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RESUMO

Os animais peconhentos apresentam toxinas com alta concentracédo de proteinas e
peptideos biologicamente ativos. Sdo misturas que apresentam uma alta
concentracdo de proteinas, representando aproximadamente 90% do peso seco do
veneno, sendo responsaveis pelos efeitos em 25% dos acidentes ofidicos. Dentre os
compostos presentes no veneno das arraias e serpentes, podemos destacar as
fosfolipases A2, que sdo um grupo importante de proteinas com capacidade de
hidrolisar fosfolipidios de membranas. Devido a isso varios efeitos s&o atribuidos a
esse grupo de moléculas como atividade antiviral, antifungica, antibacteriana,
antitumoral. O objetivo desse trabalho foi caracterizar a partir de métodos
bioquimicos classicos, moléculas bioativas presente no ferrdao de Potamotrygon
falkneri e da pegonha de Bothrops moojeni. As arraias foram coletadas no rio
Canindé, municipio de Nioaque; ja a toxina das serpentes foram obtidas pelo
Biotério da UCDB. O perfil proteico e cromatografico da toxina de P. falkneri foram
obtidos por SDS-PAGE e cromatografia liquida de fase reversa. Apos essa analise
inicial, foi possivel observar a presenca de 7 bandas proteicas, via SDS-PAGE e, 4
fragcbes obtidas por cromatografia liquida de alta performance. O isolamento da
fosfolipase do veneno de B. moojeni foi realizado por meio de trés passos
cromatograficos, envolvendo cromatografia de exclusdo molecular (Sephacryl S-100)
seguido de cromatografias de fase reversa (C-18). Apdés o primeiro passo
cromatografico, as fragdes coletadas foram avaliadas por espectometria de massas
e, foi realizado atividades enzimaticas e antibacterianas. Com o primeiro passo
cromatografico, foi coletado 5 fragdes (FI, Fll, Flll, FIV e FV), na Flll foi encontrado
um ion, via MALDI-ToF, que corresponde as massas moleculares de fosfolipases.
Por esse motivo, essa foi a fragao aplicada na cromatografia de fase reversa, onde
foi obtido 4 fragdes. A massa molecular, sugerida por SDS-PAGE, mostrou bandas
de aproximadamente 15 kDa, posteriormente confirmada por MALDI-ToF. Todas as
etapas foram monitoradas por atividades enzimaticas e, apds a obtencao da fragcao
desejada, as atividades antibacteriana e antibiofiime foram verificadas contra S.
aureus. As atividades enzimaticas foram de 100%, quando comparado a atividade
do controle. Além disso, apds as analises realizadas com S. aureus, foi possivel
observar uma atividade inibitéria de crescimento plancténico nas duas maiores

concentracdes testadas (1024 e 512 pyg.mL™"). Em decorréncia dessa atividade, a



possivel fosfolipase encontrada no veneno de B. moojeni pode tornar-se um

potencial modelo para elaboracao de novos farmacos.

Palavras chave: Bothrops moojeni, Potamotrygon falkneri, Fosfolipase, purificagcao,

perfil cromatografico.



ABSTRACT

The toxins of venomous animals are mixtures that present a large amount of proteins
and peptides, representing approximately 90% of the dry weight of the venom, being
responsible for the effects in 25% of ophidian accidents. Among the compounds
present in the venom of stingrays and snakes, we can highlight the phospholipases
A2, which are an important group of proteins capable of hydrolyzing membrane
phospholipids. Several pharmacological activities are attributed to this group of
molecules as antiviral, antifungal, antibacterial, antitumor activity. The objective of
this work was to characterize, from classical biochemical methods, the toxin present
in the sting of Potamotrygon falkneri and the venom of Bothrops moojeni. The
stingrays were collected, in the Canindé river, Nioaque; on the other side the snake
toxin was obtained by the UCDB vivarium. The protein and chromatographic profile
of the P. falkneri toxin were obtained by SDS-PAGE and reverse phase liquid
chromatography. After this initial analysis, it was possible to observe the presence of
7 protein bands, by SDS-PAGE and, 4 fractions obtained by high performance liquid
chromatography.lsolation of phospholipase from B. moojeni venom was performed
by three chromatographic steps involving molecular exclusion chromatography
(Sephacryl S-100) followed by reverse phase (C-18) chromatography. After the first
chromatographic step, the collected fractions were evaluated by mass spectrometry,
enzymatic and antibacterial activities. With the first chromatographic step, 5 fractions
were collected (FI, Fll, Flll, FIV and FV), where in Flll an ion was found, via MALDI-
ToF, corresponding to the molecular masses of phospholipases. For this reason, this
was the fraction applied in reverse phase chromatography, where more 4 fractions
were obtained. The molecular weight, suggested by SDS-PAGE, showed bands of
approximately 15 kDa, later confirmed by MALDI-ToF. All steps were monitored by
enzymatic activities and, after obtaining the desired fraction, the antibacterial and
antibiofilm activities were checked against S. aureus. The enzymatic activities were
100% when compared to the control activity. In addition, after the analyzes
performed with S. aureus, it was possible to observe an inhibitory activity of

planktonic growth in the two highest concentrations tested (1024 and 512 ug.mL-1).



CAPITULO I: Bothrops moojeni
1 Introducgao
1.1Distribuigaodas serpentes

As serpentes (classe Reptilia: Subordem Serpentes) sdo animais que
apresentam corpo alongado, ndo apresentam patas e possuem maxilas ligadas
fracamente, permitindo uma grande abertura da boca que possa auxiliar na ingestao
de presas de grande diametro (BERNARDE, 2012). Apresentam também o corpo
recoberto por escamas e uma camada superficial desse revestimento que é trocada
periodicamente (muda). S&do animais vertebrados, ectodérmicos, apresentando os
orgaos internos alongados e 0ssos moveis na regidao cranial (MARQUES et al,
2001).

Os viperideos do continente americano sao classificados na subfamilia
Crotalinae, apresentando, como principal caracteristica anatdbmica, a presenca de
fossetas loreais (dois orificios localizados entre a narina e os olhos) que séo
responsaveis por localizar as presas, detectando pequenas variagcbes de
temperatura no ambiente (ZUG et al, 2000).

Segundo o ultimo levantamento oficial a respeito dos ofidios, ha 3.567
espécies de serpentes catalogadas (UETZ, 2015). No Brasil, ocorre 392 espécies de
serpentes, divididas em 27 familias, onde 75 espécies sdo classificadas como
peconhentas (BERNILS & COSTA, 2014) por possuirem glandulas de peconha
desenvolvidas e associadas a um aparelho inoculador (BERNARDE, 2014).

As serpentes peconhentas estdo agrupadas na superfamilia Colubroidea e séo
classificadas em 10 familias: familia Colubridae (851 espécies), familia Dipsadidae
(754 espécies), familia Lamprofidae (308 espécies), familia Natricidae (226
espécies), familia Pseudoxenodontidae (10 espécies), familia Elapidae (360
espécies), familia Homalopsidae (53 espécies), familia Pareatidae (20 espécies),
familia Viperidae (331 espécies), familia Xenodermatidae (18 espécies) (UETZ,
2015).

Destes individuos peconhentos, o estado do Mato Grosso do Sul abrange,
principalmente, as serpentes do género Bothrops e Crotalus, ocorrendo com uma
maior frequéncia, as seguintes espécies: C. durissus, B. moojeni, B. alternatus, B.

matogrossensis, B. jararaca e B. jararacussu.



1.2 Acidentes ofidicos no Brasil e no estado de Mato Grosso do Sul

Inumeros casos de acidentes ofidicos sédo registrados anualmente no pais,
onde se encontram quatro géneros de serpentes pegonhentas de importancia
médica: Bothrops (abrangendo 28 espécies), Crotalus (abrangendo apenas uma
espécie, dividida em 5 subespécies) e Lachesis (uma espécies), pertencentes a
familia Viperidae, e Micrurus (abrangendo 39 espécies), pertencente a familia
Elapidae (BJARNASON E FOX, 1989).

Os acidentes ofidicos envolvendo estes animais tém importancia médica em
virtude de sua grande frequéncia e gravidade, sendo o ofidismo o maior causador de
intoxicagbes causadas por animais na América Latina (CAMPBELL & LAMAR,
1989).

No primeiro estudo relacionando numero de mortes com o numero de
acidentes, foram descritos uma média anual de 19.200 provaveis acidentes, com um
indice de letalidade de 25%; porém, esses dados foram estimados a partir de
estatisticas do estado de Sao Paulo (BRAZIL, 1911). Nos dias atuais, sao
registrados anualmente, cerca de 28 mil casos de acidentes ofidicos (onde 90% dos
casos envolvem serpentes do género Bothrops), com uma média de 129 mortes
(indice de 0,44% de letalidade — Tabela 01).

Tabela 01. Distribuicdo dos casos, incidéncias, obitos e letalidade dos acidentes ofidicos por regiao
no Brasil — média do periodo de 2007 a 2012 (Fonte: SINAN, 2013, adaptado por BERNARDE,
2014).

N° de Incidéncia Letalidade
Regiao casos (100.000 hab)  Obitos (%)
Norte 8.827 56 41 0,46
Nordeste 7.587 14 46 0,6
Centro-oeste 2.944 21 14 0,47
Sudeste 6.847 8,5 19 0,27
Sul 2.771 10 5,6 0,2

Brasil 28.977 15 129 0,44




Tabela 02. Quantidade e porcentagem de casos, 6bitos e letalidade por tipo de acidente — média do
periodo de 2007 a 2012 (Fonte: SINAN, 2013, adaptado por BERNARDE, 2014).

Acidente  N°decasos % decasos Obitos Letalidade (%)

Botropico 20.836 86,23 83 0,39
Crotalico 2.218 9,17 24 1,08
Laquético 900 3,72 55 0,61
Elapidico 208 0,86 0,66 0,31

Segundo o SINAN (2013), no estado de Mato Grosso do Sul, foi verificado uma
média de 1249 casos de acidentes ofidicos entre os anos de 2007 e 2012, com 1,5
obito em média (0,28% de letalidade), com a seguinte distribuicdo entre os géneros
de serpentes: Bothrops — 412 acidentes; Crotalus — 49,5 acidentes, Micrurus — 2,5

acidetes.

1.3 A glandula de veneno dos ofidios

O aparelho de produgédo de veneno das serpentes € composto por glandulas
exécrinas modificadas que produzem veneno (Figura 01) (MARKLAND, 1998). Uma
funcao inicial do veneno consiste em paralisar e matar a presa (promovendo uma
digestéo inicial) (HABERMEHL, 1981); também sao descritas fungdes lubrificantes e
antidegradantes nas pegonhas, auxiliando no processo de degluticdo e digestao do
alimento (RENNER, 1990).

PRESAS E VENENO DE COBRA

Canal de veneno

Canal de
secundario PECONHA STEREAT

Gléandula
Canal de acessdria

veneno primario

Cérebro

IMAGEM
AUMENTADA
DE UMA PRESA

Musculo
COMpressor Glandula
de veneno Bajnha  Presa

PEGONHA

Figura 01. Imagem ilustrativa do mecanismo de envenenamento de uma serpente solenodonte. Os
componentes primarios que auxilio o processo de inoculacdo estdo em destaque: Musculo
compressor, glandula de veneno, canal de veneno primario, glandula acesséria, canal de veneno

secundario e canal de veneno.
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As glandulas de veneno de serpentes da familia Viperidae (Figura 02) s&o
relacionadas com as gléndulas salivares e provavelmente evoluiram de gléndulas
salivares de ancestrais ndo venenosos (KOCHVA & GANS, 1970).

Glandula de veneno

Figura 02.Posicionamento da glandula de veneno (esquerda), movimentacdo da presa inoculadora
de veneno (direita). Fonte: Marcos Buonato, 2015.

A peconha é constituida por proteinas representando aproximadamente 90%
do peso seco; as fracbes nao-proteicas sao representadas por carboidratos,
lipideos, metais, aminas biogénicas (aminas derivadas da descarboxilagdo
enzimatica de aminoacidos naturais), nucleotideos e aminoacidos livres (CARDOSO
et al., 2003). De todos os componentes do veneno, as fragdes inorganicas (Ca?*,
Cu*, Fe?*, K*, Mg?*, Mn?*, Na*, P¥, Co?* e Zn?*) podem exercer uma fungdo de
mantedoras de estabilidade estrutural de certas proteinas, como os fatores
hemorragicos (BJARNSON & FOX, 1989).

A peconha de serpente é o fluido mais concentrado, produzido, armazenado e
secretado entre os vertebrados, apresentando entre 18 a 52% de massa seca e, se
compararmos com O suco gastrico, por exemplo, apresenta de 0,5 a 1,0% (VOGT et
al, 1989). Acredita-se que durante o processo evolutivo das serpentes peconhentas,
parte do aparelho gastrointestinal (glandulas salivares e pancreatica, principalmente)
tenha sofrido uma diferenciagdo em um tecido especializado (BOISBOUVIER et al,
1998).

Segundo Fry e colaboradores (2003), & possivel observar uma alta
especializagcdo da glandula de veneno nas serpentes do género Bothrops, onde
encontra-se uma variada gama de familias de proteinas (Figura 03), como por
exemplo: SVMP (Snake Venom Metallo Proteases), Serinoproteases, Fosfolipases
A2, L-amino acido oxidases, Desintegrinas, Lectinas tipo-C.
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B Metaloproteases

M Serino proteases

¥ Fosfolipases A2

-

Figura 03. Composi¢cao do veneno de Bothrops alternatus, segundo Ohler e colaboradores, 2012.

BLAAD*
M Desintegrinas
W Lectinas tipo-C

¥ Fragdo ndo-identificada

*LAAO — L-amino acido oxidases.

Além da composicdo acima descrita, podemos encontrar nos venenos das
serpentes do género Bothrops, uma diversidade de toxinas com uma menor
expressao em quantidade, como, por exemplo, RNases, fatores de crescimento
nervosos, entre outros (FRY et al, 2003).As moléculas proteicas citadas podem
variar entre as serpentes do mesmo género, ou podem variar entre individuos da
mesma espécie (CHIPPAUX et al., 1991). Ao caracterizarmos as particularidades de
cada peconha, a partir de métodos bioquimicos e moleculares, seria possivel
entender melhor a diferenciacdo e a evolugao das espécies, principalmente do
género Bothrops.Vale ressaltar que nem todas as moléculas citadas acima estao
presentes qualitativamente no veneno das serpentes, pois, isso pode variar
diretamente, devido aos fatores externos: dieta, idade, sazonalidade e habitat
(CHIPPAUX et al., 1991).

Segundo Bdolah (1979), a produgcdo do veneno das serpentes esta
intimamente relacionada com o estado de atividade da serpente, onde a sintese do
veneno é regida pela inoculagdo com os esvaziamento da glandula.A diversidade de
proteinas encontradas nos venenos das serpentes esta relacionada a genes que
sofreram um processo acelerado de evolugao (NAKASHIMA et al, 1995).Isso esta
relacionado com o modelo de nascimento de “multigenes” dentro das familias

proteicas, incluindo trés etapas: nascimento (quando ha a duplicagédo de genes ou
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dominios), morte (eliminagdo desses genes ou dominios) e quando algumas
sequéncias nao codificadas geram novos genes, processo denominado por inovagao
(FRY & WUSTER, 2004).

1.4 Veneno das serpentes do género Bothrops: principais componentes

As fracbes proteicas dos venenos das serpentes podem ser
farmacologicamente ativas, acarretando uma variedade de efeitos sobre as vitimas
(FRANCISCHETTI, 1998). Se observarmos os envenenamentos causados por
serpentes do género Bothrops, podemos descrever disturbios hemostaticos, reacao
inflamatdria, edema, hemorragia, dor e, se nédo tratado com cautela, pode haver
necrose, por consequéncia, amputagcdo de membros afetados (BERNARDE, 2014).

Por conta dos sintomas citados, é descrito que o veneno das serpentes desse
género possui agao proteolitica, coagulante, hemorragica, neurotdxica (FRY et al,
2003). As agdes do envenenamentosdo descritas desde o trabalho de Vital Brazil,

em sua publicacio “A defesa contra o ophidismo”, de 1911.

1.4.1 Metaloproteases (SVMP — Snake Venom Metalo Proteases)

Dentre as proteinas encontradas em venenos de serpentes, podemos destacar
as metaloproteases (Figura 04), que sao descritas em um intervalo de massa
molecular entre 20 e 100 kDa. As metaloproteases sao componentes abundantes
em venenos de viperideos e tem como principal caracteristica a presenga de um ion
metalico (geralmente zinco) associado a um motivo estrutural altamente conservado
(HITE et al. 1994; SERRANO & FOX, 2005). Estas enzimas sdao também chamadas
de hemorraginas e estdo envolvidas em diversos processos decorrentes do
envenenamento como: dermonecrose, degradacdao de fatores de coagulagao,
inibicdo de agregacao plaquetaria, edema, degradagcdo de componentes da matriz
extracao celular e hemorragia.

As metaloproteases podem ser divididas em quatro casses: Classe |: enzimas
encontradas entre 20 e 30 kDa, apresentam um dominio catalitico (protease); classe
II: enzimas que apresentam um dominio catalitico e um dominio desintegrina (30-50
kDa); classe lll: enzimas que apresentam intensa atividade hemorragica, com massa
molecular variando entre 50 a 80 kDa, apresentando um dominio catalitico, um
desintegrina e um terceiro dominio rico em cisteinas; classe IV: proteases de alta

massa molecular (entre 80 e 100 kDa) que apresentam os trés dominios anteriores e
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mais dois dominios tipo-lectina ligados por ligacbes de dissulfeto (HITEet al, 1994;
BJARNSON & FOX, 1995; SERRANO & FOX, 2005).

Segundo Birkedal-Hansen (1995), as metaloproteases encontradas nos
venenos de serpentes sdo enzimas que estdo agrupadas na super-familia de
proteinas, conhecida por metzincinas, onde sdo caracterizadas por apresentarem
uma metionina em uma alga da estrutura terciaria, na porgcdo C-terminal, do motivo
metalico.

A hemorragia, no local da picada, € atribuida as agbes de todas as classes das
SVMP (FOX & SERRANO, 2009) por decorréncia do rompimento do endotélio dos
vasos da corrente sanguinea e agao proteolitica dos componentes da matriz celular
(GAY et al, 2005). Segundo Gutiérrez e Rucavado(2000), as SVMP causam
mionecrose, danos no tecido epitelial, podendo interferir nos componentes da

agregacao plaquetaria e cascata de coagulagao.
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Figura 04. Estrutura tridimensional da BmooMPalpha-I (acesso ao PDB: 3GBO), uma

metalloprotease de classe-I| provinda do veneno de B. moojeni (AKAO et al, 2010).

1.4.2 Serinoproteases (SVSP — Snake Venom Serine Preoteases)

Depois das SVMT, as SVSP sao as proteinas mais abundantes das serpentes
da familia Viperidae, podendo representar até 20% da composigéo total do veneno
(BRAUD et al, 2000). Ainda pelo mesmo autor, as SVSP (Figura 05) individuais nao
apresentam letalidade, mas podem contribuir para o efeito tdxico no
envenenamento, se associada com outras proteinas do veneno. Segundo Kini &

Evans (1990), essa familia de proteinas afetam os processos de coagulagcao
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sanguinea, por degradacdo proteolitica, ou seletivamente, ativando ou inibindo
fatores sanguineos especificos envolvidos na agregacgao plaquetaria, coagulacao e
fibrindlise.

Varias SVSP convertem fibrinogénio em fibrina, clivando fibrinopeptideos,
onde, essa atividade € bem descrita para as trombinas, denominando-se assim,
serinoproteases “trombina-like” (“tipo trombina®) (PIRKLE, 1998). Porém, os
mondmeros de fibrinas gerados pelas enzimas trombina-like, sofrem uma
polimerizagdo limitada, por consequéncia, o coagulo nao é formado (PIRKLE, 1998).
Essa familia de proteinas encontrada nos venenos das serpentes compartilham uma
ou varias atividades da trombina humana, mas nao todas as atividade e, por conta
disso, sdo ferramentas interessantes para verificar atividades especificas dessas
enzimas multifuncionais (ZHANG et al, 1998).

Segundo Sajevic et al (2011),as serinoproteases podem hidrolisar ligagdes
peptidicas utilizando mecanismos covalentes de catalise, por meio de residuos
formados por histidina, acido aspartico e serina. O mesmo autor ainda descreve que,
as serinoproteases, similar a tripsina, cliva cadeias polipeptidicas na porcdo C-
terminal de residuos de aminoacidos carregados positivamente.

As serinoproteases possuem 12 residuos de cisteina,com 5 ligagdes dissulfeto
(Savejic et al, 2011).As SVSP encontradas nos venenos das serpentes do género
Bothrops, sao descritas por serem enzimas com atividade do tipo trombina
(trombina-like), afetando a cascata de coagulagdo, agregacao plaquetaria e

fribrindlise, desencadeando uma homeostase na presa (MURAYAMA et al, 2003).

Figura 05. Estrutura tridimensional da Jararacussin-I (PDB: 4GSQO), uma serino protease provinda do
veneno de B. jararaca (ULLAH et al, 2012).
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1.4.3 Lectinas tipo-C

As lectinas tipo-C (Figura 06) sdo proteinas ndo enzimaticas que se ligam em
mono e oligossacarideos de uma forma Ca?*-dependente, onde podemos classifica-
las em: a) lectinas tipo-C verdadeiras, que possuem um dominio de reconhecimento
de hidratos de carbono, ligando-se em agucares e; b) proteinas semelhantes a
lectinas tipo-C, com dominios que n&o possuem o dominio de ligacdo ao agucar
(DRICKAMER, 1997).

Apresentando uma massa molecular de 30 kDa, as lectinas tipo-C podem
apresentar conteudos de glicosilagdo, possuindo aproximadamente 130 residuos de
aminodacidos por cada subunidade (ZINGALI et al, 1993). Os papéis fisioldgicos séo
relacionados na aglutinagdo de eritrocitos e estimulagdo da agregacéo plaquetaria
(OZEKI et al, 1994). Possivelmente, as lectinas tipo-C ligam-se em varios receptores
de plaqueta, evidenciando-se assim a presenca de varios sitios de interacdes
(SAVEJIC et al, 2011).

Figura 06. Estrutura tridimensional da Botrocetin (PDB: 1FVU), uma lectina tipo C provinda do veneno
de B. jararaca (SEM et al, 2001).

1.4.4 L-aminoacido oxidases (LAAOSs)

Os LAAOs (Figura 07) estdo amplamente distribuidos nos venenos dos
Viperidaes e Elapidaes (DU & CLEMTSON, 2002). Sao flavoenzimas que catalisam
a desaminacdo oxidativa de L-aminoacidos (ZULIANI et al, 2009). Apresentando
uma massa molecular de 110-150 kDa (forma homodimérica) e 55-68 kDa (forma
monomeérica) (ZULIANI et al, 2009), as LAAOs possuem, duas moléculas de co-
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enzima flavina, sendo as responsaveis pela coloracdo amarelada do veneno das
serpentes do género Bothrops (ALVES et al, 2008).

Segundo Du e Clemetson (2002), o papel das LAAOs ndo é totalmente
compreendido em um quadro de envenenamento, onde, ao influenciar a agregagao
plaquetaria e apoptose, elas podem ser consideradas como toxinas. Porém, elas
apresentam efeitos controversos: existe efeitos relacionado a ativacao (IZIDORO et

al, 2006) e inibicdo da agregacao plaquetaria.

Figura 07. Estrutura de uma L-amino acido oxidase (acesso pelo PDB: 4EQV), provinda do veneno de
B. jararacussu (ULAH et al, 2012).

1.4.5 Desintegrinas

As desintegrinas sdao uma familia de pequenas proteinas (Figura 08)
(apresentando de 41 a 83 residuos de aminoacidos) ricas em cisteina (podendo
conter até 12 moléculas de cisteina) (CALVETE et al, 2005). Podem afetar, em um
quadro de envenenamento, os processos ceélulas onde as integrinas estao
envolvidas, como, por exemplo, agregacao plaquetaria, migracao celular, resposta
imune, tempo de cura, angiogenese, inflamacao e remodelagdo 6ssea (SWENSON
et al, 2007).

O grande numero de ligacbes dissulfeto em sua estrutura promove uma
orientacado espacial especifica, sendo composta por uma sequéncia Arg-Gly-Asp,
ligando-se a integrinas (receptores de superficie da célula) (SAVEJIC et al, 2011). A

atividade das desintegrinas varia de acordo com a por¢gao C-terminal, pois os
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residuos de aminoacidos dessas regides ndo sao altamente conservados, podendo

ter uma alteragdo na especificidade e intensidade na ligagdo as integrinas.

Figura 08. Estrutura tridimensional da Bothropasin (acesso pelo PDB: 3DSL), uma desintegrina
provinda do veneno de B. jararaca (MUNIZ et al, 2008).

1.4.6 Fosfolipases A2 (PLA2)

As Fosfolipases sao proteinas importantes em diversas atividades celulares,
onde hidrolisam fosfolipideos de membranas. A super familia das PLA2 contém
enzimas classificadas em 16 grupos, de acordo com sua estrutura. Nos venenos das
serpentes, encontra-se fosfolipases pesando entre 14-18 kDa, apresentando de 5 a
8 ligagdes dissulfeto (SAJEVIC et al, 2011).

Nas serpentes do género Bothrops, podemos encontrar as PLA2 com
abundancia e, além da hidrélise de fosfolipideos (figura 09), podemos observar
efeitos antiplaquetarios, anticoagulante, inflamatério, hemolitico, cardiotéxico,
neurotoxico, convulsivo e indutor de edema (Tabela 03) (MOURA-da-SILVA et al,
1991; KINI, 2003). Gragas a uma diiade catalitica das PLA2 (formada por His/Asp)
Savejic e colaboradores (2011) relatam que, apds a hidrélise de fosfolipideos, as
PLA2 geram mediadores inflamatdrios (prostaglandinas, tromboxanos, leucotrienos,

entre outros).
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Figura 09. Local de hidrdlise de diferentes fosfolipases (LEHNINGER, 2002).

As atividades acima descritas estdo correlacionadas ao fato das PLA2
danificarem a integridade da membrana plasmatica celular (Lu et al, 2002).

As PLA2 apresentam esse amplo aspecto farmacolégico pois é possivel
observar uma capacidade unica para ligar-se a 6rgédos ou tecidos especificos, em
decorréncia de sua elevada afinidade de ligagao especifica com glicproteinas ou
receptores de lipideos (KINI, 2003).

Figura 10. Estrutura tridimensional da Myotoxin-Il (acesso pelo PDB: 4YV5), uma fosfolipase
encontrada no veneno de B. moojeni (SALVADOR & FONTES, 2015).



Tabela 03: Lista de Fosfolipases A2 isoladas de serpentes do género Botrhops. Adaptado de:
TEIXEIRA, 2009.

PLA2 Bothrops Massa molecular Referéncia
PLA2 alternatus 15.000 Nisenbon et al, 1986
BaTX-PLA2 alternatus 13.898 Ponce-Soto et al, 2007
Miotoxina-| asper 13.981 Gutiérrez et al, 1984
Miotoxina-II asper 13.739 Lomonte, Gutiérrez, 1989
Miotoxina-IlI asper 13.789 Kaiser et al, 1990
Miotoxina-1V asper 13.886 Diaz et al, 1995
BaPLA2-I atrox 15.000 Kanashiro et al, 2002
BaPLA2-llI atrox 15.000 Kanashiro et al, 2002
Miotoxina-| atrox 13.826 Nufes et al, 2004
Mix-I brazili 13.870 Costa et al, 2008
Mix-II brazili 13.975 Costa et al, 1999
BE-I-PLA2  erythromelas 13.649 Modesto et al, 2006
godMT-I godmani 14.300 Diaz et al, 1992
godMT-II godmani 13.713 Diaz et al, 1993
BinTX-l insularis 13.975 Cogo et al, 2006
BinTX-ll insularis 13.788 Cogo et al, 2006
PLA2 Jararaca 14.303 Machado et al, 1993
BthA-I-PLA2  jararacussu 13.700 Andrido-Escarso et al, 2002
SIISPIA Jararacussu 15.000 Ketelhut et al, 2003
SIISPIIB Jararacussu 15.000 Ketelhut et al, 2004
SIHISPIIA Jararacussu 15.000 Ketelhut et al, 2005
SIISPIIB Jararacussu 15.000 Ketelhut et al, 2006
BthTX-I Jararacussu 13.800 Brandeburgo et al, 1988
BthTX-I Jararacussu 15.700 Brandeburgo et al, 1989
Bj-1V Jararacussu 15.000 Ponce-Soto et al, 2006
Bj-V Jararacussu 14.039 Ponce-Soto et al, 2007
PLA2 lanceolatus 14.500 Araujo et al, 1994
bIK-PLA2 leucurus 14.000 Higuchi et al, 2007
bID-PLA2 leucurus 14.000 Higuchi et al, 2008
MjTX-I moojeni 13.737 Soares et al, 2000
MjTX-II moojeni 13.887 Soares et al, 1998
P1 neuwiedi 15.000 Daniele et al, 1995
P2 neuwiedi 16.200 Daniele et al, 1996
P3 neuwiedi 15.000 Daniele et al, 1997
BnSP-6 neuwiedi 13.500 Rodrigues et al, 1998
BnSP-7 neuwiedi 13.726 Rodrigues et al, 1999
Miotoxina-| nummifer 16.000 Gutiérrez et al, 1989
Miotoxina-II nummifer 16.000 Angulo et al, 2000
Bp-PLA2 pauloensis 15.800 Rodrigues et al, 2007
PrTX-I pirajai 13.729 Mancuso et al, 1995
PrTX-Il pirajai 13.744 Toyama et al, 1995
PrTX-1ll pirajai 13.867 Toyama et al, 1999
Miotoxina-I schelegelli 16.000 Angulo et al, 1999
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1.5 Bothrops moojeni (Hoge, 1966)
A Bothrops moojeni (popularmente conhecida como caigaca) (Figura 11) € uma

das principais serpentes que acomete acidente ofidico, nas areas por onde ocorre
(CAMPBELL & LAMAR, 2004). Sua distribuicdo geografica (Figura 12) compreende
areas de cerrado das regides Sudeste e Centro-Oeste, podendo ser encontrada

também no Nordeste e no Sul (LIRA-DA-SILVA, 2009).

o e . y <]
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Figura 11. Exemplar de uma serpente da espécie Bothrops moojeni, capturada no perimetro urbano

de Campo Grande — MS, medindo 120 cm. Foto: Breno Emanuel.
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Figura 12. Distribuicdo geografica da espécie B. moojeni. Fonte: UETZ, 2015.
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Ocorre em areas riparias, brejos, matas de galeria, cerrado, podendo estar
presente em areas alteradas, alimentando-se de roedores, preferencialmente
(SAWAYA et al, 2008). A B. moojeni apresenta uma denticdo do tipo solendglifa,
com veneno de acao proteolitica, coagulante e hemorragica (acidente botropico)
(BERNARDE, 2014).

1.6 Utilizagcado do veneno como ferramenta biotecnolégica

Os estudos com os produtos naturais demonstram um papel singular no
desenvolvimento e descoberta de novos farmacos. Apesar de os efeitos das toxinas
dos venenos de serpentes causarem emergéncias médicas, em decorréncia dos
acidentes ofidicos, essas mesmas toxinas, caracterizadas e individualizadas podem
apresentar valor biotecnoldgico, sendo utilizadas para o desenvolvimento de novas
drogas (CALVETE et al, 2009; KOH et al, 2006).

Nos ultimos anos, novas classes de antibidticos, incluindo proteinas ou
peptideos antimicrobianos (PAM) de origem animal, tem sido investigado como
alternativa a varios problemas, como por exemplo, a resisténcia microbiana
(MATSUZAKI et al, 1997). Atualmete, 1009 PAM foram caracterizados a partir dos
mais diversos grupos de animais e microrganismos.

Para demonstrar as possiveis aplicagdes biotecnoldgicas, a tabela 04 listada
abaixo, contém informacbes a respeito das atividades do veneno de diversas

serpentes  brasileiras avaliadas contra varios agentes patogénicos.



Tabela 04. Potencial farmacoldgico e biotecnoldgico dos componentes dos venenos de serpentes nacionais.

Animal

Componente do veneno

Atividade

Autor/ano

Crotalus durissus

C. adamanteus

C. durissus

C. adamanteus
Bothrops jararacussu
B. moojeni
B. pauloensis
B. moojeni
B. pauloensis
B. pauloensis
B. moojeni
B. asper

B. maogrossensis
B. marajoensis

B. asper

B. jararaca

C. durissus
cumanensis

B. pauloensis
B. moojeni
B. maogrossensis

C. durissus

C. durissus
cumanensis

C. durissus
C. durissus terrificus

Fosfolipase A 2
FLA A2
FLA A2
FLA A2
FLA A2
FLA A2
FLA A2
FLA A2
FLA A2
FLA A2
FLA A2
FLA A2
FLA A2
FLA A2
FLA A2
FLA A2

FLA A2

FLA A2
FLA A2
FLA A2
FLA A2

FLA A2

FLA A2
FLA A2

S. aureus, P. aeruginosa

B. pseudomalle, E. aerogenes
C. michiganensis

S. aureus, P. vulgaris, P. mirabilis
S. aureus, E. coli

E. colie S. aureus

E. coli, S. aureus

E. coli, C. albicans

Cancer de mama

Cancer de mama, Leucemia
Cancer de mama, Leucemia
Cancer de mama

Leucemia

L. amazonensis e L. chagasi
P. falciparum

Trypanossoma cruzi

P. falciparum

L. amazonensis, L. braziliensis, L. donovani
Leishmania spp.

L. amazonenses

L. infantum chagasi

P. falciparum

L. amazonensis
HIV

Samy et al./2014
Samy et al./2014
Toyama et al./2014
Samy et al./2005
Roberto et al./2004
Silveira et al./2013
Rodrigues et al./2009
Stabeli et al./2006
Azevedo et al./2016
Rodrigues et al./2009
Stabeli et al./2006
Araya, Lomonte/2007
Moura et al./2014
Costa et al./2010
Castillo et al./2012
Deolindo et al./2005

Quintana et al./2012

Rodrigues et al./2009
Stabeli et al./2006
Moura et al./2014
Barros et al./2015

Quintana et al./2012

Passero et al./2008
Villarrubia et al./2004
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C. durissus terrificus
B. leucurus
C. durissus
B. moojeni

C. durissus

B. asper
C. durissus

C. durissus

C. durissus

C. durissus

B. colombiensis
B. alternatus

B. jararaca

B. jararaca

C. viridis

B. leucurus

B. moojeni

B. pirajai

C. durissus

C. durissus cascavela
B. moojeni

B. matogrossenssis
B. jararaca

B. jararaca
B. moojeni
B. pirajai
B. moojeni
B. leucurus
B. pirajai

FLA A2
FLA A2
FLA A2

FLA A2

Crotoxina e Fosfolipases
A2

Miotoxina-II
Crotamina

Crotamina

Crotoxina
Crotoxina
Disintegrina
Extrato bruto
EB

EB

EB

L-Amino acido oxidase
LAO

LAO

LAO

LAO

LAO

LAO

LAO

LAO
LAO
LAO
LAO
LAO
LAO

Flavivirus sp. (Dengue)

Flavivirus sp. (Dengue)

Antiviral

Atividade de agregacgéao plaquetaria

Flavivirus sp. (Dengue e febre amarela)

S. enterica e S. aureus
E. coli

E. coli, S. aureus, P. aeruginosa, C. neoformans

Analgésico

Analgésico

Cancel de pele

S. aureus, P. aeruginosa, E. faecalis
Cancer de mama

Ehrlich

T. cruzi

. albicans, P. aeruginosa, S. aureus
. coli e S. typhimurium

. coli, P. aeruginosa

. aureus, A. baumannii

. axonopodis, S. mutans

. coli, S. typhimurium, P. aeruginosa e S. aureus
. subtilis, E. faecalis, S. aureus

. aureus

Cancer de mama
Cancer de mama
Leucemia

Ehrlich

Cancer de estdbmago
Cancer de ovario

Vo mXomvommOo

Muller et al./2014
Cecilio et al./2013
Muller et al./2012
Silveira et al./2013

Muller et al./2011

Santamaria et al./2005
Oguiura et al./2011

Yamane et al./2013

Neto et al./2008
Zhang et al./2006
Sanchez et al./2009
Bustillo et al./2008
da Silva et al./2002
Silva et al/2002
Adade et al./2010
Torres et al./2010
Stabeli et al./2007
Izidoro et al./2006)
Vargas et al./2013
Toyama et al./2006
Stabeli et al./2007
Okubo et al./2012
Ciscotto et al./2009

Santos et al./2008
Stabeli et al./2007
Izidoro et al./2006)
Stabeli et al./2007
Nauman et al./2011
Burin et al./2013
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B. jararaca
B. atrox

B. jararaca
B. moojeni
B. jararaca
B. jararaca
B. pirajai
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A biodiversidade, particularmente a disponivel no Brasil, expdes a valiosa
oportunidade de pesquisa de moléculas farmacolagicamente ativas e possibilita o
acesso a solugdes para patologias que a natureza foi capaz de gerar (Selistre-de-
Araujo et al, 2007) e, conforme apresentado nos topicos anteriores, podemos
perceber que os componentes dos venenos de serpentes podem fornecer

importantes informagdes bioldgicas e aplicagdes biotecnoldgicas.
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2. OBJETIVOS
2.1. Geral
Isolamento e caracterizacdo bioquimica de uma fosfolipase proveniente do veneno

de Bothrops moojeni.

2.2. Especificos

o Extracdo da pegonha da espécie Bothrops moojeni.
o Purificagdo defosfolipase proveniente dapegonhade B. moojeni;
o Caracterizar bioquimicamente o extrato bruto e as fracbes provenientes de

cromatografia por eletroforese unidimensional e espectrometria de massa;
° Caracterizar bioquimicamente a atividade proteolitica da fragdo rica em
fosfolipase A2;

° Avaliar o efeitodas fragbes contra cepas bacterianas.
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Material e métodos
Material Biologico

O Biotério da Universidade Catdlica Dom Bosco (UCDB), localizado no
municipio de Campo Grande - MS recebe animais silvestres, provindos de doagbes
da populacdo do estado de Mato Grosso do Sul, da Policia Militar Ambiental, Corpo
de Bombeiros e afins. Todas as serpentes pegonhentas que chegam ao setor sao
mantidas em caixas de polietilieno incolor (30 x 50 x 30cm). Cada serpente
permanece em uma caixa individual (cativeiro intensivo — Figura 13), com agua ad
libitum e com papeldao ondulado, que possa auxiliar nas trocas de pele dos
individuos. A criacdo, o manejo e a alimentacdo das serpentes, sao realizados de

acordo com Melgarejo-Giménez (2002).

Figura 13: Cativeiro intensivo onde todas as serpentes peconhentas do Biotério/lUCDB sao mantidas.

Foto: Breno Frihling.

A metodologia utilizada para captura da serpente e extragdo do veneno, foi
descrita por Santa-Rita (2011). Na extracao, as serpentes foram manuseadas com
auxilio de um gancho herpetolégico e introduzidas em um tubo de PVC transparente
(Figuras 14A, B e C), de onde foram retiradas e contidas na regidao posterior da caixa
craniana, utilizando o dedo indicador e médio para a contencdo direta do animal.
Para proceder a extragao, uma leve pressao foi feita, provocando a abertura da boca
do animal e a exposi¢cdo das presas, que foram introduzidas na membrana do
coletor (becker vedado com parafilme - Figura 14D). Logo apés a extragao, o veneno
foi acondicionado em tubo tipo eppendorf de 2 mL devidamente identificado, a uma
temperatura de -20° C, no laboratério de Biologia molecular e Protedmica, Bloco
BioSaude, S-Inova, da UCDB.
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Figura 14: (A, B e C) Processo de imobilizagdo da serpente para extragao; (D) Extracdo do veneno,

em um Becker vedado com parafilme. Fotos: Breno Frihling.

Quantificagao proteica

As proteinas presentes na peconha foram quantificadas a partir do método de
Bradford (1976), utilizando albumina sérica bovina (BSA) como padrdo, nas
concentragdes de 80, 40, 20, 10, 5, 2,5 e 1,25 uyg.mL-'. Nesta técnica, a interferéncia
das proteinas com absorbancia do corante Comassie Brilliant Blue G-250 em meio
altamente acido resulta em modificagdo proporcional da cor detectavel em um

comprimento de onda 595 nm.

Eletroforese em gel de poliacrilamida em condigcoes desnaturantes (SDS-
PAGE)

A massa molecular da peconha e das fragdes em adicdo com o grau de pureza
da proteina purificada, foram estimadas por eletroforese em gel de poliacrilamida,
nas concentragdes de 12% para o gel separador e 5% para o gel empilhador, na
presenga de SDS, a partir da metodologia descrita por Laemmli (1970). Para essa
finalidade, as amostras foram diluidas em tampao da amostra (redutor) 2x (Tris-HCI
1 M pH 6,8; glicerol 30%, SDS 9%; azul de bromofenol 1%, B-mercaptoetanol 20%),
sem processo de incubagdo. A corrida ocorreu com uma voltagem constante (75 V),
por aproximadamente 2 horas, conduzidas com tampao de corrida (Tris 25 mM;
glicina 0,1 M, SDS 1%; pH 7,6). Em cada poco do gel, foi aplicado 15 mg de
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proteina. Para a comparacao de peso molecular, foi utilizado o padrdo de peso
molecular PROMEGA® (The Broad Range Protein Molecular Weight Markers -
possuindo os seguintes massas moleculares: 225, 150, 100, 75, 50, 35, 25, 15 e 10
kDa). Apos o término das corridas, os géis foram corados com a solugéo corante de
Comassie Brilhant Blue (agua, metanol, acido acético e Coomassie Brilhant Blue),
durante 30 min e, logo em seguida, descorados com agua destilada, sendo mantidos

sobre leve agitagao.

Purificacao da pegonha
Cromatografia de exclusdao molecular em Sephacryl S100

O veneno bruto de B. moojeni foi parcialmente purificado, através de
cromatografia de exclusdo molecular. Apés a quantificagdo, foi aplicado 10 ug do
veneno bruto, diluido em 1 mL de tampao AMBIC (Tamp&o bicarbonato de amdnia,
50 mM, pH 7,6), em um sistema aberto de cromatografia, contendo 300 mL de
resina Sephacryl S100, equilibrada com o mesmo tampdo. O fluxo manteve-se
constante (0,625 mL.min"). A detecgdo foi realizada por meio da leitura da

absorbancia em 280 nm.

Cromatografia liquida de alta performance

ApoOs a etapa da cromatografia de exclusdo molecular, a fragao Ill do veneno
de B. moojeni e o extrato bruto do muco do ferrao de P. falkneri foram aplicados em
cromatografia de fase reversa HPLC (NST C-18) coluna analitica, usando gradiente
linear de 5-95% de acetonitrila em acido trifluoracético 0,1% (v:v). O fluxo de 2,5
mL.min'foi utilizada para a obtenc&o de novas fragdes. As eluigdes protéicas serdo

monitoradas a 216 e 280 nm. As fragdes coletadas foramidentificadas e liofilizadas.

Espectrometria de massas

As fragoes liofilizadas serao solubilizadas em agua Milli-Q, misturadas em uma
solugao saturada de uma matriz constituida por acido alfa-ciano-4-hidroxicinamico,
acido 2,5-di-hidroxibenzoico (DHB) e acido sinapinico (SA), depositada em uma
placa do tipo MTP 384 massive e secas a temperatura ambiente. Os compostos
terdo suas massas moleculares exatas determinadas, utilizando um espectrometro

de massa do tipo MALDI ToF/ToF Ultraflex Il (Bruker Daltonics). Os espectros foram
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calibrados externamente com insulina e os valores obtidos serdo comparados com

outros resultados para a comprovacao da massa das fragoes.

Atividade proteolitica sobre azocaseina

O veneno fracionado de B. moojeni foi diluido em solug¢des de trabalho a uma
concentragédo de 2,0 mg.mL™", diluidos em tamp&o Tris-HCI 50 mM pH 8,2 + 20 mM
de CaCly. Os ensaios foram realizados com variacdo de sete concentragdes do
veneno (como fonte enzimatica), partindo de uma quantidade inicial de 1,5 ug, com
aumento crescente, até a quantidade final de 30 ug. Aliquotas da enzima contendo a
quantidade desejada de proteinas foram distribuidas em tubos de polipropileno de 2
mL e o volume foi completado para 500 mL com adicdo do tampao Tris-HCI 50 mM
pH 8,2 + 20 mM de CaCl,. Todos os tubos foram incubados em banho-maria a 37° C
por 10 minutos, e, apés esse tempo, foi adicionado 200 yL de azocaseina 1% em
todos os tubos de teste. O tempo de incubacado das amostras variou em 15, 30, 45 e
60 minutos, respectivamente, para todas as sete concentracbes diferentes da
enzima. Decorrido o tempo, as amostras foram retiradas do banho-maria, sendo a
reacgao interrompida com a adi¢gao de 300 pL de acido tricloroacético 20% em todos
os tubos, e entdo adicionado 200 yL de azocaseina 1% nos tubos de teste em
branco. As amostras foram centrifugadas a 10000 rpm por 10 minutos em
temperatura ambiente. Aliquotas de 500 uL foram transferidas para novos tubos com
adicdo de mesmo volume de NaOH 2N. Os fragmentos soluveis resultantes da

hidrolise foram monitorados a 440 nm em espectrofotdmetro.

Atividade antibacteriana

Para avaliar a atividade antibacteriana a concentragao inibitéria minima (CIM)
das amostras obtidas a partir da bioprospeccdo das toxinas, o método de
microdiluicio em caldo de acordo M7-A6 do National Committee for Clinical
LaboratoryStandards (CLSI, 2012) em microplaca de 96 pocos foi utilizado. A
bactéria obtida por meio de isolado clinico Staphylococcus aureusfoi utilizada para
todos os experimentos. A bactéria foi inoculada isoladamente em caldo Mueller-
Hinton até atingir uma densidade 108 UFC.mL".Apds isso, foram semeadas sobre a
superficie de placas de Petri de 150 mm de diametro contendo Agar Mueller-Hinton.
Aliquotas dos compostos a serem testados foram diluidas em solventes apropriados
para obtencdo de diferentes concentracbes. A suspensao bacteriana ajustada
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(1x106 UFC.mL") foram aplicadas em cada pogo da microplaca contendo as
amostras. As microplacas foram incubadas a 37°C sem agitacdo e a leitura da
densidade optica (DO 600 nm) foi realizada ap6s24 horas no leitor de microplacas
BioTek. A titulo de comparacao serao utilizados como tentativa de controle para de
crescimento bacteriano os antibidticos comerciais tetraciclina. Cada experimento foi
realizado com réplicas técnica e biologica. Todos os dados serdo expressos em

porcentagem de crescimento.

Ensaio de inibicdo de biofilme em microplaca

Diluigbes na proporgcédo 1:100 da cultura bacteriana crescida durante 18h em
meio Luria Bertani, serdao incubadas em meio BM2 [62 mM de tampao fosfato de
potassio (pH 7), 7 mM de (NH4)2SO4, 2 mM de MgSOQO4, 10 mM de FeSO4 e 0,4% de
glucose (m:v)] em microplacas de 96 pogos por 24 h a 37°C. CIM dos peptideos
contra as células planctdnicas serdo acessadas por densidade optica a 600 nm em
um leitor de placas de microplacas. Em seguida, as células planctonicas foram
removidas e o0s pogos da microplaca serdo lavados duas vezes com agua
desionizada. As bactérias aderidas aos pocos da microplaca serdo coradas com 100
mL de violeta de cristal a 0,1% durante 20 minutos. As microplacas serao lavadas
duas vezes com agua desionizada, secas ao ar e ressolubilizadas com 110 mL de
etanol a 70%. O conteudo da microplaca sera transferido para uma nova microplaca
e a concentragdo minima inibitéria (CIM) das amostras contra os biofiimes foram

monitoradas a 595 nm em um leitor de microplacas.
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Resultados e discusséo

Os componentes isolados de venenos de serpentes em geral, podem servir
como base no entendimento das funcdes desses constituintes ao relacionarmos o
processo fisiopatolégico em um envenenamento, além de aplicagbes
biotecnolégicas. A escolha da metodologia adequada para purificagdo de uma
determinada molécula deve ser direcionada de acordo com suas caracteristicas.
Sabendo dessas informagbes, o processo de cromatografia tende a facilitar na
purificacdo desejada (STABELI et al., 2012). Apds a extracdo dos extratos, os
mesmos foram identificados e mantidos sobre refrigeragdo constante (-20 °C) até o
momento das analises.

No presente trabalho, foi utilizado trés passos cromatograficos para isolar a
fosfolipase de interesse: cromatografia de exclusdo molecular (tampao bicarbonato
de ambnia pH. 7,8) e interacdo hidrofébica. No primeiro passo cromatografico, foi
possivel observar 5 fracbes principais, sendo a fracdo 3 alvo do estudo, pois
apresentou, em SDS-PAGE e MALDI ToF, massa molecular relativa a outras
fosfolipases descritas na literatura.

ApOs esse primeiro passo cromatografico, a fragado escolhida passou por uma
etapa de purificacdo por HPLC, onde, as novas fracbes foram coletadas e
analisadas por SDS-PAGE. Nesse segundo passo cromatografico, foi possivel
observar a presenta de 4 fragbes, nomeadas de A, B, C e D. Os passos
cromatograficos adotados para o presente estudo, foram observados nos trabalhos
de Denegri e colaboradores (2010), Ponce-Soto e colaboradores (2007), Kanashiro

e colaboradores (2002) e Perchuc e colaboradores (2010).

Estimativa da massa molecular do veneno bruto por SDS-PAGE
Foi realizado a analise eletroforética do extrato bruto em gel de poliacrilamida,

obtendo o perfil proteico indicado na figura 15.
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Figura 15. Perfil eletroforético do extrato bruto do veneno de Bothrops moojeni. MW: Marcador; EB:

Extrato Bruto.

O perfil eletroforético de B. moojeni apresentou 8 bandas: 1 — 15 kDa; 2 — 20
kDa; 3 — 25 kDa; 4 — 30 kDa; 5 — 35 kDa; 6 — 50 kDa; 7 — 70 kDa; 8 — 110 kDa.
Como a metodologia utilizada ndo € uma metodologia de grau analitico, as bandas
apresentam massas aproximadas, quando comparadas ao padrao utilizado.

Para termos uma breve caracterizagdo do perfil proteico do extrato bruto do
veneno de B. moojeni, podemos observar bandas que indicam a presenga de:
Fosfolipases (15 kDa) (MOURA et al, 2014); Serinoproteases e lectinas tipo C (de 20
a 30 kDa) (NOLTE et al, 2012); L amino acido oxidases (subunidades de
aproximadamente 50 kDa) (STABELI et al, 2007); Metaloproteases de todas as
classes (KAYANO et al, 2015), entre outros grupos proteicos.

Em condigbes ndo redutoras, as fosfolipases podem apresentar formas
diméricas, com aproximadamente 28 kDa, porém, quando esta reduzida com a
presenca de 3-mercaptoetanol, apresenta massas relativas de aproximadamente 14
kDa, o que corrobora com as bandas analisadas. Esses tratamentos redutores (B-
mercaptoetanol e SDS), podem ser eficientes na dissociacdo de possiveis

agregados unidos por interagdes hidrofdbicas, eletrostaticas ou ligagdes dissulfeto.
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Cromatografia de exclusao molecular

Os passos para a purificagdo de uma fosfolipase presente no veneno de B.
moojeni, foram feitos conforme Perchuce colaboradores (2010), onde foi utilizado um
passo cromatografico por gel filtragdo seguido de cromatografia de fase reversa.

ApOs a realizagéo da quantificagao proteica (a partir do método de Bradford) foi
aplicado 10 mg da amostra, diluidapara 1 mL do tampao de eluigdo (bicarbonato de
aménia, 50 mM, pH7,8). Foram coletados 2,5 mL por tubo, totalizando 120 tubos em
cada cromatografia realizada (Figura 21).

O extrato bruto da peconha apresentou um perfil de exclusao molecular com 5

fracOes distintas conforme indicado na figura 16.
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Figura 16. Perfil cromatografico do veneno bruto de B. moojeni obtido por cromatografia de exclusao
molecular (Sephacryl S-100). O extrato bruto foi eluido no tampao bicarbonato de aménia em fluxo

constante de 0,625 mL.min"'. A deteccéo dos tubos foram feitas pela leitura de absorbéancia.

A cromatografia de exclusdo molecular separa as moléculas de um
determinado extrato de acordo com suas massas, onde apresentam diferentes graus
de interacdo com a resina cromatografica.

As fragdes obtidas, foram nomedas de F1 (110 minutos de retencao), F2 (140
minutos de retengao), F3 (150 minutos de retencao), F4 (190 minutos de retencao) e
F5 (237 minutos de retencao). Esses resultados sao similares quando comparados
ao trabalho de Ponce-Soto e colaboradores (2007), onde foi realizado uma
cromatografia de exclusdo molecular, utilizando a resina Superdex 75, obtendo 4
fracdes onde os tempos de retencao das fragcdes foram de 70, 95, 130 e 140 minutos
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e, a fracdo utilizada pela maior atividade fosfolipatica foi a terceira, de 130 minutos
de retengéo.

Passero e colaboradores (2008) purificaram uma fosfolipase proveniente do
veneno de Crotalus durissus adotando o procedimento de cromatografia de excluséo
molecular e fase reversa, ambas em HPLC. No primeiro passo foi observado uma
alta atividade fosfolipatica em uma fracdo que apresentou 85 minutos de retengao.
Kanashiro e colaboradores (2002) adotaram um processo para purificacdo de
fosfolipase similar, utilizando exclusdo molecular seguido de fase reversa. Nesse
trabalho, eles observaram 9 fragdes na cromatografia de exclusdo molecular
(Sephacryl S-100) onde, a cromatografia com maior atividade foi obtida a partir do
tubo 41, porém, adotou-se o fluxo de 1,25 mL.min"' e, além disso, o sistema
cromatografico também foi fechado (HPLC).

Mancuso e colaboradores (1994) obtiveram uma fosfolipase, nomeada de
Piratoxin-1, obtida a partir do veneno de B. pirajai. Eles utilizaram cromatografia de
exclusao molecular e troca idnica. No primeiro passo cromatografico, foi observada a
presenca de 5 fragdes, onde a terceira fragao, apresentando um tempo de retencao
de aproximadamente 140 minutos, mostrou uma elevada atividade fosfolipatica.

Apods cada uma das cromatografias, os tubos que apresentaram uma fragéao,
foram agrupado em um tubo falcon e, posterior liofilizagdo e armazenagem em -20
°C. Para verificar a eficacia da cromatografia, aplicou-se as fragdes obtidas em gel
de policrilamida (SPS-PAGE 12%) (figura 17), nas mesmas condi¢cdes citadas

anteriormente.
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Figura 17. Perfil eletroforético das fragdes obtidas a partir da cromatografia de exclusdo molecular
(Sephacryl S100). As fragbes foram agrupadas em tubos do tipo falcon e, 15 ug de proteinas de cada
fracéo foi aplicado no gel SDS-PAGE 12%.

Com o perfil proteico das fragdes coletadas apos a cromatografia de exclusao
molecular, podemos observar uma separagao parcial do extrato bruto. Como foi
mostrado na figura 15, a eletroforese identificou 8 bandas, aproximadamente e,
como citado na revisao de literatura, as fosfolipases A2 apresentam entre 14 e 18
kDa. Com isso, podemos observar, na fragdo 3, uma massa molecular similar a
literatura.

ApoOs a coleta das 5 fragdes, os materiais foram agrupados em tubos do tipo
falcon e liofilizados para concentrar as amostras. Segunindo, todas as fragdes foram
re-suspendidas e quantificadas, pela metodologia de Bradford, constatando-se uma

média de 20 mg.mL" de proteina em cada uma das fragdes.

Espectrometria de massas

As proteinas previamente purificadas foram observadas como bandas
parcialmente isoladas em gel SDS-PAGE (para uma analise primaria, nao analitica)
e, em seguida, confirmado a massa das fragbes obtidas por MS (Figura 18),
apresentando, em geral, nas fragbes Ill e IV, massas similares as massas de
fosfolipases descritas na literatura e, na fragao lll, foi encontrado uma massa com
peso idéntico a PrTCIll, uma fosfolipase isolada do veneno de Bothrops pirajai,

apresentando 13.867 Da e ponto isoelétrico 8,5.
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Figura 18. Determinagdo de massa por espectrometria. A massa das fragdes foram obtidas em
sistema MALDI-ToF, operado em modo linear usando os ions de insulina para calibragdo externa. Os

espectros de massa obtidos foram submetidos a uma subtracdo automatica de linha de base.

Além da PrTCIll, podemos citar outras fosfolipases que apresentaram massas
moleculares similares: BthTX-l, apresentando 13.800 Da (BRANDEBURGO et al,
1988), BaTX-PLA2, com 13.898 Da (PONCE-SOTO et al, 2007), BE-I-PLA2, com
13.649 Da (MODESTO et al, 2006), BthA-I-PLA2 com 13.758 Da (ROBERTO, et al,
2004), BmooPla2 com 13.601 Da (SILVEIRA et al, 2013), BnSp-7 com 13.726 Da
(RODRIGUES et al, 1999), MjTX-Il com 13.887 (SOARES et al, 1998), BnSP-6 com
13.500 Da (RODRIGUES et al, 1998), CaTxll com 13.675 Da (SAMY et al, 2014).

Os valores de massa molecular observados pela espectrometria de massas
confirmam os valores relativos observados no gel de poliacrilamida. A massa
molecular de aproximadamente 14kDa das PLA2 isoladas s&o similares as do
veneno de outros membros da familia Viperidae, sendo para esta familia, descritas
PLA2 com massa molecular entre 13 e 17kDa (SIX e DENNIS, 2011).
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Atividade proteolitica sobre azocaseina - FllI

Para verificar a atividade proteolitica da fragao lll, foram realizados testes
enzimaticos comazocaseina (Figura 19) e, para o comparativo, foi utilizado a
atividade de tripsina (15ug.mL™").

Como indicado na figura 24, a atividade da fragdo Ill, com a menor

concentragéo testada, foi similar a atividade da tripsina avaliada (100% relativo).
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Figura 19. Atividade proteolitica sobre azocaseina (substrato) utilizando diferentes concentracdes da
amostra. As concentragdes avaliadas foram: 5, 10, 20, 40, 60 e 120 ug,mL™".

Cromatografia liquida de alta performance

A cromatografia de fase reversa pode separar as moléculas de acordo com
diferencas de hidrofobicidade, a partir de passos de eluigdo. Com isso, foi escolhido
a F3, uma das fracdes resultantes do primeiro passo cromatografico, para ser
aplicada no sistema de HPLC (Figura 20). Por meio desta técnica, foi possivel
observar a presenga de quatro fragées, com diferentes tempos de elui¢gao, variando
de acordo com a concentracdo de acetonitrila (A: 42%; B: 45.4%; C: 49.7%; D:
52.2% de acetonitrila). Apds as cromatografias, as fracdes obtidas foram liofilizadas

e armazenadas.
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Figura 20. Perfil cromatografico da fragéo Ill do veneno de B. moojeni apds a aplicagédo da fragdo em
cromatografia de fase reversa (C 18). As frages obtidas apds esse processo, foram denominadas de
A, B, CeD.

Para verificar a pureza das fragbes apds a primeira passagem na coluna C-
18, foi realizado uma segunda aplicacdo em SDS-PAGE (figura 21), onde foi
possivel observar a presenca de bandas abaixo de 25 kDa e, mais especificamente,
a presenga de uma banda majoritaria, na fragdo D, com aproximadamente 13 kDa,

se comparado ao marcador, indicando a presenga de uma fosfolipase.
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Figura 21. Perfil proteico por SDS-PAGE da FllI (exclusao molecular) do veneno de B. moojeni apds a

aplicacdo da fragao em cromatografia de fase reversa (C 18).
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Como mencionado anteriormente, a porcentagem de acetonitrila necessaria
para a eluicdo da fracdo D foi de 52.2%. A fosfolipase BaTX, foi obtida com
aproximadamente 49% de acetonitrila, apés um processo de cromatografia de fase
reversa (PONCE-SOTO et al, 2007). Segundo Oliveira e colaboradores (2011), foi
possivel obter uma fosfolipase, a BthTX-Il, a partir de dois passos cromatograficos
(troca ibnica e fase reversa), apresentando 50% de acetonitrila para sua eluigéo.

Apdés um unico passo cromatografico (fase reversa), Ponce-Soto e
colaboradores (2009) obtiveram uma fosfolipase, nomeada de BaTXIl, da pegonha
de B. alternatus, apresentando 52% de acetonitrila para sua eluigao. Para purificar
duas fosfolipases da pegonha de B. atrox, Kanashiro e colaboradores (2002)
observaram a eluicdo das moléculas com 50% (BaPLA2l) e 54% (BaPLA:lll) de
acetonitriga.

Toyama e colaboradores (2014) obtiveram uma fosfolipase da pegonha de C.
durissus, com aproximadamente 14 kDa, onde apresentou uma eluicdo com
aproximadamente 54% de acetonitrila. Apds dois processos cromatograficos, ambos
de fase reversa, foi possivel obter uma fosfolipase, apresentando aproximadamente
55% de acetonitrila para eluicdo. Essa molécula foi purificada a partir da pegonha de
B. asper (CASTILLO, et al, 2012).

Uma fosfolipase, nomeada de Crotoxin B, presente no veneno de C. durissus
foi purificada, a partir de uma cromatografia de exclusdo molecular seguido de
cromatografia de fase reversa, apresentando aproximadamente 54% de acetonitrila
para sua eluicdo (QUINTANA, et al, 2012). Para purificar a Lys-49, uma fosfolipase
presente no veneno de B. pauloensis, foi utilizado dois passos cromatograficos onde
a molécula alvo apresentou aproximadamente 14 Da, sendo necessario 47% de
acetonitrila para sua eluicao (AZEVEDO et al, 2015).

Segundo de Moura e colaboradores (2014), foi possivel eluir uma fosfolipase
com 47% de acetonitrila, a Asp49, pesente na toxina da B. mattogrossensis. Foi
observado aproximadamente 80% de acetonitrila para eluir uma fosfolipase do
veneno de B. jararacussu, uma porcentagem superior se comparar com as demais
citadas.

Apos o segundo passo cromatografico, a fracdo “D” foi re-cromatografada, a
fim de obter uma fracdo mais pura, tendo em vista que no gel, observou-se uma
banda, sugerindo a presenga concentrada de fosfolipase, porém, contaminada com

outras fragdes, menos concentradas.
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Figura 22. Perfil cromatografico da fragcdo D apds a aplicagdo da fragdo em cromatografia de fase

reversa (C 18). As fracdes obtidas apds esse processo, foram denominadas de E eF. O gradiente do

solvente organico apresentou

A recromatografia consistiu no mesmo processo adotado anteriormente, com

a concentragcdo de acetonitrila variando de 5-95%. Apds esse terceiro passo

cromatografico, as fragdes foram coletadas, liofilizadas.

atividade proteolitica sobre caseina (Figura 23).

ApoOs a terceira etapa cromatogréfica, foi realizado uma nova avaliagao de
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Figura 23. Avaliagédo da atividade proteolitica da fracdo F do veneno de B. moojeni, verificada com

diferentes concentragdes da fragéo testada.

ApoOs a terceira etapa cromatogréfica, foi realizado uma nova avaliagao de
atividade proteolitica sobre caseina (Figura 23). O grafico representa a curva de
atividade da fragao f do veneno de B. moojeni com avaliagédo de 4 concentragdes
testadas no ensaio frente ao substrato azocaseina 1% com monitoramento da
absorbancia dos produtos formados através do ensaio a 440 nm. Na primeira
concentragao testada para o ensaio, foi possivel observar atividade relativa das
enzimas contidas na fragdo com absorbancia média de 0,075 nm e margem de
desvio padrdo de aproximadamente 4% para essa primeira concentracdo. As
posteriores concentragdes utilizadas no ensaio (5; 10; 20 ug.mL™") apresentaram
valores de absorbancia de aproximadamente 0,162; 0,261 e 0,372 nm conforme

verificadas pelo ensaio, todas com porcentagem de desvio padrédo menor que 5%.

Atividade antibacteriana

Como foi descrito na tabela 04, os venenos das serpentes do género Bothrops
apresentam uma ampla variedade de aplicagdes. E se avaliarmos os trabalhos que
descrevem as atividades antibacterianas, podemos destacar as atividades das

fosfolipases.
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Ja foram descritas atividades de fosfolipases incubadas com cepas de
Escherichia coli, Staphylococcus aureus (SILVEIRA et al, 2013), E. coli e Candida
albicans (STABELI et al, 2006), E. coli e S. aureus (RODRIGUES et al, 2009), entre
outros.

Para os ensaios antimicrobiolégicos, foram avaliados o crecimento de células
planctonicas (Figura 24) e formagédo de biofilme (Figura 25) apds a incubacédo da
fracdo “F” com a bactéria Staphylococcus aureus (G+). O tempo para a avaliagdo do
crescimento foi de 24 horas.

120%

100% =

80%

60% B B

40%

Crescimento Bacteriano (%)

20%

» B Y Y B Y BT B Y |
8 16 256

32 64 128 512 1024

S.aureus 4

Concentragdo pg.mL?

Figura 24. Avaliagédo do crescimento bacteriano de células plancténicas de S. aureus incubados com
diferentes concentracdes de antibiotico (barras escuras) e a fragéo F do veneno de B. moojeni (barras
claras).
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Figura 25. Avaliagdo do crescimento bacteriano em formacao de biofilme S. aureus incubados com
diferentes concentragdes de antibiético (barras escuras) e a fragao F do veneno de B. moojeni (barras
claras).

Como indicado na introdugdao desse trabalho, as PLA2 apresentam uma
atividade bactericida. Essa atividade foi avaliada sobre a linhagem de S. aureus
tanto em células plancténicas, como em formadores de biofilme. Essas atividades de
crescimento foram comparadas com o crescimento das unidades avaliadas sem a
presenga da amostra. No crescimento de células plancténicas, foi possivel observar
uma inibicdo da atividade bacteriana nas duas maiores concentracoes testadas
(1024 e 512 yg.mL™"), onde a atividade da fragéo testada foi similar a atividade do
antibidtico.

Foi observado, no trabalho de Samy e colaboradores (2014) a atividade de
CaTx-Il, uma fosfolipase proveniente do veneno de C. adamanteus. Nesse estudo,
os autores relataram uma alta atividade fosfolipatica e, quando incubado com S.
aureus, a molécula apresentou uma atividade antimicrobiana similar ao antibiético
testado (clorofenicol). A atividade inibitéria minima do crescimento bacteriano foi
com 20 ug da fosfolipase e 30 ug do antibidtico.

Uma fosfolipase (presente no veneno de C. durissus terrificus foi isolada,
apresentando 14.425 Da. Sua atividade antibacteriana foi testada contra Clavibacter
michiganensis (Gram+) e apresentou um alto potencial inibitério no crescimento

bacteriano. Apds uma analise de microscopia eletrénica, a bactéria testada
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apresentou uma extensa vesiculacao e formacéo de poros na membrana bacteriana,
mostrando um crescimento de aproximadamente 12%, quando comparado ao grupo
controle (TOYAMA et al, 2014).

A BthA-I-PLA2, uma fosfolipase purificada da pegonha de Bothrops jararaca,
contendo 13.758 Da, foi incubada com S. aureus e, apés 60 minutos de avaliagao,
160 pug da molécula avaliada foi capaz de reduzir o crescimento da bactéria para
aproximadamente 20%, ao comparar com o crescimento controle (ROBERTO et al,
2004). A partir do veneno de B. moojeni foi obtido a BmooPLA2, uma fosfolipase que
apresentou 13,601 Da. Para verificar a atividade dessa molécula, 80 e 160 yg.mL"’
foi incubada com S. aureus, verificando sua atividade antibacteriana. Apods 60
minutos, foi verificado um crescimento de apenas 20% da bactéria (SILVEIRA et al,
2013).

Segundo Stabeli e colaboradores (2009), a MjTX-II, uma fosfolipase provinda
da peconha de B. moojeni, apresentou uma atividade que inibiu em 80% o
crescimento das unidades formadoras de colbnias de Escherichia coli. Essa
atividade das fosfolipases podem estar relacionadas ao fato das mesmas serem
responsaveis pela hidrolise de fosfolipideos de membrana (SAJEVIC et al, 2011).

As fosfolipases purificadas da pegonha das mais diversas serpentes sao
proteinas multifuncionais, com promissoras aplicacbes biotecnoldgicas. O
isolamento e caracterizagdes de suas funcionalidades podem proporcionar um maoir
entendimento de seu mecanismo de agao, ampliando as possibilidades de utilizacao

dessas moléculas como modelos para tratamentos das mais diversas doengas.



CAPITULO lI: Potamotrygon falkneri
1. INTRODUGAO
1.1 Distribuigado das arraias

Os peixes que sdo agrupados por apresentarem esqueleto cartilaginoso
estdo na classe dos chondrichthyes e, atualmente estdo divididos em duas
subclasses: os Elasmobranchii (tubardes e arraias) e Holocephali (quimeras)
(STORER, et al 1991). As arraias sao peixes que apresentam uma maior
quantidade de espécies marinhas, possuem o corpo comprimido dorso-
ventralmente e aberturas branquiais na face ventral e apresentam olhos e
espiraculos localizados no topo da cabegca (COMPAGNO, 1999; ROSA, 1985).

As arraias estao distribuidas em 22 familias, apresentando 535 espécies
descritas (NELSON, 2006), onde podemos observar uma particularidade em
uma familia na classe dos chondrichthyes, os Potamotrygonidaes. Os
representantes desse grupo sao os unicos componentes totalmente restritos ao
ambiente de agua doce, representando uma importante parte da ictiofauna
neotropical (COMPAGNON e COOK, 1995).

Segundo Nelson e colaboradores (2006), podemos encontrar cinco
géneros dentro da familia Potamotrygonidae: Heliotrygon, Paratrygon,
Plesiotrygon, Teaniura e Potamotrygon, onde as espécies desses géneros
podem ser encontradas em todo o litoral brasileiro e nos rios das regides norte
e centro-oeste (NELSON et al, 2006)

Os exemplares do género Potamotrygon, sao restritos as ramificagbes
dos rios da América do Sul onde o Brasil é o pais que mais abrange espécies
desse género (13 espécies). A espécie P. falkneri pode ser encontrada nos rios
da Argentina, Paraguai e Brasil (Figura 26) (CARVALHO et al, 2003).
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Figura 26. Exemplar (esquerda) e area de distribuicdo geografica (direita) da espécie

Potamotrygon falkneri, segundo Gées de Araujo, 2009.

1.2 Ictismo

Os acidentes e intoxicagbes causadas por peixes (marinhos e pluviais)
sdo denominados de ictismo. Quando ocorre uma mordedura ou ferroada por
um peixe, esse tipo de acidente € denominado de acidente acantotoxico;
quando ocorre a ingestdo de toxinas que podem estar presentes em 6rgaos e
tecidos, esse tipo de acidente é denominado de acidente sarcotéxico (LIMA e
FERREIRA, 2000). No acidente acantotoxico ocorre a introdugao do ferrao do
peixe na presal/predador, onde os ferrdes apresentam a caracteristica de serem
pontiagudos e serrilhados (Figura 02). Os ferrdes sao envolvidos por uma
bainha onde as glandulas de veneno encontram-se nas nadadeiras dorsais,
peitorais ou caudais (dependendo do local de insergao do ferrdo) (HADDAD,
2003).

O aparato inoculatério de toxina das arraias € denominado de ferrdao ou
espinho (CARAS, 1974) e, segundo Thorson e colaboradores (1988),
geralmente € localizado apds a por¢do mediana da cauda, na linha dorsal
(Figura 27), podendo haver variacbes na localizagdo do ferrdo entre as

especies.
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Figura 27. Porcao final da cauda da arraia da espécie P. falkneri. Detalhe para o ferrao exposto
na porgdo mediana (LAMEIRAS et al, 2014).

Os ferrbes das arraias passam por uma substituicdo periddica,
consistindo em uma estrutura aculminada, tendo em sua composic¢ao principal
uma camada de esmalte que reveste uma estrutura de vaso-dentina e
encontra-se alicergada em por colageno, na regidao dorsal da cauda (CARAS,
1974).

No Brasil, do ponto de vista médico, as familias de arraias mais
importantes s&o: Dasyatidae, Gymnuridae, Myliobatidae, Rhinopteridae,

Urolophidae (marinhas) e Potamotrygonidae (dulcicolas) (NUNES et al, 2005).

Espinho Sermrilhado
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Figura 28. Mecanismo de defesa utilizado pelas arraias evidenciando o aparelho inoculador
(espinho serrilhado) (FENNER et al, 1988).

As células especializadas na produgédo da pegonha das arraias de agua
doce, recobrem a periferia do ferrdo, sendo caracterizadas por possuirem

granulos de secrecéo no citoplasma dessas células (DEHGHANI et al, 2010).

1.3 Acidentes com arraias

Nao se tem registro ou descri¢des de acidentes que levaram alguma
pessoa a Obito em decorréncia do envenenamento com arraias. Esse tipo de
fatalidade pode ocorrer em casos raros onde as espécimes possuem ferroes
grandes, onde podem atingir e perfurar érgaos vitais (ARAUJO et al, 2004).

Como os acidentes normalmente ocorrem em regides com dificil acesso,
as notificacbes ndo ocorrem, dificultando as informacbes epidemiolégicas
nesse aspecto. Por isso, o0 mais comum de ser observado, s&o relatos isolados
desses acidentes (HADDAD, 2010).

Esses acidentes podem ser caracterizados por uma reacao inflamatéria
e hiperalgesia local (MONTEIRO-dos-SANTOS et al, 2011). Ainda pelo mesmo
autor, o acidente pode apresentar manifestacbes precoces, evidenciando a
aparicdo de eritremas e edema proximo ao local do contato, formagao de uma
necrose central podendo acarretar uma ulceragao.

A lesdo causada pelo ferrdo, pode apresentar infec¢gdes secundarias
(DOMINGOS et al, 2011). Além disso, €& possivel observar alteragdes
sistémicas, evidenciando as nauseas, vémitos, febre, sudorese e taquicardia
(GARRONE NETO; HADDAD, 2010).

1.4 Potencial biotecnolégico para a toxina de arraias

Poucos estudos utilizando o potencial farmacolégico das arraias foram
realizados até o momento, se compararmos com o potencial farmacolégico de
outros animais venenosos. Isso pode ser relacionado pela dificuldade na
obtencao de quantidade relevantes do material (CHURCH, HODGSON, 2002).

As atividades evidenciadas com a toxina das arraias foram: efeitos
cardiovasculares (RUSSEL; VAN HARREVELD, 1954), atividade hipotensiva
da espécies P. motoro (RODRIGUES, 1972), inducao de rabdomidlise

sisttmica e atividade miotdéxica para as espécies P. motoro e P. iwanae
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(LAMEIRAS et al, 2014), atividades dermonecrética, miotdxica e hialuronidasica
para a espécie P. falkneri (BARBARO et al, 2007), atividade proteolitica,
inflamatoria e antimicrobiana para a espécie P. henlei (MONTEIRO-dos-
SANTOS et al, 2011), atividade necrética para as espécies P. scobina e P.
orbignyi (MAGALHAES et al, 2006), fragdes com atividade antibacteriana no
muco de P. henlei (CONCEICAO et al, 2012) e atividades antibacteriana do
muco da epiderme de P. motoro (CHURCH et al, 2003). Além das atividades
apresentadas, poucos sao os trabalhos que mostraram a purificacdo de uma
proteina ou peptideo de arraia do género Potamotrygon, descrevendo sua

atividade.
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2. OBJETIVOS

2.1 Geral

Caracterizacdo do perfil proteico por meio de eletrofores em gel de
poliacrilamida e técnicas cromatograficas do muco presente no ferrdo de

Potamotrygon falkneri.

2.2 Especificos

o Coleta dos individuos da espécie P. falknerino rio Canindé, situado no
municipio de Nioaque-MS, area de mata de galeria;

o Extracdo do muco presente no ferrdo dos animais coletados;

o Caracterizacdo do perfil proteico do muco retirado do ferrao dos
individuos coletados;

o Caracterizacao do perfil cromatografico do muco do ferrdo dos individuos

coletados.
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3. Material e métodos
3.1 Material biolégico

Os ferrbes foram extraidos de arraias da espécie P. falkneri, coletadas
no Rio Canindé, municipio de Nioaque, no estado de Mato Grosso do Sul
(coordenadas: 21°14°57’ sul 55°51'34” oeste), apresentando metodologias de
busca ativa (pesca) e coleta por terceiros. Para a obtengdo do muco, os ferrdes
das espécimes foram extraidos com auxilio de alicate de bico e mantidos em
um pote coletor universal, sob refrigeragcdo constante, até o momento das
analises. Apos o procedimento de obtencdo dos ferrbes, os mesmos foram
lavados com tampé&o bicarbonato de aménia (pH 7,8, 50 mM) e raspados, com

auxilio de uma espatula, para retirada total do muco que reveste os ferrdes.

3.2 Quantificagao proteica

As proteinas presentes nomuco dos ferrdes foram quantificadas a partir
do método de Bradford (1976), utilizando albumina sérica bovina (BSA) como
padrdo, nas concentragdes de 80, 40, 20, 10, 5, 2,5 e 1,25 ug.mL-'. Nesta
técnica, a interferéncia das proteinas com absorbancia do corante Comassie
Brilliant Blue G-250 em meio altamente acido resulta em modificacdo

proporcional da cor detectavel em um comprimento de onda 595 nm.

3.3 Eletroforese em gel de poliacrilamida em condigées desnaturantes
(SDS-PAGE)

A massa molecular do muco, foram estimadas por eletroforese em gel de
poliacrilamida, nas concentragcdes de 12% para o gel separador e 5% para o
gel empilhador, na presenga de SDS, a partir da metodologia descrita por
Laemmli (1970). Para essa finalidade, a amostra foi diluida em tampao da
amostra (redutor) 2x (Tris-HCI 1 M pH 6,8; glicerol 30%, SDS 9%; azul de
bromofenol 1%, B-mercaptoetanol 20%), sem processo de incubagao. A corrida
ocorreu com uma voltagem constante (75 V), por aproximadamente 2 horas,
conduzidas com tampé&o de corrida (Tris 25 mM; glicina 0,1 M, SDS 1%; pH
7,6). Em cada pogo do gel, foi aplicado 15 mg de proteina. Para a comparagao
de peso molecular, foi utilizado o padréo de peso molecular PROMEGA® (The
Broad Range Protein Molecular Weight Markers - possuindo os seguintes
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massas moleculares: 225, 150, 100, 75, 50, 35, 25, 15 e 10 kDa). Apds o
término das corridas, os géis foram corados com a solugdo corante de
Comassie Brilhant Blue (agua, metanol, acido acético e Coomassie Brilhant
Blue), durante 30 min e, logo em seguida, descorados com agua destilada,

sendo mantidos sobre leve agitagao.

3.4 Cromatografia liquida de alta performance

O extrato bruto do muco do ferrdo de P. falkneri foi aplicado em
cromatografia de fase reversa HPLC (NST C-18) coluna analitica, usando
gradiente linear de 5-95% de acetonitrila em acido trifluoracético 0,1% (v:v). O
fluxo de 2,5 mL.min"" foi utilizada para a obtencao de fragdes do extrato bruto.
As eluicbes protéicas serao monitoradas a 216 e 280 nm. As fragdes coletadas

foram identificadas e liofilizadas.

53



4 Resultados e discussao

Como foi citado na introdug¢do do trabalho, poucos estudos utilizando o
potencial farmacolégico das arraias foram realizados até o momento, se
compararmos com o potencial farmacologico de outros animais venenosos.
Isso pode ser relacionado pela dificuldade na obtencdo de quantidade
relevantes do material (CHURCH, HODGSON, 2012).

As espécimes coletadas (n=2) foram provindas apenas por doagbes de
terceiros, moradores das regides proximas ao rio Canindé, no municipio de
Nioaque.

O ferrdo foi extraido da cauda dos individuos por meio de extragao
mecanica, com o auxilio de um alicate. Apds a remocéao do ferrdo, 0 mesmo foi
mantido em um tubo tipo Falcon (50 mL), alocados em freezer (-20 °C) para
posterior analises.

O material de trabalho (muco) foi retirado com a lavagem do ferrdo
utilizando tampao bicarbonato de amdnia (50 mM, pH 7.8) com auxilio de uma
espatula de aluminio, a fim de retirar a maior quantidade do material. Apds
essa etapa, a amostra foi congelada e liofilizada, para concentragdo e

armazenamento.

4.1 Estimativa de massa molecular do extrato bruto por SDS-PAGE

Foi realizado a analise eletroforética por SDS-PAGE do extrato bruto
obtido apds a lavagem dos ferrbes coletados. O muco foi faciimente
ressuspendido em agua milli-Q para aplicagédo no gel de poliacrilamida (Figura

29), aplicando-se uma quantidade de 15 ug em cada poco.
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Figura 29. Perfil eletroforético do extrato bruto do veneno de Potamotrygon falkneri. MW:

Marcador; EB: Extrato Bruto.

O perfil eletroforético de P. falkneri apresentou 7 bandas: 20, 25, 35, 45,
50, 60 e 150 kDa. Ao analizar o perfil proteico de P. falkneri, podemos
comparar as massas aproximadas com proteinas encontradas em outros
peixes, uma vez que a composigao proteica detalhada dos individuos desse
género ndo é bem descrita. Balasubashini e colaboradores (2006) ja
descreveram uma protease de 45 kDa na pegonha do peixe-ledo (Pterios
volitans). Magalhdes e colaboradores (2008) descreveram uma hyaluronidase
presente na arraia P. motoro, apresentando 79 kDa. O veneno das arraias P.
scobina e P. orbignyi, apresentaram atividade edematogénica, nociceptiva e
resposta inflamatéria (MAGALHAES et al, 2006), sendo descrita a familia

proteica Natterin, com aproximadamente 38 kDa.
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4.2 Cromatografia liquida de alta performance
O perfil cromatografico do muco de P. falkneri apresentou 4 fragdes
(nomeadas de 1 a 4). Apds essa andlise, as fragbes foram coletadas,

identificadas, liofilizadas e mantidas em refrigeragéo.
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Figura 30. Perfil cromatografico do extrato bruto do veneno de P. falkneri apds a aplicagdo em

cromatografia de fase reversa (C 18) — RP-HPLC C18. As fragbes obtidas foram denominadas

F1, F2, F3 e F4. O gradiente linear de acetonitrila foi monitorado de 5 a 95%.

Esse perfil cromatografico obtido, ndo apresenta similaridade com outros
perfis cromatograficos do muco do ferrdo de arraias do género Potamotrygon,
descritos nos trabalhos de Conceicdo e colaboradores (2006), Magalhaes e
colaboradores (2008), Conceicdo e colaboradores (2009) e Conceicdo e
colaboradores (2012). Em todos os trabalhos citados acima, os perfis

cromatografico apresentaram aproximadamente 10 fragdes.
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Conclusao

O presente estudo contou com trés passos cromatograficos para purificar
uma possivel fosfolipase da toxina de Bothrops moojeni. Esses processos de
purificagdo ja foram previamente descritos, e, em alguns casos, apresentando
apenas dois passos cromatograficos. A fragdo isolada e avaliada, apresentou
uma alta atividade enzimatica, quando comparada a atividade da enzima
controle. Além disso, apresentou uma alta atividade inibitéria de crescimento
bacteriano ao ser incubado com cepas isoladas de S. aureus.

Por diversos problemas experimentais, os resultados obtidos com arraias
P. falkneri ndo apresentaram uma avaliagdo concreta. O baixo numero de
espécimes coletados juntamente com as coletas realizadas por terceiros, pode
ter corroborado com a obtencdo dos baixos resultados. Seria necessario mais
repeticoes com outras amostras das mesmas espécies para avaliarmos a
representabilidade dos dados.

A diversidade bioldgica, especialmente a encontrada no Brasil, estimulam
estudos visando a descoberta de novos farmacos. Pesquisas com muco de
arraias, principalmente as do género Potamotrygon, sao escassas, devido a
dificuldade e quantidade de coleta dos mateiais. Porém, as poucas descricdes
para aplicagdes biotecnolégicas do muco apresentam uma boa perspectiva.O
grande interesse na compreensado da estrutura e fungdo dos diversos grupos
proteicos dos venenos de serpentes (em destaque as fosfolipases), podem
mostrar uma contribuicdo no entendimento dos mecanismos de acdes das
atividades enzimaticas. Além disso, facilita a compreensdo no conhecimento da
fisiopatologia da intoxicacdo e amplia a busca de novos produtos de interesse
biotecnolégico. Apresentando uma alta atividade enzimatica e uma atividade
inibitéria de crescimento bacteriano, a possivel fosfolipase avaliada nesse
trabalho demonstrou ser uma molécula com aplicagdes biotecnolégicas. Os
estudos das proteinas de veneno, principalmente as fosfolipases, constituem em
valiosas ferramentas biolégicas, além de apresentar um elevado potencial

biotecnoldgico.
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