloproteinases — SVMPSs), serinoproteinases (snake
venom serine proteases — SVSPs), fosfolipases Az (PLA?), lectinas do tipo C e L-aminoacido
oxidases (LAAOQO). A maioria dos efeitos sistémicos causados pelo envenenamento botropico é
mediada por SVMPs [55-59] e PLA: acidas ou bésicas [61]. Embora as SVMPs e SVSPs
exercam atividade peptidasica como parte da sua acdo proteolitica geral, ha evidéncias de que as
peconhas botropicas também possuam peptidases especificas como APM/N e DPP-1V [25], bem
como atividade angiotensinase [62].

As peptidases presentes em peconhas podem contribuir para as alteracfes
cardiovasculares (hemorragia, coagulopatia, hipotensdo, insuficiéncia renal) observadas ap6s o
envenenamento. No caso de pegonhas botrdpicas, a relacdo entre as peptidases e seu papel no
envenenamento tem sido estudada ha mais de 65 anos, desde o trabalho pioneiro do Prof.
Mauricio Rocha-e-Silva e colegas que demonstraram a capacidade da peconha de Bothrops
jararaca em liberar bradicinina de bradicininogénio plasmatico [63], sendo este peptideo um
mediador importante na hipotensdo arterial caracteristica destas peconhas [64-67].
Historicamente, a liberacdo de bradicinina tem sido atribuida a acdo de SVSPs com atividade do
tipo calicreina [68-72], embora existam evidéncias para o envolvimento de SVMPs nesta

liberacdo também [73]. Além da formacéo de bradicinina, ha a liberagédo de fibrinopeptideos com
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acao hipotensora durante a degradacao de fibrinogénio por SVMPs e SVSPs [26,60], bem como a

degradacéo de peptideos enddgenos como a angiotensina Il [62].

1.2.2. Peptideos

As peconhas ofidicas contém uma diversidade de peptideos, embora nem todos ocorrem
no mesmo género ou espécie. Estes peptideos incluem: (1) neurotoxinas pos-sinapticas classicas
(6-7 kDa), também conhecidas como toxinas three-finger (3-FTx) devido sua estrutura
tridimensional de trés ‘dedos’; estas toxinas sdo encontradas em pegonhas -elapidicas
principalmente dos géneros Bungarus (Asia), Naja (Africa e Asia) e Micrurus (corais das
Américas) e blogueiam de forma competitiva os receptores nicotinicos pés-sindpticos em
musculo esquelético [74-76], (2) miotoxinas de baixa massa molecular (~4 kDa), geralmente de
natureza bésica, encontradas em peconhas de cascaveis do género Crotalus; incluem a crotamina
de Crotalus durissus terrificus (cascavel sul-americana) e miotoxinas I, Il, Il e a, e peptideo ¢ de
algumas Crotalus (e.g., C. viridis) da América do Norte [77], (3) peptideos basicos mas nédo
miotdxicos (2-3 kDa), com forte acdo cardiovascular (sdo cardiodepressores e causam
hipotensdo) presentes em peconhas de Crotalus spp. norte-americanas [78-80], (4) sarafotoxinas
(~2 kDa), do género Atractaspis do Oriente Médio e Africa, que sdo peptideos vasoconstritores
de 21 amino 4&cidos relacionadas as endotelinas de vertebrados [81-83], (5) peptideos
natriuréticos do tipo C (CNP; ~3-4 kDa), primeiramente identificados na peconha da mamba
verde africana Dendroaspis angusticeps (DNP) [84] e relacionados aos peptideos natriuréticos
atriais do tipo A (ANP) e B (BNP) de vertebrados. Estes peptideos possuem acgdo natriurética e
vasodilatadora através da ativacdo da guanilil ciclase membranar (levando & formagdo de GMP
ciclico) que é parte integral dos receptores celulares NPR-A e NPR-B aos quais 0s peptideos se

ligam; sdo um substrato para a peptidase enddgena NEP 24.11 (ver revisdo de Vink et al. [11])



22

(6) waglerinas | e Il (<2 kDa), peptideos da serpente asiatica Trimeresurus wagleri
estruturalmente distintos de outros peptideos conhecidos, embora possuam alguma semelhanca
(10%) com os peptideos potencializadores da bradicinina [85,86]. A waglerinas agem nos
receptores nicotinicos periféricos e receptores GABA do sistema nervoso central, sendo que, em
camundongos, a waglerina | causa uma redugdo progressiva dos movimentos respiratorios, e
indiretamente, em consequéncia disto, leva a disturbios da pressdo arterial e no
eletrocardiograma, com o¢bito atribuido a asfixia devido ao blogueio neuromuscular [87], (7)
diversos peptideos que servem como inibidores das SVMPs da prépria peconha [88-92] ou cuja
acao biologica ainda ndo foi desvendada, tais como os peptideos poliHis-poliGly (pHpG) [93-
94], e (8) peptideos potencializadores da bradicinina. Alguns destes peptideos, especialmente os
peptideos potencializadores da bradicinina e peptideos natriuréticos do tipo C, tém sido usados
como ponto de partida para o desenvolvimento de novas moléculas de uso terapéutico [95-97].

A descoberta dos peptideos potencializadores da bradicinina esta intimamente associada
ao trabalho do Rocha-e-Silva et al. [63] sobre a liberacdo da bradicinina de cininogénio
plasmatico pela peconha de B. jararaca. Na década de 1960, o Prof. Sérgio H. Ferreira e colegas
demonstraram que peptideos da prépria peconha de B. jararaca eram capazes de potencializar as
respostas biologicas a bradicinina [98-99]. A acdo destes peptideos, denominados peptideos
potencializadores da bradicinina (BPPs — bradykinin-potentiating peptides) [100], é mediada
principalmente pela inibicdo da enzima conversora da angiotensina (ECA) [101] (para relatos
sobre o desenvolvimento deste campo, ver Ferreira [102-104]). Esta inibicédo abole a formacéo de
um potente vasoconstritor (angiotensina Il) e prolonga a meia-vida de um potent vasodilatador
(bradicinina), levando a hipotenséo.

Desde a descoberta inicial por Ferreira, varios BPPs ja foram identificados em outras

peconhas botropicas [94,100,105-111], além de outros géneros de serpentes, tais com
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Agkistrodon [112-117], Crotalus [118-123], Lachesis [124], Trimeresurus [125] e Vipera [126],
conforme mostra a Tabela 1.

Estruturalmente, a maioria dos BPPs tém massa molecular <1,5 kDa (<15 aminoacidos) ¢
sdo ricos em residuos de prolina (geralmente a regido C-terminal apresenta lle-Pro-Pro ou IPP), e
acido piroglutdmico na porcdo N-terminal. O polipeptideo precursor € formado por um peptideo
sinal de ~25 aminoacidos na porcdo N-terminal, seguidos de uma sequéncia de BPPs ou
analogos, com 5-13 aminoacidos, uma sequéncia ligante com cerca de 144 aminoacidos e uma
sequéncia do CNP que possui 22 aminoacidos [108,125,127].

Embora classicamente considerados como inibidores da ECA, diversos estudos nos
ultimos anos indicaram que os BPPs possuem outras atividades além da inibicdo da ECA
[96,128]. Tais atividades incluem uma acéo hipotensora e bradicéardica independente da atuacdo
na ECA [129], ativacdo da argininasuccinato sintetase [130], estimulacdo da produgdo do 6xido
nitrico [131-132], ativacdo de receptores muscarinicos do subtipo M1 [133-134], e mobilizacdo
de célcio intracelular e liberacéo de glutamato e GABA no sistema nervoso central [135], além de

possivel interacdo com receptores nicotinicos [136] e uma acgao neuroprotetora [137-138].
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Tabela 1: Sequéncias de BPPs de peconhas ofidicas. Fonte: Lopes et al. [123].
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1.2.3. Acédo sobre peptidases enddgenas

Embora historicamente o estudo da acdo de peptideos ofidicos, especialmente dos BPPs
de peconhas botropicas, tenha focado na inibi¢do da ECA, ha vérias outras peptidases enddgenas
(aminopeptidases, ECE, DPP 1V, NEP 24.11; conforme indicado na se¢do 1.1.) envolvidas na
regulacdo cardiovascular e renal que podem ser alvos de inibicdo por estes peptideos. Assim, o
estudo de componentes presentes em peconhas botropicas capazes de interferir na atividade
destas enzimas pode servir como fonte para o desenvolvimento de novos inibidores com
potencial terapéutico contra peptidases enddgenas. Poucos estudos tém investigado esta
possibilidade, entretanto a demonstracdo por Guerreiro et al. [130] da ativacdo da
argininasuccinato sintetase por um BPP (Bj-BPP-10c) da B. jararaca e o papel desta ativacdo na
hipotensdo causada por este peptideo indicam que h& escopo para investigacOes nesta area.
Alguns estudos de peptidases renais em camundongos tratados com peconha de B. jararaca
indicaram alteracfes (aumento ou diminuicdo) nas atividades de varias aminopeptidases (A, B e
N, entre outras) e DPP IV, porém néo ficou claro se estas alteracGes refletem uma acéo direta dos

componentes da peconha sobre estas enzimas, ou se € um efeito indireto [139-140].
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N

. OBJETIVOS

Baseado nas consideragdes acima, este estudo tem como objetivos:

1. Investigar a presenca das atividades APM, DPP IV e NEP 24.11 em algumas peconhas

botropicas (B. alternatus, B. jararaca, B. jararacussu e B. moojeni).

2. Avaliar o efeito da fracdo de baixa massa molecular destas pe¢onhas sobre suas proprias

atividades peptidésicas.

3. Avaliar o efeito destas pegonhas sobre a atividade da APM, DPP IV e NEP 24.11 em tecido

renal de rato.

4. Investigar o componente da peconha responsavel pela ativacdo e/ou inibicdo da atividade

enzimatica detectada no item 3, com énfase maior na NEP 24.11.

Escolhemos estudar a APM, DPP IV e NEP 24.11 por serem bem conhecidas quanto a sua

estrutura e funcdo, e pela sua importancia na regulacédo cardiovascular (ver Introducao).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. REAGENTES E PECONHAS

Albumina de soro bovino, N-dansil-D-alanil-glicil-p-nitrofenil-alanilglicina, diprotina A,
Gly-Pro-B-naftilamina, HEPES, e L-Leu-B-nitroanilida foram adquiridos da Sigma Chemical Co.
(St. Louis, MO, EUA). As resinas cromatograficas e os reagentes de eletroforese foram
adquiridos da GE LifeSciences (Piscataway, NJ, EUA). Outros reagentes de grau analitico foram
obtidos de Baker, Mallinkrodt ou Merck. As peconhas de B. jararaca, B. jararacussu e B.
moojeni foram obtidas do Centro de Extracdo de Toxinas Animais (CETA, Morungaba, SP) e a

de B. alternatus foi fornecida pela Fundacdo Ezequiel Dias (FUNED, Belo Horizonte, MG).

3.2. ANIMAIS

Foram utilizados ratos Wistar machos (250-300 g) vindos do CEMIB-UNICAMP,
mantidos a 22 °C em gaiolas plasticas (5/gaiola) sob ciclo de luz/escuro de 12 h com acesso livre
a agua e racdo (NuviLab®). Os protocolos realizados neste projeto foram aprovados pela
Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA/UNICAMP, protocolo n. 3044-1) e realizados
seguindo as recomendac0es éticas gerais da Sociedade Brasileira para Ciéncias de Animais de
Laboratorio (SBCAL; http://www.cobea.org.br/conteudo/view?ID_CONTEUDO=65) e a
legislacdo brasileira (Lei Federal no. 11,794, de 8 de outubro de 2008), em conjunto com as
diretrizes para experimentacdo animal estabelecidas pelo Conselho Nacional de Controle de

Experimentagéo Animal (CONCEA,; http://www.mct.gov.br/index.php/content/view/

310553.html, e http://www.mct.gov.br/upd blob/0234/234054.pdf).



http://www.mct.gov.br/index.php/content/view/310553
http://www.mct.gov.br/index.php/content/view/310553
http://www.mct.gov.br/upd_blob/0234/234054.pdf
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3.3. OBTENGAO E HOMOGENEIZAGAO DO TECIDO RENAL

Os ratos foram anestesiados com 2% isoflurano até atingirem um nivel adequado de
sedacdo para depois serem perfundidos. A perfusdo foi através da aorta, com solucéo salina 0.9%
e pressdao de ~70 mmHg para remover o sangue dos 6rgdos. Os rins foram removidos e
congelados rapidamente em N2 liquido e, em seguida, armazenados a -80 °C até 0 momento do
uso. Para a medicdo de atividades enzimaticas, os rins foram homogeneizados com
homogeneizador Politron®, a 4 °C em 5-10 volumes de 0,1 M de sacarose e 0,32 M Tris-sacarose,
pH 7,4 (homogeneizacdes de 30 seg cada, com periodos de repouso de 30 seg; os tubos foram
mantidos no gelo durante o processo). O homogenato foi centrifugado (3.000 g, 4 °C, 20-30 min)
e, em seguida, o sobrenadante foi recolhido e novamente centrifugado (20.000 g, 4 °C, 25 min).
O precipitado resultante foi colhido e lavado duas vezes com o tampao acima e resuspendido em
tampdo de ensaio. Este precipitado foi utilizado para medir as atividades da APM, DPP IV e NEP
24.11. As concentracbes de proteina foram determinadas pelo método de Lowry et al. [141],

utilizando-se albumina de soro bovino como padréo.

3.4. ENSAIOS ENZIMATICOS
3.4.1. Aminopeptidase M (APM)

A atividade da APM foi medida por clivagem do substrato colorimétrico L-Leu-B-
nitroanilida [142]. O meio de reagdo continha tampdo Tris-HCI 50 mM, pH 7,4, substrato
(concentracédo final 140 mM), peconha ou fracdo cromatografica e, quando necesséario, aliquota
de tecido renal. A atividade foi monitorada pelo aumento na absorbancia em 410 nm (leitor de
placas SpectraMax340, Molecular Devices, Sunnyvale, CA, EUA) durante 30 min a 37 °C. A

atividade foi expressa em absorbancia a 410 nm.
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3.4.2. Dipeptidil peptidase 1V (DPP 1V)

A atividade enzimatica de DPP IV foi determinada usando o ensaio de Puschel et al. [13]
e Imai et al. [143] modificado para placas de fundo escuro de 96 pocos. A mistura de reacao
continha tampédo Tris-HCI 50 mM, pH 8,0, substrato fluorogénico Gly-Pro-B-naftilamina
(concentracédo final 1 mM), peconha ou fracdo cromatografica e, quando necessario, aliquota de
tecido renal (volume final no pogo: 250 pL). A fluorescéncia resultante foi mensurada a 410 nm
apos excitacdo em 335 nm em leitor de placas Biotek (AHSI, Italy), durante 10 min, a

temperatura constante de 37 °C. A atividade foi expressa em unidades de fluorescéncia.

3.4.3. Endopeptidase neutra 24.11 (NEP 24.11)

A atividade da NEP 24.11 foi ensaiada usando N-dansil-D-alanil-glicil-p-nitrofenil-
alanilglicina como substrato (modificado de Florentin et al. [144]). O ensaio foi realizado em
placas de 96 pocos com fundo escuro, a 37 °C. A fluorescéncia resultante foi mensurada a 562
nm apos excitacdo em 342 nm em leitor de placas Biotek, durante 30 min, a 37 °C. A atividade

foi expressa em unidades de fluorescéncia.

3.4.4. Atividade fosfolipésica (PLA?)

Para dosagem da atividade PLA., foi preparado o reagente de ensaio misturando 5 mM de
Triton X-100 com 2 mM de Hepes, 10 mM de CaCl e agua Milli-Q (g.s.p.) [145]. O ensaio foi
realizado em pocgos de 250 uL em placa de ELISA. Em um bequer, foi misturado 20 mL do
reagente de ensaio junto a 24,8 mg de azul de bromotimol e homogenizado. O pH dessa solucéo
foi ajustado para 7,5 e colocada em banho a 37 °C por 15 min. Apds a incubacéo, foi adicionada

fosfatidilcolina (160 mg/mL de metanol) e o pH ajustado novamente para 7,5. Em cada poco,
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pipetou-se 180 uL desse reagente e, depois, 20 ul da amostra. A curva padréo foi feita com HCI
nas concentragdes de 0,156, 0,312, 0,625, 1,25 e 2,5 mM (20 pL/poco). A leitura foi feita a 620

nm por 6 min e a atividade foi calculada a partir da curva padréo e expressa em nM de HCI.

3.4.5. Atividade proteolitica

A atividade proteolitica da fracdo inibitoria da peconha de B. jararaca foi avaliada
essencialmente conforme descrita por Choedhury et al. [146], usando azocaseina (5 mg/mL em
tampdo Tris-HCI 50 mM, pH 8) como substrato. Apds incubagdo por 90 min a 37 °C foram
adicionados 200 uL de acido tricloroacético (TCA) 5% para precipitar a azocaseina que nédo foi
digerida. Apos centrifugacdo (10.000 rpm, 8 min, 4 °C), uma aliquota do sobrenadante foi
misturada com 150 pL de NaOH 0,5 M e a absorbéncia da cor resultante foi lida em 440 nm.
Uma unidade de atividade proteolitica foi definida como a quantidade de enzima (pg) que
hidrolisa 1 pg de azocaseina/min a pH 8,0 e 37 °C. Os experimentos foram realizados em
triplicata. Em alguns protocolos, a fracdo ativa foi incubada EDTA 20 uM por 1 ha 37 °C e a

atividade proteolitica residual foi determinada conforme descrito acima.

3.5. CROMATOGRAFIA DAS PECONHAS
3.5.1. Gel filtracéo por exclusdo molecular

Para identificar os picos com atividades peptidasicas, amostras (75 mg) de cada peconha
foram dissolvidas em 1 mL de tampédo bicarbonato de amoénia (AMBIC) 0,05 M e pH 8,2,
seguido por centrifugacdo (13.000 rpm, 12 min, 4 °C). O sobrenadante foi aplicado em uma
coluna de Superdex G-75 (1,2 x 75 cm) equilibrada com o tamp&o descrito acima, acoplada a um

sistema cromatografico AKTAprime (GE Healthcare). A coluna foi eluida com fluxo de 30 mL/h,
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0 volume coletado foi de 1,5 mL/tubo e o perfil cromatografico foi monitorado em 280 nm. A
atividade peptidéasica dos picos resultantes foi avaliada usando os ensaios enzimaticos descritos

anteriormente. Os picos foram armazenados a -80 °C.

3.5.2. Cromatografia de troca i6nica

Baseado nos resultados obtidos com as fracBes cromatograficas por gel filtracdo,
escolhemos a peconha de B. jararaca para analise mais detalhada devida sua atividade inibitéria
sobre a NEP 24.11 renal mais marcante que as outras peconhas. Para isso, realizamos a
cromatografia de troca em duas modalidades: eluicdo com gradiente linear e eluicdo com
gradiente escalonado (step-wise). Inicialmente, a fracdo ativa da gel filtracdo foi concentrada
usando membrana Amicon com limite de filtracdo de 3 kDa (MilliPore) e clarificada por
centrifugacdo (10.000 rpm, 5 min, 4 °C).

Para a troca idnica com eluicdo em gradiente linear, a fracdo ativa foi aplicada em uma
coluna Q-Sepharose HiTrap (5 mL) equilibrada previamente com tampdo HEPES 0,02 M, pH
8,0. A eluicédo das proteinas ligadas a coluna foi realizada com tampdo HEPES 0,02 M, pH 8,0
contendo NaCl 1 M em gradiente linear em 10 volumes de coluna (fluxo: 60 mL/h, volume
coletado: 1 mL/tubo) e o perfil cromatogréafico foi monitorado em 280 nm. A acdo inibitoria dos
picos resultantes sobre a atividade da NEP 24.11 foi avaliada co-incubando-se a fragdo com a
preparacdo de enzima seguido pelo ensaio enzimatico descrito anteriormente. Os picos foram
armazenados a -80 °C.

Para a troca idnica com elui¢do em gradiente escalonado, a amostra foi aplicada em uma
coluna Q-Sepharose HiTrap (5 mL) equilibrada previamente com tampdo HEPES 0,02 M, pH
8,0. A eluicéo das proteinas ligadas a coluna foi realizada com gradiente de tampao A (HEPES

0,02 M, pH 8,0) e tampéo B (HEPES 0,02 M, pH 8,0 contendo 1 M de NaCl), (fluxo: 1 mL/min,
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volume coletado: 1 mL/tubo) e o perfil cromatografico foi monitorado em 280 nm. A acéo
inibitdria dos picos resultantes sobre a atividade da NEP 24.11 foi avaliada co-incubando-se a
fracdo com a preparacdo de enzima seguido pelo ensaio enzimatico descrito anteriormente. Os

picos foram armazenados a -80 °C.

3.6. ELETROFORESE EM SDS-PAGE

O perfil eletroforético das fracbes cromatogréaficas foi avaliado por SDS-PAGE usando
géis de 12,5% de acrilamida [147] num sistema eletroforético Mighty Small SE260 (Hoefer-
Pharmacia). Apos eletroforese a 150 V constantes, os geis foram corados com 0,1% de azul de
Coomassie R250 em metanol:acido acético:dgua destilada (40:10:50, v/v), ou com nitrato de
prata, e depois descorados e documentados. Marcadores de massa molecular foram corridos em

paralelo com as amostras.

3.7. ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram expressos como a média £+ DP do numero de experimentos
realizados. As comparagOes estatisticas foram feitas usando analise de variancia (ANOVA) de
uma via seguido pelo teste de Tukey, com valores de p<0,05 indicando significancia. As analises

estatisticas foram realizadas usando o software Prism v.6 (GraphPad Inc., La Jolla, CA, EUA).
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4, RESULTADOS
4.1. ATIVIDADES PEPTIDASICAS DAS PECONHAS

Das trés atividades peptidasicas pesquisadas, duas (APM e DPP V) foram encontradas
nas quatro pegonhas, enquanto a terceira (NEP 24.11) n&o foi encontrada em nenhuma delas. As
Figuras 1 e 2 mostram as atividades APM e DPP IV das quatro peconhas. Conforme esperado,
nas quatro espécies as atividades das duas peptidases mostraram relacdo estreita com a
concentracdo de peconha testada. Baseado nestas curvas, a ordem de atividade (poténcia) das
peconhas foi B. alternatus/B. moojeni > B. jararaca > B. jararacussu para APM, e B.

jararacussu > B. alternatus > B. moojeni/B. jararaca para DPP IV.
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Figura 1. Atividade da APM nas peconhas de B. alternatus (A), B. jararaca (B), B. jararacussu
(C) e B. moojeni (D). As colunas representam a média £ DP (n=3). As concentracfes indicadas

no eixo X representam a concentragéo final no pocinho da placa.
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Figura 2. Atividade da DPP IV nas peconhas de B. alternatus (A), B. jararaca (B), B.
jararacussu (C) e B. moojeni (D). As colunas representam a média £+ DP (n=3). As

concentragOes indicadas no eixo X representam a concentragdo final no pocinho da placa.

4.2. PERFIL CROMATOGRAFICO DAS PECONHAS
4.2.1. Exclus@o molecular

Com o objetivo verificar o efeito da fracdo de baixa massa molecular sobre as
endopeptidases estudadas, ja tendo estudado a distribuicdo da APM, DPP IV e NEP 24.11 nas
peconhas, optou-se pela cromatografia de exclusdo molecular para aumentar o rendimento das

fragdes com baixa massa molecular, uma vez que a quantidade de material com massa molecular



35

abaixo de 5 kDa era muito pequena. O fracionamento das peconhas em coluna de Superdex-75
resultou nos perfis indicados na Fig. 3; a exclusdo molecular da peconha de B. alternatus resultou
em seis picos (P1-PVI1), a de B. jararaca em 10 picos (PI-PX), a de B. jararacussu em 0ito picos

(PI-PVIII) e de B. moojeni em sete picos (PI-PVII).
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Figura 3. Perfis de eluicdo das peconhas de B. alternatus (A), B. jararaca (B), B. jararacussu
(C) e B. moojeni (D) apos gel filtracdo (exclusdo molecular) em coluna de Superdex-75. A coluna
foi equilibrada e eluida com tampdo AMBIC 50 mM, pH 8, sendo aplicados 75 mg de cada

peconha. A eluicdo foi monitorada em 280 nm e os picos resultantes foram designados como P-I,
P-11, P-11l, etc.
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4.2.2. Atividades peptidéasicas das fracdes cromatograficas

Considerando que néo foi encontrada atividade da NEP 24.11 nas pecgonhas no screening
inicial, esta atividade ndo foi avaliada nas cromatografias. A atividade da APM mostrou-se maior
na fragdo correspondente ao pico Il (PIl) da exclusdo molecular (Fig. 4) enquanto a atividade da
DPP IV foi maior no pico | (PI), um pico muito pequeno localizado antes do pico de maior massa
molecular (Fig. 5). A atividade menor de DPP IV detectada no PIl provavelmente representa um

resquicio da enzima do PI que contaminou este pico devido a baixa resolucdo cromatografica dos

dois picos.
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Figura 4. Atividade APM nos perfis de gel filtracdo das peconhas de B. alternatus (A), B.

jararaca (B), B. jararacussu (C) e B. moojeni (D). Cada coluna representa a média £ DP (n=3).
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Figura 5. Atividade DPP IV nos perfis de gel filtracdo das peconhas de B. alternatus (A), B.

jararaca (B), B. jararacussu (C) e B. moojeni (D). Cada coluna representa a média + DP (n=3).

4.3. EFEITO DA FRAGAO DE BAIXA MASSA MOLECULAR NAS PEPTIDASES

Para avaliar a influéncia da fracdo de baixa massa molecular (fracdo peptidica) sobre as
atividades APM e DPP IV das pegonhas, as mesmas foram filtradas em filtro Amicon (cut-off
nominal de 5 kDa) resultando em fracéo retida (>5 kDa) e fracéo filtrada (<5 kDa). As atividades
foram mensuradas na peconha antes de ser filtrada, na fracdo retida no Amicon (>5 kDa) e na

mistura de pegonha retida mais a peconha filtrada no Amicon (fragdo >5 kDa + fragdo <5 kDa).
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A Figura 6 mostra que a remocédo da fracdo de 5 kDa resultou na diminuicdo da atividade da

APM nas quatro peconhas, que foi plenamente recuperada com a adic¢ao da fracdo <5 kDa.
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Figura 6. Efeito da fracdo de baixa massa molecular das pegonhas de B. alternatus (A), B.
jararaca (B), B. jararacussu (C) e B. moojeni (D) sobre a atividade APM das mesmas. P=
Peconha; >5 kDa = fracdo retida; >5 kDa + <5 kDa = fracdo retida + fracdo filtrada. As

colunas representam a média £ DP (n=3). **p<0,01 comparado ao P.

Ja no caso da DPP 1V, a remocdo da fracdo <5 kDa reduziu a atividade desta peptidase
nas pegonhas de B. alternatus e B. moojeni, com efeito maior na primeira (reducdo de ~50%),

sem porém afetar a atividade nas de B. jararaca e B. jararacussu. A devolugdo da fracdo <5 kDa
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a fracdo >5 kDa restaurou a atividade total, de modo semelhante aquilo que foi visto com a APM

(Fig. 7).
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Figura 7. Efeito da fracdo de baixa massa molecular das pegonhas de B. alternatus (A), B.
jararaca (B), B. jararacussu (C) e B. moojeni (D) sobre a atividade DPP IV das mesmas.
P=Peconha >5 kDa = fracéo retida; >5 kDa + <5 kDa = fracédo retida + fracdo filtrada. As
colunas representam a média + DP (n=3). **p<0,01 e ***p<0,001 comparado ao P.

4.4. ATIVIDADES PEPTIDASICAS RENAIS

4.4.1. Influéncia das peconhas sobre peptidases renais

Para avaliar a influéncia das peconhas sobre atividades peptidasicas, usamos como fonte

de enzimas o tecido renal de ratos, uma vez que 0 mesmo possui as trés enzimas estudadas
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(APM, DPP IV e NEP 24.11). Nestes experimentos, concentracdes crescentes das peconhas

foram adicionadas a uma quantidade fixa de tecido renal, sendo que as atividades peptidasicas

encontradas nas proprias peconhas ja foram descontadas. Conforme mostram as Figuras 8 e 9, um

aumento progressivo na concentracdo de peconha resultou em diminuicdo correspondente na

atividade peptidasica da APM e NEP 24.11 em comparacdo com o controle, sendo que a pegonha

de B. alternatus foi mais ativa contra APM, e a B. alternatus e B. jararaca as mais ativas contra a

NEP 24.11. J4, com a DPP IV (Fig. 10), houve aumento da atividade conforme aumentava a

concentracdo das quatro peconhas.
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pelo teste de Tukey).
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Figura 9. Inibicdo da NEP 24.11 renal de rato (9 ug/mL) pelas peconhas de B. alternatus (A), B.

jararaca (B), B. jararacussu (C) e B. moojeni (D). As colunas representam a média £ DP (n=3).

*p<0,05, **p<0,005 e ***p<0,0001 comparado com o controle (rim + tampdo de ensaio)

(ANOVA seguido pelo teste de Tukey).
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Figura 10. Estimulacdo da DPP IV renal (0,3 pg/mL) de rato pelas pegonhas de B. alternatus
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4.4.2. Influéncia das fracGes cromatograficas (gel filtracao) sobre peptidases renais

Tendo em vista a acdo das peconhas sobre as atividades peptidasicas enddgenas,
avaliamos entdo a acdo dos picos cromatograficos (exclusdo molecular) sobre as peptidases
renais com o intuito de iniciar a identificacdo do pico (fracdo) responsavel pelo efeito observado.
Com a peconha de B. alternatus, o pico PII causou reducédo de 35,3 + 12,4% na atividade APM
renal; foi o Unico pico desta peconha que mostrou atividade inibitdria sobre esta atividade. Os
picos de B. jararaca ndo reduziram significativamente a atividade da APM. Os picos Pl a PVII
da peconha de B. jararacussu reduziram a atividade da APM em ~18%, ja o pico PIlll de B
moojeni reduziu significativamente a atividade da APM (70,6 £ 3%), assim como os picos PllIb
(39,7 + 2,4%), PIV (29,4 + 6%), PIl (17,6 £ 2,6%), Pllb (17,6 £ 1,2%) e PV (29,4 + 0,5%) (Fig.
11).

Com a DPP IV renal, houve um aumento da atividade enzimatica apenas com o pico Pl de
todas as pegonhas: com B. alternatus houve um aumento de 128 + 26%, com B. jararaca de
131,2 + 2,5%, com B. jararacussu de 26,8 = 8,7%, e com B. moojeni de 43% * 7%, quando
comparados com o controle; nenhum dos outros picos das peconhas afetou a atividade da DPP IV
(Fig. 12). Lembrando ainda que destes resultados foi descontada a atividade DPP IV presente no
préprio pico.

Em relacdo a NEP 24.11, a atividade foi reduzida significativamente pelos picos Il
(42,2% + 8,2%), Il (30,8 £ 6,6%) e IV (61,2 £ 10%) de B. alternatus. Com B. jararaca,
observou-se que o pico VI resultou numa maior inibicdo da atividade da NEP 24.11 (81,4 +
17,8%), sequido pelos picos VII (68,5 + 28,4%), V (50,7 + 12,6%), IV (49,8 + 13,4%) e 111 (49,2
+ 14,2%). Com B moojeni, observou-se que os picos I11 e Illa resultaram numa maior inibicao da

NEP 24.11 (76,3 £ 22% e 76,3 * 8,1%, respectivamente), seguido pelos picos 11 (59,2 £ 16,4%),
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lla (58,1 + 23,8%) e IV (29,5 + 14,1%). Nao houve reducdo significativa da atividade da NEP

24.11 com os picos de B. jararacussu (Fig. 13).
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Figura 11. Inibicdo da atividade da APM renal de rato (7 pug/mL) pelos picos cromatograficos
das peconhas de B. alternatus (A), B. jararaca (B), B. jararacussu (C) e B. moojeni (D). As
colunas representam a média £ DP (n=3). *p<0,05, **p<0,005 e ***p<0,0001 comparado com 0
controle (rim + tampé&o de ensaio) (ANOVA seguido pelo teste de Tukey).
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Figura 13. Inibicdo da atividade enzimatica da NEP 24.11 renal de rato (9 ug/mL) pelos picos
cromatograficos das peconhas de B. alternatus (A), B. jararaca (B), B. jararacussu (C) e B.
moojeni (D). As colunas representam a média £ DP (n=3). *p<0,05, **p<0,005 e ***p<0,0001

comparado com o controle (rim + tampao de ensaio) (ANOVA seguido pelo teste de Tukey).

4.5. ATIVIDADE INIBITORIA DA PECONHA DE B. JARARACA SOBRE A NEP 24.11

Tendo em vista que das trés peptidases estudadas a NEP 24.11 foi a que mostrou a maior
inibicdo com a fracdo de menor massa molecular entre as peconhas, e que a peconha de B.
jararaca foi a mais potente, escolnemos a NEP 24.11 e a pegonha de B. jararaca para dar
continuidade ao estudo. O pico escolhido para dar continuidade foi o pico VI (PVI) de B.
jararaca. O perfil eletroforético das fragdes mostra que o PVI possui bandas em torno de 15 a 35

kDa (Fig. 14).
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Figura 14. Perfil eletroforético (SDS-PAGE) dos picos cromatogréaficos Pl ao PVIII da peconha
de B. jararaca obtidos por gel filtragdo. Foi usado um gel de acrilamida a 12,5%, sem DTT.
Coloragdo com azul brilhante de Coomassie R250. MM — marcadores de massa molecular

(indicados a esquerda, em kDa).

Para mostrar que a inibicdo da atividade da NEP 24.11 observada com picos Ill, IV e V
néo era devido a degradagdo da peptidase renal pela atividade proteolitica presente nestes picos,
fez-se o tratamento dos picos com EDTA (quelante de zinco que é essencial para atividade de
SVMPs). O painel A da Figura 15 mostra que o EDTA néo afetou a atividade da ENP 24.11, mas

inibiu potentemente a atividade proteolitica (caseinolitica) dos picos (painel B).
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Figura 15. Atividade proteolitica da NEP 24.11 renal incubada com os picos PlIl, PIV e PV da
peconha de B. jararaca (os mais ativos na inibicdo da NEP) na auséncia (apenas tampédo — Tp) e
presenca de EDTA (conc. final 5 uM) (painel A) e a atividade caseinolitica destes mesmos picos
sobre o substrato azocaseina na auséncia e presenga de EDTA (painel B). As colunas representam
a média £ DP (n=3). *p<0,05, **p<0,005 e ***p<0,0001 comparando controle (rim + tampao de

ensaio) com tratado (ANOVA seguido pelo teste de Tukey). R — tecido renal.
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Para testar se a inibicdo causada pelo pico PVI era resultado da atividade PLA, (uma vez
que a eletroforese indicou a presenca de componentes com massa molecular semelhante a PLA:
monomérica: ~15 kDa) dosou-se a atividade PLA: nesse pico, comparado a pegonha total. A
concentracdo proteica do pico e da peconha foi ajustada para 1 mg/mL baseada na absorbancia a
280 nm. A atividade PLA2 do PVI foi significativamente menor que a da pegonha (Fig. 16),

indicando ser pouco provavel que a inibicao fosse devida a esta atividade.

154

Atividade PLA,
(nmol de HCI/mg)
g

a1
[
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Figura 16. Atividade PLA:> da peconha de B. jararaca e do PVI resultante da exclusdo
molecular. As colunas representam a média + DP (n=3). **p<0,005 comparado com a pe¢onha
total (ANOVA). P — peconha.

Pelo mesmo raciocinio, considerando que a forma monomeérica de muitas lectinas que se
ligam a acucares tem massa molecular de ~15 kDa, avaliamos se a inibi¢do pudesse ser causada
por esta proteina. Para isso, incubou-se tecido renal (9 pug/mL) com uma lectina isolada da
peconha de B. jararacussu (concentracdo final = 200 ug/mL) e comparou-se a inibicdo com

aquela observada com o PVI (concentracdo final= 70 pg/mL). Conforme mostra a Figura 17,
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embora a incubacdo com a lectina tenha reduzida a atividade da NEP 24.11, foi bem menos
marcante que aquela observada com o pico PVI.

A Figura 18 mostra que a inibicdo da NEP 24.11 pelo pico PVI é dependente da
concentracdo, porém bem menos potente que aquela causada pelo fosforamidon, inibidor

especifico da NEP 24.11.
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Figura 17. Influéncia de uma lectina de B. jararacussu sobre a atividade da NEP 24.11
comparada a do PVI. A lectina foi purificada por cromatografia de afinidade sobre resina
Sepharose 4B e foi incubada com tecido renal nas mesmas condicdes usadas para avaliar o efeito
da peconha de B. jararaca e do pico PVI sobre a atividade da NEP 24.11 renal. As colunas
representam a media + DP (n=3). **p<0,005 e ***p<0,0001 comparado com o controle (rim +
tampéo de ensaio) (ANOVA seguido pelo teste de Tukey). R — tecido renal.
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Figura 18. Atividade inibitoria do PVI (A) e do fosforamidon (inibidor especifico) (B) sobre a
atividade da NEP 24.11. Ambos os ensaios foram feitos no mesmo dia, sob as mesmas condigdes.

Quantidade de tecido renal: 9,1 ug/mL. Os pontos representam a média + SD (n=3).
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4.6. FRACIONAMENTO DO PICO PVI POR CROMATOGRAFIA DE TROCA IONICA

Na proxima etapa cromatografica, o pico PVI foi fracionado por cromatografia de troca
ibnica com gradiente linear de eluicdo para separar melhor os componentes deste pico. Utilizando
esta técnica, o pico VI resultou em 11 subpicos (nomeados PVI-1 até PVI-12), conforme
mostrado no perfil cromatografico abaixo (Fig. 19). Dos 11 subpicos, 0s que causaram maior
inibicdo foram os picos PVI-7, PVI-8 e PVI-9, que inibiram a atividade da NEP 24.11 em 54 +

4,5%, 89 £ 5,5% e 49 * 4,5%, respectivamente (Fig. 20).
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Figura 19. Perfil de eluicdo do pico PVI da peconha de B. jararaca apos troca idnica em coluna
de Q-Sepharose. As proteinas foram eluidas (1 mL/min) em tampdo HEPES 0,02 M, pH 8,0
contendo NaCl 1 M em gradiente linear em 10 volumes de coluna (fluxo: 60 mL/h, volume
coletado: 1 mL/tubo) e o perfil cromatografico foi monitorado em 280 nm. Foram identificados
11 subpicos principais, nomeados PVI-1 até PVI-11. Eixo Y direito: condutividade do gradiente

de NaCl usado na eluicéo das proteinas.
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Figura 20. Inibicdo da atividade da NEP 24.11 pelos subpicos resultantes da troca iénica do PVI
da peconha de B. jararaca. **p<0,005 e ***p<0,0001 comparado com o controle (rim + tampé&o

de ensaio) (ANOVA seguido pelo teste de Tukey). R — tecido renal.

Para tentar melhorar a resolucéo dos picos, realizou-se uma cromatografia por troca ibnica
com eluicdo em gradiente escalonado, em condi¢des um pouco diferentes da primeira troca
ibnica. Esta cromatografia que resultou em 12 subpicos, nomeados de PVI-1 até PVI-12 (Fig.
21). O perfil eletroforético de alguns picos desta troca i6nica (PVI1-4 a PVI1-12) mostrou nos picos
PVI-4, PVI-5 e PVI-6 duas bandas coradas mais fortemente, com massa molecular de 30-38 kDa

(Fig. 22).
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Figura 21. Perfil de eluicdo do pico PVI da peconha de B. jararaca apds troca ibnica em coluna
de Q-Sepharose. As proteinas foram eluidas (1 mL/min) em tampdo HEPES 0,02 M, pH 8,0
contendo um gradiente escalonado (step-wise gradient) de 1 M de NaCl. O perfil de eluicao foi
monitorado a 280 nm e fragbes de 1 mL cada foram coletadas. Eixo Y direito: cor laranja —

condutividade do gradiente escalonado de NaCl (cor verde) usado na eluicdo das proteinas.
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Figura 22. Eletroforese (SDS-PAGE) dos picos cromatograficos PVI-4 ao PVI-12 da peconha de
B. jararaca obtidos por troca ionica com gradiente de eluicdo escalonado. Foi usado um gel de
acrilamida a 15%, sem DTT. Coloracdo de prata. MM — marcadores de massa molecular (massas

indicadas a esquerda, em kDa).

O ensaio enziméatico mostrou que os picos PVI-4, PVI-5 e PVI-6 causaram inibicdo da
NEP 24.11, sendo o PVI-5 o responsavel pela inibicdo mais significativa, sequido do PVI-6. (Fig.
23). Os subpicos que causaram estas inibi¢cdes coincidem com os subpicos que destacaram-se no

perfil da eletroforese mostrado acima.
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Figura 23. Inibicdo da atividade da NEP 24.11 pelos subpicos resultantes da troca i6nica do PVI

da peconha de B. jararaca. As colunas representam a média + DP (n=3). **p<0,005 e

***n<0,0001 comparado com o controle (rim + tampéo de ensaio) (ANOVA seguido pelo teste
de Tukey). R — tecido renal.

Os subpicos foram quantificados pela leitura da absorbancia de 280 nm. O mesmo perfil
de inibicdo observado com o PVI da exclusdo molecular se repetiu com os PVI-5 e PVI-6, ou

seja, uma inibicdo dependente da concentracdo testada (Fig. 24).
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Figura 24. Inibicdo da atividade da NEP 24.11 pelos subpicos resultantes da troca ibnica
escalonada do PVI da pegonha de B. jararaca. Os subpicos PVI-5 e PVI-6 inibiram a atividade
da NEP. O painel A apresenta o curso temporal da reacdo na auséncia e presenca dos picos PVI-5
e PVI-6 (50 pL e 150 pL para cada um). O painel B mostra a atividade dos mesmos picos no
tempo de 30 min. **p<0,005 e ***p<0,0001 comparado com o controle (rim + tampdo de ensaio)
(ANOVA seguido pelo teste de Tukey). R — tecido renal.
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5. DISCUSSAO

As peconhas botrdpicas sao ricas em atividade proteolitica excercida principalmente por
SVMPs e SVSPs, as quais também possuem atividade peptidasica quando testadas em substratos
sintéticos.  Entretanto ha evidéncias de que estas peconhas também possuem atividades
peptidasicas especificas como a APM, APB e DPP IV [25], L-leucil aminopeptidase [27] e
angiotensinase [62]. O estudo mais abrangente até o momento foi o de Gasparello-Clemente e
Silveira [25] que relataram a presenca de APM e DPP IV nas peconhas de B. alternatus, B. atrox,
B. insularis, B. jararaca e B. moojeni, além de C. d. terrificus, sendo as maiores atividades
encontradas na peconha de B. alternatus. Os resultados da presente investigacdo confirmam a
presenca de APM e DPP IV nas peconhas de B. alternatus, B. jararaca e B. jararacussu, e
demonstram a presenca destas atividades na de B. moojeni, além de mostrar a auséncia de NEP
24.11 nas quatro espécies. A presenca das atividades de DPP 1V e APM nos picos | e Il do perfil
cromatografico de gel filtracdo, respectivamente, que contém os componentes de maior massa
molecular das peconhas, esta de acordo com as massas moleculares de 110 a 120 kDa relatadas
para estas enzimas na peconha de G. b. brevicaudus [32,33].

Devido ao numero reduzido de estudos que tém investigado esta questdo, ainda nao esta
claro se as atividades peptidasicas detectadas em peconhas refletem componentes especificos das
peconhas ou se sdo apenas decorrentes da degradacdo e lise de células epiteliais comuns ao ciclo
normal do epitélio glandular [148,149]. A deteccdo de véarias destas peptidases em analises
transcriptdmicas da glandula venenifera do género Bothrops (e de outros géneros) aponta para a
primeira possibilidade, enquanto que a variagdo observada na ocorréncia destas atividades dentro
de determinada pegonha ou grupo de pegonhas (como, por exemplo, a detecgdo de APM e DPP

IV e aauséncia de NEP 24.11 nas quatro peconhas botropicas estudadas) sugere que ha realmente
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uma regulacéo especifica da biossintese destas enzimas pela glandula. A presenca de APM e DPP
IV em peconhas botrdpicas estd de acordo com o papel cardiovascular sugerido para estas
enzimas em peconhas ofidicas de modo geral [26], especialmente na hipotensdo no caso de
peconhas botrdpicas. A presenca da DPP IV em especial em diversas peconhas é notdria e
abrange as familias Elapidae (elapideos australianos, Bungarus, Micrurus, Naja, etc.), Crotalidae
(principalmente Agkistrodon, Bothrops, Crotalus, Lachesis e Trimeresurus) e Viperidae (viboras
do Velho Mundo — Atheris, Bitis, Daboia, Vipera, etc.), sendo um dos motivos para a sugestdo de
que esta peptidase possui papel importante no envenenamento [26,27].

A regulacdo da atividade proteolitica das proteases e peptidases das peconhas durante a
estocagem na glandula venenifera é um aspecto importante na manutencdo da integridade do
epitélio glandular e na protecdo contra a autélise dos componentes da peconha [92,150]. Os
reguladores destas atividades incluem baixo pH do limen glandular [92], ions metalicos
[151,152], moléculas organicas como citrato [92,153], peptideos de baixa massa molecular,
especialmente tripeptideos [88-92] e até proteinas como as cistatinas (12-13 kDa), inibidores de
cisteina proteases (como catepsinas B, L, S e papaina) [154-156] e as bothrojaracinas [157,158],
que inclui a bothroalternina [159], inibidores da familia que lectinas do tipo C (~27 kDa, com
subunidades de 13-15 kDa) inicialmente isolados da peconha de B. jararaca mas presentes em
varias peconhas botropicas e de Lachesis [160]; as bothrojaracinas inibem (pro)trombina
enddgena, e possivelmente também as enzimas tipo trombina de peconhas botrépicas.
Curiosamente, os BPPs de modo geral ndo inibem SVMPs de peconhas ofidicas [92].

Esta diversidade de mecanismos de inibicdo levanta a possibilidade da existéncia de
inibidores em pegonhas botropicas capazes de inibirem a atividade das peptidases da peconha e

das peptidases enddgenas. Usamos duas abordagens para avaliar estas possibilidades. Primeiro,
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avaliamos a atividade das peptidases endogenas das peconhas antes e depois da remocdo da
fracdo de baixa massa molecular, e apo6s reconstituicdo com esta fracdo. Ao contrario do que
esperavamos [um aumento na atividade devido a remocdo de eventual(is) inibidor (es)], houve
reducdo na atividade da APM em todas as peconhas ap6s remocdo da fracdo de baixa massa
molecular, enquanto que para a DPP IV, houve reducgéo apenas para B. alternatus e B. moojeni,
sem alteracdo para B. jararaca e B. jararacussu. Estes achados sugerem que, em vez da
existéncia de inibidores destas peptidases, as peconhas aparentemente contém componentes de
baixa massa molecular que sdo essenciais para a atividade plenas destas enzimas. Com os dados
disponiveis no momento, ndo é possivel afirmar se estes ativadores sdo de natureza inorganica
(ions metélicos) [151], [152], ou organica (peptideos). Entretanto, vale notar que as atividades da
APM e DPP IV podem ser moduladas pela presenca de metais bivalentes, como Co?*, Zn?*,
Mn?*, Ca?*, Ni?*, Pb?" e Hg?" (ver revisdes de Bauvoirs e Dauzonne [161] e Mentlein [162]).

A segunda abordagem usada para avaliar a presenca de inibidores peptidasicos nas
peconhas foi avaliar a atividade das mesmas sobre a APM, DPP IV e NEP 24.11 de tecido renal
de ratos. Tendo em vista o atual interesse em usar peptideos de peconhas para desenvolver novas
moléculas de uso terapéutico [11,95-97] e tendo em vista que alguns estudos ja demonstraram
alteracbes em algumas atividades peptidasicas em tecido renal de camundongos envenenados
com peconha de B. jararaca [139,140], avaliamos o possivel efeito das quatro peconhas e suas
fracBes cromatograficas sobre as atividades da AMP, DPP IV e NEP 24.11. Todas as peconhas
inibiram a atividade da APM e da NEP 24.11 de maneira dependente da concentracdo, sendo o
efeito mais marcante para a NEP 24.11; ja para DPP IV, ocorreu 0 inverso, ou seja, um aumento
progressivo na atividade com concentracbes maiores de peconha. Este achado aponta para a

presenca de substancia(s) com acdo inibitdria sobre as duas primeiras enzimas, mas estimulatoria
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sobre a ultima. Considerando que as peconhas botropicas sdo ricas em SVMPs com forte
atividade proteolitica, a inibicdo da APM e da NEP 24.11 poderia ter sido causada pela acéo
proteolitica inespecifica da peconha degradando as peptidases no tecido renal, de modo anélogo a
degradacdo proteolitica que estas pegonhas exercem sobre seus préprios componentes [92,150].
Entretanto, o fato de ndo termos observado inibi¢cdo semelhante com a DPP IV argumenta contra
esta hipdtese.

Tendo em vista que tanto as SVMPs quanto a APM e NEP 24.11 sdo metaloenzimas, cuja
atividade depende do Zn?*, ndo foi possivel usar quelantes deste metal (EDTA, o-fenantrolina)
para inibir a atividade das SVMPs para avaliar se tal inibicdo reduziria a inativacdo da APM e
NEP 24.11. Para contornar este problema, resolvemos fracionar as peconhas inicialmente por gel
filtracdo, que separa os componentes por massa molecular, e testar a atividade inibitoria dos picos
resultantes sobre as peptidases. A avaliacdo da atividade inibitéria dos picos individuais contra
as peptidases mostrou que apenas alguns deles de cada pegonha influenciaram estas enzimas, e
que estes picos ndo necessariamente era 0s mesmos entre peconhas. No caso da APM, apenas o
pico Il de B. alternatus afetou a atividade enzimatica, houve ligeira reducdo de atividade com
varios picos de B. jararacussu, marcada reducdo com alguns picos de B. moojeni e nenhum efeito
dos picos de B. jararaca. O motivo da divergéncia entre a inibicdo progressiva da APM vista
com as peconhas brutas e a inibigdo varidvel e inconsistente vista com os picos ndo esta claro,
mas pode refletir em parte uma atividade sinérgica entre alguns componentes das peconhas que,
quando separados por fracionamento, ndo atuam sozinhos. A inibicdo mais consistente com
aquela vista com a peconha ocorreu com a NEP 24.11, cuja atividade foi amplamente inibida por
varios picos das pegonhas de B. alternatus, B. jararaca e B. moojeni, porém sem nenhum efeito

dos picos de B. jararacussu. O caso extremo foi com a DPP IV onde apenas um dos picos das
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peconhas afetou esta enzima, amentando sua atividade; este pico correspondia ao que também
continha a atividade DPP IV da peconha (embora esta atividade da pegonha tenha sido
descontada durante o célculo da atividade). Um aspecto digno de nota foi a diferenca de
sensibilidade entre peptidases. Por exemplo, os picos de B. jararaca néo afetaram a atividade da
APM e apenas um afetou a DPP IV, mas varios deles inibiram marcadamente a NEP 24.11.

Apesar da variabilidade vista entre a atividade inibitoria dos picos das peconhas e das
diferentes sensibilidades das peptidases a esta inibicdo, no geral estes resultados indicam que as
peconhas botrépicas contém substancias capazes de modular a atividade destas peptidases.
Novamente, parece pouco provavel que esta atividade seja resultado de uma prote6lise
inespecifica uma vez que os picos cromatograficos que geralmente contém as SVMPs destas
peconhas (picos II, Il e IV, principalmente) ndo mostraram efeitos consistentes sobre as
peptidases: as vezes inibiam determinada peptidase, as vezes ndo. Além disso, conforme
demonstramos para B. jararaca, apesar dos picos Plll, PIV e PV terem atividade proteolitica, a
inibicdo desta atividade com EDTA (em uma concentracdo sem efeito sobre NEP 24.11) nédo
afetou a atividade inibitoria destes picos sobre a NEP 24.11, indicando que a atividade
proteolitica ndo era um fator importante nesta inibicéo.

Para focar melhor a investigagcdo dada a grande variedade de picos com atividade contra a
APM e NEP 24.11, optamos por estudar a acéo do pico VI da B. jararaca sobre a NEP 24.11 por
ser a mais ativa de todos sobre as peptidases, e também pelo fato de aparentemente ser especifico
para esta peptidase uma vez que ndo afeta a atividade APM ou DPP IV. A analise do perfil
cromatografico de exclusdo molecular mostrou que o PVI é um ombro do PVII, o que explica por

gue o PVII também inibiu significativamente a NEP 24.11, com atividade semelhante ao PVI.
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A analise eletroforética do pico PVI revelou a presenca de varios componentes com
massas moleculares entre 15 kDa e 35 kDa. Ha diversos componentes de peconhas botropicas
com massa molecular nesta faixa, incluindo SVMPs da classe Pl (~20-28 kDa), PLA, diméricas
(~28-30 kDa; mondmeros de 14-15 kDa), lectinas com afinidade para agucares (~28-30 kDa;
monomeros de 14-15 kDa), bothrojaracinas (~28 kDa; mondmeros de 13-15 kDa) e
possivelmente cistatinas (12-13 kDa), entre outros. A andlise enzimatica mostrou que o pico PVI
ndo tem atividade proteolitica sobre asocaseina e que também possui baixa atividade PLA:
guando comparado com a peconha, eliminando assim estas duas possibilidades como
componentes deste pico. E pouco provavel também que a inibicdo seja devido a atividade de uma
lectina uma vez que, embora tenha ocorrida inibicdo da atividade da NEP 24.11 na presenca da
BjcuL de B. jararacussu, a inibicdo obervada com o pico PVI era muito mais potente e numa
concentragdo muito menor que a da lectina. Por outro lado, a inibicdo da NEP 24.11 pelo pico
PVI foi muito menos potente que aquela observada com a fosforamidon, inibidor especifico
amplamente usado para abolir a atividade desta enzima.

Através da cromatografia de troca ibnica, foi possivel separar o pico PVI em varios
subpicos, independentemente da forma de eluicdo (gradiente linear ou escalonado — de degraus),
que foram testados quanto a sua atividade inibitoria. Esta etapa cromatogréfica resultou em dois
ou trés picos com potente atitividade inibitéria sobre a NEP 24.11. A analise eletroforética
mostrou que os picos mais ativos (PVI-5 e PVI-6, no caso da eluicdo com gradiente escalonado)
tinham componentes na faixa de 30-35 kDa (componentes com massas semelhantes foram vistos
nos picos ativos obtidos por eluicdo com gradiente linear; ndo mostrados). De modo semelhante
aquilo que foi visto com o pico PVI, a inibicdo pelos picos PVI-5 a PVI-6 foi dependente da

concentracdo testada. Ainda serd necessaria pelo menos mais uma etapa cromatogréfica para
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isolar a proteina responsavel pela inibicdo observada nesta investigacdo. Com a proteina isolada,
sera possivel estudar alguns aspectos cinéticos da sua atividade inibitdria e também sequencia-la
para identificar sua estrutura.

A demonstracdo da presenga de um potente inibidor da NEP 24.11 na pegonha de B.
jararaca (e, por inferéncia, nas de B. alternatus e B. moojeni pelo perfil de inibicdo observado
com estas) € bastante interessante e promissor devido a ampla variedade de atividades
fisioldgicas exercidas por esta peptidase em vertebrados, especialmente mamiferos. Estas
atividades vdo desde a metabolizacdo de peptideos vasoativos [163] e a modulacdo da dor até a
modulacdo da resposta imune por ser a NEP 24.11 idéntica ao CD10, molécula de adesdo em
células inflamatdrias. Do ponto de vista de desenvolvimento de novas moléculas terapéuticas,
devido a semelhanca estrutural entre a NEP 24.11 e peptidases como a ECE (enzima conversora
da endotelina) [164], e em grau menor, a ECA e APN, varios estudos tém investigado a
possiblidade de produzir moléculas que inibem simultaneamente a NEP 24.11 e a ECA e ECE (0s
chamados ‘inibidores de vasopeptidases’) [165-169], e também a combinacdo NEP 24.11/APN
[170] (para revisdo geral ver Macdonald [171]). Neste contexto, seria interessante testar o
inibidor de B. jararaca na atividade ECA e eventualmente na ECE para ver se inibe estas
peptidases também.

Por fim, a identificacdo estrutural do inibidor descrito aqui sera de extrema importancia
pois permitira avaliar a possivel existéncia de inibidores enddgenos da NEP 24.11 (baseado em
analises estruturais) uma vez que até 0 momento os Unicos inibidores enddgenos conhecidos
desta peptidase sdo a (1) sialorfina, um peptideo produzido pela glandula salivar e prostata de
ratos e cuja producdo aumenta em situagGes de estresse [172], (2) a opiorfina, um peptapeptideo

identificado em saliva humana [173], mas que também ocorre no sistema reprodutor masculino e
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glandulas mamarias e lacrimais [174], e (3) a spinorfina, um heptapeptideo identificado na
medula espinhal bovino [175,176]. Todos estes peptideos inibem a atividade da NEP 24.11 e
abolem a capacidade da enzima de degradar encefalinas, sendo, portanto, peptideos altamente

analgeésicos, com eficicia semelhante a da morfina [177].
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6. CONCLUSOES
Baseados nos resultados desta investigacdo, concluimos que:
1. As peconhas de B. alternatus, B. jararaca, B. jararacussu e B. moojeni contém APM

e DPP IV ativas de alta massa molecular, mas estdo destituidas de NEP 24.11.

2. Estas peconhas também possuem componentes de baixa massa molecular que sao

necessarios para a atividade plena da APM e DPP V.

3. Quando testadas sobre atividades peptidasicas em tecido renal, as peconhas causam
inibicdo (APM, NEP 24.11) ou estimulacdo (DPP 1V), que pode ser atribuidas a fracdo

PI, com respostas que variam entre peconhas e peptidases.

4. A peconha de B. jararaca contém um potente inibidor da NEP 24.11 de massa
molecular elevada (>15 kDa, pico VI-5), mas que aparentemente ndo esta associada a

SVMPs, PLA: ou lectina da peconha.
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