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ABREVIACOES

PLA2 FOSFOLIPASE A2

DTT DITIOTREITOL

EDTA ACIDO ETILENO DIAMINO TETRACETICO

kDa KILODALTON

M MOLAR

PAGE ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA
PM PESO MOLECULAR

PITC FENILISOTIOCIANATO

5-HT 5-HIDROXITRIPTAMINA

PTH FENILTIOHIDANTOINA

SDS DODECIL SULFATO DE SODIO

TEMED N-N-N'-N'- TETRAMETILETILENODIAMINA
TFA ACIDO TRIFLUOROACETICO

TRIS TRIS HIDROXIMETIL AMINO METANO

sn-2 LIGACAO ESTER DO CARBONO 2 DO FOSFOLIPIDEO



ABREVIACOES PARA AMINOACIDOS

AMINOACIDOS ABREVIACAO SIMBOLO
TRES LETRAS UMA LETRA

ALANINA Ala A
ARGININA Arg R
ASPARAGINA Asn N
ACIDO ASPARTICO Asp D
CISTEINA Cys C
GLUTAMINA Gln Q
ACIDO GLUTAMICO Glu E
GLICINA Gly G
HISTIDINA His H
ISOLEUCINA Tle I
LEUCINA Leu L
LISINA Lys K
METIONINA Met M
FENILALANINA Phe F
PROLINA Pro P
SERINA Ser S
TREONINA Thr T
TRIPTOFANO Trp W
TIROSINA Tyr Y
VALINA Val \

Segundo nomenclatura IUPAC
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Resumo

Bothropstoxina II (BthTX-II) com atividade fosfolipasica A, residual, ¢ uma
proteina unica com peso molecular calculado de 13.976 € parcialmente

responsavel pela atividade miotoxica do veneno de Bothrops jararacussu.

A estrutura primaria da BthTX-II, determinada por sequenciamento
automatico direto da regido N-terminal (32 residuos) da proteina reduzida e
carboximetilada e por sequenciamento automatico dos peptideos
provenientes das clivagens enzimaticas com protease Vg de Staphylococcus

aureus ¢ clostripaina de Clostridium hystoliticum, ¢ a seguinte:

DLWQWGQMILKETGKLPFPYYTTYGCYCGWGGRGKPVDPTDR
CCFVHDCCYKVTNYCPKKNDRYSYSRVSYNYCLGGPCDKOQICEC
DKAIAVCFRENLGTYNKKAYYHLKPFCKEPAETC

O alinhamento desta sequéncia com outras PLA,s e miotoxinas com

estrutura de PLA, mostram um alto grau de homologia.

Apesar do residuo Asp-49 ter sido apontado por muitos autores como sendo
fundamental para a atividade fosfolipasica A, desta familia de proteinas,

BthTX-II possui atividade catalitica residual sobre lecitina de gema de ovo.

A formagdo local de edema é o acontecimento mais comum decorrente da
picada de uma serpente. A resposta edematogénica da BthTX-II em ratos,

foi de inicio rapida, atingindo a resposta maxima entre 30 ¢ 60 minutos apos



a inje¢do, decaindo sensivelmente apds este intervalo. O tratamento prévio
dos animais com cyproheptadina (antagonista de histamina e serotonina)
praticamente aboliu a resposta edematogénica da BthTX-Il, indicando que o
edema é decorrente da degranulagdo de mastdcitos in vivo. De fato, estudos
prévios demonstram que esse ¢ o mecanismo pelo qual diversas PLA,s sdo

edematogénicas em ratos.

O desenvolvimento do edema decorrente da inje¢cdo de BthtX-II,
consequéncia da liberacdo de histamina e serotonina (5-HT) oriundas de
mastocitos corrobora os dados obtidos por outros autores, sugerindo que a

primeira agdo irritante de PLA,s é a liberagdo de aminas de mastocitos .

Sendo assim, a atividade inflamatéria de PLA, pode ser atribuida a um
efeito direto, ndo enzimatico. Esses dados refor¢am a evidéncia de sitios
independentes para a expressdo das atividades enzimatica e farmacologicas

destas moléculas.

O fato de BthTX-II se apresentar como uma miotoxina PLA, Asp-49 e
possuir atividade catalitica residual sugere a necessidade de uma revisdo da

forma de classificagdo desta familia de proteinas.
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Introducéo

Fosfolipases Ay (PLAjs), também conhecidas como fosfatidil acil-hidrolases
(E.C.3.1.1.4), sdo enzimas lipoliticas que agem especificamente na catalise da
hidrolise da ligagdo éster na posigdo 2- acil (sn-2) dos L-fosfolipideos, que sdo
considerados substratos igualmente adequados para os processos hidroliticos

catalisados pelas demais fosfolipases (A1, C, D) (Slothoom e cols., 1982). (Fig.1).

A reagdo catalizada pela PLA; € dependente de calcio e proporciona a liberagéo de
acidos graxos e lisofosfatideos (Hanahan, 1971). Resultados obtidos com
experimentos de marcagio e cristalografia de Raio-X da PLA2 pancreatica bovina,
na presenca de ions Ca++, demonstraram que o aminoacido Asp-49 € o residuo
responsavel pelo controle de ligagdo destes ions (Lee & Ho, 1978; Chang e

cols.,1987).

As PLAj»s sio consideradas como modelos nos processos cataliticos que se
desenvolvem na interface lipideo/agua, pois atuam preferencialmente em substratos
agregados como micelas, bicamadas ou lipoproteinas. Isto explica a ampla
distribui¢do das PLLAjs no reino animal com presenga demonstrada em organelas
“subcelulares, extracelulares, bem como a sua participagdo em inimeros fendmenos

fisiopatologicos e/ou fisiologicos (Fleer e cols., 1981).

Historicamente, as primeiras PLAjs caracterizadas detalhadamente foram as

pancreaticas (mamiferos) e as de venenos de varias serpentes. Estas PLAjs
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apresentam alta homologia sequencial e sdo evolutivamente relacionadas, formando
a super-familia das PLAjs de baixo peso molecular (Grupos I e II, Dennis, 1994).
Esta super- familia de proteinas inclui algumas das PLA>s melhores caracterizadas
do ponto de vista estrutural e de mecanismo de agdo. Acredita-se que 0s genes
ancestrais para estes grupos divergiram ha mais de 200 milhdes de anos (Davidson

& Dennis , 1990).

A O
A2 | !
0 "CHy — 0 — ¢ R
[ » |
RZ — C¢c O~ C H ©
| |
3CHp, — 0 , P, O X
1
Cqi1 O_ D

Figura 1: Local de hidrdlise das diferentes fosfolipases nos fosfolipideos.

Estudos com mais de 50 PLA»s de diferentes familias revelaram caracteristicas em
comum : baixa massa molecular (14 kDa), uma o-hélice amino terminal anfipatica,
. . ++ e s ,
uma regido molecular para ligagdo de Ca ', um sitio ativo e um grande nimero de
pontes de dissulfeto intramoleculares (geralmente sete, mas existem variag3es).

3 : o , ++
Estas PLAjs sdo relativamente termoestaveis e requerem ions Ca ~ para sua

atividade (Yang & cols., 1981).

Apesar destas similaridades, ha certas diferengas estruturais que permitem a

classificagdo destas enzimas em dois diferentes grupos: Grupo I que compreende as
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enzimas encontradas principalmente no pancreas de mamiferos € nos venenos
Elapidicos e Hidrofidicos, e Grupo I, onde se encontram as enzimas dos venenos

Crotalidicos e Viperidicos (Davidson & Dennis 1990).

A diferencga estrutural entre esses dois grupos consiste na presen¢a de uma ponte
de dissulfeto invariavel entre os residuos de meia cistina 11 e 77 no grupo I, e que

esta ausente nas PLA»s do grupo I (Muherjee e cols., 1994).

FOSFOLIPASES Az DE VENENOS DE SERPENTES

Sabe-se desde 1902, que os venenos de serpentes possuem atividade hemolitica
diretamente relacionada com os lipideos das membranas celulares (Kyes, 1902).
Em 1933, King e Nolam, demonstraram que a capacidade de degradar lipideos de
gema de ovo, era dependente de uma fragdo do veneno de Bothrops atrox,

identificada posteriormente como sendo uma PLA, (Chargaff & Cohen, 1939).

Para compreender melhor a interagdo da enzima com a interface de lipideos
Hughes em 1935, introduziu o uso de filmes monomoleculares na enzimologia de
lipideos. Neste caso, mudangas no potencial de superficie foram medidos para

monitorar a hidrolise da monocamada lipidica.
Posteriormente o uso inovador de fosfatidilcolinas sintéticas de cadeia curta

permitiu aprimorar os ensaios enzimaticos, facilitando a identificacio e

caracterizacdo das PLA>s (Hanaham, 1952).
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Fosfolipases A, de venenos de serpentes sio extensivamente utilizadas como
sondas enzimaticas para se estudar a fungfo e a organizagido de fosfolipideos de
membrana de eritrocitos. Shukla e colaboradores (1982) , determinaram diferentes
dominios de fosfatidilcolina nas membranas de eritrocitos humanos através do uso
de PLA2s acidas e basicas de Agkistrodon halys blomhoffi. Posteriormente,
Gascard e colaboradores (1993), utilizando PLAjg; de venenos de abelhas,
verificaram a existéncia de 2 dominios de fosfatidilinositol 4-fosfato em eritrocitos

humanos, os quais respondem diferentemente a agdo destas PLA2g.

Dennis e colaboradores (1973), utilizando PLA, de Crotalus durissus terrificus,
determinaram que o pH 6timo para a hidrolise era por volta de 8.0 e que ions ca’t

eram requeridos para a atividade enzimatica

As similaridades de estrutura e atividade biologica entre as PLLA»s pancreaticas e as
de veneno podem ser explicadas tanto do ponto de vista embriolégico como
evolutivo. De acordo com Heinrikson e colaboradores (1977), tanto as glandulas
saltivares quanto as pancreaticas e as de veneno possuem cé€lulas acinares, as quais

sdo provenientes de uma mesma deriva¢io embriologica.

MIOTOXINAS COM ESTRUTURA
DE FOSFOLIPASE A

As miotoxinas estdo presentes em uma série de venenos de serpentes € sdo toxinas
capazes de provocar dano aos musculos, efeito conhecido como miotoxicidade.

Muitas delas sdo PLAjs basicas, que além da miotoxicidade apresentam outras
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atividades biologicas como neurotoxicidade, cardiotoxicidade e atividade
inflamatoria (Rosenberg, 1990). Varias PLAjs miotoxicas foram isoladas de
venenos de diferentes espécies de Bothrops . Muitas delas sdo PLAs
enzimaticamente ativas, (PLAjs Asp-49) como a miotoxinade B. atrox,
a SIII - SpVI de Bothhrops. insularis € a miotoxina de Bothrops godmani
(Gutiérrez e cols., 1984; Lomonte e cols., 1990 ; Gutiérrez e cols., 1991; Diaz e
cols., 1992).Além disso, ha um grupo de miotoxinas com deficiéncia ou atividade
de PLAj muito baixa, embora dados bioquimicos e imunolégicos indiquem que sio
PLAjs analogas (PLAjs Lys-49) (Maraganore, 1984). A miotoxina II de B. asper,
as miotoxinas I e II de Bothrops moojeni, a miotoxina de Bothrops nummifer, a
bothropstoxina- I de Bothrops jararacussu , a miotoxina 1 de Bothrops pradoi e a
miotoxina II de Bothrops godmani pertencem a este grupo. ApOs injegdo
intramuscular em ratos, todas essas toxinas induzem mionecrose por afetar
primeiramente a integridade da membrana plasmatica das fibras musculares

(Lomonte e cols., 1994)

Com base em suas propriedades farmacologicas e bioquimicas, essas miotoxinas

podem ser sub-divididas em 3 grupos:

a: toxinas basicas de baixo peso molecular, presentes no veneno de cascavéis.

b: PLA»>s neurotoxicas e miotoxicas.

¢: miotoxinas nio neurotoxicas com estrutura de PLAj.

Nosso interesse em particular se atém ao item C.

15



As miotoxinas com estrutura de PLA) s@o proteinas basicas isoladas dos venenos
dos géneros Bothrops, Agkistrodon e ITrimeresurus.(Mebs & Samejima, 1986,
Gutiérrez e cols., 1986, Homsi-Brandeburgo e cols., 1988: Lomonte & Gutiérrez,

1989).

Algumas PLA,s miotdxicas apresentam atividade enzimatica, outras ndo. Essa
auséncia de atividade enzimatica de PLA; como, por exemplo, o da miotoxina II de
B.asper, pode ser devido a troca de alguns aminoécidos, neste caso, asparagina na
posi¢do 28, leucina na posi¢do 32 e lisina na posi¢do 49 (Francis e cols., 1991).
Nas PLAjs que expressam atividade enzimatica, estas posi¢des sdo altamente
conservadas e sdo ocupadas por tirosina, glicina e aspartato, respectivamente
(van der Berg e cols., 1989). Apesar desta auséncia de atividade enzimatica de
PLA), estas proteinas, apresentam semelhancas com as PLAjs quanto as
propriedades bioquimicas tais como peso molecular (PM), ponto isoelétrico (Pi) e
composi¢do em aminoacidos (Lomonte & Gutiérrez, 1989; Mebs & Samejima,

1986).

A falta de atividade enzimatica de algumas destas PLA,s miotoxicas torna-se
intrigante, uma vez que elas apresentam similaridade quimica e imunoldgica com
PLAjs enzimaticamente ativas. Semelhantemente a PLLA, pancreatica, estas PLA»s
conservam os residuos envolvidos no sitio catalitico (His-48, Asp-99 e uma
molécula de agua). Portanto, era de se esperar que o mecanismo catalitico proposto
representasse 0 modo de agdo de todas as espécies de PLAys (Maraganore &

Heinrikson, 1986).

Recentemente, foram isoladas PLAjs dos venenos de Agkistrodon piscivorus

piscivorus e B.atrox, contendo um residuo de lisina na posi¢do 49, e foram
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denominadas como PLA-"like" (PLA, Lys-49) (Maraganore e cols., 1984,1986,).
Embora, Maraganore e colaboradores (1984), tenha as caracterizado como PLA2s
ativas, dados recentes demonstram que elas possuem baixa atividade enzimatica, a
qual poderia ser atribuida a uma contaminagdo com uma PLA) Asp-49. Fosfolipase
A2 de Trimerusurus flavoridis, com lisina na posi¢do 49 ao invés, de aspartato,

possui somente 1.5 - 1.7% de atividade de PLA, (Maraganore e cols., 1986).

Pouco € conhecido com respeito aos detalhes do mecanismo de agido destas
toxinas. Gutiérrez e colaboradores (1984), estudaram as alteragdes causadas sobre
musculo esquelético pela miotoxina de B. asper, demonstrando que, apds injegdo
intra-muscular em camundongos, esta toxina induzia um rapido aumento nos niveis
de creatina quinase. Mostraram ainda que estas toxinas atuam afetando a

integridade funcional e estrutural da membrana plasmatica .

Ownby e colaboradores (1976), observaram que a miotoxina A de Crotalus viridis
viridis, quando injetada em musculos, induzia vacuolizagdo e progressiva
destrui¢do tecidual. Crotamina, miotoxinas I e 11, e 3 outros polipeptideos basicos

de venenos de serpentes, também induziram vacuolizagdo de células musculares.

Gutiérrez e colaboradores (1989), sugeriram que as miotoxinas se ligam e
penetram na bicamada de lipideos por meio de interagdes hidrofobicas que induzem
uma desorganiza¢io de membrana. Harris, j4 em /984, reportou que essa
desorganizagdo da membrana pode ocasionar um aumento inespecifico na
permeabilidade para macromoléculas ou ions, resultando num influxo de Ca++, que
pode ativar ou estimular a contragdo de miofilamentos, envenenar as mitocondrias
por sobrecarga de Ca++, podendo causar autolise das fibras musculares por

++
ativagdo de PLAjs enddgenas e de proteases dependentes de Ca . A nivel
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estrutural, as primeiras alteragGes morfologicas observadas sdo a hipercontragdo de
microfilamentos, provavelmente devido ao influxo de Ca++' Um segundo estégio,

que ocorre entre 3 a 6 horas apos a injegdo da miotoxina, € caracterizado pela
presenga de células com lesdo delta, quando as miofibrilas sao mais homogéneas e
hialinas. Apds 24 a 48 horas ou mais, as células do tecido muscular necrosado sio
invadidas por c€lulas que participam do processo inflamatoério as quais removem os
fragmentos celulares e inicia-se o estagio de regeneragdo muscular (Harris, 1984;

Lomonte e cols., 1994).

No entanto, os eventos fisioloégicos ou bioquimicos que causam vacuolizagio e
destrui¢do do tecido ainda ndo foram esclarecidos. Uma possibilidade é que a
toxina atue em um fluxo de ions para produzir um desbalango no potencial
eletrolitico de membrana (Baker e cols., 1993). Seguindo este pensamento, existem
duas propostas que suportam esta hipotese. A primeira, através de um trabalho
mostrando que miotoxina A e crotamina parecem interagir com canais de sodio em
sitios distintos daqueles da tetrodotoxina, veratridina ou toxina II de anémona do
mar (Hong & Chang, 1985). Assim, a permeabilidade para sddio aumentada
resultaria em um acumulo intracelular de ions Na+, sendo acompanhado de
infiltracdo de fluidos e, provavelmente inchamento de reticulo sarcoplasmatico.
A segunda proposta esta fundamentada nos resultados de Utaisinchareon e
colaboradores (1991), onde é demonstrado que a miotoxina I interage com
++

Ca -ATPase de reticulo sarcoplasmatico. Desta forma, o efeito da toxina no fluxo

++
intracelular de Ca  produziria inchamento e eventual lise e morte celular.
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MECANISMO CATALITICO
DE FOSFOLIPASES A,

O mecanismo catalitico das PLAjs de baixo peso molecular (14 kDa) ja foi
detalhadamente estudado. Os residuos que participam da al¢a de ligagdo para ions
CaJr+ nas PLAjs classicas sdo, Tyr-28, Gly-30, Gly-32 e Asp-49 . A unidade
catalitica € formada por His-48, Asp-99 e uma molécula de agua. A fungio desta
triade catalitica acredita-se ser analoga ao das serino proteases. No entanto, o
nucleofilo no caso das PLAj»s € uma molécula de agua (Fremont e cols., 1993). A
modificagdo quimica do residuo His-48 pelo agente brometo de p-bromofenacil
resulta em inativa¢do da enzima. Os residuos His-48, Asp-49 do sitio catalitico, e
os residuos da alga de ligagdo para ions Caﬂl_+ sdo invariantes nas PLAjs classicas.

Ainda mais, o par His-48: Asp-99 s3o considerados os “pontos-chave” destas

enzimas (Yang e cols., 1981; Dupureur e cols., 1992a e b).

A cadeia lateral da His-48 nas PLAjs atua como um sitio catalitico acido - base,
abstraindo um proton de uma molécula de agua, originando um estado negativo
transitorio. A His-48 protonada € estabilizada por uma rede de pontes de
hidrogénio incluindo o radical P-carboxilato do residuo Asp-99. Este estado
transitorio intermediario é estabilizado pela interagio com o ion calcio e pelo
radical amida do residuo Gly-30. O ion calcio é também coordenado em um
complexo com o fosfato do substrato fosfolipidico e com o radical B-carboxilato do
residuo Asp-49. O estado transitorio origina produtos como o radical imidazol do
residuo His-48 que doa um préton para o sn-2 oxigénio éster, levando a formagéao

de um lisofosfolipideo e um acido graxo (Fremont e cols., 1993).
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Um mecanismo diferente foi sugerido para as PLAjs Lys-49 ("PLAjs-like") de
venenos de serpentes, nas quais a formagdo do complexo catalitico envolve a
adicdo de ions Ca++ de uma forma diferente das PLAjs Asp-49, conferindo as
PLAjs Lys-49 baixa atividade enzimatica (Maraganore e cols., 1984; Lombardo

& Dennis, 1985; Arni & Ward, 1995) .

O mecanismo catalitico de outras PLAjs de alto peso molecular (intracelulares)
ainda ndo foi totalmente elucidado, mas ao que se sabe, parece diferir das enzimas

de baixo peso molecular (Bell & Biltonen, 1992).

ATIVACAO DE FOSFOLIPASES A2

Algumas PLAjs de baixo peso molecular (enzimas pancreaticas) sd0 monoméricas
em solug¢do, enquanto outras formam dimeros (PLAy de Crotalus atrox). Outras
PLAjs dimerizam somente quando se encontram em altas concentragdes (PLA; de
Naja naja) (Griffin & Aird, 1990). Formas triméricas e formas contendo
subunidades chaperdnicas foram descritas em venenos. No entanto, estas formas
triméricas podem representar um estado inativo da enzima. Postula-se que este
estado oligomérico ndo tenha participagdo no processo catalitico, mas possa
ocorTer in vivo como um mecanismo para manter a proteina em uma forma inativa
nas glindulas de veneno de serpentes, onde sdo encontradas em altas
concentragdes. Estas enzimas permaneceriam entdo num estado "dormente” até sua

atividade ser requerida (Mebs & Ownby, 1990).
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Todas as PLAjs, sem exce¢do, mostram um aumento de sua atividade catalitica
quando em contato com agregados fosfolipidicos. Este fendmeno ¢ denominado
reconhecimento interfacial. Embora a ativagdo interfacial seja comumente
observada em PLAjs monoméricas, até o momento nio foi possivel demonstrar
este periodo de "laténcia" nas PLAjs diméricas, como por exemplo aquela do
veneno de Crotalus atrox. Esta enzima, ao que parece, ndo requer ativagdo como

um pré-requisito para o reconhecimento do substrato (Krizaj e cols., 1991).

Muitos autores estabelecem que a ativagdo de PLAjs monoméricas em solug@o,
bem como na interface lipidica, seja devido a uma transferéncia de grupos acil
(transferéncia catalizada pela propria enzima) do substrato para dois residuos de
lisina localizados na por¢do NH,-terminal da enzima (Lys-7 e Lys-10) (Dennis,
1994). Entretanto, PLA) de pancreas de suinos sdo monoaciladas na posigdo 56
(Lys-56), ou seja, essa acilagdo pode ocorrer de uma forma aleatoria nas diferentes
posi¢des dos residuos de lisina na estrutura primaria da proteina, mas, sempre
promovendo a formagdo de um dimero cataliticamente mais eficiente. Estes autores
postulam ainda que, a ativagiio e o reconhecimento interfaciais sejam devidos a
aciliagdo e dimerizagdo respectivamente, e ainda mais, estes dois fendmenos estio
intrinsicamente relacionados, mas somente no caso das PLAjs monoméricas

(Fremont e cols., 1993).
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FUNCAO DE FOSFOLIPASES A2

Em relagdo a fungdo, as PLAjs podem ser classificadas em regulatorias e
digestivas. As PLAjs regulatorias sdo principalmente as enzimas associadas com a
cascata do acido araquidonico, que fornece substrato(s) para o metabolismo de
moléculas bioativas, potentes mediadores do processo de inflamagio. As enzimas
pertencentes a este grupo estdo relacionadas com muitas doengas inflamatorias
como artrite reumatéide, pancreatite, com a insuficiéncia renal aguda etc.
As fosfolipases C pertencem também a este grupo, e estdo relacionadas com o ciclo
do fosfatidilinositol, e tém sido encontradas em varios tipos de células e tecidos.
As PLAjs responsaveis pela manutengao do grupamento acil dos fosfolipideos de
membrana durante o ciclo de deacilagdo-reacilagio também sdo denominadas como
PLAjs regulatorias, bem como as que estdo envolvidas no processo de estimulagdo

da proliferagio celular (Vadas, 1983; Waite, 1987 ; Wijkander & Sundler, 1989).

A segunda classe de PLA)s sdo as digestivas, em particular as pancreaticas e as de
venenos de serpentes, sendo que estas Gitimas podem ser denominadas como
toxinas-sitio dirigidas, exercendo a¢des cardiotoxicas, neurotoxicas, miotoxicas e

também inflamatorias (Mebs & Ownby, 1990).

De modo geral as PLAjs estdo envolvidas em varios eventos celulares e teciduais ,
sendo que a correlagdo entre atividade de PLA, e suas diferentes fungdes
fisiologicas tem sido o maior desafio para os bioquimicos que estudam este

intrigante grupo de enzimas (van der Berg, 1989; Mukherjee e cols., 1994).
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RELACAO ESTRUTURA - FUNCAO
DE FOSFOLIPASES A,

Apesar da alta homologia em relagdo a estrutura primaria, secundaria e terciaria
das PLAjs de venenos com as PLAjs ndo toxicas de pancreas de mamiferos, estas
enzimas s3o capazes de produzir diferentes efeitos farmacologicos (van den Berg,

1989) .

A relagdo estutura-fungdo de PLA»s ainda ndo esta totalmente clara. Sistemas de
modificagdo quimica e caracterizagdo destas enzimas sugerem a presenca de sitios
separados, embora justapostos, para a expressdo das atividades enzimatica de PLA,

e farmacologicas deste grupo de proteinas (Rosenberg e cols., 1989).

Varios ensaios técnicos tém sido utilizados para a identificagdo de sitios
farmacologicos especificos como os neurotoxicos, miotdxicos e os anticoagulantes.
Desde que Volwerk e colaboradores (1974), demonstraram que PLA) de pancreas
de suino podia ter sua atividade catalitica totalmente inativada por alquila¢do do
residuo His-48 com brometo de p-bromofenacil, este procedimento tem sido
largamente utilizado para a compreensdo do mecanismo toxico e enzimatico destas
proteinas (Takasaki e cols., 1990). Estudos posteriores de metilagio de His-48
mostraram uma sensivel diminui¢do da atividade enzimatica e do potencial letal de

PLA; de Naja nigicollis e de Naja naja atra (Babu & Gowda, 1991)
Estudos de modificagdo quimica demonstraram que € possivel dissociar atividade

enzimatica das propriedades farmacologicas (Verheij e cols., 1980). Alguns

trabalhos revelam que a por¢dio NHj-terminal das PLAjs é importante para a
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bifuncionalidade destas moléculas (Chu e colaboradores, 1993). A remogdo do
octapeptideo NHj-terminal da miotoxina II de B. asper reduziu significativamente
o efeito de desorganiza¢do de membrana, bem como a atividade miotoxica desta
proteina (Diaz e colaboradores, 1994). Muitas PLAjs de venenos de serpentes tém
sido tratadas com brometo de cianogénio a fim de clivar a regido NH)-terminal, ja
que o residuo Met-8 ¢ altamente conservado em muitas destas enzimas (Chwetzoff
e cols., 1989 : Chu e cols., 1993). No caso de nigexina (PLA2 de Naja nigricollis),
a remogdo desta regido levou a uma eliminac¢do de seus efeitos citotoxicos (Diaz e

cols., 1994).

Outros residuos de aminoacidos de interesse biologico tém sido modificados
quimicamente nas PLAjs a fim de se estudar o comportamento catalitico e tdxico
destas proteinas, como por exemplo, a modificagio de residuos de lisina. A
modificagdo destes residuos diminuiu sensivelmente a atividade citotoxica de varias

PLAs (Chewetzoff, 1990).

Sulfonilagdo de Tyr-68 demonstrou uma acentuada dissociagdo de efeitos
enzimaticos e efeitos biologicos de PLA2s como: a¢do hemolitica, atividade

anticoagulante, atividade cardiotoxica (Babu & Gowda, 1991).

Sendo assim, a sequéncia de aminoacidos das PLAjs ¢ fundamental na
determinagdo dos elementos estruturais e para a expressio das propriedades
biologicas destas moléculas. O mecanismo de indugdo de efeitos farmacologicos
reflete os dominios estruturais desta familia de proteinas (Yang & Lee, 1986, Yang,

1994).
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O objetivo deste trabalho foi a determinag@o da estrutura primaria da BthTX-II
(uma miotoxina fosfolipasica A, do veneno de Bothrops jararacussu), bem como a

avalia¢do de sua atividade inflamatoria em edema de pata de rato.
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MATERIAIS E METODOS
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Materiais e Métodos

A PLA2 de Bothrops jararacussu (BthTX-II) utilizada neste projeto, foi
gentilmente cedida pelo Prof Dr. José Roberto Giglio, Depto de Bioquimica,
FMUSP - Ribeirdo Preto, e foi purificada de acordo com o método descrito por

Homsi-Brandeburgo e colaboradores, (1988.)

ELETROFORESE EM GEL POLIACRILAMIDA

A eletroforese em gel de poliacrilamida foi realizada seguindo-se o método descrito

por Laemmli , (1970) .

As placas de poliacrilamida foram feitas de modo descontinuo, apresentando gel de
concentragdo a 5% e o gel de corrida a 15%. As placas foram preparadas
utilizando-se uma solugo de acrilamida estoque (Bio Rad Labs. Richimond, Cal.) a
30% e outra de N-N-metileno-bisacrilamida (Bio Rad Labs. Richimond, Cal) a
0,8%, ambas dissolvidas em agua deionizada pelo sistema Milli-Q (Millipore-
Waters Corporation) filtradas em papel de filtro (Whatman n°1) e mantidas a 4°C
em frasco ambar. O gel de concentragdo a 5% foi preparado utilizando-se tampao
Tris-HC1 (0,125 M, pH 6,8), e o gel de corrida foi feito utilizando-se o tamp@o
Tris-HC1 (0.3 M, pH 8.8). Ambos os géis com 0.1% (p/v) de SDS foram
polimerizados com 0.1% (v/v) de N-N-N'-N"-tetrametiletilenodiamina (TEMED) e
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0,01% de persulfato de amonio. A eletroforese foi realizada em um sistema duplo

de placas “SE 250 might small I da Hoefer”.

As amostras foram padronizadas para conterem de 5 a 50 pg de proteinas. As
amostras foram dissolvidas no tampdo da amostra (tampdo Tris-HCl 0,08M,
pH 6.,8; 2% SDS; 10% de glicerol € 0,1% de azul de bromo fenol). As amostras
foram reduzidas com Ditiotreitol (DTT), cuja concentragido final foi de 0,1M.
Foram utilizados marcadores Pharmacia (Electrophoresis Calibration Kit LMW). A
eletroforese foi realizada em tampdo de corrida Tris-HCl (0,025 M), Glicina

(0,192 M) com SDS a 0.1% (pH 8,3) a 100 V/constantes.

O gel foi retirado do sistema de placas e corado com solugio de azul de coomassie
a 0,1% em acido acético, metanol e agua na proporg¢io de (1:4:5) (v/v) durante 3
horas, e em seguida foi descorado em solug@o de acido acético, metanol e agua na

proporgio de: (1:4:5) (v/v).
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ELETROFORESE EM GEL DE
POLIACRILAMIDA EM CONDICOES
NAO DISSOCIANTES

O método utilizado foi esencialmente aquele descrito por Reisfeld e colaboradores,

(1962).

Preparacio do Gel

O gel de concentragdo contendo 3%, e o gel de corrida, contendo 10% de
acrilamida, foram preparados a partir de uma solugio estoque 0,4 M de acrilamida
e 4 mM de bis acrilamida, dissolvidos em agua deionizada. Essas solu¢des foram
filtradas em filtro Whatmann n°1 e mantidas a 4°C em frasco escuro. O gel de
concentragdo foi preparado com tampdo acido acético-KOH (pH 6,8); o gel de
corrida foi preparado com tamp3o acido acético-KOH (pH 4,3). Em cada gel foram
acrescentados 200 ul de N,N,N’,N’-tetrametilenediamina (TEMED). Ao gel de
concentragio foram acrescentados 200 ul de uma solugéo estoque de Riboflavina
0,4%, e no gel de corrida 400 ul de uma solugdo de persulfato de aménio a 10%.
Foram utilizadas duas placas de vidro (16 cm x 14,5 cm ) e espassadores de 2 mm
de espessura. O gel de corrida foi colocado primeiro até uma altura de 10 cm. Apds
sua polimerizagdo, foi acrescentado o gel de concentragdo (3%) e colocado o

pente.
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Preparacdo da Amostra

A amostra (10 ul de uma solugdo de aproximadamente 1 mg/mi) foi dissolvida em
10 ul de uma solu¢do de sacarose 50% (m/v). A eletroforese foi realizada em

tampdo acido acético-B-Alanina (pH 4,5) a 200 V (20 mA) por 2 horas.

Ap0s a corrida, o gel foi retirado, imerso em agua e em seguida, corado por 1 hora
com uma solu¢io de azul brilhante de coomassie G-250 a 0,2% (p/v) em metanol :

agua (1:1) (v/v). O gel foi descorado em acido acético a 7% (v/v)

ANALISE EM AMINOACIDOS

O sistema utilizado foi o do analisador Pico-Tag da Waters, onde a identificagéio
dos aminoacidos das proteinas ou peptideos foi feita através da cromatografia em
HPLC do derivado feniltiocarbamil (PTC) do aminoacido, proveniente da
derivatizagio com fenilisotiocianato dos aminoacidos, obtidos através de hidrolise

acida. Esta forma de cromoéforo pode ser detectada a nivel de 1 picomol.
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Preparacio da Amostra

Quantidades entre 0,5 - 10 ug de proteina ou peptideo, dissolvidos em éagua e
acetonitrilo (1:1) (v/v) foram tranferidas para pequenos tubos de reagdo com
volume maximo de 20 pl, o qual foi transferido para o frasco de reagdo, que possui

tampa especial, para a conecgdo com o sistema de vacuo e atmosfera de nitrogénio.

Hidrolise Acida

As hidrolises foram efetuadas colocando-se no fundo do frasco de reagdo 100 ul de
uma solugdo de HCl 6M, onde foi adicionado fenol (1 mg/ml), para evitar a
formagdo de clorotirosina. Em seguida foi feito vacuo proximo a 1-2 Torr até inicio
do borbulhamento do HCl. O vacuo foi fechado e deixou-se entrar nitrogénio
(SS - Ultra puro) durante 5 segundos. Estas etapas foram repetidas por trés vezes
sendo por ultimo feito vacuo até 1 Torr. O frasco foi fechado e removido para o
forno de hidrolise a 105°C por 24 horas. Apos este periodo, os tubos de reacgdo
foram colocados a vacuo até 65 miliTorr, para a secagem das amostras

hidrolisadas.

31



Derivatizacio

As amostras hidrolisadas foram lavadas com 20 pl de uma solugdo de metanol:
agua: trietilamina (2: 2: 1) (v/v). Cada tubo foi agitado, centrifugado e colocado a
evaporar em vacuo até a leitura de 65 miliToor. Este procedimento remove sais e

solventes que possam estar adsorvidos nos aminoacidos.

Uma solucgdo fresca de derivatizagdo preparada com metanol: trietilamina: agua:
fenilisotiocianato na relagdo 7: 1: 1: 1 (v/v), foi adicionada (20 pl) a cada tubo de
reagdo, e estes deixados a temperatura ambiente por um periodo de 30 minutos.
Apos a derivatizag@o as amostras foram secas a vacuo até a leitura de 50 miliTorr,
para a remog¢do de todo o PITC. Cada amostra foi dissolvida em 50 pl de uma
solucdo 0,4 mM de fosfato de sodio, cujo pH foi titulado a 7,4 com acido fosforico

a 10%, sendo adicionado 5% de acetonitrilo.

A analise dos PTC aminoacidos foi realizada em HPLC, usando coluna Cyg/n
Bondapack em cromatografia de fase reversa com um gradiente linear de 20,5
minutos de 0 a 100% de acetonitrilo (60%). A identificagdo de cada aminoacido foi

feita em relagdo a uma corrida padrdo de PTC aminoacidos .
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Figura 2: Perfil cromatogrifico da anilise autemitica de aminoacidos no
sistema PICO-TAG da Waters. Foram aplicados 250 pmoles de uma solugio
padrio de aminoacidos, derivatizados para a forma feniltiocarbamil de cada
aminoacido (PTC - aminoicido). O tempo de corrida foi de 12 minutos a um
fluxo de 1 ml/min, sendo cada pico detectado a 254 nm ¢ identificado pelo

tempo de retengiio em relagcio ao padrao de PTC -aminoacidos.
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REDUCAO E ALQUILACAO

A amostra foi dissolvida em tampdo completo de redugdo;, 6 M guanidina, 0,6 M
Tris, 0,001M EDTA, pH 8,2. Foi adicionada uma solugdo de 5 mM DTT e
incubada por uma hora sob atmosfera de nitrogénio. A proteina reduzida foi
alquilada com acido iodo acético 0,1M durante uma hora a temperatura ambiente.
As amostras foram dessalificadas em Sephadex G-25 em 4acido acético 1M, e

monitoradas a 280 nm. Os tubos contendo proteina foram liofilizados.

DESSALIFICACAO EM SEPHADEX G-25

A solugdo de BthTX-II previamente reduzida e carboximetilada foi eluida em uma
coluna (0,5 x 30 cm ) de Sephadex G-25, equilibrada com acido acético 1 M, com
fluxo de 1 ml/minuto. As fragdes foram coletadas e suas absorbancias monitoradas

a 280 nm em um espectrofotometro da Incibras modelo UV 1201.
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CLIVAGEM ENZIMATICA

DIGESTAO COM PROTEASE STAPHYLOCOCCUS
AUREUS LINHAGEM Vg

A amostra completamente reduzida e carboximetilada foi digerida com S.aureus
Vg, relagdo enzima substrato, (1:30) (p/p) em tampao fosfato de sodio 50 mM, pH

7,8 por 16 horas a 37 °C.

A digestdo foi interrompida, adicionando-se 1 ml de 4gua deionizada e liofilizagdo
do digesto (Houmard & Drapeau, 1972). Nessas condigdes experimentais a enzima
hidrolisa nos residuos de acido aspartico e glutdmico, presentes na cadeia

polipeptidica da proteina.

DIGESTAO COM CLOSTRIPAINA(CLOSTRIDIUM
HISTOLYTICUM)

Ativacido da Enzima: 200 ug de clostripaina ( E.C 3.4.22.8, SIGMA) foram
dissolvidos em 200 pl de tampio fosfato 50 mM, pH 7,6, contendo 20 ul de
CaCL, 50 mM e 2,5 ul de DTT 1 M. A ativagdo foi feita durante 3 horas a

temperatura ambiente.
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Um mg da BthTX-II previamente reduzido e carboximetilado foi dissolvido em 1
ml de tampdo fosfato 50 mM pH 7,6. A esta solugdo adicionaram-se 20 ul da
enzima ativada, relagdo enzima:substrato (1:100) (p/p). A digestdo foi feita durante
24 horas a temperatura ambiente. A reagdo foi paralizada por liofilizagdo do

digesto.

CROMATOGRAFIA LiQUIDA DE ALTA
PERFORMANCE

Utilizamos para a purifica¢do dos peptideos provenientes da clivagem enzimatica
com clostripaina e protease Vg equipamento Waters HPLC modelo PDA - 991,
equipado com duas bombas Waters mod. 510, injetor automatico de amostra
Waters mod. U6K e coluna Cqg /uBondapack (0,39 x 30 cm). A cromatografia
reversa usa um gradiente linear de 0 a 100% de uma soluc¢do de acetonitrila a 66%
em 0.1% de acido trifluoroacético pH 2,5. A amostra aplicada foi monitorada a 220
nm. Quando necessario, os peptideos foram repurificados na mesma coluna com

um gradiente descontinuo no intervalo de gradiente da primeira purificag@o.
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DEGRADACAO AUTOMATICA DE EDMAN

O sequenciador automatico de proteinas e peptideos usa a técnica de degradagdo
de Edman & Begg (1967), para remover e identificar aminoacidos a partir da
por¢do N-terminal de um polipeptideo. Apos ativagdo de um filtro composto de
papel e fibra de vidro, a proteina é covalentemente unida a este suporte e, em
seguida colocado na camara de reagdo. Depois de cada ciclo degradativo, o
aminoacido N-terminal € removido da cadeia polipeptidica na forma derivada de
anilinotiazolinona (ATZ). O ATZ-aminoacido € automaticamente transferido para
uma segunda camara de reagdo, onde ocorre a conversdo para um derivado mais
estavel, na forma de feniltiohidantoina do correspondente aminoacido (PTH). O
PTH-aminoacido € transferido para um sistema de cromatografia liquida de alta
pressio onde a identificagdo € realizada em comparagdo a uma cromatografia de
um padrio de PTH-aminoacidos. O sequenciador utilizado foi 0 modelo 477A, que
utiliza, para a identificagdo dos PTH-aminoacidos, um sistema de HPLC modelo

120A, ambos da Applied Biosystem.

Reagentes e solventes sdo transferidos para a cdmara de reagdo e conversio por
controle automatico através de um micro processador, permitindo sequéncias
automaticas em alta sensibilidade entre 10 - 500 picomoles de proteina ou
peptideos. Os reagentes utilizados foram: R1, 5% fenilisotiocianato (PITC) em n-
heptano, R2, 12,5% trimetilamina (TMA) em agua; R3, acido trifluoroacético
(TFA), com 0.002% de ditiotreitol (DTT);, R4, 25% TFA em agua com 0,01%
DTT; RS, acetonitrilo, com 0.001% DTT; S1 n-heptano; S2, etilacetato; S3, 1-

clorobutano; S4, 20% acetonitrilo em agua.
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ATIVACAO DO FILTRO

Um filtro de fibra de vidro ¢ tratado com BioBrene. Esta ativacdo € realizada na
camara de reagdo do sequenciador, onde esta programado a realizar dois ciclos de
reagdo, para a completa ativagdo e eliminar o excesso de reagentes, que poderiam
interferir durante as etapas da degradagio de Edman. A amostra, quando
adicionada ao filtro, ficara imobilizada e pronta, para iniciar o sequenciamento. A
capacidade maxima € cerca de 30 pl ; mas quando necessario, aplica-se maior

volume e seca-se o filtro com nitrogénio apos cada aplicagéo.
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CICLO DE REACAO

As etapas da degradagdo de Edman denominadas de acoplamento, que consiste na
unido do PITC com o aminoacido da cadeia polipeptidica e a etapa de clivagem
para a formag¢do do ATZ aminoacido, ocorrem na cdmara de reag@o, que consiste
de dois blocos de vidro, onde internamente esta uma pequena camara com o filtro
ativado. Todas as etapas de reagdo ocorrem no ciclo chamado Normal-1, que tem
um periodo de duragdo de 43 minutos e 32 segundos . O reagente R2 (TMA)
proporciona o pH basico (9,0 - 9,5), para que o PITC acople ao aminoacido N-
terminal do peptideo. R3, que consiste de TFA, ¢ usado para clivar o aminoacido
unido ao PITC do resto da cadeia polipeptidica, produzindo o derivado
anilinotiazolinona (ATZ) do aminoacido. Apos a etapa de clivagem a proteina €

deixada com um novo amino terminal, pronto para o proximo ciclo de degradagdo.

CICLO DE CONVERSAO

Nessa etapa da degradag¢do de Edman, o ATZ aminoacido ¢ transferido da cdmara
de reacgdo pelo solvente S3 para a cdmara de conversdo. O ATZ ¢ um derivado
instavel, sendo desejavel sua conversdo para um isdmero mais estavel que € a
feniltiohidantoina do correspondente aminoacido (PTH aminoacido). A cadmara de
conversdo consiste em um tubo cénico com um volume interno de 1 ml, para onde

sdo enviados os reagentes quimicos necessarios para o ciclo de conversdo, sendo
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mantida a temperatura constante de 62°C e possui um periodo de duragdo de 44

minutos e 1 segundo.

IDENTIFICACAO DOS PTH AMINOACIDOS

Apos ter completado um ciclo de conversdo, uma aliquota do PTH aminoacidos é
transferida para o coletor de fragdes e pode ser monitorada para confirmar a
presenga de PTH-S-CMCYS (feniltiohidantoina-S-carboximetil cisteina). O
restante da amostra € injetado imediatamente no HPLC, para identificagio e
quantificagdo dos aminoacidos, que é feita em compara¢do com uma analise padrio

de PTH aminoacidos.
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AVALIACAO DA ESTRUTURA SECUNDARIA

A estrutura secundaria da toxina BthTX-II foi avaliada utilizando-se o método de
Chou & Fasman, (1978). O perfil de hidrofobicidade foi calculado de acordo com o
método de Hoop & Woods, (1983) . Ambos foram desenvolvidos pelo sistema
PROSIS (PHARMACIA) para analise de proteinas.

EDEMA DE PATA

Foram utilizados ratos machos Wistar pesando entre 130 e 200 g, mantidos com
agua e ragdo ad libitum. Os ratos foram levemente anestesiados com éter e
submetidos a uma inje¢io sub-plantar de 0,1 ml do agente edematogénico (BthTX-
IT), em doses variaveis (3,0 a 100 pg/pata), dissolvidos em solugdo fisiologica,
injetados na pata traseira esquerda do animal. O volume da pata do rato foi medido
imediatamente antes e apOs a inje¢do do agente edematogénico em intervalos de
tempo pré-estabelecidos. O edema de pata foi medido utilizando-se um
hidropletismometro (Modelo 7150, Ugo Basile, Italia), e os resultados foram
expressos como o aumento do volume da pata (ml), calculado por subtragdo do
volume basal. Os resultados foram analisados estatisticamente através das médias e

erro padrao das médias pelo teste t-Studen’t.
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LIBERACAO DE SEROTONINA (5-HT) DE
MASTOCITOS PERITONIAIS DE RATOS

O método utilizado foi aquele descrito por McCarron e colaboradores (1984).
Foram utilizados ratos machos Wistar adultos, pesando entre 130 e 200 g, mantidos
com agua e ragdo ad libitum. Os ratos foram anestesiados superficialmente com

éter e exsanguinados através de sec¢do dos vasos cervicais.

Obtenciao de Mastocitos

Os mastOcitos foram obtidos através da inje¢do de 10 ml da solugdo Krebs-Ringer
fosfatada (KRP; pH 7,3) na cavidade intraperitonial de 4 - 6 ratos . O abdomen fo1

ligeiramente massageado e o fluido peritonial coletado em tubos de polipropileno.

O fluido foi centrifugado a 300 xg durante 5 minutos & temperatura ambiente. A
suspensdo celular obtida foi lavada e ressuspendida com KRP (6,5 ml) e incubada

com 40 nCi/ml de [!* C] 5-HT a 37°C durante 60 minutos.

As células foram ent3o lavadas trés vezes e ressuspendidas em KRP (6,5 ml). Os
estimulos (agentes testados) foram adicionados a suspensdo celular e esta foi

incubada durante 30 minutos a 37°C .
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Incubacio de Mastocitos

Aliquotas da suspensdo de mastocitos (0,5 ml) foram incubadas a 37°C durante 20

minutos.

As células foram entdo centrifugadas (300 xg, 10 minutos) € o sobrenadante
removido para a determinagio de [4C}5-HT. A solugdo de KRP (1,0 ml) foi

adicionada ao residuo (precipitado) para a determinagio da [!4C]5-HT residual.

As concentracdes de [l4C]5-HT foram determinadas quantificando-se a

radioatividade liberada expressa como % do contetudo de aminas celulares.

Todos os valores obtidos foram corrigidos subtraindo-se o valor de liberagdo

espontdanea em auséncia de estimulos.

Anadlise Estatistica

Os resultados foram expressos como média * erro padrio das médias para »
experimentos. Em alguns experimentos de edema de pata foi determinada a area
sobre a curva (AUC). A comparagio estatistica foi feita através da média
utilizando-se o teste de Student’s ndo pareado. Valores de p< 0,05 foram

considerados como significativos.
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RESULTADOS

44



Resultados

A fracio BthTX-II, proveniente do veneno de B. jararacussu, obtida através de
cromatografia de exclusdo molecular e de troca idnica, como descrito por Homsi-
Brandeburgo e colaboradores, (1988) foi gentilmente cedida pelo Prof. Dr. José
Roberto Giglio do Depto. Bioquimica da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto-
USP. Esta fracdo foi recromatografada em fase reversa em uma coluna
C18/uBondapak, (0,39 x 30 c¢cm), previamente equilibrada com acido trifluoracético
0,05% (v/v), pH 2,5. A eluigdo foi iniciada com solvente A, seguida por um
gradiente de concentragdo linear de 0-100% de solvente B com a durag¢do de 60

minutos.

O perfil cromatografico da BthTX-II em HPLC é mostrado na figura 3, onde
notamos a presenga de um Gnico pico de elui¢do simétrico, eluido no tempo de
retencdo de 35 minutos € na concentragdo de 48% de solvente B. A cromatografia
em fase reversa-HPLC permitiu obter e comprovar o grau de pureza da fragdo
BthTX-II, obtida do veneno total de B. jararacussu em cromatografia de exclusdo

molecular e de troca ibnica.

ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA

A fragio BthTX-II, processada em HPLC-fase reversa submetida a analise do perfil
de massa molecular em gel de poliacrilamida a 15% na presenga de SDS em

condi¢des redutoras (Fig. 4), revelou a presenga de uma unica banda protéica.
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Figura3: Recromatografia da fracio BthTX-II (proveniente de cromatografia
de exclusio molecular e de troca ionica), em fase reversa por HPLC. A
amostra (1 mg) foi fracionada em wuma coluna analitica
(0,39 x 30 cm) Cyg/1n Bondapak. Para a eluicdo, foi utilizado um gradiente
linear continuo na concentra¢io de 0-100% (v/v) de solvente B, fluxo de 1

ml/min. e monitoramento em 220 nm. A, absobéncia; T, tempo em minutos
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Figura.4: Eletroforese em gel de poliacrilamida 15% na presenca de SDS em
condi¢des redutoras da fracio BthTX-1I obtida em HPLC (pista 1). Na pista 2
temos os marcadores de massa molecular correspondentes a fosforilase
(94 kDa), albumina bovina (67 kDa), ovalbumina (43 kDa), anidrase
carbonica (30 kDa), inibidor de tripsina (20,1 kDa) e lactoalbumina

(14,3 kDa).
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GEL DE POLIACRILAMIDA EM CONDICOES
NAO DISSOCIANTES.

A analise do perfil eletroforético da fragdo BthTX-II pode ser visualizado na

Figura 5. Observa-se apenas uma banda protéica, evidenciando a auséncia de

contaminagao.

Figura 5. Eletroforese em condicdes nio redutoras da fracio BthTX-II
obtida em HPLC. Condi¢des : Gel de poliacrilamida a 10%; Tampio
B-alanina/acido acético 0,03 M, pH 4,5; corrida de 4 horas a 200 Volts e 20
mA (constantes). Corante: azul de coomassie G-250 ( 0,2% em agua: metanol)

(1:1) (v/v). Descorante: acido acético a 7% em agua.
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ANALISE EM AMINOACIDOS

BthTX-II, com grau de pureza determinado em HPLC fase reversa, gel de
poliacrilamida (PAGE-SDS) e gel de poliacrilamida em condigdes ndo dissociantes,
quando submetida a hidrolise acida (HCL 6N) e derivatizada, para obtencdo da
composi¢do global em aminoacidos (Tabela 1), revelou um peso molecular de

13.976 préximo ao resultado determinado em gel de poliacrilamida (14 kDa)

DESSALIFICACAO EM SEPHADEX G-25

A figura 6 mostra uma experiéncia padrdo, na qual 2 mg da de BthTX-II foram
completamente reduzidos e carboximetilados como descrito por Marangoni e
colaboradores (1990), e submetidos a dessalificagdo em Sephadex G-25. Esta
etapa permite livrar a proteina do sal (guanidina) presente no tampéo de completa
redugdo, bem como de DTT e acido iodoacético, ficando apta a ser submetida a
metodologia em quimica de proteinas, para o seqienciamento de sua cadeia
polipeptidica. O fracionamento foi realizado com um fluxo de 1 ml/minuto. As
fragdes coletadas foram monitoradas no espectrofotometro a 280 nm. Como

marcador visual, foi utilizado €-DNP-Lys-HCI (Sigma).
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Tabela 1 - Composicio em aminoacidos de BthTX-II.

Aminoacido|residuos /mol{ residuos/mol.
experimental| sequéncia
AsX 11 12
Glx 15 9
Ser 2 K]
Gly 12 10
His 1 2
Arg 6 S
Thr 8 7
Ala 7 4
Pro 8 8
Tyr 10 13
Val 4 5
Met 2 2 1
Cys 2 4 14
Ile 3 3
Leu 7 6
Phe 4 4
Lys 13 11
Trp nd b 3
Total 118 120
PMc¢ 13.786 13.976

a - analisadas na forma ndo oxidadas
b - ndo determinado

PMec: peso molecular calculado
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Figura 6: Filtracdio em Sephadex G-25 da BthTX-II reduzida e
carboximetilada. 2 mg da proteina foi aplicado ao topo de uma coluna
(0,5 x 30 cm) equilibrada com acido acético 1M. Fluxo: 1 ml/minuto a
temperatura ambiente; volume coletado por tubo: 1 ml e monitoradas a 280
nm. A fracio P1 contém a proteina dessalificada. A fracio P2 contém os
reagentes, utilizados na reducio e alquilagio. Como marcador visual foi

utilizado €-DNP-Lys.
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DIGESTAO ENZIMATICA E PURIFICACAO
DOS PEPTIDEOS

Um mg de BthTX-II previamente reduzido e carboximetilado foi submetido a
clivagem enzimatica com protease SVg de S. aureaus em tampdo fosfato de sodio
para clivagem em acido glutdmico e aspartico. O perfil cromatografico em HPLC-
fase reversa do digesto € mostrado na figura 7, onde os peptideos foram purificados

em um gradiente linear de 0-100% do solvente B, sendo monitorados a 220 nm.

Para os estudos de sobreposi¢do, a BthTX-II, digerida enzimaticamente com
clostripaina (E.C.3.4.22.8; Clostridium histolyticum), enzima especifica para a
clivagem nos residuos de Arg-X, ( dependendo do tempo de clivagem utilizado,
pode-se também obter quebras em Lys-X, como foi observado para os peptideos
C11 e C14), forneceu o perfil cromatografico em HPLC-fase reversa dos peptideos

mostrado na figura 8.

Quando necessario, os peptideos foram repurificados através de um gradiente

linear descontinuo no d&mbito de separa¢do da primeira purificagio.
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Figura 7: Purificacio em HPLC-fase reversa dos peptideos obtidos apos
clivagem da BthTX-II com protease S. aureaus (SVg). A amostra de 1 mg foi
fracionada em uma coluna analitica C1g; p Bondapak de 0,39 x 30cm. Para
eluicdo, foi utilizado um gradiente linear continuo de concentracio de 0 a
100% (v/v) de solvente B, sob um fluxo de 1 ml/minuto. Os nimeros indicam

os peptideos escolhides para o seqiienciamento.
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Figura 8: Purificacio em HPLC-fase reversa dos peptideos obtidos apos
clivagem da BthTX-II com clostripaina. O digesto correspondente a 1 mg da
proteina reduzida e carboximetilada foi fracionado em uma coluna analitica
C1g/ 1 Bondapak de 0,78 x 30cm. Para eluiciio foi utilizado um gradiente
linear de concentracio de 0 a 100% (v/v) de solvente B sob um fluxo de
2ml/minuto. O perfil cromatografico foi monitorado em 220 nm. Os niimeros

indicam os peptideos escolhidos para o seqiienciamento
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DETERMINACAO DA ESTRUTURA
PRIMARIA DA BthTX-II

250 pmoles de proteina intacta, apds redugdo e carboximetilagdo, submetidos ao
seqiienciamento, revelaram os primeiros 38 residuos da regido N-terminal da cadeia
polipeptidica. A figura 9 mostra os peptideos mais representativos aqueles
provenientes das clivagens enzimaticas com SVg e clostripaina, utilizados no
alinhamento da seqiiéncia de BthTX-II; outros peptideos também foram
seqiienciados e contribuiram para a determinagdo da seqti€ncia completa, ndo sendo
representados, por apresentarem homologia seqiiencial com a regido N-terminal e

demais peptideos
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N.DLWQWGQMILKETGKLPFPYYTTYGCYCGWGG
S1-PAE

S2 - RYSYSRVSYNYCGGPCDE

S4 - CDKAIAVCFRE

S6 - NLGTYNKKYYHLPFCKE

S12 - TGKLPFPYYTTYGCYCGWGGRGKPV
S15-1 PCDEQICECDKAIAVCFRE

C2 - GKPVDPTDR

C3 - YSYSR

Cé6 - CCFYHDCCYKVTNYCPKNDR

C10 - LPFPYYTTYGCYCGWGGR

C11- PVDPTDRCCFVHDCCYK

C13 - ENLGTYNKKYYHLKPFCKEPAETC
C14 - VSYNYCGGPCDEQICECDK

Figura 9. Seqiiéncia de aminoacidos da regido N-terminal (N) e dos principais
peptideos obtidos por digestio com protease SVg (S) e clostripaina (C), que

contribuiram para determinar a estrutura primaria de BthTX-IL
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ESTUDO DE SOBREPOSICAO

O sequenciamento da regido N-terminal e dos peptideos permitiram determinar a
estrutura primaria completa da BthTX-II, através da analise de sobreposigdo
(“overlapping™). A figura 10 mostra o estudo de sobreposi¢do destes peptideos. A
molécula da proteina BthTX-II possui 120 residuos de aminoacidos, com um peso
molecular calculado de 13.976 (Tabela 1) e a presenga de 14 residuos de meia-

cistina.

\ c10 o, C2 |
I LA 1
N cin
| | |
DLWQWGQMILKETGKLPFPYYTTYGCYCGWGGRGKPVDPTDRCCFVHDCCYE\GITNYCPKKNDR

| $12 | { |
I 1 l 1

c3 C14 . ) C13 |

: i Ir S2 1 sS4 I S6 S1 1

| ] ] I |

[ | f ) |
YSYSRVSYNYCRGGPCDEQICEg?SI(1AIAVCFRENLGTYNKKAYYHLKPF CKEPAETC
1 -
I 1

Figura 10: Sequéncia completa de aminoacidos da cadeia polipeptidica da
BthTX-II proveniente do veneno de Bothrops jararacussu .(—) indica as
posicdes determinadas pela andlise de sequéncia. Em N é mostrada a
sequéncia da regiio N-terminal; em S sio indicados os peptideos provenientes
da clivagem com protease SVg; em C sio indicados os peptideos provenientes

da clivagem com clostripaina.
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PREVISAO DE ESTRUTURA SECUNDARIA

Figura 11: Previsido da Estrutura Secundaria da BthTX-II, segundo
Chou & Fasmam, 1978. (PROSIS-PHARMACIA)
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EDEMA DE PATA DE RATO INDUZIDO
POR BthTX-II : CURVA DOSE-RESPOSTA.

A BthTX-II induziu a formagdo de um edema de pata de forma dose-dependente
(figura 12). Os valores de area sobre a curva (AUC) foram de : 1,4 £0,13; 3,0 +
0,7, 4,0+ 0,3 e 4,2 + 0,3 ml min,, para as doses de 3,0; 12,5; 25; 50 e 100 g/pata,
respectivamente, n=5). O edema foi rapidamente instalado (15 min.; 0,7 + 0,07 ml)
e de curta durag@o (120 min.; 0,3 + 0,04 ml) para a dose de 50 pg/pata, conforme
mostra a Figura 12.

I/

=~3.0 ug/pata
12 ug/pata

-+ 25 ug/pata

-=-50 ug/pata

=100 ug/pata

Edema (ml)

0 e/ I | ! J
0 30 60 90 120

Tempo (min)

Figura 12: Curva dose-resposta do edema de pata em ratos
induzido por BthTX-II. As concentracdes utilizadas podem ser

vistas na legenda ao lado da figura.
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EDEMA DE PATA DE RATO INDUZIDO
POR BthTX-I : CURVA DOSE-RESPOSTA.

A BthTX-I induziu a formagio de um edema de pata de forma dose-dependente. De forma

similar a BthTX-II o edema foi rapidamente instalado e de curta duragdo conforme pode ser

visualizado na Figura 13.

I/
th BthTX-I (12.5ug/pata)
-« BthTX-1 {25ug/pata)
*BthTX-l (50ug/pata)
-=BthTX-l {100ug/pata)

EDEMA (ml)

0 20 40 60 80 100 120
Tempo (min)

Figura 13: Curva dose-resposta do edema de pata em ratos

induzido por BthTX-I. As concentracdes utilizadas podem ser

vistas na legenda ao lado da figura.
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LIBERACAO DE SEROTONINA (5-HT) DE MASTOCITOS
DE RATOS INDUZIDA POR BthTX-II E BthTX-L

BthTX-II induziu a liberagio dose-dependente de ['*C]5-HT de mastocitos. As
porcentagens de liberagdo foram: 32 £ 6,2, 56 + 4,0; 61 + 3,0 e 69 + 2,0%, nas
doses de 3, 10, 30 e 100 pg /ml respectivamente (n=5). Observou-se resposta
similar para a BthTX-I: (33,0 + 3,4;37+. 5,08 e 67,0 = 3,8%, nas doses de 10,
30 e 100 pg/ml, respectivamente (n= 3). A figura ilustra também que o composto
48/80, um classico degranulador de mastdcito, causou liberagdo dose-dependente

de [14C]5-HT, validando dessa forma nossos resultados.

80 T / cBBthTXHl  BthTX-| ER48/80
=
L

60 |- "
(.
I
2}
@
g
zg 40 - haat
O
E I
@
2
-
o 20
o
S

0 H !

3 ug/ml 10 ug/ml 30 ug/ml 100 ug/ml

Figura 14: Liberacio dose-dependente de [14C]5-HT de mastdcitos
induzida por BthTX-II e BthTX-1.
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INIBICAO DO EDEMA DE PATA INDUZIDO POR BthTX-1I

O tratamento prévio dos animais com cyproheptadina (6 mg/Kg , intraperitonial, 30
minutos antes), um classico antagonista de receptores de histamina e serotonina, praticamente
aboliu a resposta edematogénica induzida pela BthTX-II (Figura 15). Esta figura mostra ainda
que o pré-tratamento dos animais com indometacina (10 mg/Kg , intraperitonial, 30 minutos
antes), um inibidor da ciclo-oxigenase, reduziu significativamente o edema de pata. De modo
similar, a dexametasona (1 mg/Kg, subcutanea, 1 hora antes), causou também uma redugio

significativa do edema de pata induzido pela BthTX-II (Figura 15).

I/

~BTHTXI 25ug/pata
—+BTHTXIl + INDO
+«BTHTXIl + DEXA
BTHTXH + CYPRO

Edema (ml)
L
[ %]
|

{ |
0 20 40 60 80 100 120

Tempo {min)

Figura 15: Efeito da Cyproheptadina, Indometacina e Dexametasona sobre o

edema de pata induzido pela BthTX-II (25 pg/ pata).
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DISCUSSAO
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Discussio

A cromatografia em fase reversa-HPLC (Fig.3) permitiu comprovar o grau de
pureza da BthTX-II, obtida através de duas filtragdes em gel de Sephadex (G-75 e
G-10) e uma cromatografia de troca i6nica em SP-Sephadex C-25
(Homsi-Brandeburgo e cols., 1988; Cintra e cols., 1993). O perfil cromatografico
em fase reversa mostra a presenca de um Unico pico de eluigdo simétrico na

concentragdo de 48% de solvente B.

A eletroforese SDS-PAGE (Fig.4) da BthTX-II mostra uma unica banda protéica
na sua forma reduzida com DTT (Ditiotreitol). Esse resultado sugere que a
BhTX-II € constituida de uma tnica cadeia polipeptidica, sendo caracteristica das
PLAjs. Na sua forma nativa, a toxina revelou banda tnica (Fig.5), comprovando o

elevado grau de pureza.

Devido a pequena variabilidade de aminoacidos na estrutura primaria, a
composi¢do global em aminoacidos tem sido utilizada como critério de
identificagdo das PLAjs purificadas de venenos de serpentes, bem como de

pancreas de mamiferos.

Sua composigdo global em aminoacidos evidenciou um conteudo de Asx, Glx, Lys,
His, Ser e Met compativel com aqueles encontrados para as PLA) (Tabela 1). As
diferengas observadas entre os resultados de analise em aminoacidos e de
seqiiéncia, podem ser atribuidas a alteragdes quimicas que ocorrem quando a
proteina é submetida a hidrolise acida, para determinagdo da composi¢do em

aminoacidos.
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Nehuma “ condi¢io padrdo” de hidrolise fornece resultados corretos para todos os
aminoacidos (Sittampalam e cols., 1988; Gherke e cols., 1985). Diversos fatores
sdo responsaveis por este comportamento. A composi¢do em aminacidos, a sua
sequéncia na proteina, a estrutura tridimensional da proteina e mesmo a presenca de
outros componentes ndo protéicos (agucares, lipideos), bem como a contaminagdo
por elementos trago (metais), interferem na recuperagdo dos aminoacidos (Paddock

e cols., 1979)

Sarwar e colaboradores (1983), realizaram um trabalho inter e intralaboratorial
distribuindo amostras de proteinas e alimentos proteicos a 7 laboratorios. As
proteinas foram hidrolisadas com HC1 6N, de acordo com o procedimento de rotina
de cada um dos laboratorios participantes, sendo os aminoacidos analisados por
cromatografia de troca idnica, em equipamentos de diversas procedéncias.
Os coeficientes de variagio foram no maximo de 10%, para a analise
interlaboratorial e de 5% para a anélise intralaboratorial. Esta abordagem da uma

idéia realista da variacdo dos resultados.

O peso molecular calculado obtido da sequéncia pelo programa PROSIS
(PHARMACIA) foi 13976 e o obtido do analisador automatico
(PICO - TAG) foi 13.786. A diferenga entre estes dois resultados foi de 1.36%.

Outro dado que veio corroborar os resultados ja obtidos foi o resultado da
espectrometria de massa da BthTX-II, realizada pela PERKIM-ELMER
(espectrometro de massa modelo API I LC/MS), cujo PM encontrado foi de
13.981. A diferenga entre os resultados do sequenciamento e da espectrometria de

massa foi de 0,036%.
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Com o objetivo de obter a sequéncia completa da estrutura primaria da BthTX-II,
esta foi reduzida com DTT e os residuos de meia-cistina foram carboximetilados
com acido iodoacético. Apds reducdo e carboximetilagdo, a proteina foi
dessalificada (Fig.6), ficando apta ao sequenciamento de sua cadeia polipeptidica.

Visando obter os peptideos que nos permitissem uma sobreposi¢do dos fragmentos
e a determinag@o da ordem dos aminoacidos na estrutura primaria, a BthTX-II foi
submetida a clivagem enzimatica com protease SVg de Staphylococcus aureus e

com clostripaina.

Protease SVg € uma endopeptidase que hidrolisa a cadeia polipeptidica nas
ligagdes de Glu nas condigdes de tampdo bicarbonato de amonio 50 mM pH 7,8 e
cliva os aminoacidos Asp e Glu em tampdo fosfato de s6dio 50 mM pH 7.8

(Houmard & Drapeau, 1972).

A BthTX-II foi submetida as condi¢gdes de clivagem (tampao fosfato de sodio
50 mM pH 7,8) para Asp e Glu por 16 horas a 37°C, fazendo com que
obtivéssemos um nimero maior de peptideos do que o numero tedrico esperado,
indicativo de clivagem especifica, mas com diferentes porcentagens nos pontos da
cadeia polipeptidica com Asp e Glu e que foi comprovado pela determinagdo da

sequéncia de peptideos.

Para o estudo de sobreposi¢do, a BthTX-II foi digerida enzimaticamente com
clostripaina .Segundo Mitchell & Harrington, (1968) , nas condi¢Ges de tampio
fosfato (50 mM, pH 7.,6), contendo CaCly (50 mM) e DTT (1 M), esta enzima
obtida do filtrado de culturas de Clostridium histolyticum, exerce agdo proteolitica
sobre os ésteres ou amida de arginina e/ou lisina. Neste caso, a proteina foi

dissolvida em tampao fosfato (50 mM, pH 7,6) e entdo submetida as condi¢des de
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clivagem por 3 horas a temperatura ambiente. Os peptideos originarios dessas
clivagens foram isolados em cromatografia de fase-reversa-HPLC (Fig.7 - SVS;
Fig.8 - clostripaina) e, entdo sequenciados. Os peptideos que contribuiram para os

“overlappings"estdo contidos na figura 9.

Os peptideos sequenciados possibilitaram fazer o estudo de sobreposi¢do, que
contribuiu para o alinhamento dos aminoacidos na estrutura primaria da BthTX-II
(Fig.10). A regido N-terminal da cadeia polipeptidica foi obtida pelo
sequenciamento direto de 250 pmoles da BthTX-II, reduzida e carboximetilada ate
os 32 primeiros residuos. O peptideo S12 sobrepds a regido N-termianal com o
peptideo C11. O peptideo C6 abrange a regido dos residuos 42-63 .O peptideo S2
foi sobreposto pelo S15.1. O peptideo C13 (C-terminal) permitiu a sobreposi¢do do
peptideo S4 , que por sua vez, forneceu a sequéncia completa de aminoacidos da
cadeia polipeptidica da BthTX-II. Outros peptideos também foram sequenciados e
contribuiram para a sequéncia completa, ndo sendo representados na Fig.9, por

apresentarem homologia sequencial com a regiio N-terminal e demais peptideos.

A sequéncia completa da BthTX-II (Fig.10) mostra a presenga de 120 residuos de
aminoacidos, com um peso molecular calculado de 13.976 possuindo 14 residuos

de meia-cistina.

A estrutura primaria completa permitiu a previsdo do ponto isoelétrico tedrico da
BthTX-II (Fig.16) cujo valor calculado foi 8,03, realizado como descrito por Skoog
& Wichman, (1986) que consideram a contribui¢do dos aminoacidos carregados

através de seu pKa para a previsdo do ponto isoelétrico.
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Figura 16: Perfil da curva que relaciona carga-pH da sequéncia de
aminoacidos da BthTX-11. O grifico define a previsdo do ponto isoelétrico de

BthTX-II, cujo valor foi calculado como descrito por Skoog & Wichman,

(1986.)
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O estudo de hidrofobicidade entre BthTX-II e uma PLAy Asp-49 com atividade
enzimatica de PLA» (APP-D49 de Agkistrodon piscivorus piscivorus) revelou
similaridades , que podem ser vistas na Figura 17 , como por exemplo, as regides
dos residuos que participam da alga de ligagdo para ions Ca™™ (regido entre os

residuos 20 a 30 e 40 a 50), esta ultima possuindo os residuos His-48 e Asp-49.
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Analise de Hidrofobicidade
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Figura 17: Perfil dos indices de hidrofobicidade das PLA2s :

BthTX-II e

APPD-49. Os valores de hidrofobicidade foram calculados como descrito por

Hoop & Woods, (1983). Abcissa: Posicées dos aminodcidos. Ordenada :

positivo- hidrofilicidade; negativo-hidrofobicidade.
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Quando analisamos o alinhamento da BthTX-II com outras PLA>s, onde os "gaps"
foram introduzidos para maximizar a homologia sequencial e onde o alinhamento
foi feito de acordo com os residuos de meia-cistina, podemos localizar esta proteina
dentro do grupo II das familias de PLAys (Ward & Pattabiraman, 1990) como
sendo uma fosfolipase Ay Asp 49. A identificagdo de PLAs Lys-49 e Asp-49 sdo
denominagdes gerais utilizadas na literatura. A numerag@o correspondente esta de
acordo com as inser¢des e dele¢bes génicas das diferentes proteinas, utilizadas para
alinhamento e estudo de homologia sequencial. Neste trabalho a numeragio

utilizada , para os residuos de aminoacidos esta de acordo com a Figura 18.

Ainda com base na figura anterior podemos observar que o alinhamento da
BthTX-II com outras PLA)s e miotoxinas com estrutura fosfolipasica Ay mostra
um alto grau de homologia entre elas. BthTX-II apresenta 60 % de similaridade
com a BthTX-I, uma miotoxina também com estrutura fosfolipasica A2 do veneno
de B. jararacussu, 56% com a PLA) Asp-49 de Agkistrodon piscivorus piscivorus,
57% com PLAj Lys-49 também de A. piscivorus piscivorus, 53% com AMM, bem
como 40% de similaridade com a PLA; pancreatica bovina .(PROSIS-

PHARMACIA)

De acordo com os estudos de cristalografia da PLAj pancreatica bovina realizados
por Dijkstra e colaboradores (1981), os ions Ca' ' sdo essenciais para a atividade
catalitica para este grupo de enzimas. Este ion se liga a um sitio ativo, o qual esta
circundado octahedricamente por 7 oxigénios ligantes, que incluem os oxigénios
das carbonilas dos residuos Tyr- 28, Gly-30, Gly-32 e um oxigénio do grupo

carboxilato do Asp-49. BthTX-II ndo apresenta troca de residuos nestas posigdes.
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No mecanismo proposto por Ven den Berg e colaboradores (1988), a unidade
responsavel pela catalise nas PLAjs é compreendida pelos residuos His-48, Asp-99
e uma molécula de agua. A fungdo desta unidade catalitica assemelha-se a serino
proteases. Apesar de possuir estes residuos que sdo altamente conservados nas
PLAjs pertencentes ao grupo II, BthTX-II apresenta atividade catalitica residual

(Homsi-Brandeburgo e cols., 1988, Gutiérrez e cols., 1991) .

Dados da literatura mostram que a maioria das PLAjs pertencentes ao grupo II
possuem serina como aminoacido N-terminal (Dupureur e cols., 1992 a). No
entanto, no sequenciamento dessa regido na BthTX-II foi identificada uma troca de
Ser-1 para Asp-1. Observa-se também a presenca de glutamina como residuo da

posicdo 4, regido invariavel nas PLAjs pertencentes ao grupo II (Dennis, 1994).

Como outras PLA»s pertencentes ao grupo II, a BthTX-II possui aminoacidos
com grandes cadeias hidrofobicas laterais concentrados nos primeiros 20 residuos
(N-terminal) e nos Gltimos 30 (C-terminal), como também € o caso de outra PLA;
miotoxica do veneno de Vipera russelli (Gowda e cols., 1994). Uma sequéncia rica
em aminoacidos basicos sdo encontrados na regido molecular compreendida entre
os residuos 68 e 77, também observada na BthTX-I . Essas poli-lisinas (K-K),
formam estruturas randomicas em pH neutro, o que dificulta a formagéo de pontes
de hidrogénio intercadeias. Alguns autores sugerem que estas estruturas flexiveis
com seus radicais OH livres proporcionam a formagio de dominios importantes
responsaveis pelos efeitos toxicos deste grupo de proteinas ao facilitarem as

interagOes proteina - proteina .(Verheij e cols., 1980)

Dados da literatura mostram, que as pontes de hidrogénio entre os grupos

fendlicos dos residuos Tyr-52, Tyr-73 e a carboxila do Asp-99 favorecem a

73



ortentagdo conformacional de outros residuos, que também participam da catélise,
como Phe-5, Phe-22, Phe-97, Phe-106, Tyr-52, Tyr-69, Tyr-73 e Tyr-75 . Esta
rede extensa de anéis aromaticos proximos ao sitio ativo fornecem um ambiente
hidrofébico, que favorece a estabilidade conformacional da proteina, favorecendo a
atividade de PLA, (Dupureur e cols., 1992a). Na BthtX-II, podemos observar
trocas de residuos em algumas das posi¢Ges mencionadas acima como, Phe-22 —

Tyr -22; Phe-5— Trp-5 e Tyr-69— Lys-69 (Fig. 17).

Apesar de Phe-5 juntamente com Ile-9 favorecerem a formagdo de um "canal
hidrofébico” que participa da ligagdo ao substrato nas PLAjs (Dupureur e cols.,
1992a), a troca do residuo da posi¢do 5, bem como a da posi¢do 22, pareceriam

ndo estar causando grandes influéncias em termos conformacionais.

Phe-22 e Phe-106 sdo residuos altamente conservados nas PLAjs. Aparentemente,
estes residuos ndo possuem papel estrutural, no entanto sdo requeridos para a

atividade catalitica Otima dessas enzimas (Dupureur e cols., 1992 b).

Como em outras PLAjs, a BthTX-II possui Thr-112, Tyr-113 e trés outras
tirosinas entre os residuos 112 a 121. Segundo Francis e colaboradores (1991),
essas regides moleculares compreendidas entre esses residuos sdo responsaveis pela
expressdo da atividade miotoxica e estdo presentes em todas as miotoxinas

fosfolipasicas A .

Baseados nestas analises estruturais, podemos concluir que o grau de homologia
entre estas PLAjs miotoxicas sugere que estas proteinas possuem um precursor
ancestral comum e que mutagdes puntuais tém influéncia direta na atividade de

PLA, destas proteinas (Dennis, 1994). O fato da BthTX-II se apresentar como
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uma miotoxina fosfolipasica Ay Asp-49 e possuir atividade catalitica residual,
sugere a necessidade de uma revisdo na forma de classificar estas enzimas, uma vez
que até agora somente as PLAys Lys-49 eram consideradas enzimas sem atividade

fosfolipasica Ay (Maraganore e cols., 1984).

BthTX-II :Propriedades Bioldgicas

A ativagdo de acido araquiddnico por PLA,s, € o passo inicial para a formagio de
prostaglandinas, mediadores importantes para o desenvolvimento de uma resposta
inflamatoria. A atividade de PLA,s circulantes ¢ responsavel por algumas
condi¢des patologicas tais como: endotoxemia (Vadas & Hay, 1983), inflamagio
subcronica (Moreno, 1993); septcemia (Vadas, 1984), artrite reumatoide (Pruzanski
e Vadas., 1991) e pancreatite (Schoder e cols. 1980). A associagdo entre PLA,
intracelular e inflamagio tem sido implicada em diferentes processos inflamatorios.
A administragdo de PLA,s de venenos ofidicos ou de venenos de abelhas em
animais de laboratorio inicialmente induzem diversos tipos de reagdes inflamatorias.
Assim, a inje¢do subplantar de diversas PLA,s em ratos promove edema de pata
dependente da degranulagdo local de mastocitos. Ou seja, a ativagdo dos
mastocitos resulta em liberagio de histamina e serotonina, dois mediadores capazes
de aumentar a permeabilidade microvascular causando o edema inflamato6rio

(Cirino e cols., 1989; Moreno e cols., 1992).

Tem sido sugerido na literatura que a resposta inflamatoria induzida por tais PLA,s
¢ dependente da atividade enzimatica, visto que o tratamento com brometo de p-
bromofeanacil usualmente reduz a atividade inflamatéria. Além disso, PLA»s com

baixa atividade enzimatica (por exemplo, pancreatica de mamiferos) ndo produzem
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resposta inflamatorias significativas (Moreno e cols., 1992). Assim, a relagdo entre
atividade enzimatica e a capacidade de PLA, induzir edema € alvo de vanas
controvérsias (Visnawanath e cols., 1987.; Marshall e cols, 1989). Isto pode ser
reflexo de diferentes aspectos fisico-quimicos e do grau de homologia sequencial de

suas estruturas primarias.

Bothropstoxina-II (BthTX-II) e Bothropstoxina-I (BthTX-I) sdo duas proteinas
homologas e miotoxicas isoladas do veneno de Bothrops jararacussu ( Homsi-
Brandeburgo e cols., 1988; Cintra e cols., 1993). Embora ambas, BthTX-1I
(PM 13.976,39) e BthTX-I (PM 13.720) assemelhem-se a PLA,s na composigio e
sequéncia de suas estruturas primarias, sdo desprovidas de atividade enzimatica
(Gutiérrez e cols., 1991). Neste estudo investigamos a atividade edematogénica de
BthTX-II em pata de rato. A degranulagdo de mastocitos in vitro foi monitorada

através da liberagio de [4C]-5HT.

Um edema dose-dependente foi observado apos a inje¢do de BthTX-II em ratos.
Este edema atingiu seu grau maximo entre 30 e 60 minutos apds a injecdo,
decaindo sensivelmente apos este intervalo (Fig.12). Isto esta de acordo com
observagdes prévias de que, muitas PLA)s miotOxicas presentes em venenos sdo
capazes de induzir edema (Lomonte & Gutiérrez, 1989). A cyproheptadina
(antagonista do receptor de serotonina/histamina) foi capaz de inibir de forma
significativa a resposta inflamatoria induzida por BthTX-II (Fig. 15), indicando
que, a semelhanga de outras PLA,;s , o edema decorre da degranulagdo de

mastocitos.

Choi e colaboradores (1989) reportaram que a PLA) de Naja naja causava a

liberagdo de histamina de mastocitos peritoniais de ratos de uma forma dose-
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dependente € Cirino e colaboradores (1989) demonstraram, que drogas anti-

histaminicas eram altamente efetivas contra a a¢do edematogénica de PLADs .

Varios autores sugerem, que a producdo de lisofosfolipideos durante a atividade
catalitica de PLA»s poderiam ser os mediadores da liberacdo de histamina de
mastocitos peritoniais de ratos e que estes mediadores poderiam estar envolvidos
na indu¢do de edema por estas enzimas (PLAjs) No entanto, a relagdo entre
atividade fosfolipasica Aj e indugdo de edema é contraditoria (Vishwanalth e cols.,

1987; Marshall & Chang., 1989)

Alguns trabalhos comentam sobre a relevincia da atividade PLA; na
patogenicidade do edema induzido por venenos Bothrdpicos. (Kini & Evans, 1989;
Liu e cols., 1991). Estes autores sugerem que PLAjs induzem edema via 2
mecanismos diferentes: (a) por libera¢éo de acido araquidénico como consequéncia
da degradagdo enzimatica de fosfolipideos de membrana, o que acentua a
biossintese de eicosandides e (b), por afetar diretamente a microvasculatura

causando extravasamento de plasma (Lomonte e cols., 1994).

O desenvolvimento de edema decorrente da inje¢do de BthTX-II, consequéncia da
libera¢do de serotonina, (5-HT) e Histamina (Fig.14) corrobora os dados obtidos
por outros autores, sugerindo que a primeira agao irritante de PLA)s € a liberagio
de aminas de mastocitos. Alguns trabalthos mostram que a libera¢do de serotonina e
histamina de mastocitos, esta diretamente relacionada com a atividade catalitica de

PLAs (LLoret & Moreno, 1993, 1994) .

Nossos resultados entretanto, sugerem que no caso da BthTX-II, a liberagdo de

aminas acontece de forma independente de sua agdio catalitica, j4 que esta
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miotoxina com estrutura de PLA) possui atividade catalitica residual (Gutiérrez e
cols., 1991). Como controle, utilizamos BthTX-I, uma outra miotoxina com
estrutura de PLA) do veneno de B. jararacussu, com auséncia total de atividade
fosfolipasica Aj , e observamos a formagéo local de edema e também liberagdo de

serotonina de mastocitos (Figuras 12,13 e 14) .

Assim, sugerimos que a atividade pro-inflamatoria de PLAj extracelular ndo
depende somente de sua atividade enzimatica, uma vez que BthTX-1 e BthTX-II
apresentam uma atividade enzimatica pouco significativa (Gutiérrez e cols., 1991).
A atividade inflamatéria de BthTX-II pode ser atribuida a um efeito direto, ndo
enzimatico. Esses dados apoiam ainda a evidéncia da existéncia de sitios separados
para a expressdo das atividades enzimatica e farmacologica para a familia das

PLAj3s
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CONCLUSOES
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Conclusoes

1.BthTX-II é uma miotoxina com estrutura de PLA; Asp-49 com atividade
catalitica residual. Este dado € importante pois, torna necessaria uma revisdo na
forma de classificagdo das PLA,s, ja que até entdo acreditava-se que somente as

PLA,s -Lys-49 eram isentas de atividade de PLAy

2. A liberag¢do de aminas de mastocitos peritoniais de rato, sugere que a BthTX-II
atue de forma direta , independente de sua atividade catalitica de PLA2, apoiando
as evidéncias de sitios separados, no entanto justapostos, para a expressdo das

atividades catalitica e farmacologica para esta familia de proteinas
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PERSPECTIVAS FUTURAS

DE TRABALHO
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Perspectivas Futuras

Estudar os mecanismos indutores de citotoxicidade de duas miotoxinas
fosfolipasicas A, de veneno Bothropico. Uma delas ¢ a BthTX-II de Bothrops
Jararacussu, que possui todos os residuos participante da al¢a de ligagdo para ions
calcio como Tyr-28, Gly-30, Gly-32, His-48 e Asp-49. Entretanto, como esta
proteina possui atividade fosfolipasica A, residual torna-se desta forma uma
ferramenta importante para o entendimento da relagdo entre estrutura e atividade
biologica desta familia de proteinas. A outra PLA, sera a de Bothrops alternatus,
serpente cujo veneno tem sido pouco estudado. Os estudos serdo realizados com

células de mamiferos em cultura.

Este projeto sera desenvolvido através de uma bolsa de Recém-Doutor concedida

pelo CNPq
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COMUNICACOES EM CONGRESSOS
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Comunica¢des em Congressos

1. II Reunido Anual da Sociedade Brasileira de Bioquimica e Biologia
Molecular-SBBq

Local: Hotel Gléria - Caxambu/MG

Apresentagdo do Trabalho: BthTX-II : Partial Primary Structure (M.F.

Pereira; A.C.0O. Cintra; J.R. Giglio; J.C. Novello and S. Marangoni)

2. VII Reunido da Federagdo De Sociedades de Biologia Experimental
Local: Hotel Gléria - Caxambu/MG

Periodo: 25 a 28 de Agosto de 1993

Apresentacdo do Trabalho: BthTX-II: Determinacdo de sua Atividade
Hemolitica. (M.F. Pereira; M.R. Marques; A.C.O. Cintra; J.R. Giglio;

J.C. Novello; B. Oliveira and S. Marangoni

3. XXIII Reunido Anual da Sociedade Brasileira de Bioquimica e Biologia
Molecular-SBBq
Local: Hotel Gléria - Caxambu/MG

Periodo: 14 a 17 de Maio de 1994
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Apresentagdo do Trabalho: Evidence Of Dimerization Of PLA2 From

Bothrops jararacussu In SDS-PAGE( (M.F._Pereira; J.R. Giglio; J.C.

Novello; B. Oliveira and S. Marangoni

4. XXIV Reunido Anual da Sociedade Brasileira de Bioquimica e Biologia
Molecular-SBBq

Local: Local: Hotel Gloria - Caxambu/MG

Periodo: 06 a 09 de Maio de 1995.

Apresentagdo do Trabalho: The Primary Structure Of Bothropstoxin 11
(M_F._Pereira; J.R. Giglio; A.C.0O. Cintra; J.C. Novello; B. Oliveira and

8. Marangoni)

5. X Reunido da Federagdo De Sociedades de Biologia Experimental

Local: Centro de Convengdes da Prefeitura de Serra Negra - SP

Periodo: 23 a 26 de Agosto de 1995.

Apresentagdo do Trabalho:Oedema Formation And Mast Cell
Degranulation Induced By Phospholipase A2 do Not Depend Only Of

Their Enzymatic Activity (E.C.T. Landucci; M.F. Pereira; A.C.0. Cintra;

J.C. Novello; B. Oliveira ;S. Marangoni; E. Antunes and G. Nucci)
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TRABALHOS A SEREM

PUBLICADOS
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Trabalhos a serem Publicados

O conjunto de resultados desta tese estdo sendo agrupados em dois trabalhos

cientificos em fase de manuscrito:

1. Amino Acid Sequence of BthTX-11. A Phospholipase A, Asp-49 from he

Venom of Bothrops jararacussu.

2. Oedema Formation and Mast Cell Degranulation Induced by

Phospholipase A, do not Depend only of their Enzymatic Activity.
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Summary

Bothropstoxin-II (BthTX-II) showing residual phospholipase activity, is a protein
with only one polipeptide chain with calculated molecular mass of 13.976 and
partially contributes for the miotoxic activity of the Bothrops jararacussu venom.

The primary structure of BthTX-II was determined from the amino acid automatic
sequence of the peptides obtained after Staphylococcus aureus strain Vg and

clostripain digestion of reduced and carboxilated toxin. The complete sequence s :

DLWQWGQMILKETGKLPPYYTTYGCYCGWGRGKPVDPTDRCCFVHDCC
YKVTNYCPKKNDRYSYSSVSYNYCLGGPCDKQICECDKAIAVCFRENLGT
YNKKAYYHLKPFCKEPAETC.

Comparison of BthTX-II (Asp-49) with amino acid sequence of phospholipases
from snakes venoms and mammalian sources shows high homology degree. This
toxin displays the amino acid residues which are involved in the Ca'™ loop,
essential for the phospholipase activity, but has showed residual phospholipase
activity.
In the snakes bites, the more commom symptom is a formation of local oedema.
The time course of the oedema inducing BthTX-II in foot pad of rats,was fast in
the beginning, remaining maximum between 30-60 minutes and decreasing after this
time. The preview treatmant of the animals with cyproheptadine (histamine and
serotin antagonist) abolished the edematogenic response of BthTX-II and is
indicative that the oedema in vivo is caused by mast cells degranulation. Many
authors have reportes oedema inducing phospholipase A, in rats, suggesting that
the first phospholipase action in the oedema is to release the amines of mast cells.
Inflammation activity of PLA, can be attributed to a direct but not a enzymatic
effect. These results confirms the evidences of independent sites for the expression

of the enzymatic and pharmacological activities in this molecules. BthTX-II is a
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Asp-49 PLA, miotoxin and have residual catalytic activity, which suggests a new

way of classifying this proteins family.
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