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Para ser grande, sé inteiro: nada
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Resumo

RESUMO

As pecgonhas de serpentes Bothrops sdo responsaveis por diversos danos locais (na
regiao da mordida) e sistémicos durante o envenenamento. Dentre as manifestagdes
sistémicas, a insuficiéncia renal aguda € um dos mais importantes efeitos toxicos causados por
acidentes botrdpicos. Esta tese teve como objetivos: 1) investigar a agao da pegonha bruta de
B. alternatus em células epiteliais renais MDCK; 2) proceder a purificagdo e caracterizagao de
uma DNase acida presente nesta peconha; e 3) determinar a possivel acdo apoptética desta
DNase sobre células MDCK em cultura. Com relagado as agodes in vitro do pegonha bruta de B.
alternatus, observamos modificagbes no citoesqueleto, nas jungdes intercelulares e sobre a
morte celular das células MDCK tratadas com 10 ou 100 pg/mL de pegonha bruta. Dentre as
modificagbes observadas, houve uma diminuicdo da resisténcia transpitelial, uma redistribuicao
de algumas proteinas associadas as jungdes intercelulares acompanhada por um desarranjo do
citoesqueleto envolvendo as fibras de estresse na superficie basal e adesao focal associada a
F-actina na regido de contato célula-matriz. A analise morfométrica mostrou uma diminuicdo do
numero de células entrando em mitose e um aumento do numero de células com nucleos
picnéticos ou morfologicamente alterados apds tratamento com o peconha. Microscopia
eletrbnica de varredura revelou uma densidade de microvilosidades diminuida, assim como a
alteragdo da morfologia celular normal, de poliédrico para um formato fusiforme, nas células
tratadas. O tipo principal de morte celular induzido pelo tratamento com o peconha bruta foi a
necrose, com uma freqiéncia pequena de indugdo de apoptose. O pré-tratamento das células
MDCK com catalase, superéxido dismutase e L-NAME inibiu os efeitos sobre morte celular
causados pelo pegonha bruta, indicando o envolvimento de espécies reativas de oxigénio e
nitrogénio nos danos causados pelo envenenamento pela pegonha de B. alternatus.

As peconhas ofidicas possuem uma grande variedade de enzimas que degradam
acidos nucléicos e seus constituintes. As desoxirribonucleases (DNases) sdo endonucleases
presentes em pecgonhas de serpentes que hidrolisam acido desoxirribonucléico (DNA). Sua
acao no envenenamento ocorre em conjunto com outras enzimas que quebram ligacdes fosfato
(ATPases, 5'-nucleotidases, fosfodiesterases, ribonucleases). Varios estudos sobre
endonucleases em mamiferos sugerem que a DNase |l (DNase acida) seria responsavel pela
fragmentagdo do DNA durante a apoptose. E também conhecido que peconhas sdo capazes de

induzir apoptose em células. Através de uma combinagao de cromatografias de troca iénica, gel
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filtragdo, afinidade e HPLC, foi purificada uma DNase da peconha de B. alternatus, com
atividade especifica de 3.489 unidades/mg (atividade especifica da pegonha: 65 unidades/mg) e
fator de purificagdo de ~54 vezes. As caracteristicas bioquimicas desta enzima sdo: uma massa
molecular de ~31 kDa, auséncia de subunidades, pl de 4,4-5,2, pH étimo de atividade de 4,7,
termo estabilidade até 40°C. O K, € Vmax sdo 10.1 pug/mL e 352.5 U/mg, respectivamente. A
enzima degrada preferencialmente DNA de dupla fita, com atividade menor sobre DNA
desnaturado; também degrada DNA circular (dos plasmideos pGEM e pBR322) mas nao
degrada RNA ou poly A. E inibida por altas concentracdes (100 mM) de cations (Ca**, Mg** e
Zn2+), e também por N-etilmaleimida, iodoacetamida, acido aurintricarboxilico e DTT, mas nao
por EDTA. A enzima é reconhecida por IgG antibotropica em Western blot e no ELISA e por
anti-DNase Il humana no Western blot. Em células MDCK, a DNase produz alteragbes
morfolégicas como vacuolagdo do citoplasma, retragdo e destacamento das células em
monocamada, presenca de nucleos condensados e/ou fragmentados. Através de ensaios de
viabilidade e citotoxicidade, verificamos que a DNase é citotdxica as células MDCK em doses a
partir de 400 U/mL (~20 pg/mL). Além disso, causa fragmentacdo de DNA e um aumento no
numero de células apoptoticas, em menor proporg¢ao, de células em necrose. A via de apoptose
estimulada pela enzima envolve a ativagcdo das caspases 3, 8 € 9, e uma diminuicdo na
expressao da proteina anti-apoptética Bcl-2. Estes resultados mostram que a pegonha de B.
alternatus é citotéxica as células MDCK, com parte desta toxicidade mediada pela DNase IlI.

Esta enzima induz apoptose que poderia contribuir para a toxicidade geral da peconha.
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ABSTRACT

Bothrops snake venoms are cytotoxic to a variety of cells (endothelial, smooth muscle,
renal and inflammatory cells), and may cause cell death by apoptosis. The venom components
implicated in apoptosis include metalloproteinases and L-amino acid oxidase. In contrast,
although acidic deoxyribonucleases (DNase Il) have been implicated in DNA fragmentation
during apoptosis in mammals, nothing is known of the involvement of venom
deoxyribonucleases in this phenomenon. In this thesis, we 1) investigated the cytotoxicity of
Bothrops alternatus venom in Madin-Darby canine kidney (MDCK) epithelial cells, 2) purified and
characterized an acidic DNase from this venom, and 3) assessed the apoptotic activity of this
DNase in MDCK cells. Treatment with B. alternatus venom (10 and 100 ug/mL) markedly
decreased the transepithelial electrical resistance of cultured cells, and caused redistribution of
some junctional proteins followed by cytoskeletal rearrangement involving stress fibers at the
basal cell surface and focal adhesion-associated F-actin in the cell-matrix contact region. There
was a decrease in the number of mitotic cells and an increase in the number of cells with
pycnotic or morphologically altered nuclei. Scanning electron microscopy revealed a decrease in
microvillar density and alteration in the normal cell morphology from polyhedric to fusiform.
Staining with annexin V-FITC and electrophorese of cellular DNA suggested that cell death was
predominantly by necrosis. Pretreating the cells with catalase, superoxide dismutase or L-NAME
significantly attenuated the venom-induced cell death, indicating the possible involvement of
reactive oxygen and nitrogen species in this phenomenon. DNase Il was purified from B.
alternatus venom by a combination of ion exchange and gel filtration chromatographies (specific
activity = 1.9x10° units/mg vs. 36.1 units/mg for venom, purification factor = 51.2, with a protein
yield of 1.75%). The molecular mass of 26.4 kDa (SDS-PAGE) was unaffected by dithiothreitol
or B-mercaptoethanol, indicating a single-chain protein. Immunoblotting with affinity-purified 1gG
from commercial bothropic antivenom also yielded a single protein band with the same
molecular mass. The enzyme was also recognized by antibothropic IgG in ELISA and
crossreacted with anti-human DNase Il in western blots. The isoelectric point determined by 2D-
gel electrophoresis was ~5.0. DNase Il cleaved double-stranded DNA, denatured DNA and
circular DNA (from the plasmids pGEM and pBR 322), but there was no degradation of RNA.
The enzyme was active in the pH range of 4.5-5.5, with an optimum at 4.7; activity was lost at

>50°C. The K, and V. were 10.1 pg/mL and 352.5 U/mg, respectively. Enzymatic activity was
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i Abstract
inhibited by aurintricarboxylic acid (25 pM), iodoacetamide (1 mM), DTT (1 mM) and Ca*', Mg**
and Zn*" (100 mM), but not by EDTA (5 mM). In MDCK cells, DNase Il produced cytoplasmic
vacuolization, cell shrinkage and cell detachment from the substrate, as well as condensed
and/or fragmented nuclei. DNase was cytotoxic to MDCK cells at > 400 U/mL (~20 pg/mL),
caused DNA fragmentation, and increased the proportion of apoptotic cells. The apoptotic
pathway stimulated by this enzyme involved the activation of caspases 3, 8 and 9, and a
decrease in the expression of the anti-apoptotic protein Bcl2. These results show that B.
alternatus venom is cytotoxic to MDCK cells, with part of this toxicity probably being mediated by
DNase Il. This enzyme induces apoptosis that could contribute to the general cytotoxicity of the

venom.
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PREFACIO

Para facilitar a apresentacédo e discussao do trabalho realizado, esta tese esta
organizada em seis capitulos, sendo que os capitulos 2 a 4 seguem a estrutura de
artigos cientificos (introdug¢ao, materiais € métodos, resultados e discussao).

Os capitulos séao:

Capitulo 1: Introdugao geral e objetivos.

Capitulo 2: A avaliagdo da acao da peconha de Bothrops alternatus em células

epiteliais renais MDCK.

Capitulo 3: A purificagdo e a caracterizagdo bioquimica e imunolégica da

DNase acida da pegonha de Bothrops alternatus.

Capitulo 4: A acao da DNase acida de Bothrops alternatus em células epiteliais

renais MDCK.

Capitulo 5: Conclusdes gerais do trabalho

Capitulo 6: Referéncias
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Introdugéo

INTRODUGAO GERAL

Peconhas ofidicas sao misturas complexas de proteinas, peptideos,
carboidratos, lipideos, ions metalicos e compostos organicos (BIEBER, 1979;
IWANAGA e SUZUKI, 1979; BJARNASON e FOX, 1988, 1989). Entretanto, ha
consideravel variagdo na composicdo de peconhas entre as familias, géneros e
espécies de serpentes, ou mesmo dentro de uma mesma espécie. Estas diferengas na
composicdo da peconha se justificam devido as variagbes geograficas, sexuais,
genéticas, ontogénicas e sazonais (BRAZIL, 1901; MOURA-DA-SILVA et al., 1990 a,b;
CHIPPAUX et al., 1991; FURTADO et al., 1991). As principais proteinas encontradas
em pegonhas de serpentes sdao enzimas, como esterases, fosfatases, fosfolipases,
metaloproteases e nucleases (TU, 1977; IWANAGA e SUZUKI, 1979; ELLIOTT, 1978;
BAILEY, 1998), primordialmente com fungdes de imobilizagdo, morte e digestdo da

presa (MEBS, 1978; AIRD, 2002).

Toxinologia de Bothrops alternatus

A serpente Bothrops alternatus (DUMERIL, BIBRON e DUMERIL, 1854),
conhecida popularmente como urutu, urutu-cruzeiro ou cruzeira, boicotiara, jararaca-de-
agosto e vibora de la cruz, dentre outros (figura 1.1), € uma serpente encontrada
predominantemente em areas abertas, como campos, cerrados e brejos das regides
sul, sudeste e parte do centro-oeste do Brasil (figura 1.2), além da Argentina, Paraguai

e Uruguai, (CAMPBELL e LAMAR, 2004). Possui habito noturno e um tamanho médio
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de 1,20 m, podendo alcancar até 1,70 m de comprimento quando adulta (BRASIL,
2001; MELGAREJO, 2003). A B. alternatus é uma espécie bastante agressiva e
perigosa, e uma das maiores produtoras de pegonha do género, chegando a 380 mg de
peconha (BELLUOMINI, 1984), porém, sua toxinologia € menos estudada que a de
Bothrops jararaca, que mais causa acidentes em humanos (BRASIL, 2001).

Como outras espécies do género Bothrops, a pegonha de B. alternatus contém
variadas proteinas, algumas das quais ja foram caracterizadas, como fosfolipases A;
(NISENBOM et al., 1986a,b, 1988; PONCE-SOTO et al., 2007), uma enzima tipo
trombina (balterobina; SMOLKA et al., 1998), desintegrinas (alternagina-C; SELISTRE-
DE-ARAUJO et al., 2005; Dis-Ba, RAMOS et al., 2008), uma metaloproteinase (GAY et
al., 2005), uma L-amino &cido oxidase (STABELI et al., 2004), um inibidor de trombina
(botroalternina; CASTRO et al., 1998) e uma fosfodiesterase (VALERIO et al., 2002).

Os principais efeitos locais e sistémicos observados em envenenamento por B.
alternatus séo edema, hemorragia e necrose (MARUNAK et al., 1999) e se assemelham
muito a outras peconhas botrépicas (FAN e CARDOSO, 1995; GUTIERREZ e
RUCAVADO, 2000; FRANCA e MALAQUE, 2003). Alguns dos efeitos locais da
peconha, especialmente o edema e a resposta inflamatéria podem ser mediados por
metaloproteinases (GUTIERREZ e RUCAVADO, 2000), pela formacdo de metabdlitos
do acido araquidénico, liberado pela agéao de fosfolipase A, da pegconha (NISENBOM et
al., 1986a,b, 1988) e posteriormente, convertidos em leucotrienos pela via lipoxigenase
(FLORES et al., 1993), ou pela liberagdo de mediadores endégenos como a bradicinina
e a histamina (ROTHSCHILD e ROTHSCHILD, 1979; ANTUNES et al., 1989) e

citocinas como o TNF-a (MOURA-DA-SILVA et al., 1996).
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Figura 1.1: Bothrops alternatus (urutu). Foto de Marcio Martins.

(fonte: http://eco.ib.usp.br/labvert/Jararaca/imagens/alternatus_foto7.htm)
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Figura 1.2: Distribuicdo geografica de Bothrops alternatus na América do sul. (CAMPBEL e
LAMAR, 2004).

Enzimas que atuam em ligagoes fosfatos e acidos nucléicos

Dentre a diversidade de enzimas presentes em peconhas de serpentes,
existem as enzimas capazes de hidrolisar acidos nucléicos e seus derivados, como o0s
nucleotideos (GEORGATSOS e LASKOWSKI, 1962; RICHARDS et al., 1965;
MACKESSY, 1998). Dentre estas enzimas, destacam-se as adenosina difosfatases
(ADPases), adenosina trifosfatases (ATPases), monoesterases, 5’-nucleotidase,

fosfodiesterases, endonucleases como as ribonucleases e as desoxirribonucleases
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(DNases) (TAN e PONNUDURAI, 1991, 1992; SALES e SANTORO, 2007). Com
excecao das fosfodiesterases, sdo poucos os trabalhos de caracterizacdo destas
enzimas (MACKESSY, 1998; AIRD, 2002).

A fosfodiesterase € a mais abundante das nucleases em peconhas de
serpentes e foi descrita inicialmente na década de 30 do século passado (GULLAND e
JACKSON, 1938) e desde entdo tem sido purificada e caracterizada em pegonhas
botrépicas (MACKESSY, 1998; AIRD, 2002; VALERIO et al, 2002; SALES e
SANTORO, 2007). Esta enzima é referida como uma exonuclease do tipo |
(oligonucleotideo 5°-nucleotidohidrolase, EC 3.1.4.1), e catalisa a hidrélise de ligagbes
fosfodiéster de maneira progressiva, comegando na regido 3’-hidroxi-terminal
(LASKOWSKI, 1971), e produzindo 5°-mononucleotideos resultantes da hidrolise de
oligonucleotideos (UZAWA, 1932; GULLAND e JACKSON, 1938; BJORK, 1963;
MACKESSY, 1998).

A ribonuclease (EC 3.1.27.5) é considerada uma endonuclease que cliva
nucleosideos 3’-fosfato e 3’-fosfooligonucleotideos de moléculas de RNA. Esta enzima
nao apresenta preferéncia por bases e produz oligonucleotideos de 2 a 5 bases, com
terminal em 5’-fosfato (TABORDA et al.,, 1952; AIRD, 2002). Em muitas pegonhas, a
atividade inespecifica atribuida a ribonucleases é, na verdade, responsabilidade de
fosfodiesterases (ELLIOTT, 1978; MACKESSY, 1998).

As monofosfatases representam uma familia de enzimas nao especificas que
podem ser acidas ou alcalinas e, em peconhas ofidicas, tem sido relatada a atividade
de fosfatases acida e alcalina (TU e CHUA, 1966; ACOSTA et al., 1993; SALES e

SANTORO, 2007). A fosfatase acida (fosfo-monoéster fosfohidrolase acida, E.C.
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3.1.3.2) possui um pH étimo de atividade entre 4,0 e 5,0, e hidrolisa diversos substratos
como p-nitrofenil fosfato, 2°-AMP, 3"-AMP, 5-AMP e ATP. A fosfatase alcalina (fosfo-
monoéster fosfohidrolase, E.C. 3.2.3.1) é ativada por Ca®* e Mg®* e tem um pH étimo de
aproximadamente 9,5. Esta enzima pode hidrolisar 5-AMP, 5°-dAMP, 3"-AMP, ribose-5-
fosfato, ATP, flavina mononucleotideo, nicotinamida mononucleotideo e 5°-
fosforilribose-1-pirofosfato (SUZUKI e IWANAGA, 1958a,b; SULKOWSKI et al., 1963;
FERNLEY, 1971; TU, 1977; ELLIOTT, 1978). Adenosina di e trifosfatases ou
ADPase/ATPase (ATP difosfohidrolase 3.6.1.5) sdo enzimas que desfosforilam ADP ou
ATP, formando orto ou pirofosfatos, em pH 8,4 (ELLIOTT, 1978).

A 5’-nuclectidase (5'-ribonucleotideo fosfohidrolase, EC 3.1.3.5) €& uma
fosfomonoesterase especifica que hidrolisa o fosfato terminal de 5°-ribo ou
desoxinucleotideos. Sua massa molecular é de aproximadamente 100 kDa, e o pH
otimo é entre 6,5 e 7,0. A 5’-nucleotidase é a enzima mais ativa dentre as fosfatases
(HEPEL e HILMOE, 1951; SINSHEIMER e KOERNER, 1952; SULKOWSKI et al., 1963;
TU, 1977; IWANAGA e SUZUKI, 1979).

A DNase | (endodesoxirribonuclease |, EC 3.1.21.1) € uma enzima que cliva 5'-
fosfonucleotideos e produtos de 5’-fosfooligonucleotideos com preferéncia para DNA
dupla fita, porém também age em DNA de fita simples e cromatina, em ligagdes
fosfodiéster adjacentes a pirimidinas, liberando nucleotideos com 3’-hidroxila livre. A
DNase | é também conhecida como DNase alcalina por possuir pH 6timo de atividade
entre 7,0 e 8,0 (KUNITZ, 1948; PRIVAT DE GARILHE e LASKOWSKI, 1955;

LASKOWSKY, 1971).
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A DNase |l (endodesoxirribonuclease I, EC 3.1.22.1) é uma hidrolase
especifica que cliva os nucleosideos 3’-fosfato e produtos de 3’-fosfooligonucleotideos,
com preferéncia para DNA de dupla fita, nativo ou desnaturado, liberando nucleotideos
5’-hidroxila livre. Ela é também conhecida como DNase acida. Esta enzima distingue-se
da DNase | principalmente pelo pH étimo de atividade dela ser acido, entre 4,2 e 5,5
(HAESSLER e CUNNINGHAM, 1957; GEORGATSOS e LASKOWSKI, 1962;
BERNARDI, 1966; WEIR, 1993; AIRD, 2002).

Alguns estudos verificaram a presenca de diversas destas enzimas na pegonha
da serpente B. alternatus, com altas atividades de fosfodiesterase, 5°-nucleotidase,
ATPase e ADPase e baixa atividade de fosfatase alcalina (MEBS, 1970; VALERIO et
al., 2002; DE ROOQODT et al., 2003; SALES e SANTORO, 2007). Tem sido sugerido que
a presenga de nucleotidases e desidrogenases em pecgonhas ofidicas estaria
relacionada a imobilizagdo e morte de presas. A figura 1.3 apresenta, de forma
resumida, possiveis locais de atuacdo destas enzimas na liberagcdo de purinas por

peconhas ofidicas (AIRD, 2002).
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Células
Miotoxinas -
Citotoxinas _—
Citolise indireta — 8 ——»
Hemorraginas — 8 —
PL Lisecelular
l._ PLA,
Lisofosfolipideos Liberagcaode DNA/RNA
.+ PDE ,
' DNase N l
RNase

Liberagﬁbde nucleotideos —— AMP

—
Fosfomoy
PURINAS ATPase/ADPase

Receptores para adenosina

5’-Nucleotidase

!
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Figura 1.3: Possiveis locais de acdo das enzimas de degradagdo de acidos nucléicos na
estratégia de imobilizar presas (modificado de AIRD, 2002). (+) - ativacdo. PDE -

fosfodiesterase. PL — fosfolipideos.



Objetivos

OBJETIVOS

Considerando que: (a) varios estudos sobre DNase Il em mamiferos tém
mostrado o envolvimento destas enzimas na fragmentagdo de DNA em apoptose
(BARRY e EASTMAN, 1993; GOTTLIEB et al, 1995; TORRIGLIA et al, 1998;
COUNIS e TORRIGLIA, 2000), (b) peconhas de serpentes, inclusive de espécies de
Bothrops, contém DNase Il e (c) tem sido sugerido que esta enzima pode contribuir
para alguns efeitos de pegonhas in vivo (AIRD, 2002), propomos, neste trabalho:

(1) Caracterizar os efeitos da pegonha de B. alternatus em células epiteliais

renais MDCK.

(2) Purificar e caracterizar a DNase Il da pegonha de B. alternatus.

(3) Avaliar a atividade pro-apoptotica desta enzima em células MDCK,

comparando-a com DNases Il de mamiferos.
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Capitulo 2

Avaliacao da acao da peconha de Bothrops alternatus

em células epiteliais renais MDCK em cultura

INTRODUGAO

O envenenamento causado por serpentes do género Bothrops pode produzir
uma variedade de efeitos locais (edema, dor, hemorragia, necrose) e sistémicos
(coagulopatia, hipotensdo, insuficiéncia renal aguda e hemorragia sistémica)
(ROSENFELD, 1971; WATT, 1989; RUSSELL et al., 1997; GUTIERREZ e LOMONTE,
2003; FRANCA e MALAQUE, 2003; GUTIERREZ e OWNBY, 2003; WARREL, 2004),
efeitos que sdo mediados por uma variedade de proteinas presentes nestas peconhas,
como metaloproteinases (GUTIERREZ e RUCAVADO, 2000) e fosfolipase A, miotoxica
(GUTIERREZ e LOMONTE, 1995; GUTIERREZ e OWNBY, 2003), embora outras
enzimas, como por exemplo, L-aminoacido oxidase (DU e CLEMETSON, 2002) e
enzimas que afetam a cascata de coagulagdo (KAMIGUTI et al., 1991; FRANCA e
MALAQUE, 2003) também possam estar envolvidas nestes processos.

A insuficiéncia renal aguda (IRA) € um dos mais importantes efeitos sistémicos
causados por peconha de serpentes em humanos picados pelo género Bothrops. No
Brasil, dentre as principais manifestagdes clinicas sistémicas apds acidentes botropicos,
pacientes que apresentam IRA correspondem a 1,4% a 1,6% dos casos (RIBEIRO e

JORGE, 1997; BUCARETCHI et al., 2001). Apesar da baixa frequéncia de ocorréncia
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da IRA nos acidentes de modo geral, quando consideradas as causas de morte, a
importancia da IRA torna-se mais relevante, correspondendo a aproximadamente
79,1% dos casos (AMARAL et al., 1986; JORGE e RIBEIRO, 1990; RIBEIRO et al.,
1998).

Diversos estudos in vitro (SERRA et al., 1999; HAVT et al., 2001; BARBOSA et
al., 2002; CASTRO et al., 2004) e in vivo (REZENDE et al., 1989; BURDMANN et al.,
1993; BOER-LIMA et al., 1999, 2002; CRUZ-HOFLING et al., 2001) mostram que as
peconhas botropicas exercem efeitos deletérios na fungédo renal e sua morfologia. A
etiologia da IRA induzida por Bothrops € multifatorial, e envolve vasoconstrigdo (com
consequente isquemia renal), deposig¢ao de fibrina glomerular (REZENDE et al., 1989),
injuria vascular (BOER-LIMA et al., 1999, 2002) e a liberacédo de substancias vasoativas
(HAVT et al., 2001; CASTRO et al.,, 2004), mediadas primariamente por proteases e
PLA, (HAVT et al., 2001; CRUZ-HOFLING et al., 2001; FRANCA e MALAQUE, 2003).
Muitos dos efeitos locais e sistémicos de peconhas botrépicas sdo produzidos por uma
acgao direta das toxinas destas pegonhas em células endoteliais e musculares (vascular
e nao-vascular) (LOMONTE et al., 1994; GUTIERREZ e LOMONTE, 1995, 2003;
GUTIERREZ e OWNBY, 2003; HARRIS, 2003), porém poucos estudos tém avaliado os
efeitos destas pegonhas em células renais em cultura (COLLARES-BUZATO et al.,
2002; OLIVEIRA et al., 2002).

Conforme indicado na introdugao geral (Capitulo 1), o envenenamento por B.
alternatus produz alteracdes locais e sistémicas caracteristicas de outras espécies

deste género (BAUAB et al., 1994). OLIVEIRA et al. (2002) relataram que a pegonha
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desta espécie é citotdxica as células renais Vero (macacos vervet) em cultura, mas nao
investigaram os mecanismos de agao envolvidos nesta citotoxicidade.

Neste capitulo descrevemos a citotoxicidade e as alteragdes morfoldgicas,
incluindo a reorganizagdo do citoesqueleto e redistribuicdo de algumas proteinas
associadas as jungdes intercelulares induzidas pela pegonha de B. alternatus em
células MDCK (Madin-Darby canine kidney) em cultura. Estas células apresentam
caracteristicas morfolégicas e funcionais semelhantes as células do tubulo coletor e/ou

distal de mamiferos (VALENTICH, 1981).
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MATERIAIS E METODOS

Reagentes e peg¢onha

Acido etilenodiaminotetraacético (EDTA, sal sdédico), agarose, anticorpo
secundario anti-lgG de camundongo conjugado com FITC, anticorpo secundario anti-
IgG de coelho conjugado com FITC, catalase, N“-nitro-L-arginina metil ester (L-NAME),
superoxido dismutase, faloidina conjugada com TRITC, Tris base e Triton X-100 foram
adquiridos da Sigma (St. Louis, MO, EUA). Marcadores de DNA 1 kb foram obtidos da
Fermentas Inc. (Hannover, MD, EUA). DTT foi obtido da Amersham-GE (Piscataway,
NJ, EUA). Anticorpos primarios anti-ocludina e anti-E-caderina foram adquiridos da
Zymed (S&o Francisco, CA, EUA). Garrafas e placas de cultura estéreis foram obtidas
da Nunc (Copenhagen, Dinamarca), ou Corning (Corning, NY, EUA). Outros reagentes
foram obtidos da Sigma ou Merck (Rio de Janeiro, RJ, Brasil) ou fornecedores locais.

A peconha liofizada de B. alternatus, obtida por extracdo manual de
espécimens adultas de ambos os sexos, foi obtida pelo Centro de Extracdo de Toxinas

Animais (CETA, Morungaba, SP, Brasil).

Cultura de células

Células epiteliais renais de cado da linhagem Madin-Darby A (MDCK A) obitdas
do Instituto Adolfo Lutz (passagens 78 a 80) foram cultivadas em frascos plasticos, com
meio minimo essencial de Eagle (MEM), suplementado com 10% de soro fetal bovino

(SFB), 1% de penicilina (10.000 Ul/mL) e estreptomicina (10 mg/mL), e mantidas a 37°C
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em atmosfera umida contendo 5% de CO; em ar. As células foram passadas
semanalmente apds tratamento com tripsina (2,5 mg/mL) e 0,2% EDTA em solugao
balanceada sem Ca*" e Mg?*. Para fins experimentais, as células foram semeadas em
alta densidade (0,5 — 1,0 x 10° células/cm?) em suportes para células em cultura
contendo membranas de material inorganico (area de 0,78 ou 4,9 cm?) (Anocell, Nunc)
ou de tereftalato de polietileno (PET) recoberta com uma pelicula de colageno tipo |
(4rea de 0,33 cm?) (BD Falcon, San Jose, CA, EUA) ou em placas com 6 e 96 pogos
(Corning) ou em coverslips de vidro (Kinitell). As monocamadas de células MDCK foram

usadas trés dias apds a semeadura.

Incubacao com a peconha de B. alternatus

A peconha de B. alternatus foi preparada imediatamente antes do uso em
solucdo estoque em meio de cultura MEM e posteriormente diluida em uma
concentracéao final de 10 e 100 ug/mL. A concentragado de 10 ug/mL foi escolhida com
base em experimentos preliminares que mostraram que 1 ug da pegonha/mL n&o
causava dano as células no periodo de tempo de incubacgao utilizado neste trabalho,
enquanto a concentracédo de 10 ug/mL causava algum dano a monocamada de células
MDCK, o que estaria de acordo com outros trabalhos de peconhas ofidicas in vitro
(WILLINGER et al., 1995; COLLARES-BUZATO et al.,, 2002); uma concentragao 10
vezes acima (100 ug/mL) foi utilizada para simular os elevados niveis de pegonha aos
quais o rim pode ser exposto in vivo. A peconha foi aplicada simultaneamente em

ambas as superficies (apical e basolateral) da monocamada de células MDCK nos
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experimentos utilizando-se os suportes de células. As células controle receberam o
mesmo volume de meio de cultura, porém sem conter a pegonha. Em alguns
experimentos, as monocamadas foram pré-incubadas (30 min) com catalase (100
U/mL), superoxido dismutase (40 U/mL) ou N*-nitro-L-arginina metil éster (L-NAME, um
inibidor da 6xido nitrico sintase, 1 mM), anteriormente a incubagédo com a pegconha com
o intuito de se verificar o envolvimento de perdxido de hidrogénio (H»O;), do anion
superoxido (O2") ou do éxido nitrico (NO), respectivamente, na toxicidade da peconha

de B. alternatus.

Medida de resisténcia elétrica transepitelial

A resisténcia elétrica transepitelial (Rr) foi medida através das monocamadas
crescidas nos suportes contendo as membranas Anocell ou Falcon (PT), utilizando-se
dois eletrodos “chopstick” de Ag/AgCl acoplados a um voltimetro combinado a uma
fonte de corrente constante (EVOM, World Precision Instruments, Hertfordshire, UK).
Estes experimentos foram realizados para verificar se a pegonha alterava, de maneira
concentragdo-dependente, a integridade da barreira epitelial. Ambas as superficies das
monocamadas foram expostas a concentragdes de 10 ou 100 pg de pegonha/mL por

um periodo de até sete horas.
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Marcacao de proteinas juncionais e F-actina

Citoquimica para F-actina

Para avaliar se a pegonha causava alteragcdes na organizagao do citoesqueleto
foi utilizada a metodologia de citoquimica para F-actina usando faloidina conjugada com
TRITC (PETERSON et al., 1990; COLLARES-BUZATO et al., 1998). Para tal, células
crescidas em suportes com membranas Anocell foram tratadas com peconha de B.
alternatus (10 ou 100 pg/mL) durante 1 ou 3 horas. Decorrido este tempo, as células
foram lavadas em PBS, fixadas por 30 min em 4% de paraformaldeido em PBS,
permeabilizadas com Triton X-100 0,1% (10 min) e incubadas com 1 ug do conjugado
TRITC-faloidina/mL em PBS (Sigma). As membranas contendo as monocamadas
marcadas foram, entdo, montadas com meio de glicerina/PBS (Sigma) sobre laminas de
vidro, cobertas com laminula e seladas. As células foram examinadas por microscopia
de varredura confocal a laser (CLSM; BioRad MRC 1024, BioRad, Richmond, VA,
EUA). Algumas células marcadas com faloidina foram incubadas com DAPI para revelar
a morfologia nuclear. Neste caso, as células foram visualisadas utilizando um
microscopio convencional de fluorescéncia (Olympus BX60; Olympus, Hamburgo,
Alemanha) acoplado a um sistema computadorizado de captura de imagens. Para fazer
uma comparagao adequada entre os grupos tratados com peconha e o controle, a
coloragcdo e a analise microscopica de todos os grupos foram realizadas na mesma

sessao experimental.
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Imunocitoquimica para ocludina e E-caderina

Apods exposicao a peconha de B. alternatus e medidas de Ry, as monocamadas
crescidas em suportes, com membranas Anocell foram fixadas e marcadas para
ocludina e E-caderina por técnica padrao de imunofluorescéncia indireta (COLLARES-
BUZATO et al., 1998). As células foram fixadas em metanol a -20°C, lavadas em PBS
em seguida incubadas overnight com anticorpos anti-ocludina ou com anti-E-caderina
(diluicbes na tabela 2.1) em solugdo contendo 3% de soro equino. Apds lavagens em
PBS, as monocamadas foram incubadas, no escuro, por 2 h com anticorpo anti-IgG de
rato ou anti-lgG de coelho (diluicdes na tabela 2.1) conjugado com FITC. As
membranas contendo as monocamadas marcadas foram, entdo, montadas com meio
de montagem Vectashield (Vector Laboratories, Burlingame, CA, EUA) sobre I1aminas
de vidro, cobertas com laminula e seladas. As células foram examinadas por
microscopia de varredura confocal a laser (CLSM; BioRad MRC 1024, BioRad,
Richmond, VA, EUA). Para comparagao entre os grupos tratados com peconha e o
controle, a coloragdo e a analise microscopica de todos os grupos foram realizadas na

mesma sessao experimental.
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Tabela 2.1: Resumo dos anticorpos utilizados.

Anticorpo primario

Proteina E-caderina ocludina
Organismo alvo Humano Humano
Organismo hospedeiro Coelho Camundongo
Diluigéo 1:75 1:100
Origem Zymed Zymed
Anticorpo secundario

Organismo alvo Coelho Camundongo
Organismo hospedeiro Carneiro Coelho
Diluigao 1:75 1:75
Conjugado FITC FITC
Origem Sigma Sigma
Técnica Imunocitoquimica  Imunocitoquimica

Viabilidade celular

Incorporagéo de vermelho neutro

A citotoxicidade da peconha foi avaliada pelo método da coloragdo por
vermelho neutro (BORENFREUND e PUERNER, 1984). As células foram cultivadas em
placas de 96 pogos. Apds exposicao a pegonha (10 ou 100 ug/mL, 200 pl finais) por um
periodo variavel entre 30 minutos e 3 horas, o meio foi removido, e foram adicionados a
cada pogo 200 ul de MEM contendo 50 ug de vermelho neutro/mL, e as placas foram
incubadas a 37°C durante 3 horas. O meio contendo o corante foi removido e 0s pogos
foram lavados uma vez por 2-3 minutos com formol-calcio (40% de formaldeido, v/v, e
10% de cloreto de calcio, p/p) para remover corante ndo incorporado. Finalmente, 200
ul de acido acético/50% etanol (1:100, v/v) foram adicionados a cada pog¢o durante 15

minutos a temperatura ambiente e, entdo, a placa foi lida a 540 nm em um leitor de
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microplacas SpectraMax 340 (Molecular Devices, Sunnyvale, CA, EUA). A viabilidade
foi determinada comparando as absorbancias resultantes com a média de absorbancia
dos pogos contendo células controle (sem tratamento com a pegonha, considerado

100% de viabilidade).

Ensaio MTT

A viabilidade celular também foi avaliada pelo ensaio de MTT (brometo 3-(4,5-
dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazolio) nas mesmas condi¢des descritas para o
ensaio de vermelho neutro. Apés lavar com PBS, as células foram incubadas com 0,5
mg de MTT/mL por 3 h a 37°C. Os cristais de formazan, resultado da reducdo de MTT,
foram dissolvidos pela adigdo de etanol absoluto a cada pogo seguido da incubacgéao por
5 min e, entao, a placa foi lida a 570 nm em um leitor de microplacas SpectraMax 340.
A viabilidade foi determinada comparando as absorbéancias resultantes com a média de

absorbancia dos pogos contendo células controle.

Producao de H,0,

As células MDCK foram tratadas com a pegonha de B. alternatus (10 ug/mL ou
100 pg/mL) contendo ou nao pré-tratamento com catalase (100 U/mL) em meio MEM
fornecido sem vermelho de fenol. Aliquotas (100 uL) foram coletadas em diversos
intervalos de tempo e a quantidade de peréxido de hidrogénio (H2O2) presente foi
determinada utilizando um ensaio contendo 0,25 uM de horseradish peroxidase e 0,4

MM de o-dianisidina (ANDE et al., 2006). A absorbancia resultante foi lida a 530 nm em
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um leitor de microplacas SpectraMax 340 e os niveis de H,O, foram calculados a partir

de uma curva padrao de H;0..

Microscopia eletronica de varredura (MEV)

Células MDCK foram crescidas em membranas PT cobertos com colageno tipo
| (BD Falcon). Apds tratamento com a pegonha de B. alternatus (10 pg/mL ou 100
Mg/mL), foram fixadas em 2,5% de formaldeido contendo 0,06% de acido picrico e 2,5%
de glutaraldeido em 200 mM de tampéao cacodilato, pH 7,4, por pelo menos uma hora.
As monocamadas foram entdo lavadas com tampao cacodilato, pds-fixadas em uma
solugao aquosa de OsO,4 a 4°C no escuro por uma hora e desidratadas através de uma
série de concentracdes de etanol, anteriormente a secagem de ponto critico utilizando
COq, liquido (CPD 030, Balzers, Oberkochen, Alemanha). Finalmente, as monocamadas
foram montadas em suportes de metal com fita adesiva dupla-face e cobertas com ouro
utilizando um sputter coater (SCD 050, Balzers, Oberkochen, Alemanha) antes de
serem examinadas com o auxilio de um microscépio eletronico de varredura JEOL 5800

LV (Jeol, Téquio, Japao) operado em uma voltagem de aceleragao de 0,3-30 kV.

Microscopia de luz

Células MDCK A foram cultivadas em coverslips de vidro (1,33 cm?) para
avaliar a agao da peconha de B. alternatus na morfologia dos nucleos celulares. Apos

tratamento com peconha (10 ou 100 pug/mL) durante 1 a 3 horas, as células foram
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lavadas em PBS e fixadas em etanol/acido acético (3:1), e em seguida foi realizada a
reacao de Feulgen. Para tal, as células foram hidrolisadas com uma solugédo de 4 N de
HCI durante 75 minutos, lavadas e tratadas com reativo de Schiff (0,5% de fucsina
basica, 5% de 1N HCI, 0,5% de metabissulfito de sddio, 1% de carvao ativado e filtrado)
por 40 min. Os coverslips foram, entdo, montados em meio de montagem sobre laminas
de vidro e selados, para analise em microscopia de luz. Para a analise morfométrica
dos nucleos das células, as imagens de cinco regides de cada monocamada foram
capturadas por um sistema digital de imagens (CoolSnap, Media Cybernetics,
Bethesda, EUA). Nas imagens foi avaliado o numero de nucleos de acordo com os
seguintes critérios: nucleos normais — formato eliptico com cromatina geralmente
dispersa e frouxa, presenca de nucléolo, que se apresenta em coloragdo negativa;
nucleos mitéticos — nucleos em diferentes fases de divisdo celular, caracteristicos da
mitose; e nucleos alterados — nudcleos picndticos ou com diferentes niveis de

compactagao da cromatina ou nucleos fragmentados.

Avaliacao de apoptose com Anexina V-FITC

A apoptose foi avaliada utilizando-se o ensaio de deteccao da anexina V
usando o kit TACS™ Annexin V-FITC. As células MDCK foram tratadas com a peconha
de B. alternatus por 3 e 24 horas. Apoés o tratamento, o meio foi coletado e centrifugado
a 500 x g por 10 min para coletar células em suspensao. As células aderidas a placa
foram lavadas em PBS trés vezes e tripsinizadas (2,5 g de tripsina/L em solugao

contendo 0,02% de EDTA) para destaca-las da placa. Estas células foram adicionadas
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as anteriores e centrifugadas a 500 x g por 10 min. As células foram analisadas de
acordo com o protocolo do fabricante usando um citdmetro de fluxo FACSCanto™ (BD

Biosciences) e o software FACSDiva™ (BD Biosciences).

Fragmentagcao de DNA e eletroforese em gel de agarose

Células MDCK A, cultivadas em placas com 6 pogos, foram tratadas com
peconha de B. alternatus (10 ou 100 pyg/mL) durante 1, 3, 6 e 24 horas a 37°C. A
fragmentacao de DNA foi avaliada apds obtencdo do DNA com o kit de extragdo EZ-
DNA (Biosystems, Curitiba, PR, Brasil). Apds remover o meio, as células foram lisadas
diretamente na placa com 1 mL de solugdao EZ-DNA/poco, raspadas e, entao,
transferidas para um tubo de centrifuga tipo Eppendorff, onde ficaram incubadas
durante 5 min a temperatura ambiente. Decorrido o tempo, adicionou-se 500 uL de
etanol absoluto, e as amostras foram misturadas por inversao dos tubos seguido por
descanso de 3 min a temperatura ambiente. Apds centrifugagao (13.000 x g, 10 min), o
preciptado foi lavado trés vezes com etanol 95% e, entéo, centrifugado novamente. Ao
final, o etanol foi removido e o DNA secado ao ar. Antes da corrida em gel de agarose
1,2% em tampao TBE (90 mM Tris-borato, pH 8,0, contendo 4 mM EDTA), as amostras
de DNA foram hidratadas com 100 pL de H,O MilliQ por pelo menos 2 h. Padrdes de
DNA (ladder de 1 kb) foram corridas simultaneamente com as amostras. O gel foi
corado com brometo de etidio (1 ug/mL) e as bandas visualisadas em luz UV e

documentados (sistema de fotodocumentagado da BioRad).
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Analise estatistica

Quando conveniente, os resultados foram expressos em média + desvio padréao
(DP) do numero de experimentos indicado. Os dados foram comparados
estatisticamente usando o teste t de Student para comparar duas concentragdes dentro
do mesmo periodo de tempo, ou o teste de analise de variancia (ANOVA) seguido do
teste de Tukey, para comparar os grupos tratados e seus respectivos controles ao

longo dos experimentos. Um valor de p<0,05 indicou significancia.
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RESULTADOS

O teste de citotoxicidade por incorporacdo de vermelho neutro mostrou que a
incubagdo com a pegonha de B. alternatus a 10 e 100 ug de pegonha/mL reduziu a
viabilidade celular em 25,5 + 7% e 43,4 + 12% apds 1 h, respectivamente, € 65,3 + 7%
e 85,4 £ 10%, respectivamente, apds 3 h de tratamento (figura 2.1a). Apds 24 h de
tratamento a peconha de B. alternatus (10 ug de pegonha/mL) reduziu a viabilidade
celular em 77,5% + 18%, enquanto que com a concentragao de 100 pg de pegonha/mL,
as células ndo estavam mais viaveis com 6 h. O vermelho neutro € um corante soluvel
em agua e que passa através da membrana plasmatica e se concentra nos lisossomos
de células vivas onde se fixa por ligagdes eletrostaticas nos sitios anidnicos da matriz
lisossomal. Estes dados foram também confirmados com a utilizagdo de outra
metodologia para viabilidade ou citotoxicidade celular, o teste da reducdo de MTT
(figura 2.1b). Este método baseia-se na medida da atividade da enzima desidrogenase
mitocondrial, a qual, se ativa, € capaz de metabolizar o reagente MTT em um composto
colorido denominado formazan. Estes dados indicam que a pegonha de B. alternatus é

citotoxica em células MDCK em cultura.

26



Capitulo 2

[_1B. alternatus (10 pg/mL)

a —~ 1257 Il B. alternatus (100 pg/mL)
X
~ 1004 L .
S £ __l
5 x #
8 0 75 ul G
3 c *% # #
o 2 T r‘ #
(o) T, 50- e M o
§ g il **
Q@ 25-
w i
© *% **
0 T —
0 0.5 1 2 3 6 24
Tempo (h)
100 o
— uE #
X 754
o\f *%* #
ll: **
s 504
**
**
25+
**
0 h—
Control 1 3 6
Tempo (h)

Figura 2.1: Viabilidade das células MDCK apds tratamento com a pegonha de B. alternatus. A
viabilidade cellular foi avaliada pelos ensaios de (a) vermelho neutro e (b) MTT. Em ambos os
casos, os resultados foram expressos relativamente as células controle, consideradas como
100% de viabilidade. As colunas representam a media + DP de 12 monocamadas por grupo.
*p<0,05 e **p<0,01 comparada ao grupo controle (ANOVA seguido do teste Tukey). #p<0,05

entre os tratamentos com pegonha no mesmo periodo de tempo (teste t de Student’s).

27



Capitulo 2

A medida de resisténcia transepitelial (Rr) é frequentemente utilizada para
investigar a integridade das jungdes célula-a-célula e célula-matriz (COLLARES-
BUZATO et al., 1994; LO et al., 1999; COLLARES-BUZATO et al., 2002). Foi avaliada a
capacidade da peconha de B. alternatus de alterar a integridade da barreira epitelial
medindo-se a Rt das células MDCK crescidas em membranas permedaveis seguida da
incubagdo com a pegonha. A figura 2.2 mostra que a incubagdo da peconha de B.
alternatus reduziu significativamente a Ry das monocamadas de células MDCK de
365,0 para 52,6 Q.cm? (p<0,05) ap6s 2 h, na concentracdo de 100 pg/mL, chegando a
zero apos 4 h de tratamento. Na concentragdo de 10 pg de pegonha/mL, a Ry diminuiu

significativamente somente apds 6 h de tratamento (figura 2.2).

—=— Controle
—— B. alternatus (10 pg/ml)
—— B. alternatus (100 ug/mi)

Tempo (horas)

Figura 2.2: Reducao da resisténcia elétrica transepitelial (Ry) através das monocamadas de
MDCK apés incubagdo com pegonha de B. alternatus. O grupo controle permaneceu em meio
de cultura pelo mesmo periodo de tempo que os grupos tratados com 10 e 100 ug de
peconha/mL. Todos os dados s&o correspondentes a cinco monocamadas por grupo. * p<0,05
e ** p<0,01 em comparagao com o controle e # p<0,01 em comparagdo com o valor inicial de Ry
(ANOVA seguido de teste de Tukey).
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Em comparacéao as células controle, a incubacgao das células MDCK com 100 ug
de peconha de B. alternatus/mL causou a desestruturagdo do anel perijuncional de
actina (figura 2.3f, setas), conforme indicado pela marcagao de F-actina pela faloidina ja
a partir de 1 h de tratamento. Essa alteracédo do citoesqueleto foi mais evidente quando
as células foram tratadas por 3 h com a peconha (figura 2.4f, setas). Nas células
controle (figuras 2.3d e 2.4d) o anel perijuncional de actina permaneceu continuo, e se
organizou ao longo de toda membrana lateral, enquanto que a actina filamentosa na
regido basal da célula estava organizada na forma de fibras, denominadas fibras de
estresse (figura 2.3g e 2.4g, setas) dispostas preferencialmente paralelas umas as
outras. No tratamento com 10 ug de peconha/mL foram observadas as seguintes
alteragdes do citoesqueleto: 1) condensagao dos microfilamentos associados ao anel
perijuncional de actina em algumas regides de contato intercelular (figura 2.3e e 2.4e,
setas), e 2) uma pequena desestruturagao das fibras de estresse na superficie basal,
ap6s 1 h (figura 2.3h, setas) e 3 h (figura 2.4h, setas), com fibras mais curtas e
desorganizadas em relacdo a monocamada controle. No tratamento com 100 ug de
peconha/mL, ocorreram alteracbes marcantes na distribuicdo da F-actina em todas as
regides celulares (figura 2.4f e 2.4i, setas), e uma diminui¢&o significativa no numero de
microvilosidades, conforme comprovado pela diminuicdo da marcagao com faloidina na
membrana apical (figura 2.4c). Estas modificagdes, em geral, foram menos
pronunciadas com a concentragao de 10 ug/mL, porém mais evidentes no tratamento

mais prolongado de 3 h, assim como com a concentragédo de 100 pg/mL.
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Figura 2.3: Rearranjo do citoesqueleto em células MDCK apds tratamento com peconha de B.
alternatus. As monocamadas de MDCK foram expostas a 10 (b,e,h) e 100 (c,f,i) ug de
peconha/mL de meio de cultura durante 1 h. O grupo controle permaneceu em meio de cultura
pelo mesmo periodo de tempo (a,d,g). Cada quadro representa uma imagem confocal de um
corte optico (X-Y) obtido com a mesma sensibilidade do microscopio confocal da regidao apical
(a,b,c), mediana (d,e,f) e basal (g,h,i) da monocamada. As setas apontam as estruturas citadas

no texto. A barra representa 50 um.
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Figura 2.4: Rearranjo do citoesqueleto em células MDCK apo6s tratamento com pegonha de B.
alternatus. As monocamadas de MDCK foram expostas a 10 (b,e,h) e 100 (c,f,i) yug de
peconha/mL de meio de cultura durante 3 h. O grupo controle permaneceu em meio de cultura
pelo mesmo periodo de tempo (a,d,g). Cada quadro representa uma imagem confocal de um
corte optico (X-Y) obtido com a mesma sensibilidade do microscopio confocal da regido apical
(a,b,c), mediana (d,e,f) e basal (g,h,i) da monocamada. As setas apontam as estruturas citadas

no texto. A barra representa 50 ym.
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Além da reorganizagao do citoesqueleto causada pela pegonha, observamos
também alteragdes na distribuicdo de algumas proteinas associadas as jungoes
celulares. A imunocitoquimica da ocludina, uma proteina estrutural da juncédo de
oclusédo, revelou uma marcacgao intercelular ligeiramente mais fraca e difusa nas células
tratadas com 10 e 100 yg de pegonha/mL, ap6s 3 h, em comparagao com as células
controle. Adicionalmente, uma acumulacdo focal desta proteina péde ser vista em
algumas areas de contato entre as células tratadas (figura 2.5b,c, setas em vermelho),
particularmente no tratamento com 100 pg de peconha/mL (figura 2.5¢). A distribuicao
da proteina de juncdo aderente a E-caderina foi modificada de modo semelhante a
ocludina, apés 3 h de exposicao a peconha. As células MDCK controle mostraram uma
intensa marcacao para E-caderina da membrana, nos sitios de contato intercelular. Em
contraste, as células tratadas com a maior concentragdo de peconha (100 pg/mL)
mostraram uma marcagao juncional para E-caderina menos evidente e mais difusa,
com uma acumulagao focal desta proteina em algumas areas da membrana (figura 2.5f,

setas vermelhas) e citoplasma (figura 2.5f, setas amarelas).
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Figura 2.5: Distribuigcdo celular das jungdes celulares, ocludina e E-caderina, em monocamadas
de células MDCK incubadas com a pegonha de B. alternatus. As células foram tratadas com 10
Mg (b,e) e 100 ug (c,f) de peconha/mL de meio de cultura por 3 h. Cada quadro representa uma
imagem confocal de um corte 6ptico (X-Y) obtido com a mesma sensibilidade do microscépio
confocal. Os grupos controle (a,d) foram mantido em meio de cultura durante o mesmo periodo
de tempo. Occludina (a-c) e E-caderina (d-f) estdo mostradas. As setas apontam acumulo focal

de proteina na membrana (vermelhas) e no citoplasma (brancas). Barras = 25 ym.

Para investigarmos as possiveis alteragcbes morfolégicas celulares e/ou
nucleares induzidas pela peconha de B. alternatus, as células MDCK foram crescidas
em coverslips de vidro e coradas com azul de toluidina (figura 2.6) ou pela reacéo de
Feulgen (figura 2.7). As alteragbes morfoldgicas observadas com a coloragao de azul
de toluidina foram as seguintes: 1) vacuolagdo do citoplasma (figura 2.6d), e 2)

modificagdes no formato das células, passando de um formato poligonal tipico das
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células normais (figura 2.6a,b) para um formato arredondado, fusiforme ou irregular
(figura 2.6¢-f, indicado por setas pretas). As alteragbes de nucleo das células tratadas
com a pegonha e reveladas pelas coloragdes de azul de toluidina e reacéo de Feulgen
incluem: diferentes niveis de condensagao da cromatina (figuras 2.6e, seta preta, figura
2.7f), picnose (figura 2.7f, seta preta), e fragmentagdo nuclear (figura 2.6f, seta
vermelha e figura 2.7d-f, setas vermelhas e imagem inserida). A peconha de B.
alternatus (10 e 100 pg/mL) parece ter um efeito citostatico sobre as células MDCK
apos 1 h de tratamento, com uma marcada redugéo (p<0,001) no numero de nucleos
mitéticos (figura 2.8b); este efeito foi mantido apds 3 h. Nas células controle (figura
2.7a,b, e imagens inseridas) houve um maior niumero de nucleos em divisdo. Ambas as
concentracdes de peconha causaram um aumento tempo-dependente no numero de
células com alteragdes morfologicas (figura 2.8a) e nucleares (figura 2.8b), indicativo de

um efeito citotdxico.
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Figura 2.6: Células MDCK coradas com azul de toluidina. As monocamadas crescidas em
coverslips foram expostas a 10 (c,d) ou 100 (e,f) ug da pegonha/mL de meio de cultura
completo durante 1 ou 3 h. As células controle (a,b) permaneceram em meio de cultura
completo pelo periodo de tratamento. Cada quadro é representativo de um dos campos obtidos
por microscopia de luz nos diferentes tratamentos. As setas apontam estruturas citadas no

texto. Barra = 50 pm.
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Figura 2.7: Células MDCK coradas pela reagdo de Feulgen. As monocamadas crescidas em
coverslips foram expostas a 10 (c - 1h, d - 3h) ou 100 (e - 1h, f - 3h) ug da pegonha/mL de meio
de cultura completo durante 1 ou 3 h. As células controle (a - 1 h, b - 3 h) permaneceram em
meio de cultura completo pelo periodo de tratamento. Cada quadro é representativo de um dos
campos obtidos por microscopia de luz nos diferentes tratamentos. Em destaque (aumento de
2x), algumas células do quadro maior. As setas apontam estruturas citadas no texto. Barra = 50

um.
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Figura 2.8: Analise morfométrica de células MDCK tratadas com pegonha de B. alternatus e
coradas com (a) azul de toluidina para detectar alteragdes na morfologia celular e (b) reacao de
Feulgen para detectar mudancas na morfologia nuclear. As proporgdes de células e nucleos
mitéticos e alterados estdo expressas como porcentagem dos controles. As colunas
representam a media + DP de 10 (3 h) e 20 (1 h) campos microscépicos examinados por
tratamento. As imagens inseridas s&o fotomicrografias representativas de monocamadas de
células MDCK, mostrando as células alteradas (a) e nucleos de morfologia atipica (b). Barras =

10 uym.
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A microscopia eletrénica de varredura (MEV) das células MDCK tratadas com a
peconha de B. alternatus revelou alteragdes gerais na morfologia celular, como a
aquisicao de um formato fusiforme ou arredondado, e separacédo das células vizinhas
(figura 2.9c), além da perda de microvilosidades na superficie apical celular (figura
2.9b). Estes resultados corroboraram as modificagdes vistas com microscopia de luz e a
marcagao com faloidina. A figura 2.9 também mostra que as células tratadas com 100
Mg de pegonha/mL perderam contato com as células vizinhas, como comprovado pelos
espacgos intercelulares que surgiram com o tratamento. Embora esta maior perda de
contato possa ter sido causada pelo processamento para a MEV, parece improvavel
que isto tenha acontecido ja que este efeito ndo é observado nas células controle ou
mesmo nas células tratadas com 10 ug de pegonha/mL.

Para verificar se as alteragdes nucleares observadas com a microscopia de luz
foram acompanhadas por modificagbes na organizagao do citoesqueleto, algumas
monocamadas de MDCK foram duplamente marcadas com o conjugado TRITC-
faloidina e DAPI. Conforme mostra a figura 2.10, as células com nucleos picnéticos
também apresentaram o citoesqueleto mais alterado, caracterizado principalmente pela
marcagao mais difusa no anel perijuncional de actina menos evidente e areas com

condensacgao dos microfilamentos.
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Figura 2.9: Microscopia eletrénica de varredura (MEV) das monocamadas de MDCK em
cultura. (a) Células controle, (b) e (c) células tratada com 10 ug e 100 ug de pegonha de B.
alternatus pegonha/mL, respectivamente. Imagem em detalhe: grupos de células arredondadas

destacadas da monocamada (seta). Barras = 10 pm.
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f

Figura 2.10: Dupla marcacao das células MDCK com faloidina e DAPI, ap6s tratamento com a
peconha de B. alternatus (10 ou 100 ug/mL) por 3 h. (a) e (d), controles. (b) e (e), 10 ug de
peconha/mL. (c) e (f), 100 ug de peconha/mL. A dupla marcagdo com faloidina (a-c) e DAPI (d-
f) mostra que o rearranjo de citoesqueleto acompanhou as modificagcbes morfologicas da

cromatina apods incubacado com a peconha. Barras = 20 ym.

As modificagbes nucleares mostradas pela reagao de Feulgen e a marcagao com
DAPI nado foram suficientes para podermos concluir sobre o tipo de morte celular
(necrose e/ou apoptose) induzido pela pegonha. Entretanto, a analise do DNA extraido
das células MDCK apés 1, 3, 6 e 24 h de incubagdo com 10 e 100 yg de pegonha/mL,
nao revelou a fragmentagcdo de DNA caracteristica de apoptose (figura 2.11). Sendo
assim, as células tratadas com a pegonha de B. alternatus foram avaliadas por

citometria de fluxo usando a marcagao de anexina. Esta analise mostrou que a morte
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celular ocorria via necrose, com uma frequéncia muito baixa de apoptose apds
exposicao das células a peconha (figura 2.12). Nas monocamadas controle, 92,9 + 7%
(n=3) das células estavam aderentes ao substrato e também entre si, com a grande
maioria viavel e apresentando morfologia normal. Nas monocamadas tratadas com a
peconha de B. alternatus 99,4 + 2,5% (n=3) das células ndo estavam aderidas ao
substrato, flutuando no meio de cultura, e a grande maioria estava necrética (figura

2.12, painel a).

Figura 2.11: Perfil eletroforético de DNA extraido de células MDCK em cultura incubadas com a
peconha de B. alternatus. Pistas: (a) 1 kb DNA ladder, (b) DNA de células controle, (c, d e e),
DNA de células tratadas com 1, 10 e 100 pg de peconha/mL, respectivamente. As amostras

correram em um gel de agarose 1,2% e foram coradas com brometo de etidio (1 pg/mL).
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Figura 2.12: Citometria de fluxo das células aderentes e ndo aderentes de monocamadas
controle e tratadas com a pegonha de B. alternatus. Painel (a) mostra a distribuicdo das células
aderentes e nao aderentes em dois grupos. Painéis (b) e (c) mostram a porcentagem de
apoptose e necrose nas células MDCK em cultura incubadas com a peconha de B. alternatus (b
- 10 pg/mL e ¢ - 100 ug/mL) por 3 h e 24 h. As porcentagem foram determinadas por citometria
de fluxo e correspondem a soma das células aderentes e ndo aderentes. Os pontos
representam a média = DP de trés experimentos independentes. *p<0,05 comparado ao tempo

zero (teste t de Student).
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Para investigarmos o possivel envolvimento de radicais livres na citotoxicidade
da pegonha de B. alternatus, células MDCK foram incubadas com a pegonha na
auséncia e presenca de catalase, a enzima que degrada H,O,. O perfil de produgao de
H,O, (figura 2.13) demonstrou que a pegonha de B. alternatus aumentou a
concentracido de H>O, no meio de cultura, com uma concentracdo maxima de ~287 uM
apos 15 minutos com o tratamento de 100 pg de pegonha/mL e de 68 uM apds 20
minutos com 10 pg de pegonha/mL. Apds o pico de produgdo de H»O,, houve uma
diminuicdo progressiva até atingir os niveis anteriores a adigdo de peconha. Na
presenca de catalase, H,O, nao foi detectado no meio de cultura de células tratadas
com a peconha. Como podemos observar na figura 2.14a,b, o tratamento com catalase
aumentou significativamente a viabilidade celular, conforme avaliada pelo ensaio de
incorporacdo de vermelho neutro, apds 1, 3, 6 e 24 h de exposicdo a peconha
(resultados semelhantes foram obtidos com a o método de redugao de MTT; resultados
nao mostrados). A pré-incubagdo com a superoxido dismutase (SOD) e com o N*-nitro-
L-arginina metil éster (L-NAME) foram também testadas para verificar o envolvimento
do anion superéxido (O27) ou éxido nitrico (NO), respectivamente, no processo de
morte celular induzido pela pegonha de B. alternatus em monocamadas MDCK. Em
ambos os casos, houve aumento da viabilidade celular, embora o efeito protetor tenha
sido menos consistente e nao tdo pronunciado como aquele visto com catalase,

particularmente com a concentragao de 100 pg de pegonha/mL (figura 2.14c-f).
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Figura 2.13: Producao temporal de H,O, apds exposicdo de monocamadas de células MDCK a
peconha de B. alternatus. As concentragbdes de H,O, foram medidas pelo ensaio de peroxidase-
acoplada em aliquotas de meio de cultivo de células incubadas com pegonha na auséncia ou
presenga catalase. Os pontos representam a média + DP de cinco experimentos

independentes. *p<0,05 comparado as células controle (ANOVA seguido do teste de Tukey).
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Figura 2.14: Efeito protetor da catalase (a,b), da superoxido dismutase (SOD; c,d) e do L-

NAME (e,f) sobre a reducdo na viabilidade das células MDCK induzidas pela pegonha de B.

alternatus. Painéis (a), (c) e (e) sdo de células incubadas com 10 pug de pegonha/mL e painéis

(b), (d) e (f) sdo de células incubadas com 100 yg de peconha/mL. Quando necessario, as
células foram pré-incubadas com catalase (100 U/mL), SOD (40 U/mL) ou L-NAME (1 mM) por

30 min antes da adicdo de peconha. As colunas mostram a média + DP de 15 monocamadas

por grupo. *p<0,05 comparado ao controle correspondente a cada intervalo de tempo e #p<0,05

comparado a pegonha apenas (ANOVA seguido do teste de Tukey).
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DISCUSSAO

Os resultados apresentados neste capitulo mostram que a peconha de B.
alternatus exerce diversos efeitos nas células MDCK em cultura, tais como: 1)
citotoxicidade, conforme mostrado pelo decréscimo na viabilidade celular baseada na
reducdo da incorporacdo de vermelho neutro, reducdo de MTT e também pela
marcagao de anexina V-FITC e iodeto de propideo; 2) uma redugdo na resisténcia
elétrica transepitelial e redistribuicdo de algumas proteinas associadas as jungdes
intercelulares, o que é indicativo de rompimento da funcdo de barreira epitelial; e 3)
uma redugao na adesao celular ao substrato, conforme mostrado pelo aumento do
numero de células destacadas no sobrenadante de cultura e o desarranjo das fibras de
estresse. Estes efeitos foram dependentes da concentracdo de peconha e do tempo de
incubacao.

A semelhanca das outras espécies do género Bothrops, a peconha de B.
alternatus contém uma variedade de proteinas e enzimas (MEBS, 1970; TAN e
PONNUDURAI, 1991), varias das quais foram isoladas e caracterizadas, incluindo L-
amino acido oxidase (L-AAQO) (STABELI et al., 2004), fosfolipase A, (PLA2) (NISENBOM
et al., 1986), uma enzima tipo-trombina (balterobina) (SMOLKA et al., 1998), um inibidor
de trombina (bothroalternina) similar a bothrojararacina de B. jararaca (CASTRO et al.,
1998), metaloproteinases/disintegrinas (SOUZA et al., 2000; MARIANO-OLIVEIRA et
al., 2003; COMINETTI et al., 2003, 2004; GAY et al., 2005; SELISTRE-DE-ARAUJO et

al, 2005), e fosfodiesterase (VALERIO et al, 2002). Destes componentes,
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metaloproteinases, desintegrinas, PLA;, e L-AAO sdo provavelmente os principais
mediadores das modificagdes observadas aqui.

As peconhas botropicas também contém uma variedade de PLA; miotdxicas
basicas que exercem diversos efeitos biolégicos em diferentes tipos celulares
(GUTIERREZ e OWNBY 2003; LOMONTE et al. 2003). BARBOSA et al. (2002)
mostraram que a miotoxina I, mas nao a miotoxina Il, da pegonha de Bothrops moojeni
exerce um efeito deletério na funcdo renal em perfusdo de rim isolado de rato. Ao
contrario de outras pegonhas do género Bothops como B. jararacussu e B. moojeni, a
peconha de B. alternatus nao possui estas miotoxinas basicas (MOURA-DA-SILVA et
al.,, 1990a, 1991) embora PONCE-SOTO et al. (2007) recentemente descreveram a
purificacdo de uma miotoxina Lys49 PLA; miotoxica da pegonha desta espécie.
Entretanto, considerando que o conteudo desta toxina na pegonha é bastante reduzida
(<2%) e que a mesma € apenas fracamente citotoxica (a liberacdo de lactato
desidrogenase em células C2C12 ocorre somente em concentragées >130 pg/mL —
maior que a concentracdo de 100 pg de peconha/mL utilizado no presente estudo), é
bem provavel que a sua contribuicdo aos danos causados pela peconha de B.
alternatus em células MDCK seja bem limitada.

A adeséo celular é um evento critico no desenvolvimento celular e € coordenado
por integrinas (moléculas de adeséo celular) que medeiam a ligagdo dos componentes
da matriz extracelular (HYNES, 1999; BOUDREAU e JONES, 1999). Na auséncia de
contato célula-matriz, muitos tipos celulares morrem através de apoptose por anoikis
(FRISCH e FRANCIS, 1994; MEREDITH et al., 1993; DIAZ et al., 2005; TANJONI et al.,

2005). As peconhas botropicas contém uma variedade de metaloproteinases, muitas
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das quais causam hemorragia in vivo por sua capacidade de degradar os componentes
da matriz (GUTIERREZ e RUCAVADO, 2000; GUTIERREZ et al., 2005). Além disso,
estas peconhas tém uma variedade de desintegrinas que interferem com a adesao
celular mediada por integrinas (KAMIGUTI et al., 1998; SELISTRE-DE-ARAUJO et al.,
2005). As metaloproteinases/desintegrinas presentes na pegonha de B. alternatus
reduzem a adesdo celular em substratos cobertos com fibrinogénio, fibronectina e
colageno (SOUZA et al., 2000; COMINETTI et al., 2003). Esta acdo pode explicar a
capacidade da peconha em destacar as células MDCK do substrato, como descrito
neste trabalho. A queda na resisténcia elétrica transepitelial vista nas monocamadas
tratadas com a pecgonha provavelmente reflete o destacamento das células do
substrato, embora a influéncia de danos as jungdes intercelulares ndo pode ser
descartada, uma vez que a microscopia confocal mostrou certa desorganizagao destas
estruturas da membrana em células tratadas, principalmente com a concentragao de
100 pg/mL.

O destacamento das células do substrato causado pela pegonha de B. alternatus
foi acompanhado por um decréscimo na resisténcia elétrica transepitelial e por um
desarranjo nos elementos do citoesqueleto, especialmente nos microfilamentos de
actina (fibras de estresse) na superficie basal. Este desarranjo tem sido observado em
varios tipos celulares expostos a antagonistas de integrinas (STAIANO et al.,, 1997;
CASTEL et al., 2000), assim como com pegonhas (COLLARES-BUZATO et al., 2002).
O rearranjo de actina também foi observado em neutréfilos expostos a jarastatina, uma
desintegrina da peconha de B. jararaca (COELHO et al.,, 1999), e alternagina-C, uma

desintegrina ndo-RDG da pegonha de B. alternatus (MARIANO-OLIVEIRA et al., 2003).
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O desarranjo do citoesqueleto € um importante passo nas ag¢des paradoéxicas (inibicao e
estimulacado) destas toxinas na migracao de neutréfilos. COSTA e SANTOS (2004)
demonstraram que o rearranjo de actina é também importante na acédo da jararagina,
uma metaloproteinase-desintegrina da pegonha de B. jararaca que estimula a migragao
de células epiteliais, pela formacao de filipddia, lamelipddia e fibras de estresse através
de um mecanismo envolvendo a fosforilagdo da quinase de adesao focal (FAK), e o
recrutamento de integrinas contendo a5 aos contatos focais; estas agées dependem da
atividade enzimatica desta proteina.

Os mecanismos envolvidos nas modificacbes induzidas pela peconha na
organizacao do citoesqueleto em células MDCK ainda nao estao claros. O rearranjo do
citoesqueleto pode envolver a combinagdo de processos como a perda da adesao
célula-matriz, morte celular e/ou um processo compensatério designado para
reestabelecer a integridade da monocamada apds o destacamento das células
(GUTIERREZ et al., 2005). Proteinas relacionadas a desintegrina, como alternagina-C
de B. alternatus (COMINETTI et al., 2004), podem induzir apoptose ou necrose por
destacamento das células, inicialmente bloqueando os receptores de integrina seguido
da contragcdo do anel perijuncional de actina, o que poderia acentuar o estiramento
mecanico exercido pelas células vizinhas (WU et al., 2003), conforme observado aqui.

Durante a morte celular, as células perdem contato intercelular com as células
vizinhas e, consequentemente, iniciam a reorganizagdo do citoesqueleto (WU e
HUANG, 2003). Conforme mostrado aqui, a citometria de fluxo revelou que, apés
incubagdo com a peconha de B. alternatus, todas as células destacadas do substrato

estavam em necrose ou apoptose tardia. Somente algumas células que permaneceram
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no substrato mostraram alteragdes tipicas de morte celular, apoptose ou necrose, como
foi revelado por MEV e por marcagao dupla com faloidina e DAPI. Além disso, a
reorganizagao do citoesqueleto vista na maioria das células da monocamada
aparentemente ndo estava associada a sinais de morte celular. Estas observacdes
indicam que as modificagdes induzidas pela peconha no citoesqueleto, especialmente
aquelas envolvendo as fibras de estresse e contato célula-matriz, ndo séo
necessariamente correlacionadas com a morte celular.

As peconhas ofidicas causam apoptose em uma variedade de células (ARAKI et
al., 2002), e este efeito € mediado por componentes como L-AAO (para revisao, ver DU
e CLEMETSON, 2002; STABELI et al., 2004; ANDE et al., 2006; ZHANG e WEI, 2007),
metaloproteinases (MASUDA et al., 1997, 1998; WU et al., 2001; GUTIERREZ et al.,
2005; TANJONI et al., 2005; MOURA-DA-SILVA, et al., 2007; BALDO et al., 2008),
desintegrinas (COMINETTI et al., 2003; SELISTRE-DE-ARAUJO et al., 2005), e PLA;
(ZHAO et al., 2002; GUTIERREZ e OWNBY, 2003). Embora a peconha de B. alternatus
contenha estas enzimas, os ensaios de coloragao nuclear com Feulgen, citometria de
fluxo e fragmentacdo de DNA indicam que a morte celular induzida por esta pegonha
em células MDCK ocorre essencialmente por necrose, enquanto que a indugao de
apoptose foi limitada. O fato de termos observado uma baixa frequéncia de apoptose,
apesar da peconha de B. alternatus conter proteinas capazes de induzir este processo
de morte celular, pode sugerir que a agédo potente da pegonha em produzir intensa
necrose mascara qualquer efeito apoptético.

Além da acgao citotdéxica que a pegonha de B. alternatus exerce sobre as células

MDCK, a reacgédo de Feulgen mostrou uma marcada diminuigdo no numero de células
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entrando em divisao celular, 0 que sugere que esta pegonha também tem uma agao
citostatica. O desarranjo das fibras de actina e de outros elementos do citoesqueleto,
como os microtubulos, pode efetivamente interromper a divisdo celular (LING et al.,
2001). A coloragao com Feulgen indica que varias células possuem nucleos picnéticos
ou em diferentes estagios de condensacéo de cromatina, indicativo de estagios iniciais
de morte celular. Por outro lado, observamos apenas um pequeno numero de células
com nucleos com padrao de cromatina fragmentado caracteristico de apoptose.

Embora numerosos estudos tenham avaliado os efeitos renais gerais das
peconhas botrdpicas in vivo e in vitro (em células em cultura e 6rgaos isolados), os
mecanismos moleculares precisos envolvidos nesse processo ainda permanecem
obscuros. HAVT et al. (2001) sugeriram que a diminuicdo do fluxo de filtragdo
glomerular, fluxo urinario e a porcentagem de transporte tubular de potassio total
observado em rins isolados de rato perfundidos com a pegonha de B. jararacussu é
mediado pelo fator ativador de plaquetas. Enquanto estes autores ndo conseguiram
demonstrar um papel para a PLA, na agdo desta peconha, CRUZ-HOFLING et al.
(2001) relataram que a fragao contendo PLA; da peconha de B. insularis causou lesdes
renais glomerulares e tubulares em pintainhos, possivelmente como resultado de
isquemia local causada pela formacdo de prostaglandinas vasoconstritoras como
tromboxano A;. CASTRO et al. (2004) demonstraram um efeito nefrotéxico direto na
acao da peconha B. jararaca em tubulos proximais renais isolados de rato, que foi
parcialmente mediado por peroxidagao lipidica. O papel dos produtos do acido
araquidonico, formacao de radicais livres e peroxidacao lipidica nos efeitos citotoxicos

da peconha de B. alternatus em células MDCK ainda precisa ser determinado.

51



Capitulo 2

Como um passo inicial em diregdo a compreensao dos mecanismos envolvidos
na citotoxicidade causada pela peconha de B. alternatus, examinamos o papel das
espécies reativas de oxigénio (ROS, especialmente H,O, e O,") e NO' sobre a
viabilidade das células MDCK expostas a pegonha. A producéo de grandes quantidades
de peroéxido de hidrogénio pode resultar em danos celulares devido a capacidade desta
molécula em atravessar a membrana celular e produzir outros ROS intracelularmente,
particularmente os radicais hidroxila (HO"). Adicionalmente, o anion superéxido (027) e
o 6xido nitrico (NO’) podem reagir para produzir oxidantes mais potentes, como o
peroxinitrito (ONOQ™). Este, assim como o HO', podem acelerar a peroxidagao lipidica e
causar severo estresse oxidativo.

L-Amino acido oxidases (L-AAO) sdo um dos principais componentes de
peconhas ofidicas responsaveis pelo aumento da produgdao de H,O, em células em
cultura. Estas enzimas causam necrose quando ha um aumento efetivo de niveis de
H,0,, porém produzem apoptose quando o H;O, é depletado do meio de cultura pela
adicao de catalase (ANDE et al.,, 2006). A peconha de B. alternatus contém L-AAO
(STABELI et al., 2004) e, como mostrado aqui, o tratamento com a pegonha em células
MDCK aumentou os niveis de H,O,, que foi abolido pela catalase; o pré-tratamento com
catalase também aumentou a viabilidade das células expostas a peconha. Estes
resultados sugerem que a formacao de HyO,, através da L-AAO presente na pegonha,
€ um dos principais mediadores da citotoxicidade da peconha de B. alternatus. Esta
conclusdo € apoiada na nossa descoberta de que a principal via de morte celular é

através de necrose ao invés de apoptose, bem como nos altos niveis de HO,
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detectados no meio de cultura, particularmente apds exposi¢do a concentragao de 100
ug de pegonha/mL.

Além do H,0,, outros reativos de oxigénio tais como o O, e NO' também podem
estar envolvidos no dano celular causado pela pegconha de B. alternatus, pois o
tratamento com superoxido dismutase, que metabolisa o0 O™, e L-NAME, um inibidor da
oxido nitrico sintase envolvida na formacdo de NO, também exerceram um efeito
protetor sobre as células, embora este seja menos pronunciado que com catalase.
Corroborando com estes resultados, a formacdo de ROS e NO foi observada em
respostas inflamatorias mediadas por pegonhas botrépicas (ZAMUNER et al., 2001,
MIYABARA et al., 2004; CHAVES et al., 2006). A formagao destes radicais livres e o
estresse oxidativo resultante podem comprometer a integridade das mitocondrias e sua
permeabilidade, resultando em sobrecarga de calcio, perda do potencial de membrana,
interferéncia com o metabolismo energético celular, e finalmente lise da célula
(DAVIES, 1999; ANDE et al., 2006).

Estudos clinicos mostram que as concentragdes circulantes de peconhas do
género Bothrops em individuos picados por estas serpentes estdo geralmente <0.5
pug/mL (BARRAL-NETTO et al., 1991; KAMIGUTI et al., 1991; THEAKSTON et al., 1992;
CARDOSO et al., 1993; FRANCA et al., 2003; PARDAL et al., 2004), embora as
concentracdes no liquido seroso das bolhas no local da picada, possam ser maiores
(>10 pg/mL) (PARDAL et al., 2004). Apesar das concentragcdes de peconha testadas
aqui estarem acima desta faixa, elas sdo semelhantes a outras utilizadas em diversas

investigagbes em varias pegonhas de serpentes em células em cultura (LOMONTE et
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al., 1994; WILLINGER et al., 1995; COLLARES-BUZATO et al., 2002; OLIVEIRA et al.,
2002; DAMICO et al., 2007) e em preparagoes de rins isolados perfundidos (HAVT et
al., 2001; BARBOSA et al., 2002; CASTRO et al., 2004). Além disso, estudos da
distribuicdo nos orgaos das pecgonhas botrépicas (DOMINGOS et al, 1994;
VASCONCELOS et al., 1998) e toxinas (MORENO e GUTIERREZ, 1988; TANIGAWA
et al.,, 1994) em animais envenenados mostram que os rins sdo um importante alvo de
acumulacdo de peconha, possivelmente devido ao seu papel na excregao renal de
proteinas ofidicas (MEBS, 1978). A acumulagao de peg¢onha nos rins significa que este
orgao pode estar exposto a niveis consideravelmente mais altos que outros 6rgaos.
Esta acumulacao preferencial de enzimas da peconha e suas toxinas podem contribuir
para os fortes danos renais, morfolégicos e funcionais, causado por pecgonhas
botrépicas em animais experimentais (REZENDE et al., 1989; BURDMANN et al., 1993;
BOER-LIMA et al., 1999, 2002) e humanos (AMARAL et al., 1985).

Concluindo, a peconha de B. alternatus exerce um efeito marcante nas células
MDCK em cultura que envolve o destacamento destas células de seu substrato,
reorganizagao da F-actina do citoesqueleto e uma redugao na viabilidade celular, com
uma consequente diminuigdo da resisténcia transepitelial das monocamadas; a morte
celular ocorre predominantemente por necrose. As espécies reativas de oxigénio e
nitrogénio, particularmente H,O,, estdo envolvidas nesta citotoxicidade, embora o
mecanismo exato ainda precise ser determinado. Estes efeitos sdo, provavelmente,
mediados principalmente por L-AAO, metaloproteinases, desintegrinas e PLAy,
presentes na peconha, as quais podem contribuir para as alteracbes renais

(morfoldgicas e funcionais) causadas pela pegonha apds envenenamento.
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Capitulo 3

Purificagcao e caracterizagao da DNase acida da

peconha de Bothrops alternatus

INTRODUGAO

Desoxirribonuclease Il (DNAse Il)

A desoxirribonuclease (DNase) Il (EC 3.1.22.1), descoberta por CATCHESIDE
e HOLMES (1947) e bioquimicamente caracterizada na década de 60 do século
passado (BERNARDI et al., 1965), é sinbnimo de endonuclease acida (MACLEA et al.,
2003), enzima que hidrolisa a estrutura fosfodiéster por um mecanismo de clivagem
unica (EVANS e AGUILERA, 2003) capaz de liberar pequenos oligonucleotideos de
fitas de DNA com a extremidade 3’-fosfato livre (BERNARDI et al., 1971) (figura 3.1).
Conforme o nome sugere, as endonucleases acidas tém pH o6timo entre 4,2 e 5,5
(sendo que a DNase Il se distingue da DNase | por esta segunda possuir pH 6timo
alcalino), se tornam inativa em pH 7,4 (HAESSLER e CUNNINGHAM, 1957;
GEORGATSOS e LASKOWSKI, 1962; WEIR, 1993), e possuem massa molecular entre
26 kDa e 46 kDa (LIAO et al., 1989; RIBEIRO e CARSON, 1993; SHIOKAWA et al.,
1994). DNases Il tém sido detectadas em células e secre¢des de muitos organismos
(CUNNINGHAM e LASKOWSKI, 1953), em diversos tecidos (figado, baco, etc.), células

(neutrdfilos) e linhagens celulares (CHO, HelLa e HL-60) (DULANEY e TOUSTER, 1972;
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LIAO et al., 1989; BARRY e EASTMAN, 1993; GOTTLIEB et al., 1995), e em peconhas

animais (MACKESSY, 1998).
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Figura 3.1: Esquema de clivagem dupla do DNA (barras vermelhas) pela DNase Il, e a

formacao de fragmentos com terminais 3’-fosfato livres (modificado de ALBERTS et al., 1994).

Muitas DNases Il consistem de uma cadeia unica de aminoacidos. Assim,
MACLEA et al. (2002) mostraram que a DNase lla. humana consiste de um polipeptideo
contiguo, unico, com glicosilagao e pontes dissulfetos importantes para a formagéo da
enzima ativa. Por outro lado, algumas destas enzimas s&o compostas por trés
subunidades nao idénticas derivadas da protedlise de um precursor protéico (WANG et
al., 1998; TAKESHITA et al, 1998), e o residuo de histidina na cadeia o2 esta
intimamente envolvido com a atividade enzimatica (WANG et al., 1998). Estudos sobre
mutagdes sitio-direcionadas mostraram que duas glicosilagbes sdo necessarias para
gerar esta enzima madura (YASUDA et al., 1999). LIAO (1985), em estudo com DNase
Il de suinos, verificou que regides que possuiam residuos de histidina estariam

relacionados ao sitio e atividade cataliticos, fungao desempenhada sem a presenca de
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cations bivalentes (OSHIMA e PRICE, 1973). Outras endonucleases também possuem
residuos de histidina envolvidos na catalise (FRIEDHOFF et al., 1996; MEISS et al.,
2001; MACLEA et al.,, 2002). Recentemente, CHENG et al. (2006) sugeriram que 0s
residuos His115, His132 e His297 desempenham papel fundamental na funcdo da
DNase Il de porco (pDNase Il), pois, através de mutagdes pontuais verificaram a perda
de atividade da DNase nestes mutantes. Mutagdes em outros residuos (His41, His109,
His206, His207, His274 e His322) nao afetaram a atividade endonucleasica desta
enzima. Estes dados estdo de acordo com os apresentados por MACLEA et al. (2003)
para DNase Il humana, onde a His295 (equivalente a His297 em pDNase Il) foi
identificada como envolvida na catalise. Através da modelagem da DNase Il humana
(figura 3.2), baseando-se na fosfolipase D, CYMERMAN et al. (2005) sugeriram o
envolvimento do residuo His113 (His115 em pDNase Il) como o primeiro nucledfilo, o
qual atacaria o atomo de fosforo do substrato formando um intermediario covalente.
CHENG et al. (2006) propuseram que His297 (His295 em pDNase Il) seria a
doadora de elétron ao fésforo (figura 3.3, reacédo ), enquanto His115 (His113 em
pDNase Il) doaria prétons para a fissdo da ligagado P-O, formando o produto ROH
(reagao Il). Apos a liberagao deste produto, a His115 utiliza uma molécula de agua
como segundo nucledfilo, que ataca o atomo de fésforo (reagao lll), invertendo sua
configuragcdo. A reagéao final (IV) envolve a fissdo da ligacdo N-P, que resulta na
liberagdo do segundo produto. Com base em experimentos de alquilagédo, LIAO (1985)
propds o envolvimento de um unico residuo de histidina na atividade catalitica da
enzima, conclusao esta apoiada pelos achados de OSHIMA e PRICE (1973) usando

iodoacetato.
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Figura 3.2: Modelo da forma madura da DNase lla baseada no alinhamento com fosfolipase D
proposto por CYMERMAN et al. (2005). O sitio ativo estd indicado pelo quadrado preto

LN
\

pontilhado e as pontes dissulfeto estdo indicadas por esferas.

(Fonte: ftp://genesilico.pl/iamb/models/DNasell).

59



Capitulo 3

,.-‘H:B? H115
@ fu}
8] - |
_li= >§\ F"D_'%_DH r -
l";:} ,-H"N\L__J__,___N:‘_\_,_/‘D H-‘“VN H—d
|
=
\\\\ (0]
HzaT H115 v o — H’D—%—DH
o

gy e aH
OR
H29T H115
| o | ; o
| e /T © L
A 11 i 7 T H/NMN H—0O
2 N d ore
ROH * "
TI1 /
/
Hz2aT
2 H115
(.2 = ¢! P )
O-H-N + ] I =
\AN——ROR K O
Q-‘\_,g'_: M., E_I,)_H HO
H
Figura 3.3: Modelo esquematico da reagado catalisada por DNase II. | a IV s&o as principais

reacdes catalizadas pela enzima (ver texto) (CHENG et al., 2006).

Ao menos seis residuos de cisteina, além da sequéncia de um peptideo sinal
na regidao N-terminal da molécula (direcionando as proteinas a serem secretadas), séo
conservados dentro da familia de DNase |l em diversas espécies (figura 3.4) (KRIESER
et al., 2001; MACLEA et al., 2003). Dentre os organismos estudados por MACLEA et al.

(2003), apenas a bactéria Burkholderia pseudomallei possuia somente dois dos seis
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residuos de cisteinas universalmente conservados, e a auséncia do peptidio sinal em
sua sequéncia (NIELSEN et al., 1997). A presencga destas regides conservadas reflete a
importancia dos residuos de cisteina para a manutengdo da estrutura correta da
proteina, e também sugere que tal conformacao seja importante para a fungdo desta
(MACLEA et al., 2003).

Embora o conhecimento sobre a estrutura de DNase Il e suas propriedades
enzimaticas tenha aumentado, a fungao fisiolégica desta enzima continua sendo,
atualmente, uma area de intensa investigacao (KRIESER e EASTMAN, 2000; CHOU et
al., 2002; MACLEA et al., 2002, 2003; EVANS e AGUILERA, 2003; COUNIS e

TORRIGLIA, 2006; NAGAI et al., 2006; NAKAHARA et al., 2007; PADRON-BARTHE et

al., 2007).
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Figura 3.4: Arvore filogenética da familia de DNases Il. A homologia foi realizada através de
alinhamento usando algoritmo ClustalW. O ramo superior mostra DNases de vertebrados (V,
exceto “fowlpox” — um virus) e o inferior, DNases de invertebrados (InV, exceto Fugu 3 — peixe
tipo baiacu). (Fonte: MACLEA et al., 2003).
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DNase Il de peconhas

As peconhas ofidicas, que tém a funcdo de imobilizar e matar suas presas,
apresentam uma grande variedade de enzimas com diferentes fungdes (FRY et al.,
2006), dentre estas estdo aquelas capazes de atuar sobre acidos nucléicos, e seus
derivados como nucleotideos, nucleosideos e ligacdes fosfato. A atividade de diversas
destas enzimas tem sido encontrada em pegonhas ofidicas, tais como fosfatases
(alcalina e, em grau menor, acida), fosfodiesterases, ribonucleases,
desoxirribonucleases alcalinas (endonucleases alcalinas ou acidas, DNase | ou DNase
I), e 5°-nuclectidases (MACKESSY, 1998; AIRD, 2002; SALES e SANTORO, 2007). A
atividade de endonucleases em peconha foi primeiramente reportada por DELEZENNE
e MOREL (1919) e, subsequentemente, por TABORDA et al. (1952). A primeira
purificacdo de uma DNase de pegonha de serpentes foi realizada por GEORGATSOS e
LASKOWSKI (1962) utilizando a peconha de Bothrops atrox. Atividades
endonucleasicas com pH 6timo em torno de 5,0 também foram descritas em pegonhas
de outras espécies de serpentes dos géneros Bothrops, Crotalus, Naja, Trimeresurus e
Vipera (GEORGATSOS e LASKOWSKI, 1962; LASKOWSKI, 1980; SITTENFELD et al.,
1991; MACKESSY, 1998) em associagao a atividade de fosfodiesterase (pH 6timo em
8,9).

A DNase Il de pegonha, atuando em conjunto com fosfodiesterases da pegonha
ou fosfodiesterases enddgenas, degrada acidos nucléicos em nucleotideos livres, que
servem como substrato para a 5°-nucleotidase (responsavel por liberar nucleosideos

livres). Os produtos (purinas) desta via de degradagdo podem eventualmente contribuir
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para a hipotensao, choque, imobilizacdo e morte da presa apds envenenamento (AIRD,
2002). Apesar de certa similaridade entre a atividade de DNase em pegonhas e a agao
de fosfodiesterases (que hidrolisam tanto RNA como DNA) (PRITCHARD et al., 1977;
SITTENFELD et al., 1991; MACKESSY, 1998; SALES e SANTORO, 2007), a DNase |l
pode ser diferenciada das fosfodiesterases devido a sua atividade em pH acido, assim
como a producao de oligonucleotideos derivados da endoclivagem do acido nucléico,
ao contrario da fosfodiesterase que, com clivagem exdgena, produz mononucleotideos.

Neste capitulo descrevemos o isolamento da DNase acida presente na pegonha
de B. alternatus e investigamos suas propriedades bioquimicas, comparando-as com

DNases acidas presente em mamiferos.
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MATERIAIS E METODOS

Reagentes

Acido aurintricarboxilico, &cido bdrico, &cido etilenodiaminotetraacético (EDTA,
sal sodico), acrilamida, agarose, albumina bovina, azul de bromofenol, azul brilhante de
Coomassie R250, anticorpo secundario anti-cavalo acoplado a peroxidase, DNA (tipo I,
de salmao), DNA plasmideo pBR322, DNase | de pancreas bovino (>1000 unidades de
Kunitz/mg solida), DNase |l de bago suino (>800 unidades de Kunitz/mg sélida), N-
etilmaleimida, N,N-metileno-bis-acrilamida, o-fenilenodiamina (OPD), persulfato de
amonio, N,N,N’,N’-tetrametiletilenodiamina (TEMED), Tris base, Triton X-100 foram
obtidos da Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, EUA). Marcadores de massa molecular
para SDS-PAGE foram obtidos da BioRad Laboratories, Inc. (Hercules, CA, EUA) e
marcadores de DNA 1 kb foram obtidos da Fermentas Inc. (Hannover, MD, EUA). As
resinas para cromatografia (ConA-Sepharose, heparina-Sepharose, proteina G-
Sepharose, SOURCE 15RPC, SP-Sepharose e Superdex 75) e DTT foram obtidas da
Amersham-GE (Piscataway, NJ, EUA). A coluna BioSuite 4 um UHR SEC 125 foi obtida

da Waters Os demais reagentes (de grau p.a.) foram obtidos de fornecedores locais.

Peconha e antivenenos

A peconha de B. alternatus foi adquirida do Centro de Extracdo de Toxinas

(CETA, Morungaba, SP, Brasil) e foi extraida manualmente de espécimes adultas de B.
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alternatus de ambos os sexos. O soro antibotrépico produzido contra um pool de
peconhas botropicas (B. alternatus, B. jararaca, B. jararacussu, B. moojeni, B. neuwied|)
e o soro anticrotalico produzido contra peconha de Crotalus durissus terrificus foram

obtidos do Institito Butantan (Sao Paulo, SP, Brasil).

Quantificacao de proteinas

As concentragdes protéicas foram determinadas pela absorbancia em 280 nm
no caso das fragdes cromatograficas (perfis de eluicdo) e pelo método de BRADFORD
(1976) usando-se albumina bovina como padrao (para os pools de fracées e proteina

pura).

Purificagao da DNase Il

Cromatografia de troca ibnica (SP-Sepharose)

A peconha (100 mg) foi dissolvida em 1 mL de tampao acetato de sédio 30 mM
pH 5,0, e centrifugada (12.000 x g, 10 min). O sobrenadante resultante foi adicionado a
duas colunas de HiTrap SP-Sepharose (5 mL) acopladas em série, equilibradas com
acetato de sodio 30 mM, pH 5,0, contendo 5 mM EDTA. Apds lavagem da coluna com o
mesmo tamp&o para remover material nao retido, as proteinas foram eluidas (30 mL/h)
em gradiente ndo-linear de NaCl (0—1 M). O perfil de elui¢gao foi monitorado a 280 nm, e

as fragdes (1 mL/tubo) foram dosadas para atividade enzimatica.
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Cromatografia de afinidade (heparina-Sepharose)

As fragbes ativas do passo anterior foram agrupadas, concentradas em filtros
Amicon 5,000 Da (Millipore) (4.000 x g por 45 min a 4°C) e adicionadas a uma coluna
HiTrap heparina-Sepharose (5 mL), equilibrada com tampao acetato de sédio 30 mM
pH 5,0, contendo 5 mM EDTA. Apds lavagem da coluna com o tamp&o acima para
retirada de material ndo retido, as proteinas foram eluidas (60 mL/min) em gradiente
nao-linear de NaCl (0-2 M) no mesmo tampdo. As fragbes (1 mL/tubo) foram

monitoradas a 280 nm e dosadas para atividade de DNase II.

Cromatografia de gel filtragdo (Superdex 75)

As fragbes contendo atividade da DNase Il foram agrupadas e este pool foi
centrifugado a 4.000 x g por 45 min a 4° C em filtros Amicon 5,000 Da (Millipore) para
concentragado. O sobrenadante retido foi adicionado a uma coluna de Superdex 75 (1,0
cm x 30 cm) equilibrada com acetato de sddio 30 mM, pH 6,0, contendo 5 mM EDTA e
0,5 M NaCl. As proteinas foram eluidas (12 mL/h) com o mesmo tampao e o perfil de
eluicdo foi monitorado a 280 nm. As fragdes coletadas (1 mL/tubo) foram dosadas para
atividade enzimatica de DNase Il. As ativas foram agrupadas e usadas no passo

seguinte.

Cromatografia de afinidade (ConA-Sepharose)
As fragdes ativas do passo anterior foram agrupadas e concentradas em filtros
Amicon 5,000 Da (Millipore) (4.000 x g por 45 min a 4° C) para serem adicionadas a

uma coluna de ConA-Sepharose (0,5 cm x 5 cm) equilibrada com tampao acetato de
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soédio 30 mM, pH 6,0, contendo 5 mM EDTA e 0,5 M NaCl. Apdés lavagem da coluna (30
mL/h) com o mesmo tampao para remover material ndo retido, as proteinas foram
eluidas em um gradiente de D-glicose (0—1 M, linear) no tamp&o acima, seguido de
lavagem da coluna com Tris-borato 0,1 M, pH 6,5, contendo 0,5 M NaCl e 5 mM EDTA,
para remover proteinas fortemente ligadas. O perfil de eluigado foi monitorado a 280 nm

e as fragdes (1 mL/tubo) foram dosadas para atividade enzimatica.

Cromatografia de gel filtragdo (BioSuite UHR SEC 125)

As fragbes contendo atividade da DNase Il foram agrupadas e este pool foi
centrifugado a 4.000 x g por 45 min a 4° C em filtros Amicon 5,000 Da (Millipore) para
concentragao e aplicados a uma coluna de HPLC BioSuite 4 um UHR SEC (4,6 mm X
300 mm) equilibrada com 30 mM acetato de sodio, pH 5,0 contendo 5 mM EDTA. As
proteinas foram eluidas (21 mL/h) com o mesmo tampéo e o perfil de eluigdo foi
monitorado a 280 nm. As fragbes (0,5 mL) foram coletadas e dosadas para atividade

enzimatica de DNase II.

Atividades enzimaticas

DNase Il

Ensaio em placa: O ensaio em cubeta de KUNITZ (1950) foi modificado para

placas de 96 pocos. O DNA foi dissolvido a 75 ng/mL em tampé&o acetato de sodio 0,15
M, pH 4,7. A peconha de B. alternatus ou fragdo cromatografica (10-50 pL) foi

adicionada a esta solugdo de substrato (150 uyL) num volume final de 200 uL, e o
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aumento da absorbancia a 260 nm foi monitorado a 37°C durante até 30 minutos em
um leitor de placas BioTek (BioTek Instruments Inc., EUA). Uma unidade de atividade
foi definida como um aumento de 0,001 na absorbancia em 260 nm por minuto
(KUNITZ, 1950) apds corregao da pista optica.

No ensaio para avaliar os substratos utilizamos as mesmas condi¢des descritas
acima, porém em tampao acetato de sédio 150 mM, pH 4,7, adicionamos 120 ug de
RNA/poco, ou 50 ug de PolyA/poco, ou 11,5 pyg/mL de DNA desnaturado, utilizando 15
Mg de enzima purificada.

O pH d6timo da enzima foi determinado medindo-se a atividade enzimatica em
glicina-HCI 10 mM (pH 3,0 — 3,5), acetato de sédio 150 mM (pH 4,0 — 6,0) , Tris-HCI 10
mM (pH 6,5 — 8,0), glicina-NaOH 10 mM (pH 8,0 — 9,0) nas mesmas condigbes
descritas acima.

A estabilidade da DNase ao calor foi avaliada aquecendo-se a enzima
purificada (15 pg) em varias temperaturas durante 15 minutos, seguida pela
determinacao da atividade residual usando o ensaio enzimatico descrito acima.

A influéncia de metais, EDTA, DTT, iodacetamida, N-etiimaleimida e acido
aurintricarboxilico foi investigada incubando a enzima purificada (15 pg) com diferentes
concentragdes destas substancias (1 — 100 mM) e realizando o ensaio para medir a

atividade residual.

Ensaio em cubeta: Para determinacao dos parametros cinéticos (Km e Vmax) o

ensaio em cubetas foi realizado de acordo com o método de KUNITZ (1950). A

atividade foi medida usando o pH 6timo da enzima (tampao acetato de soédio 150 mM,
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pH 4.7), e variando a concentragao do substrato (0,5 — 100 ug de DNA/mL). Os valores
de Km e Vmax foram calculados de acordo com Lineweaver e Burk (1934), usando o

programa GraphPad Prism 4.0 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, EUA).

Ensaios em gel de agarose: Apds o ensaio em placa de 96 pocos, as amostras

de DNA foram removidas da placa e mantidas em banho a 37°C por pelo menos mais
30 minutos. A reacgao foi interrompida adicionando-se etanol absoluto gelado e
procedendo-se a centrifugagdo a 15.000 x g por 10 min a 4°C. O precipitado contendo
DNA foi ressuspendido em tampao Tris-borato EDTA (TBE — 89 mM de Tris, 89 mM
acido borico, 2 mM de EDTA, pH 8,0), e aplicado a um gel 2% de agarose. Apds corrida
a 35V por 1,5 h, o gel foi corado com brometo de etidio (1 ug/mL) para visualizar as
bandas antes da fotodocumentacao.

A capacidade da enzima purificada em degradar DNA circular foi avaliada
usando os plasmideos pBR322 e pGEM. Neste ensaio, 400 ng (1 pL) de plasmideo e 5
Mg (1 pL) de enzima purificada foram incubados em tampao acetato de sédio 150 mM,
pH 4,7, num volume final de 5 uL. A reacao foi interrompida adicionando-se 5 uL de
tampao de corrida 6x (azul de bromofenol, 40% de glicerol em TBE) e a amostra
adicionada em um gel de 1,2% de agarose. Apods corrida a 35 V por 1 h, em TBE, o gel

foi corado com brometo de etidio (1 pg/mL), visualisado sob luz UV e documentado.
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DNase |

O ensaio da DNase | foi realizado nas condicbes descritas para DNase I,
porém utilizando 75 ug de DNA /mL de tampao Tris-HCI 0,1 M, pH 7,5. Em placas de 96
pocos, a peconha de B. alternatus ou fragdo cromatografica (10-50 L) foi adicionada a
esta solugdo de substrato (150 uyL) num volume final de 200 uL. O aumento da
absorbancia a 260 nm foi monitorado a 37°C durante até 30 minutos em um leitor de
placas BioTek. Uma unidade de atividade foi definida como um aumento de 0,001 na

absorbancia em 260 nm por minuto (Kunitz, 1950) apds corregao da pista optica.

Fosfodiesterase

A atividade de fosfodiesterase foi medida de acordo com BJORK (1963),
modificada para placas de 96 pocgos. A mistura de reagao consistiu em 100 pL de
substrato (1 mM bis(p-nitrofenil)-fosfato em tampao glicina-NaOH), 75 yL de tampéo
glicina-NaOH 0,1 M, pH 8,9, 25 pL de 30 mM MgSO4 e 50 uL de pegonha ou fragao
cromatografica num volume final de 250 pL. Apds incubar a 37°C por 30 minutos, a
reacdo foi interrompida adicionando-se 50 pL de 0,05 M NaOH e a absorbancia

resultante foi lida a 400 nm em um leitor de microplacas SpectraMax.

Eletroforese

Eletroforese em géis de poliacrilamida contendo duodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE)
A eletroforese das fragbes cromatograficas com atividade de DNase Il, na

presenca de SDS, foi feita usando-se géis de 10% de acrilamida (LAEMMLI, 1970) num
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sistema eletroforético Mighty Small SE260 (Hoefer-Pharmacia). Apés eletroforese a 100
V constantes, os géis foram corados com 0,1% de azul de Coomassie R250 em
metanol:acido acético:agua destilada (40:10:50, v/v) e, depois descorados. Os géis
correspondendo as etapas finais de purificacdo (quando a quantidade de proteina era
muito pequena) foram corados com nitrato de prata. Os marcadores moleculares foram

corridos em paralelo com as amostras. Os géis foram analisados e documentados.

Eletroforese bidimensional (2D-PAGE)

A DNase (80 ug) foi diluida em um volume final de 250 pL com solugéo
contendo urea 8 M, 4% (w/v) CHAPS, 2% (v/v) anfdlitos pH 3-10, DTT 60 mM e 0,002%
(w/v) azul de bromofenol, de acordo com o fabricante (GE Healthcare). As amostras
foram adicionadas em uma fita (strip) de IPG (13 cm; GE Healthcare) com uma
separacao linear de pH 3 a 10 para a DNase e nao linear de pH 3 a 10 para a pegonha.
Apds 12 h de reidratagao, a isoeletrofocalisagao (IEF) foi feita a 25°C por 1 h a 500 V,
por 1 h adicional a 1.000 V e entdo por 12 h a 8.000 V em um sistema IPGphor (GE
Healthcare), mantendo-se uma corrente limite de 50 YA por strip. A fita da primeira
dimenséao foi entdo reduzida lavando-a em 1% de DTT (w/v) em tampao Tris-HCI 50
mM, pH 8,8, contendo urea 6 M, 30% de glicerol (v/v), 2% de SDS (w/v) e 0,002% de
azul de bromofenol (w/v). Em seguida, a fita da primeira dimenséao foi alquilada no
mesmo tampao contendo 2,5% de iodoacetamida (w/v) ao invés de DTT. A segunda
dimenséao foi realizada por SDS-PAGE em gel de poliacrilamida de 12,5% em um

sistema SE600 (Hoefer-Pharmacia). A fita de IPG foi selada a superficie do gel da
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segunda dimensao usando 0,5% de agarose (w/v). A eletroforese foi realizada a 80 V
por 30 minutos e depois a 120 V constantes até o azul de bromofenol atingir o final do
gel. As proteinas foram vizualizadas usando coloragdo com azul de Coomassie ou prata

e o gel foi documentado.

Caracterizagao imunologica

Western-blotting

Apos SDS-PAGE de peconha (5 ug) de B. alternatus e DNase |l purificada (5
Mg) em géis de 10% de acrilamida, as proteinas foram transferidas para membranas de
nitrocelulose (TOWBIN et al., 1979) em uma cuba de transferéncia Mighty Small TE22
(Hoefer-Pharmacia). Marcadores moleculares foram incluidos na corrida. Apos a
transferéncia, sitios inespecificos na membrana foram bloqueados overnight a 4°C com
5% de leite desnatado em solugao basal (Tris-HCI 10 mM, pH 7,5, 150 mM NaCl e 0,5%
Tween 20). As membranas foram entdo incubadas por 12 h em temperatura ambiente
com antiveneno botropico (diluicdo na tabela 3.1) ou anticorpo anti-DNase Il humana
(diluicdo na tabela 3.1). Apds lavagens, as membranas foram incubadas com um
conjugado lgG-peroxidase anti-cavalo de coelho ou conjugado IgG-peroxidase anti-
coelho de cabra (diluidos de acordo com a tabela 3.1), respectivamente. Ao final de 2 h,
a membrana foi lavada e as bandas imunorreativas foram detectadas utilizando um kit
de quimioluminescéncia (Millipore, EUA) e documentadas em filme fotografico (Kodak,

Sao José dos Campos, SP, Brasil).
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Tabela 3.1: Resumo dos anticorpos utilizados.

Anticorpo primario

Proteina soro antiveneno DNase Il
Organismo alvo Bothrops sp Bothrops sp Humano
Organismo hospedeiro Cavalo Cavalo Coelho
Diluicao 1:1.000 1:1.000 1:1000
Origem Butantan Butantan Sigma
Anticorpo secundario

Organismo alvo Cavalo Bothrops sp Coelho
Organismo hospedeiro Coelho Cavalo Cabra
Diluigao 1:5.000 1:1.000 1:20.000
Conjugado Peroxidase Peroxidase Peroxidase
Origem Sigma - Sigma
Técnica Western-blotting ELISA  Western-blotting

Purificagdo de IgG

Capitulo 3

Imunoglobulinas (IgG) totais foram purificadas por cromatografia de afinidade a

partir de antisoros botrépico e crotalico comerciais (Instituto Butantan). Dez mililitros de

cada antisoro foram diluidos em tampao fosfato 20 mM, pH 7,0 (1:1 v/v) e 1 mL foi

adicionado a uma coluna HiTrap proteina G-Sepharose (1 mL) previamente equilibrada

com o mesmo tampao. Apds lavagem da coluna para remover proteinas nao aderidas,

as 1gGs foram eluidas com tampao glicina-HCI 100 mM, pH 2,7. As fragbes (1 mL)

foram coletadas em tubos contendo 100 uyL de tampao Tris-HCI 1,0 M, pH 9,0 para

corrigir o pH para ~7,0. O perfil de eluigdo foi monitorado a 280 nm e as fragbes

contendo IgG foram agrupadas, dialisadas contra agua e liofilizadas.
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ELISA direto

A reatividade cruzada da DNase com antiveneno botrépico foi examinada por
ELISA conforme descrito por VALERIO et al. (2002). Os pocos de placas de 96 pogos
foram sensibilizados com 100 yL de antiveneno (diluido como descrito na tabela 3.1,
em carbonato de amoénia 0,1 M, pH 8,9 - tamp&o de ligag&o) overnight a 4°C. Os pogos
foram lavados com PBS, e a estes foram adicionados peconha ou DNase numa curva
de diluicdo de 10 pg/mL a 1 ng/mL (em 100 uL), seguida da incubagdo por 1 h a
temperatura ambiente. Apds lavagens adicionais com PBS, 100 uL de conjugado de
IgG-peroxidase anti-botropico equino foi adicionado para permitir a reagdo com os
antigenos (incubagcdo de 1 h a temperatura ambiente). Apés uma série final de
lavagens, a solucéo de substrato (100 pL de 0,2 mg de o-fenilenodiamina/mL e 0,05%
H,0O, em tampao citrato 0,15 M, pH 5,0) foi adicionada e a placa incubada no escuro em
temperatura ambiente por até 30 minutos. A reacgao foi interrompida pela adigao de 20
ML de H,SO,4 e a absorbancia final foi medida a 492 nm em um leitor de placas

SpectraMax 340.

Caracterizagao estrutural

Composicao de aminoacidos
A composicdo de aminoacidos foi determinada conforme descrito por BEGHINI
et al. (2000). Apos hidrélise de amostra em HCI 6 N contendo fenol 0,1% durante 24 h

a 110°C, os aminoacidos foram derivados com o-ftaldialdeido e separados por HPLC de
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fase reversa. A identificacdo dos aminoacidos foi feita comparando os tempos de

retencdo com uma mistura de aminoacidos padrées marcados com o-ftaldialdeido.

Espectrometria de massas

A DNase Il purificada (pico | da gel filtragdo em HPLC) foi adicionada a uma
microplaca e, apos o solvente ter evaporado, acrescentou-se a matriz de acido a-ciano-
4-hidroxicinamico (1% (m/V) em H,O/ACN 1:1 (v/v) (1 yL) contendo 0,1% de TFA) que
foi novamente incubada a temperatura ambiente para secar. As analises foram feitas
em espectrdbmetro de massa MALDI-ToFMS  (Matrix  Assisted Laser
Desorption/lonization-Time-of-Flight Mass Spectrometry) (Waters, Micromass, UK). As
analises foram realizadas exclusivamente com ions positivamente carregados, e modo

reflectron.
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RESULTADOS

Neste capitulo apresentamos os resultados do isolamento e purificagdo da
DNase acida da peconha de B. alternatus e, em seguida, sua caracterizagao fisico-
quimica, enzimatica e imunolégica. No capitulo seguinte, descrevemos o envolvimento
desta enzima na apoptose.

A metodologia de purificagdo descrita aqui foi estabelecida por nés com base em
purificacbes de outras DNases (YASUDA et al., 1992; BARRY e EASTMAN, 1993), ja
que até o momento nenhuma DNase havia sido isolada, com alto grau de pureza, de
peconhas ofidicas. Para isso, diversas etapas e condicdes foram testadas para
melhorar a purificagdo da DNase Il. As etapas cromatograficas descritas abaixo sao as
que ofereceram o melhor rendimento protéico e de atividade para a DNase |l de B.

alternatus.

Purificagdao da DNase Il

Primeira etapa

A purificagdo da enzima foi iniciada com uma fase de captura em cromatografia
de troca idnica em HiTrap® SP-Sepharose, com duas colunas acopladas em série para
permitir uma carga inicial maior de proteina a ser adicionada (no caso 100-120 mg) e
um rendimento melhor nas etapas seguintes. Esta coluna, apesar de seu pequeno
volume (5 mL), possui uma grande capacidade/mL de resina. A base da troca i6nica é

a competicao de ions presentes na coluna (neste caso a coluna é de troca catidnica)
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pelas proteinas presentes na amostra, e subseqlientemente pela forca ibnica do
tampao, capaz de retirar as proteinas que estdo ligadas a coluna. Portanto, a escolha
da forca ibnica do tampdo e do pH influenciou bastante na melhor resolucido da
cromatografia. A DNase Il tem como caracteristica se ligar a sulfato (OSHIMA e PRICE,
1973; LIAO, 1985; IKEDA e TAKATA, 2002), portanto, se liga a resina da SP-
Sepharose (sulfoxipentil-Sepharose). Desta forma, estudamos diversos tampdes e
diferentes pHs, e chegamos ao tampao acetato de sédio (30 mM) em pH 5,0 (figura 3.5)
com 5 mM EDTA, ligando as proteinas de B. alternatus a coluna, para serem eluidas
em um gradiente de NaCl (0-1 M) nao-linear. Este tamp&do também néao interferiu na
atividade enzimatica da DNase |lI, e além disso, péde ser utilizado nas etapas
cromatograficas seguintes, evitando dessa forma diadlises entre as etapas
cromatograficas. Este tampdo nao interferiu na atividade enzimatica da DNase I,
mantendo uma boa estabilidade da enzima, a 18-20°C (temperatura durante a

cromatografia) e a 4°C (temperatura de armazenamento entre as etapas).
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Figura 3.5: (A) Cromatografia de troca iénica em coluna HiTrap® SP-Sepharose (10 mL) da
peconha de B. alternatus. A amostra (100 mg) foi aplicada a coluna, conforme descrito em
Materiais e Métodos. A coluna foi lavada com tampao acetato de sédio 30 mM, pH 5,0, com 5
mM EDTA (fluxo de 30 mL/h) e a eluigdo feita em gradiente nao linear (0-1 M) de NaCl. A
eluicdo foi monitorada a 280 nm. As fragbes (1 mL/tubo) foram coletadas e a atividade para
DNase Il (—m—) foi medida. Uma unidade de atividade = Aygo 0,001/mL/min. (B) SDS-PAGE do
pool de fragdes ativos para DNase Il. 1 — Marcadores de massa molecular, 2 — Pool ativo da

HiTrap® SP-Sepharose.
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Segunda etapa

As fracdes eluidas da HiTrap® SP-Sepharose contendo atividade de DNase |
foram eluidas com 0,35 a 0,4 M de NaCl, o qual precisava ser removido para dar
continuidade a purificagdo, pois seriam utilizadas colunas de afinidade nas etapas
seguintes. Para remogao do sal, utilizamos a centrifugagédo em filtros Amicon com limite
de filtracdo de 5.000 Da e varias lavagens com o tamp&o acetato de soédio 30 mM, pH
5,0, e 5 mM EDTA. Esse procedimento teve vantagem de também concentrar a amostra
que seria usada na etapa seguinte.

Em seguida, utilizando uma cromatografia de afinidade/troca ibnica em coluna
HiTrap® heparina-Sepharose (5 mL), a DNase Il foi eluida em um gradiente de NaCl em
concentragdes de 0,7 a 0,95 M (figura 3.6). A heparina imobilizada possui dois modos
de interagdo com as proteinas: o primeiro é funcionar como um ligante de afinidade,
principalmente para fatores de coagulagao, e o segundo, utilizado por nés, é a sua alta
capacidade de troca catibnica, devido a presenga de grupos sulfato. Em ambos os

casos, um gradiente de sal poderia eluir as proteinas ligadas.
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Figura 3.6: (A) Cromatografia de afinidade em coluna HiTrap® heparina-Sepharose (5 mL). O
pool de fragcdes (41 mg) contendo atividade de DNase Il da etapa anterior foi aplicado a coluna
conforme descrito em Materiais e Métodos. A coluna foi lavada com tampao acetato de sédio 30
mM, pH 5,0, com 5 mM EDTA (fluxo de 60 pL/h), e as proteinas eluidas em gradiente nao-linear
de NaCl (0-1 M). A eluigdo foi monitorada a 280 nm e as fragdes (1 mL/tubo) coletadas. A
atividade de DNase Il (—m—) foi medida. (B) SDS-PAGE do pool de fragbes ativas da heparina-

Sepharose. 1 — Marcadores de massa molecular; 2 — Pool ativo da HiTrap® heparina-

Sepharose.
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Terceira etapa

Na terceira etapa da purificagdo, foi realizada uma gel filtragdo em Superdex
75. As fracdes contendo atividade de DNase Il provenientes da troca ibnica em HiTrap®
heparina-Sepharose foram juntadas e concentradas em filtro Amicon para serem
aplicadas a coluna de gel filtragdo. A concentragdo da amostra foi um passo importante
para obter uma melhor separagdo das proteinas, ja que, idealmente, o volume da
amostra aplicado a uma coluna de gel filtracdo n&o deve ser superior a 1% do volume
da mesma. Utilizamos a gel filtracdo como ferramenta para trocar o tampao para a
etapa seguinte; o tampao de troca foi acetato de sédio 30 mM, pH 6,0, contendo 5 mM
EDTA e 0,5 M NaCl. A figura 3.7a mostra que n&ao houve distingdo de picos, porém, o
perfil eletroforético (figura 3.7b) mostrou que algumas proteinas de alta massa

molecular foram praticamente removidas, e a banda correspondente a DNase Il se

tornou mais evidente.
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Figura 3.7: (A) Cromatografia de gel filtragdo em coluna Superdex 75. O pool de fragcbes (10,9
mg) contendo atividade de DNase Il da etapa anterior foi aplicado a coluna Superdex 75
conforme descrito em Materiais e Métodos. A coluna foi eluida com tampéo acetato de sédio 30
mM, pH 6,0, com 5 mM EDTA e 0,5 M NaCl (fluxo de 12 mL/h). A eluigao foi monitorada a 280
nm e as fragdes (1 mL/tubo) coletadas. A atividade para DNase Il (—a—) foi medida. (B) SDS-
PAGE do pool de fracbes ativas para DNase Il da Superdex 75. 1 — Marcadores de massa

molecular; 2 — Pool ativo da Superdex 75.
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Quarta etapa

A cromatografia de afinidade em ConA-Sepharose foi utilizada para a
purificacdo da DNase Il como quarta etapa. Nesta etapa, NaCl 0,5 M de foi adicionado
ao tampao de equilibrio e lavagem para evitar interagdes inespecificas. A figura 3.8a
mostra que a atividade da DNase Il ndo foi retida na coluna, ao contrario do que era
esperado. As DNases |l descritas na literatura possuem glicosilagdes necessarias para
sua atividade enzimatica (YASUDA et al., 1999; MACLEA et al., 2002; SHIOMI et al.,
2004), e o esperado era que a nossa se ligasse a ConA (YASUDA et al., 1993). Porém,
apesar da DNase Il ndo se ligar a ConA-Sepharose, mantivemos esta etapa e o tampao
contendo NaCl por dois motivos. Em primeiro lugar, porque apesar da DNase nao se
ligar a coluna, outras proteinas de massa molecular superior, provavelmente
glicoproteinas, que nao foram removidas na etapa de gel filtracédo, se ligaram a ConA
especificamente e, desta forma, puderam ser eliminadas. Em segundo lugar, a
purificacdo, apesar de necessitar de uma etapa a mais, se tornou reprodutivel, e com
um melhor rendimento da DNase |l. Para garantir a remogao de todas as proteinas da
coluna, apés o gradiente de D-glicose, utilizamos o tampéao Tris-borato 100 mM, pH 6,5,

contendo 1 M NaCl, que removeu proteinas fortemente ligadas a coluna.
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Figura 3.8: (A) Cromatografia de afinidade em coluna ConA-Sepharose. O pool de fracdes (7,2
mg) contendo atividade de DNase Il da etapa anterior foi aplicado a coluna conforme descrito
em Materiais e Métodos. A coluna foi lavada com tampao acetato de sédio 30 mM, pH 6,0,
contendo 5 mM EDTA e 0,5 M NaCl (fluxo de 30 mL/h), e as proteinas ligadas foram eluidas em
gradiente linear (0-1 M) de D-glicose. A seta indica 0 momento em que o tampao Tris-borato
100 mM, pH 6,5, 1 M NaCl foi adicionado. A eluigdo foi monitorada a 280 nm e as fragdes (0.5
mL/tubo) coletadas. A atividade para DNase Il (—a—) foi medida. (B) SDS-PAGE do pool de
fragdes ativas para DNase Il da ConA-Sepharose. 1 — Marcadores de massa molecular; 2 —

Pool ativo de ConA-Sepharose.
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Quinta etapa

Para a etapa final do isolamento da DNase Il, e ja que observamos que no
SDS-PAGE da fragdo ativa da ConA-sepharose havia duas bandas de diferentes
tamanhos (uma em torno de 26 kDa e outra em torno de 15 kDa), realizamos uma
quinta e ultima etapa de purificagao, utilizando uma nova gel filtragdo, porém em uma
coluna de HPLC. A figura 3.9 mostra a resolugdao da cromatografia de gel filtracdo em
coluna BioSuite UHR (ultra-high resolution) SEC (size-exclusion chromatography) (4,6
cm x 300 cm) (Waters) utilizando a pressao de 8 MPa em HPLC. Houve separagao das
bandas principais vistas na figura 3.8a. A atividade da DNase Il acompanhou o pico |,
correspondendo a maior banda no SDS-PAGE (figura 3.8b). Como a coluna permite o
uso do mesmo tampéao acetato de sodio e pH 5,0, usado nas etapas anteriores e
fundamental para a manutencao da atividade da DNase, tivemos um bom rendimento
de atividade da enzima, como observamos na tabela 3.1. A figura 3.10 resume as

etapas cromatograficas usadas na purificacdo da DNase |l de B. alternatus.
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Figura 3.9: (A) Cromatografia de gel filtragado em coluna BioSuite UHR SEC 250 (4,6 cm x 300
cm). O pool de fragdes (140 ng) contendo atividade de DNase |l da etapa anterior (ConA
sepharose) foi aplicado a coluna BioSuite conforme descrito em Materiais e Métodos. A coluna
foi eluida com tampéo acetato de sédio 30 mM, pH 5,0, com 5 mM EDTA e fluxo de 21 mL/h. A
eluigado foi monitorada a 280 nm e as fragdes (0,5 mL/tubo) coletadas. A atividade para DNase Il
(—) foi medida. (B) SDS-PAGE do pool de fragdes ativas para DNase |l da ConA-Sepharose. 1

— Marcadores de massa molecular; 2 — Pool ativo de ConA-Sepharose.
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Tabela 3.2: Purificacdo e rendimento da DNase |l de B. alternatus.

Capitulo 3

Proteina Proteina Volume Atividade Atividade Atividgsﬂe Rendimento Rer?d.imento Fator de
(mg)  (mg/mL) (mL) (U/mL) total(u) ©SPecifica  protéico  atividade 6o s
(U/mg) (%) (%)
Peconha 100 100 1 6500 6500 65 100 100 1,0
SP-Sepharose 41 5,125 8 439 3513 86 41 54 1,3
Heparina-Seph. 11 3,633 3 656 1967 180 11 30,3 2,8
Superdex 75 7,2 3,6 2 935 1870 260 7,2 28,8 4,0
ConA-Sepharose 1,4 0,575 2,5 592 1480 2156 1,4 22,8 15,8
BioSuite UHR 0,18 0,36 0,5 1256 628 3489 0,18 9,7 53,7
Peconha bruta
B. alternatus
Troca idnica Etapa 1
SP-Sepharose
Afinidade Etapa 2
Heparina-Sepharose
Gel filtragao Etapa 3
Superdex 75
Afinidade Etapa 4
ConA-Sepharose
Gel filtragao Etapa 5
BioSuite 125 4p
UHR SEC

Figura 3.10: Esquema das etapas cromatograficas utilizadas na purificagcdo da DNase II.
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Caracterizagao fisico-quimica da DNase Il purificada de B. alternatus

O contato com solventes como acetonitrila para cromatografia de fase reversa
por HPLC resultou em perda de atividade enzimatica, o que excluiu 0 seu uso para
obtencao de enzima ativa. Entretanto, a cromatografia do pool da ConA-Sepharose por
fase reversa em uma coluna SOURCE 15 RPC para verificar a pureza da DNase
resultou no perfil mostrado na figura 3.11, sendo um dos picos majoritario em relagao
aos outros. Embora destituida de atividade enzimatica (devido a inativacao causada
pela acetonitrila usada como solvente na cromatografia), o pico principal correspondeu
a uma proteina com a mesma massa molecular (figura 3.11b) que a DNase II
encontrada no esquema de purificagdo descrita acima. Portanto, assumimos que este
pico correspondia a DNase Il e ele foi usado para testes de caracterizagdo que nao

exigiam atividade, e.g. eletroforese 2D para determinar o pl da proteina.
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Figura 3.11: (A) Cromatografia de fase reversa em coluna SOURCE 15 RPC. O pool de fragbes
(500 pg) contendo atividade de DNase Il da etapa anterior foi aplicado a coluna SOURCE 15
RPC conforme descrito em Materiais e Métodos. A coluna foi eluida com acetonitrila (fluxo de
60 mL/h), a eluicdo foi monitorada a 280 nm e as fragbes coletadas manualmente. (B) SDS-
PAGE do pico principal da SOURCE 15 RPC 1 — Marcadores de massa molecular; 2 e 3 —

DNase Il sem e com DTT, respectivamente.
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Eletroforese bidimensional (2D)

Analisamos a amostra da DNase Il obtida a partir da cromatografia de fase
reversa SOURCE 15 RPC em eletroforese de duas dimensdes (2D-PAGE) para
determinar o pl da enzima. Conforme mostrado na figura 3.12, a primeira dimensao de
2D foi feita em uma fita contendo um gradiente de pH linear de 3 a 10, e a segunda
dimensao foi realizada por SDS-PAGE em gel de poliacrilamida de 10%. Foram
identificados quatro spots (numerados de 1 a 4, comegando da esquerda para a
direita/cima para baixo). Os dois primeiros spots mostraram uma maior intensidade
quando comparados aos outros dois. Uma anadlise de regresséo linear obtida baseada
na migracado eletroforética relativo aos padrbes de massa molecular indicou uma
mesma massa molecular de aproximadamente 25,3 kDa (figura 3.13a), mas com pl
distintos (spot 1: pl 4,4 e spot 2 pl 4,7; figura 3.13b). Os outros dois spots, menos
intensos e definidos, possuem uma mesma massa molecular de 24 kDa com pl de 4,7
(spot 3) e 5,2 (spot 4).

A presenca destes spots distintos, porém com massa molecular e pl muito
proximos, nos fez questionar a presenga de isoformas da DNase Il na amostra, ou
entdo modificacbes da proteina, como por exemplo fosforilagdo ou carbamilagédo devido
a presenca de urea. No SDS-PAGE anterior ao 2D, a banda observada era unica,

assim como o pico da SOURCE 15RPC de onde foi coletada.
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Figura 3.12: 2D-PAGE da DNase Il purificada (80 ug, obtida da SOURCE 15 RPC). A
eletroforese foi feita conforme descrita em Materiais e Métodos. A strip de IPG utilizada para a
isoeletrofocalizagdo (IEF) foi de pl 3 a 10, em escala linear. O padrao de massa molecular

correu juntamente com a amostra.
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SDS-PAGE x Marcador Molecular IEF
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Figura 3.13: Estimativas da massa molecular e do pl da DNase Il calculados a partir do gel de

2D-PAGE. (A) Massa molecular dos spots, (B) pl dos spots.

Espectrometria de massas

Analisamos a massa molecular da proteina intacta em espectrometria de
massas. A figura 3.14 mostra o espectro da DNase obtido em MALDI-TOF, ou seja,
correspondendo ao pico | obtido da gel filtragdo em HPLC. Observou-se um sinal mais
intenso em m/z 31.481,5, que corresponde ao ion da forma mais abundante da proteina
na amostra (DNase+H)+. Outros sinais menos intensos, com valores de m/z 15611.4
(DNase+H)2+ (menor que 50% de intensidade) ou 7975.3 Da (75% de intensidade)
representariam outras formas idnicas da mesma proteina, provavelmente duplamente
ou triplamente protonadas, pois ndo se observou outros sinais com intensidade
suficiente para representar uma proteina contaminante.

Este espectro de massa também mostra que ndo existem sinais em massas
aproximadas, que representariam os spots obtidos em gel 2-D, o que confirma a

presenca de apenas uma isoforma da DNase em nossa purificagao.
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O motivo da discrepancia entre este valor de massa molecular para a DNase
(31,5 kDa) e aquela obtida por métodos eletroforéticos (SDS-PAGE, 2D; ~24-26 kDa)
pode refletir em parte a maior sensibilidade e precisdo da espectrometria de massas
quando comparada aos métodos eletroforéticos. Pode também ser que as condicdes
desnaturantes usadas na eletroforese poderiam ter causado alguma modificagdo na

proteina, eventualmente afetando sua migragédo no campo elétrico.
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Figura 3.14: Espectro de massa MALDI-MS da amostra obtida no pico | da BioSource UHR

SEC. Os valores de m/z estao indicados em cada sinal.

A tabela 3.2 mostra uma comparagdo preliminar da composi¢gao de
aminoacidos da DNase |l com outras enzimas correlatas descritas na literatura. A

DNase de B. alternatus possui uma grande quantidade de aminoacidos hidrofébicos,
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principalmente glicina (G), leucina (L) e fenilalanina (F) e outros aminoacidos que sao
peculiares a DNase de B. alternatus, tais como aspartato (D) e glutamato (E). Ha uma
quantidade menor de cisteina (C) em relagcédo as outras DNases, possivelmente devido
ao fato de que a DNase de B. alternatus nao possui subunidades, como algumas das
DNases utilizadas para comparacao na tabela 3.2, e portanto teria um numero menor
de pontes dissulfetos. O método de hidrdlise converte os aminoacidos Asn em Asp, Gin

em Glu e Trp é destruido, por isso ndo observamos a presencga deste na tabela 3.3.

Tabela 3.3: Composi¢cao de aminoacidos da DNase de B. alternatus comparada com outras

DNases II.

Mus Drosophila Gallus Trichinella B.
AA Bos taurus  B. taurus a o
musculus melanogaster gallus spiralis alternatus

Ala 25 7% 20 7% 25 7% 19 5% 22 6% 39 1% 10 4%
Cys 7 2% 6 2% 7 2% 7 2% 9 2% 6 2% 1 0%
Asp 17 5% 11 4% 17 5% 26 7% 15 4% 17 5% 25 1%
Glu 10 3% 1 4% 13 4% 17 5% 18 5% 11 3% 35 15%
Phe 18 5% 16 6% 19 5% 14 4% 15 4% 17 5% 28 12%
Gly 33 9% 26 9% 35  10% 27 7% 21 7% 19 6% 34 14%

His 9 3% 8 3% 10 3% 11 3% 10 3% 6 2% 4 2%
Iso 6 2% 4 1% 5 1% 10 3% 18 5% 19 6% 8 3%
Lys 17 5% 17 6% 19 5% 22 6% 16 4% 24 7% 6 3%
Leu 37 10% 24 9% 36  10% 35 10% 42 12% 22 6% 18 8%
Met 3 1% 2 1% 3 1% 3 1% 5 1% 6 2% 4 2%
Asn 12 3% 9 3% 13 4% 18 5% 16 4% 13 4% - -

Pro 25 7% 20 7% 24 7% 18 5% 16 4% 19 6% 8 3%

Gln 23 7% 17 6% 19 5% 19 5% 21 6% 15 4% - -

Arg 10 3% 9 3% 12 3% 15 4% 12 3% 7 2% 7 3%
Ser 33 9% 27 10% 35 10% 31 8% 38 10% 26 8% 24 10%
Thr 22 6% 15 5% 23 6% 18 5% 17 5% 31 9% 10 4%
Val 21 6% 15 5% 23 6% 28 8% 16 4% 25 7% 10 4%
Trp 12 3% 10 4% 13 4% 10 3% 1 3% 4 1% - -

Tyr 13 4% 9 3% 14 4% 17 5% 19 5% 16 5% 6 3%

TOTAL 353’ 276° 365° 365" 363° 342° 239

Fontes: 'BAKER et al., 1998; “MACLEA et al., 2003; *KRIESER e EASTMAN, 1998; “ADAMS et al., 2000;
SMACLEA e CHENG, 2006.
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Caracterizagao imunolégica da DNase Il

A técnica de ELISA sanduiche direto (figura 3.15) mostrou reatividade entre 1gG
anti-botrépica purificada de antisoro comercial por afinidade em coluna de proteina G-
Sepharose e a DNase Il da pegonha, porém ~200 vezes menor que a da pegonha
(deslocamento da curva para a direita em pouco mais de duas unidades logaritmicas).
A DNase também reagiu com a IgG crotalica (purificada por afinidade da mesma forma
que a botropica), sugerindo certa semelhanca imunoldgica entre as enzimas destas
duas peconhas (dados nao mostrados). Estes resultados indicam que apesar do
conteudo reduzido da DNase Il na pegonha (~2%), a enzima é imunogénica e possui

uma boa reatividade com o antiveneno.

ELISA Sanduiche direto

= Peconha
o DNase Il

2.54

2.0

1.5+

1.0+

A492 nm

0.5+

00 T T T T T
-1 0 1 2 3 4 5

Log [antigeno] (ng/mL)

Figura 3.15: Imunorreatividade de IgGs totais de antiveneno botrépico purificadas com a DNase
Il da peconha de B. alternatus. Os pogos foram sensibilizados com IgG purificada seguida de
incubacdo com a peconha e/ou a DNase Il e entdo com um conjugado IgG total peroxidase. A
absorbancia (492 nm) foi determinada apds incubagdo com substrato e paralisagdo da reacao

com H,S0O4. Os pontos da curva correspondem a média = DP (n=3).
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O western blotting, outro método imunolégico, foi também realizado para
verificar a reatividade com antiveno botrépico comercial. Este foi utilizado em paralelo
ao SDS-PAGE para verificar se havia contaminagdo da amostra por outras proteinas
que nao DNase. O western blotting mostrou que a DNase Il (obtida da ultima etapa em
gel filtragdo) reagiu com antiveneno do Instituto Butantan. Apenas uma unica banda
imunoreativa, com massa molecular entre 20 e 25 kDa (semelhante a massa obtida por
SDS-PAGE), foi vista no imunoblot (figura 3.16a).

O western blotting foi usado para analisar a reatividade cruzada entre a DNase
Il purificada e um anticorpo contra DNase Il de origem humana. Conforme mostrado na
figura 3.16b (faixa 2), a proteina purificada de B. alternatus foi reconhecida por este
anticorpo. Observamos também que algumas bandas préximas a banda principal séo
reconhecidas na pegonha (figura 3.16b, faixa 1). A DNase Il suina foi utilizada como
comparagao, e observamos que esta (figura 3.16b, faixa 3) resultou em duas bandas
distintas, devido a utilizacdo de DTT no tampao de amostra. Esses resultados mostram
que a DNase |l de B. alternatus, apesar de ser um polipeptideo unico sem subunidades,
tem similaridades com DNases de mamiferos, no caso DNase Il humana, que é

composta por trés cadeias polipeptidicas.
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Figura 3.16: Western blotting da DNase Il com antiveneno botrépico comercial (A) e com
anticorpo anti-DNase Il humana (B). A eletroforese da enzima purificada e ativa foi realizada em
gel de poliacrilamida de 10% a 100 V e as proteinas foram transferidas para uma membrana de
PVDF. Os marcadores moleculares (BioRad) correram em conjunto com a amostra e suas
respectivas posigdo de migracao estao indicadas a esquerda do gel acima. 1 — Pegonha de B.
alternatus (25 yg em A e 5 yg em B); 2 — DNase |l purificada (20 yg em A, 5 yg em B); 3 —
DNase Il suina (5 pg).
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Caracterizacao Cinética da DNase Il

A DNase Il purificada possui um pH 6timo de atividade em 4,7 (figura 3.17a),
porém ainda ha atividade entre pH 4,5 e 6,5. A temperatura 6tima para o ensaio
enzimatico é 37°C (dados ndo mostrados). Na avaliagdo da estabilidade térmica (figura
3.17b), a enzima reteve 60% da atividade apds 15 min a 40°C, mas perdeu totalmente
sua atividade quando aquecida por 15 min a 250°C. As DNases |l relatadas na literatura
variam quanto a sua estabilidade térmica: a DNase de bago (SHACK, 1959; LIAO,
1985), assim como a de B. alternatus, ndo é estavel ao aquecimento, ja a DNase Il de
células CHO (BARRY e EASTMAN, 1993) e de Euglena gracilis (IKEDA e TAKATA,
2002) sao inativadas somente a 70°C e 80°C, respectivamente, enquanto que a DNase
de Cordyceps sinensis tem atividade 6tima a 50°C (YE et al., 2004). A enzima pode ser
mantida a temperatura de 4°C durante as etapas cromatograficas sem perder atividade.
Para armazenamento em longo prazo, o congelamento a -20°C foi adequado. A
molaridade ideal para o tampao do ensaio enzimatico foi de 150 mM de acetato de
sédio (figura 3.17c¢).

A DNase Il mostrou atividade sobre o DNA dupla fita (dAsDNA ou double-strand
DNA; Sigma) integro (ensaio padrao), e também sobre o mesmo DNA desnaturado por
aquecimento a 100°C (porém com um tergo da atividade vista sobre DNA integro); a
enzima nao mostrou atividade sobre polyA e RNA (figura 3.18). A DNase |l também
mostrou atividade sobre DNA circular dos plasmideos pGEM (figura 3.18a) e pBR322
(figura 3.19b), de forma que podemos afirmar que esta enzima seja mesmo uma

endonuclease.

98



Capitulo 3

1209 120
A B

- i |
100 - 1004 o — " —m
80 80+
60

40
40

T T 1 & . 1 T T T 1
3 4 5 6 7 8 9 10 0 20 40 60 80 100

Atividade relativa (%)
Atividade relativa (%)

Temperatura (°C)

100 C n
N /
60

40

Atividade relativa (%)

20

T T T T T T
50 100 150 200
Acetato de sodio (mM)

Figura 3.17: Efeito do pH, estabilidade térmica e concentracido de sal do tampao na atividade
enzimatica da DNase Il. Os graficos mostram a atividade relativa ao ensaio em tampéao acetato
de sédio 150 mM, pH 4,7, contendo 75 ug de DNA/mL. (A) Efeito de pH — tampao glicina-HCI 10
mM, pH 3,5; tampao acetato de sédio 150 mM, pH 4,0 a 6,0; tampao Tris-HCI 10 mM, pH 6,5 a
8,0; tampéao glicina-NaOH 10 mM, pH 9,0 e 10,0. (B) Estabilidade térmica — amostras de enzima
foram aquecidas na temperatura indicada durante 15 min seguida por dosagem da atividade
enzimatica residual usando-se o ensaio enzimatico padrdo. (C) Influéncia da concentracao

(molaridade) de sal (acetato, pH 4,7) sobre a atividade enzimatica. Os pontos s&o a média de
trés determinacoes.
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Figura 3.18: Atividade da DNase |l sobre diversos substratos. Todos os ensaios foram

realizados a 37°C, em tampao acetato de sédio 150 mM, pH 4,7.

Figura 3.19: Atividade endonucleolitica da DNase |l sobre DNA circular de plasmideos. (A)
plasmideo pGEM: (a) marcador 1 kb, (b) controle sem enzima, e incubagdo com enzima por (c)
30 min, (d) 1 h, e (e) 2 h. (B) plasmideo pBR322: (a) marcador 1 kb, (b) controle sem enzima, e
incubacdo com enzima por (c) 30 min e (d) 1 h. Os ensaios foram realizados a 37°C, em

tampéo acetato de sddio 150 mM, pH 4,7.
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A DNase Il de B. alternatus, como determinado cinéticamente, possui um Km =
10,1 yg/mL e Vmax = 352,5 U/mg (figura 3.20). A figura 3.21 mostra o efeito de cations
na atividade da DNase Il de B. alternatus. As acbes de Mg, Zn** e Mn?* foram
semelhantes, sendo que com 1 mM houve inibicdo da atividade em 50% com os trés;
porém, na concentracdo de 10 mM dos ions a atividade se manteve inalterada ou
aumentada (com Mn), e acima disso, com 100 mM ocorreu inativagdo da enzima com
Mg®* e Zn**, mas ndo com Mn?* que ainda manteve uma atividade residual em 50%.
Com o Ca?" ocorreu uma inativagdo da DNase Il concentracdo-dependente. SHIOMI et
al. (2004) relataram que a plancitoxina (DNase Il encontrada em Acanthaster planci) é
também inibida por cations divalentes, como M92+. Estes dados, associados ao de que
o EDTA nao é capaz de inibir a enzima (tabela 3.4), confirmaram que atividade
enzimatica da DNase acida de B. alternatus é cation independente, como ocorre com a
maioria das DNases do tipo Il encontradas na literatura (BERNARDI et al., 1966;
OSHIMA e PRICE, 1973; LIAO et al., 1989; BARRY e EASTMAN, 1993; WANG et al.,
1998; COUNIS e TORRIGLIA, 2000; IKETA e TAKATA, 2002; EVANS e AGUILERA,
2003; CHENG et al., 2006).

A tabela 3.4 mostra a agcdao de outras substancias sobre a atividade
endonucledsica. A N-etilmaleimida, iodoacetamida e DTT, mesmo em baixas
concentracdes, inibiram a atividade da DNase, o que nio tem sido observado em outras
DNases, ou somente ocorre inibicdo parcial (DULANEY e TOUSTER, 1972; BARRY e
EASTMAN, 1993). O acido aurintricarboxilico é reconhecido como um potente inibidor
de nucleases, bloqueando a fragmentagcdo de DNA, e isso foi confirmado aqui com

inibicao total da atividade da DNase Il purificada (tabela 3.4).
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Figura 3.20: Efeito da concentragcdo de DNA na atividade da DNase Il de B. alternatus, e

determinacgéo dos paradmetros cinéticos. Os pontos representam a média + DP (n=3).
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Figura 3.21: Influéncia de cations bivalentes na atividade da DNase Il. Os ions foram
adicionados ao ensaio para fornecer as concentragdes indicadas. Os pontos representam a

meédia + DP de trés ensaios independentes realizados em duplicata.

Tabela 3.4: Influéncia de diferentes reagentes na atividade da DNase Il. As substancias
testadas foram adicionadas ao ensaio para fornecer as concentracdes indicadas. Os valores

sao a média de trés ensaios independentes realizados em duplicata.

Inibidores Concentragao Inibicao da Inibicdo da Inibicao da
(mM) DNase B. DNase Il DNase |
alternatus (%) suina (%) bovina (%)
N-Etilmaleimida 1 98 0 0
10 98 10 0
lodacetamida 1 87 0 0
10 100 0 0
Acido aurintricarboxilico 25 100 100 100
EDTA 1 0 0 0
5 0 0 0
DTT 1 96 0 0
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DISCUSSAO

Os estudos sobre DNases e sua atividade em diferentes tecidos, células e
organismos tém como objetivo revelar a estrutura e fungédo desta classe de enzimas
(CYMERMAN et al., 2005; CHENG et al., 2006), principalmente relacionando-a com a
atividade pro-apoptotica (BARRY e EASTMAN, 1993; EVANS e AGUILERA, 2003;
MACLEA et al., 2006; COUNIS e TORRIGLIA, 2006). Apesar desta intensa investigacao
e caracterizagao bioquimica das DNases nos mais diversos organismos, pouco se
conhece sobre a atividade destas enzimas extraidas de pegonhas, e o foco tem sido
principalmente a DNase | (TABORDA et al., 1952; GEORGATSOS e LASKOWSKI,
1962; LASKOWSKI, 1980; SITTENFELD et al., 1991; DE ROODT et al., 2003) sendo
que apenas GEORGATSOS e LASKOWSKI (1962) realizaram uma caracterizagdo mais
detalhada.

Conforme demonstrado aqui, isolamos a DNase acida da pegonha de B.
alternatus usando uma combinag¢do de cinco etapas cromatograficas. Esta metodologia
resultou em um fator de purificagdo de ~54 vezes com recuperagdo de 180 ug de
proteina a partir de 100 mg da pecgonha de B. alternatus. A escolha do tampéao acetato
de sddio em pH 5,0 ou 6,0 foi muito importante para o sucesso da purificagao, pois,
além de permitir a estabilidade da enzima, ainda eliminou a presenca de outras
enzimas com atividade sobre acidos nucléicos ou grupamentos fosfato, como a
fosfodiesterase, a 5'-nucleotidase e fosfatase acida. Nas condigdes de purificacédo
usadas aqui, tais enzimas ndo eram estaveis nestas, e nem ativas neste pH. Em

comparagdo com as DNases purificadas de outros organismos, onde o rendimento
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pode ser >10% (DULANEY e TOUSTER, 1972; SHIOMI et al., 2004), o rendimento (em
Mg de proteina) da enzima de B. alternatus (0,18%) foi baixa, porém esta dentro da
faixa observada para muitas enzimas que ocorrem em baixas concentracbes em
peconhas ofidicas, como por exemplo, a fosfodiesterase desta mesma peconha
(VALERIO et al., 2002).

A DNase Il de B. alternatus possui uma massa molecular de 25,4 kDa, (SDS-
PAGE) (31,1 kDa por espectrometria de massas), valor este que nao foi afetado por
reducdo com B-mercaptoetanol ou DTT, indicando que se trata de uma proteina de
cadeia unica. Este valor é bastante semelhante a maioria das DNases acidas, que
normalmente possuem massa molecular entre 26 e 46 kDa (LESCA, 1975; LIAO et al.,
1989; YASUDA et al., 1992; RIBEIRO e CARSON, 1993; SHIOKAWA et al., 1994). A
analise de aminoacidos também indicou que a DNase Il se assemelha a outras DNases
Il quanto ao seu conteudo de residuos.

SHIOMI et al. (2004) relataram que a plancitoxina por eles purificada (com
atividade de DNase) foi reduzida por DTT porém nao por 3-mercaptoetanol. Ha varios
estudos mostrando que as DNases Il podem conter diferentes subunidades em forma
de heterodimeros com massas moleculares de 35 kDa e 10 kDa, ou heterotrimeros
(LIAO, 1985; WANG et al., 1998; TAKESHITA et al., 1998; SHIOMI et al., 2004). Com
base em estudos de expressdo, MACLEA et al. (2002) propuseram que a DNase |l
humana €& composta por um polipeptideo contiguo, e que a observagdo de cadeias
diferentes seria resultado de protedlise durante a purificacdo da proteina. Outros

estudos também sugerem que a DNase Il € um polipeptideo de cadeia unica, com
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diferentes massas moleculares variando de 25 kDa a 40 kDa. Exemplos disso incluem
DNases Il de figado de rato ~36-38 kDa (DULANEY e TOUSTER, 1972), urina humana
~32 kDa (YASUDA et al., 1992), mucosa gastrica e cervix humano ~38 kDa
(YAMANAKA et al., 1974), figado bovino ~26 kDa (LESCA, 1975), linfoblastos humanos
~45 kDa (HAROSH et al.,, 1991), o fungo Cordyceps sinensis ~34 kDa, e 42 kDa do
bivalve Chlamys islandica (OVERBO e MYRNES, 2006). Nossos resultados indicam
que a DNase Il purificada de B. alternatus € um polipeptideo de cadeia unica como a
DNase Il bovina (LESCA, 1975), ao contrario da DNase |l suina (WANG et al., 1998) e
humana (MACLEA et al., 2003), e a da estrela do mar Acanthaster planci (SHIOMI et
al., 2004). O pl da DNase Il de 4,4-5,2 também se asemelha a varias outras DNases.
As condigbes otimas para a atividade enzimatica da DNase de B. alternatus
foram determinadas. A atividade especifica foi de 3.489 U/mg de proteina em tampéo
acetato de sdédio 150 mM, pH 4,7, a 37°C. A enzima foi 3,6 vezes mais ativa sobre o
dsDNA integro do que sobre o DNA desnaturado. A enzima mostrou atividade maxima
em pH 4,7, porém a atividade também foi vista (em graus variados) entre pH 4,5 e 6,5,
0 que condiz com a maioria das DNases descritas na literatura (DULANEY e
TOUSTER, 1972; LIAO, 1985; YASUDA et al., 1992; IKEDA e TAKATA, 2002; MACLEA
et al., 2002; YE et al., 2004; OVERBO e MYRNES, 2006). A capacidade de digerir os
plasmideos pBR322 e pGEM, em ensaio em pH 4,7 a 37°C, confirmou a atividade
endonucleasica da enzima. A atividade da DNase de B. alternatus € independente de
ions bivalentes, mantendo-se inalterada com a adicdo de EDTA. Por outro lado, esta
atividade pode ser completamente inibida por altas concentragdes (100 mM) de Ca?",

M92+ e Zn*, ou parcialmente inibida, no caso de Mn?* quando estes sao adicionados ao
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tampao de reacao; este perfil de acdo de ions é semelhante ao de outras DNases I
(BERNARDI et al., 1966; OSHIMA e PRICE, 1973; LIAO et al, 1989; BARRY e
EASTMAN, 1993; WANG et al., 1998; COUNIS e TORRIGLIA, 2000; IKETA e TAKATA,
2002; EVANS e AGUILERA, 2003; YE et al., 2004; CHENG et al., 2006). A atividade da
DNase também foi inibida pela adicdo de DTT, N-etiimaleimida, iodacetamida, ao
contrario do observado com a DNase lisossomal de ratos ou em células de hamster
chinés (CHO) (DULANEY e TOUSTER, 1972; BARRY e EASTMAN, 1993), e por acido
aurintricarboxilico, um potente inibidor de nucleases (HALLICK et al., 1977; BARRY e
EASTMAN, 1993).

A reatividade imunoldgica da DNase purificada foi comprovada através de
ELISA e imunoblotting, utilizando antiveneno botrépico (em western blotting) e 1gGs
totais purificados de antiveneno botrépico (em ELISA). Ao contrario do DE ROODT et
al. (2003), que nao observaram imunorreatividade entre DNase Il e um antisoro
bivalente (B. alternatus e B. neuwiedii) (talvez devido a um déficit de DNase na mistura
imunogénica utilizada por eles), a DNase de B. alternatus aqui purificada reagiu tanto
com antisoro botrépico quanto crotalico. Este resultado mostra a existéncia de
reatividade cruzada entre DNases das pegonhas de Bothrops spp. € Crotalus spp., e
indica também que, apesar da pequena quantidade de DNase |l presente na pegonha,
esta enzima é imunogénica. O imunoblotting também revelou a reatividade da DNase I
purificada de B. alternatus com um anticorpo anti-DNase Il de origem humana, o que
sugere a existéncia de epitopos comuns e, consequentemente, uma estrutura geral

parecida com a enzima humana.
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Em conclusao, os resultados descritos acima mostram a purificagdo da DNase
II, uma DNase acida, da pegonha de B. alternatus. A enzima apresenta atividade sobre
DNA linear e circular, porém nao sobre RNA e acidos nucléicos derivados de
ribonucleotideos. Além disso, possui varias caracteristicas em comum com DNases |l

de outros organismos, inclusive a DNase Il humana.
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DNase Il: uma enzima de Bothrops alternatus com

atividade apoptoética sobre células MDCK em cultura

INTRODUGCAO

Morte celular — apoptose e necrose

A morte celular é um evento que pode ocorrer de duas formas principais
bastante distintas: apoptose e necrose. A necrose caracteriza-se por alteragdes no
ambiente celular, em resposta a formas patologicas de injuria, modificando um grande
numero de células. A partir da ruptura das organelas e extravasamento do conteudo
celular para o espaco extracelular, resultado direto de danos a membrana, ocorre a
perda de seletividade na permeabilidade desta membrana, causando uma resposta
inflamatdria tecidual (uma forma de identificar morfologicamente a necrose) (ALLEN et
al., 1997). Consequentemente, ocorre a ativagdo de resposta imune secundaria,
resultando em alteracdo no tecido ou 6rgdao em que a célula necrética se encontra
(KAUFMANN, 1997; BRUNE et al., 1998a).

Definido em 1972 por KERR e colaboradores (KERR et al., 1972), o termo
apoptose foi baseado em alteragdes morfologicas, como a condensagdo da cromatina
na periferia do nucleo, alteragdo da membrana plasmatica (perda da assimetria, com

presenca de fosfatidilserina na camada externa de fosfolipidios de membrana) e
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fragmentacdto de DNA por endonucleases, formando nucleossomos de
aproximadamente 180 pb (que aparecem em gel de agarose na forma de escada),
enquanto outras organelas citoplasmaticas, como o0s lisossomos, se mantém
estruturalmente intactas. Estas alteragcbes culminam na formagdo de corpos
apoptéticos, os quais posteriormente sédo fagocitados pelas células vizinhas ou
fagécitos, ndo causando inflamagéo no local (EASTMAN et al., 1994; WEBB et al.,
1997; COUNIS e TORRIGLIA, 2000; SARASTE e PULKKI, 2000).

A apoptose pode ser iniciada por estimulos patolégicos e fisiolégicos como, por
exemplo, radiagao ionizante, glicocorticéides, hipertermia, toxinas, oxidantes, radicais
livres, remocgdo de fatores crescimento, e ativagcdo de receptores de citocina, dentre
outros (OTANI et al., 1993; PERICLE et al., 1994; SUHR e KIM, 1996). E uma morte
celular que ocorre de maneira sincronizada, dividida em fases bioquimica e
morfologicamente distintas (BRUNE et al., 1998a,b; SARASTE e PULKKI, 2000).

Diversos estudos sugerem a ativagcdo de caspases como um dos eventos
essenciais na morte celular apoptotica. As capases sdo enzimas da familia das cisteina
proteases que clivam seus substratos especificamente apds residuos de aspartato
(BRUNE et al, 1998; SARASTE e PULKKI, 2000; KAUFMANN e HENGARTNER,
2001). A ativagao das caspases de iniciagdo, como as caspases 2, 8, 9 e 10, por sinais
pré-apoptéticos conduz a ativagéo proteolitica das caspases efetoras, como caspases
3, 6 e 7. Estas por sua vez, clivam proteinas vitais, como por exemplo as proteinas
componentes do citoesqueleto (LING et al., 2001), iniciando e executando a fase de

degradacéo celular.
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Duas vias principais de sinalizagdo e ativacdo de caspases ja foram
caracterizadas (figura 4.1) (KAUFMANN e HENGARTNER, 2001). Uma ¢ iniciada pela
ativacdo de receptores de morte, que inclui receptores da familia Fas e TNF (fator de
necrose tumoral) por ligantes especificos (FasL e TNF-a, respectivamente). Apos a
ligacdo do FasL ou TNF-a ao seu receptor ocorre recrutamento de um adaptador
protéico (FADD ou TRADD) que contém o dominio efetor de morte (DED) ao dominio
DD (Death domain, ou dominio de morte) do receptor, onde uma pro-caspase sera
ligada, formando um complexo protéico na membrana plasmatica. Esta pro-caspase €
ativada e liberada para o citosol, iniciando a cascata ativadora de caspases. Esta via de
sinalizagao ativa diversas caspases, mas principalmente a caspase 8 (SARASTE e

PULKKI, 2000; KAUFMANN e HENGARTNER, 2001).
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Figura 4.1: Vias intracelulares de ativagdo de caspases e indugédo da apoptose (KAUFMANN e
HENGARTNER, 2001).
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A outra via, conhecida como a via mitocondrial, integra sinais causados por
varios agentes citotdxicos, a expressao de oncogenes e p53, e a ativagao de proteinas
presentes na membrana mitocondrial interna - Bad e Bax (membros da familia Bcl-2),
as quais atuam na formacao de poros que permitem a saida do citocromo ¢ do espago
intramembranar para o citosol. O citocromo c, juntamente com a proteina Apaf1 e ATP,
ativam a caspase 9, que por sua vez ativa outras caspases, como a caspase 3,
culminando na apoptose (BRUNE et al., 1998; SARASTE e PULKKI, 2000; KAUFMANN
e HENGARTNER, 2001; GREEN, 2005; WANG et al., 2005; GARRIDO et al., 2006).

As proteinas Bcl-2 e Bcl-X_. apresentam fungdo antiapoptética e, portanto,
regulam a apoptose, pois impedem a formagao dos poros na membrana mitocondrial, e
conseqlientemente a saida de citocromo ¢ (BRUNE et al, 1998; KAUFMANN e
HENGARTNER, 2001).

A integracao de toda esta variedade de sinais, alguns favorecendo a apoptose
outros a sobrevivéncia, e a decisdo de vida ou morte, € conhecida como fase de
julgamento. Uma vez que a célula entre irreversivelmente em apoptose, inicia-se a fase

de execugao ou degradagao (GOTTLIEB, 1996).

113



Capitulo 4

Peconhas e apoptose

Muitas pegonhas ofidicas, incluindo as botropicas, produzem efeitos locais
marcantes que incluem edema, hemorragia, e necrose. Em muitos casos, o dano local &
causado por metaloproteinases presentes nestas peconhas (GUTIERREZ e
RUCAVADO, 2000; GUTIERREZ e LOMONTE, 2003). ARAKI et al. (1993) foram os
primeiros a mostrar que peconhas hemorragicas de serpentes, como as das familias
Crotalidae e Viperidae, sao capazes de induzir apoptose em células endoteliais
vasculares (VEC), enquanto que peconhas neurotoxicas causam a morte celular por
necrose nestas células.

Atualmente, sabe-se que ha diferentes componentes (ndo relacionados entre
si) envolvidos na apoptose induzida por pegonhas (ARAKI et al., 2002). Varios estudos
identificaram metaloproteinases que, devido a sua similaridade com a convertase de
TNF-a, sdo capazes de causar apoptose in vitro (MASUDA et al., 1997, 1998, 2000,
2001a,b; CLISSA et al., 2001; WU et al., 2001). As desintegrinas também sao
conhecidas por participarem da morte celular apoptética, por interferir na adesao celular
(HYNES, 1992; YEH et al., 1998; COMINETTI et al., 2003). Porém, as integrinas
também foram relacionadas a via de transdugdo de sinal da fosfolipase C
fosfatidilcolina-especifica (PC-PLC), assim como a indugdo da expressdo de p53
(ZHAO et al., 2004), o que também leva a apoptose. Outros componentes de pegonhas
com capacidade de induzir apoptose incluem a enzima L-aminoacido oxidase (L-AAQO),
que gera H,O, em sua reagao catalitica, produzindo apoptose como efeito secundario

(LI et al., 1994; TAN e PONNUDURAI, 1994; SUHR e KIM, 1996; SUZUKI et al., 1997;
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TORII et al., 1997; para revisao, ver DU e CLEMETSON, 2002), PLA; (ZHAO et al.,
2001, 2002a,b), e neurotoxinas (STRIZHKOV et al., 1994; HERKERT et al., 2001). As
cardiotoxinas, por sua vez, podem ativar apoptose tanto pela via caspase-dependente
(caspases 9 e 3) como pela via mitocondrial, com a liberagao de citocromo ¢ (YANG et
al., 2005; CHIEN et al., 2008).

Estas moléculas presentes em diferentes pegonhas sé&o capazes de induzir
apoptose em uma variedade de tipos celulares normais e tumorais, tais como HUVEC,
fibroblastos (MASUDA et al., 1997; GALLANGHER et al., 2003, 2005; SELISTRE-DE-
ARAUJO et al., 2005; TANJONI et al., 2005), EC304 (WAN et al., 2006), CHO (WANG e
JI, 2005), VEC (ARAKI et al., 1993; MARUYAMA et al., 2005), mioblastos, MPAC, TEnd
(LOMONTE et al., 1999; TANJONI et al., 2005), HL-60, carcinoma ovariano A2780,
carcinoma gastrico CRL5971, células endoteliais de camundongo KN-3 (AHN et al.,
1997; TORII et al., 1997; SOUZA et al., 1999; CHIEN et al., 2008), linfoblastéide B
CRL8062 (MORA et al., 2005), e leucemia humana K562 (YANG et al., 2005, 2007;
YAN et al., 2006).

O mecanismo para o dano tecidual local apés o envenenamento por serpentes
envolve uma cascata de eventos que, freqientemente, inclui a ativagcdo de macrofagos
teciduais e mondcitos sanglineos (VOPRONOV et al., 1999). A ativacdo de mondcitos
resulta na liberagcdo de um amplo espectro de mediadores, dos quais IL-1 e TNF-a
desempenham um importante papel (CYBULSKY et al., 1988), contribuindo para o dano
local severo produzido por pegonha botrépica (MOURA DA SILVA et al., 1996; CLISSA

et al., 2001). Neste contexto, alguns estudos sugerem que a apoptose induzida por

115



Capitulo 4

peconhas ofidicas ocorre predominantemente através de um ligante do receptor Fas e
nao de TNF-a (GALLANGER et al., 2003).

Peconhas ofidicas também sdo conhecidas por gerarem espécies reativas de
oxigénio (ROS) em alguns tipos celulares e, de acordo com a concentragado gerada,
podem causar apoptose ou necrose nestas células (SUZUKI et al., 1997; ANDE et al.
2006; CHAVES et al., 2006; NASCIMENTO et al., 2007). Na verdade, os mecanismos
moleculares destes efeitos ainda ndo estdo totalmente elucidados, mas parecem
envolver blogueio de integrinas (ARAKI et al., 2002; COMINETTI et al., 2003), ativagédo
de p53 (MIAO et al., 1999; ZHAO et al., 2004) e fosfolipase C (MIAO et al., 1997; ZHAO
et al., 2004) (no caso de metaloproteinases/desintegrinas), formagéo de H,0O, (no caso
de L-AAO) (SUHARA et al., 1998; DU e CLEMETSON, 2002; ANDE et al., 2006),
produgcéo de ceramida (no caso de PLA;) (ZHAO et al., 2002a), e ativagdo de vias
intracelulares independentes de caspase (apds internalizagdo via ligagédo a canais de
potassio dependentes de voltagem), no caso da B-bungarotoxina (HERKERT et al.,
2001), e dependentes de caspase, bem como a via mitocondrial (no caso da

cardiotoxina Ill) (YANG et al., 2005; CHIEN et al., 2008) (figura 4.2).
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Figura 4.2: Esquema da acdo de componentes de pecgonhas ofidicas na morte celular
apoptética. As setas tracejadas indicam as possiveis vias de agcao das enzimas/toxinas da
pegonha em nas celulas. As setas continuas indicam vias ja estabelecidas na literatura. FasL =
ligante de Fas; IL-1 = interleucina 1; L-AAO = L-aminoacido oxidase; PLA, = fosfolipase A,; PLC
= fosfolipase C; ROS = espécies reativas de oxigénio; TNF-o = fator de necrose tumoral; \ =
danos irreparaveis; X = bloqueio de integrinas ou canais ibnicos. 1 = aumento na expressao; |

= redugao na expressao.

117



Capitulo 4

DNase Il e apoptose

A degradacdo de DNA foi o primeiro fenbmeno bioquimico caracterizado em
apoptose (WYLLIE, 1980). Desde entdo, uma variedade de endonucleases envolvidas
no processo tém sido caracterizadas (BARRY e EASTMAN, 1993; RIBEIRO e
CARSON, 1993; SHIOKAWA et al., 1994; COUNIS e TORRIGLIA, 2000). HEWISH e
BURGOYNE (1973) foram os primeiros a sugerir que a degradacao do DNA seria
mediada por uma endonuclease dependente de Ca?*/Mg**, com pH étimo entre 7,0-8,0
(DNase ). De fato, a participacdo desta enzima tem sido confirmada por varios outros
autores (RIBEIRO e CARSON, 1993; SHIOKAWA et al., 1994; COUNIS e TORRIGLIA,
2006). Entretanto, varios estudos de degradagcao de DNA tém mostrado a DNase I
(independente de cation) ou CAD (desoxirribonuclease ativada por caspase) como
endonucleases envolvidas na apoptose, possuindo maior atividade que a DNase |
(BARRY e EASTMAN, 1993; GOTTLIEB et al., 1995; COUNIS e TORRIGLIA, 2000;
KAUFMANN e HENGARTNER, 2001; COUNIS e TORRIGLIA, 2006).

A apoptose é precedida de uma acidificagdo do meio intracelular, com
consequente modificagdo do estado metabdlico celular, sendo que esta queda de pH
leva a ativacdo da DNase Il e a fragmentagdo do DNA celular, produzindo grupos 3'-
fosfato livres. Este processo € irreversivel, pois a maioria das enzimas de reparo de
DNA trabalha adicionando bases ao terminal 5-fosfato (GOTTLIEB, 1996). A
acidificacao representaria o mecanismo celular de resposta aos multiplos sinais

recebidos, e seria o ponto onde o processo apoptético torna-se irreversivel (BARRY e
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EASTMAN, 1993; EASTMAN et al., 1994; GOTTLIEB et al., 1995; GOTTLIEB, 1996;
TORRIGLIA et al., 1998; COUNIS e TORRIGLIA, 2000).

O envolvimento de DNase |l na degradagdgo de DNA gendmico durante
apoptose foi inicialmente demonstrado na diferenciagcdo de células de cristalino
(BARRY e EASTMAN, 1993; TORRIGLIA et al., 1995). COUNIS e TORRIGLIA (2000)
propuseram uma via independente de caspase (figura 4.3), ou via dependente de
serino-proteases (GORMAN e ZHIVOTOVSKY, 1999), além das vias mitocondrial e de

receptores de morte, para a agao de DNase Il (L-DNase Il) encontrada nestas células.

[
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Figura 4.3: Vias apoptéticas descritas por COUNIS e TORRIGLIA (2000) envolvendo DNases
[L-DNase Il (LEI — inibidor da elastase de leucécitos, DNase 1) e CAD (DNase dependente de

caspase)].
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Sabe-se que o dano ao DNA pode dar inicio a morte celular (RICH et al., 2000)
e, portanto, um ataque nucleolitico direto ao DNA genémico pode ser um mecanismo de
indugdo de apoptose. KRIESER e EASTMAN (1998) demonstraram em células CHO
(de ovario de hamster chinés), que a superexpressao de DNase Il resulta em apoptose.
A tabela 4.1 resume os resultados de diversos estudos sobre a presenca de diferentes
nucleases implicadas na degradacao de DNA durante a apoptose.

Neste capitulo descrevemos a avaliagdo da atividade biolégica da DNase I

purificada de B. alternatus em células epiteliais renais MDCK.
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Tabela 4.1: Resumo de resultados obtidos por diferentes grupos descrevendo a degradacao de DNA durante a apoptose.
(adaptado de COUNIS e TORRIGLIA, 2000, 2006).

Enzima MW Tecido/organismo Implicagdo em Via de ativacao Autores
(kDa) apoptose
Ca-Mg-dependente
Pancreas, glandula . PEITSCH et al. (1993); WALKER e
DNase | 30 Laratireside, timécito Incerto Desconhecida SIRKOSKA (1997)
) . . . . SHIOKAWA et al. (1997a,b);
DNase 33 Baco, nédulos linféides, timo  Sim Desconhecida LIU et al. (1998):
Nuc 18 18 Timo Sim Desconhecida GAIDO e CIDLOWSKI (1991)
27 Bago humano Provavelmente Desconhecida RIBEIRO e CARSON (1993)
40 Linfécitos Sim Desconhecida UCKER et al. (1992)
97 Hepatoma Sim Desconhecida PANDEY et al. (1997)
120 Figado Provavelmente Desconhecida LEBEDEVA et al. (1995)
110-130 Timdécitos Sim Desconhecida ARENDS et al. (1990)
60 Células fibra do cristalino Provavelmente Desconhecida ARRUTI et al. (1995)
Nuc 70 70 ~ Celulashumanas Sim, restrita a células ¢ oohaces URBANO et al. (1998)
hematopoiéticas humanas
25-250 Timécitos apoptoticos Sim Serino proteases HUGHES et al. (1988)
Mg-dependente
. . ENARI et al. (1998);
CAD/DFF40 40 Linfoma Sim Caspase 3 HALENBECK et al. (1998)
Cation independente
YASUDA et al. (1998)
KRIESER e EASTMAN (1998)
MCILROY et al. (2000)
. . KAWANE et al. (2001)
DNase Il o 42-44  Ubiquo Sim - MACLEA et al. (2002)
KAWANE et al. (2003)
NAGATA (2005)
SAMEJIMA e EARNSHAW (2005)
DNase Il B 42-44  Glandula salivar e lente Sim Desconhecida KRIESER et al. (2001)
. . TORRIGLIA et al. (1998)
L-DNase Il 42-47 Bago Sim Serino-proteases ALTAIRAC et al. (2003)
Nuclease acidica HelLa Sim Caspase- FAMULSKI et al. (1999)
independente
DNase 42 Chlamys islandica - - OVERBO e MYRNES (2006)
CSDNase 31 Cordyceps sinensis - - YE et al. (2004)
BAF3 nuclease 45 BAF3 Sim - COLLINS et al. (1996)
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MATERIAIS E METODOS

Reagentes

Acido bérico, acido etilenodiaminotetraacético (EDTA, sal sédico), acrilamida,
anticorpo anti-camundongo acoplado a peroxidase, anticorpo secundario anti-coelho
acoplado a peroxidase, azul de bromofenol, azul brilhante de Coomassie R250,
brometo de etidio, caspases humanas recombinantes 3, 8 e 9, DNA (tipo I, de salm&o),
DNase | de pancreas bovino (>1000 unidades de Kunitz/mg sélida), DNase Il de bago
suino (>800 unidades de Kunitz/mg sdlida), glicina, inibidores para caspases 3 (Ac-
DEVD-CHO), 8 (Ac-IETD-CHO) e 9 (N-CBZ-LEDH-FMK), B-mercaptoetanol, N,N-
metileno-bis-acrilamida, persulfato de amoénio, substratos para caspases 3 (Ac-DEVD-
pNa) e 8 (Ac-IETD-pNa), N,N,N’,N’-tetrametiletiienodiamina (TEMED), Tris base,
Tween 20 e Triton X-100 foram obtidos da Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, EUA).
Substrato para caspase 9 (Ac-LEHD-pNA) e albumina bovina foram obtidos da EMD -
Calbiochem Brand (San Diego, CA, EUA). Anticorpos primarios anti-caspase 3, anti-
caspase 8, anti-caspase 9, anti-Bcl-2, anti-PARP, anti-p53 foram obtidos da Upstate
(Millipore, EUA). Marcadores de massa molecular para SDS-PAGE foram obtidos da
BioRad Laboratories, Inc. (Hercules, CA, EUA) e marcadores de DNA 1 kb foram
obtidos da Fermentas Inc. (Hannover, MD, EUA). Plasticos para cultivo celular foram
obtidos da Corning (Acton, MA, EUA). O meio de cultura e demais reagentes estéreis

foram obtidos da Cultilab (Campinas, SP, Brasil). O kit TACS™ Annexin V-FITC foi
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obtido da Trevigen Inc. (Gaithersburg, MD, EUA). Os demais reagentes (de grau p.a.)

foram obtidos de fornecedores locais.

Peconha

A peconha liofilizada foi adquirida do Centro de Extracdo de Toxinas Animais
(CETA, Morungaba, SP, Brasil) e foi extraida manualmente de espécimes adultas de B.

alternatus de ambos 0s sexos.

Quantificagao de proteinas

As concentragdes protéicas foram determinadas pelo método de BRADFORD

(1976), usando albumina bovina como padrao.

Purificacao da DNase Il

A DNase Il foi purificada da pegonha de B. alternatus em cinco etapas conforme

descrito no Capitulo 3.

Cultura de células

Células epiteliais renais caninas Madin-Darby (MDCK A) (passagens 80 a 95)
foram cultivadas em frascos plasticos, com meio minimo essencial de Eagle (MEM),

suplementado com 10% de soro fetal bovino, 100 Ul de penicilina/mL e 100 ug de
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estreptomicina/mL, e mantidas a 37°C em atmosfera imida contendo 5% de CO, em ar.
Para fins experimentais, as células foram semeadas em alta densidade (0,5-1,0 x 10°
células/cm?) em placas com 6, 12 ou 96 pocos (Corning) ou em coverslips de vidro
(Kinitell). As monocamadas de células MDCK foram usadas trés dias apds a

semeadura.

Viabilidade celular

Incorporagéo de vermelho neutro

A citotoxicidade da peconha foi avaliada pelo método da coloragdo por
vermelho neutro (BORENFREUND e PUERNER, 1984). As células foram cultivadas em
placas de 96 pocos. Apds exposigdo a DNase (100 a 10.000 U/mL, correspondendo de
~5 a ~500 pg/mL) por intervalos de 24, 48 e 72 h, o meio foi removido, e foram
adicionados a cada pog¢o 200 uL de MEM contendo 50 ug de vermelho neutro/mL, e as
placas foram incubadas a 37°C durante 3 h. O meio contendo o corante foi removido e
os pogos foram lavados uma vez por 2-3 minutos com formol-calcio (40% de
formaldeido e 10% de cloreto de calcio, p/p) para remover corante ndo incorporado.
Finalmente, 200 yL de acido acético-etanol (1 mL de acido acético glacial em 100 mL
de etanol 50%) foram adicionados a cada pogo durante 15 minutos a temperatura
ambiente e, entdo, a placa foi lida a 540 nm em um leitor de microplacas

SpectraMax340 (Molecular Devices, Sunnyvale, CA, EUA).
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Liberagcéo de LDH

A citotoxicidade das células MDCK tratadas com DNase Il também foi avaliada
pela liberagcado de lactato desidrogenase (LDH) no meio de cultura. As células foram
cultivadas em placas de 96 pogos. Apds exposicdo a DNase Il (100 ou 10.000 U/mL)
por intervalos de 24, 48 e 72 h, 50 pyL do meio de cultura foi retirado e colocado em uma
nova placa de 96 pogos, onde o ensaio foi realizado com o kit TOX-7 (Sigma) de acordo
com as instrugdes do fabricante, num volume final de 100 uL. Ap6s 30 minutos de
ensaio enzimatico, a reacao foi paralisada com 10 yL de 1 N HCI e a absorbancia foi
lida em 490 nm em um leitor de microplacas SpectraMax340. Como controle positivo,
algumas células foram tratadas com 0,1% de Triton X-100 durante 45 minutos e a
absorbancia resultante foi considerada como sendo 100% de liberacdo de lactato

desidrogenase.

Avaliacao de apoptose com Anexina V- FITC

A apoptose foi avaliada utilizando-se o ensaio de detecgdo da anexina V
usando o kit TACS™ Annexin V-FITC. As células MDCK (1 x 10°) foram tratadas com a
DNase Il por 24 a 72 h. Apds o tratamento, o meio foi coletado e centrifugado a 500 x g
por 10 min para coletar células em suspensdo. As células aderidas a placa foram
lavadas em PBS trés vezes e tripsinizadas (2,5 g de tripsina/L/0,02% EDTA) para
destaca-las da placa. Estas células foram adicionadas as anteriores e centrifugadas a

500 x g por 10 minutos. As células foram analisas de acordo com o protocolo do
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fabricante usando um citdmetro de fluxo FACSCanto™ (BD Biosciences) e o software

FACSDiva™ (BD Biosciences).

Avaliagao da via de morte celular

Atividade de caspases

A atividade de caspases 3, 8 e 9 foi determinada usando substratos
colorimétricos especificos, de acordo com o protocolo do fabricante (Sigma ou
Calbiochem) e tendo como base KUMAR (2004). Células MDCK tratadas com DNase I
por 24, 48 e 72 h foram lisadas em 200 pL de tampao de lise (250 mM HEPES, pH 7,4,
25 mM CHAPS, 25 mM DTT), incubadas por 30 min a 4°C e centrifugadas a 16.000 x g
por 10 min para, em seguida, serem congeladas em freezer -80°C até realizagdo das
atividades. Os ensaios foram feitos com 50 pL de lisado celular (65 ug de proteina), em
um volume final de reagao de 100 pL.

Para o ensaio de caspase 3, utilizou-se 200 uM do substrato Ac-DEVD-pNA em
tampao 20 mM HEPES pH 7,4, 1% CHAPS, 50 mM DTT e 20 mM EDTA, e o inibidor
Ac-DEVD-CHO (20 yuM) em todas as amostras para o calculo da atividade; a caspase 3
humana recombinante (0,05 pg, >1.000 U/mg proteina) foi usada como controle positivo
neste ensaio.

Para a atividade de caspase 8, utilizou-se 200 uM do substrato Ac-IETD-pNA
(20 yM) em tampéo 20 mM HEPES, pH 7,4, 0,1% CHAPS, 5 mM DTT e 2 mM EDTA, e
o inibidor Ac-IETD-CHO (20 pM) para o calculo da atividade; a caspase 8 humana

recombinante (0,1 pg, >500 U/mg proteina) foi usada como controle positivo.
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Para a atividade de caspase 9, utilizou-se 200 yM do substrato Ac-LEDH-pNA
em tampao 50 mM MES pH 6,5, 10% PEG 6.000, 0,1% CHAPS, 5 mM DTT e 1 mM
EDTA, e o inibidor N-LEDH-FMK (10 uM) para o calculo da atividade; a caspase 9
humana recombinante (0,5 ug, >2.000 U/mg proteina) foi usada como controle positivo.

As atividades foram expressas em pmol de pNA/min/mL calculada a partir de
uma curva padrao de p-nitroanilina (pNA). Em todos os ensaios a absorbancia foi lida a

405 nm em um leitor de microplacas SpectraMax340.

Inibicdo da atividade de caspases

Para verificarmos se a morte celular causada pela DNase Il era dependente de
caspase, pré-tratamos as células MDCK com inibidores de caspase Z-DQMD-FMK para
caspase 3, Z-IETD-FMK para caspase 8 e Z-LEDH-FMK para caspase 9, e em seguida
com 1.000 U DNase II/mL por 48 h. Apds decorrido o tempo de tratamento, as células

foram processadas como descrito para atividade de caspases acima.

Expresséo de caspases 3 e 8 avaliada através de western blotting

Células MDCK tratadas com DNase |l purificada (400-4.000 U/mL) por 24, 48
ou 72 h, foram removidas da placa, lavadas em PBS e ressuspendidas em 30 yL de
tampao de lise (250 mM HEPES, pH 7,4, 25 mM CHAPS, 25 mM DTT) contendo
coquetel anti-protease (10 mM imidazole, 4 mM EDTA, 1 mM EGTA, 200 uM PMSF,

200 KIU de aprotinina/mL, 2,5 ug de leupeptina/mL, 0,5 ug de pepstatina/mL e 30 ug de
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inibidor de tripsina/mL), incubadas 30 minutos a 4°C e centrifugadas a 16.000 x g antes
de serem congeladas a -80°C até o uso.

Ap6s SDS-PAGE de um lisado de células MDCK (5 pg) em géis de 10%
acrilamida (LAEMMLI, 1970) num sistema eletroforético Mighty Small SE260 (Hoefer-
Pharmacia) a 100 V constantes, as proteinas foram transferidas para membranas de
PVDF (Millipore) (TOWBIN et al., 1979) em uma cuba de transferéncia Mighty Small
TE22 (Hoefer-Pharmacia). Marcadores moleculares foram incluidos na corrida. Apods a
transferéncia, sitios inespecificos na membrana foram bloqueados overnight a 4°C com
5% de leite desnatado em solu¢ao basal (10 mM Tris-HCI, pH 7,5, 150 mM NaCl e 0,5%
Tween 20). As membranas foram entdo incubadas por 12 h a 4°C com anticorpo anti-
Bcl-2, anti-PARP, anti-caspase 3 ou anti-caspase 8 (diluido 1:1.000 em solugao basal
contendo 3% de albumina bovina) separadamente. Apos lavagens em solucéo basal, as
membranas foram incubadas com um conjugado IgG-peroxidase anti-coelho de cabra
(diluidos de acordo com a tabela 4.2). Ao final de 2 h, as membranas foram lavadas e
as bandas imunorreativas foram detectadas usando um kit de quimioluminescéncia

(Millipore) e documentadas em filme fotografico (Kodak).
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Tabela 4.2: Resumo dos anticorpos utilizados.

Anticorpo

primario

Proteina Bcl-2 PARP Caspase 3 Caspase 8 B-actina

;)Irvg(j)anlsmo Humano Humano Humano Humano Humano

;)rganlsrpo Camundongo Coelho Coelho Coelho Camundongo
ospedeiro

Diluicao 1:1.000 1:1.000 1:1.000 1:1.000 1:500

Origem Upstate Upstate Upstate Upstate Sigma

Anticorpo

secundario

;)I:’%amsmo Camundongo Coelho Coelho Coelho Camundongo

;)rganlsrpo Coelho Cabra Cabra Cabra Coelho
ospedeiro

Diluigao 1:5.000 1:5.000 1:20.000 1:20.000 1:5.000

Conjugado Peroxidase Peroxidase Peroxidase Peroxidase Peroxidase

Origem Sigma Sigma Sigma Sigma Sigma

Técnica Western Western Western Western Western

blotting blotting blotting blotting blotting

Fragmentagcao de DNA e eletroforese em gel de agarose

Células MDCK A, cultivadas em placas com seis pogos, foram tratadas com
DNase |l de B. alternatus (100 a 800 U/mL) durante 24 e 48 h a 37°C. A fragmentagéo
de DNA foi avaliada utilizando metodologia de extracao descrita por MATASSOV et al.
(2004). As células foram raspadas, e juntamente com o meio foram centrifugadas para
obter células em suspensdao. O meio descartado, as células foram lavadas em PBS
gelado trés vezes consecutivas a 200 x g por 3 minutos. A ultima centrifugagao foi
realizada em 1.000 x g por 10 minutos e o sobrenadante armazenado (tubos B). O
preciptado foi diluido em tampéao Tris-EDTA (TE - 89 mM de Tris base, 1 mM de EDTA,

pH 8) contendo 0,1% Triton X-100, para lise das células. Apés 15 minutos de banho em
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gelo, as células foram centrifugadas a 20.000 x g por 10 minutos. O sobrenadante, que
poderia conter DNA em fragmentos menores, foi armazenado (tubos T) e, o preciptado
foi redissolvido em tampdo TE com 0,1% Triton X-100 (tubos P). As amostras foram
entdo digeridas com RNase A (100 pg/mL) por 1 h. Adicionamos entdo 50 uL de NaCl 5
M e 500 uL de isopropanol gelado, deixando as amostras a —20°C overnight. Apos este
tempo as amostras foram centrifugadas a 20.000 x g por 30 minutos e lavadas com
etanol 70% (20.000 x g por 10 minutos). Ao final, o etanol foi removido e o DNA secado
ao ar. Antes da corrida em gel de agarose 1,2% em tampéo TBE (90 mM Tris-borato,
pH 8,0, contendo 4 mM EDTA), as amostras de DNA foram hidratadas com 50 pL de
tamp&do TE e NaOH 1 M durante pelo menos 5 h em banho 37°C. Padrées de DNA
(ladder de 1 kb) foram corridas simultaneamente com as amostras. O gel foi corado
com brometo de etidio (1 ng/mL) e as bandas visualisadas em luz UV e documentados

(sistema de fotodocumentacao da BioRad).

Microscopia de luz

Células MDCK A (0,6 x 10°) foram cultivadas em coverslips de vidro para
avaliarmos os efeitos da pegonha de B. alternatus em nucleos celulares e na morfologia
geral destas células. Apoés tratamento com 10 pg/mL ou 100 ug/mL de pegonha durante
1 e 3 h, as células foram lavadas em PBS e fixadas em etanol/acido acético (3:1), em
seguida foi realizada a reagao de Feulgen: as células foram hidrolisadas em HCI 4 N

durante 75 minutos, lavadas e tratadas com reativo de Schiff por 40 minutos. Os
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coverslips foram entdo montados em laminas de vidro e selados, para analise em

microscopio de luz.

Analise estatistica

Quando conveniente, os resultados foram expressos em média + desvio padréao
(DP) do numero de experimentos indicado. As comparacgdes estatisticas foram feitas
usando o teste t de Student ou a analise de varidncia (ANOVA) seguido do teste de

Tukey. Um valor de p<0,05 indicou significancia.
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RESULTADOS

A citotoxicidade e atividade apoptética da DNase |l purificada foram avaliadas
em células MDCK. Para isso, baseamo-nos na atividade da enzima onde trabalhos com
DNases acidas de mamiferos mostram que 100 unidades (U) de atividade
enzimatica/mL poderia dar inicio ao processo apoptético a partir de 6 h de incubagéao
(BARRY e EASTMAN, 1993). A partir disto, utilizamos 100 U de enzima/mL, que
correspondem a ~5 ug de DNase |l purificada/mL, como ponto de partida para os
ensaios. Nos testes iniciais, utilizamos também a DNase |l suina (mamifero) para
comparacgao (devido a indisponibilidade da DNase Il bovina, embora as caracteristicas
fisico-quimicas e enzimaticas da DNase Il de B. alternatus sejam mais semelhantes a
esta enzima).

A incubacdo de células MDCK com DNase Il de B. alternatus resultou em
algumas alteragdes sutis em relagdo ao controle mesmo a partir de 24 h de tratamento,
tais como a presenca de um numero maior de células que se destacaram do substrato
(figura 4.4, 800 e 1.000 U/mL) e que apresentavam um formato ligeiramente
arredondado (figura 4.4, seta em 800 U/mL em 24 h). Com 800 U/mL em 48 h e
também 400 U/mL em 72 h de tratamento, observamos as células mais alongadas,
ocupando espacos deixados pelas células que se desprenderam. Observamos, a partir
de 48 h de tratamento (figura 4.4, seta em 1.000 U/mL, 48 h) a presenga de células
volumosas e de citoplasma vacuolados (figura 4.4, seta em 1000 U/mL, 72 h). Quando
comparadas aos efeitos observados em células tratadas com H;O, (2 mM, controle

positivo), estas alteragcbes eram mais marcantes com a concentragdo de 1000 U/mL,

132



em 48 h em diante, e com 800 U/mL em 72 h. No tratamento com H,O,, utilizado com
controle positivo houve uma grande perda de células por destacamento do substrato
além da observagdo de marcantes alteracbes morfolégicas, efeitos estes tempo-

dependentes.
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Figura 4.4: Alteragdes em células MDCK apés incubacao com DNase de B. alternatus (DBa),
fotografadas em microscépio de contraste de fase. As células controle receberam apenas meio

de cultura durante o periodo descrito. Barra = 30 ym.

Estabelecemos o tratamento de 24 h para observarmos as alteragbes na
morfologia celular e nuclear com as coloragcbes de azul de toluidina e Feulgen
(respectivamente), pois, como indicado acima, periodos mais prolongados de
incubagcdo com a DNase de B. alternatus resultaram em grande descolamento de
células e fragilidade destas no periodo. A figura 4.5 mostra alguns dos efeitos causados
pela acdo da DNase em células MDCK, como o descolamento de grupos de células da
monocamada (figura 4.5c, seta), desorganizagdo da monocamada e a presenca de
células volumosas e com citolplasma vacuolado (nos quadros menores destacados,
figura 4.5c, e pontas de setas), ou de formato alongado (figura 4.5¢, seta).

A coloracdo dos nucleos celulares pela reagcao de Feulgen mostrou outros
efeitos. Verificou-se a presengca de nucleos picnoéticos, com cromatina muito
condensada que indica células ja em estado de morte celular (figura 4.5d, seta), e a
fragmentacao de nucleos no tratamento com 800 U DNase/mL (figura 4.5f, setas). Na
coloracado por Feulgen também foram observadas poucas células em divisdo celular,
em contraste com o grupo controle, que possui mais figuras de mitose (figura 4.5b,
setas). Ainda, observou-se um espacamento maior entre os nucleos em algumas
regides da monocamada, indicativo de perda celular e/ou aumento do volume celular
(fig 4.5f). Também observamos no tratamento com 400 U de DNase/mL, nucleos com

cromatina alterada apresentando regides pouco coradas (figura 4.5d, inserto).
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Figura 4.5: Células MDCK tratadas com DNase Il por 24 h e coradas com azul de toluidina
(a,c,e) e pela reagao de Feulgen (b,d,f). As células controle (a,e,b) permaneceram em meio de
cultura completo pelo periodo de tratamento. (c,d) foram tratadas com 400 U DNase IlI/mL e (e,f)
800 U DNase lI/mL. Cada quadro é representativo de um dos campos obtidos por microscopia
de luz nos diferentes tratamentos. Os destaques mostram outros efeitos representativos. Barras

=50 um.

A figura 4.6 mostra que houve fragmentagdo de DNA nas células tratadas com
400 e 800 U/mL a partir de 24 h (figura 4.6a), e com maior intensidade em 48 h (fig.
4.6b). No tratamento com H;O, observamos pelas figuras 4.4 e 4.5 que havia
desprendimento de células e uma grande quantidade de alteragbes morfolégicas, que
aumentaram conforme o tempo. Esta degradacédo celular também refletiu em
degradacao de DNA, e esta € maior com o tratamento de 48 h, de modo que o DNA

nao foi detectado no gel, talvez por ter sido muito degradado.
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Figura 4.6: Andlise eletroforética da fragmentagcdo de DNA em células MDCK tratadas com
DNase Il de B. alternatus ou H,O, 1 e 2 mM. Apds os tratamentos o DNA foi extraido conforme
descrito em Materiais e Métodos e feita a eletroforese em gel de 1,2% de agarose com brometo
de etidio. Realizamos tratamentos de (A) 24 h e (B) 48 h conforme indicado na figura. M —
marcador de DNA (1 kb); C — controle negativo; DNase - 400 U/mL e 800 U/mL.
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Captacéo de vermelho neutro

Comparamos a citotoxicidade da DNase Il de B. alternatus em células MDCK em
cultura com a de duas DNases de mamiferos: DNase |l suina e DNase | bovina (ambas
da Sigma). As duas DNases de mamiferos causaram redug¢des na viabilidade de células
MDCK significativamente quando na concentragcdo de 4.000 U/mL, apés 72 h de
tratamento, DNase | bovina reduziu a viabilidade em 21,3 + 9% (n=12) e a DNase Il
suina reduziu a viabilidade celular em 225 + 13% (n=12) (figura 4.7a). Em
concentragdes menores, mesmo apoés tratamento durante 72 h, tanto a DNase Il suina
(800 U/mL) quanto a DNase | bovina (400 U/mL) ndo causaram redugdes significativas
na viabilidade celular.

No entanto, para o tratamento com a DNase |l de B. alternatus, concentragbes a
partir de 400 U/mL em 72 h de tratamento ja causaram uma significativa redugéo da
viabilidade em 14,4 £ 10% (n=6), enquanto que em 48 h a concentracdo de 800 U/mL
causou uma significativa redugéo da viabilidade em 22,4 + 12% (n=6).

A DNase Il de B. alternatus nas concentragbes de 8.000 U/mL e 10.000 U/mL
reduziu a viabilidade em 32,3 + 11,7% (n=6) e 40,8 + 2% (n=6) apds 24 h de
tratamento, e em 91,6 £ 1,3% (n=6) e 92,6 + 0,8% (n=6) apds 72 h, respectivamente.
Apds 48 h de tratamento, a DNase Il em concentragbes a partir de 800 U/mL (21,4 +
9,5%, n=6) comecou a demonstrar citotoxicidade significativa, e, no caso da DNase I
suina esta mesma concentragéo utilizada produziu uma agdo menos rapida, e até 72 h
ainda nao observamos citotoxicidade significativa. Ja a concentragdo de 4.000 U/mL

teve uma reducao de 44,2 + 22,8% (n=6) na viabilidade celular no tempo de 48 h. Em
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72 h de tratamento, 400 U de DNase II/mL causou uma redugao de 21,9 + 18,3% (n=6),

e 4.000 U/mL uma reducao de 65,4 + 18,7% (n=6) em relagcdo ao controle.

Liberagdo de LDH

Na avaliagcado da viabilidade celular através da dosagem no meio de cultura de
lactato desidrogenase (LDH), um indicador da integridade da membrana plasmatica (a
lactato desidrogenase é uma enzima presente no citoplasma celular que é liberada no
meio de cultura quando esta membrana se encontra lesada, e pode ser quantificada
extracelularmente), foi possivel detectar alteracbes celulares e consequente
citotoxicidade depois de 24 h de tratamento com 400 U de DNase II/mL (55,4 + 3,7% de
liberac&o, n=3), e de 48 h de tratamento com 100 U de DNase II/mL (27,2 + 4,1%, n=6),
sendo que apds 72 h de incubagao com 800 U de DNase II/mL houve liberagdo de LDH

de 84,7 £ 5% (n=6) (figura 4.7b).
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Figura 4.7: Viabilidade de células MDCK apés incubagdo com DNase Il de B. alternatus (DBa).

(A) Incorporacédo de vermelho neutro e (B) Liberacdo de lactato desidrogenase (LDH) pelas

células, conforme descrito em Materiais e Métodos. As células do grupo controle foram tratadas

com apenas meio de cultura durante os tempos indicados. Os valores sdo a média + DP de 12

(DNases de mamiferos) e 6 (DNase de B. alternatus) experimentos independentes, realizados

em triplicata. *p<0,05 em comparagao com o controle (ANOVA seguido de teste de Tukey).
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Atividade apoptética da DNase i

A partir destes dados selecionamos trés concentragbes de tratamento com
DNase Il de B. alternatus (DNase 400 U/mL, 1.000 U/mL e 4.000 U/mL) para avaliarmos
o tipo de morte celular e porcentagem de apoptose e necrose através de citometria de
fluxo com anexina V. As concentracbes usadas basearam-se principalmente nos
experimentos de viabilidade celular por vermelho neutro: a concentracéo de 400 U/mL
(~20 pg/mL) induziu poucas alteragbes e mostrou um inicio de morte celular, a
concentragcédo de 1.000 U de DNase/mL (~50 pg/mL) foi téxica, com liberagdo de LDH, e
a concentracao de 4.000 U/mL (~200 pg/mL) resultou em <50% de viabilidade apos 72
h. As avaliagdes foram realizadas em uma mesma sessao experimental, com um
controle que n&o recebeu toxina e foi tratado somente com meio de cultura (2.5% de
apoptose e 13% de necrose) e um controle positivo para apoptose (2 mM de H20,)
(21,3% de apoptose e 9% de necrose), em todos os periodos de tempo.

Conforme mostrado na figura 4.8, a DNase |l causou maior quantidade de
apoptose do que necrose, evidenciado pelo aumento na quantidade células ao longo
dos quandrantes 4 (Q4) e 2 (Q2), que representam apoptose recente e tardia,
respectivamente, sendo que na concentragdo de 400 U/mL observamos 3,4% de
apoptose e 12% de necrose em 24 h, 14% de apoptose e 4,3% de necrose em 48 h e
20,3% de apoptose e 8,2% de necrose em 72 h. J& na concentragéo de 1.000 U/mL,
observamos uma aparente recuperagcdo em 48 h, mas que nao foi mantida por mais
tempo, ja que de 8,9% de apoptose e 9.1% de necrose em 24 h, foi para 28,6% de
apoptose e 8,2% em necrose em 72 h. Ao contrario do que se esperava, a

concentragcdo de 4.000 U/mL, apesar de ter uma grande porcentagem de células em
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apoptose nas primeiras 24 h (21,8%), e um aumento em 48 h (29,6%), mostrou uma
diminuicdo em 72 h (14,7%); a porcentagem de células em necrose apés 24 h foi de

10,1%, e apds 72 h foi de 5,4%.
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Figura 4.8: Anadlise por citometria de fluxo de células MDCK tratadas com DNase Il de B.
alternatus. As células foram coletadas e incubadas com anexina V-FITC e iodeto de propideo

(PI) conforme descrito nos Métodos, para subsequente analise da fluorescéncia.
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Atividade de caspases apos tratamento com DNase Il

Tendo em vista os resultados acima apontando para a ocorréncia de apoptose,
avaliamos se havia ativagdo da via das caspases nas células MDCK tratadas com
DNase Il. Para isso, medimos a atividade destas enzimas sobre substratos especificos.
O substrato Ac-DEVD-pNA foi usado para avaliar a atividade de caspase efetora 3 (ou
7, pois o substrato seria 0 mesmo), chave no processo de apoptose, sendo responsavel
por clivar e iniciar a degradagao da grande maioria das proteinas celulares.

A figura 4.9 mostra que houve ativacdo da caspase 3 a partir de 24 h, nas
maiores concentracgdes utilizadas (1.000 U/mL e 4.000 U/mL), maior até que o controle
positivo de perdxido de hidrogénio. A partir de 48 h, as outras concentracdes (400 U/mL
e 800 U/mL) também ativaram caspase 3, e as concentragdes de 1.000 U/mL e 4.000
U/mL mostraram um aumento em relacdo a 24 h. Em 72 h, o mesmo efeito observado
na avaliagcdo de anexina-V ocorreu com ativacdo de caspase 3, ou seja, a atividade
desta enzima diminuiu com a concentracdo de 4.000 U/mL, mas manteve-se elevada
apos tratamento com 1.000 U/mL.

Em seguida, avaliamos a atividade das caspases iniciadoras 8 e 9, que
representariam as vias dos receptores de morte e mitocondrial, respectivamente. Para
avaliar a atividade de caspase 8, utilizamos o substrato especifico Ac-IETD-pNA, e para
caspase 9, o substrato especifico Ac-LEDH-pNa. Conforme mostrado na figura 4.9, a
atividade de ambas estas caspases aumentou apos o tratamento de células MDCK com
DNase Il. Porém, o aumento na atividade de caspase 8 iniciou-se ja nas primeiras 24

horas de tratamento, quando 800 U de DNase IlI/mL apresentou atividade de 1,7 + 1,2
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pmol pNA/min/mL (n=3) e a partir de 48 horas todas as concentragdes causaram
aumentos, com as menores causando aumentos maiores que as concentragbes
maiores.

Com relagédo a caspase 9, houve ativagdo apds 24 h de tratamento apenas na
concentragdo de 4.000 U/mL. Com intervalos maiores de tratamento (48 h e 72 h),
concentragcbes menores também causaram ativagdo desta enzima (apdés 72 h de
tratamento com DNase todas as concentragdes resultaram em ativagdo), porém a
ativagdo com a maior concentracao (4.000 U/mL) foi menor que aquela vista apos 24 h.

Estes dados sugerem um possivel envolvimento da caspase 8 como iniciadora
dos efeitos apoptoticos da DNase I, e que este estimulo direta ou indiretamente ativa a
caspase 9. A ativagao de caspase 8 pode dar inicio a clivagem e ativacado de caspase 3
(efetora), ja que esta esta ativa antes da caspase 9 estar ativada. Mas também é
possivel que haja a ativagdo de caspase 3, aumentando o sinal apoptético e a via de

degradacao dependente de caspase.
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Figura 4.9: Atividade de caspases 3 (com o substrato Ac-DEVD-pNA; n=5), 8 (com o substrato
Ac-IETD-pNA; n=3) e 9 (com o substrato Ac-LEHD-pNA; n=3) em células MDCK tratadas com
DNase Il. As atividades foram calculadas com base em uma curva padrao de p-nitroanilina. As
barras representam a média + DP. *p<0,05 em comparag¢ao com o controle (ANOVA seguido de

teste de Tukey).
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Os resultados de ativagao da via das caspases indicam um envolvimento desta
via na toxicidade da DNase |l de B. alternatus. Para avaliarmos a relagao entre estes
dois fenbmenos, tratamos as células com inibidores especificos das trés caspases
estudadas. Utilizamos, neste experimento, a concentragao de 1.000 U de DNase Il /mL
em 48 h de tratamento, porque, como observado na figura 4.9, nesta concentragédo ha
ativacao de todas as caspases.

Como mostra a figura 4.10 os resultados iniciais com inibidores para as trés
caspases testadas. Verificamos que a atividade de caspase 3 € inibida pelo pré-
tratamento das células com os trés inibidores utilizados Z-DQMD-FMK, mais especifico
para caspase 3 e 7; Z-IETD-FMK, que é mais especifico para caspase 8; e Z-LEDH-
FMK, mais especifico para caspase 9, antes do tratamento com DNase Il. Este
resultado ja era esperado porque a caspase 3 pode ser clivada tanto por caspase 8
quanto por caspase 9, portanto, a inibicdo do inicio da cascata, leva a interrupgéo do
sinal apoptético via caspases, e nao ocorre a clivagem de pro-caspase 3 em caspase 3
ativa.

A atividade de caspase 8 foi também inibida por todos os inibidores utilizados,
apesar deste resultado ser inesperado, é conhecido que a especificidade de inibidores
nao pode ser garantida, e que um mesmo inibidor pode inativar mais de uma caspase.
(BOATRIGHT e SALVESEN, 2003). A caspase 9, ao contrario, foi apenas inibida pelo
inibidor desenhado para sua inibigdo. Porém, mesmo com a ativagao de caspase 9, ndo
houve a clivagem da caspase 3, ou esta ativagao foi minima e indetectavel em nosso

ensaio.
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A inibicdo das caspases resultou em células com aspecto normal na
visualizagcdo em microscépio de constraste de fase (resultado ndo mostrado), porém
ensaios de viabilidade celular ainda precisaréo ser realizados, para confirmar a agao da

DNase Il na via dependente de caspase.

1 Controle
6- * I DBa 1000 U/mL
= —1DBa 1000 + Z-DQMD-FMK
' 3 @@ DBa 1000 + Z-IETD-FMK
2 4 44 I DBa 1000 + Z-LEHD-FMK
§3
s 2 ¥ *
E Q. *
S 27
S
217 ﬁ #o# # . ﬁ ﬁ #
0 = [] ri'r'ﬁ ] 1 s

Caspase 3 Caspase 8 Caspase 9

Figura 4.10: Atividade de caspases 3, 8 e 9 apds tratamento das células MDCK com DNase Il e
inibidores de caspases: Z-DQMD-FMK - inibidor de caspase 3, Z-IETD-FMK - inibidor de
caspase 8 e Z-LEHD - inibidor de caspase 9. As atividades foram calculadas com base em uma
curva padrao de p-nitroanilina. As barras representam a média + DP. *p<0,01 em comparag¢ao
com o controle e #p<0,05 em comparagdo com o tratado com DNase Il somente (ANOVA

seguido de teste de Tukey).

Investigamos a expressao de algumas proteinas envolvidas em apoptose nas
células MDCK tratadas com DNase Il. Observamos que, a partir de 48 h de tratamento,

a proteina Bcl-2 (anti-apoptética) foi menos expressa nas células tratadas com 1.000 U
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de DNase/mL, mas é bem nitido a falta desta proteina nas células que foram tratadas
com 4.000 U de DNase/mL, o que também ocorre com o tratamento por 72 h (figura
4.11a). Também observamos, nestas concentragdes mais altas, em 48 h (figura 4.11b),
que ocorre a diminuicdo da expressao de pro-caspase 8 (54 kDa), indicando a clivagem
e dimerizacao desta proteina. O anticorpo € especifico para a forma pré, portanto nao
reconhece a forma ativa da enzima (fragmento de ~20 kDa). Ja para caspase 3,
podemos observar tanto a da expressdao da forma pré (~32 kDa) e aumento da
expressao da forma ativa, que na figura 4.11c € observada pelo aumento da expressao
do fragmento de 20 kDa. Também confirmamos a ativagdo da cascata de caspases
pelo aumento da clivagem de um substrato natural destas proteases, a proteina nuclear
poli (ADP-ribose) polimerase (PARP), que atua na reparagdao de DNA clivado. O
anticorpo utilizado neste experimento reconhece apenas o fragmento clivado, portanto,
somente células que estejam em apoptose. Observamos na figura 4.11d que no
tratamento das células com concentragdes a partir de 800 U DNase/mL por 48 h, ocorre
a clivagem de PARP, caracterizando a apoptose. Esta expressado € bastante evidente
no tratamento com a concentracdo de 4.000 U/mL, como observado para outras

proteinas, a partir de 48 h prolongando-se por 72 h.
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Figura 4.11: Western blotting das proteinas envolvidas em apoptose. Tratamento das células
MDCK com DNase Il nas concentragdes indicadas na figura. (a) Bcl-2, (b) pré-caspase 8, (c)
caspase 3 e (d) PARP. C = controle; DBa = DNase Il de B. alternatus, H,O, = perdxido de
hidrogénio. As figuras mostradas sao representativas: (a) de 3 e (b,c,d) de 2 experimentos

independentes.
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DISCUSSAO

Os estudos sobre DNases, especialmente as formas acidas, tém aumentado
nos ultimos anos, com a demonstragdo da sua participagdo nas vias apoptoéticas em
diferentes tecidos, células e organismos (BARRY e EASTMAN, 1993; EVANS e
AGUILERA, 2003; COUNIS e TORRIGLIA, 2006; FOMBONNE et al., 2006; MACLEA e
CHENG, 2006; NAKAHARA et al, 2007; PADRON-BARTHE et al., 2007).
Paralelamente, outros trabalhos tém investigado a estrutura e fungcéo destas enzimas
(CYMERMAN et al., 2005; CHENG et al., 2006; NAGAI et al., 2006) nos mais diversos
organismos (SHIOMI et al., 2004; YE et al., 2004; OVERBO e MYRNES, 2006; SEONG
et al., 2006).

Por outro lado, pouco se conhece sobre a atividade de DNases em peconhas,
sendo a DNase | (alcalina) mais estudada (TABORDA et al., 1952; LASKOWSKI, 1980;
SITTENFELD et al., 1991; DE ROODT et al., 2003; SALES e SANTORO, 2007) que a
DNase Il (acida) (AIRD, 2002). Até o momento, nenhum trabalho relatou o possivel
envolvimento de DNases |l ofidicas em apoptose durante o dano tecidual causada por
acidentes ofidicas. Por isso investigamos a citotoxicidade e atividade apoptotica da
DNase Il descrita no capitulo 3.

A incorporagdo de vermelho neutro e a liberacdo de LDH s&o comumente
usadas para avaliar a citotoxicidade de peconhas e toxinas em células em cultura
(LOMONTE et al., 1999; OLIVEIRA et al., 2002; CASTRO et al., 2004; PONCE-SOTO
et al., 2007), embora a sensibilidade dos dois métodos varie de acordo com a injuria

causada a célula (ARECHABALA et al., 1999). Conforme demonstrado aqui usando
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estas duas abordagens (LOBNER et al., 2000), a DNase |l de B. alternatus foi citotoxica
a células MDCK, sendo que o efeito variava com a concentragdo de toxina usada e a
duracéo de exposi¢cao a mesma. Comparada a DNase |l de Acanthaster planci (SHIOMI
et al., 2004; OTA et al., 2006), em que 10 ug da toxina/mL produziu efeito citotdéxico em
células hepaticas, a DNase de B. alternatus foi menos potente em células MDCK renais.
Quanto a comparagédo com DNases | e || de mamiferos, podemos concluir que a DNase
Il purificada da pegonha de B. alternatus é mais toxica que as DNases de mamiferos,
pois causa morte celular em concentragdes menores e em menos tempo que estas.

Os nossos resultados demonstram que a DNase Il é capaz de induzir apoptose
e que ha também uma ativagao da via das caspases. Porém, ainda néo esta totalmente
claro se esta apoptose e citotoxicidade ocorrem por mecanismos dependentes de
caspase ou ndo. Julgamos que a caspase 8 inicia os estimulos citotoxicos, pois é a
caspase que atinge o pico de ativagdo mais cedo. Caspase 8 encontra-se na forma de
uma pro-enzima e sinais externos recebidos através de receptores de morte levam ao
recrutamento e agregacgao de pré-caspases 8, que mutuamente se clivam e ativam-se
em caspase 8 (SALVESEN e DIXIT, 1999; HENGARTNER, 2000). Estes estimulos
ativam direta ou indiretamente a caspase 3, um homodimero também encontrado sob a
forma de pro-caspase, que é clivada por caspases iniciadoras.

A caspase 9, ao contrario das anteriores, forma um complexo, conhecido como
apoptossomo, do qual fazem parte a pré-caspase 9 (STENNICKE et al., 1999) ou
caspase 9 clivada, de citocromo c, Apaf-1, e € dependente de ATP (ADAMS e CORY,
2002; BAO e SHI, 2007). Ou seja, para que haja ativacdo do apoptossomo, a

mitocdndria deve liberar citocromo c¢ para o citoplasma, em resposta a dano tecidual.
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Esta liberacdo de citocromo c é regulada pela familia de proteinas Bcl-2 (ADAMS e
CORY, 1998, 2002; GREEN e KROEMER, 1998, 2004). Células tratadas com toxinas
derivadas de peconhas ofidicas, como cardiotoxina Il (YANG et al., 2005; 2007; TSAI
et al.,, 2006; CHIEN et al., 2008) e algumas L-AAO (ZHANG e WEI, 2007), morrem por
apoptose via diminuicdo da expressdo de Bcl-2 (TSAI et al., 2006), uma proteina
contida na membrana mitocondrial e conhecida por ser anti-apoptético (CORY e
ADAMS, 2002), e maior expressao de Bax, pré-apoptética, ou outra proteina da familia
Bcl-2, como Bad, que faria com que a relagéo anti/pré-apoptética diminua. Observamos
aqui que a agao citotoxica da DNase Il ocorreu através da diminuicdo da expressao de
Bcl-2. Estas alteracdes levariam a apoptose (TANJONI et al., 2005; YANG et al., 2006),
e a liberagao de citocromo c para o citosol (CHIEN et al., 2008).

Proteinas da familia de Bcl-2 (dominio BH3) s&o substratos para caspase 8
(GREEN e KROEMER, 1998; KRUIDERING e EVAN, 2000). Portanto, a ativagao de
caspase 8 (conforme visto aqui) levaria a redug¢ao de Bcl-2 (também visto aqui), o que
pode resultar na liberagdo de citocromo c, e a formagdo do apoptossomo e ativando
caspase 9. O que os nossos resultados indicam é que a ativagdo de ambas as
caspases (8 e 9), inter-relacionadas ou nao, ativa a caspase 3 (figura 4.12), e aumenta
o sinal de morte por apoptose (COHEN, 1998). Recentemente, ZHANG e CUI (2007)
demonstraram que a ACTX-6 (L-AAO de Agkistrodon acutus) ativa a via de receptor de
Fas, que ativa caspase 8. A caspase 8 por sua vez, cliva Bid, que, uma vez ativada,
modifica Bax, formando poros na membrana mitocondrial, o que leva a liberagao de
citocromo ¢ e outros sinais de morte; observaram também a ativagdo de caspase 9

apos ativacao de caspases 8 e 3.
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Em concluséo, os resultados obtidos até o momento demonstram que a DNAse
Il da pegconha de B. alternatus exerce atividade citotéxica e apoptética, e que é capaz
de ativar as principais vias de caspases envolvidas nestes fenbmenos. Esta atividade

apoptética poderia contribuir para o dano local causado pela pegonha bruta.

DBa

Receptor de
morte

Mediadores ®
de morte

Prosgaspase 8 Caspase 8 “

T
= ~J el
® /
gl - ocasse Rt B D
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b
’..;

N

APOPTOSE

Figura 4.12: Vias hipotéticas da agéo apoptética da DNase Il de B. alternatus (DBa) em células
MDCK. (1) Ativacado do receptor de morte. (2) A entrada da DBa no nucleo da célula pode
levar a degradacgéao direta do DNA, que poderia levar a expressao e liberacdo de mediadores

de morte que ativariam receptores de morte (3) ou atuariam na mitocéndria (4).
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CAPITULO 5
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1.

Conclusbes

CONCLUSOES GERAIS

Os resultados deste projeto mostram que:

A peconha de B. alternatus exerce um efeito bastante citotoxico em células
em MDCK em cultura, com a reorganizagao do citoesqueleto, e morte celular
predominantemente por necrose.

A citotoxicidade parece envolver espécies reativas de oxigénio e/ou
nitrogénio, particularmente H,O.

A peconha de B. alternatus contém uma DNase acida com propriedades
fisico-quimicas semelhantes a outras DNases acidas.

Esta DNase é citotéxica em células MDCK em cultura, causando apoptose
que envolve a ativacdo de caspases normalmente associadas a este

fendmeno, e esta agao ocorre também pela via mitocondrial.
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