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Resumo

Bothrops jararacussu € uma espécie de grande importancia epidemioldgica no
estado do Rio de Janeiro. No entanto a sua distribuicdo é ampla, pois pode ser encontrada
nos estados de Santa Catarina, Parana, Mato Grosso, Sao Paulo, Minas Gerais, Espirito
Santo, Sul da Bahia e também na Argentina, Paraguai e Bolivia.

De um modo geral, os venenos botropicos das espécies brasileiras foram pouco
estudados tanto em relagdo aos seus componentes isolados como quanto ao veneno total,
devido ‘a falta de otimizagao das técnicas de purificagdo capazes de revelar a presencga de
novos componentes ou de suas isoformas. Desta forma justifica-se o interesse no
isolamento e caracterizacdo de duas novas isoformas de BthTX-Il PLA, (D49), lembrando
que esta ultima citada € uma fracdo importante no veneno de Bothrops jararacussu.

As isoformas foram isoladas em uma coluna de troca i6nica catiénica (Protein Pack
SP 5PW Waters) acoplada a um sistema LC 650 (Waters), sendo caracterizadas como
isoformas de BthTX-lIl e denominadas como Bj-IV e Bj-V. O alto grau de pureza foi
revelado ao serem re-purificadas em uma coluna de hidrofobicidade p-Bondapack C18
acoplada a um sistema de HPLC de fase reversa, sendo eluidas em tempos de retencao
muito proximos (Bj-IV 31,25 + 0,31 minuto e para Bj-V 31,31 + 0,28 minuto). A
caracterizacao fisico-quimica revelou o fato de serem isoformas, pois apresentaram varios
fatores similares como, a tendéncia para a formacdo de dimeros na eletroforese com
auséncia de redutores, sendo que o valor de massa molecular relativa encontrada para
isoformas foi de ~14 kDa, através da eletroforese em SDS-PAGE Tricina (16,5%) também,
a basicidade semelhante e o alto grau de hidrofobicidade, confirmados pela composicao
de aminoécidos.

A caracterizagdo cinética das isoformas de BthTX-Il PLA, (D49) mostrou que tais
isoformas sdo altamente estaveis e apresentam um pH 6timo ao redor de 8,0 e
temperatura préxima a 37°C. Frente a diferentes concentracdes de substrato as isoformas
mostraram um comportamento tipo alostérico, em nossas condicbes experimentais. Na
auséncia de Ca*? (1IMm) e na presenca de alguns fons divalentes tais como Mn*2, Mg*?,
Zn*2, Cu*® (na concentracdo de 10 mM) as isoformas Bj-IV e V foram inibidas, j4 na
presenca de Ca*? (1ImM) e com os mesmos ions divalentes citados elas mostraram uma

discreta atividade. Também foi demonstrado o efeito inibitério de crotapotinas crotalicas
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sobre a atividade PLA; das isoformas, fato que sugere a possivel presenca de
crotapotinas “like” no veneno botrépico.

A andlise da composicao de aminodacidos confirmou o comportamento estavel de
sua atividade cinética, ao mostrar um alto conteudo de aminoacidos hidrofobicos, assim
como a presenca de 14 cisteinas envolvidas em possiveis sete pontes dissulfeto. A
presenca de um alto conteldo de aminoacidos basicos como Lys, His e Arg, também
confirmaram o carater basico das isoformas, caracteristica propria do veneno deste tipo de
viperide sul americano. O estudo de homologia seqlencial da regidao N-terminal entre
ambas isoformas e também com outras PLA, (D49) revelou um alto grau de homologia, no
entanto, foram encontradas algumas substituicdes que néao contribuiram com diferencas
significativas, tanto com relacdo a atividade catalitica quanto neurotoxica.

O efeito neurotdxico das isoformas de BthTX-1l PLA, (D49) Bj-IV e V, foi avaliado
usando-se duas preparagdes farmacoldgicas: nervo frénico-diafragma isolado de
camundongo e biventer cervicis de pintainho. Foram encontradas diferencas em ambas
preparagdes, pois o efeito de bloqueio da resposta contratil evidenciou-se de maneira
significativa na preparagdo nervo frénico-diafragma isolado de camundongo, nas
concentragdes empregadas (50 e 100 ug/mL), enquanto que na preparacao biventer ndo
houve efeito notério. No entanto, para a dosagem de 100 ug/mL, no caso do veneno total
na preparacao biventer cervicis de pintainho evidenciou-se um efeito miotoxico indireto
pois, foi observada uma diminuicdo nas respostas contraturante dadas pela diminuicdo
das curvas de KCI e Acetilcolina (ACh).

A importancia do isolamento das isoformas de BthTX-Il, Bj-IV e V, est4 apoiada no
fato de ter sido possivel a obtencéo destas duas novas isoformas, usando-se métodos que
garantiram a manutencgao da sua atividade bioldgica, sendo assim possivel correlacionar a

estrutura e a funcdo desta familia de proteinas.
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Abstract.

Bothrops jararacussu is a species of great importance in the state of Rio de Janeiro,
but its has a wide distribution: from Argentina, state of Santa Catarina, Parana, Mato
Grosso, Sao Paulo, Minas Gerais, Espirito Santo, south of Bahia, Paraguay and Bolivia.

In a general the venom botropics of the Brazilian species, were probably rarely
studied in relation to their isolated components as the total venom, due to a lack in the
optimization of technologies to isolate the presence of new components or isoforms. In this
way it justified to isolate and to characterize two new isoforms of these of BthTX-Il PLA>
(D49) is a important fraction in the venom of Bothrops jararacussu, which were isolated
through a column of exchange cationic (Protein Pack SP 5 PW Waters) coupled to a
system LC 650 (Waters), being characterized as isoforms of BthTX-Il and denominated Bj-
IV and Bj-V.

The high degree of purity was revealed and was eliminated in very close times of
retention (Bj-IV 31.25 + 0.31 minutes and Bj-V 31.31 + 0.28). The physical-chemistry
characterization revealed the reason of being isoforms, because they present several
similar factors, such as the tendency of forming aggregates through the electrophoreses
PAGE in the absence of SDS, as well as the mass is around 14 kDa characterized in the
electrophoreses SDS-PAGE Tricina (16%).

The kinetic characterization of the isoforms of BthTX-II PLA, (D49) showed that
isoforms are higly stable and they present good pH around 8,0 and a good temperature
around 37 °C. Different concentration substrates showed a behavior type allosteric under
our experimental conditions. In the presence of some ions such divalents as Mn*?, Mg*2,
Zn*2, Cu*? (in the concentration of 10 Mm) and in the absence of Ca*? the isoforms Bj-IV
and Bj-V, were inhibited. But in the presence of Ca** (1ImM) the isoforms showed a
discreet activity. The effect of the inhibition of crotapotins crotalics were also demonstrated
in the activity PLA,, it is suggested that there is probably a presence crotapotin in these
PLAo.

The analysis composition of amino acids confirmed the stable behavior of its
enzymatic kinetics when showing a high content of amino acids hidrophobics, as well as
the presence of 14 cysteine involved in 14 bridges disulfide. The presence of a high
content of basic amino acids as Lys, His and Arg confirmed the basic character of the
isoforms. The study of the N-terminal region of both isoforms in relation to other PLA;
reveals a high homology degree, nevertheless some substitutions observed didn't show
significant differences in the catalytic and neurotoxic activity.

The neurotoxic effect of the isoforms of BthTX-Il PLA, (D49): Bj-IV and Bj-V were
evaluated using two pharmacological preparations: nerve isolated frenic-diaphragm a
mouse and a chick biventer cervicis muscle. There were differences in both preparations,
because the blockade effect of the concentration was more significant in the preparation of
the mouse. It observed in the 100 ug/ml dose to total venom a indirect effect miotoxic in the
preparation chick biventer cervicis.

The importance of the isolation of the isoforms of BthTX-Il Bj-IV and Bj-V are not
restricted to the fact of having used optimized methodologies that guaranteed the biological
function of these, being able to correlate the structure and function in this proteins family of
great importance in the study of venom of snakes.
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1.  INTRODUCAO

1.1  Epidemiologia dos acidentes ofidicos no Brasil

Foram notificados a FUNASA (Ministério da Saude Fundacao Nacional de Saude -
2001) no periodo de janeiro de 1990 a dezembro de 1993, 81.611 acidentes, o que
representa uma média de 20.000 casos/ano para o pais.

A maioria das notificagdes procedeu das regides Sudeste e Sul, como mostra a
Figura 1, as mais populosas do pais e que contam com melhor organizagéao de servigos de

saude e sistema de informacgéo para a obtencéo estatistica dos dados coletados.

Figura 1
Procedéncia das notificagdes segundo as regides fisiograficas
Brasil, 1990 — 1993 (FUNASA 2001)
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1.1.1 Coeficiente de incidéncia

Nos 81.611 casos notificados no periodo, o coeficiente de incidéncia para o Brasil
foi de aproximadamente 13,5 acidentes/100.000 habitantes. Nas diferentes regides do
pais, o maior indice foi no Centro-Oeste, como se observa na tabela 1. Ainda que
apresente um alto coeficiente, é possivel que ocorra subnotificacdo na regido Norte, tendo
em vista as dificuldades de acesso aos servicos de saude, o mesmo ocorrendo para o
Nordeste.



Tabela 1
Coeficiente de incidéncia anual (por 100.000 habitantes) dos acidentes ofidicos por regiao
fisiografica - 1990 a 1993 (FUNASA 2001)

Regiao Coef.90 Coef.91 Coef.92 Coef.93
Brasil 13,78 13,30 14,08 13,94
Norte 24,44 23,23 23,77 25,89
Nordeste 6,77 6,71 6,23 7,65
Centro-Oeste 34,75 28,36 37,98 32,13
Sudeste 13,15 13,24 12,92 12,34
Sul 15,35 15,11 17,52 16,83

1.1.2 Género da serpente

Em 84% das 81.611 notificacdes analisadas o género da serpente € conhecido e
em 16,34% o género da serpente envolvida ndo foi informado (tabela 2). Nos 65.911
casos de acidentes por serpente peconhenta, quando esta variavel foi referida, a
distribuicdo dos acidentes, de acordo com o género da serpente envolvida, pode ser
observada na tabela 2.

Tabela 2
Distribuicao dos acidentes ofidicos, segundo o género da serpente envolvido
Brasil, 1990 — 1993 (FUNASA 2001).

Distribuicao n? acidentes %
Bothrops 59.619 73,1
Crotalus 5.072 6,2
Lachesis 939 1,1
Micrurus 281 0,3
N&o informados 13.339 16,3
N&ao peconhentos 2.361 3,0

1.2 Aspectos gerais do veneno das serpentes.
Em torno de 90 a 95% do peso seco do veneno de serpentes é constituido por
proteinas, as quais apresentam importantes fungdes biolégicas quando comparadas com



a fracao nao protéica (Tu, 1982). A fragdo nao protéica é constituida por sais, agucares,
ions, lipidios e outros. (Tu, 1977).

Sendo a composi¢do quimica das peconhas tdo complexa, as lesées produzidas
por elas dependem da natureza desses elementos e da interagao biolégica de cada um
deles. Por tal motivo, alguns venenos sdo considerados principalmente neurotdxicos,
como sao 0s casos da cobra-coral, outros sdo principalmente vasculatérios, como a
Bothrops jararaca, ou miotdxicos, citando como exemplo a Bothrops jararacussu.

Componentes protéicos: em relagdo a porcao protéica do veneno das serpentes,

sabe-se que sua constituicdo € majoritariamente formada por enzimas de natureza
hidrolitica tais como:

Oxirredutases: basicamente sdo encontrados dois tipos destas enzimas no veneno
total das serpentes, as L-aminoacidos oxidase que convertem o aminoacido livre a um
alfa-cetoacido (Meister, 1965; Mebs, 1970) e a lactato desidrogenase, que € responsavel
pela catalise da reacao de conversao do lactato a acido pirtvico (Mclean, et al ., 1971).

Fosfatases: sdo enzimas que quebram ligacdes fosfomonoéster e fosfidiésteres,
sendo que as fosfodiesterases sdo as mais conhecidas e muito utilizadas como ferramenta
no sequenciamento ou caracterizacdo de oligonucleotideos e polinucleotideos
(Lasckowski, 1971).

Glicosidases: a hialuronidase é um exemplo de glicosidade, sendo a primeira uma
enzima capaz de catalisar a rea¢do de hidrolise do acido hialurénico, facilitando a difuséo
das toxinas do veneno para dentro do tecido das vitimas. Este acido hialurdnico € um
mucopolissacarideo, encontrado na pele, nos tenddes. (Meyer et al, 1960).

Proteases: existe um grande nuimero de proteases encontradas no veneno, quase
todas dependentes de cofatores como ions metalicos (célcio e magnésio). As proteases
podem ser classificadas em dois grandes grupos: as exopeptidases e as endopeptidases
(lwanaga et al., 1976).

Lipases: o veneno também possui varias enzimas lipoliticas, tais como as
fosfolipases e as acetilcolinesterases. As fosfolipases Az sdo as lipases mais estudadas
devido a sua importancia biolégica. (Tu, 1977).

Componentes nao protéicos: a porcao nao protéica do veneno de serpentes é

constituida por compostos orgéanicos e inorganicos.



Orgéanicos: os compostos organicos sao constituidos por aminoacidos livres,
lipidios, agucares, nucleotidios e aminas biogénicas. (Sasaki, 1960; Shipolini et al., 1965).

Inorgénicos: no veneno total encontram-se varios tipos de ions, sendo o calcio, o
magnésio e o zinco os principais. Estes ions sao importantes cofatores de varias enzimas,
tais como as metaloproteases (dependentes do zinco e magnésio), as fosfolipases A:
(dependentes do Ca*?) e as proteinas trombina-like (dependentes de Mg*?) (Tu, 1977; Jia
et al., 1996).

No caso da Naja naja, por exemplo, 0os seus constituintes sdo: 14,5% Zn; 3,37%
Ca*?; 6,49% Mg*?; 20,1% K*'; 10,16% Na*'; 27,94% SO4?; 11,90% Cl.1; 6,69% P,04 e
0,028% de Fe*?. (Ueda et al ., 1951).

1.3 O veneno Botrépico.

Aproximadamente 15% das 2500-3000 espécies de serpentes conhecidas sao
venenosas e podem ser divididas em cinco familias: Viperidae, Crotalidae, Elapidae,
Hydrophidae e Colubridae (Mengden, 1983; Mehrtens, 1987)

Dentro da familia Viperidae ha a subfamilia das Crotalinae que compreende os
géneros: Crotalus, Agkistrodom, Bothrops, Lachesis, Sistrurus e Trimeresurus. A Bothrops
jararacussu é uma serpente pertencente a esta subfamilia Crotalinae, sendo amplamente
disseminada na América do Sul.

No Brasil esta serpente é encontrada nos estados de Mato Grosso, Sdo Paulo,
Santa Catarina, Parana, Rio de Janeiro, Espirito Santo, Minas Gerais e sul da Bahia e
compreende vinte espécies (Rosenfeld, 1971).

Estas serpentes habitam ambientes Umidos (como matas e areas cultivadas), locais
de proliferacao de roedores, zonas rurais e periferia de grandes cidades. Possuem habitos
noturnos e sdo consideradas muito importantes do ponto de vista epidemioldgico, pelo
numero de acidentes registrados.

Os venenos das serpentes botrdpicas causam, quando injetados na vitima, intensa
dor local, as vezes com hemorragia e necrose tecidual tdo graves que requer a amputacao
do membro atingido. (Brazil, 1911; Jiménez - Porras, 1973). Os venenos destas serpentes
também sao responsaveis por diversos outros efeitos tais como: coagulacdo sanguinea,

parada cardiovascular, hemorragias, mioglobuluria e liberagdo de compostos



farmacologicamente ativos, semelhantes a histamina e bradicinina (Rothchild and
Rothchild, 1979).

Costa., et al (1999) mostraram que o veneno de Bothrops pirajai possui um efeito
miotoxico e neurotdxico, capaz de bloquear a resposta contratil na preparagdo extensor
digitorum longus (EDL) de camundongo.

Cogo., et al (1993) mostraram que o veneno de Bothrops insularis exibe um efeito
neurotdxico na preparagdo biventer cervicis de pintainho (evidenciando ser dose
dependente), e também quantificaram niveis elevados de CK, revelando também o efeito
miotdxico desse veneno. Posteriormente, foi demonstrado que a responsavel pelo efeito
neurotdxico era uma fosfolipase A, cataliticamente ativa. (Cogo., et al., 1998).

Soares, et al.,, (2000) caracterizaram uma neurotoxina miotoxica, BnSP-7, uma
Lys49 fosfolipasase A» de Bothrops neuwiedi pauloensis.

Lobo, et al., (2002) também tem evidenciado que tanto o veneno como uma fragao
caseinolitica de Bothrops lanceolatus possui um efeito neurotdxico sobre a preparacao
biventer cervicis de pintainho, assim como os estudos eletrofisiolégico mostram que o
veneno total é capaz de aumentar ligeiramente a amplitude e freqiiéncia dos potencias de
placa em miniatura (PPM). No entanto, este efeito n&o foi observado na fragcao purificada.
Estes resultados sugerem que esta neurotoxina purificada atua exclusivamente de forma
pds-sindptica e se trata de uma proteina de 27,5 kDa com estrutura nao fosfolipasica e
uma unica cadeia polipeptidica.

As serpentes do género Bothrops possuem venenos com acao coagulante,

proteolitica e vasculatéria:

Acado Coagulante: O veneno das serpentes botrépicas tem a propriedade de
transformar diretamente o fibrinogénio em fibrina, além de ativar a protrombina da cascata
de coagulacao sanguinea. A fracao do veneno que possui esta agcao coagulante, atua de
maneira diferente da trombina fisiolégica pois, ndo é neutralizada pela heparina.

Acdo Proteolitica ou Necrosante: Decorre da acao citotdxica direta nos tecidos por

fracOes proteliticas do veneno. Essa acao esta relacionada com a quantidade de veneno
inoculado, podendo haver liponecrose, mionecrose e lise das paredes vasculares.
Acéao Vasculatéria: Esta acao quando sistémica é causada por fatores hemorragicos

denominados hemorraginas. Estas agem sobre vasos capilares, destruindo inicialmente a

membrana basal e causando sua posterior ruptura. A acao das hemorraginas explica
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casos de hemorragias sistémicas, as vezes fatais, que ocorrem no cérebro, afetando o
funcionamento do sistema nervoso central.

As neurotoxinas de origem botropica tém sido isoladas e caracterizadas em
preparacdes bioldégicas e ndo parecem desempenhar papel relevante no envenenamento
botrépico. Os venenos botrdpicos das espécies brasileiras, de forma geral, foram pouco
estudados com relacdo as suas fracdes isoladas devido a falta de uma otimizacdo na
metodologia que permita a pronta recuperagcdo da fracdo responsavel do efeito
neurotdéxico sem perda da atividade biol6gica, com isso fica dificil afirmar que estas
neurotoxinas botropicas sdo mesmo pouco neurotdxicas ou se os estudos até hoje
discutidos ainda sdo poucos para tal afirmacdo, ja que existem fatores ainda
desconhecidos que podem estar atuando de forma desapercebida e que merecem ser
abordados desde uma énfase bioquimica até uma bioldgica.

Os estudos sobre fatores neurotdxicos no veneno botropico tem sido feitos em
algumas espécies, como Bothrops jararacussu (Rodrigues-Simioni, et al., 1983; Queiroz,
et al., 1984) e tem revelado valiosas informacdes a respeito de sua acao neurotdxica em
preparagdo nervo-musculo e nervo ciatico de ra, através de estudos miograficos e

eletrofisioldgicos.

1.4  Bothrops jararacussu.

Brazil e Rangel Pestana em 1909 iniciaram o estudo do veneno de Bothrops
jararacussu. O veneno demonstrava intensa atividade coagulante e discreta acgao
proteolitica, quando comparado a outras espécies do género Bothrops.

Goncalves em 1956 descreveu que o veneno de Bothrops jararacussu continha um
peptideo crotamine-like, enquanto Vital Brazil em 1966, verificou que essa pegonha
apresentava a semelhanca da crotoxina crotélica, a propriedade de inibir a contratura
causada pela ACh no diafragma desenervado de rato.

De um modo geral, os venenos botrépicos das espécies brasileiras foram pouco
estudados em seus componentes isolados e o veneno de Bothrops jararacussu, em
particular, foi fracionado pela primeira vez por Vidal Stoppani em 1971, que dele isolaram
duas PLA..

Queiroz et al. 1984 estudaram os efeitos locais do veneno de Bothrops jararacussu,

apds injecao em musculo tibial anterior de camundongo. Os autores constataram que o
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veneno produzia necrose da fibra muscular, seguida de alteracdes vasculares e trombose
e a recuperagao da fibra muscular era muito deficiente, podendo resultar em sequela

permanente.

1.4.1 Bothropstoxina-l (BthTX-1) e Bothropstoxina-Il (BthTX-II).

Rodrigues-Simioni, et al., (1983), purificaram a partir do veneno total de Bothrops
jararacussu, uma fracdo com atividade neurotéxica, denominada pool IV. Homsi-
Brandeburgo, et al., (1988), combinando cromatografia de gel filtracdo em Sephadex G-75
com troca ibnica em SP-Sephadex C-25, purificou uma fracdo com atividade neurotéxica e
miotdxica denominada BthTX (S;SPy), conhecida como BthTX-I (Lys 49) e seqlenciada
por Cintra, et al. (1993). A seqlUéncia completa de aminoacidos da BthTX-I (fracdo S iSPy)
corresponde a 15% das proteinas do veneno total e trata-se de uma proteina Lys-49 de
estrutura fosfolipasica Ay, constituida por uma Unica cadeia polipeptidica com 121
residuos de amino&cidos e massa molecular de 13 kDa.

Em 1992 Heluany., et al (1992) descreveram os efeitos induzidos pela BthTX-I
sobre prepara¢des musculares de camundongos e aves, avaliando a contratura e bloqueio
da acdo do musculo. Observaram ainda que a atividade bloqueadora da juncéo
neuromuscular (JNM) ndo envolvia a participacao do receptor nicotinico, nem a ativagao
do canal de Na™; os autores sugeriram uma atuacdo da toxina sobre os sitios de ligacao
de Ca®" na membrana.

Pereira, et al (1998) descreveram a seqiiéncia completa de aminoacidos da BthTX-
Il de Bothrops jararacussu, uma miotoxina PLA; Asp-49, constituida por uma cadeia
simples de 120 residuos de aminoacidos e massa molecular em torno de 14 kDa
(Mr=13,976), contendo uma metionina e 14 meias cistinas. Esta fragdo corresponderia a

fracao S, ;SPy purificada anteriormente por Homsi-Brandeburgo, et al., (1988).

1.5 Fosfolipase A, (PLA)).

As fosfolipases A, (EC 3.1.1.4) sdo enzimas que catalisam especificamente a
hidrélise da ligacao acil-éster na posicao sn-2 do 1,2 - diacil-3-sn fosfoglicerideo em uma
reacao dependente de calcio. (Arni e Ward, 1996) Fig. 2.



As fosfolipases Az sdo enzimas amplamente espalhadas na natureza, podendo ser
encontradas em bactérias, plantas, tecidos de mamiferos (pulméao, figado, baco, coracao),
eritrcitos, plaguetas e leucocitos polimorfonucleares (Van den Bosh, 1980).

No entanto, as mais conhecidas e amplamente estudadas sao aquelas encontradas
nos tecidos pancreaticos de mamiferos e nos venenos de répteis e insetos (Verheij et
al.,1981).

Fosfolipase B - - — - - - Fosfolipase A4
Fosfolipase Ao
?
HCH-O-C—R1

O
Il
Ro—C—-O—-CH Fosfolipase C

R1 e R2 séo cadeias de hidrocarbonetos C")
dos acidos graxos. HCH—O—P-0O—X
X=grupamento polar tais como: l
CHoCH5MN(CHz)3 na fosfatidilcolina O
CHoCHsMNH»5 na fosfatidiletanolamina
CHoCH(COOH)NH, na fosfatidilserina Fosfolipase D

Figura. 2. Local de hidrélise de diferentes fosfolipases (Kini, 1997).

Estas fosfolipases A, foram as primeiras fosfolipases a serem conhecidas. Sua
descoberta foi baseada na observacdao da acdo do suco pancreatico e do veneno da
serpente na hidrélise de fosfatidilcolina (Wittcoff, 1951).

As PLA; tém papel fundamental no metabolismo de lipideos e estdo intimamente
relacionadas com a liberacdo de é&cido araquiddnico, que € um precursor de lipideos
bioativos tais como prostaglandinas, leucotrienos e tromboxanos, sendo que ha evidéncias
de que estas enzimas poderiam também atuar em respostas imunolégicas, inflamacao,
proliferacao celular e vasoconstricao (Chang et al.,1977; Bomalaski e Clark, 1993;
Mukherjee et al., 1994; Hanada et al., 1995). Fig. 3.

Durante muitos anos, as PLAzs conhecidas foram aquelas secretadas por pancreas
de mamifero e provenientes do veneno de serpentes. Estas PLA, s@o soluveis,
extracelulares e possuem alto conteudo de pontes dissulfeto, com uma massa molecular

baixa de 14 kDa e requerem niveis de Ca®* na ordem de mM para que ocorra a catdlise.
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Estas enzimas foram o assunto de numerosos estudos, incluindo a cristalografia e tem-se
hoje um grande conhecimento de como estas enzimas secretadas atuam entre as
interfaces das membranas lipidicas.

De acordo com a literatura as PLA; sdo muito mais que simplesmente enzimas
hidroliticas, as pesquisas recentes buscam os novos papéis das PLA; intracelulares, no
entanto, varias enzimas secretadas tém sido registradas na maioria das células. Também
tém sido encontrados varios novos papéis das PLA, que diferem consideravelmente das

PLA, secretadas.

Fosfolipidio
. O Glicocorticdides
Fosfollpase AQ {induzem a lipocorting)
Acido araguiddnico Alei]i;:;glicerilffosforilcohna
do FAP
O (aanes) o

Ciclooxigenase

T Endoperoxidos ciclicos

Glicocorticides
inibem a indugio

12-lipoxigenase 15-lipoxigenase

FAP
(vaso dilatador;
aumenta a permeabilidade vascular;
broncoconstritor;quirniotaxina)

1
Inibidores da
5-lipoxigenase
({por exemplo, Zileutin)

5-HPETE

Inibidores

—(=— da TXA,
sintase

12-HETE Lipoxinas PGl TrAg
{quiriotaxina) [ AeB ] {vasodilatadora; {trombdtico;
hiperalgésica; vasoconstritor) LTAy
fazcessara
agregagio
plaguetaria)
&— J 1« LTB, (quimiotaxia)
Antagonistas PGF o, PGDo . PGE2
de PG (DFUPCUQUHE?WUFEH stic) (in||he 3 30regagdo  (rasodiatadora;
contragdo do miométrio)  plaguetaria; ’ L
bomomooes > s vasodilatadora) hiperalgésica)

LTC 4 Antagonistas dos
broncocontritores |Eucl]tril|2nns

LTD 4 aumentana | o

i permeabilidade vascular

LTE 4

Figura 3. Visdo geral da biossintese de algumas prostaglandinas importantes, leucotrienos e um
troboxano a partir do 4cido araquidénico (Mayatepek & Hoffamann, 1995).

A evidéncia destas novas enzimas secretadas pode ser encontrada na recente
reavaliacao feita por Six e Dennis (2000). Até entdo a classificacdo das PLA, se baseava
na descricao feita por Dennis (1994), ou seja, em quatro grandes classes: |, Il, lll e 1V,
sendo que as PLA; das classes |, I, e lll foram classificadas como enzimas extracelulares,

caracterizadas por um numero alto de pontes dissulfeto, em torno de 5 a 7 e por



possuirem baixo peso molecular, em torno de 12 a 15 kDa. As PLA, da classe IV séo
constituidas pelas PLA, de alto peso molecular, de origem intracelular, que tem como
substrato especifico o acido araquidénico.

As PLA; do grupo | sdo obtidas do veneno de serpentes da familia Elapidae e de
pancreas de mamifero e possuem uma ponte dissulfeto entre os residuos 11 e 77. As do
grupo Il sdo as primeiras PLA; que foram isoladas das serpentes da familia Viperidae e
nao possuem a ponte dissulfeto entre os aminoacidos 11 e 77, mas estas possuem um
adicional de seis residuos de aminoacidos no extremo C-terminal, que acaba com uma
ponte dissulfeto entre o Ultimo aminoacido e o residuo 50. O grupo Il € obtido do veneno
de abelha e sua estrutura difere-se consideravelmente dos grupos | e Il.

As PLA; do grupo IV podem ser consideradas as mais recentes dentro da familia
das PLA,, do ponto de vista estrutural, estas sdo obtidas a partir de coracao de cdo. Estas
PLA, tém duas cadeias polipeptidicas: uma longa com 77 residuos de aminoacidos e uma
curta com 42 residuos de aminoacidos, ligados por pontes dissulfeto intercadeias. Estas
enzimas mostram dependéncia de célcio para sua atividade (McIntosh, 1995).

As fosfolipases A, foram também divididas em dois grandes grupos quanto a
dependéncia de cofatores, principalmente do calcio, sdo elas: PLA; célcio dependente e
PLA; célcio independente.

Atualmente as PLA, tem sido classificadas segundo a Tabela 3, (Six e Dennis,
2000), sendo o grupo IB as melhores caracterizadas, correspondentes as PLA. de
pancreas de mamifero e as do grupo IlIA originalmente isoladas do fluido sinovial de
pacientes com artrite rematéide.

No grupo Il, da classificagdo recente, também se tem encontrado PLA; de
diferentes tipos celulares, incluindo mitocéndria de rato.

Tem-se isolado varios outros tipos de PLA, que possuem caracteristicas diferentes
e claramente ndo se encaixam na classificacdo antiga. Por exemplo, o grupo IV
(anteriormente classificada como PLA, citoso6lica humana) possui PLAzs que tém sido
identificadas em uma variedade de células com massa molecular de 85 kDa e com uma
clara preferéncia pelo araquidonato, contido nos fosfolipidios das membranas e

translocados ao citosol em presenca de niveis sub-micromolares de Ca®*.
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Os estudos de especificidade das PLA; do grupo IV recentemente descrito, incluem
sua atividade de lisofosfolipase e um novo cétion ativador, como o bifosfato do
fosfatidilinositol (PIP2).

Duas novas PLAzs de baixa massa molecular que tem sido clonadas e
caracterizadas sao as Unicas contendo de 6 a 8 pontes dissulfeto. Estas PLA;
originalmente foram identificadas a partir do cDNA do grupo Il e IB, sendo que a posterior
andlise da sequéncia de aminoacidos deduzida destas PLA, revelam um alto grau de
homologia com as PLA; conhecidas e retém muito dos dominios conservados do sitio
ativo de unido ao Ca?*. As 12 cisteinas presentes e a falta de uma ponte dissulfeto unem
as caracteristicas do grupo | com o grupo Il. Estas enzimas tém sido classificadas como
grupo V e séo liberadas por macréfagos ativados. (Six e Dennis, 2000).

Nessa nova classificacao verifica-se a clonagem e expressdao de uma nova PLA;
humana, esta apresenta 16 cisteinas, sugerindo as caracteristicas do grupo Il e do grupo |,
mas devido ao fato de possuirem uma ponte dissulfeto adicional, considera-se tais
enzimas como pertencentes ao grupo I|IC, totalmente oposto ao grupo das PLA:
procedentes da linha celular do fluido sinovial do grupo IIA P388D+ que é intracelular,
citosélica e ndo dependente de Ca?*, seqiienciada e clonada com massa molecular de 80
kDa, aproximadamente, que parece ser estavel na presenca de ATP.

O fator de ativagdo plaquetaria (PAF) acetilhidrolases e as PLA, secretadas
adicionalmente também se encaixam na recente classificacdo das PLA..

Existe outro grupo de PLA; intracelulares tanto Ca®* dependentes quanto Ca?*
independentes ja descritas na literatura, no entanto, estas PLA, nao apresentam
caracteristicas suficientes para permitir sua incorporacdo a um grupo suficientemente
particular. Assim, estas PLA, podem ser de fato uma familia muito mais diversa de
enzimas do que se tenha considerado previamente.

No caso do veneno botropico, como de outras espécies de serpentes, tem-se
mostrado a presenca de isoformas, que aparecem em um mesmo individuo ou em
diferentes individuos da mesma espécie. Conhece-se que as serpentes possuem Varios
genes que codificam varias isoformas, no entanto a expressao e sintese dessas diferentes
isoformas ndo é bem conhecida ainda e segundo Toyama (2000), a separacdo dessas
isoformas s6 tem sido possivel a partir da utilizagao de sistemas de HPLC de fase reversa.
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Tabela 3: Caracteristicas de um grupo maior de Fosfolipases A

Localizacdo | Tamanho | Requerimento N de Caracteristicas
Grupo Origem (kDa ) de Ca’ Pontes moleculares
dissulfeto
|
A Elapidico e Hidrofilidico Secretada 13-15 mM 7 Par His-Asp
B Pancreas suino/humano Secretada 13-15 mM 7 Par His-Asp, alga elapidica
Il
A Crotalicas, fluido sinovial
humano e plagquetas. Secretada 13-15 mM 7 Par His-Asp, C-terminal.
B Vibora de Gaboon Secretada 13-15 mM 6 Par His-Asp, C-terminal.
C Testiculo de rato Secretada 15 mM 8 Par His-Asp, C-terminal.
1] Abelha e lagartos Secretada 16-18 mM 5 Par His-Asp, C-terminal.
v Rim de rato novo 264.7
Plaguetas humanas U937 Citosolica 85 <uM Ser-228 na sequiéncia consenso
GLSGS.
Arg-200, Asp-549.
Ser-505 fosforilagdo do sitio;
Domino do sitio CaL B
\ Humano/rato/coragao de

camundongo, pulmao e
macréfagos P388D1 Secretada 14 mM 6 Par His-Asp alga néo elapidica e
nao C-terminal.

Vi Macréfagos da linhagem
celular P338D1 Citosolica 80-85 - Sequéncia consenso repetida

GXSXG
Complexos de 340 kDa

Vi Plasma humano Secretada 45 - Seqliéncia consenso, GXSXG
Ser-273, Asp-296, His-351

Vil Cérebro bovino Citosolica 29 - Ser-47

IX Caracol marinho Secretada 14 <mM 6 Par His-Asp

Cal B = Ca” -lipidio o C-2. (Six DA, e Dennis E.A, 2000)

1.5.1 Acao bioldgica das PLA..

As PLA; de serpentes incluem varios efeitos farmacoldgicos tais como:
neurotoxidade pré e pés sinaptica, miotoxidade, atividade anticoagulante, convulsionante,
hipotensiva, hemolitica, hemorragica e edematolégica (Kini e lwanaga, 1986: Kini e Evans,
1987).

Além das PLA; cataliticamente ativas (Asp49) existem outras que sdo definidas
conforme a sua natureza molecular como proteinas com estrutura molecular similar aos
das PLA, (Asp49). Sao proteinas desprovidas de atividade catalitica, portanto para
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desencadear suas atividades biol6gicas dependem de outros mecanismos, que sao
independentes da liberacado do &cido araquidonico (Maraganore, et al., 1984; Gutierrez e
Lomonte, 1995; Arni e Ward, 1996 e Selistre et al., 1996).

Segundo Gutiérrez e Lomonte (1995) as PLA, poderiam se ligar a determinados
sitios com uma carga parcial negativa, que poderiam servir de ancoragem para as PLA..
Unidas assim a membrana celular, poderiam gerar uma desorganizagdo da membrana
levando a alteracdo na permeabilidade e consequente destruicdo celular devido
preferencialmente a desorganizagao celular mais do que pela toxicidade da PLA..(Figura
4).

Um outro motivo que reforgaria a desorganizagdo gerada pela PLA,, poderia ser a
propria fluidez da membrana, sendo que alguns autores sugerem uma ligacao ao préprio
lipidio da membrana. (Gutierrez e Lomonte, 1995)

4 siio n Sitio
Sitin atvo Farmacoligico atalitico

A) Administragao "in vivo"

Sitio
Farmacoligico Catalitico

PLA4 especifica

............
il FLAz] [Iny
(Hocepectice )
LT, TR
Sitio
Catalitico

{

PLA q médo especifica

B) Experimentos "in vitro™

=

PrAa 2 esp ecifica

Efeitos especificos

Efeitos nio
especificos

Figura 4. Interagdo das PLA, com as células alvos desencadeando
efeitos farmacolégicos.
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O fundamento segundo o esquema da figura 4 esta na capacidade de certas PLA>
interagirem especificamente com determinadas células, através de “sitios alvos”. As PLA;
nédo especificas podem interagir ao acaso com todos os tipos de células incluindo as
“células alvos”. Assim o efeito farmacoldgico produzido pela interacdo da PLA, nao
especifica € menos potente do que numa interagdo especifica (Kini, 1997).

Todas essas atividades farmacoldgicas associadas a um tipo de macromolécula
como as PLA,, ndo dependem do mecanismo classico de quebra do fosfolipidio. Sao,
portanto, mecanismos independentes da atividade catalitica (Gutiérrez e Lomonte, 1995).

No modelo de acdo das PLA a unidade catalitica compreende os residuos de
amino&cidos Hist 48 (posicao 48 da cadeia polipeptidica), Asp 99 e uma molécula de agua
(Figura 5). No mecanismo de catélise proposto, o préton na posicao 3 do anel imidazodlico
da Hist 48 esta envolvido em uma forte interacdo com o grupo carboxilato do Asp 99,
impedindo que ocorra rotacdo do anel imidazolico, deixando o nitrogénio da posicao 1
deste anel (que esta envolvido na catalise) em posicao espacial apropriada.

Uma molécula de agua promove entdo o ataque nucleofilico ao carbono do grupo
éster do substrato, e nesse momento o anel imidazélico da Hist 48 recebe um préton da
molécula de agua, facilitando a reagdo. Subseqlientemente a hidrélise da ligacao acil-éster
na posicao sn-2 do fosfoglicerideo (substrato), este préton é doado pelo anel imidazoélico
para o oxigénio que forma entdo o grupo alcool do lisofosfolipideo a ser liberado. (Verheij
et al., 1980).

His 48
Asp 99 —
COO"--... HN N
U ~
|
H H N Gly 30
AN -
H o C\o‘_' -------- -CaZ¥ __._. ~COO0
.. / T Asp 49
‘e -
o-
o) / ]
i \CH 9~0-P-0-X
R1-C-0-CH, 4

Figura 5. Representacdo esquemética do mecanismo catalitico
proposto para as PLA.. (Verheij et al., 1980).
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O ion célcio cataliticamente importante esta ligado pelos oxigénios da Tyr-28, Gly-
30, Gly-32 e pelo oxigénio da cadeia lateral do Asp-49. No mecanismo da catélise, o célcio
tem dupla funcdo, fixar o fosfato e estabilizar a carga negativa do oxigénio do grupo
carbonil da ligacao éster da posicao sn-2 do substrato (Yang, 1994).

As fosfolipases A, que ndo dependem de calcio, sdo de forma geral ativadas e
estabilizadas na presenca de ATP. Basicamente o ATP modularia a polimerizagdo dessas
PLA., o que a tornaria cataliticamente ativa e estavel (Dennis,1994).

1.6 Miotoxinas PLA; “like”.

O modo de acéo das PLA; miotdxicas Lys-49 e as Asp-49 no musculo ocorrem por
vias diferentes, mas no geral podem causar lise rapida do sarcolema (membrana
plasmatica) e um rapido estado de mionecrose (Fletcher, et al., 1996).

Varias miotoxinas isoladas nestes ultimos anos tém sido caracterizadas como
proteinas basicas de massa molecular em torno de 13 kDa. Estas miotoxinas PLA, “like”
também se caracterizam pelo seu forte carater associativo em dimeros, que é a forma
mais comum de polimerizagdo encontrada para as PLA; miotdxicas e eventualmente, em
tetrameros. Estas associacdes sdo principalmente dependentes de residuos de tirosina
(Y). (Arni e Ward, 1996).

As miotoxinas isoladas até o presente momento sdo moléculas compactas, estaveis
as variagdes de temperatura, pH, concentragdo salina alta e na presenca de solventes
organicos. Devido a estas caracteristicas, as PLA> miotdxicas ndo se desnaturam em
condi¢des usuais de trabalho, durante os processos de purificagcdo e testes biolégicos
(Gutierrez, et al., 1995 e Toyama, et al., 1995). Estas caracteristicas sao acentuadas
principalmente quando as PLA; se encontram associadas, por exemplo, em dimeros.

As PLA; miotdxicas tém sido objeto de muitos estudos, pois corresponde a cerca de
20 a 30% do veneno total, sendo as toxinas mais abundantes existentes no veneno das
serpentes. Muitas PLA> com atividade miotoxica ou farmacologicamente ativas, ja foram
estudadas do ponto de vista bioquimico e farmacolégico.

Apesar da homologia, as PLA, de venenos possuem diferengas de acao bioldgica,
desde sua atividade toxica ao evento farmacoldgico que as diferentes PLA, desencadeiam
nos sistemas biol6gicos. Dentre todas as atividades, a miotoxidade € a menos conhecida
de todas (Selistre, et al., 1996).
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As atividades miotdxica e neurotdxica ndo sao dependentes por completo da
atividade fosfolipasica Az, uma vez que miotoxinas isoladas e descritas apresentam em
sua estrutura a substituicdo do acido aspartico D(49) por uma lisina K(49) (Homsi-
Brandeburgo, 1988; Francis et al, 1991; Toyama, et al., 1995; Gutierrez e Lomonte, 1995 e
Nakai et al., 1995). As PLA,, tanto D(49) como K(49) podem estar ou nado na forma
agregada, mais comumente na forma dimérica (Arni e Ward, 1996).

Estudos recentes de Ward, et al., (2002), sobre mutagénese sitio-dirigida do sitio
catalitico de fosfolipases Lys49 (K49) e sua atividade biolégica da Bothropstoxina-I
(BthTX-l), proveniente da serpente Bothrops jararacussu, evidenciam valiosas
contribuicbes a respeito da atividade miotéxica e da ruptura de membranas artificiais por
um mecanismo totalmente independente da atividade catalitica.

Estes estudos mostram a atividade comparativa entre BthTX-l nativa e algumas
mutantes Lys49 por Asp, His48 por GIn e Lys122 por Ala, clonados e expressados em
E.coli BL21(DE3), observando-se que ambas atividades, tanto na BthTX-| nativa como nas
mutantes His48GIn e Lys49Asp, mostram uma atividade similar, no entanto a mutante
Lys122Ala revelou uma diminuicdo de ambas atividades. A baixa atividade hidrolitica
frente a um substrato misto de fosfolipidios, foi observada na BthTX-I nativa e nenhuma
hidrélise foi detectada nas PLA, mutantes. No caso da mutante Lys49Asp, esta nao
mostrou atividade catalitica, evidenciando que a auséncia desta atividade nas PLA, Lys49
nao € uma consequéncia s6 da troca de Asp49 por Lys.

Também foram evidenciados que ambas atividades sdo Ca®** independentes na
auséncia da hidrélise e a mutante Lys122Ala juncionalmente é importante, mostrando
diretamente a evidencia estrutural de que o dominio C-terminal da BthTX-I € o responsével
pela atividade biolégica ao interagir com o alvo do tipo celular (Ward, et.al., 2002).

No entanto, ainda permanece ndo muito claro a discussdo a respeito do dominio
responsavel pela atividade neurotéxica, sendo que os estudos através dos indices
hidropéticos das PLA, tém revelado algumas informacdes a respeito do conhecimento da
regidao responsavel pelo efeito neurotéxico, mas este precisa ser mais bem compreendido.

A atividade catalitica também é dependente da presenca de certas regides
moleculares conservadas, como a regiao do short N-terminal, que é parte do canal
hidrofébico onde os lipidios entrariam para ser digeridos; modificacées de alguns residuos

desta regido parecem estar associadas também com perda das atividades bioldgicas,
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como a agregacao plaquetaria. (Arni e Ward, 1996). Além desta regido, uma outra, a N-
terminal, parece estar associada a eventos de citotoxicidade Nao se sabe com certeza se
a catélise também é importante para a expressao da atividade biol6gica das PLA,, desta
forma o estudo dessas regides conservadas e dos residuos que as constituem podem
auxiliar em tal entendimento.

Assim, o isolamento e a caracterizacao de PLA,g cataliticamente ativas € importante
para poder ser utilizado como uma ferramenta molecular e modelo para ilustrar aspectos
importantes que possam ajudar a definir mais claramente a diferenga entre os eventos

farmacoldgicos dos cataliticos.

1.7  Atividade neurotoxica.

Os venenos de serpentes sdo considerados um cocktail de toxinas e enzimas que
estdo envolvidos na mobilizacdo da presa para facilitar a captura e digestdo das destas,
assim como para a defesa contra predadores.

Um dos maiores alvos dos venenos de serpentes € o sistema nervoso somatico, em
particular a jungdo neuromuscular. A inibicdo dos neurotransmissores neste sitio resulta
na paralisia dos musculos bulbares e oculares, assim como paralisia dos musculos
respiratorios (Campbell, 1966; Lalloo, 1996), resultando em morte.

As neurotoxinas de veneno de serpentes que alteram a transmissdo no nervo motor
terminal tem sido de consideravel importancia clinica e de pesquisas durante as ultimas
trés décadas. Sua estrutura e modo de agao tém sido estudados de forma muito extensa.
Devido aos maiores avancgos nas técnicas da quimica de proteinas, as neurotoxinas sao
continuamente isoladas do veneno de diversas espécies de serpentes (Tu, 1991).

Estudo dos detalhes da estrutura quimica tem revelado uma inesperada inter-
relagdo entre estrutura e fungéo. O bloqueio do processo fisioldgico é uma situagéo vital a
ser abordada assim como o conhecimento do sitio responsavel e 0 mecanismo de acao a
nivel molecular. A agdo neurotdxica ndo s6 se confina no nervo motor terminal; as
pesquisas recentes tém mostrado esta acdo em diferentes preparagdes nervosas (Tu,
1991).
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1.7.1 Toxinas Pré-sinapticas.

Denominadas como B neurotoxinas, estas toxinas inibem o processo de liberagao
da acetilcolina e sua liberagao é em geral maior do que a das toxinas pés-sinapticas, como
exemplo, pode-se citar a toxina B-bungarotoxina, que é uma toxina composta por duas
subunidades de 8800 e 12400 daltons, que estao interligadas por pontes dissulfeto (Chang
etal., 1973).

Interessantemente, suas atividades neurotéxicas ndo aparentam estar diretamente
correlacionadas a sua atividade fosfolipasica e a subsequente hidrélise de fosfolipidios de
membrana. (Rosenberg, 1989).

A neurotoxina pré-sinaptica pode ser um polipeptidio de cadeia simples (e.g
notexina) ou toxinas que consistem de mudltiplas subunidades. Por exemplo, crotoxina,
taipoxina e textiloxina consistem de duas, trés e cinco subunidades, respectivamente.

Dois tipos de neurotoxinas pré-sinaptica provenientes de veneno de serpentes ja
sdo conhecidas: as B-neurotoxinas que sao caracterizadas pela presenca da atividade
catalitica PLA, e tem sido estabelecidas nos venenos de serpentes das familias Elapidae,
Crotalidae e Viperidae e as neurotoxinas pré-sinapticas facilitatorias, incluindo a
dendrotoxina com bloqueio do canal de potassio voltagem-dependente, e a toxina
antiacetilcolinesterase, o fasciculins. As toxinas do segundo grupo sao proprias de veneno
de Dendroaspis. Sao polipeptidios com seqiéncias homélogas aos inibidores de
proteinases tipo Kunitz e com as curare-like pds-sinapticas que sao oa-neurotoxinas e
cardiotoxinas respectivamente (Harvey, et al., 1994).

A maioria dos venenos contém multiplas isoformas de uma neurotoxina que diferem
em suas sequUéncias de aminodacido (Harris, 1991). Por enquanto nao parece existir uma
correlacdo direta entre cadeia estrutural e poténcia, mas tem sido postulado que ha uma
relagdo entre cadeia estrutural e ligacdo. Algumas das neurotoxinas pré-sinapticas tém
sido bem caracterizadas, enquanto outras (e.g paradoxina) requerem mais investigagdes.
Em geral, estas toxinas produzem bloqueio neuromuscular por inibicdo da liberacdo de
acetilcolina do nervo terminal. A agao neurotéxica caracterizada pelo bloqueio
neuromuscular (como conseqiiéncia da inibicado da liberagcdo da acetilcolina, no terminal
nervoso) nao altera significantemente a sensibilidade da placa motora para a acetilcolina,
ou seja, quando age uma neurotoxina pré-sinaptica, ndo necessariamente ha destruicao

do musculo da fibra muscular.
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1.7.2 Toxinas Pos-sinapticas:

Sao toxinas que se ligam aos receptores colinérgicos nicotinicos da regidao sub-
sindptica da placa motora. Denominadas como a-neurotoxinas, atuam semelhantemente
ao curare, mas sua combinagdo com os receptores se faz de forma nao covalente. As
neurotoxinas poés-sindpticas sdo de baixo peso molecular (7 a 8 kDa) e sdo desprovidas
de atividade enzimatica (Karlsson, et al., 1979).

19



2. OBJETIVOS

2.1 Purificagao de isoformas de BthTX-Il (PLA): Bj-IV e Bj-V, a partir do veneno bruto de

Bothrops jararacussu.

2.2 Caracterizacao bioquimica das isoformas de BthTX-Il (PLA,): Bj-1V e Bj-V, provenientes
da purificacao do veneno bruto de Bothrops jararacussu através de:
2.2.1 Eletroforese SDS PAGE
222 Composicao de aminoacidos (Sistema Pico Tag) (Waters).
2.2.3 Sequéncia N-terminal
2.2.4 Estudo da cinética enziméatica, incluindo efeito da concentragao de substrato,

pH, temperatura, ions divalentes e medida da atividade inibitdria de crotapotinas.

2.3 Caracterizacao bioldgica das isoformas de BthTX-IlI (PLA>): Bj-IV e Bj-V, provenientes
da purificacao do veneno bruto de Bothrops jararacussu através de:
2.3.1 Juncgéo neuromuscular em nervo-frénico diafragma interno de camundongo.

2.3.2 Atividade neurotdxica em musculo biventer cervicis de pintainho.
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1 Venenos e Reagentes

O veneno total de Bothrops jararacussu é adquirido da Bio-Agents Serpentario
Proteinas Bioativas Ltda (Fazenda Boa Esperancga, Batatais, Sao Paulo).

Todos os solventes, produtos quimicos e reagentes utilizados sdo de grau HPLC,
grau sequéncia ou de alto grau de pureza obtidos do Sigma, Aldrich Chemicals, Merk e
Bio Rad.

3.2 Animais

Sao utilizados para os ensaios bioldégicos e farmacologicos pintainhos e
camundongos Swiss (18-20 g) obtidos no biotério central da UNICAMP. Segundo o
Protocolo n® 606-2 o projeto esta de acordo com a COBEA, tendo sido aprovado pela
(CEEA)-IB-Unicamp.

3.3 Purificacao das isoformas de BthTX-ll (Bj-IV e Bj-V) a partir do veneno total de

Bothrops jararacussu.

3.3.1 HPLC Troca l6nica.

Para a purificacdo do veneno total de Bothrops jararacussu, é utilizada uma coluna
Protein-Pack SP 5PW (0,78 x 8 cm) (Waters). O sistema cromatografico utilizado € o
APPS LC 650E (Waters), equipado com uma bomba para quatro canais de solventes.

A coluna e o sistema cromatografico € previamente equilibrado com tampao inicial
(Bicarbonato de Aménio 0,2M, pH 7,9). A eluicdo das amostras é realizada usando-se um
gradiente linear de concentragao de Bicarbonato de Aménio (0.05M - 1,0M, pH 7,9).

A corrida cromatografica é monitorada em 280nm e as fragdes sdo coletados em
um coletor automatico Foxy 200. As amostras obtidas sdo agrupadas formando pools

respectivos e posteriormente liofilizadas e guardadas a - 20 C.

3.3.2 HPLC de Fase Reversa.

As amostras provenientes do LC de troca idnica sédo repurificadas em uma coluna
u-Bondapack C-18 (0,78 x 30 cm) preparativa (Waters) acoplada a um sistema
cromatografico HPLC de fase reversa — PDA 991 (Waters), equipado com duas bombas

Waters, modelo 510/B, injetor automatico de amostras U6K com um loop de 2,0 ml.
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A coluna é previamente equilibrada com tampao A (0,1% TFA) e as amostras sao
eluidas usando um gradiente linear de acetonitrila 66% (tampédo B), com algumas
modificagbes no gradiente para a otimizagdo na purificacdo. A corrida cromatografica é

monitorada a 280nm e posteriormente liofilizada.

3.4 Caracterizacao bioquimica das isoformas de BthTX-Il (Bj-IV e Bj-V) a partir do

veneno total de Bothrops jararacussu.

3.4.1 Eletroforese em SDS-PAGE

A eletroforese em gel de poliacrilamida é realizada de acordo com a metodologia
descrita por Laemmli (1970), onde as placas de poliacrilamida (PAGE) sao feitas de modo
descontinuo. O gel de concentragdo de 5% e um gel de corrida de 12,5%. de acrilamida
estoque (30%T, 0,8%C). Para o gel de concentracao é usado o tampao Tris-HCI 0,5M, pH
6,8, enquanto que para o gel de corrida € usado o tampao Tris-HCI 1,0M, pH 8,8. Em
ambos os géis foram acrescentados 0,1% (v/v) de SDS 20%.

A corrida eletroforética é realizada em um Sistema High Small Il SE 250 (Hoefer
Scientific). Tanto as amostras quanto os marcadores foram dissolvidos no tampao de
amostra (Tris-HCI, 0,075M, pH 6,8; 10% de Glicerol; 4% de SDS; 0,001% de Bromofenol).
A corrida eletroforética € realizada usando-se uma amperagem constante de 40 mA,
durante 60 minutos, ao final da eletroforese os géis foram corados com solucdo de
Coomassie Blue 0,05% a 37°C e o excesso de corante removido em &cido acético 7%.
Também sao utilizados, para andlises do grau de homogeneidade molecular das
amostras, a eletroforeses em gel de PAGE-SDS-Tricina, de acordo com o método descrito

por Schagger e Von Jagow (1987).

3.4.2 Medida de atividade PLA.

A medida da atividade PLA; é feita seguindo-se o método descrito por Cho e Kézdy
(1991) e Holzer e Mackessy (1996) modificado por Ponce-Soto, et al., (2002).

S&o utilizadas amostras na concentracdo de 1 mg/ml de PLA,. O ensaio padréo
continha 200 ul de tampao (10 mM de Tris-HCI, 10 mM de CaCl,, 100 mM NaCl e pH 8.0),
20 ul de substrato (o substrato utilizado foi o acido 4-nitro-3-(octanoiloxy) benzéico), 20 ul

de agua deionizada e 20 ul de amostra em um volume final de 260 ul.
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Posteriormente a adicdo de 20 ul das isoformas de BthTX-Il, Bj-IV e Bj-V (PLAy); a
mistura é incubada por 40 min a 37 °C e lida a absorbancia de 425 nm em intervalos de 10
em 10 minutos. A atividade enzimatica é calculada baseada no aumento da absorbancia
depois de 20 minutos e apds o tempo de reagdo € adicionada Triton X100 para parar a
reacdo. O sistema utilizado € um Versamax 190 (Molecular Devices, Sunnyvale, CA) e sao

utilizadas placas para microtitulacao de 96-well.

3.4.3 Estudos cinéticos das isoformas de BthTX-Il, Bj-1V e Bj-V (PLAy)
As isoformas de BthTX-Il, Bj-IV e Bj-V (PLA:), depois de purificadas sao estudadas
do ponto de vista cinético. Os experimentos sao feitos em triplicatas (n=3) e os resultados

obtidos a partir de suas médias.

3.4.3.1 Efeito da concentracao de substrato na atividade PLA, das isoformas
de BthTX-Il, Bj-IV e Bj-V.
Esse ensaio é feito variando-se a concentragdo do substrato 3-nitro-4(octanoiloxi)
acido benzoico de acordo com o método 3.4.2.

3.4.3.2 Efeito do pH na atividade das isoformas de BthTX-Ill, Bj-IV e Bj-V (PLA)).

O experimento do efeito do pH sobre a atividade PLA, das isoformas de BthTX-II, Bj-
IV e Bj-V, é realizado em meios de reagao preparados com diferentes valores de pH (4,0-
10,0), sendo que a determinacao da atividade PLA, e a concentracdo da enzima idéntica
ao item 3.4.2 e para cada pH é feito um controle. Os tampdes utilizados nesse
experimento sdo: tampao citrato de sddio-HCI pHs 4,5; 5,0 e 5.5, tampao fosfato-NaCl pHs
6.0; 6.5; 7.0 e 7.5, tampéao Tris-HCI pHs 8.0; 8.5 e tampao glicina-NaOH pHs 9.0; 9.5 e

10.0 respectivamente.

3.4.3.3 Efeito da temperatura na atividade das isoformas de BthTX-Il, Bj-IV e Bj-
V (PLA,).
O experimento para a observacao do efeito da temperatura sobre a atividade PLA,
das isoformas de BthTX-Il, Bj-IV e Bj-V, é realizado segundo o método descrito em 3.4.2

com ensaio padrdao contendo: 100 ul de substrato, 100 ul de agua deionizada, 1000ul de
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tampao (Tris-HCI 10 mM, CaCl, 10 mM, NaCl 100 mM, pH 8,0) e 100 ul de PLA,. A

temperatura variou de 30-70 °C e foi mantida por 20 minutos e lida em seguida a 425 nm.

3.4.3.4 Efeito de ions divalentes na atividade PLA, das isoformas de BthTX-ll,
Bj-IV e Bj-V.
A atividade PLA; das isoformas de BthTX-ll, Bj-IV e Bj-V, na presenca de ions
divalentes, como Ca*?, Mn*?, Mg*?, Zn*? e Cu*?, é determinada segundo o método descrito
em 3.4.2.

3.44 Medida da atividade inibitoria de crotapotinas crotalicas sobre a

atividade PLA; das isoformas de BthTX-Il, Bj-IV e Bj-V.

A atividade especifica das PLA; frente as diferentes crotapotinas crotalicas foi
calculada seguindo o mesmo protocolo para a determinacdo da atividade fosfolipasica Az
no item 3.4.2. As isoformas de BthTX-Il, Bj-IV e Bj-V (PLAz), na mesma concentracéo, sao
pré-incubadas com as crotapotinas por 20 minutos no tampéao de reacéo, na razao molar
de 1:1 (M/M), sendo que o meio de pré-incubacao € o mesmo do ensaio enzimatico sem a
enzima, apos isso, as amostras sao colocadas no meio de reacao e a velocidade expressa

em quantidades de produto formado.

3.4.5 Analise da composicao de aminoacidos.

A analise de aminoacidos é realizada no analisador automatico de aminoacidos PICO
TAG (Sistema Waters) seguindo a metodologia descrita por Henrikson e Meredith (1984).
Os aminoacidos derivatizados (PITC aminoacidos) das amostras sao identificados, em
uma coluna de fase reversa, de acordo com o tempo de retencdo dos PTC-aminoéacido
padrdo. Para estimativa da composicdo global sera realizado de acordo com método
descrito por Toyama, et al., (1995, 1998).

A determinacao do triptofano € de acordo com metodologia descrita pela Waters,
onde a hidrélise é realizada com 4M de acido metilsulfénico ao invés de HCI 6M e a
temperatura de hidrélise é de 110 °C por 20 horas. A derivatizacdo e a analise dos
hidrolisados seguira os procedimentos anteriormente descritos.
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3.4.6 Estudo da seqiiéncia N-terminal e estudos de homologia.

A sequéncia direta N-terminal & feita com a proteina reduzida e carboximetilada
usando o sequenciador da Applied Biosystem modelo 477A automatico. O PTH
(feniltioidantoina) aminoacidos sao identificados por comparagdo com seus tempos de
retengdo com standards de 20 PTH aminoéacidos. Os peptideos contendo '*C-CM-Cys sido
monitorados e detectados por radioatividade usando um liquido que contém cintilacao
(Beckman model L-250). Os estudos de homologia seqiiencial sao realizados utilizando os
banco de dados da SWISS-PROT: Annotated protein sequence database
(http://www.expasy.ch/sprot/).

3.5 Caracterizacao neurotoxica das isoformas de BthTX-Il (Bj-IV e Bj-V) a partir
do veneno total de Bothrops jararacussu.
3.5.1 Estudo da atividade neurotdxica na preparacao nervo frénico-diafragma
isolado de camundongo (NF-DIC).

Para estes experimentos sao utilizados preparagcdées com nervo frénico de diafragma
de camundongo. A preparacao é removida cirurgicamente de animais anestesiados com
hidrato de cloral (3 mg/Kg) e mortos por secgdo e sangria dos vasos cervicais. A
preparacao (musculo diafragmatico, juntamente com seu nervo motor, o nervo frénico) é
cuidadosamente retirada como descrito por Bulbring, 1946, e colocada em uma cuba
contendo 5,0 mL. ou 3 mL. de solucdo de Tyrode e, em seguida presa através dos
musculos da costela, por dois ganchos existentes na base da cuba. A temperatura é
mantida a 37°C e a preparacédo aerada com carbogénio (mistura de 95% O, e 5% de CO5).
Os registros da for¢ca de contracdo musculares, em resposta a estimulos sé@o realizados
através de transdutor isométrico Load Bell BG 10GM, acoplado a um fisiégrafo Gold
Universal Amplifier Model RS 3400.

O musculo é submetido a tensdo constante de 5 g/cm por meio de um fio preso a
porcao tendinosa ligado ao transdutor isométrico sendo a estimulagao indireta, com pulsos
supramaximais, gerados por estimuladores S48F (Grass Instruments), de 0,2 ms de
duragdo e 0,1 HZ de freqiéncia, durante 20 minutos para estabilizagdo. Ao final do
periodo de incubacgao sao adicionadas ao banho as amostras do veneno total de Bothrops

Jararacussu em doses de 50 ug/ml e de 100 pg/ml.
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3.5.2 Medida da atividade neurotéxica em musculo biventer cervicis de
pintainho.

A preparagao € isolada e montada segundo o método de Ginsborg e Warriner
(1960). Os pintainhos sdo anestesiados com éter etilico e apds o isolamento, o musculo &
suspenso em uma cuba de 5 ml contendo solucao nutritiva de Krebs composta em mM
por: NaCl 118,6; KCI 4,69; CaCl, 1,88; KH2PO4 1,17; MgSO4 1,17; MgSO4 1,17; NaHCO3 e
CsH1206 11,65. A solucdo é arejada de modo constante com carbogénio (mistura 95% O
e 5% CO,) e mantida a 37°C. A preparagdo é submetida a uma tensdo constante de 0,5 g
e estimulada por meio de eletrodos bipolares (estimulagao de campo).

Sao aplicados pulsos supramaximais de 0,1 Hz de freqiéncia e 0,2 ms de duracao
(estimulador Grass S48). As contracbes musculares resultantes de estimulos elétricos
maximais e as contraturas em resposta a adigdo de KCl (13,4 mM) e ACh (14,6 uM) séo
registradas em fisidgrafo Gould RS 3400, por meio de transdutores isométricos Load Cell
BG-10 GM.

Os registros das contraturas para KClI e ACh sao realizados com auséncia de
estimulagao elétrica, no inicio (antes da adi¢cdo de veneno) e no final do experimento (apos

120 minutos de incubagdo com o veneno).

3.6 Analise estatistica
Os resultados foram expressos como média + erro padrdo. A significancia das
diferencas observadas foi determinada pelo teste ndo-pareado tStudent, com valor P <

0,05 considerado como significante.
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4. RESULTADOS
4.1 Purificacao das isoformas de BthTX-ll, Bj-IV e Bj-V PLA, (D49) do
veneno de Bothrops jararacussu através de cromatografia de troca
ionica, em SP 5 PW (Waters) LC.
O veneno total de Bothrops jararacussu submetido a coluna de troca ibnica SP 5
PW (0.78 x 8 cm) (Waters) LC mostrou a presenca de nove fragdes (Bj-1 — Bj-1X) conforme
a Figura 6, sendo identificadas as fracoes Bj-1V e Bj-V, como isoformas de BthTX-1l (PLA>)
D49 e Bj-VII (BthTX-1) PLA, K49. As fracoes Bj IV e Bj V mostraram atividade PLA;
moderada, enquanto que a Bj-VII mostrou apenas uma atividade residual (Figura 1). Os
picos Bj-1V, Bj-V e Bj-VII foram liofilizados e estocados a — 20 °C.
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Figura 6 Cromatografia de troca idnica em LC, Protein Pack SP5PW
(0,78 cm x 7,0 cm) (Waters) do veneno total de Bothrops jararacussu.
As fracdes sao identificadas como Bj-l a Bj-IX. A amostra foi eluida a
partir de um gradiente linear com tampao bicarbonato de amdnio (0,05-
1,0 M), a um fluxo de 1 ml/min, monitorado a uma absorbancia de 280
nm. (-) fracées selecionadas.
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4.2 Repurificacao das isoformas de BthTX-ll, Bj-IV e Bj-V PLA; (D49 de
Bothrops jararacussu em HPLC de fase reversa.

As isoformas de BthTX-II (Bj-IV e Bj-V), anteriormente obtidas em coluna de troca
ibnica, foram submetidas a uma etapa de re-purificacdo para se confirmar o grau de
pureza. A corrida foi realizada em uma coluna p-Bondapack C-18 (0,78 x 30 cm)
preparativa, acoplada a um sistema de HPLC de fase reversa — PDA 991 (Figura 7) e o
perfil cromatografico das fragdes Bj-IV e Bj-V mostraram a presenca de um unico pico de
eluicdo, com uma diferenga de tempos de retencao de apenas 6 décimos de segundos,
sendo para Bj-IV 31,25 + 0,31 minuto e para Bj-V 31,31 minutos + 0,28.

A analise em HPLC de fase reversa das fracdes Bj-IV e Bj-V evidenciaram o alto

grau de homogeneidade molecular que ficou em torno de 95% de pureza.
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Figura 7 Repurificagdo das isoformas de BthTX-Il (PLA,): Bj-
IV e Bj-V usando cromatografia de fase reversa HPLC, coluna
u-Bondapack C18 (0,78 cm x 30 cm; Waters 991-PDA). As
isoformas foram eluidas através de um gradiente linear (O-
100%) usando-se um tampéo 66,5% de acetonitrila em 0,1%
(v/v) de &cido trifloroacético (solvente B), a um fluxo de 2,0
ml/min e monitorado a 280 nm.
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4.3 Eletroforese em SDS-PAGE das isoformas de BthTX-Il, Bj-IV e Bj-V PLA;
(D49) de Bothrops jararacussu.

A eletroforese mostrou que as isoformas de BthTX-Il, Bj-IV e Bj-V possuem uma
massa molecular em torno a ~14 kDa quando se encontram reduzidas com DTT sendo
que a tendéncia em formar agregados (dimeros) aparece em condicdes nao reduzidas,
conforme evidencia a Figura 8, respectivamente.

As fracbes de interesse migraram como uma banda eletroforética simples em

condigbes reduzidas, demonstrando uma alta homogeneidade molecular.
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Figura 8 Eletroforese em gel de Tricina (16,5%) em SDS-
PAGE, corado com comassie blue. Em a é ilustrado a isoforma
de BthTX-Il: Bj-V nas condi¢des ndo reduzidas (nr) e reduzidas
(r) e em b é ilustrada a isoforma de BthTX-II: Bj-IV nas mesmas
condicbes. Em a e b as isoformas sdo comparadas com 6
marcadores de peso molecular (x1 0.
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4.4 Medida da atividade PLA; do veneno total, isoformas de BthTX-Il, Bj-IV e
Bj-V PLA; (D49) e da BthTX-I, Bj-VII PLA; (K49).

A medida da atividade fosfolipasica foi realizada segundo Cho e Kézdy (1991) e
Holzer e Mackessey (1996).

A atividade PLA; para o veneno total € 5,42 + 0,283 nmoles/min; isoformas de
BthTX-Il, Bj-IV 15,35 £+ 0,30 nmoles/min e Bj-V 13,18 + 0,47 nmoles/min. e a atividade da
BthTX-l, Bj-VII 0,35 £ 0,13 nmoles/min. (Figura 9).

As PLA,, isoformas de BthTX-Il, Bj-IV e Bj-V , quando isoladas mostraram maior
atividade PLA, quando comparadas com a atividade do veneno total, ja a fracao Bj-VII
(PLA2) proveniente da BthTX-I apresentou uma residual atividade PLA,.
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Figura 9 Atividade PLA;, proveniente do veneno total e das isoformas de
BthTX-1l, Bj-IV e Bj-V (PLA,) e da BthTX-l, Bj-VIl (PLA,) utilizando como
substrato o 3-nitro-4(octanoiloxi) &cido benzbico.
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4.5 Estudos cinéticos das isoformas de BthTX-Il, Bj-IV e Bj-V (PLA>)
4.5.1 Efeito da concentracao de substrato na atividade PLA, das isoformas
de BthTX-Il, Bj-IV e Bj-V.
O efeito da concentragdo do substrato na atividade PLA, das isoformas de BthTX-ll
Bj—IV e Bj-V sobre o substrato 3-nitro 4-(octanoyloxy) benzoic acido mostrou que as
isoformas de Bj-IV e Bj-V, (PLAz) tem um comportamento préximo do alostérico devido ao

padrao de curva apresentado. (Figura 10).
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Figura 10 Efeito da atividade PLA, das isoformas de
BthTX-1l, Bj-IV e Bj-V. em diferentes concentragbes do
substrato 3-nitro 4-(octanoyloxy) acido benzdico.
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4.5.2 Efeito do pH na atividade das isoformas de BthTX-Il, Bj-IV e Bj-V (PLA)

Os valores de pH foram determinados, incubando as isoformas de BthTX-Il PLA;
(Bj-1IV e Bj-V) em diferentes pHs [4-10], sendo feito um controle para cada pH. Os pHs
6timos para ambas isoformas estavam em torno de 8,3 conforme mostrado na Figura 11a

e b respectivamente.
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Figura 11 Efeito de diferentes pHs sobre a atividade
PLA; das isoformas de BthTX-II, Bj-IV e Bj-V.
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4.5.3 Efeito da temperatura na atividade das isoformas de BthTX-Il, Bj-IV e Bj-
V (PLAY)
A temperatura 6tima para a atividade biolégica das isoformas de BthTX-Il, Bj-IV e

Bj-V, ficou préxima a 37°C. conforme ilustrado na Figura 12.
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Figura 12 Efeito da temperatura na atividade
PLA; das isoformas de BthTX-IlI, Bj-IV e Bj-V.
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4.5.4 Efeito de ions divalentes na atividade PLA, das isoformas de BthTX-lI,

Bj-1V e Bj-V
A atividade das isoformas de BthTX-Il, Bj-IV e Bj-V, (PLAy) foi verificada na
presenca de alguns fons, tais como Mn*2, Mg*?, Zn*?, Cu*? na concentragdo de 10 mM e
também na presenca de Ca*? na concentracdo de 1 mM , ndo mostrando diferenca em

termos de atividade entre ambas concentragdes.
Com relagdo aos ions testados, apesar de todos serem classificados como

divalentes, mostraram atividade PLA, muito baixa, na auséncia de calcio.
A atividade PLA; da isoforma Bj-1V frente aos ions Mn*? e Mg* (10 mM) e Ca*?
(1ImM) é de 4,15 + 0,17 nmoles/min. e 2,42 + 0,17 nmoles/min. respectivamente e para a

isoforma Bj-V a atividade é 2,1 + 0,17 nmoles/min. e 1,04 + 0,13 nmoles/min

respectivamente.

o

o | Hﬁm

10mM 1M om Mr2S mMa?t zZn?" cu? mn?t Mgt zn? cu

Vo {nmaolesimin)
3

-

= | |
i

ca2* +(Ca2®) ~(ca2*)
Y,

;

th
i

Yo (nmolesiminj
L a
1

[=
Th

omM Trvt omM Mt Mgt zn?t cu? Mt mg?t n? cu

calt +{Ca2*) -(ca2hy

Figura 13 Efeito de diferentes ions divalentes sobre a atividade PLA;
das isoformas de BthTX-Il, Bj-IV e Bj-V, na presenga e auséncia de

célcio.
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4.5.5 Medida da atividade inibitéria da crotapotina sobre a atividade

fosfolipasica das isoformas de BthTX-Il, Bj-IV e Bj-V.

A inibicdo da atividade PLA, das isoformas de BthTX-ll, Bj-IV e Bj-V, pelas
diferentes crotapotinas crotélicas, foi determinada incubando as duas proteinas na razao
molar de 1:1 por 20 minutos a 37°C.

A porcentagem da inibicdo sobre as isoformas de BthTX-1l PLA; Bj-IV e Bj-V
apresentou-se em torno do 50% (Vo0=2,58 nmoles/min.) por acdo das crotapotinas

conforme demonstrado na Figura 14a e b respectivamente.
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Figura 14 Inibicao das isoformas de BthTX-Il, Bj-IV e Bj-V,
pelas crotapotinas de Cdcoll (Cdcoll F3 e F4), Cdter F7,
Cdcasca (Cdcasca F3 e F4).
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4.6 Analise da composicao de aminoacidos

Em relagéo a analise da composicao de aminoacidos (Tabela 1), verificou-se que as
isoformas de BthTX-Il, Bj-IV e Bj-V, possuem um alto conteldo de aminoacidos basicos
(Lys, Arg) e hidrofébicos como Ala, Gly e Pro.

A presenca de 14 cisteinas, evidencia provavelmente a presenca de 7 pontes
dissulfeto. Ambas isoformas foram comparadas com o pico de onde tais provém (BthTX-II)
para a andlise de similaridade.

Aminoacido | BhTX-I* | BATX-II** | Bj-IV*** Bj-V
Asp 12 12 12 11
Glu 8 9 13 12
Ser 4 3 2 2
Gly 12 11 9 10
His 2 2 1 1
Arg 6 5 5 6
Thr 4 6 8 7
Ala 7 4 7 7
Pro 5 9 9 9
Tyr 9 11 10 9
Val 4 5 3 4
Met 1 1 2 2
Cys 14 14 14 14

lle 5 3 3 3
Leu 8 6 6 7
Phe 4 5 4 4
Lys 14 12 11 11
Trp 2 3 2 2

TOTAL 121 121 121 121

Tabela 1 Composicdo de aminoacidos da BthTX-I e das isoformas de
BthTX-Il, Bj-1V e Bj-V, determinada por PTC aminodcido derivatizagao.
O Trp foi estimado segundo Simpson et al., 1976. Os valores sao
expressos em mol de aminodacidos por mol de proteina. *Cintra et al .,
1993; ** Homsi-Brandeburgo et al ., 1988 *** Bonfim et al ., 2001.
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4.7 Estudo da seqiiéncia N-terminal e estudo de homologia

As sequéncias N-terminal das isoformas foram pesquisadas no banco de dados de
proteinas com sequéncias ja determinadas e registradas, mostrando um alto grau de
homologia sequencial, conforme o estabelecido na Figura 15.

A regido encerrada da figura 15 representa a seqUéncia consenso entre as
diferentes PLA, provenientes de serpentes, indicando tanto regides altamente
conservadas quanto variaveis.

Existem diferencas na posicao de alguns aminodcidos entre ambas isoformas de
BthTX-Il Bj-V e Bj-IV, na regiao N-terminal, assim Trp na posicdo 5 por Phe, Asn na

posicao 16 por Iso e Ala na posi¢ao 23 por Thr. (posi¢des indicadas por *).
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Figura 15 Andlise da homologia seqiiencial comparativa das isoformas de BthTX-Il Bj-IV e Bj-V
com outras PLA,. A parte encerrada determina a regido de uma seqiéncia invariavel entre as
diferentes PLA,. Assim temos: Bj-V e Bj-IV isoformas de BthTX-Il de Bothrops jararacussu
(Bonfim, et al., 2000); BthTX-Il de Bothrops jararacussu (Pereira, et al., 1998); BJU PLA, obtida
por clonagem de Bothrops jararacussu; Moura-da-Silva, et al., (1995) PrTX Ill de Bothrops
pirajai (Rigden, et al., 2003); MjTX-1l de Bothrops moojeni (Soares, et al., 1998); PLA.-like de
Bothrops jararacussu (Andriao-Escarso, et al., 2000); Myotoxin Il de Bothrops asper (Francis, et
al., 1991); PrTX | de Bothrops pirajai (Toyama, et al., 1998); PrTX | de Bothrops pirajai (Toyama,
et al.,, 2000); PrTX li de Bothrops pirajai (Lee, et al., 2001) e BthTX | de Bothrops jararacussu
(Cintra, et al., 1993).
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4.8 Estudo da atividade neurotéoxica do veneno total de Bothrops
jararacussu, isoformas de BthTX-Il, Bj-IV e Bj-V, BthTX-I e Bj-VIl na preparacao nervo
frénico-diafragma isolado de camundongo (NF-DIC), doses de 50 e 100 ug/ml.

4.8.1 Registro grafico e miografico do veneno total de Bothrops jararacussu,
das isoformas de BthTX-Il, Bj-1V e Bj-V (PLA;), da BthTX-I (Bj-VII).

Neste experimento sdo testadas as dosagens de 50 e 100 ug/ml para as isoformas
de BthTX-ll, Bj-IV e Bj-V, BthTX-l e veneno total, conforme mostra a Figura 16. As
isoformas de BthTX-Il PLA: (Bj-IV e Bj-V) e a Bj-VII, proveniente da BthTX-l, utilizadas,
foram aquelas provenientes da purificagcdo na coluna de troca ibnica Protein Pack SP 5PW
(Waters) acoplado a um sistema de LC (Waters).

O tempo necessario para se obter um bloqueio de 50% (dose 50 ug/mL.) no caso
do veneno total é de 14,80 + 6,50 min., para a isoforma Bj-IV 11,38 + 6,00 min. para a
isoforma Bj-V 38,69 + 3,15 min. respectivamente e para Bj-VIl 39,18 £ 7,17 min.

A Figura 17 mostra o registro da resposta contratil do veneno total de Bothrops

Jararacussu e das diferentes PLA, estudadas, evidenciando um bloqueio na transmisséo
neuromuscular.
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Figura 16 Bloqueio da resposta contratil em preparacao
nervo frénico diafragma interno de camundongo NF-DIC
(estimulo indireto). A figura mostra o bloqueio do veneno
total de Bothrops jararacussu (/) e das fracoes Bj-1V
(O), Bj-V (V) e Bj-VII (<), na dosagem de 50 pg/ml. O
controle é representado por O.
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Figura 17: Registros da forca de contracdo muscular em preparacdo NF-DIC (estimulo indireto).
Registro miogréafico do veneno total de Bothrops jararacussu, isoformas de BthTX-Il, Bj-IV e Bj-V ,
Bj-VII, proveniente da BthTX-I e controle, respectivamente, na dosagem de 50 ug/ml.
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O tempo necessario para um bloqueio de 50% na dose de 100 ug/mL foi de 8,46 +
7,33 min. para o veneno total, 35,04 + 5,84 min. para a isoforma Bj-1V, 37.74 £ 5,11 min
para a isoforma Bj-V e 7,40 + 2,80 min. para a Bj-VII. (Figura 18). Para ambas dosagens o
bloqueio é irreversivel pds-lavagem como se observa nos registros miogréaficos da Figura
19. Os resultados evidenciaram que as isoformas de BthTX-Il, Bj-IV e Bj-V, ndo séo dose-
dependentes.

A Bj-VII, (BthTX-I), precisou de um tempo menor quando comparada as isoformas
de BthTX-Il, para se obter 50% de bloqueio.

4.8.2 Tempo para a obtencao de 50% de bloqueio da resposta contratil em
NF-DIC

O tempo necessario para se obter 50% de bloqueio na preparagao nervo-frénico

diafragma isolado de camundongo (NF-DIC) utilizando-se o veneno total de Bothrops

jararacussu, isoformas de BthTX-Il, Bj-1V e Bj-V, e Bj-VII, nas dosagens de 50 € 100 ug/ml

ilustrado na Tabela 2. onde se verificou que as isoformas de BthTX-Il, Bj-IV e Bj-V, nao

sao dose-dependente como a Bj-VII e veneno total.

Amostra Dose Tempo de bloqueio n
(ng/mL.) 50 % (min.)

Bj veneno total 50 14,80 + 6,50 5
Bj veneno total 100 8,46 + 7,33 5
Bj-IV 50 11,38 + 6,00 5
Bj-IV 100 35,04 + 5,84 5
Bj-V 50 38,69 + 3,15 5
Bj-V 100 37,74 + 5,11 5
Bj-VII 50 39,18 + 7,17 5
Bj-VII 100 7,40 + 2,80 5

Tabela 2 Tempo para o bloqueio de 50% da resposta contratil do veneno total,
Bj-1V, Bj-V e Bj-VIl, nas dosagens de 50 e 100 pg/ml, sobre a preparagéo nervo
frénico-diafragma isolado de camundongo (NF-DIC).
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preparacdo nervo frénico diafragma interno de
camundongo NF-DIC (estimulo indireto). A figura — z %°1 u\
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Figura 19: Registros da for¢a de contragdo muscular em preparacdo NF-DIC (estimulo indireto).
Registro miografico do veneno total de Bothrops jararacussu, isoformas de BthTX-Il, Bj-IV e Bj-
V e Bj-VII, respectivamente, na dosagem de 100 ug/ml.
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49 Medida da atividade neurotoxica do veneno total de Bothrops
jararacussu, das isoformas de BthTX-Il, Bj-IV e Bj-V e BthTX-l (Bj-VIl) na
preparacao biventer cervicis de pintainho, doses de 50 e 100 ug/mi.

4.9.1 Registro grafico e miografico do efeito do veneno total de Bothrops
jararacussu, das isoformas de BthTX-Il, Bj-IV e Bj-V (PLA;) e da BthTX-l,
(Bj-VII).

Neste experimento foram testadas as dosagens de 50 e 100 ug/ml para as
isoformas de BthTX-Il, Bj-IV e Bj-V, BthTX-I (Bj-VIl) e veneno total, conforme mostra a
Figura 20.

As isoformas de BthTX-ll PLA, (Bj-IV e Bj-V) e a Bj-VII, proveniente da BthTX-I,
utilizadas, foram aquelas provenientes da purificagdo na coluna de troca idnica Protein
Pack SP 5PW (Waters) acoplado a um sistema de LC (Waters).

Neste modelo de preparacdo muscular as isoformas ndo se mostraram como
potentes bloqueadores na juncao neuromuscular, mas o bloqueio foi irreversivel na pés-
lavagem em todos os casos tal como se mostra no registro miografico da Figura 21.
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Figura 20: Bloqueio da resposta contratil 120~

em preparacdo biventer cervicis de
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Figura 21: Resposta muscular na preparagéo de biventer cervicis de pintainho na presenga do veneno
total de Bothrops jararacussu e das suas fragdes: Bj-1V, Bj-V e Bj-VIl, na dosagem de 50 ug/ml. A
resposta contraturante da acetilcolina (ACh, 25 pg/ml B, 50 pug/ml O e KCI 75 ug/ml @) foi obtida

antes e depois da adi¢cdo do veneno. O trago superior vertical a direita mostra a tensdo usada nas
preparacoes.
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Figura 23: Resposta muscular na preparagdo de biventer cervicis de pintainho na presenga do
veneno total de Bothrops jararacussu e das suas fragdes: Bj-1V, Bj-V e Bj-VIl, na dosagem de 100
ng/ml. A resposta contraturante da acetilcolina (ACh, 25 pg/ml B e 50 png/ml O e KCI 75 pg/ml @) foi
obtida antes e depois da adicao do veneno. O traco superior vertical a direita mostra a tensao usada
nas preparagoes.
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4.9.2 Resposta contraturante a adicao de ACh e K*

Apbs a adicdo das doses de 50 e 100 ug/ml do veneno total de Bothrops
jararacussu e das suas respectivas fragdes, Bj-1V, Bj-V e Bj-VIl, na preparagédo biventer
cervicis de pintainho, houve pequena diminuicdo na resposta a adicdo de acetilcolina
(ACh) 25 e 50 ug/ml, assim como a adi¢ao de KCI, 75 ug/ml (Tabela 3).

Este resultado mostra que as respostas contraturante a acetilcolina e ao KCI nao
foram significantemente diferentes entre o veneno total de Bothrops jararacussu e as
respectivamente fragcoes estudadas, Bj-1V, Bj-V e Bj-VII.

Amostra Dose KCI (13,4 mM) % n
(ng/mL.) Bloqueio
Bj veneno total 50 84,0 £1,03 5
Bj veneno total 100 71,2 +1,00 5
Bj-1V 50 20,5 £0,55 5
Bj-1V 100 70,9 £0,68 5
Bj-V 50 93,5 £1,00 5
Bj-V 100 52,6 £0,56 5
Bj- VIl 50 22,7 £0,40 5
Bj- VIl 100 40,9 +0,60 5
Amostra Dose ACh (25 puL) n
(ng/mL.) % Bloqueio
Bj veneno total 50 95,3+0,15 5
Bj veneno total 100 92,4+ 0,15 5
Bj-1V 50 00,6 +0,41 5
Bj-1V 100 80,4 +£1,65 5
Bj-V 50 90,5+ 0,58 5
Bj-V 100 91,1 +£0,55 5
Bj- VIl 50 61,2+0,87 5
Bj- VIl 100 81,2+0,87 5
Amostra Dose ACh (50 uL) n
(ng/mL.) % Bloqueio
Bj veneno total 50 80,4 +1,01 5
Bj veneno total 100 90,3+0,10 3
Bj-1V 50 00,4 +0,15 5
Bj-1V 100 95,5+ 0,49 5
Bj-V 50 95,8 £ 0,64 5
Bj-V 100 50,3+ 0,10 5
Bj- VIl 50 44,7 +1,00 5
Bj- VIl 100 82,9 £ 0,56 5

Tabela 3 Porcentagem de bloqueio da resposta contraturante a acetilcolina (ACh)
e ao potassio, na forma de KCI, obtida apdés 120 minutos de incubagdo com as
dosagens de 50 e 100 pug/mL de veneno total, Bj-1V, Bj-V e Bj-VII de Bothrops
jararacussu, em musculo biventer cervicis de pintainho.
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5. Discussao

Purificacao das isoformas de BthTX-Il, Bj-IV e Bj-V PLA; (D49).

Homsi-Brandeburgo et al. (1988), combinando cromatografia de gel filtracdo em
Sephadex G-75 e troca ibnica em SP-Sephadex C-25, iniciaram a purificagdo das
Bothropstoxinas | e Il a partir do veneno total de Bothrops jararacussu e baseando-se
nesta metodologia obtida por Homsi-Brandeburgo um caminho foi aberto com relagao ao
estudo deste veneno; posteriormente Cintra, et al (1993) sequenciou a Bothropstoxina-|
(BthTX-I) e Pereira, et al (1998) a Bothropstoxina-Il (BthTX-Il). Contudo essas
metodologias nao definem o grau de purificacao de isoformas.

O estudo feito por Toyama, et al (2001) padronizando metodologias de purificacao
em HPLC de fase reversa para PLA, miotdxicas provenientes de serpentes botropicas, ja
havia mostrado a otimizacdo de metodologias em HPLC, mas nao foram caracterizadas
isoformas de BthTX-II.

Segundo a literatura, normalmente, quando se trata de metodologias empregadas
com o intuito de obter PLA, provenientes de venenos ofidicos, inicia-se o processo com
uma etapa de cromatografia de exclusdo molecular, seguida de troca idnica e finalmente
por fase reversa, no entanto, neste trabalho as metodologias utilizadas para a purificacao
das proteinas de interesse diferem da descrita pela literatura, pois, foi eliminada uma
etapa cromatografica, otimizando o custo/beneficio.

No presente trabalho a purificagdo das isoformas de BthTX-Il (PLAy) Bj-IV e Bj-V a
partir de veneno total de Bothrops jararacussu, foi realizada através de cromatografia de
alta performance utilizando-se um Unico passo cromatografico, sendo posteriormente
repurificada em HPLC de fase reversa para confirmacao do grau de pureza.

Inicialmente o veneno total de Bothrops jararacussu foi passado em uma coluna de
troca idnica catibnica, SP 5 PW (Waters) LC e foram obtidas nove fracbes denominadas
Bj-1 — Bj-1X, sendo as fracbes Bj-1V, Bj-V (PLA2) D49 e Bj-VII (PLA,) K49 (Figura 6).

As fragbes Bj-1V e Bj-V foram identificadas como isoformas de BthTX-II pelo fato de
compartilharem as mesmas caracteristicas fisicoquimicas e biolégicas como, a
neurotoxicidade. Posteriormente foram repurificadas em uma coluna u-Bondapack C18
(Waters) acoplado a um sistema de HPLC de fase reversa, para a confirmagao do grau de

pureza e este foi evidenciado, pois ambas isoformas foram eluidas em tempos de
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retencdo muito semelhante sendo para Bj-IV 31,25 + 0,31 minuto e para Bj-V 31,31 + 0,28
minuto (Figura 7), eliminando assim a etapa de cromatografia de exclusdo molecular,
normalmente utilizada como o primeiro passo cromatografico.

A andlise do perfil cromatografico em troca ibnica deste veneno evidencia que as
fracoes Bj-IV e Bj-V (PLA,) séo isoformas da Bothropstoxina-Il (BthTX-Il), anteriormente
considerada pela literatura como uma unica fracdo e que a partir do refinamento obtido
com nossas metodologias ndo convencionais utilizadas neste trabalho obteve-se duas
fracoes.

Por outro lado a andlise cromatografica da repurificacdo em HPLC de fase reversa
mostra que as fragdes Bj-1V e Bj-V sado realmente, duas novas isoformas de BthTX-Il pois
o perfil cromatografico destas amostras mostra a presengca de um Unico pico de eluigao,
com uma diferenca de tempos de retencao de apenas 6 décimos de segundo, como
mostrados na Figura 7. As analises em HPLC de fase reversa mostraram também que as
fragcbes Bj-1V e Bj-V possuem um grau de homogeneidade molecular ao redor de 95% de
pureza.

Tem sido observado que devido a modificacdes poés-translacionais mediadas por
uma transglutaminase, ha formagao de dimeros, aumentando drasticamente sua atividade
catalitica (Cordella-Mielle, et al., 1990).

Também ha estudos sobre estruturas cristalograficas que mostram estruturas
monomeéricas (Holand, et al., 1990; Scott, et al., 1992), diméricas (Brunie, et al., 1985;
Arni, et al., 1995) e triméricas (Freemont, et al., 1993) de PLA..

O perfil eletroforético em SDS-PAGE em gel de tricina (16,5%), das isoformas de
BthTX-Il Bj-IV e Bj-V isoladas, revelou que ambas tem tendéncia a formar agregados
multiméricos, o que corrobora a afirmacao de que as PLA; possuem tendéncia a formar
agregados (Arni, R.K., e Ward, R.J. 1996). Em condi¢gées n&o redutoras as isoformas se
apresentam formando dimeros o que explica sua massa em torno de 30 kDa, agora
quando sao reduzidas com dithiothreitol (DTT) as isoformas aparecem com massas
moleculares 15 kDa, respectivamente. (Figura 8).

A atividade fosfolipasica mostrou ser maior para as fracoes isoladas, Bj-IV e Bj-V,
quando comparadas com o veneno total e com a Bj-VIl. Assim temos que para o veneno
total é 5,42 + 0,23 nmoles/min, para as isoformas de BthTX-ll, Bj-IV 15,35 + 0,30
nmoles/min e Bj-V 13,18 + 0,47 nmoles/min. e para a BthTX-I, Bj-VIl 0,35 + 0,13
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nmoles/min. (Figura 9). Este experimento reforga o fato de considerarmos as isoformas de
BthTX-1l (Bj-IV e Bj-V) como Asp49 e a Bj-VIl (uma fragdo proveniente da BthTX-I) como

Lys49 corroborando melhor nossa caracterizagao bioquimica.

Estudos cinéticos das isoformas de BthTX-Il, Bj-IV e Bj-V PLA, (D49)

As PLA; (E.C.3.1.1.4) provenientes do veneno de serpentes sdo consideradas
como PLA; de baixa massa molecular, extracelulares, Asp (49) e hidrolisam substratos em
sua forma micelar ou lipidica, evidenciando assim um comportamento tipico Michaeliano
(Breithaupt, 1976; Deems e Dennis, 1995b; Holzer e Mackessy, 1996;).

Em nossos estudos cinéticos foram realizados experimentos que incluem: medida
da atividade fosfolipasica, efeito da concentracdo de substrato na atividade PLA, das
isoformas de BthTX-Il, Bj-IV e Bj-V, efeito do pH, temperatura, efeito de ions divalentes e
medida da atividade inibitoria da crotapotina.

Com relacao ao efeito da concentracdo de substrato, percebe-se que as isoformas
Bj-IV e Bj-V possuem comportamento do tipo alostérico, devido ao padrao de curva
sigmoidal apresentado (Figura 10). Ndo se pode afirmar que as isoformas de BthTX-ll
PLA: Bj-IV e Bj-V sejam necessariamente alostéricas pois, este resultado foi obtido frente
ao substrato cromogénico e linear utilizado, 3-nitro 4-(octanoyloxy) benzdico &cido, ou
seja, com este substrato a enzima agiu como uma enzima alostérica mas, com um
substrato diferente o resultado poderia ser outro.

No entanto, as PLA, tem tendéncia a formar agregados, dimeros, trimeros (Arni,
R.K e Ward, R.J. 1996) e estes agregados levam a um efeito conhecido como
cooperatividade, também caracteristico de enzimas alostéricas, o que reforgaria a
possibilidade destas enzimas terem um comportamento parecido com o alostérico e,
segundo resultados demonstrados na eletroforese, Figura 8, estas enzimas em estudo
mostram essa tendéncia em agregar-se. Existem alguns trabalhos a respeito para PLA;
D49 provenientes de serpentes crotélicas, e nestes as PLA; estudadas também obedecem
a um comportamento do tipo sigmoidal (Beghini, et al., 2000; Ponce-Soto, et al., 2002) e
também para uma PLA, basica procedente de Bothrops jararacussu (Bonfim et al, 2001).

Outro parametro cinético conhecido para se caracterizar PLA, (Asp49) é o pH; o pH
6timo para as PLAs em estudo mostraram ser comuns entre si, cujos valores 6timos se

encontram entre 7 e 8,5 (Kini,1997; Breithaupt, 1976). Assim temos que as isoformas Bj-IV
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e Bj-V podem ser consideradas basicas ao evidenciar sua atividade étima em pH ao redor
de 8. (Figura 11).

Com relagcédo ao estudo que se verifica a atividade PLA, das isoformas frente a
diferentes temperaturas, foi possivel também constatar que tais enzimas sé&o
termoestaveis (Breithaupt, 1976; Deems e Dennis, 1995b; Holzer e Mackessy, 1996;
Beghini, et al., 2000; Bonfim et al, 2001; Ponce-Soto, et al., 2002). Tem sido registrado
que a PLA; de Naja naja naja é altamente estavel a temperaturas extremas tal como
100°C (Deems e Dennis, 1975a) assim como a PLA de Crotalus durissus terrificus mostra
uma alta atividade em temperatura em torno de 53-57°C (Breithaupt, 1976); apesar da
atividade de ambas isoformas de BthTX-Il de este trabalho ser 6tima em torno de 37 °C,
mesmo a 40-45 °C, estas ainda ndo haviam sofrido uma queda brusca na sua atividade
(Figura 12).

Sabe-se que as PLA; procedentes do veneno de serpentes mostram ser calcio-
dependentes, uma vez que ion calcio na concentragdo de 1 mM apenas, é um importante
cofator para que ocorra a catalise (Kini, 1997; Tu, 1977; 1982; 1991; Breithaupt, 1976;
Holzer e Mackessy 1996; Beghini, et al., 2000; Bonfim, et al, 2001; Ponce-Soto, et al.,
2002). No entanto, determinadas PLA; sdo também ativas cataliticamente por acdo de
outros ions divalentes como descrito por Breithaupt (1976) e Tu, et al., (1970) para PLA;
de Crotalus durissus terrificus, Crotalus atrox e Liticauda semifasciata.

Em nosso trabalho, as isoformas de BthTX-ll, pode ser considerado calcio-
dependentes pois, na auséncia deste ion a atividade catalitica é inibida. Outros ions
divalentes foram testados junto com calcio (1 mM) como Mn*2, Mg*?, Zn*? e Cu*? estes a
10 mM, com o intuito de se verificar a existéncia de alguma outra dependéncia para uma
atividade étima. Os demais ions testados, apesar de serem divalentes ndo contribuiram
para a atividade catalitica e ainda foram capazes de reduzir esta atividade, nas
concentragoes utilizadas.

Com os resultados demonstrados na Figura 13 percebe-se que na presenca de
célcio e em presenca dos outros ions divalentes ensaiados as enzimas tiveram alguma
atividade, embora pequena, talvez pelo fato destes ions terem um raio atbmico préximo ao
do caélcio. Dos ions testados na presenca de célcio (1 mM) somente o0 Mn*? (10 mM)
garantiu uma atividade catalitica alta para as isoformas de BthTX-II PLA; Bj-IV e Bj-V.
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O teste de atividade inibitéria da crotapotina permitiu verificar que as isoformas de
BthTX-Il, Bj-IV e Bj-V, encontram-se em torno de 50% inibidas, frente as crotapotinas
estudadas: Crotalus durissus collilineatus, Crotalus durissus terrificus e Crotalus durissus
cascavella. (Figura 14).

Houve uma sensivel diferenca entre as isoformas estudadas, sendo que a Bj-V foi
ligeiramente mais inibida que a Bj-IV. Com este resultado pode-se inferir que haja uma
crotapotina-like, também nos venenos botrdpicos, capaz de inibir a atividade catalitica das
PLA, D49, com isso a baixa atividade catalitica dos venenos botropicos pode ser

parcialmente explicada como ja discutido por Bonfim, et al, 2001.

Caracterizacao fisico-quimica das isoformas de BthTX-ll, Bj-IV e Bj-V PLA;
(D49).

Tanto as PLA, D49 quanto K49 precisam de residuos carregados positivamente
tais como Lisina, Arginina e Histidina para desencadear seu possivel efeito
farmacologico. Conforme Araujo, et al., (1996) as PLA, acidas nao causam processos de
miotoxicidade e provavelmente neurotoxicidade, portanto aminoacidos carregados
positivamente sdo extremamente importantes para a expressao da atividade
farmacoldgica (Gutierrez e Lomonte, 1995).

Em nossos resultados, a analise de aminoacidos (Tabela 1) mostrou que nao
existem grandes diferencas entre a BthTX-I e BthTX-Il (Bj-IV e Bj-V). A anélise da
composicao global de aminoacidos mostra que todas elas sdo semelhantes, ou seja,
possuem um carater tanto basico quanto hidrofobico, tornando este tipo de proteina
altamente estavel; provavelmente possuam 7 pontes dissulfeto e se encontram
constituidas de 121 residuos de aminoacidos.

A sequéncia da regido N-terminal mostrou que ambas isoformas possuem uma
alta homologia sequencial, assim como estrutural (Aradjo, et al., 1996; Arni e Ward 1996;
Gutiérrez, et al., 1995). Estes estudos tém mostrado que existem determinadas posicdes
extremamente conservadas. Na posicao 1 e 2 predomina a sequéncia de aminoacidos
(SL), na posicao 4 (E), na posicao 7 a 10 (KMIL), na posigao 12 e 13 (ET), na posi¢éao 21
(Y), na posicao 25-26 e 28-29 (GC e CQG) e na posicao 40 a 51 (TDRCCVHCCYK). Estas
sequéncias poderiam ter uma grande importancia estrutural dentro das PLA, miotdxicas

e neurotdxicas. Nas PLA, D49 existem varios residuos conservados que também
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possuem um papel crucial na expressao da atividade PLA,. Assim temos que as
seqliéncias de aminoacidos W/YCG-G (27, 28, 29 e 30) sao essenciais para a formacao
da alca de ligacdo do calcio e CCHDC (43, 44-47, 48-50) seria importante para a
atividade PLA; (Arni e Ward, 1996).

De acordo com o estudo de homologia sequiencial realizado com as isoformas Bj-
IV e Bj-V, existem algumas diferencas detectaveis, por exemplo, a substituicdo de (S)
por (D) na posicao 1; (W) por (F) na posicao 3; (F) por (W) na posigcao 5; (N) por (l) na
posicao 16 e (T) por (A) na posicdo 23. Apesar de todas estas mudangas ndo houve
diminuicdo da atividade catalitica nem da neurotéxica. Tais mudangas provavelmente
podem estar relacionas com alguns outros efeitos biol6gicos de importancia ou nao,
mas, que nao foram tratados no presente trabalho.

Por outro lado houve predominancia dos aminoacidos (L) na posi¢céo 1; (MIL) na
posicao 8 a 10; (ET) na posicao 12-13, (Y) na posicéo 21 e (GC e CG) na posigcao 25-26
e 28-29. A regiao responsavel para a formacao da alca de ligacdo do calcio também é
conservada (YCG-G-) na posicao 27 a 31 da cadeia polipeptidica.

Assim, a partir dos estudos de caracterizacao fisico-quimico das isoformas de
BthTX-1l Bj-IV e Bj-V (PLAy) revelou-se uma série de caracteristicas comuns: grau de
hidrofobicidade e basicidade semelhantes, massas moleculares similares, formagcao de

dimero e alta homologia sequencial.

Estudo da atividade bioldgica.

As neurotoxinas provenientes do veneno de serpentes sao substancias que afetam
particularmente a unido neuromuscular produzindo paralisia flacida. Essas toxinas podem
atuar interferindo no processo de liberacdo do neurotransmisor (atuando pré-
sindpticamente) ou ainda ligando-se aos receptores nicotinicos para acetilcolina (atuando
pbs-sinapticamente) (Rodriguez-Acosta, 2001).

Com respeito aos componentes neurotoxicos dos venenos de serpentes, 0s mais
bem descritos estdo na familia Crotalidae. Sabe-se que muitas destas neurotoxinas, em
condi¢des naturais, ndo sao capazes de penetrar a barreira hematoencefalica, mas que
em condi¢coes de profundas alteragdes do endotélio podem alcancar o sistema nervoso
central (SNC) e originar quadros patolégicos até agora pouco descritos (Monterrey, 2001).
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No entanto, como regra, os venenos bem como suas toxinas atuam perifericamente na
fungdo neuromuscular.

A capacidade bloqueadora neuromuscular de componentes presentes nos venenos
botrépicos tem sido descrita desde o trabalho pioneiro de Rodrigues-Simioni, et al., 1983.
De fato estes autores descreveram os efeitos da bothropstoxina, ensaiando a principal
fracdo ativa isolada do veneno total de Bothrops jararacussu, através de Sephadex G 150
e denominando, naquela fase do estudo, de pool IV. Em seguida, Homsi-Brandeburgo
(1988) utilizando Sephadex G 75 recuperou 0 mesmo pool IV, desta vez identificando
como SllIISPV, que foi denominada Bothropstoxina (BthTX) e posteriormente renomeada
como BthTX-I (Cintra, et al., 1993); a fragao SIIISPIV resultou na BthTX-Il, sendo descrita
como ativa cataliticamente (Asp-49) (Pereira, et al., 1998).

Desde os estudos feitos por Homsi-Brandeburgo, et al (1988) sobre a purificagdo da
BthTX-I e Cintra, et al (1993) sobre a BthTX-Il, até os recentes realizados por Bonfim, et al
(2001) sobre uma PLA; basica com atividade fosfolipasica, tém revelado que os estudos
sobre toxinas com atividade neurotoxica presentes nos venenos de Bothrops jararacussu
constituem uma nova abordagem no estudo dos venenos botrépicos.

Assim, estudos tém mostrado que outras espécies botrdpicas também possuem
efeito neurotéxico, como o reportado por Costa, et al (1999) que evidenciou que 0 veneno
de Bothrops pirajai possui um efeito miotdxico e neurotoxico, capaz de bloquear a
resposta contratil na preparacao extensor digitorum longus (EDL) de rato.

Cogo, et al (1993) mostraram que o veneno de Bothrops insularis também possui
um efeito neurotdéxico na preparacdo musculo biventer cervicis de pintainho em
concentracdes que nao afetam as respostas contraturantes a ACh e ao KCl e nem mesmo
interfere sobre a liberagdo de CK. Posteriormente, ficou demonstrado que a fracao
responsavel pelo efeito neurotéxico continha uma fosfolipase A, com atividade. catalitica.
(Cogo, et al., 1998).

Soares, et al.,, (2000) caracterizaram uma neurotoxina miotoxica, BnSP-7, uma
Lys49 fosfolipase A, de Bothrops neuwiedi pauloensis. Araujo, et al., (2002) também
observou que tanto o veneno como uma fracdo caseinolitica de Bothrops lanceolatus
possui um efeito neurotdxico sobre a preparacdo musculo biventer cervicis de pintainho,
assim como os estudos eletrofisiolégico mostraram que o veneno total € capaz de

aumentar ligeiramente a amplitude e freqiéncia dos potencias de placa em miniatura
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(PPM). Estes resultados sugerem que esta neurotoxina purificada atua exclusivamente de
forma pos-singptica e se trata de uma proteina de 27,5 kDa com estrutura néo
fosfolipasica e uma unica cadeia polipeptidica.

No presente trabalho foram caracterizadas farmacologicamente duas novas
isoformas de BthTX-Il, denominadas Bj-1V e Bj-V, em dois modelos bioldgicos diferentes
com o intuito de se estabelecer uma comparacao entre si.

As preparagbes de nervo-frénico diafragma interno de camundongo e musculo
biventer cervicis de pintainho tém sido amplamente utilizadas, frente as preparagdes de
musculo esquelético de rato ou mesmo sapo, que também sdo usadas para a investigacao
dos efeitos de toxinas na jungdo neuromuscular. (Hodgson and Wickramaratna, 2002).

A importancia de se estudar diferentes modelos se baseia no fato de que diferentes
espécies de serpentes exibem venenos com diferentes potencias sobre as varias
preparacdes bioldgicas. Assim, segundo Hodgson, et al., 1997, o modelo diafragma
interno de camundongo € marcadamente mais sensivel do que o biventer cervicis de
pintainho para a paradoxin, uma B-neurotoxina isolada do veneno da serpente Oxyuranus
microlepidotus. A mesma ordem de sensibilidade tem sido registrada para a taipoxin,
textilodoxin e notexin, todas p-neurotoxinas provenientes de serpentes elapidicas
Australianas, em contraste, com a crotoxina e a p-bungarotoxina que sao muito mais
potentes em pintainhos. (Chang, et al., 1985).

A caracterizacao neurotéxica feita a partir do veneno total de Bothrops jararacussu
e de suas fragoes de interesse, Bj-1V e Bj-V, no modelo nervo frénico-diafragma isolado de
camundongo mostrou que tanto o veneno total quanto as isoformas de BthTX-Il sdo bem
menos ativas que os venenos crotalicos, ja4 que estes ultimos levam a um bloqueio da
transmissdo neuromuscular muito mais rapidamente e usando-se baixas concentracoes;
no entanto, ndo se pode negar que o veneno botrépico e suas isoformas exibem também
uma leve agado neurotdxica. Pode-se determinar assim, um grau de neurotoxicidade a
partir das fracdes e do veneno estudado, sendo que a neurotoxidade decresce no sentido:
Bj-VII (proveniente da BthTX-I), veneno total, Bj-IV e finalmente, Bj-V (Figura 16, 17, 18 e
19). Os tempos para se obter 50% de bloqueio parecem nao ser dose-dependente, mas
para o caso do veneno total e Bj-VII (BthTX-1) sim (Tabela 2).

As neurotoxinas presentes nos venenos de serpentes que desencadeiam paralisia

neuromuscular agem pré-juncionalmente causando interferéncia na liberagcdo ou sintese
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de acetilcolina (ACh) ou p6s-juncionalmente bloqueando os receptores para a acetilcolina.
Estes diferentes mecanismos de acado nao podem ser facilmente diferenciados usando-se
as preparagoes nervo frénico-diafragma isolado de camundongo, mas podem ser
diferencialmente demonstrados usando-se a preparacao biventer cervicis de pintainho
(Harvey, 1994). Uma neurotoxina pré-sinaptica ativa pode abolir a resposta contratil
evocada sem afetar as respostas aos agonistas colinérgicos ou as respostas a
estimulacao direta pelo KCI. Neurotoxinas ativas pés-sinapticamente bloqueiam respostas
aos agonistas dos colinoreceptores tanto quanto a estimulacao indireta, mas podem néao
afetar as respostas a elevadas concentragoes de potassio ou a estimulagéo direta.

Em nossos experimentos no modelo biventer cervicis de pintainho, ndo houve
relevante atividade neurotéxica, indicando assim que este modelo ndo é sensivel ao
veneno em questao e suas fracées derivadas, tanto nas doses de 50 e 100 ug/ml. (Figura
20, 21, 22 e 23).

Na dose de 50 ug/ml somente a fracdo Bj-1IV ndo mostrou diminui¢cdo nas curvas de
ACh mas, para a dose de 100 ug/ml tanto o veneno total quanto as fracées estudadas (Bj-
IV, V e VIl) revelaram curvas de ACh (25 e 50 ug/ml) diminuidas. Seriam necessarios
estudos mais detalhados, usando por exemplo as técnicas de eletrofisiologia, para
dizermos sobre possiveis efeitos pds ou pré-sinapticos, ja que os resultados obtidos a
partir da preparagdo biventer cervicis de pintainho ndo foram tdo esclarecedores. No
entanto, com relagdo a adicdo de KCI (75 ug/ml) houve uma marcante diminuicao da
resposta contraturante, confirmando assim o carater miotdxico do veneno botrépico.

Este resultado mostra que a resposta contraturante a acetilcolina nao foi
significativamente diferente entre o veneno total de Bothrops jararacussu e as
respectivamente fracbes estudadas, Bj-IV, Bj-V e Bj-VII, no entanto o resultado obtido a
partir da resposta para o KCI revelou indiretamente um efeito miotéxico, como ja é

conhecido na literatura para a BthTX-II.
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6. Conclusao:

Neste trabalho isolamos duas isoformas de BthTX-Il (PLA2) D49 denominadas Bj-1V
e Bj-V, ambas foram purificadas em um s6 passo cromatogréafico, usando uma coluna de
troca ibnica SP 5 PW Protein Pack (Waters). A partir dos resultados anteriormente
descritos, como: purificacdo em HPLC de fase reversa, eletroforese, composicao e
seqliéncia de aminoacidos, pode-se afirmar que se trata de novas isoformas de BthTX-l
(Bj-IV e Bj-V) pois, possuem quase o mesmo grau de hidrofobicidade, baseados nos
tempos de retencao muito proximos, massas moleculares praticamente iguais, tendéncia a
formar dimeros quando em solucdo, atividade fosfolipasica parecida e alta homologia na
composi¢cdo de aminoacidos. O sequenciamento da regido N-terminal também revela

informacdes sobre o grau de semelhanca entre tais isoformas de BthTX-II (Bj-IV e Bj-V).

Os estudos cinéticos mostram que ambas isoformas de BthTX-II, Bj-IV e Bj-V, séao
PLA; basicas D49 estaveis e mostram uma série de caracteristicas comuns tais como
alto grau de hidrofobicidade e basicidade semelhante, massas moleculares similares,

formam dimeros e possuem uma alta homologia seqlencial.

Os resultados farmacologicos mostraram que ambas isoformas podem ser
consideradas como neurotoxinas que agem na jungao neuromuscular ao produzirem um
blogueio da resposta contratii nas dosagens estabelecidas e ao evidenciarem um
comportamento diferenciado em ambas as preparagcbes. Estas isoformas em nervo
frénico-diafragma isolado de camundongo mostram-se muito mais ativa que em biventer
cervicis de pintainho. Assim pode-se considerar que tais isoformas de BthTX-Il sejam n&o
s6 miotoxinas, mas também neurotoxinas, apesar de menos potente quando comparadas
com as PLA; crotélicas. A literatura relata que as PLA; provenientes da serpente Bothrops
Jararacussu sao miotdxicas, mas, pouco se dizia com relacdo a neurotoxicidade

demonstrada no presente trabalho.

Estudos de cristalizacao ou eletrofisiologia poderéo revelar muitas informacdes que
ajudardo a entender essa intrincada relagdo que existe entre estrutura e fungdo de

proteinas, o que reforcaria melhor tanto a caracterizagao bioquimica quanto a biolégica.
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