- FUNDACAO UNIVERSIDADE DE BRASILIA A y
-‘ INSTITUTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS io }]

Programa de Pés-Graduacao em Biologia Animal A>
I[‘ agraga de Pos-Graduagdo em
im'l'ngm Animal

ANALISE DA PECONHA DE Bothropoides marmoratus, COM ENFASE NA
CARACTERIZACAO DE PROTEINAS COM ATIVIDADE
ANTIMICROBIANA E/OU ANTITUMORAL

Jéssica Kele Arruda Macédo

Orientadora: Profa. Dra. Mariana S. Castro

Dissertacdo apresentada ao Programa
de Pés-Graduacdo em Biologia Animal
da Universidade de Brasilia como parte
dos requisitos para obtencdo do titulo
de Mestre.

Brasilia
2011



Universidade de Brasilia
Instituto de Ciéncias Bioldgicas
Programa de Pds-Graduacdo em Biologia Animal

Dissertacdo de mestrado
JESSICA KELE ARRUDA MACEDO

Titulo:
ANALISE DA PECONHA DE Bothropoides marmoratus, COM ENFASE NA
CARACTERIZACAO DE PROTEINAS COM ATIVIDADE
ANTIMICROBIANA E/OU ANTITUMORAL

Comissdo Examinadora:

Profa. Dra. Mariana S. Castro
Orientadora - UnB

Profa. Dra. Veridiana de Melo Rodrigues Avila
Membro Titular - UFU

Prof. Dr. Carlos André Ornelas Ricart
Membro Titular - UnB

Prof. Dr. Carlos Alberto Schwartz
Membro Suplente - UnB



“d ciencia humana de maneira nenfuuna nega a
existéncia de Dews. Quande considene quantas e quic
maravilhiesas coisas o hamem compreende, pesquisa e
conseque wealizar, entie weconfiece claramente que o
espiite hiumane é clwa de Dews, e a mais notdvel.”

(Galiteu Galitei)

“éawpédtathcam&wam&mdaendaainte&génda”.

(Saint Exupeny, em O Feguerna Puncipe)



Dedicatiria
Dedico essa dissentacae de mestrade...
Puimeiramente a Deus, pela sauide, pelas oportunidades e por nunca me deixar sd.

Uaos mews pais Marcas e Teneza por tede amaer, confianga e apaio incondicional. (0

forca e 05 ensinamentes de vocés me pevmitivam seguir em frente. Vacés sde para

mim madele de detexminagie, fionestidade e cardter e sde as pesscas mais foxtes e
especiais do mundea!

aommﬁaobmdopdacmm%,wmpanﬁebdomaemm,wpm&nented&éﬁam
pox tex gastade tante do seu tempe fazende favores e me ajudande e ac meu
sabirinfia, um presente de Dews, por trazer paz e alegria a nessa famidlia. Obrigada
pelas agradabilissimas intevuupgies.

A minka familia buasiliense Jedo, Ana, Luciana, Lucas e Esten. Eu nio tenfio nem
palavias para agradecer.... Sem vacés nde havevia nada! Nae haveria
tranquilidade, alegria e nem dissertagia! Vacés me mastraram wm amox tie
grande, que nunca imaginei sentix.

Ganfiei na loteria cam vacés!

Ganfiei um pai e uma mae de valoy inestimduvel!

Um ivmac preciese, que eu sempre desejei tex.

Uma ivma de cuna! > obirigada pelos 1ises e bagruimas, Lu.

Uma sclbirinfia linda e aderduvel.

Ue Sayre, pox ter ficade ae meu lade, por estar camiga nos melfiores momentos, e
paox ten aguentade os piores. Pox ter acreditade em mim quande nem ew mesma
acreditava e per tew me incentivade e me dade forga came ninguém! Nae confiega
palavias que expressem a emogie, gratidde e amor que sinte.



“Uinda que eu falasse a lingua des homens e des anjos,
ainda que eu tivesse o dem de prefessia,
e conhiecesse tados as mistérios e toda a ciéncia,
ainda que eu tivesse toda a {2,
e entregasse o meu conpo. a sex queimado...
Se eu nde tivesse amor ew nada seria, e nada disse me aproveitaria.

O amor é sefredor, é benigna, nde é invejese, nao trata com impuudéncia, née se
ensclienbiece, nie cfusca as sews interesses, ndie se iviita, nie suspeita mal...
Jude cié, tude espera, tude superta.
Pevmanegamos em fé, esperanca e amox,
dentre estes, o maior é o amor”

(1 Cotintics Cap.13)


http://pensador.uol.com.br/autor/I_Corintios_Cap_13/

Agradecimentos
S&do muitas as pessoas que devo agradecer.

“Quem caminha acompanhado, certamente vai mais longe”.

A Profa. Dra. Mariana de Souza Castro pelos ensinamentos, pela confianca e por ter
aceitado o desafio. Um exemplo de orientadora (tranquila, motivadora e confiante), mulher
(determinada e trabalhadora), esposa e mde (apaixonada, dedicada e divertida). A ela, todo
meu respeito e admiracdo. Muito obrigada!

Ao Prof. Dr. Osmindo Rodrigues Pires Jr. pelos inUmeros ensinamentos, por estar

sempre presente e ter se tornado um amigo no qual eu pude confiar. “Valeu!!”

A prof. Msc. Marta Regina Magalhes do CEPB — PUC Goiés pela classificagio das
serpentes, fornecimento da peconha, e principalmente pela amizade e por ter me mostrado o
caminho e aberto algumas portas.

Aos professores do Laboratério de Bioguimica e Quimica de Proteinas, Dr. Wagner
Fontes, Dr. Carlos André O. Ricart, Dra. Consuelo Medeiros, MSc. Pedro Zanotta e Dr.
Sebastien Charneau e Dr. Marcelo V. de Sousa pela disponibilizagdo de materiais,
equipamentos e pelas sugestoes.

Ao Dr. Ricardo Bentes Azevedo pelos ensinamentos durante o mestrado e apoio.

A amiga MSc. Graziella Joanitte, pela inestimavel ajuda com os ensaios citotoxicos
e por ter me ensinado a enxergar sempre a pequena luz no fim do tdnel.

Ao MSc. Mario Sérgio Rocha da UFU pelo auxilio com a atividade proteolitica.

Ao Dr. Luciano Paulino Silva pela disposicdo e inestimaveis ensinamentos durante
0S primeiros passos no mestrado.

Ao Nuno Domingues, Antdnio Rufino, Daniel e Washington pelo apoio técnico e
disposicédo em ajudar.

Aos queridos amigos do laboratério de Bioquimica e Quimica de Proteinas Gabriel
e Rafael, os primeiros que conheci e que s um exemplo para mim. A Diana, Elaine, Anne,
Adriana, Aline e Michaella, que me proporcionaram as melhores risadas, e me doaram seus
ouvidos...Como seria chato sem a tradicional reunido das meninas! E temos que dar
continuacdo a histéria do rompimento do cavalo e do porco na selva...

Aos meninos pelas divertidas interrup¢des, Rayner, Adelson, César, Jaques, Alan
Pedro e Humberto, agora que passou posso dizer que vocés sdo uns chatos muito legais!
Especialmente ao Rayner pela companhia diaria e por estar sempre disposto a ajudar. VVocés
tornaram cada dia especial...muito especial!!



Aos amigos e professores do laboratério de Toxinologia e Anatomia Dr. Carlos
Alberto Schwartz, Jimmy, Fagner, Rafael, Christiano Gati, Pedro Ivo, Leandro, Natiela,
Fernandinha (comédia), Talita, Janaina, Carol e Luisa pela companhia, por todos os
momentos divertidos que tivemos. Cada um de voceés € especial para mim.

As “amigas da vez”. Kelliane, a primeirissima que me ajudou muito, e me apoiou
enquanto ndo conhecia mais ninguém, me fazendo acreditar que existiam pessoas
maravilhosas por aqui. Pollyanna, sempre disposta a ajudar e, mesmo os horarios nao se
batendo muito, esteve comigo a maior parte do tempo! Amo vocé, menina! Vou sentir
muita saudade! Solange, pelos conselhos e pelas milhares de gargalhadas, também vou
sentir muitissimo a sua falta. Rosa, por ter confiado em mim, por ser tdo doce e me oferecer
sua aten¢do quando tanto precisei. Andréa, minha “brother”, por ter chorado junto comigo e
por ter me feito rir como ninguém no meu momento de desespero e loucura total, por ter me
feito acreditar que ia dar certo, por ter me incentivado a seguir em frente e principalmente
por ter me ensinado que nenhum obstaculo é grande demais. O meu agradecimento muito
especial a vocés cinco.

A familia goiana, meus pais, irmis e meu sobrinho pelo amor e suporte
incondicional.

A minha familia brasiliense, Jodo e Ana, Luciana, Fernando, e Esterzinha, Lucas e
Alessandra por terem me adotado, pelas importantes licBes e, sobretudo pela confianga,
compreensdo e magnifico apoio. Também ao Chico, América, Anderson, Zaninha,
Alessandro, Patricia, landra, Junior e Léo pelo carinho e pelos momentos maravilhosos.

Ao Sayro pela confianca e pelo amor, sem o0s quais eu ndo teria conseguido.

As amigas que mesmo distantes me apoiaram e me confortaram: Lilia, Patricia,
Tamyris, R6sy e Ana Carla. Eu sempre soube que podia contar com vOcés e que eu nunca
estaria sozinha, meninas. Obrigada mesmo!

As novas e especiais amizades adquiridas em Brasilia pelo carinho e diversdo que
me ajudaram a suportar a saudade de casa. Débora, Janaina e Helena.

A todos que de forma direta e indireta colaboraram para a realizacdo e concluséo
deste trabalho, minha eterna e sincera gratidéo e reconhecimento.



SUMARIO

LISTADE ABREVIATURAS ...ttt e VIl
LISTADE FIGURAS ... .ottt et et a e ante e ntae e naeenees X
LISTADE TABELAS ... oot naee e X1
RESUMO ...ttt e e e e e e eaae e et te e st e e e e e e e e e e enneeas X1l
AB ST RA CT e e e e e e nraeennes X1
1. INTRODUGAO. ..ottt es et 01
Fosfolipases 04
Proteases 08
Lectinas 12
Potencial biotecnologico 13
Potencial antimicrobiano 14
Potencial antitumoral 16
A espécie Bothropoides marmoratus 21
2. OBJETIVOS ...ttt st bbb bbb 26
3. MATERIAIS E METODOS ......oiieiieieceeee e eeiesies s sses s ss s s s 28
3.1 Reagentes e solugdes 29
3.2 Peconha 29
Primeira etapa — Purificacéo e screening de atividade bioldgica
3.3. Fracionamento da peconha bruta 29
3.4. Avaliacao preliminar da atividade antimicrobiana 30
3.5. Avaliacdo da atividade citotoxica 31
3.6. Avaliacao da morfologia celular 32
3.7 Avaliacéo da atividade hemolitica 33
3.8. Anélise por espectrometria de massa 33
Segunda etapa — Purificacdo e screening de atividade bioldgica
3.9 Purificacdo das fracdes de interesse 33
3.10 Reducao e alquilacédo 34
3.11.Determinacdo da quantidade de cisteinas 34
3.12 Digestdo triptica 35
3.13 Determinacdo das massa moleculares e analise por PMF 35
3.14.Determinacdo quantitativa de proteinas 36
3.15.Determinacéo da concentracdo inibitéria minima (CIM) 36
3.16.Ensaio Antitumoral 36
3.17.Avaliacdo da morfologia celular 37
3.18.Determinacdo da HCsg 37
3.19.Avaliacédo da atividade fosfolipasica 37
3.20.Avaliacdo da atividade proteolitica sobre fibrinogénio 38

\



4. RESULTADOS. ...ttt et et ae e e snae e s b e e e st eeenneas 39
Primeira etapa — Purificacao e screening de atividade bioldgica

4.1 Fracionamento da peconha bruta (RP-HPLC) 40
4.2. Andlise por espectrometria de massa 41
4.3. Ensaios antimicrobiano e citotdxico da peconha bruta de B. marmoratus
4.3.1. Avaliacdo preliminar da atividade antimicrobiana 41
4.3.2. Avaliacgdo preliminar da atividade citotdxica 43
4.3.3. Avaliagédo da morfologia celular 44
4.4. Avaliagdo da atividade antimicrobiana das fragdes 44
4.5. Avaliacdo da atividade citotdxica das fracdes 46
4.6. Avaliacdo da atividade hemolitica das fracdes 46

Segunda etapa — Purificacdo e screening de atividade bioldgica

4.7. Purificacdo das fracGes de interesse (RP-HPLC) 48
4.8. Determinacdo da quantidade de residuos de cisteina 54
4.9. "Peptide Mass Fingerprinting" (PMF) 54
4.10. Efeitos citotoxicos das fracdes de interesse 58
4.11. Determinagéo da HCsg 58
4.12. Avaliacédo da atividade fosfolipasica das fracdes 58
4.13. Avaliacéo da atividade proteolitica sobre fibrinogénio 59
5. DISCUSSAD......coeuuemmeieeeesesaeesasssessseessssass s ss st sses s enssssssssasssssnees 61
5.1. Fracionamento da peconha bruta e purificacdo das fracdes 62
5.2. Anélise por espectrometria de massa 62
5.3. Peptide Mass Fingerprinting (PMF) 63
5.4. Determinacdo da quantidade de cisteinas 63
5.5. Avaliacao da atividade antimicrobiana 64
5.6. Avaliacdo da atividade citotoxica 66
5.7. Avaliacao da morfologia celular 68
5.8. Avaliacdo da atividade fosfolipasica 69
5.9. Avaliacao da atividade proteolitica sobre fibrinogénio 70
8. CONCLUSAOD.......orumeirreinreeeesiesseses s seises s sss sttt 71
7. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS. .....coeviovceeeeeeesietees s ssasnn e 73

Vi



LISTA DE ABREVIATURAS

[M+H]" Massa molecular monoisotdpica.

Abs Absorbancia

ACN Acetonitrila

ATCC American Type Culture Collection

BSA Albumina sérica bovina, do inglés "bovine serum albumin"

CFUs Unidades formadoras de colonias, do inglés "colony-forming units"

Da Dalton

DHB Acido 2,5-dihidroxibenzoico

DMEM Dulbecco/Vogt modified Eagle's minimal essential medium.

DMSO Dimetilsulfoxido

DTT Ditiotreitol

EDTA Acido etilenodiaminotetraacético

HCso Concentragdo capaz de promover 50% de hemdlise

HCCA Acido o-ciano—4-hidroxicinamico

HPLC Cromatografia liquida de alta eficiéncia, do inglés "High Performance Liquid
Chromatography™

I1Cso Concentragdo capaz de inviabilizar 50% das celulas

LTC Lectina do tipo C

m/z Massa/carga

MALDI-TOF Matrix Assisted Laser Desorption lonization—-Time of Fligth

MIC Concentragéo inibitéria  minima, do inglés, "minimum inhibitory
concentration"

MM Massa molecular

MS Espectrometria de massa, do inglés "mass spectrometry"

MTT Brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio

PBS Tampdo fosfato de sodio, do inglés "phosphate buffered saline™

PDB Protein Data Bank

PFF "Peptide fragment fingerprint"

PLA2 Fosfolipase A,

PMF "Peptide mass fingerprint"

RP-HPLC Cromatografia liquida de alta eficiéncia em fase reversa, do inglés

"Reversed-Phase High Performance Liquid Chromatography"

Vil



rpm Rotagdes por minuto

SA Acido sinapinico, do inglés “Sinapinic acid”

SVMP Metaloprotease da peconha de serpentes, do inglés "Snake Venom
Metallo-Protease"

TFA Acido trifluoroacético

TNF Fator de necrose tumoral.

v Volume



LISTA DE FIGURAS
Figura
Figura 1. Hidrdlise de fosfatidilcolina pela PLA;, PLA,, PLB, PLC e PLD e os
respectivos Produtos da FBAGHD .........cceeveierieie ettt
Figura 2. Classificagio das PLAZ ...
Figura 3. Representacdo essquematica dos dominios das classes de SVMPs...........

Figura 4. Comparagdo estrutural entre uma lectina do tipo-C-simile e uma lectina
L]0 [0 OSSP UPTPR PR

Figura 5. (A) Mapa evidenciando a distribuicdo geografica da espécie B.
marmoratus e (B) sobreposicdo das distribuicbes geogréficas das espécies do
GrUPO B. NEUWIBAL ...ecvveeeie sttt ettt et st st e e teenaesreeneenneeas

Figura 6. Bothropoides Marmoratus...........cceoveveierinieniine s
Figura 7. Perfil cromatografico da pegonha bruta de B. marmoratus...............c........

Figura 8. Distribuicdo dos componentes de massas moleculares em relagdo a
NIArofODICIAAAE ..o

Figura 9. Inibicdo da proliferacdo bacteriana causada pela peconha bruta de
B MAIMOTATUS. ...ttt n e e n e e nnn e e e

Figura 10. Porcentagem de morte celular causada pela incubacdo das linhagens
celulares com a peconha bruta de B. marmoratus por 24h .........ccccccevvvveeeieeieiiennnn,

Figura 11. Fotomicrografia das células submetidas ao tratamento com peconha
bruta de B. MarmMOTALUS..........cccueiriieriiie sttt st st

Figura 12. Porcentagem de morte celular das linhagens tumorais HeLa e MCF7
promovida pelas fracBes 16, 21, 23, 25 € 3L....cccccveeiiiiecr e

Figura 13. Purificacdo dos componentes presentes na fracdo 16 da peconha de
B. marmoratus e espectrogramas das SUDfraghes .........ccoccvvvvereeresieviiiecse e

Figura 14. Purificacdo dos componentes presentes na fracdo 21 da peconha de
B. marmoratus e espectrogramas das SUbfragtes ..........ccccceevevieveiiecrie e s

Figura 15. Purificacdo dos componentes presentes na fracdo 23 da peconha de
B. marmoratus e espectrograma da subfracdo 23.1 .........ccceveviiiiie e

Figura 16. Purificacdo dos componentes presentes na fracdo 25 da peconha de
B. marmoratus e espectrograma das SUDfrages .........cccccveveerieeiesieii i

Figura 17. Purificacdo dos componentes presentes na fracdo 31 da peconha de
B. marmoratus e espectrograma da subfracdo 31.1 .......c.cccccveeviiiiiie e

Figura 18. Sequenciamento de novo dos peptideos tripticos gerados pela digestdo
das subfragBes 16.2, 23.2 8 3L.7 ...cceeeeeeeee e e

Figura 19. Determinacdo da atividade fosfolipasica de fracdes e subfracdes da
Peconha de B. MArMOTALUS ........cccoiiiiiieiie et

Figura 20. Avaliagdo por SDS-PAGE da atividade proteolitica sobre o fibrinogénio da
10 o] = Tor= o J0C R PSR U TP PPUPT TR RTPPPPPPRPTN

Pagina

11
12
21

22
40

41
42
43
45
46
49
50
51
52
53
57
59

60



LISTA DE TABELAS
Tabela

Tabela 1. Lista de toxinas publicadas das serpentes do grupo
NEUWIB. ...cvve ittt e e b st e aae et e e s e e st e e sbae e e sneaentaestaeeneeenes

Tabela 2. Comparacgdo da atividade antimicrobiana, citotoxica e hemolitica de todas
as fracbes cromotograficas obtidas com o fracionamento da pegonha bruta de
B. marmoratus por RP-HPLC...........ccoiiiiii e

Tabela 3. Massa molecular monoisotopica e numero de residuos de cisteina das
toxinas purificadas a partir da peconha da serpente B.
MATMOTALUS. ... e.vevvteetiriete sttt et es e sttt es e e et e e e esesse s e s eresseseetese e ereaee s

Tabela 4. Identificacdo de proteinas da pegonha de B. marmoratus por "Peptide Mass
FINGEIPIINEING ™ ... e et b ettt

Tabela 5. Porcentagem de morte celular causada pelo tratamento de células HeLa com
as fracOes brutas e subfracdes purificadas da peconha de B.marmoratus por

Xl

Pagina

24

47

54

55

58



ANALISE DA PECONHA DE Bothropoides marmoratus, COM ENFASE NA
CARACTERIZACAO DE PROTEINAS COM ATIVIDADE
ANTIMICROBIANA E/OU ANTITUMORAL

RESUMO

Aproximadamente 90% dos constituintes da pegonha botrdpica e botropdica
sdo protéicos, tratando-se de uma mistura com enorme variedade de substancias
farmacologicamente ativas que atuam na inducdo de alteracbGes fisiopatoldgicas.
Pesquisas demonstram uma grande diversidade funcional e estrutural de componentes
isolados da pegonha de serpentes capazes de fornecer informagdes bioldgicas, com
varias aplicacdes biotecnologicas como, por exemplo, antimicrobianos e antitumorais.
O presente trabalho descreve a purificacdo, identificacdo e caracterizacdo bioquimica e
biologica de proteinas com atividade antimicrobiana e/ou antitumoral provenientes da
peconha de Bothropoides marmoratus. A peconha de B. marmoratus foi fracionada com
0 emprego de cromatografia liquida de alta eficiéncia em coluna de fase reversa Cis.
Os ensaios para avaliacdo de atividade biologica foram realizados com a peconha bruta
e com todas as fracGes cromatograficas obtidas. A atividade citotoxica foi avaliada
contra as linhagens celulares HeLa (cancer cervical), B16F10 (cancer de pele) e
NHI3T3 (fibroblastos normais). Os ensaios para avaliacdo dos efeitos inibitérios sobre a
proliferacdo de bactérias foram realizados com cinco linhagens de bactérias
Gram-negativas e quatro Gram-positivas. As fracOes bioativas foram submetidas a
recromatografia em sistema RP-HPLC para purificacdo dos componentes e, em seguida,
analisadas por espectrometria de massa do tipo MALDI-TOF/TOF. Os resultados
indicam que a peconha bruta de B. marmoratus, bem como algumas fracGes
cromatograficas, apresentaram efeitos citotoxicos sobre as linhagens celulares e
bactérias utilizadas. As analises por espectrometria de massa de quatro fracGes de
interesse revelaram similaridade com uma fosfolipase A,, uma lectina do tipo-C, uma
serinoprotease e com uma metaloprotease. Os resultados apontam para o potencial
terapéutico da peconha de B. marmoratus e evidencia a necessidade de estudos mais
aprofundados acerca dos componentes moleculares presentes nessa pegonha.
Alguns desses compostos apresentam potencial biotecnoldgico podendo vir a servir

como modelos para o desenvolvimento de novas drogas.
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ANALYSIS OF Bothropoides marmoratus SNAKE VENOM, WITH EMPHASIS
ON THE CHARACTERIZATION OF PROTEINS WITH ANTIMICROBIAL
AND/OR ANTITUMORAL ACTIVITY

ABSTRACT

Approximately 90% of the bothropic and bothropoic constituents of the venom
are proteins, and it is a mixture with a variety of pharmacologically active substances
that act to induce pathophysiological changes. Research shows a wide variety of
functional and structural components isolated from the venom of snakes capable of
providing biological information, with various biotechnological applications, for
example, antimicrobial and antitumoral. This work describes the purification,
identification and biochemical and biological characterization of proteins with
antimicrobial and/or antitumoral activity from the Bothropoides marmoratus
venom. Fractionation was performed by HPLC using a C18 reverse phase. The
biological activities were carried out with crude venom and with all the
chromatographic fractions obtained. The antitumor activity was tested by MTT method
against the HeLa (cervical cancer), B16F10 (skin cancer) and against normal lineage
NHI3T3 (fibroblasts). The antimicrobial activity assays were performed with five
strains of gram-negative and four Gram-positive and all fractions of interest were
subjected to a second chromatography for separation of the components present and
then were analyzed by mass spectrometry MALDI TOF-TOF . The results show that the
crude venom and some fractions caused the death of the cell lines tested and also the
bacteria. Analysis by mass spectrometry revealed that the four fractions of interest have
a similarity to phospholipase A2, a C-type lectin, a serineprotease and a
metalloprotease. The results indicate the therapeutic potential of venom from
B. marmoratus and shows the need to better study its components separately. Some
components may be unsuitable for immediate use, but have great biotechnological

potential serving as models for the development of new drugs.
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1. INTRODUCAO

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), os acidentes ofidicos
causam a morte e lesdo consideravel em todo o mundo, especialmente em paises
tropicais e subtropicais e representam uma ameaga a salde publica sendo, contudo,
bastante negligenciados. Estudos abrangentes estimam que pelo menos 421.000
envenenamentos e 20.000 mortes por acidentes ofidicos ocorrem a cada ano em todo o

mundo (Kasturiratne et al. 2008).

No Brasil, todos os esforcos voltados para praticas de atendimento e
disponibilizacdo de tratamento especifico garantiram o estabelecimento de acGes
capazes de minimizar a gravidade dos acidentes e, em especial, a ampliacdo da
capacidade de producéo de soro, que passou a ser suficiente para suprir as necessidades
do pais. Registros do Ministério da Saude (2009) contabilizaram um total de 22.763
acidentes ofidicos em 2009 e 106 Obitos, mas a baixa valorizagdo dada a informagéo por
parte das instituicbes e profissionais de saude tém levado a uma subnotificacdo dos
acidentes registrados pelo Sistema de Informacéo de Agravos de Notificacdo (SINAN),

0 que pode gerar estimativas subestimadas.

Apesar da grande variedade de espécies de serpentes, nem todas séo
consideradas de interesse médico, pois ndo provocam envenenamentos graves em
humanos, animais domesticos ou de interesse econémico. No Brasil, das 371 espécies
descritas apenas 55, pertencentes as familias Elapidae e Viperidae sdo consideradas de

importancia médica (Bérnils 2009).

No continente americano, os elapideos sdo também conhecidos como corais
verdadeiras, e fazem parte dessa familia espécies dos géneros Leptomicrurus Schimidt
(Ameérica do Sul) e Micrurus Wagler (Américas do norte, Central e do Sul). Sua
peconha apresenta basicamente componentes neurotdxicos de acao pds e pré-sinaptica e
polipeptidios cardio-citotoxicos. Dados clinicos sobre a sintomatologia do
envenenamento sdo escassos pela propria raridade dos acidentes, devido ao habito
semi-fossorial desses animais. Os sintomas sdo principalmente neurotéxicos, como
paralisia flacida, levando a ptose palpebral, oftalmoplegia, paralisia das mandibulas,
musculos da laringe e faringe, sialorréia (intensa secrecdo salivar) e paralisia do pescoco
e de outros membros. Nos casos mais severos, pode levar a ébito por parada
respiratoria. Além disso, exercem pequena atividade proteolitica (Vital-Brazil 1980,
1987, Bolafios 1984, Bucaretchi 1990).



Os viperideos séo distribuidos nos géneros Caudisona, Bothrops,
Bothropoides, Bothriopsis, Bothrocophias, Rhinocerophis e Lachesis (Bérnils 2009) e
suas peconhas sdo consideradas presa-especificas, podendo variar em niveis de familia,
género, espécie e até mesmo individuos da mesma espécie podem apresentar mudangas
significativas por influéncia de fatores como a idade, sexo, origem geografica,

sazonalidade, dieta e variabilidade genética (Chippaux et al. 1991).

As peconhas de serpentes sdo conhecidas por apresentarem diversas agdes
bioldgicas: proteodlise, coagulacdo, hemorragia, neurotoxicidade e miotoxidade
(Ministério da Saude 2001). Envenenamentos provocados por serpentes do género
Caudisona popularmente conhecidas como cascavéis, provocam mal-estar, nauseas,
cefaléia, prostracéo e sonoléncia. No local da picada ocorre edema discreto e parestesia
(perda de sensibilidade), alem dos sintomas envolvendo agbes neuroldgicas e
miotdxicas como faceis miasténica, oftalmoplegia, dificuldade de acomodacao visual,
mioglobinuria e elevacdo dos niveis séricos de creatina-quinase, o que pode levar a
morte por insuficiéncia renal (Azevedo-Marques et al. 2003).0s envenenamentos
provocados pelos géneros Bothrops, Bothropoides, Bothriopsis e Bothrocophias causam
edema, equimose, dor, hemorragia e mionecrose, associados a alteracfes sistémicas

como distlrbios cardiovasculares e hemodinamicos, além das lesdes renais.

Os acidentes provocados pelo género Lachesis apresentam manifestacdes
semelhantes aos envenenamentos botropicos, sendo 0s sintomas principais, lesoes
locais, que incluem edema e dor, hemorragia com sangramento digestivo e
gengivorragia (Malague & Franca 2003). Existem também algumas descricdes de
manifestacbes neuroldgicas, com ativacdo do sistema nervoso autdbnomo
parassimpatico, caracterizando-se por hipotensdo arterial, sudorese, nauseas, vomitos,

célicas, diarréia e bradicardia (Haad 1981, Jorge et al. 1997).

Entre os géneros acima, destacamos Bothrops e Bothropoides, uma vez que sdo
responsaveis de cerca de 90% dos acidentes ofidicos notificados anualmente no Brasil
(Ministério da Saude 2001). Os animais pertencentes a esses géneros sdao de médio a
grande porte atingindo até 1,8 m quando adultos, apresentam cores que vao do amarelo
ao negro, podem ser encontrados em locais Umidos e sdo conhecidos por serem muito
ageis e agressivos (Castro et al. 2001, Marques & Sazima, 2003). As espécies desses
grupos mais significativas para a saude publica sdo Bothrops atrox (Linnaeus 1758),

Bothrops moojeni (Hoge 1966), Bothrops jararacussu (Lacerda 1884),



Bothrops leucurus (Wagler 1824), Bothropoides jararaca (Wied 1824),
Bothropoides neuwiedi (Wagler 1824), Bothropoides erythromelas (Amaral 1923) e
Rhinocerophis alternatus (Dumeril, Bibron & Duméril 1854) (Melgarejo 2003).

A diversidade de funcBes bioldgicas, bioquimicas e farmacoldgicas das
peconhas ofidicas € consequiéncia da presenca de componentes adquiridos durante
diversas fases evolutivas, o que garantiu uma mistura heterogénea de substancias de

natureza protéica ou ndo-protéica bastante toxica e eficaz (Koh et al. 2006).

Aproximadamente 90% dos constituintes da pegonha botrépica e botropdica
sdo protéicos, tratando-se de uma mistura com enorme variedade de substancias
farmacologicamente ativas que atuam sinergicamente na inducdo das alteracGes
fisiopatologicas decorrentes do envenenamento. Tambeém estdo presentes citrato, ions
metélicos, carboidratos, nucleotideos e, em menor propor¢do, aminoacidos livres e
lipideos (Souza et al. 2001).

Na parte protéica, destacam-se 0s componentes enzimaticos como proteinases
hemorrégicas (Tan & Ponnudurai 1991, de Roodt et al. 2003), ativador de protrombina
(Dempfle et al. 1990), metaloproteinases fibrinogenoliticas (Rodrigues et al. 2000,
2001, Baldo et al. 2008), serinoproteases (Matsui 2000, Serrano & Maroun 2005)
fosfolipases do tipo A, (PLA;) (Abreu et al. 2007, Fontes et al. 1999, Oliveira et al.
2009, Soares et al. 2000), L-aminoacidooxidases (Ciscotto 2009, Izidoro 2006, Stabeli
2007, Tonismagi 2006), e componentes ndo enzimaticos como desintegrinas (Kamiguti
et al. 1998, Usami et al. 1994, Wenson et al. 2004) e lectinas do tipo C (Clemetson et
al. 2001, Hirabayashi et al. 1991, Weis et al. 1991).

Fosfolipases

As fosfolipases (PL) podem, de maneira geral, receber diferentes designacdes
em funcéo do sitio de clivagem, podendo ser classificadas como do tipo: A;, A2, B, Ce
D, (Figura 1).).

A superfamilia de PLA,s atualmente sdo classificadas em 15 grupos e
subgrupos e incluem 5 tipos distintos de enzimas de acordo com o trabalho de
Schaloske & Dennis (2006). Séo elas as PLA, secretadas (SPLA;), a PLA, citosolicas
(cCPLA,), as PLA, Ca®" independentes (iPLA,), as acetilhidrolases ativadoras do fator
ativador de plaquetas (PAF-AH) e as PLA,s lisossomais (figura 2).
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Figura 1. Hidrolise de fosfatidilcolina pela PLA;, PLA,, PLB, PLC e PLD e os respectivos
produtos da reacdo (em parénteses). Liberacdo de acido graxo e lisofosfolipideos pela hidrolise
da ligacdo sn-2 do fosfolipideo. Cho: colina, DAG: diacilglicerol, P-Cho: fosfocolina, FA: &cido
graxo. Em vermelho, estdo destacados os acidos graxos e, em verde, o grupo polar colina

associado ao fosfato (modificado de Aragao 2005).

As pequenas PLA; secretadas que possuem entre 14 e 18 kDa, contém entre 5 e
8 pontes dissulfeto, utilizam uma histidina no sitio de acédo e requerem quantidades UM
de Ca® para sua atividade. Estas podem ser subdivididas como do grupo 1A, IB, IIA,
1B, IIC, 1ID, lIE, IF, 11, 1V, IX, X, XIA, XIB, XII, XIIl e XIV

As PLA; citossélicas possuem massa entre 61 e 114 kDa e também utilizam
uma serina no sitio catalitico e requerem Ca?* para sua atividade. Elas podem ser
subdivididas como dos tipos GIVA, GIVB, GIVC, GIVD, GIVE ou GIVF de acordo

com similaridades na sequéncia.

As cPLA; sdo encontradas no citosol de plaquetas e mondcitos, podem requerer
quantidades baixas de Ca?* para sua atividade e acredita-se que essas enzimas sejam
ativadas por estimulos ligados a transducdo de sinal (Clark et al. 1991). Além de sua
atividade catalitica, elas exercem uma variedade de atividades enzimaticas auxiliares
apresentando papel significativo no remodelamento de fosfolipideos nas células, na
isquemia do miocardio (Hazen et al. 1991), na liberacdo do é&cido araquiddnico
(Lehman et al. 1993, Ponzoni & Cornaglia-Ferraris 1993), e na secrecdo de insulina
(Gross et al. 1993, Ramanadham et al. 1993).



Outro grupo chamado de GVI séo formados por PLA, Ca®* independentes, que
possuem uma serina no sitio catalitico, todavia ndo requerem Ca”* para sua atividade.
Elas podem ser subdivididas como GVIA, GVIB, GVIC, GVID, GVIE ou GVIF.

Outras duas PLA,s que contém serina sdo designadas GVII e GVIII. As
enzimas destes grupos hidrolisam o grupo acetil na posicdo sn-2 do PAF (1-O-alkyl-2-
acetyl-sn-glycero-3-phosphocholine) ~ portanto,  originalmente  chamadas de
acetilhidrolases PAF (PAF-AH). Uma dessas enzimas é secretada (GVIIA). Esta
enzima é também  conhecida  como PAF-AH plasmaticaou  PLA; lipoproteina-
associada (Lp-PLAy). As outras duas enzimas GVIIB e GVIII sdo enzimas

intracelulares.

O ultimo grupo é composto por uma enzima chamada de PLA,s lisossomal que
foirecentemente purificada a partir de cérebro bovino. Essa enzima esterifica um grupo
acil da hidroxila na posi¢do C-1 da ceramida de fosflipideos utilizando como doador um
grupo  acila. Essa PLA; foi  primeiramente nomeada como  O-

sintase acylceramida (ACS) e sua atividade é independente de Ca?".

As PLA, secretadas estdo subdivididas em varios grupos baseando-se
principalmente na estrutura primaria. As enzimas presentes em peconhas pertencem aos
grupos I, I1, 111 e IV (Heinrikson et al. 1977, Davidson & Dennis 1990) e sdo melhores

descritas abaixo:

- Grupo I: enzimas encontradas no pancreas de mamiferos e na peconha de
serpentes das familias Elapidae e Hidrophiidae. S&o constituidas por aproximadamente,
115-120 residuos de aminoacidos ligados por sete pontes dissulfidicas e sdo secretadas
como zimogénios, manifestando sua atividade enzimatica somente através da clivagem

proteica e de forma limitada.

- Grupo II: enzimas com 120 a 125 residuos de aminoacidos, encontradas em
venenos de serpentes da familia Viperidae e em células como plaquetas. Possuem uma
cauda adicional na regido C-terminal que forma uma ponte dissulfeto extra com um

residuo préximo ao sitio ativo His-48 (Henrikson et al. 1977).

- Grupo IlI: é representado pelas PLA, de peconhas de abelhas e de lagartos
pertencentes ao género Heloderma. Apresentam menor grau de similaridade em relacéo
aos grupos | e Il e tratam-se de glicoproteinas contendo de 130-135 residuos de

aminoacidos.



- Grupo 1V: primeiramente foi isolada da pegonha de Conus magus.
Essa proteina possui duas algas uma longa e uma curta, contendo 77 e 42 residuos,

respectivamente, unidas por uma ou mais pontes dissulfeto (Mclntosh 1995).

\Y
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LA g 6V
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Acetilhidrolases

(PAF-AH)
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Figura 2. Classificacdo das PLA2 (compilado a partir de Schaloske & Dennis 2006).

As enzimas do grupo Il despertam grande interesse por estarem envolvidas nos
principais efeitos toxicos observados nos envenenamentos ofidicos como a
miotoxicidade, cardiotoxicidade, neurotoxicidade, inflamag&o, hipertenséo, entre outros
(Murakami & Kudo 2002).

Elas também podem ser classificadas em dois tipos de acordo com o residuo

presente na posicdo 49. As que contém um aspartato (Asp-49) catalizam de maneira
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dependente de Ca*? e atuam na hidrélise de fosfolipideos de membranas celulares na
porcdo sn-2, liberando &cido araquiddnico e induzindo a sintese de mediadores
inflamatorios como as prostaglandinas, leucotrienos e tromboxanos (Mackessy 2009).
Jé as que contém uma lisina na posicéo 49 (Lys-49), também chamadas de PLA,-simile,
possuem baixa ou nenhuma atividade catalitica. Todavia, independente de capacidade
de hidrolizar ou ndo fosfolipideos, ambas causam danos celulares e por isso as PLA;
Lys-49 tém atraido a atencdo como modelos de indugcdo de mionecrose por um
mecanismo de acdo cataliticamente independente (Delatorre et al. 2010, Polgar et al.
1996).

Como exemplo de enzimas Lys-49 que possuem pouca ou nenhuma atividade
catalitica, porém apresentam atividade miotoxica intensa, podemos citar as PLA;
Lys-49 extraidas das peconhas de Bothrops asper (MT-II), Bothrops jararacussu
(BTX-I), Bothrops pirajai (PrTX-I), Bothrops moojeni (MjTX-1) e Bothropoides
pauloensis (BnSP-7) (Soares & Giglio 2003).

Existem também algumas variantes da subclasse Lys49, como Arg 49 e Ser 49
presentes em algumas PLA:2s de peconhas ofidicas ja isoladas. Chijiwa et al. (2006)
isolaram duas PLA2s da peconha de Protobothrops elegans que possuem uma Arg na

posicao 49 (Arg49), e que possuem alto grau de homologia com as Lys49 ja isoladas.

Possivelmente a acdo miotoxica associada a estas enzimas deve-se a presenca
de residuos hidrofobicos e catidnicos proximos da regido C-terminal (Calderon &
Lomonte 1998). O fato de apresentarem sitios farmacoldgicos especificos torna possivel
a inibicdo de alguns efeitos indesejados e ativacdo de sitios de interesse,
transformando-as em moléculas bastante promissoras do ponto de vista farmacolégico
(Kini 1997, Mackessy 2009).

Proteases

A manutencdo da hemostasia exige um equilibrio delicadamente balanceado
que é controlado pela integracdo de sinais e atividades na parede dos vasos, circulacao
de células sanguineas e de proteinas plasmaticas (Du et al. 2006). Deficiéncias ou
alteracdes nas proteinas envolvidas nesse balan¢o podem levar ao rompimento da
hemostasia e gerar problemas bem conhecidos como a hemofilia, na qual pacientes ndo

possuem o fator VIII, IX ou Xl da coagulagdo (Oldenburg et al. 2004) ou ainda a



sindrome de Bernard-Soulier, na qual a glicoproteina Ib (GPIb) é ausente, causando
plaquetopenia (Bithell et al. 1972).

No envenenamento botropico, a perda do equilibrio hemostéatico é uma das
alteracGes mais evidentes e esta geralmente associada a presenca de proteases (metalo-
ou serinoproteases) que atuam em diferentes niveis da cascata de coagulacdo (Usami et
al. 1994, Rodrigues et al. 2000, Du et al. 2006).

As metaloproteases sdo encontradas desde bactérias até mamiferos, sendo que
nas peconhas de serpentes do género Bothrops e Bothropoides sdo o principal fator

hemorréagico, motivo pelo qual também sdo conhecidas como hemorraginas.

As metaloproteases de serpentes (SVMP, do inglés “Snake venom
MetalloProtease”) s&o proteinas com M, variada, entre 22 e 100 kDa, devido a
diferencas na composicdo do sitio catalitico dessas enzimas. Trata-se de hidrolases que
dependem da ligacdo de ion metélico, geralmente o zinco, em seu sitio catalitico, para a
manifestacdo de suas atividades enzimaticas (Bjarnason & Fox 1994, Hite et al. 1994).
Além disso, elas podem ser classificadas em a- ou B-fibrinogenases, de acordo com o
sitio de clivagem (cadeias a- ou B- do fibrinogénio) (Braud et al. 2000, Matsui et al.
2000).

Os componentes da coagulacdo como o fibrinogénio, fibrina e/ou plaquetas,
sdo os provaveis alvos de acdo das SVMPs, mas também foram descritos efeitos
proteoliticos sobre colageno, laminina e fibronectina, principais componentes da matriz
extracelular, e que estdo envolvidos em inimeros processos de adesdo, remodelagem e
integridade tecidual dos capilares e vénulas (Hayashi et al. 1998, de Clerck 2000,
Bellon et al. 2004). Sua agdo sobre esses constituintes desencadeia o desenvolvimento
de fissuras teciduais pelas quais 0s componentes do sangue extravasam, esse processo é

conhecido como hemorragia (Gutiérrez & Rucavado 2000, Gutiérrez et al. 2005).

As SVMPs tem se mostrado bastante sensiveis e sua estabilidade estrutural e
funcional depende essencialmente de fatores, tais como pH, temperatura, e influéncia de
jons (Moura-da-Silva et al. 2003, Xu et al. 2004).

As metaloproteases sdo classificadas de acordo com suas massas moleculares,

em quatro grupos (Fox & Serrano 2008):

1) Do tipo | (P-1) contém apenas o dominio metaloprotease, com massa

molecular variando entre 20 Kda a 30 Kda;



2) Do tipo Il (P-I1), contém dois dominios, o metaloproteasico e um dominio

do “tipo-desintegrina”, com massas moleculares variando de 30 kDa a 60 kDa;

3) Do tipo Il (P-III), contém trés dominios, o metaloproteasico, o “tipo-
desintegrina” e um dominio com alto conteudo de residuos de cisteina, com massa

variando de 60 kDa a 90 kDa;

4) Do tipo IV (P-1V), com massa superior a 90 kDa e, possuindo em adi¢éo aos
trés dominios anteriormente citados, dominios lectina do tipo C (Bjarnason & Fox
1995)

Segundo Bjarnason & Fox (1994), as SVMPs podem ser classificadas de
acordo com a massa molecular e organizacdo de seus dominios como do tipo P-I, P-11 e
P-111 (Figura 3), onde:

- PI - S&o as SVMPs de baixa M, (aproximadamente 24 kDa) com o dominio
metaloprotease em sua forma madura caracterizado por uma sequéncia de residuos de
aminoacidos (HEXXHXXGXXH) que se mantém conservada e normalmente pouca ou

nenhuma atividade hemorragica (Bode et al. 1993)

- PIl &> Essa classe inclui proteinas de M, em torno de 35 kDa, com um
dominio catalitico e um dominio tipo desintegrina adicional na porcdo C-terminal.
Podem ser subdivididas em Plla, PlIb, Plic, Plld e Plle de acordo com a possibilidade

de processamento proteolitico e a formacgéo de estruturas diméricas.

- PIIl &> A classe inclui as SVMPs possuem entre 55 e 95 kDa e, além do
dominio catalitico e do tipo desintegrina, inclui um dominio rico em cisteina.
Esta classe € a que apresenta maior atividade hemorragica (com escessao da subclasse
Pllld, que apresenta atividade hemorragica fraca) e também pode ser divididas nas

subclasses Pllla, PllIb, Pllic e PllId seguindo 0 mesmo padrdo determinado nas P-I1.

Os membros da subclasse PllIld sdo proteinas de alta M, (95kDa), com
atividade hemorragica fraca. Elas contém duas subunidades, uma constituida por todos
os dominios da classe Il e a outra por um dominio lectina tipo-C adicional na por¢édo
C-terminal, ligado através de uma ponte de enxofre. Este ultimo modelo estrutural foi
inicialmente proposto por Kini e Evans (1992), porém até o presente
momento, nenhum mMRNA PIV foi observado e, portanto, a estrutura PIV pode ser
simplesmente uma modificacdo postraducional da estrutura Plll, e por isso, nesse novo

sistema de classificacdo, a classe PIV passa a ser uma subclasse de PIII.
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Figura 3. Representacdo essquematica das classes de SVMPs. As figuras marcadas com uma
interrogacgdo (?) indicam que o produto processado nao foi identificado nas peconhas (Fox &
Serrano 2008).

As serinoproteases (SP) sdo formadas em sua maioria por apenas um monémero
com massa molecular entre 26-33 kDa. e que apresentam 67% de similaridade entre si.
(Matsui et al. 2000).

Algumas SPs apesar de serem chamadas coagulantes, podem tornar o sangue
incoagulavel. Esse processo ocorre pela deple¢do preferencialmente da cadeia a do
fibrinogénio, por meio da degradacéo dos fibrinopeptideos A e/ou B e é denominado de
fibrinogenagdo. Além disso, elas podem ativar ou inibir de forma seletiva fatores
envolvidos na agregacdo plaquetéria, coagulacdo e fibrindlise (Braud et al. 2000).
Esse mecanismo, também conhecido como efeito trombina-simile, constitui uma etapa
critica da coagulacdo, onde serdo iniciados a formacdo do coagulo de fibrina e a

ativacdo de plaquetas e do fator V, VIII (Ouyang et al. 1992).

A defribinogenacéo ocorre por mecanismos covalentes de catélise, onde uma
triade de residuos composta por hisidina, ac. aspartico e serina (His-Asp-Ser) se
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organizam em uma conformacéo espacial formando um sitio catalitico bem definido,
que é caracteristico dessas proteinas. Inicialmente elas sdo produzidas como zimogénio
inativo e o sitio ativo s6 adquire a conformacdo eficiente apds passar por protedlise.
(Perona & Craik 1997).

Lectinas

As lectinas pertencem a um grupo de proteinas ndo enzimaticas que geralmente
ligam-se a carboidratos como o0s galactosideos, sdo sollveis e requerem célcio para sua
atividade, atuando como agonistas ou antagonistas de algumas células (Komori et al.
1999, Braga et al. 2006, Du et al. 2006).

As lectinas encontradas nas peconhas de serpentes (Hirabayashi et al. 1991,
Weis et al. 1991) podem ser caracterizadas como hemaglutininas, que se ligam
especificamente a lactose/galactose, chamadas de lectinas tipo-C (LTC), ou, apesar de
terem o dominio de reconhecimento de carboidratos, ndo o reconhecem sendo assim

classificados como lectinas tipo-C-simile (LTC-simile).

Enguanto as LTC sdo proteinas homodiméricas, as LTC-simile sdo geralmente
heterodiméricas, podendo ser encontradas como oligdmeros ou heterodimeros
(Figura 4). As subunidades possuem sequéncias homologas e sdo geralmente unidas por

pontes dissulfeto (Clemetson et al. 2001).

Subunidade a

Sitio de ligagac

Subunidade §
A B

Figura 4. Comparacao estrutural entre uma lectina do tipo-C-simile e uma lectina tipo-C. (A)
Estrutura de uma LTC-simile ligada a um fator de coagulacdo onde a subunidade o e a
subunidade P sdo representadas na cor magenta e verde, respectivamente e as esferas azuis
indicam os ions célcio. (B) Estrutura de uma lectina tipo-C. As esferas azuis indicam os ions
calcio (Modificado de Morita 2005).
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As LTC possuem atividades biolégicas como hemaglutinacdo, inducdo da
agregacdo plaquetéria, hipotensdo, inibicdo de tumores, inducdo de edema e efeitos
renais. As principais LTC descritas sdo a BaL ou trombolectina (Gartner et al. 1980),
BjL (Ozeki et al. 1994, Cidade et al. 2006), BjcuL (Pereira-Bittencourt et al. 1999,
Panunto et al. 2006) e BpL (Havt et al. 2005). Ja as LTC-simile estdo intimamente
relacionadas a eventos bioldgicos como a inducdo da agregacdo plaquetaria, apoptose,
atividade antibacteriana, aglutinacdo de hemacias, plaquetas e outras células,
precipitacdo de polissacarideos e outras glicoproteinas e a inibicdo de trombina e
protrombina. Bothrojaracin (Zingali et al. 1993) e Bothrojaracin-simile (Castro et al.
1999, Oliveira-Carvalho et al. 2008 ) sdo exemplos de LTCs-simile encontradas em

diferentes espécies.
Potencial biotecnoldgico das peconhas de serpentes

Apesar de tantos efeitos toxicos como 0s acima descritos, as pegonhas em geral
constituem uma rica fonte de moléculas com importantes propriedades farmacologicas e
que possuem um grande potencial para a producdo de novos medicamentos (Stocker,
1999; Koh et al. 2006). Os peptideos potencializadores de bradicinina (BPP’s), por
exemplo, estdo associados ao controle da pressdo sangiiinea e a muitos outros processos

fisio-patologicos.

Os BPP’s sdo uma classe de inibidores naturais da enzima conversora de
angiotensina | (ECA I) e angiotensina Il (ECA I1) descobertos a partir da peconha de B.
jararaca. Esses peptideos sdo ricos em residuos de prolina, possuem um acido
piroglutdmico na porcdo N-terminal e geralmente uma sequéncia Ile-Pro-Pro na porc¢éo
C-terminal (Ferreira 1965, 1970, 1998).

O trabalho com tais moléculas isoladas da peconha de B. jararaca iniciado em
1965 por Sérgio Ferreira e colaboradores levou ao desenvolvimento do Captopril®, o
primeiro inibidor do sitio ativo da ECA, e a droga mais utilizada no tratamento da

hipertensdo até hoje.

Atualmente, além dos BPPs, pesquisas demonstram uma grande diversidade
funcional e estrutural de componentes capazes de fornecer informacdes bioldgicas
(Bjarnason & Fox 1994, Gutiérrez 2002, Pal et al. 2002), com varias aplicagdes

biotecnoldgicas como:

- Analgésicos (Rajendra et al. 2004, Cury & Picolo 2006);
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- Antiinflamatorios (Soares et al. 2003);

- Antimicrobianos (Andreu 1998, Rodrigues et al. 2004, Gomes 2005,
Santamaria et al. 2005, Tonismagi et al. 2006, Nair et al. 2007);

- Antitumorais (Mora et al. 2005, Gebrim et al. 2009, Carvalho et al. 2001).

No periodo entre 1983 e 1994, 78% dos novos antibidticos e 61% dos novos
antitumorais, foram obtidos de fontes naturais ou de seus derivados. (Petrovick et al.
1999). O potencial das moléculas isoladas a partir da peconha de serpentes com
atividade antimicrobiana e antitumoral, alvos do presente trabalho, sdo mais

detalhadamente descritos a seguir.
Potencial antimicrobiano.

As bactérias sdo microrganismos relativamente simples; unicelulares;
procariontes; distinguiveis umas das outras por sua morfologia e por suas caracteristicas
metabolicas, antigénicas e genéticas; e abundantes na natureza. Podem estar associadas
as plantas ou animais como residentes, em uma relagdo temporaria, sem provocar
doencas, como epifitas, em uma relagdo duradoura, ainda sem causar doengas, ou como
patogenas, colonizando tecidos e provocando doengas. Os primeiros estudos
envolvendo estes microrganismos datam por volta de 1673, quando Van Leeuwenhoek

observou pela primeira vez microrganismos vivos (Tortora et al. 2005).

Antibidtico é uma substancia que tem capacidade de interagir
com microorganismos que causam infeccdes, inibindo ou anulando seu crescimento e
apresentam diferentes propriedades quimicas, fisicas e farmacoldgicas. A sintese de
diversos antimicrobianos contribuiu para o tratamento de infeccbes causadas por
bactérias resistentes, entretanto, nos dias atuais, algumas bactérias se tornaram mais
resistentes aos agentes antimicrobianos padrées como resultado de mudancas
cromossomais, ou pela troca de material genético via plasmidios ou transposons
(Livermore 1995).

Os padrdes de resisténcia tém sido explicados principalmente por modificac6es
de proteinas especificas na constituicdo da membrana externa, “outer membrane

protein” (Omp), aperfeigoamento da bomba de efluxo e produgdo de enzimas capazes

de hidrolisar antibiéticos (Bush et al. 1995, Frere 1995, Poirel et al. 2000).

Essa resisténcia gera consequéncias graves para a salde publica em todo

mundo, por isso 0 interesse em investigar e produzir novas substancias com atividade
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contra esses microorganismos vem aumentando (Goodman & Gilman’s 1996).
A ocorréncia dos casos mais antigos foram com cepas de Staphylococcus aureus
resistentes a oxacilina e hoje, nos hospitais, a resisténcia bacteriana é fonte de
preocupacdo constante. (Jones & Pfaller 1998, Sader 2000).

Estudos tém mostrado que a ocorréncia deste tipo de resisténcia é decorrente da
disseminacdo de bactérias resistentes (Sader et al. 1994). Casos esporadicos de
infeccbes causadas por S. aureus com sensibilidade diminuida a vancomicina ja foram
descritos (Jones et al. 1998, CDC 2000).

Outro problema de resisténcia bacteriana muito importante é a resisténcia aos
B-lactamicos mediada pela produgdo de B-lactamase de espectro ampliado (ESBL).
Estas sdo produzidas por espécies muito frequentes no ambiente hospitalar, como
Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis e, mais raramente,
Enterobacter sp., e degradam todos os B-lactamicos com exce¢do dos carbapenens, as

cefalosporinas de quarta geracéo e as cefamicinas (Bush et al. 1995, Santos et al. 2008).

As infeccbes causadas por bactérias multirresistentes, na maioria das vezes,
estdo associadas com infeccGes adquiridas no ambiente hospitalar, gerando grande
impacto socioecondmico devido ao prolongamento do periodo de hospitalizacdo, ao
aumento da morbidade e mortalidade, aos custos decorrentes do maior nimero de
exames subsidiarios, ao uso de medicamentos coadjuvantes e a necessidade de
antibioticos mais potentes, mais toxicos e mais caros. Tal situacdo pode ser agravada
pelo fato das bactérias multirresistentes expressarem mais de um mecanismo de
resisténcia, o que limita as op¢Oes terapéuticas e agrava o quadro clinico (Jones 1996a,
b, Travers & Barza 2002, Marra et al. 2006, Santos et al. 2008).

Vérios estudos demonstram o potencial antimicrobiano das pegonhas de
serpentes neotropicais. No geral, peconhas de serpentes das familias Elapidae e
Viperidae sdo as mais ativas contra bactérias (Stiles et al. 1991), especialmente as do
género Bothrops (Paramo et al. 1998; Rodrigues et al. 2004; Stabeli et al. 2006).

Os estudos sobre resisténcia bacteriana envolvendo a pegonha de serpentes tém
relatado essa atividade para enzimas como: PLA, de Bothrops asper (Paramo et al.
1998, Lomonte et al. 1999a,b, Santamaria et al. 2004, 2005); PLA2 de Bothrops
neuwiedi pauloensis (Soares et al. 2000, Rodrigues. et al. 2004); PLA2 de Bothrops
jararacussu (Roberto et al. 2004); PLA2 de Bothrops pirajai (Soares et al. 2001);
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PLA2 de Bothrops moojeni (Stébeli et al. 2007); PLA2 de Crotalus durissus terrificus
( Soares et al. 2001, Toyama et al. 2003), metaloproteases de Bothrops jararacussu
(Mazzi et al, 2004), L-amino&cido oxidase de Bothrops alternatus (Stabeli et al. 2004) e
L-aminoéacido oxidase de Bothrops pirajai (lzidoro et al. 2006).

Duas fosfolipases, isoladas do veneno de B. asper, agem de forma direta tanto
em bactérias Gram-positivas como Gram-negativas, sendo que um dos homdlogos de
Lys49 é cataliticamente inativo, mostrando que a atividade catalitica é independente da
atividade bactericida (Paramo et al. 1998). As PLA; lys-49 de B. brazili (MTX-I e 1I)
apresentaram atividade antimicrobiana contra E. coli e C. albicans (Costa et al. 2008).

No caso das PLA,, os resultados obtidos sugerem uma atividade bioldgica
independente da atividade catalitica e indicam ainda que a composicao de aminoacidos,
bem como as cargas positivas e hidrofobicas da regido C-terminal estejam envolvidas
no processo de danificagdo de membranas Ca*? independente. Todavia os detalhes sobre
esses mecanismos ainda ndo foram completamente desvendados (Aragédo 2005).

Potencial antitumoral

O crescimento normal de um tecido é resultante do equilibrio entre a taxa de
proliferacdo e destruicdo celular, ou seja, de mitose e apoptose. Portanto, € necessario
um balango delicado entre reguladores de vias pré e antiapoptoticas que controlam esse

processo garantindo a manutencao da homeostase (Denmeade & Isaacs 2005).

O processo de carcinogénese se inicia quando este equilibrio é alterado em
favor do prolongamento da sobrevida celular, situacdo que acontece apds uma série de
alteracdes moleculares que fazem com que a célula adquira o fenotipo maligno
(Denmeade & Isaacs 2005).

Diferentes sistemas regulatérios precisam estar alterados para que uma célula
normal cresca como um cancer, isto é, elas precisam adquirir cinco ou seis
caracteristicas ou habilidades para serem consideradas malignas. A primeira
caracteristica € o crescimento mesmo na auséncia de sinais de inducdo, ou seja, as
células cancerigenas continuam a se dividir em situacGes nas quais células normais
aguardariam em repouso por uma sinalizacdo quimica. A segunda € o crescimento
apesar dos comandos de “pare” emitidos pelas células adjacentes que estdo sendo
comprimidas pela expansdo do tumor. A terceira é a evasdo de mecanismos de morte

celular programada. Em células saudaveis, um dano genético em um nivel critico,
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geralmente ativa 0s mecanismos apoptoticos, todavia, as células cancerigenas ignoram
esses comandos. A quarta é a habilidade para estimular a angiogénese. Como 0s
tumores necessitam de oxigénio e nutrientes para sobreviver, eles estimulam a
formacdo de novos vasos sanguineos. A quinta caracteristica € uma imortabilidade
efetiva. Uma cultura de células humanas normais para de se dividir apés 50 a 70
geragdes, enquanto as células malignas agem manipulando seus teldémeros, forcando o
limite reprodutivo. A sexta propriedade é a habilidade de invadir um tecido préximo e
produzir metastase se espalhando por outros 6rgaos, o que da ao cancer seu caréater letal
(Hahn & Weinberg. 2002).

Tumor ou neoplasia €, portanto, uma massa anormal de tecido que ocorre
quando as células passam a se dividir sem controle e ficam com a capacidade de sofrer
apoptose alterada. Quando essas céelulas anormais (tumorais) adquirem a capacidade de
invadir tecidos vizinhos, eles se tornam malignos, e esse processo € conhecido como
metéstase (Radis-Baptista 2005).

Existem varios tipos de cancer. O carcinoma comeca na pele ou nos tecidos
que revestem os 0Orgdos internos. O sarcoma € um tumor que comega NnoS 0SSOS,
musculos, cartilagem, gordura, vasos sanguineos, ou no tecido conjuntivo. A leucemia é
0 céncer que comeca nos tecidos hematopoiéticos, como a medula éssea, e faz com que
um grande nimero de células anormais passem a ser produzidas e entrem na corrente
sanguinea. O linfoma ou mieloma multiplo sdo tumores que se iniciam nas células do

sistema imunologico (NIC 2011).

O conceito de morte celular por apoptose, contrastando com o de necrose, foi
proposto ha 39 anos por Kerr et al. (1972). Enguanto a apoptose € descrita como um
fendmeno ativo, altamente ordenada a ponto de ser chamada de morte programada, a
necrose € um processo passivo, que ocorre de maneira abrupta ou acidental, resultado de
perturbacdes quimicas ou fisicas, com a liberacdo descontrolada de contetddo celular e
mediadores. O fenbmeno apoptotico é necessario, fundamental e altamente organizado
para o0 desenvolvimento e a manutencdo da integridade do organismo, e € tdo complexo
quanto a divisdo e a diferenciacdo celulares. O desencadeamento da apoptose é
coordenado tanto no desenvolvimento embrionario e na renovacao tecidual como na
resposta patoldgica a lesdo celular (ruptura do DNA) ou a infec¢do por patégenos, ou

seja, situagdes que representam ameacas a integridade do organismo (Chauffaille 2005).
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Um dos mecanismos pelos quais a apoptose pode ser deflagrada é através dos
receptores de morte presentes na superficie celular, que sdo ativados em resposta ao
acoplamento de ligantes especificos. A maioria dos receptores da morte ja identificados
sdo membros da superfamilia de receptores para o fator de necrose tumoral (FNT) e sdo
caracterizados por apresentar por¢do extracelular rica em cisteina e uma regido
citoplasmética, chamada cadeia da morte (“death domain™), essencial para transducéo

intracelular do sinal de morte (Atsumi et al. 1998).

Alguns componentes isolados das peconhas de serpentes podem apresentar
atividade citotdxica (apoptética ou necrotica), exercer atividade sobre a adesdo celular
ou ainda interferir no processo de angiogénese, atividades que podem contribuir para a
morte ou reducdo de um tumor, tornando-se bons candidatos para serem utilizados
como antitumorais. As PLA,, desintegrinas, lectinas e metaloproteases sdo algumas das
principais moléculas com tais atividades ja descritas (Gebrim et al. 2009, Rodrigues
et al. 2009, Carvalho et al. 2001, Black et al. 1997, Moura-da-Silva 1996).

Estudos recentes propdem que a atividade citotdxica de algumas PLA; sobre
linhagens de células tumorais podem estar associadas principalmente com a inducéo de
apoptose, considerando que elas supostamente agem como mediadores de apoptose em
varios modelos, incluindo diferentes linhagens celulares (Cummings et al. 2000).
Estudos indicam que a atividade fosfolipdsica aumenta a movimentacdo de
fosfolipidios, o que pode levar a mudancas em membranas durante o processo de morte

celular programada (Panini et al. 2001).

Diversas PLAs isoladas das peconhas de serpentes apresentam atividade
citotoxica. As do grupo B. neuwiedi* que apresentaram atividade sobre linhagens de
B16F10 (melanoma) e K-562 (leucemia), sendo ainda capazes de induzir a proliferacéo
celular de HLL (fibroblastos) de forma dose dependente (Daniele et al. 1997, Ferreira
et al. 2008).

As miotoxinas de B. brazili (MTX-I e IlI) também apresentaram atividade
citotoxica contra a linhagem tumoral Jurkat (Costa et al. 2008) e BmooTX-I mostrou-se

toxica sobre linhagens tumorais humanas e de camundongos, sendo menos citotoxica

* A terminologia “grupo B. neuwiedi” refere-se ao grande agrupamento do ponto de vista
filogenético (ou monofilético), contendo vérias espécies descritas na revisdo taxondmica realizada por
Silva & Rodrigues (2008), incluindo agora a nova espécie que passa a fazer parte do grupo.
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sobre linhagens de células normais (macréfagos) (Aragao 2005). Todos esses estudos
sugerem o emprego de PLA2s como potentes drogas anti-cancer

Outras moléculas com a capacidade de se ligar a integrinas e interferir na
adesao celular, também parecem ser promissoras no uso contra tumores. Por exemplo,
algumas integrinas expressas em membranas de plaquetas sdo alvos de vérias toxinas de
serpentes que inibem ou promovem a agregacao plaquetaria (Andrews & Berndt 2000,
Andrews et al. 2001). Dentre as toxinas mais envolvidas nesses processos estdo as
familias de desintegrinas, lectinas do tipo-C, e metaloproteases como a aggretina de
Calloselasma rhodostoma (Chung et al. 2001); bilinexina de Agkistrodon bilineatus
(Du et al. 2001); crovidisina de Crotalus viridis (Liu & Huang 1997); EMS16 de
Echis multisquamatus (Horii et al. 2003); jararagina de Bothrops jararaca (de Luca et
al. 1995, Kamiguti et al.1996); rhodocetina de Calloselasma rhodostoma (Wang et al.
1999), batroxostatina de Bothrops atrox (Rucinski 1990); bothrocetin de Bothrops

jararaca (Fujimura et al. 1991).

As integrinas medeiam um processo de sinalizacdo que interfere em varias
funcbes celulares como a adesdo, migracdo celular, crescimento e sobrevivéncia,
diferenciacéo e desenvolvimento, reparacao tecidual, hemostasia e até mesmo apoptose
(Berman & Kozlova 2000).

Os locais de contato entre as integrinas sdo regides importantes para a
transducdo de sinal. Através de clusters de integrinas, ocorre o crescimento celular e
migracdes normais. Apesar da perda desse contato poder estimular o crescimento de
células tumorais, bem como reforcar a capacidade de invasao das células tumorais, por
outro lado, essa perda de contato também pode induzir apoptose in vitro (Schwartz &
Ingbert 1994).

As integrinas possuem uma caracteristica particular de estarem
diferencialmente distribuidas nos tecidos humanos adultos. Por exemplo, algumas
integrinas sdo diferentemente expressas em alguns tipos de tumores invasivos,
correlacionando com a agressividade do cancer. Por isso, uma estratégia para minar a
progressdo do céncer é a marcacdo de integrinas de células tumorais ou células

endoteliais vasculares recrutadas (Ust et al. 2002).
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Diversos trabalhos tém relatado a capacidade de alguns componentes
pertencentes a familia das metaloproteases, lectinas do tipo-C e desintegrinas, de inibir a
migracdo celular in vitro, a adesdo, o descolamento, a proliferagdo celular e a
progressdo do tumor in vivo interagindo especificamente com algumas integrinas nas
membranas celulares (Carvalho et al. 2001, Kamiguti et al. 1998, Markland 1998,
Pereira-Bittencourt et al. 1999).

Por exemplo, metaloproteases/desintegrinas, extraidas a partir da peconha da
cascavel Crotalus atrox, induzem a morte celular por apoptose in vitro de células
endoteliais vasculares (Masuda et al. 1997, 1998). A crovidisina, outra metaloprotease
purificada a partir da peconha de Crotalus viridis provoca descolamento de células de
osteossarcoma, mas ndo de osteoblastos cultivados a partir de proteinas da matriz
extracelular. A proteélise de proteinas da matriz extracelular pela crovidisina implicou

em descolamento seletivo (Tang et al. 2004).

A perspectiva do desenvolvimento de um tratamento coadjuvante para o cancer
a partir de toxinas de serpentes como as metaloproteases, desintegrinas e lectinas é
promissor. Até agora, a complexacdo de toxinas integrinas-alvo com lipossomos,
melhora sua eficacia, meia-vida na circulacéo e facilita sua administracao. Por exemplo,
0 gene salmosin administrado por via subcutanea com lipossomos catiénicos in vivo,
implicaram em uma expressdo sistémica de seus produtos génicos, inibindo o
crescimento de células B16BL6 (melanoma) e suprimiu metastases pulmonares (Kim
et al. 2003). Outro exemplo é a liberacdo de contortrostatina, uma desintegrina isolada
da peconha de Agkistrodon contortrix contortrix em lipossomo, por meio da
administracdo intravenosa, que mantém a potente atividade antiangiogénica da toxina e
impede a progressdo do cancer de mama, como ficou demonstrado com um modelo de

tumor mamario humano (Wenson et al. 2004).

As publicacdes sobre atividade bactericida e antitumoral das toxinas de
serpentes sdo, em sua maioria, descritivos, e ainda ndo existem modelos consistentes
que expliques esses efeitos. O que se tém até o presente momento sdo basicamente
evidéncias das atividades farmacoldgicas. Por esse motivo, muitos desses componentes
podem ser inadequados para uso imediato, porém servem como base ou modelos para

novos farmacos com grande potencial biotecnoldgico.
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A espécie Bothropoides marmoratus

O grupo de serpentes antes classificadas como Bothrops neuwiedi (Amaral,
1925), também conhecidas como jararacas-pintadas, representam a terceira espécie mais

comum entre as jararacas no Brasil.

Recentemente, apds revisao taxondmica (Silva & Rodrigues 2008) reconhecida
pela Sociedade Brasileira de Herpetologia (Bérnils 2009), este grupo foi reclassificado
em sete espécies distintas, encontradas em diferentes regides de toda a América do Sul
(Figura 5), sendo seus nomes B. pauloensis, B. mattogrossensis, B. pubescens,
B. diporus, B. lutzi, B. neuwiedi e uma nova espécie denominada B. marmoratus, alvo

do presente estudo.

AT Y A

- Bothrops marmoratus

kd

@ Bothrops neuwied

© Bothrops pauloensis

@ Bothrops lutzi

@ Bothrops marmoratus

@ Bothrops mattogrossensis
© Bothrops diporus

© Bothrops pubescens

Figura 5. (A) Mapa evidenciando a distribuicdo geogréfica da espécie B. marmoratus e (B)
sobreposicéo das distribuicdes geograficas das espécies do grupo B. neuwiedi compilado a partir
de Silva (2004) (Machado 2010).

Outro trabalho recente realizado por Fenwick e colaboradores (2009) fez uma
reclassificagdo do género Bothrops, Bothriopsis e Bothrocophias baseado em evidéncias
moleculares e morfoldgicas e alterou 0 nome de diversas espécies. Segundo essa nova
classificagdo, foi criado um novo género o qual inclui as espécies: Bothropoides alcatraz,
Bothropoides diporus, Bothropoides erythromelas, Bothropoides insularis, Bothropoides
jararaca, Bothropoides lutzi, Bothropoides mattogrossensis, Bothropoides neuwiedi,
Bothropoides pubescens, Bothropoides pauloensis e Bothropoides marmoratus. Essa nova

nomenclatura seré a partir de agora adotada nesse estudo.
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A nova espécie Bothropoides marmoratus (Figura 6) apresenta distribuicdo nos
estados de Goids, Tocantins e oeste de Minas Gerais, que coincide exatamente com a
regido de Cerrado do Brasil Central. (Silva & Rodrigues 2008).

Figura 6. Bothropoides marmoratus (Marco Antdnio de Freitas).

Os estudos realizados, sejam com dados morfoloégicos ou moleculares,
demonstram que a compreensdo das relacbes filogenéticas das espécies do grupo
neuwiedi esta apenas comecando, e reforca a necessidade de que mais estudos sejam
desenvolvidos, a partir de dados bioquimicos, moleculares, osteologicos, anatbmicos e
ecoldgicos, como indicam trabalhos recentes com abordagem multidisciplinar (Wuster
et al. 2005, Sanders et al. 2006, Fenwick et al. 2009).

A espécie B. marmoratus € caracterizada por escamas supralabiais pontilhadas,
em vez das manchas bem evidentes, presentes nas demais espécies, uma discreta listra
branca nas escamas pos-orbitais, mais dificil de ser notada, e de 15 a 27 manchas na
regido dorsolateral escuras margeadas de branco e com formato trapezoidal. Seu padrao
de coloracdo, juntamente com as bordas difusas das manchas, conferem um aspecto

marmareo a esta serpente.

Os componentes da peconha de serpentes pertencentes do grupo B. neuwiedi
ainda sdo pouco conhecidos comparando com outras serpentes do género botrdpico.
Além disso, devido as recentes mudancas de nomenclatura taxondmica ocorridas,
muitas das toxinas descritas para a espécie B. neuwiedi devem ser reclassificadas, pois
podem pertecer a espécies distintas. A tabela 1 mostra uma lista com algumas toxinas

descritas, isoladas das peconhas de serpentes do grupo B. neuwiedi.
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As toxinas extraidas de venenos e peconhas animais fascinam o homem ha
muito tempo devido a suas implicagfes farmacologicas. Com base nesses efeitos,
laboratdrios farmacéuticos do mundo todo tém utilizado essas toxinas como modelos
para o desenvolvimento de novas drogas. As pesquisas no campo de toxinas contribuem
muito para a compreensdo dos mecanismos de acdo e possiveis aplicagdes das novas
moléculas encontradas e ja serviram de protdtipos para o desenvolvimento de algumas
drogas disponiveis comercialmente.

Todavia, para que esse tipo de produto chegue ao consumidor, além das
pesquisas com moléculas biologicamente ativas é preciso desenvolver o processo de
formulacdo com vistas a producdo em escala industrial e alcangar o processamento
final, o que tem ocorrido muito pouco no Brasil. Nos Gltimos anos, as questdes dos
medicamentos vém ganhando espaco na agenda governamental e na sociedade, contudo
apesar dos medicamentos terem se tornado imprescindiveis para a sociedade e para 0
Estado, pouco da producéo cientifica tem sido aproveitada pelas empresas.

O Brasil e, particularmente, o Cerrado que é considerado o segundo maior
bioma do pais e a Savana com a maior biodiversidade do mundo, possui um vasto
potencial para extracdo de moléculas biologicamente ativas e a consequiente producao
de novos farmacos e biofarmacos. Este estudo € justificado pela necessidade de se
explorar o potencial e a riqueza desta regido, especialmente da nova espécie descrita a
partir da reclassificacdo do grupo neuwiedi, Bothropoides marmoratus, e tem como
objetivo contribuir com a producdo técnico-cientifica e farmacéutica, além de avancar
na caracterizacdo quimica e bioldgica da peconha dessa nova espécie.

Com o desenvolvimento do presente projeto, buscou-se a identificacdo e
caracterizacao de proteinas com atividade antimicrobiana e/ou antitumoral provenientes
da peconha de Bothropoides marmoratus, esperando fomentar a industria farmacéutica

com promissoras ferramentas farmacoldgicas.
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Tabela 1 . Lista de toxinas publicadas das serpentes do grupo neuwiedi.

ESPECIE TOXINA Mr (KDa) ATIVIDADE REFERENCIA
B. neuwiedi PLA:2 nd Inibi¢do da cadeia transportadora de elétrons Vidal et al. 1966
B. neuwiedi Metaloproteinas (NHFa e NHFb) 46 e 58 Hemorragica, miotdxica Mandelbaut:t Zg 011'9;?584’ Rsies
B. neuwiedi Proteina 60 Ativador de protrombina Govers-Riemslag et al. 1987
B. neuwiedi Metalloproteinas nd Antigénica Mandelbaum & Assakura 1988
.o Peptideos 1,372;1,046¢€ - L .
B. neuwiedi (BPP-I1, BPP-III, and BPP-V) 1,078 Potencializador de bradicinina Ferreira et al. 1998
B. neuwiedi P1 15 PLA2, anticoagulante, edematogénico Daniele et al. 1995
B. neuwiedi P2 16,2 PLA;, anticoagulante Daniele et al. 1995
B. neuwiedi P3 15 PLA2, citotdxico Daniele et al. 1997
B. neuwiedi Miotoxina (BnSP-6) 13,5 Miotéxica Rodrigues et al. 1998
pauloensis
B. neuwiedi Miotdxica, Edematogénica, PLA2, Necrotica, Rodrigues et al. 1998,
i . Miotoxina (BnSP-7) 13,727 Inflamatéria, antibacteriana, bloqueadora neuromuscular, litica de Soares et al. 2000, Oliveira et al.
pauloensis e o .
membranas artificiais 2009
B. neuwiedi Proteina (bothrojaracin-simile) 27 Inibidora de trombina e indutora de agregacdo plaquetaria Castro et al. 1999
B. neuwiedi Yl s e S AR 22 Fibrinogenolitica, Miotéxica, 1nﬂamator'1'a, hemorragica, Anti- Rodrigues et al. 2000, 2001, Bastos
Toxoplasma Gondii etal 2008
B. n. pauloensis BnpTX-le BnpTX-II 14 Bactericida, neurotoéxica, miotdxica, edematogénica e citotdxica Rodrigues et al. 2004
B. neuwiedi PLA2 ~15 Neuromuscular, PLA2 Abreu etal 2007
B. pauloensis Fosfolipase (Bp-PLA2) 15,8 Edematoénica e miotdxica Rodrigues et al. 2007
B. neuwiedi Metalloprotease (BnP1) 24 B G, e (B e SO (DB T Baldo et al. 2008

fibrinogenolitica e fibrinolitica.
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B. pauloensis
B. neuwiedi
B. pauloensis
B. neuwiedi
B. pauloensis

B. neuwiedi

PLA: Lys49 (Bp-12)

Peptideos recombinantes
(Neuwiedase)
Enzima (Glicoproteina) trombina-
simile (BpSP-I)

Metallopreteinase (neuwiedase)
LAAO (Bp-LAAO)

Bn IV

13,789
nd
34
nd
65

14

Bloqueio neuromuscular
Antigénica
Procoagulante e kallicreina-simile, fibrinogenolitica, proteolitica

Inflamatoéria

Leishimanicida, antitumoral, antibacteriana, indutora de agregagdo
plaquetaria

myotoxic

Randazzo-Moura et al. 2008
Cardoso et al. 2009
Costa et al. 2009
Lopesetal. 2009
Rodrigues et al. 2009

Delatorre et al. 2010
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2. OBJETIVOS
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2. OBJETIVOS
2.1. OBJETIVO GERAL

O presente trabalho teve como objetivo geral o isolamento, a identificacdo e a
caracterizacdo quimica e biolégica de componentes da peconha de Bothropoides

marmoratus, sobretudo os compostos com atividade antimicrobiana e citotoxica.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

% Realizar o fracionamento da peconha bruta de Bothropoides marmoratus

por meio de cromatografia liquida de alta eficiéncia em sistema de fase reversa;

% Avaliar a atividade antimicrobiana, antitumoral e hemolitica das fracGes

cromatograficas obtidas;

% Realizar a purificacdo das fracOes bioativas de interesse;

% Caracterizar quimica e biologicamente as fracdes bioativas de interesse.
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1 Reagentes e solucoes

Todos os reagentes utilizados nas analises apresentaram grau analitico e foram
obtidos dos representantes das empresas Sigma, Merk, Vetec, GE Healthcare,
J.T. Baker e Biobras. As solucdes empregadas foram preparadas com agua Milli-Q®
(Millipore Reagent Water System, USA).

3.2 Pegonha

Neste trabalho, as serpentes foram classificadas morfologicamente como
Bothropoides marmoratus de acordo com Fenwick e colaboradores (2009) e Silva &
Rodrigues (2008). A extracdo da peconha de 12 espécimes mantidos em cativeiro no
Nucleo Regional de Ofiologia de Goiania (NUROG) da Pontificia Universidade
Catolica de Goias (PUC-GO) foi realizada por massagem manual das glandulas e
reunida em microtubos de centrifugacdo. Apds a coleta, o material obtido foi
centrifugado a 12.000 rpm por 15 minutos e apenas 0 sobrenadante foi coletado,
imediatamente congelado em nitrogénio liquido e, em seguida, liofilizado. A peconha

seca foi aliquotada e congelada a -20°C até o0 momento do uso.

PRIMEIRA ETAPA — PURIFICACAO E SCREENING DE

ATIVIDADE BIOLOGICA

3.3. Fracionamento da peconha bruta (RP-HPLC)

A peconha bruta de B. marmoratus foi fracionada por meio de cromatografia
liguida de alta eficiéncia em coluna de fase reversa (RP-HPLC) Cig analitica
(Vydac 218TP54, 4,6 x 250 mm) em um cromatografo Shimadzu. Os solventes
utilizados foram: A — Solucdo aquosa de TFA 0,1% e B — Solugdo de acetonitrila com
TFA 0,1% (v/v). Para cada cromatografia, 2 mg da peconha bruta foram ressuspendidas
em 200 pL de Solvente A e centrifugadas a 10.000 rpm por 10 min. A coluna foi
previamente equilibrada com 5% do solvente B e a eluigdo foi realizada aplicando-se

um gradiente linear de 5 a 70% de solvente B em 65 min., com fluxo de 1mL/min em
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temperatura ambiente e monitoramento a 216 e 280 nm, simultaneamente. As fragdes
cromatogréficas eluidas foram coletadas manualmente. Apo6s cada corrida
cromatografica, a coluna foi lavada com 100% de solvente B e as amostras secas sob
vacuo em Speed-Vac e armazenadas a -20°C.

3.4. Avaliagéo preliminar da atividade antimicrobiana

Os ensaios para avaliagdo preliminar da atividade antimicrobiana com a
peconha bruta foi realizado com as bactérias Gram-negativas Escherichia coli
(ATCC 25922), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853), Enterobacter cloacae
(ATCC 35030), Proteus mirabilis (ATCC 25933), Klesbsiella pneumoniae
(ATCC 13884) e as Gram-—positivas Staphylococcus aureus (ATCC 25923),
Bacillus subtilis (ATCC 19659), Enterococcus faecalis (ATCC 29212) e
Staphylococcus epidermidis (ATCC 12228) obtidas do Banco de Culturas Tropicais da
Fundacdo André Tosello (Campinas, SP). As linhagens bacterianas foram cultivadas em
meio Mueler-Hilton a 37°C, sob agitacdo, por cerca de 18 horas até a obtengdo de uma
cultura com densidade optica igual a 1,0 em 590 nm. Quando alcangaram a fase
logaritmica, foram diluidas no mesmo meio de cultura nas proporcbes de 1:50 para

Gram-negativas e 1:100 para Gram-positivas.

Primeiramente, foi realizado um ensaio com a peconha bruta com dilui¢bes
seriadas a partir de 300 pg/mL. A peconha foi ressuspendida em 100 uL. de meio de
cultura estéril e, logo em seguida, filtrados com filtros Millex-GV de 0,22 um da
Milipore e so entdo foi feita a dilui¢do direto na placa de pogos, restando 50 uLL em cada
pogo. Em seguida, foram adicionados 50 plL de cada uma das culturas bacterianas
(contendo de 2 a 7 x 10° CFUs, dependendo da linhagem bacteriana empregada) e as

placas foram incubadas a 37°C por 22 h.

Também foram realizados outros dois experimentos de modo a avaliar a
atividade antimicrobiana das fracbes cromatograficas obtidas, sendo que as linhagens
bacterianas usadas nesta etapa foram Escherichia coli (ATCC 25922) e Staphylococcus
aureus (ATCC 25923). No primeiro ensaio, cada uma das amostras cromatograficas foi
ressuspendida em 200 pL de meio de cultura e, em seguida, 50 pL dessa solu¢do foram
transferidos para a placa de 96 pocos. Em seguida, foram adicionados 50 pL da cultura

bacteriana.
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O outro ensaio foi preparado da mesma maneira, todavia com a adicdo de
10 mM de CaCl, ao meio de cultura, para verificar se o ion célcio poderia interferir na

atividade de alguma das fracdo cromatogréficas analisadas.

A taxa de inibicdo do crescimento bacteriano nos ensaios realizados foi
determinada pela leitura da densidade dptica a 595 nm empregando-se uma leitora de
microplacas BioRad (Modelo 3550-UV, Hercules, CA, USA). Como controles da
auséncia de crescimento e de crescimento pleno foram utilizados, respectivamente,

formaldeido 0,4% (v/v) e meio de cultura estéril.
3.5. Avaliagdo da atividade citotoxica

A atividade citotoxica da peconha bruta foi testada contra as linhagens
celulares tumorais HeLa (cancer do colo do utero, linhagem humana) e B16F10 (cancer
de pele, linhagem de murinos) e contra uma linhagem normal de fibroblastos de
camundongos (NHI 3T3) todas obtidas no banco de celulas American Type Culture
Collection (ATCC). A peconha foi testada em concentragdes obtidas por diluicdo
seriada a partir de 300 pg/mL. Foram dissolvidas em meio de cultura e filtradas em

filtros Millex-GV de 0,22um da Milipore antes do uso.

As linhagens tumorais humanas Hela (cancer do colo do utero) e MCF7
(cancer de mama) foram tratadas com as 39 fraces cromatograficas obtidas da peconha

bruta de B. marmoratus.

A viabilidade celular foi avaliada pelo método de MTT estabelecido por
Mosmann (1983) e os ensaios foram realizados no Laboratério de Morfologia e
Morfogénese da Universidade de Brasilia. Todos os procedimentos foram realizados
com materiais rigorosamente esterilizados e em camara de fluxo laminar, cuja luz

ultra-violeta permaneceu ligada por 30 minutos antes do uso.

As linhagens mantidas no banco de células em nitrogénio liquido foram
descongeladas rapidamente a 37°C e 500 pL das aliquotas foram lentamente
adicionados em um frasco de cultura de células com 5 mL de meio de cultura DMEM
completo (tamponado com bicarbonato de sodio, suplementado com 10% de soro fetal
bovino e 1% de antibidtico) e incubados em estufa a 37°C e 5% de CO, por 4 horas.
Ap0s esse periodo, as células foram observadas em microscopio de luz invertida a fim
de conferir sua aderéncia ao substrato. Constatada a adesdo, o meio de cultura era

descartado e novos 5 mL de meio adicionados. Apds 24h de incubacéo, as células foram
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novamente observadas em microscopio de luz invertida sendo checados os perfis de
crescimento celular, os aspectos morfologicos e a presenca de contaminantes como

bactérias ou fungos.

Ao atingir o estagio de confluéncia (elevada densidade de células em uma
determinada area), as células foram removidas do frasco de cultura com uma solucéo de
tripsina-EDTA e centrifugadas a 750 g por 5 minutos. O sobrenadante foi descartado e

as células ressuspendidas em 1 mL de meio de cultura.

Para a determinacdo do nimero de células, 10 pL da suspensédo de células foi
adicionado a 40 pL de solucdo de azul tripan (0,4% diluido em PBS) e uma aliquota de
10 pL da mistura foi depositada em uma cadmara de Neubauer, onde as células foram
contadas em microscopio de luz. O nimero de células foi determinado multiplicando-se
0 numero total de células contadas pelo fator de diluicdo das células com o azul tripan
(nesse caso, o fator foi 5), pela constante de 10* e, por fim, dividindo esse valor pelo

numero de quadrantes considerados na contagem (no caso, 4).

Para as linhagens Hela e MCF7 foram adicionadas 8 x 10° e para B16F10 e
NHI3T3 7 x 10° células por poco em microplaca de 96 pocos por 24 horas até que
houvesse a completa ades&o e s entdo tratadas com a peconha bruta ou com as fracoes

cromatograficas resultantes da reunido de 5 corridas cromatografias para cada fracao.

Apo6s um periodo de incubacdo de 24 horas em estufa, 0 meio de cultura das
placas foi removido, 150 pL de solucdo de MTT (10% de MTT em meio DEMEM)
foram adicionados a cada poco e as células foram incubadas por 3 horas na estufa.
Em seguida, o MTT foi removido e 100 uL de DMSO adicionados a cada poco, sendo

homogeneizado e por fim realizada a leitura da densidade dptica de cada poco.

A quantificacdo do formazan liberado pelas células vidveis foi realizada por
meio da leitura da densidade Optica de cada po¢o no comprimento de onda de 595 nm
em um espectrofotdmetro conjugado a uma leitora de microplacas (BioRad 3550-UV).
O controle positivo foi realizado por meio do tratamento das células apenas com o0 meio

de cultura e como branco foi realizada a leitura de DMSO puro.
3.6. Avaliacdo da morfologia celular

Outra forma de avaliar a viabilidade das células é pelo acompanhamento de sua
morfologia, que pode apresentar diversas alteragdes desencadeadas pelos agentes

citotoxicos. A microscopia de contraste de fase é especialmente Util no exame de
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estruturas e organelas maiores como o nicleo e mitocondrias de tecidos vivos,
transparentes e ndo-corados. Ela produz imagens com diferentes graus de obscuridade
ou luminosidade que é gerada pela passagem da luz do microscopio por um anel de
contraste que atinge a amostra. Dessa forma é possivel observar e analisar rapidamente
a morfologia de células imersas em meio de cultura sem utilizagdo de fixadores ou

corantes.

No presente trabalho, ap6s o periodo de tratamento descrito no item anterior, as
células foram observadas em microscépio de contraste de fase invertido (UNICO, EUA)
para analise de possiveis alteracdes morfoldgicas. A aquisicao das imagens foi realizada
com o uso de camera digital acoplada a ocular do microscépio e o software de aquisi¢do

Motic Images Plus 2.0.
3.7 Avaliacdo da atividade hemolitica

Para verificar a atividade hemolitica foi utilizado o protocolo modificado de
Onuma et al. (1999). Uma suspensdo de eritrocitos humanos (tipo O, Rh*) obtidos no
Hemocentro de Brasilia foi preparada em tampéo-salino (NaCl 150 mM, Tris-HCI
10 mM e CaCl, 10 mM pH 7,4) no momento do uso. Para a realizacdo do ensaio,
100 u. da suspensdao de eritrocitos foi incubada com 100 pL das fragdes
cromatograficas (resultado da reunido de 5 corridas cromatogréaficas) obtidas com o
fracionamento da peconha bruta de B. marmoratus previamente ressuspendidas no
mesmo tampdo por 60 min a temperatura ambiente. Apds o tempo de incubacdo, as
amostras foram centrifugadas a 3.000 rpm por 2 min ¢ 100 pL do sobrenadante foi
transferido para uma microplaca de fundo chato com 96 pocos, sendo realizada uma
leitura da absorbancia a 405 nm. Como controles positivo e negativo foram utilizados

Triton X-100 1% e tampdo-salino, respectivamente.
3.8. Analise por espectrometria de massa

Neste trabalho, todas as fracdes cromatograficas foram analisadas com relacédo
a sua composicao peptidica/protéica por meio da determinacdo das massas moleculares
experimentais dos componentes moleculares presentes em cada fracdo em
espectrometro de massa do tipo MALDI-TOF/TOF Autoflex Il (Bruker Daltonics,
Bremen, Germany). Cada fragdo foi dissolvida em 100 uL. de TFA 0,1% e 1 pL da
fracdo foi aplicado sobre os pogos de placa de aco inoxidavel especifica para analise por

MALDI. Logo em seguida, 0 mesmo volume de matriz foi adicionado a amostra e essa

33



mistura foi homogeneizada aspirando-se o liquido presente no pogo por 4 vezes com a
prépria micropipeta. Foram utilizados 3 tipos de matrizes para anélise da composicao
peptidica/protéica de cada fracdo cromatogréfica. A primeira matriz foi preparada com
acido a-ciano-4-hidroxicinamico (HCCA) a 20 ug/uL em ACN 50%. A segunda matriz
foi preparada com a mistura de quantidades iguais de HCCA a 20 pg/uL. (em ACN e
acido férmico 5% na proporgdo de 7:3) e de acido dihidroxibenzdico (DHB) a 20 pg/uL
(em ACN e TFA 0,1% na proporcéo de 7:3). A terceira matriz foi preparada com &cido
sinapinico (SA) a 20 pg/pL também em ACN 50%.

As amostras diluidas na matriz de HCCA e na mistura de HCCA com DHB
foram analisadas em modo refletor-positivo. A faixa de m/z empregada nessas analises
foi de 500 a 5.000 Da. Para calibragdao do equipamento foi utilizada 1pL da solucao

Peptide Mix (Brucker Daltonics) com o0 mesmo volume de matriz.

As amostras diluidas em SA foram analisadas em modo linear-positivo, com
deteccdo entre 4.000 e 100.000 Da. O equipamento foi calibrado com a solucdo Protein

Mix (Brucker Daltonics), preparada da mesma forma que a solugéo de peptideos.

SEGUNDA ETAPA — PURIFICACAO E SCREENING DE

ATIVIDADE BIOLOGICA

3.9 Purificacdo das frac6es de interesse (RP-HPLC)

As fracOes de interesse que ainda ndo se encontravam puras foram novamente
submetidas a RP-HPLC em diferentes colunas e a que resultou em uma melhor
separacdo dos componentes presentes em cada amostra foi entdo adotada nas
recromatografias subsequentes. Para a coluna Shim-pack VP-ODS, 2 x 150 mm foi
adotado um fluxo de 0,3mL/min e para a coluna monolitica Onyx, CHO-7643,
4,6 x 100 mm, 1mL/min. Ambas as colunas eram previamente equilibradas com o
solvente A e o gradiente usado para purificar cada fracdo variava de acordo com o
tempo de retencdo na primeira etapa cromatografica. Ao final de cada cromatografia, a
coluna era lavada com 100% de solvente B e as amostras secas sob vacuo em

Speed-Vac e armazenadas a -20 °C.
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3.10 Reducéo e alquilacéo

As fragdes purificadas foram dissolvidas em 100 pL de tampao desnaturante
contendo Cloridato de guanidina 6,0 M, Tris-HCI 0,25 M (pH 8,6) e DTT 10mM
(diluido no proéprio tampéo). As amostras foram incubadas durante 1h a 37°C sob
atmosfera de nitrogénio e agitacdo constante de 300 rpm (Thermomixer comfort,
Eppendorf). Em seguida adicionou-se 4 pL de 4-vinilpiridina e os tubos foram
novamente incubados, também sob atmosfera de nitrogénio, com agitacdo constante de
300 rpm durante 1h a 37°C na auséncia de luz. Apos finalizada a reducéo e alquilacdo
das amostras, cada fracdo foi dessalinizada utilizando-se coluna de fase reversa em
sistema de HPLC com coluna C4 Vydac 4.6 x 150 mm, equilibrada previamente com
TFA 0,1% (v/v) com fluxo de 1 mL/min. As amostras eluidas foram secas sob vacuo em
Speed-Vac e armazenadas a -20 °C. Uma pequena aliquota desse material foi reservada
para determinacdo da quantidade de cisteinas por espectrometria de massa e o restante

para sequenciamento quimico por degradagdo de Edman.
3.11. Determinacédo da quantidade de cisteinas

O numero de cisteinas modificadas de cada amostra foi determinado por
analise espectromeétrica em funcéo da diferenca entre as massas moleculares da proteina

nativa e reduzida e piridiletilada, de acordo com a seguinte formula:

Nc = Maig = Mnat
105
onde:
Nc - Namero de residuos de cisteina modificados
Maiq - Massa molecular da proteina reduzida e alquilada
Mnat - Massa molecular da proteina nativa

105- Massa molecular correspondente a piridiletilacdo de cada cisteina.

3.12 Digestdao triptica

Apos reducdo, alquilacdo e dessalinizacdo, as fracGes de interesse foram
submetidas a hidrolise enzimatica com tripsina para posterior realizagdo dos
experimentos de "Peptide Mass Fingerprinting" (PMF). Nesta etapa, as amostras foram

ressuspendidas em 195 pL de tampdo bicarbonato de aménio e cloreto de célcio
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(NH4HCO; 50 mM e CaCl, 2 mM, pH 8,6) e incubadas com 5 pL de Tripsina
(Promega) a 20% por 16 ha 37°C.

3.13 Determinacdo das massa moleculares das proteinas de B. marmoratus
e andlise por ""Peptide Mass Fingerprinting" (PMF)

Além de determinar as massas moleculares dos componentes presentes nas
fraces cromatograficas oriundas do fracionamento da peconha de B. marmoratus, 0s
peptideos resultantes da digestdo triptica em solucdo foram submetidos a técnica
conhecida como "Peptide Mass Fingerprinting” (PMF) utilizando espectrometro de
massa MALDI-TOF/TOF. As amostras (1 pL) foram aplicadas em uma placa
AnchorchipTM e, depois de secas, 0,5 pL de matriz (HCCA a 20 pg/uL ou a mistura de
HCCA a 20 pg/uL e DHB a 20 pg/ul ) foram adicionados sobre cada uma das
amostras. As analises foram feitas no modo refletor e a faixa m/z foi de 700 a 4000 Da.
A identificacdo de proteinas foi realizada por meio de buscas utilizando o software
MASCOT (http://www.matrixscience.com) contra o banco de dados ndo-redundante
NCBI. A tolerancia de erro permitida foi entre 100 e 200 ppm e alguns peptideos foram
submetidos a fragmentacdo por espectrometria de massa com o equipamento sendo
operado no modo LIFT, o qual permite a selecdo de ions especificos para fragmentacao.
Nesses casos, foram utilizadas as amostras plaqueadas com HCCA, uma vez que esta
permite uma melhor fragmentacdo e a identificacdo também foi realizada com o
software MASCOT ("Peptide Fragment Fingerprinting” - PFF). Para ambos 0s
procedimentos foram considerados a piridiletilacdo de cisteinas e a oxidacdo de
metioninas como modificacdo fixa e variavel, respectivamente. Além disso, alguns dos
espectros adquiridos no modo LIFT, foram sequenciados com o auxilio do software

PepSeq (MassLynx 4.0, Micromass) em modo manual.
3.14. Determinacdo quantitativa de proteinas

A concentracdo de proteinas da peconha bruta e das fracdes cromatograficas
foram determinadas pelo microensaio de Bradford (1976), com curva de calibracédo
construida a partir de diluicGes de albumina sérica bovina (BSA). Esse método baseia-se
na ligacdo do corante Coomassie Blue G250 as proteinas (Kruger, 2002) e é muito
utilizado por se tratar de um modo répido de estimar a concentragdo protéica de uma

amostra.

36


http://www.matrixscience.com/

3.15. Determinacao da concentracdo inibitéria minima (CIM)

As fracdes consideradas de interesse no ensaio preliminar foram acumuladas para a
determinagdo da menor concentragdo capaz de inibir completamente o crescimento
bacteriano. Foram realizadas determinaces de CIM para as bactérias Escherichia coli
(ATCC 25922), e Staphylococcus aureus (ATCC 25923). Aliquotas de 50 pL de cada
fracdo pura em concentracdes obtidas a partir da diluicdo seriada de uma solucéo-
estoque a 300 pg/mL foram esterilizadas por filtragdo em filtro Millex GV 0,22 um e
incubadas com 50 pL de suspensio bacteriana, contendo de 2 a 7 x 10° CFUs,
dependendo da linhagem bacteriana utlizada. Ap6s a incubacdo por 22 h a 37°C, as
placas foram analisadas a 595nm, em leitora BioRad (Modelo 3550-UV, Hercules, CA,

USA). Os ensaios foram realizados em triplicata.
3.16. Ensaio Antitumoral

As fracdes consideradas de interesse no ensaio preliminar foram acumuladas (5
corridas cromatogréaficas) para a determinacdo da concentracdo de proteinas capazes de
reduzir a viabilidade celular. Foram testadas as duas subfracdes mais intensas de cada
recromatografia. A linhagem utilizada foi a Hela, e cada fracdo pura foi adicionada aos
pocos diluidas em meio de cultura. Os ensaios foram realizados em triplicata. O grupo
controle foi feito apenas com células e meio de cultura e a viabilidade celular foi

determinada pela média da triplicata de cada concentragéo testada.
3.17. Avaliacéo da morfologia celular

As células foram observadas em microscopio de contraste de fase invertido (UNICO,
EUA) para andlise de possiveis alteracdes morfolégicas com o uso de camera digital

acoplada a ocular do microscopio e o software de aquisicdo Motic Images Plus 2.0.

3.18. Determinacao da concentracdo capaz de promover 50% de hemdlise
(HCs0)

Para determinar a concentracdo capaz de promover 50% de hemolise em
eritrocitos, foi realizada uma diluicdo seriada das fracdes de interesse a partir de uma
solucdo estoque de 300 pg e estas foram incubadas com a solucdo de eritrocitos
seguindo o mesmo protocolo descrito anteriormente baseado em Onuma et al. (1999).

O ensaio foi realizado em triplicata.
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3.19. Avaliacéao da atividade fosfolipasica

O ensaio foi realizado com base no método descrito por Boman e Kaletta
(1957) que determina a presenca de atividade fosfolipasica indireta causada pelos
lisofosfatideos formados pela acdo da PLA, sobre os lipideos da membrana plasmatica
das células. Primeiramente, foi preparada uma emulsdo de gema de ovo a 1%, diluida
em solucdo de NaCl 150 mM e CaCl, 10 mM. As fragdes cromatograficas obtidas a
partir da peconha bruta de B. marmoratus que apresentaram atividades biol6gicas de
interesse foram previamente dosadas e diluidas no mesmo tampéo salino. Em seguida,
foram incubados 100 pL de cada fragdo com 50 pL da emulsdo de trabalho em
banho-maria a 37°C por 1 hora. Finalmente, 100 puL de solucdo de eritrécitos foram
adicionados aos tubos e estes foram incubados a 4°C por 30min. Para a realizacdo do
controle negativo, a amostra foi substituida por tampao salino e como controle positivo,

todos o0s reagentes foram substituidos por agua Milli-Q®, com excecéo das hemacias.

Os tubos foram entdo centrifugados a 2.000 rpm por 15 min. e 100 pL do
sobrenadante foi retirado, aplicado em uma microplaca de 96 pogos de fundo chato e foi
realizada a leitura Optica a 540 nm. Com o uso dessa técnica, uma unidade especifica de
enzima pode ser determinada como a quantidade de enzima que produz um aumento de

0,001 Unidades de Absorbancia por mg de proteina.
3.20. Avaliacdo da atividade proteolitica sobre fibrinogénio

A atividade fibrinogenolitica foi realizada com a fracdo homologa a
metaloprotease (subfracdo 31.7) por meio de gel eletroforético conforme o método
descrito por Rodrigues et al. (2000) com algumas modificagcdes. Primeiramente 50 uL
de fibrinogénio bovino (1,5 mg/mL em PBS) foi incubado com 10 pL da fracdo de
interesse (500 pg/mL) a 37°C por diferentes periodos de tempo (5, 10, 20, 30, 45 e 60
min.). Decorridos os tempos de incubacdo, a reacdo foi parada com a adicao de 25 pL
do tampéo desnaturante contendo SDS 2%; B-mercaptoetanol 5%; glicerol 10% e azul
de bromofenol 0,005%. Os produtos da reacdo foram analizados por gel SDS-PAGE a
12% corado por 1h com 0,5% de Comassie Blue R250 em 50% (v/v) de metanol e 10%

(v/v) de 4cido acético em agua Milli-Q®.
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4. RESULTADOS
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4. RESULTADOS

PRIMEIRA ETAPA — PURIFICACAO E SCREENING DE

ATIVIDADE BIOLOGICA

4.1 Fracionamento da pegonha bruta (RP-HPLC)

O fracionamento da peconha bruta de Bothropoides marmoratus por RP-HPLC
em coluna Vydac C,g analitica resultou na eluicdo de cerca de 50 fragdes (Figura 7), as
quais foram agrupadas em 39 tubos para facilitar a execucdo dos ensaios de atividade
biologica e analise da composicdo proteica/peptidica por espectrometria de massa.

Os perfis cromatograficos apresentaram ainda excelente reprodutibilidade ao longo do

tempo.
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Figura 7. Perfil cromatografico da peconha bruta de B. marmoratus. O fracionamento foi
obtido a partir de HPLC em coluna de fase reversa Cq. Para eluicdo foi empregado gradiente
linear de acetonitrila com TFA 0,1% e fluxo de 1 mL/min. O monitoramento foi realizado a 216
nm e 280 nm. Os numeros destacados em vermelho correspondem as fragBes que foram

recromatografadas em etapa subsequente.
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4.2. Anélise por espectrometria de massa

A anédlise dos componentes moleculares presentes na peconha bruta e nas
fracbes cromatograficas foi realizada por espectrometria de massa do tipo
MALDI-TOF/TOF usando matrizes e métodos especificos para a identificacdo de
componentes de alta e baixa M,. Foi possivel a deteccdo de componentes moleculares
que vao desde pouco mais de 600 Da até componentes de aproximadamente 50 kDa
A figura 8 ilustra a distribuicdo das massas moleculares dos componentes isolados da
peconha bruta de B. marmoratus por RP-HPLC em relacdo ao tempo de retencéo,

indicando a presenca de componentes tanto de altas quanto de baixas massas

moleculares.
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Figura 8. Distribuicdo dos componentes de massas moleculares em relagdo a
hidrofobicidade. A linha na diagonal representa o gradiente de acetonitrila aplicado na

cromatografia utilizada no fracionamento da peconha de B. marmoratus em RP-HPLC.

4.3. Ensaios antimicrobiano e citotoxico da peconha bruta de B.
marmoratus

4.3.1. Avaliacdo preliminar da atividade antimicrobiana

A inibicdo do crescimento de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas pela
peconha bruta em concentracdes a partir de 300 pg/mL foi determinada por leitura
espectrofotométrica. Os resultados indicam que a peconha bruta inibiu mais fortemente
o0 crescimento de bactérias Gram-negativas do que o das Gram-positivas (Figura 9), com

excecdo de Staphylococcus epidermidis que, na maior concentragédo utilizada, teve o seu
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crescimento reduzido em 79,4%. A bactéria ndo-patogénica Bacillus subtilis foi a que

resistiu mais aos efeitos toxicos da peconha bruta, vindo a apresentar apenas 8,9% de

inibicdo no seu crescimento na maior concentragéo utilizada. Vale destacar que a partir

da concentracdo de 75 pg/mL, o seu crescimento foi normal, ndo sendo detectada

nenhuma inibicéo.
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Figura 9. Inibicdo da proliferacdo bacteriana causada pela pegonha bruta de

B. marmoratus. Inibicdo na taxa de proliferacdo bacteriana em resposta a incubagdo com doses

crescentes da peconha bruta de Bothropoides marmoratus. A: Bactérias Gram-positivas.

B: Bactérias Gram-negativas.
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J& o crescimento das bactérias Gram-negativas apresentaram 0s maiores niveis
de inibicdo ficando entre 49,3% e 60% para Enterobacter clocae e Pseudomonas
aeruginosa, respectivamente. A bactéria P. aeruginosa, apesar de ter se mostrado
bastente susceptivel na concentragdo de 300 pg/mL, quando utilizado 75 pg/mL, a sua

taxa de crescimento comparou-se ao controle.
4.3.2. Avaliacado preliminar da atividade citotoxica

A capacidade da peconha bruta em inviabilizar células tumorais (B16F10,
melanoma murino e Hela, cancer de colo uterino humano) e uma linhagem normal de
fibroblastos (NIH-3T3, murino) foi avaliada pelo método do MTT. Os resultados
obtidos indicam que a peconha bruta, na maior concentracdo utilizada, promoveu a
morte celular de 95,5% das células B16F10; 83,9% das celulas HelLa e 93,2% de
fibroblastos NIH-3T3. Tal efeito decresceu a medida que a concentracao da peconha foi
sendo reduzida (Figura 10).
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Figura 10. Porcentagem de morte celular causada pela incubagdo das linhagens celulares
com a pegonha bruta de B. marmoratus por 24h. O ensaio foi realizado com células B16F10
(cancer de pele), HeLa (cancer de colo do utero) e NIH-3T3 (fibroblasto murino), de

acordo com o método do MTT.
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4.3.3. Avaliacao da morfologia celular

Apobs o tratamento das linhagens celulares com a pegonha bruta, os grupos
controle e os grupos submetidos aos tratamentos foram analisados por microscopia de
contraste de fase na maior e na menor concentragdo utilizadas. As imagens foram

fotoregistradas e analisadas para detec¢do de possiveis alteragdes morfoldgicas.

Os controles de todas as linhagens usadas apresentaram morfologia bem
definida, membrana citoplasmatica integra, nicleo e nucléolos definidos (Figura 11).
Foi observado que, ap0s a incubacédo de 24 h, as células de todas as linhagens incubadas
com a peconha na concentracdo de 300 pug/mL perderam a integridade da membrana e
deixaram de apresentar nucleo e nucléolos definidos. A morfologia das células foi
completamente alterada e além de apresentarem volume bastante reduzido, a integridade
da membrana plasmatica pareceu estar comprometida. As fotomicrografias adquiridas
com a menor concentracdo utilizada indicam que pouco ou nenhum dano ocorreu as
células nessas condicdes. A morfologia das células ficou bem proxima a do respectivo
grupo controle, com membrana aparentemente integra, nucleo e nucléolos bem

definidos.

4.4. Avaliacdo da atividade antimicrobiana das fracGes cromatograficas

obtidas com o fracionamento da peconha de B. marmoratus

O ensaio para avaliacdo da atividade antimicrobiana foi realizado com todas as
fracbes cromatograficas obtidas com o fracionamento da peconha bruta de
B. marmoratus por RP-HPLC e para tal finalidade foram utilizadas as bactérias

S. aureus e E. coli, com e sem a adi¢do de CaCl, ao meio de cultura.

O primeiro ensaio demonstrou que as fragdes na concentracdo utilizada
possuem fraca atividade contra ambas as bactérias e a maior inibicdo alcancada foi
promovida pela fracdo denomindada F12 com 24,7% inibicao sobre S. aureus (tabela 2).
No caso da bactéria Gram-negativa E. coli praticamente ndo houve atividade inibitdria
detectada, tendo sido registrado apenas 6,25% de morte causada pela fracdo F15,

quando comparado com o grupo controle.

A utilizacdo de CaCl, alterou um pouco a atividade de algumas fracdes
cromatogréaficas. Algumas passaram a exibir atividade inibitéria como as fracbes F2,
F22, F34 e F36 com taxas de inibicdo de aproximadamente 19, 14, 18 e 15%,

respectivamente. Por outro lado, as fragcbes F1, F10 e F30 perderam totalmente a
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atividade inibitéria com a adicdo de CaCl,. Outras fracBes tiveram sua atividade
aumentada, como foi 0 caso da fracdo F19 que passou de 8 para 23% e a F20 que
passou de 23 para 32%, enquanto a F12 teve a atividade reduzida de 24 para 10%, assim

como a F23 que passou de 24 para 16% (tabela 2).

Controle 300pug/mL 0,146 pg/mL

B16F10

HelLa

NIH 3T3

Figura 11. Fotomicrografia das células submetidas ao tratamento com pegonha bruta de
B. marmoratus. As células foram tratadas por 24 horas em diferentes concentracoes de peconha
e as fotografias adquiridas em microscopio de contraste de fase invertido (UNICO, EUA) com o
uso de camera digital acoplada a ocular do microscopio e o software de aquisicdo Motic Images
Plus 2.0. De cima para baixo estdo apresentadas as células B16F10, HeLa e NIH-3T3 e da

esquerda para a direita o grupo controle e tratamentos a 300 pg/mL e 0,146 pg/mL.
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4.5. Avaliagdo da atividade citotdxica das fracdes cromatograficas obtidas

com o fracionamento da pegonha de B. marmoratus

Todas as fragdes cromatograficas resultantes do fracionamento da peconha
bruta de B. marmoratus por RP-HPLC tiveram sua atividade citotdxica avaliada sobre
células tumorais humanas HelLa e MCF7. Diversas fragdes diminuiram a viabilidade
celular de ambas as linhagens, mas algumas chamaram a atencéo por terem apresentado
uma porcentagem de inibicdo maior ou por parecerem especificas para algum tipo
celular (Tabela 2). As fragBes 16, 21, 23, 25 e 31, em virtude das atividades citotoxicas
observadas (Figura 12), foram selecionadas como fragcdes de interesse de modo a serem
empregadas nas etapas subsequentes do presente trabalho. As fragbes 16, 23 e 31
inviabilizaram entre 22 e 47% das células estudas e as fracdes 21 e 25 tiveram efeitos
apenas sobre a linhagem HelLa com porcentagens de inibicdo de 54 e 89%,

respectivamente.
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Figura 12. Porcentagem de morte celular das linhagens tumorais HeLa e MCF7

promovida pelas fragdes 16, 21, 23, 25 e 31.

4.6. Avaliacdo da atividade hemolitica das fracGes cromatograficas obtidas

com o fracionamento da pegonha de B. marmoratus

O ensaio de atividade hemolitica realizado nessa primeira etapa utilizou as

mesmas concentracoes empregadas nos ensaios de citotoxicidade. As fragdes causaram
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hemdlise em torno de 10% na concentracdo testada, com excegdo de algumas que

causaram uma porcentagem maior (Tabela 2), como a F37 , 32, 23 e 24 que causaram

65.6, 45.6, 36 e 36,3%.

Tabela 2. Comparacao da atividade antimicrobiana, citotoxica e hemolitica de todas as

fragBes cromotograficas obtidas com o fracionamento da peconha bruta de B. marmoratus

por RP-HPLC. O ensaio antimicrobiano foi realizado com e sem a adi¢do de 10 mM de CaCl..

As fracOes destacadas em cinza foram consideradas de maior interesse e seguiram para as

demais etapas de purificacdo e ensaios bioldgicos.

Antimicrobiano ( % de inibigao) Citotoxica (% de inibigdo) Hemodlise
Fragdao (S. aureus) (E. coli) (S. aureus) (E.coli) (MCF7) (Hela) (%)
Com CaCl,
1 21,50 8,5 11,5
2 0,00 19,23 14,7 2,1 10,5
3 3,74 0,6 10,1
4 3,97 53 10,9 9,9
5 4,67 10,2
6 4,21 4,1 5,9 11,4
7 6,07 8,3 10,4
8 8,41 8,97 15,2 8,2 10,5
9 9,35 5,6 10,6
10 9,35 14,2 13,2
11 9,81 19,2 11,6
12 24,07 10,26 6,25 16,3 12,2
13 4,2 11,2
14 6,54 5,9 15,6
15 0,23 6,25 3,4 13,9
16 1,92 22,2 41 10
17 7,48 11,4
18 13,14 2,9 8,5
19 8,64 23,40 0,5 8,1
20 23,36 32,37 36,2 14,3
21 3,74 54 11
22 14,42 31,7 22,7
23 24,77 16,67 47,8 46,7 36
24 2,88 35,6 36,3
25 12,82 89,4 11,9
26 7,48 12,3 35,3
27 1,87 12 8,6
28 13,46 11,4 27,1
29 3,21 10 22
30 10,75 21,8 19,9
31 35,7 27,5 25,3
32 5,77 14 45,6
33 13 8
34 18,59 12 8,3
35 12,7 17
36 15,71 16,3 20,5
37 0,32 19,3 65,6
38 6,73 14,3 11,4
39 - 33,8 13,1
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SEGUNDA ETAPA — PURIFICAC;AO E SCREENING DE
ATIVIDADE BIOLOGICA
4.7. Purificacdo das fracdes de interesse (RP-HPLC)

As fracOes de interesse foram submetidas a recromatografia para separacao dos
componentes moleculares presentes e s6 entdo foram analisadas por espectrometria de
massa do tipo MALDI-TOF/TOF. A fracdo 16 foi recromatografada em diferentes
colunas com o emprego de diferentes métodos (dados ndo mostrados) na tentativa de
purificar as moléculas presentes nessa fracdo. A coluna na qual foram obtidos 0s
melhores resultados foi a coluna analitica de fase reversa Shim-pack VP-ODS, 2 x 150

mm da Shimadzu, com fluxo de 0,3 mL/min.

A analise por espectrometria de massa demonstrou a eficiéncia da segunda
cromatografia na purificacdo dos componentes presentes. A subfracdo 16.1
apresentou-se pura, com [M+H]" = 13910.6, além do ion duplamente carregado com
[M+H]*? = 6955.9 e a presenca de um dimero, [M+H]" = 27796.3, assim como a
subfragdo 16.2, que também mostrou-se pura, com [M+H]" = 13713.2, ion duplamente
carregado com [M+H]** = 6857.4 e dimero, [M+H]* = 27406.8 (Figura 13).

As fragdes 21, 23, 25 e 31 também foram recromatografadas em diferentes
colunas e métodos na tentativa de separar os componentes moleculares presentes (dados
ndo mostrados). Os melhores resultados foram obtidos com a coluna Cg de fase reversa
Onyx monolitica, CHO-7643, 4,6 x 100 mm com fluxo de 1 mL/min. Para cada fracdo
foi utilizado um gradiente otimizado de acetonitrila com 0,1% de TFA e, em seguida, as

fracdes eluidas foram analisadas por espectrometria de massa (Figuras 14, 15, 16 e 17).
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Figura 13. Purificacdo dos componentes presentes na fracdo 16 da peconha de
B. marmoratus e espectrogramas das subfracbes. (A) Recromatografia da fragdo 16.
A amostra foi aplicada em uma coluna analitica de fase reversa Shim-pack VP-ODS, com fluxo
de 0,3 mL/min e gradiente de 0-40% de ACN /TFA 0,1%. A absorbancia foi monitorada em
216 nm. Espectrogramas das subfraces 16.1 (B) com [M+H] © = 13910.6 e 16.2 (C) com
[M+H] * = 13713.2 foram adquiridos com matriz de SA em espectrometro de massa do tipo
MALDI-TOF/TOF Autoflex Il (Bruker Daltonics, Bremen, Germany).
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Figura 14. Purificacdo dos componentes presentes na fracdo 21 da peconha de
B. marmoratus e espectrogramas das subfracbes. (A) Recromatografia da fragdo 21.
A amostra foi aplicada em uma coluna Cig de fase reversa, Onyx monolitica, com fluxo de
1 mL/min e gradiente de 0-50% de ACN /TFA 0,1%. A absorbancia foi monitorada em 216 nm.

Espectrogramas das subfragdes 21.1 (B) com [M+H]" = 161775 e 21.2 (C) com
[M+H]" = 13632.1, podendo ser detectada a presenca de um contaminante com
[M+H]" = 13689.9 (inserto),. foram adquiridos com matriz de SA em espectrometro de massa
do tipo MALDI-TOF/TOF Autoflex Il (Bruker Daltonics, Bremen, Germany).
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Figura 15. Purificacdo dos componentes presentes na fragdo 23 da peconha de
B. marmoratus e espectrograma da subfragdo 23.1. (A) Recromatografia da fracdo 23.
A amostra foi aplicada em uma coluna Cig de fase reversa, Onyx monolitica, com fluxo de
1 mL/min e gradiente de 0-50% de ACN /TFA 0,1%. A absorbancia foi monitorada em 216 nm.
O espectrograma da subfracdo 23.1 (B) indica a presenca de dois componentes moleculares com
[M+H] " = 27296.6 e [M+H] * = 30266.9 foi adquirido com matriz de SA em espectrdmetro de
massa do tipo MALDI-TOF/TOF Autoflex Il (Bruker Daltonics, Bremen, Germany).
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Figura 16. Purificacdo dos componentes presentes na fracdo 25 da peconha de
B. marmoratus e espectrograma das subfragdes. (A) Recromatografia da fracdo 25.
A amostra foi aplicada em uma coluna Cyg de fase reversa, Onyx monolitica, com fluxo de
1 mL/min. e gradiente de 0-50% de ACN /TFA 0,1%. A absorbancia foi monitorada em
216 nm. Espectrogramas das subfracdes 25.1 (B) com [M+H] © = 138785 e 25.3 (C) com
[M+H] * = 13459.3 foram adquiridos com matriz de SA em espectrometro de massa do tipo
MALDI-TOF/TOF Autoflex Il (Bruker Daltonics, Bremen, Germany).
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Figura 17. Purificacdo dos componentes presentes na fragdo 31 da peconha de
B. marmoratus e espectrograma da subfragdo 31.1. (A) Recromatografia da fracdo 31.
A amostra foi aplicada em uma coluna Cig de fase reversa, Onyx monolitica, com fluxo de
1 mL/min. e gradiente de 0-50% de ACN /TFA 0,1%. A absorbancia foi monitorada em
216 nm. O espectrograma da subfracdo 31.7 (B) indica a presenca de um componente molecular
com [M+H] * = 22948.5 e foi adquirido com matriz de SA em espectrometro de massa do tipo
MALDI-TOF/TOF Autoflex Il (Bruker Daltonics, Bremen, Germany).
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4.8. Determinacgdo da quantidade de residuos de cisteina das fracdes de
interesse

O numero de residuos de cisteinas das fracdes purificadas foi determinado ap6s
reducdo das ligacOes dissulfeto com cloridato de guanidina/DTT e alquilacdo das
cisteinas com 4-vinilpiridina. A dessalinizacdo das amostras reduzidas e alquiladas foi
realizada por HPLC em coluna C4 analitica (Vydac 4.6 x 150 mm) e as massas
moleculares foram determinadas por espectrometria de massa do tipo MALDI-TOF.
A fracdo 16.1 apresentou uma diferenca de massa molecular correspondente a presenca
de 10 residuos de cisteinas, enquanto a 16.2 apresentou 11 cisteinas. A fracdo 21.1
apresentou 7 cisteinas, a fragdo 23.1, 13 cisteinas. A fracdo 31.7 foi a que apresentou a
menor diferenca de massa molecular e, portanto, 0 menor nimero de cisteinas, apenas 6.
A massa molecular das toxinas nativas e reduzidas/alquiladas, bem como a quantidade
de residuos de cisteina estdo apresentadas na Tabela 3. A quantidade de cisteinas das
subfracdes obtidas com as recromatografias da fracdo 25 ndo puderam ser estipuladas
devido a pequena quantidade de material obtido.

Tabela 3. Massa molecular monoisotopica e nimero de residuos de cisteina das toxinas

purificadas a partir da pe¢onha da serpente B. marmoratus.

Fragio [M+H]’ [M+H]"* N2 de cisteinas
nativa  alquilada

16.1 13910 14929 10
16.2 13713 14939 11
211 16177 16948 7
23.1 30266 31650 13
31.7 22948 23624 6

4.9. ""Peptide Mass Fingerprinting" (PMF)

Apos reducdo, alquilacdo e hidrélise das subfracBes mais intensas de cada
recromatografia com tripsina, os digestos foram analisados por espectrometria de massa
do tipo MALDI-TOF. A identificacdo de proteinas foi realizada por meio de "Peptide
Mass Fingerprinting" (PMF) usando 0 software MASCOT

(http://www.matrixscience.com) (Tabela 4).
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Tabela 4. ldentificacdo de proteinas da peconha de B. marmoratus por "'Peptide Mass
Fingerprinting". A identificagdo das proteinas foi realizada por meio de buscas utilizando o
software MASCOT contra o banco de dados ndo-redundante NCBI.

Fragédo Proteina homéloga Score Publicagéo Peptideos encontrados [M+H]*
16.2 Myotoxin II precursor '’ 83 Protein Pept. Lett. K.LTGCDPK.K 838.45
(Bothrops moojeni) 4, 329-334 (1997) K.AVAICLR.E * 850.57
K.CCYKK.L 854.46
R.CCYVHK.C * 962.48
K.LTGCDPKK.D 966.55
R.ENLDTYNK.K 996.52
K.ELCECDK.A 1049.47
K.TIVCGENNSCLK.E 1490.63
K.YRYNYLKPFCK.K 1599.73
K.SYGVYGCNCGVGGR.G * 1629.73
Bnsp-7" 43 Arch. Biochem. Biophys. K.SYGAYGCNCGVLGR.G * 1629.73
(Bothrops neuwiedi 378 (2), 201-209 (2000) R.CCYVHK.C * 962.48
pauloensis)
K.AVAICLR.E * 850.47
K.CCYKK.L 854.46
K.LTGCDPK.K 838.45
K.LTGCDPKK.D 966.55
21.1 i’:iii;o?;iiifflc 70 J. Protein Chen. K.DAEMFCR.K 976.44
(Bothrops jararacussu) 21 (1), 43-50 (2002) K.DAEMFCR.K (M-ox) 992.39
K.DFSWEWTDR. S 1241.52
K.NAFLCQCKEF. - 1283.55
R.SCTDYLSWDK.N 1322.58
R.LWEDQVCESK.N 1341.58
K.KDFSWEWTDR. S 1369.60
C-type lectin 55 Biochimie K.DAEMFCR.K 976.35
(B. jararacussu) 86 (3), 211-219 (2004) K.DFSWEWTDR.S 1241.41
K.KDFSWEWTDR. S 1369.49
23.2 Serine proteinase(“ 51 Toxicon K.IFCPNK.K 826.36
(Bothrops jararaca) K.IFCPNKK.N 954 .44
K.EKIFCPNK.K 1083.52
46 (1), 72-83 (2005) K.TLNQDEQTR.N 1104.47
K.KTLNQDEQTR.N 1232.53
K.NDDALDKDLMLVR.L 1517.62
K.TNPDVPHCANINLLDDAVCR.A 2390.21
Thrombin-like enzyme 70 J. Biol. Chenm. NVITDKDIMLIR * 1430.9
batroxobin
(Bothrops atrox) iiéS;Z), 3132-3135
31.7 ;;;f?etallo}”mtemase 72 Toxicon K.TITSFGEWR.E * 1096.61
(B. neuwiedi pauloensis) 51 (1), 54-65 (2008) R.VHEMVNTVDGFFR.S * 1550.58
R.VHEMVNTVDGFFR. S (M-0ox) 1566.56
-.YIELAVVADHGMFTK.Y * 1693.66
R.SMNVDASIANIEVWSK.T 1763.72
R.SMNVDASIANIEVWSK.T (M- 1779 .74

ox)

@) _ Resultado obtido por PMF

@ _ Resultado obtido por PFF

* - Sequencia confirmada por MS/MS com sequenciamento de novo.
M-ox - Metionina oxidada

Cada proteina digerida gerou diversos fragmentos, os quais foram analisados

por espectrometria em modo refletido, usando HCCA como matrix, e a busca por
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similaridades empregando o software MASCOT revelou fragmentos com similaridade
com outras toxinas de serpentes do mesmo género.

A subfracdo 16.2 apresentou similaridade com fosfolipases do tipo A2, com
score significativo. Além disso, dos 10 peptideos encontrados na amostra, trés tiveram
suas sequéncias confirmadas por sequenciamento de novo, utilizando o software Pepsec.
A fracdo 21.1 apresentou similaridade com lectinas do tipo-C com sete peptideos
identificados e também teve score significativo. A fracdo 23.2 teve sete peptideos
encontrados por PMF com similaridade a uma serinoprotease e um peptideo
identificado por PFF com homologia a uma trombina-like, com score significativo e que
também teve sua sequéncia confirmada por sequenciamento manual. Na fracdo 31.7
foram identificados 6 peptideos com homologia a uma metaloprotease, dentre os quais
trés tiveram suas sequéncias confirmadas por sequenciamento de novo.
O sequenciamento de novo realizado com alguns peptideos encontra-se exemplificado

na figura 18.
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Figura 18. Sequenciamento de novo dos peptideos tripticos gerados pela digestdo das
subfragdes 16.2, 23.2 e 31.7. As sequéncias foram obtidas em MALDI-TOF/TOF utilizando o
modo LIFT apds reducdo e alquilagdo. Os fragmentos gerados permitiram o reconhecimento
completo das séries de ions y (vermelho) e b (azul). (A) Peptideo com 962.48 Da gerado pela
digestdo da subfracdo 16.2. (B) Peptideo com 1430.9 Da gerado pela digestdo da subfragdo 23.2
(C) Peptideo com 1096.61 Da gerado pela digestdo da subfracdo 31.7.
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4.10. Efeitos citotdxicos das fragdes de interesse

Os efeitos deletérios das fracbes 16, 21 e 31 e de suas subfracdes na viabilidade
de células Hela esta apresentado na tabela 5. O tratamento realizado por 24 horas
demonstrou que as subfracbes 16.1 e 31.6 reduziram viabilidade celular em
porcentagens maiores do que as fracdes brutas. De maneira diferente, a subfragcdo 21.2
apresentou atividade reduzida comparada a fracdo bruta, o que pode indicar que essa
fracdo necessite da presenca de dois componentes moleculares para exercer suas

atividades.

Tabela 5. Porcentagem de morte celular causada pelo tratamento de células HeLa com as

fracGes brutas e subfracdes purificadas da pegonha de B.marmoratus por 24h.

Fracdo o = 9
Bruta Morte (%) Subfracdo Morte (%)
16.1 97,7
16 41
16.2 --
21.1 --
21 54
21.2 26,6
31.6 94,4
31 27,5
31.7 --

-- nenhuma atividade detectada.

4.11. Determinacdo da concentracéo capaz de promover 50% de hemolise
(HCs0)

Todas as fracOes de interesse apresentaram fraca atividade hemolitica causando
menos de 8% de lise dos eritrocitos humanos na maior concentracdo testada de
300 pg/mL.

4.12. Avaliacdo da atividade fosfolipasica das fracdes de interesse

As PLA2 sdo moléculas encontradas nos venenos de varios animais. Sabe-se
que essas enzimas possuem um papel fundamental em varios processos fisiologicos,
podem ser encontradas em varios tecidos diferentes e estdo envolvidas em processos
inflamatorios e em diversas doencas. A andlise de algumas fragdes e subfracfes da

peconha de B. marmoratus detectou a atividade de PLA2 mais intensa para as frag0es
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23 e 25 que apresentaram 15.577,78 e 16.861,11 unidades de enzima/mg de fragdo em
30 min. (Figura 18).
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Figura 19. Determinacao da atividade fosfolipasica de fracGes e subfracdes da peconha de

B. marmoratus.

4.13. Avaliacdo da atividade proteolitica sobre fibrinogénio

O fibrinogénio € uma glicoproteina presente no plasma composta por duas
subunidades idénticas que sdo formadas por trés pares de cadeias polipeptidicas
denominadas Aa, Bf e v, interligadas por pontes dissulfeto. A degradagdo do
fibrinogénio pode ser induzida por enzimas proteoliticas ou fibrinogenoliticas,
especialmente metaloproteases presentes na pegconha de serpentes. Para detectar a
atividade firbinogenolitica na fracdo 31.7, tal fracdo foi incubada com fibrinogénio em
diferentes tempos e os resultados indicam que essa fracdo ndo foi capaz de clivar o
fibrinogénio nas condicOes testadas. A figura 20 evidencia que, em todos 0s tempos
testados, as trés cadeias permaneceram ligadas, como no pogo controle no qual sé havia

o fibrinogénio.
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Figura 20. Avaliacdo por SDS-PAGE da atividade proteolitica sobre o fibrinogénio da
subfracdo 31.7. (A) Fibrinogénio mostrando as trés cadeias polipeptidicas Aa, Bp e y; (B)
(Controle) Fibrinogénio + 10 pg de peconha bruta de Bothrops leucurus; (C) Fibrinogénio +
subfracéo 31.7 por 5 miutos; (D) Fibrinogénio + subfragdo 31.7 por 10 min; (E) Fibrinogénio +
subfracéo 31.7 por 20 min; (F) Fibrinogénio + subfragdo 31.7 por 30 min; (G) Fibrinogénio +
subfracgéo 31.7 por 45 min; (H) Fibrinogénio + subfragdo 31.7 por 60 min.
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5. DISCUSSAO

5.1. Fracionamento da pegonha bruta e purificagdo das fragbes (RP-
HPLC)

As peconhas de serpentes apresentam varias toxinas, responsaveis pelos
diversos efeitos bioldgicos apresentados durante o envenenamento. Estudos tém
permitido o isolamento de proteinas e peptideos, a fim de caracterizar melhor suas
atividades enzimaticas e bioldgicas, além de elucidar suas estruturas através dos

meétodos disponiveis.

A qualidade da preparacdo das amostras é fundamental para os estudos
relacionados com a estrutura e a funcdo das proteinas. Contaminantes podem contribuir
significativamente dificultando a obtencéo e interpretacdo dos resultados. Assim varias
toxinas das peconhas botropicas tém sido purificadas utilizando complexas
combinagdes de métodos cromatogréaficos, tais como: gel-filtragdo, troca i6nica, RP-
HPLC e cromatografias de afinidade utilizando inbidores naturais como anticorpos ou
heparina (Gutierrez e Lomonte 1997, Soares et al. 2000, 2001, 2003, Ownby et al.
1999).

O fracionamento da peconha bruta de Bothropoides marmoratus foi realizado
por RP-HPLC em coluna Vydac Cig analitica e resultou na separacdo de cerca de
50 fracOes, os perfis cromatograficos apresentaram ainda excelente reprodutibilidade,
demonstrando ser este um bom método, rapido e eficiente para separacdo dessas

proteinas.
5.2. Analise por espectrometria de massa

A andlise dos componentes presentes na peconha bruta e nas fracdes
cromatograficas resultantes de seu fracionamento por RP-HPLC foi realizada por
espectrometria de massa do tipo MALDI-TOF/TOF usando matrizes e métodos
especificos para a identificacdo de componentes de alta e baixa M,, e apresentou

componentes com pouco mais de 600 Da até aproximadamente 50 kDa.

As técnicas de cromatografia juntamente com a espectrometria de massa
fornecem uma viséo detalhada dos componentes proteicos da peconha e a identificacdo

desses componentes moleculares é importante, pois permite um conhecimento basico da
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diversidade das substancias presentes na peconha desta nova espécie. No entanto, para
uma melhor compreensdo de como esses componentes atuam na peconha faz-se
necessario a purificagdo, bem como a determinagdo de suas estruturas primarias e de

suas atividades bioldgicas.
5.3. “Peptide Mass Fingerprinting” (PMF)

Os resultados obtidos por PMF permitiram a identificacdo, apds reducéo,
alquilacdo e hidrélise com tripsina de proteinas de interesse. A identificacdo das
proteinas foi realizada por meio da técnica de “Peptide Mass Fingerprinting” (PMF)

usando o software MASCOT.

A fracdo 16.2 apresentou similaridade com fosfolipases do tipo A2, e além
disso, dos 10 peptideos encontrados no digesto enzimatico, trés tiveram suas sequéncias
confirmadas por sequenciamento de novo, utilizando o software Pepsec. A fragdo 21.1
apresentou similaridade com lectinas do tipo-C com sete peptideos identificados e score
significativo. A fracdo 23.2 teve sete peptideos encontrados por PMF apresentando
similaridade com uma serinoprotease e um peptideo identificado por PFF com
homologia a uma trombina-like, com score significativo e que também teve sua
sequéncia confirmada por sequenciamento de novo. Na fracdo 31.7 foram identificados
6 peptideos com homologia com uma metaloprotease, dentre os quais trés tiveram suas
sequéncias confirmadas por sequenciamento de novo. Portanto, baseado nos dados de
analise estrutural e alinhamento dos fragmentos com scores significativos e
confirmagBes por sequenciamento de novo, podemos sugerir que as proteinas

purificadas pertencem as classes de proteinas descritas acima.

A fragmentacdo por MS/MS utilizando a técnica conhecida como LIFT,
combinada com PMF, aumenta a taxa de identificacdo de proteinas (Suckau et al. 2003)
e tem sido utilizada por outros autores para identificacdo de proteinas extraidas de

peconhas de serpentes (Gomes et al. 2011, Valente et al. 2009).
5.4. Determinacado da quantidade de cisteinas

Diversos trabalhos estabeleceram a quantidade de residuos de cisteinas
conservada para 0s grupos de proteinas isoladas da peconha de serpentes. As PLA2 sdo
caracterizadas por apresentarem em sua estrutura primaria 14 residuos de cisteina
envolvidos na formacdo de sete pontes dissulfeto. Lectinas possuem 2 cisteinas na

cadeiaa e 6 na cadeia B, todas formando pontes intracadeias. As serinoproteases

63



possuem 12 cisteinas, formando 6 ligacGes dissulfeto. Metaloproteases, por sua vez, sdo
descritas com 7 cisteinas, formando 3 pontes dissulfeto, restando um 1 residuo de

cisteina livre (Calvete et al. 2007, Juarez et al. 2004).

O numero de residuos de cisteinas das fracdes purificadas foi determinado,
apo6s reducdo das ligacbes dissulfeto com DTT e alquilacdo das cisteinas com 4-
vinilpiridina. A fragdo 16.1, com homologia a uma PLA;, apresentou diferenca de
massa correspondente a presenca de 10 residuos de cisteinas, enquanto a 16.2
apresentou 11 cisteinas. A fracdo 21.1, homologa a uma lectina do tipo-C, apresentou 7
cisteinas. A fracdo 23.1, com homologia a uma serinoprotease/trombina simile
apresentou 13 cisteinas e, por fim, a fracdo 31.7, homologa a uma metaloprotease foi a

que apresentou 0 menor numero de cisteinas, apenas 6.

As diferencas encontradas entre os resultados obtidos e a literatura parecem
indicar uma alquilacdo incompleta dos residuos de cisteina, seja devido ao tempo de
incubagcdo ou a uma redugdo tambem incompleta. Ou ainda diferengas nas massas
moleculares determinadas experimentalmente podem ter interferido no calculo final da
quantidade de cisteinas devido a falta de acuracia das massas obtidas por espectrometria

de massa no modo linear.
5.5. Avaliagdo da atividade antimicrobiana

Antibidticos constituem um grupo de moléculas produzidas por diversos
organismos, incluindo bactérias e fungos. No periodo atual, os antimicrobianos
sintéticos conhecidos exibem diferentes mecanismos de acdo e um amplo espectro de
acdo anti-bacteriano, que foram determinantes para a reducdo da incidéncia de varias

infeccdes bacterianas.

Os principais efeitos dos antibioticos sdo (1) a inducdo da morte do agente
patogénico (efeito bactericida) e/ou (2) a inibicdo da proliferacdo bacteriana (efeito
bacteriostatico) (Lima et al. 2005).

Constituintes da peconha de espécies do género Bothrops tém demonstrado
atividade antimicrobiana sobre bactérias Gram-positivas e Gram-negativas (Paramo et
al. 1998, Barbosa et al. 2005). Neste estudo, foram realizados ensaios com a peconha
bruta e com as fragOes isoladas por RP-HPLC de maneira a determinar o potencial

antimicrobiano desses diferentes constituintes.
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Os resultados obtidos demonstram diferencas na resisténcia de cada bactéria as
amostras avaliadas (tanto a peconha bruta quanto as fracGes cromatogréficas). A
inibicdo na proliferacdo de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas pela pegonha
bruta em concentragdes a partir de 300 pg/mL foi determinada por leitura
espectrofotométrica e os resultados indicam que a peconha bruta inibiu mais o
crescimento de bactérias Gram-negativas do que o das Gram-positivas, com excecao de
Staphilococcus epidermidis que, na maior concentracdo utilizada, teve seu crescimento
reduzido em 79,4%. Dentre todas as bactérias avaliads, a bactéria Gram-positiva nao-
patogénica Bacillus subtilis foi a que menos sofreu com a presenca da peconha bruta,
tendo apresentado, na maior concentracdo utilizada, apenas 8,9% de inibicdo e a partir
da concentragdo de 75 pg/mL sua proliferacdo foi normal, ndo sendo detectada

nenhuma inibicéo.

Ja as bactérias Gram-negativas apresentaram os maiores niveis de inibicdo na
concentracdo de 300 pg/mL, com taxas de 49,3% e 60% para Enterobacter clocae e
Pseudomonas aeruginosa, respectivamente. A linhagem de P. aeruginosa, apesar de ter
tido a maior inibicdo na concentracdo de 300 pg/mL, quando utilizado 75 pg/mL, teve
sua proliferacdo normalizada, ndo tendo sido detectada inibicdo a partir dessa

concentragao.

Os resultados obtidos neste trabalho e os ja registrados na literatura indicam
que cada pegonha pode inibir diferentemente a proliferacdo bacteriano e que a poténcia
de atividade bactericida detectada nas peconhas Botrdpicas deve estar relacionada com

uma combinacéo de fatores, e a maioria delas parece ativa contra tais microorganismos.

As diferencas de resultados nos ensaios antimicrobianos utilizando a mesma
peconha contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas provavelmente estdo
relacionadas as diferencas na composicao da parede celular bacteriana. A parede celular
bacteriana € um obstaculo a ser ultrapassado pelas proteinas. Desta maneira, ha
diferencas na atividade das peconhas frente a bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas, devido as suas diferentes paredes celulares. Uma vez vencidas as barreiras de
acesso a membrana, é necessaria a interacdo com a superficie negativamente carregada

para que estas possam atuar na camada lipidica (Yeaman & Yount 2003).

Um estudo realiado por Bustillo et al. (2008) mostrou atividade antimicrobiana
da peconha de B. alternatus contra Escherichia coli, Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa e Enterococcus faecalis. Contudo, a atividade foi maior
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contra E. coli e S. aureus em comparagdo com as outras linhagens. De maneira
diferente, a peconha de B. jararaca e B. jararacussu inibiram igualmente a proliferacéo
de cinco bactérias Gram-positivas e quatro Gram-negativas, entretanto, E. faecalis e E.
coli se mostraram resistentes a ambas as pegonhas testadas (Ciscotto et al. 2009).

No estudo proposto por Santamaria et al. (2004), os efeitos antibacterianos da
peconha de B. atrox € devido as fosfolipases que agem de forma direta sobre as
bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, concordando com Stiles et al. (1991), o
qual sugere que a atividade antibacteriana esta ligada a diversos outros componentes da

peconha.
5.6. Avaliagdo da atividade citotoxica

O cancer ¢ uma doenca que vem aumentando suas taxas de incidéncia e
mortalidade em todo o mundo. Atualmente, h4& uma busca constante por novos
tratamentos e compostos anticarcinogénicos eficientes e ndo indutores de efeitos
colaterais severos. Diversas moléculas isoladas da peconha de serpentes vém sendo
avaliadas para esse fim (Gebrim et al. 2009, Rodrigues et al. 2009b, Carvalho et al.
2001).

As linhagens escolhidas para realizacdo dos ensaios de citotoxicidade foram
HelLa (cancer de colo uterino), B16F10 (cancer de pele) e NHI3T3 (fibroblasto de
camundongos). Essas linhagens sdo muito utilizadas como modelos experimentais em
diversos estudos em todo o mundo e possuem, como caracteristicas marcantes, a
capacidade de crescer aderidas ao substrato, ndo apresentam caspase-3 (Janicke et al.
1998) e respondem diferentemente a presenca de estrogeno, tendo a linhagem MCF-7
um receptor positivo e a HelLa, um receptor negativo (Levenson & Jordan 1997,
Somasekhar & Gorski 1988).

Os resultados obtidos mostram que o tratamento das células HeLa, B16F10 e
NHI3T3 com a peconha bruta em diferentes concentragdes induziu reducdo na
viabilidade celular de maneira dose dependente ap6s 24 horas de incubacdo. A peconha
de B. marmoratus causou a morte das trés linhagens testadas, todavia, nas menores
concentragdes foi possivel notar o dano apenas as linhagens HelLa e B16F10, ndo sendo
detectada diminuicdo da viabilidade celular para a linhagem normal (NHI3T3), o que

sugere um mecanismo de acdo diferente para as trés linhagens celulares.
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Diversos estudos demonstram a atividade citotdxica da peconha bruta de varias
serpentes sobre diversos tipos celulares.

Um estudo do efeito da peconha bruta de B. jararacussu avaliou sua agdo
citotoxica sobre o crescimento de uma linhagem celular de tumor ascitico de Ehrlich
(EAT) e sobre células peritoneais in vivo e in vitro (Silva et al. 2002). A pe¢onha
apresentou toxicidade em todas as concentragdes testadas de maneira dose dependente.
O estudo comparativo in vitro mostrou que a taxa de viabilidade celular das células
peritoneais foi significativamente maior que a de células tumorais incubadas com 2,5; 5
e 10 mg da peconha por 3h. Porém, com 24 h de incubagdo foi observado um efeito
inverso, onde a viabilidade das células tumorais foi maior do que a de células

peritoneais em todas as concentracoes.

As pegonhas de B. alternatus e B. diporus também demonstraram atividade
citotoxica sobre uma linhagem celular de mioblastos em concentragdes entre 1,25 e
50 pg/mL, sendo que a peconha de B. diporus foi significantemente mais tdxica
(1ICs0=2 pg/mL) do que a de B. alternatus (ICsp = 5,8 pg/mL) (Bustillo et al. 2009).
Outro trabalho realizado utilizando uma linhagem de células Vero (células epiteliais de
rimextraidas de ummacaco africano) mostrou a citotoxicidade da peconha de
B. neuwieddi mattogrossensis (ICso = 4,74 pug/mL), B. leucurus (ICso = 4,95ug/mL) e
B. atrox (I1Cso = 34,64ug/mL) (Oliveira et al. 2002).

As fragcdes cromatogréaficas obtidas a partir do fracionamento da peconha bruta
também diminuiram a viabilidade celular de MCF7 e HeLa, sendo que algumas foram
capazes de inibir o crescimento de ambas as células, enquanto outras inibiram
especificamente uma ou outra linhagem celular. As fracdes 2 e 8, por exemplo, inibiram
o crescimento de MCF7 em 14,7% e 15,2%, respectivamente, enquanto inibiram apenas
2,1% e 8,2% a proliferacdo de células HelLa. Por outro lado, as fragdes 21 e 25 inibiram
0 crescimento de HelLa em 54% e 89,4%, respectivamente, sem contudo inibir a
viabilidade de MCF7. Os resultados indicam que cada fracdo exerce sua atividade de
maneira diferente sobre as células e que uma mesma fracdo pode atuar de forma

diferente em células distintas.

A reducédo da viabilidade celular analisada pela metabolizagcdo de MTT indica

trés possiveis hipdteses: ao longo do periodo de incubacéo, as fracdes testadas podem
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induzir (1) a redugdo da proliferacdo celular, (2) a morte celular ou (3) ambos

simultaneamente.

O controle da proliferagdo celular em células tumorais € considerado uma

eficiente estratégia para prevenir ou retardar o crescimento tumoral (Molinari 2000).

Efeitos citotoxicos de toxinas de serpentes em células tumorais cultivadas in
vitro ja foram descritos na literatura. Em geral, a morte celular pode ocorrer por duas
vias distintas: apoptose ou necrose. A presenca de indicios de apoptose pode ser
investigada por estudos histoquimicos, fragmentacdo do DNA, entre outros, e pode

trazer informacOes importantes sobre o mecanismo de acdo da molécula nas células.

O crescimento de oito linhagens de células tumorais foi inibido de forma
dose-dependente na presenca de uma lectina (BJcuL) extraida da peconha de
B. jararacussu.  Esta lectina foi mais potente como inibidora do  crescimento de
linhagens de cancer renal (caki-1 e A-498) e de pancreas (CFPAC-1) com concentracdo
inibitéria minima de 50% (ICsp) em torno de 1-2 mM. As células cancerosas de
melanoma (Wm115) e prostata (PC-3) mostraram valores de 1Cso entre 7,9 e 8,5 mM,
respectivamente, na presenca da lectina BjcuL. Utilizando linhagens tumorais de cancer
de cdlon (Caco-2) e mama (MCF7), a lectina BJcuL ndo mostrou nenhum efeito, e 0s
autores sugerem que ela possua um efetivo como inibidor do crescimento celular para

algumas linhagens de células cancerosas (Pereira-Bittencourt et al. 1999).

Outro trabalho realizado por Daniele et al. (1997) demonstrou a atividade
citotoxica de uma PLAZ isolada de B. neuwiedii (Yarara chica), classificada como P-3, e
de duas isoformas, P-l e P-lIl. Neste trabalho, todas as isoformas apresentaram
atividade citotoxica in vitro contra células de melanoma (B16F10) avaliadas pelo
método do MTT, com um ICso de 31 pg/mL para a isoforma P-3, e de 15 p g/mL para
aP-1 e P-2. A diferenca observada com a inibicdo de enzimas sugere um mecanismo

diferente para a acdo citotdxica da P-3 em relacdo a P-1 e P-2.
5.7. Avaliacdo da morfologia celular

Apos o tratamento das células com a pegonha bruta, 0s grupos controle e 0s
submetidos aos tratamentos foram analisados por microscopia de contraste de fase para
visualizacdo de modificagGes na morfologia celular. Os controles de todas as linhagens
usadas apresentaram morfologia bem definida, membrana citoplasmatica integra, nicleo

e nucléolos definidos enquanto que, nas células tratadas por 24 h, foi observado que
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apos a incubacdo com 300 pg/mL da peconha bruta, as células perderam a integridade
da membrana e deixaram de apresentar nucleo e nucléolos definidos. O
comprometimento da integridade celular ocorreu de maneira dose-dependente e as
fotomicrografias adquiridas com as células tratadas com a menor concentracdo utilizada
indicam que pouco ou nenhum dano ocorreu as células nessas condicdes, ficando bem

préxima a do respectivo grupo controle.
5.8. Avaliacdo da atividade fosfolipasica

As PLA2 sdo moléculas encontradas nos venenos e pegonhas de varios
animais. Sabe-se que essas enzimas possuem um papel fundamental em varios
processos fisioldgicos, podem ser encontradas em varios tecidos diferentes e estdo
envolvidas em processos inflamatdrios e em vérias doencas.

A analise de algumas fracGes e subfracdes da peconha de B. marmoratus
detectou a atividade de PLA2 mais intensa para as fragdes 23 e 25 que apresentaram
15.577,78 e 16.861,11 unidades de enzima/mg de fracdo ap6s 30 min de incubacao,
enquanto a fracdo 16 (identificada como PLA;) ndo apresentou atividade catalitica.

As PLA;s similes Lys49, com baixa ou nenhuma atividade enzimatica sobre
substratos artificiais, sdo amplamente estudadas . Apesar de ndo serem capazes de
hidrolizar fosfolipideos, elas apresentam outras atividades e por isso tém atraido a
atencdo como modelos de inducdo de citotoxicidade e mionecrose por um mecanismo

de acdo cataliticamente independente (Delatorre et al. 2010, Polgar et al. 1996).

Como exemplo de enzimas Lys-49 que possuem pouca ou nenhuma atividade
catalitica, porém atividade miotdxica intensa, podemos citar as PLA, Lys-49 extraidas
das peconhas de Bothrops asper (MT-II), Bothrops jararacussu (BTX-I),
Bothrops pirajai (PrTX-I), Bothrops moojeni (MjTX-I) e Bothropoides pauloensis
(BnSP-7) (Soares & Giglio 2003).

Possivelmente as acGes associadas a estas enzimas devem-se a presenca de
residuos hidrofdbicos e catidnicos, proximos a regido C terminal (Calderon & Lomonte
1998).

Ketelhut et al. (2003) isolaram quatro fosfolipases A, acidas da peconha de
Bothrops jararacussu e estas apresentaram atividade miotdxica tanto in vivo quanto

in vitro. Este efeito observado ndo estd correlacionado com a atividade catailtica,
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favorecendo a hipotese de que miotoxicidade é consequéncia de uma agdo indireta das
fosfolipases A..

5.9. Avaliagdo da atividade proteolitica sobre fibrinogénio

A atividade fibrinogenolitica da fracdo 31 foi analisada por SDS-PAGE, e
revelou que a fracdo ndo foi capaz de degradar as cadeias do fibrinogénio.
Diferentemente, outros trabalhos mostraram a atividade positiva para enzimas isoladas

de outras peconhas.

De fato, as metaloproteases sdo conhecidas por suas propriedades
fibrinogenoliticas; todavia, os métodos utilizados para purificagdo dessas enzimas
geralmente envolvem cromatografias de interacdo hidrofébica e troca catibnica, em
constraste com a metodologia utilizada na purificacdo dessa proteina no presente
trabalho. Como essas enzimas s@o rapidamente inativadas pela exposicéo a temperatura
e pH extremos, ja era esperado que a atividade fibrinogenolitica ndo fosse detectada
(Swenson & Markland Jr. 2005). De qualquer maneira, a atividade citotoxica foi

mantida, o que indica a acdo de mecanismos diferentes de atuacdo dessas enzimas.
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O estudo dos componentes de massa molecular da peconha de
Bothropoides marmoratus revelou a presenca de cerca de 50 componentes, 0s quais
apresentaram massas entre 600 e 50.000 Da.

A peconha bruta de B. marmoratus possui atividade citotoxica contra linhagens
B16F10 (cancer de pele), HeLa (cancer de colo uterino), e uma linhagem de células
normais NIH-3T3 (fibroblasto murino) e também apresentou atividade antimicrobiana
contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas em concentragcbes a partir de
300 pg/mL, sendo que as Gram-negativas foram mais intensamente inibidas do que as
Gram-positivas.

Algumas fragbes cromatogréficas obtidas por RP-HPLC também foram
capazes de inibir o crescimento de células tumorais e de bactérias, sendo que foram
encontradas diferencas de inibicdo tanto entre as fracbes quanto entre as linhagens,

demonstrando a especificidade de algumas fracdes para determinadas células.

Estudos futuros envolvendo o sequenciamento completo das proteinas, bem
como, a determinagdo de suas estruturas tercidrias, serdo necessarios para se
compreender as diferentes acdes farmacoldgicas induzidas por estas enzimas. Os
estudos seguintes nessa area resultardo em novas descobertas que possibilitardo uma
melhor compreensdo da toxicidade dessas enzimas tdo versateis podendo utiliza-las

como ferramentas em varias areas do conhecimento cientifico.
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