UNIVERSIDADE FEDERAL DA PARAIBA UDC:
PGBCM

CENTRO DE CIENCIAS EXATAS E DA NATUREZA
PROGRAMA DE POS-GRADUAGCAO EM BIOLOGIA CELULAR E

MOLECULAR

ESTUDOS FUNCIONAIS E BIOFISICOS DE UMA FOSFOLIPASE A,

ISOLADA DA PECONHA DA SERPENTE Bothrops alternatus

MICAELA DE MELO CORDEIRO EULALIO

Jodo Pessoa- PB

2020



JOC

UNIVERSIDADE FEDERAL DA PARAIBA PGBCM

CENTRO DE CIENCIAS EXATAS E DA NATUREZA

ESTUDOS FUNCIONAIS E BIOFISICOS DE UMA FOSFOLIPASE A,

ISOLADA DA PECONHA DA SERPENTE Bothrops alternatus

MICAELA DE MELO CORDEIRO EULALIO

Docente / Orientadora: Prof? Dr? Daniela Priscila Marchi Salvador

Co-orientador: Dr Guilherme Henrique Marchi Salvador

Laboratorio de Cristalografia de Proteinas — CPrLab
DBM/CCEN/UFPB

Laboratorio de Biologia Molecular Estrutural - LBME
DFB/ IBB/ UNESP

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pds-

Graduacdo em Biologia Celular e Molecular do

Centro de Ciéncias Exatas e da Natureza, da

Universidade Federal da Paraiba, como parte dos

requisitos para obtencdo do titulo de Mestre em

Biologia Celular e Molecular.

Jodo Pessoa- PB

2020



E8B82z Luldlio, Micazla de Melo Cordeiro.

Estudos funcicnais e biofisicos de uma fosfolipase B2
igolada da pegonha da serpente Bothrops alternatus /
Micacela de Melo Cordeiro EBulalio. - Jodo DPegooa, 2021,

76f. : 1il.

Orientagdo: Daniela Prigcila Marchi Salvador.
Coorientagdc: Guilherme Henrique Marchi Salwvador.
Digsertacgdo (Mestrado) - UFPB/CCEN.

1. Biclogia cslular e molecular. 2. Urutu cruzeiro. 3.
Efeito cocagulante. 4. Atividade oxidante. 5. Agdo
catalitica. 6. PLAZ &cida. I. Salvador, Daniela
Priscila Marchi. II. Salwvador, Guilherms Henrique
Marchi. III. Titulo.

UFEB/EC CDU 576+577.2(043)




MICAELA DE MELO CORDEIRO EULALIO
Dissertagdo de Mestrado avaliada em 10/12/2020

BANCA EXAMINADORA

%d%ucy{cé;‘f e .

Profa. Dra. Helane Maria Silva da Costa
Programa de P6s-Graduagdo em Biologia Celular e Molecular da Universidade Federal da Paraiba

(Presidente e Representante da Orientadora Profa. Dra. Daniela Priscila Marchi Salvador)

Clnd 1* fﬁ:f

Prof. Dr. Claudio Roberto Bezerra dos Santos
Programa de Pds-Graduagdo em Biologia Celular e Molecular da Universidade Federal da Paraiba

(Examinador Interno)

Profa. Dra. Juliana Pavan Zuliani
Programa de Pds-Graduagédo em Biologia Celular e Molecular do Instituto Oswaldo Cruz

(Examinadora Externa)



“A tarefa ndo é tanto ver aquilo que ninguém viu, mas pensar 0 que ninguém ainda pensou sobre
aquilo que todo mundo vé.”

Arthur Schopenhauer



Agradecimentos

Ao programa de Pos-Graduacdo em Biologia Celular e Molecular (PGBCM), pela oportunidade
de realizagdo deste mestrado.

A minha orientadora, Dra. Daniela Priscila Marchi Salvador, por todo o apoio, pela excelente
orientacdo e por todos o0s ensinamentos transmitidos, tendo sido imprescindivel para o
desenvolvimento deste trabalho.

Ao meu co-orientador, Guilherme Henrique Marchi Salvador, por sua disposi¢cdo e contribuicéo
imprescindivel para o desenvolvimento deste trabalho, como também por todo o aprendizado
transmitido ao longo de todo o trabalho.

Ao Prof. Dr. Marcos Roberto de Mattos Fontes da Universidade Estadual Paulista (UNESP) em
Botucatu e a todos que fazem parte do Laboratério de Biologia Molecular Estrutural - LBME, por
disponibilizarem materiais e espaco fisico para uma parte desta pesquisa.

Aos meus colegas e amigos do Laboratdrio de Cristalografia de Proteinas — CPrLab, por todo o
apoio e companheirismo.

A professora Paula Helena Santa Rita da Universidade Cat6lica Dom Bosco-UCDB em Campo
Grande por disponibilizar a peconha para este estudo.

A professora Lucilene Delazari dos Santos, pesquisadora credenciada no Centro de Venenos e
Animais Peconhentos (CEVAP, UNESP - Botucatu), por sua contribuicdo em parte deste
trabalho.

Aos professores, funcionarios e colegas do PPGBCM/UFPB pela convivéncia e aprendizado ao
decorrer deste curso.

A Coordenagéo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior — CAPES, pela concessdo de
bolsa que proporcionou suporte financeiro durante o periodo do curso.

Por dltimo, porém ndo menos importante, a todos os meus familiares, em especial, minha mae,
Maria José, e meus irméos, Marcela e Marcelino, por todo o apoio durante este e outros periodos
importantes de minha vida e, em memdria, a0 meu amado pai, Antonio. E também, a minha
namorada, Jaltanise, por todo carinho e atencédo, e aos amigos que sempre estiveram ao meu lado.



ESTUDOS FUNCIONAIS E BIOFISICOS DE UMA FOSFOLIPASE A; ISOLADA DA
PECONHA DA SERPENTE Bothrops alternatus

Resumo

Serpentes do género Bothrops séo de grande interesse cientifico, médico e social no Brasil, pois
sdo responsaveis pelo maior nimero dos acidentes ofidicos que ocorrem no pais. As toxinas
isoladas de peconhas ofidicas apresentam diversas atividades bioldgicas e séo classificadas em
diferentes classes, sendo uma delas as fosfolipases A, (PLA?), que podem causar uma variedade de
alteracdes fisiologicas ao serem inoculadas em organismos. Este estudo objetivou isolar,
caracterizar e avaliar as funcdes biologicas de uma PLA, (BaltAc-PLA;) da peconha bruta da
serpente Bothrops alternatus, conhecida popularmente como urutu-cruzeiro. A purificacdo dessa
toxina foi realizada usando dois passos de cromatografia liquida (troca i6nica e fase reversa). Com
0 intuito de verificar a pureza das amostras obtidas nos experimentos de cromatografia liquida,
géis de poliacrilamida (SDS-PAGE) a 12% (m/v) foram realizados. Ensaios de Espectrometria de
Massas, Espectroscopia do Dicroismo Circular e Espalhamento de Luz Dindmico foram realizados
para a caracterizacdo fisico-quimica da toxina isolada. A acdo catalitica da toxina foi avaliada
espectrofotometricamente utilizando o substrato Diheptanoil Tio-PC e de modo indireto, com
eritrocitos e gema de ovo. Além disso, foram avaliados trés potenciais inibidores: varespladib,
suramina e &cido rosmarinico. O potencial efeito oxidante da BaltAc-PLA, sobre solucdes de
hemoglobinas (SolHb) foi realizado utilizando leitor de microplacas (Multiskan GO), nos
comprimentos de ondas de 540 e 630 nm. Para avaliar a atividade coagulante, leituras foram feitas
com a utilizacdo do equipamento Coagmaster 2.0 (Wama). BaltAc-PLA; é uma proteina de carater
acido e cataliticamente ativa, com uma massa molecular aproximada de 14 kDa estimada por
SDS-PAGE. As analises dos fragmentos de ions por MS/MS mostraram uma sequéncia de
aminoacidos do sitio catalitico CCFVHDCCYGK, apresentando homologia com varias PLA; de
carater acido presentes nas peconhas de serpentes do género Bothrops. Estudos estruturais
utilizando esta PLA, podem auxiliar no desenvolvimento de novos agentes terapéuticos, por

possuir potencial cientifico e tecnolédgico elevado.

Palavras-chave: urutu cruzeiro; efeito coagulante; atividade oxidante; acdo catalitica; PLA; &cida.



FUNCTIONAL AND BIOPHYSICAL STUDIES OF A PHOSPHOLIPASE A2 ISOLATED
FROM THE VENOM OF SNAKE Bothrops alternatus

Abstract

Snakes of the Bothrops genus are of great scientific, medical and social interest in Brazil, because
they are responsible for the largest number of snakebites that occurrences in the country. Toxins
isolated from snake venoms have several biological activities and are classified in different
classes, one being phospholipases A, (PLA;), which can cause a variety of physiological changes
when inoculated in organisms. This study aimed to isolate, characterize and evaluate the biological
functions of a PLA, (BaltAc-PLA;) from the crude venom of the snake Bothrops alternatus,
popularly known as urutu-cruzeiro. The purification of this toxin was performed using two
chromatography steps (anion exchange and reverse phase). With the intention to verify the purity
of the samples obtained in the liquid chromatography experiments, polyacrylamide gels (SDS
PAGE) at 12% (w/v) were performed. Mass spectrometry, Circular Dichroism Spectroscopy and
Dynamic Light Scattering tests were performed to physico-chemical characterization the isolated
toxin. The catalytic action of the toxin was evaluated spectrophotometrically using the substrate
Diheptanoyl Thio-PC and indirectly, with erythrocytes and egg yolk. In addition, three potential
inhibitors were evaluated: varespladib, suramine and rosmarinic acid. The potential oxidizing
effect of BaltAc-PLA, on hemoglobin solutions (SolHb) was performed using microplate reader
(Multiskan GO) in wavelengths of 540 and 630 nm. To assess the coagulant activity, readings
were made using the Coagmaster 2.0 (Wama) equipment. BaltAc-PLA; is an acidic character and
catalytically active protein, with an approximate molecular mass of 14 kDa estimated by SDS
PAGE. The analysis of ion fragments by MS / MS showed an amino acid sequence from the
catalytic sitt CCFVHDCCYGK, presenting homology with several PLA, of acid character present
in venoms of snakes of the genus Bothrops. Structural studies using this PLA, can assist in the
development of new therapeutic agents, for possessing high scientific and technological potential.

Keywords: urutu cruzeiro; coagulant effect; oxidizing activity; catalytic action; Acidic PLA..



Lista de Abreviaturas e Siglas

ACN Acetronitrila.

Asp49-PLA, Fosfolipase A, que possui um residuo de &cido aspartico na posicao 49.
CaCl, Cloreto de célcio.

CD Dicroismo Circular.

DLS Espalhamento de Luz Dindmico do inglés ‘Dynamic Light Scattering’
LAAO L-amino&cido oxidase.

Lys49-PLA; Fosfolipase A, que possui um residuo de lisina na posicao 49.

PLA; Fosfolipase A, do inglés Phospholipase A,

mAU Mili Unidade de absorbancia.

mL Mililitro.

mM Milimolar.

PBS Solugéo Salina Tamponada, do inglés Phosphate Buffered Saline.

PB Tampdo Fosfato, do inglés Phosphate Buffer.

PEG Polietileno glicol.

pH Potencial Hidrogenidnico.

SDS-PAGE Eletroforese em Gel de Poliacrilamida com Dodecil Sulfato de Sédio, do inglés

Sodium Dodecyl Sulfate, Polyacrylamide Gel Electrophoresis.

SE Suspensao de Eritrocito.

ST Sangue Total

SVMPs Metaloproteinases de veneno de serpentes
SvSPs Serinoproteinases de veneno de serpentes
Mg Microgramas.

pL Microlitro.
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1. INTRODUCAO

Acidentes causados por serpentes sdo um problema de salde puablica que afeta,
principalmente, paises de clima tropical, subtropical e areas rurais de paises da Africa, Asia,
Oceania e América Latina (WHO, 2014). O risco de acidentes ofidicos é uma preocupacao diaria,
especialmente para as comunidades rurais e peri-urbanas, nas quais centenas de milhdes de
pessoas dependem da agricultura ou da caga de subsisténcia para sobreviver (OMS, 2019a).
Apesar dos acidentes ofidicos serem de grande importancia nestas regides, somente a partir de
junho de 2017, o ofidismo foi incluido na lista de Doengas Tropicais Negligenciadas da
Organizacdo Mundial da Saude (OMS, 2019b; CHIPPAUX, 2017). Acidentes ofidicos causam
mais Obitos do que algumas doencas presentes na lista de doengas negligenciadas da OMS como
dengue, colera, leishmaniose, esquistossomose, encefalite japonesa e doenca de chagas
(WILLIAMS, 2010).

Estima-se que 5,8 bilhGes de pessoas vivem em areas onde o ofidismo apresenta ocorréncia
relativamente comum. Anualmente, 1,8 a 2,7 milhdes de pessoas sdo acometidas pelo ofidismo e,
dessas, entre 90-138 mil progridem para o 6bito (SILVA; ISBISTER, 2020). O Brasil esta entre os
cinco paises da America Latina com maiores estimativas mundiais para acidentes ofidicos e, na
América do Sul, apresenta o maior indice de empeconhamento, com aproximadamente 29 mil
casos ao ano (SANTOS, 2018; BERNARDE, 2014). No Brasil, dos 30.482 casos de ofidismo
registrados no ano de 2019, 8.557 ocorreram na regido Nordeste, sendo destes, 4.569 ocasionados
pelo género Bothrops (BRASIL, 2019). As serpentes do género Bothrops sdo distribuidas em todo
o territorio nacional, apresentando maior relevancia devido a sua extensa distribuicdo geogréfica e,
consequentemente, apresentam maior incidéncia nos casos notificados de acidentes ofidicos, com
68,55% e letalidade de 0,31% (BRASIL, 2018; 2019).

Um dos principais problemas associados ao envenenamento botrépico € o proeminente
dano local causado pela picada que, em casos mais severos, pode evoluir para necrose e
amputacdo do membro afetado (GUTIERREZ et al., 2006). Isbister e Silva (2018) relataram que
pessoas acometidas pelo ofidismo podem apresentar problemas psicolégicos e econdmicos, a
exemplo de pacientes no Sri Lanka que apresentaram sintomas de depressdo e transtorno pos-
traumatico, onde cerca de 10% n&o voltaram ao trabalho, consistindo também em um fardo
econdmico substancial para o pais.

Atualmente, a administragdo do soro antiofidico consta como Unico tratamento especifico
disponivel para o empeconhamento por serpentes (GUTIERREZ et al., 2006). A producdo de
antivenenos no Brasil é restrita a trés laboratorios oficiais: Instituto Butantan — 1B, Sao Paulo (SP),
Instituto Vital Brazil — 1VVB, Niterdi, Rio de Janeiro (RJ) e Fundacdo Ezequiel Dias — FUNED,
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Minas Gerais (MG), os quais tém trabalhado na elaboracdo de soros cada vez mais eficazes e
especificos para combater os efeitos da pegonha de diversos géneros de serpentes (QUEIROZ, et
al., 2008). O soro antiofidico é composto por imunoglobulinas purificadas, que sdo posteriormente
reduzidas a fragmentos F(ab’), para diminuir os efeitos adversos (KUNIYOSHI, et al., 2019).
Apesar do sucesso dessa terapia na neutralizacdo das toxinas responsaveis pelos efeitos sistémicos
do empegonhamento, o soro apresenta limitada eficAcia na protecdo contra toxinas que
estabelecem lesBes locais (edemas, necrose de tecidos, hemorragia local e rea¢fes inflamatdrias),
podendo deixar os membros atrofiados ou causar amputacdo (WARRELL, 1992).

Devido a significancia e o impacto social que o empeconhamento por serpentes causa,
justifica-se a necessidade da realizacdo de estudos que visem produzir soros antiofidicos mais
especificos no tratamento dos efeitos locais causados pelo ofidismo. Além disso, a busca por
moléculas que proporcionem um melhor éxito na terapia atual se faz necessaria, bem como
desenvolver estratégias complementares a soroterapia convencional (SILVA, ISBISTER, 2020;
WILLIAMS et al.,, 2011). O uso de técnicas de biologia molecular como a purificacéo,
sequenciamento proteico, elucidacdo estrutural e analises in silico (ferramentas computacionais),
como avaliacao de efeitos toxicos e farmacoldgicos, para compreender os mecanismos de acdo das

toxinas ofidicas, sdo apenas algumas vias importantes para estudos desta natureza.

1.1 Serpentes do género Bothrops e componentes da peconha

As serpentes do género Bothrops estdo classificadas na familia Viperidae, subfamilia
Crotalinae, sendo a Bothrops alternatus uma espécie representante desse género (ARAUJO et al.,
2003). A B. alternatus, popularmente conhecida por urutu cruzeiro ou cruzeiro do sul, apresenta
ampla distribuicdo geogréfica, incluindo a regido sul (Rio Grande do Sul, Parand e Santa
Catarina), sudeste (S0 Paulo e Minas Gerais) e centro oeste (Mato Grosso) do Brasil, regido
central da Argentina e limite meridional do Uruguai, ocupando predominantemente areas abertas
(SOERENSEN, 2000; CAMPBELL, LAMAR, 1989). Esta serpente tem o comportamento
terrestre, possui 0 corpo robusto e pode atingir cerca de 1,7 metros de comprimento (ROCHA,
2005). A urutu cruzeiro € conhecida por causar acidentes graves, nos quais se aplica o ditado: “A
urutu quando nao mata, aleija” (PEREIRA, 1940).

As peconhas ofidicas sdo compostas por uma combinacdo complexa de substancias
farmacoldgicas e bioquimicamente ativas, sintetizadas e armazenadas em glandulas
especializadas, as quais se ligam as presas através de dutos (ALAPE-GIRON et al., 2008;
CALVETE et al., 2009; ZAQUEO, 2011). Entre 90 a 95% do peso seco das peconhas ofidicas €

composto por proteinas. Estas proteinas, quando inoculadas em organismos vivos, desencadeiam
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uma variedade de acdes fisiologicas, sendo as maiores responsaveis pelos efeitos toxicos e
farmacolodgicos desencadeados pelo ofidismo (KOH et al., 2006). A fragdo ndo proteica da
peconha € constituida por compostos organicos de pequena massa molecular (carboidratos,
lipidios e aminoacidos livres) e compostos inorganicos (como célcio, ferro, fosforo, magnésio,
potéssio, sodio e zinco) (BJARNASON, FOX, 1994; MARKLAND, 1998; MATSUI, 2000;
RAMOS, SELISTRE-DE-ARAUJO, 2006).

A purificagdo e caracterizacdo de inUmeros componentes presentes em peconhas de
serpentes estdo amplamente descritos na literatura. As proteinas isoladas de pegonhas ofidicas
apresentam diversas atividades biologicas e sdo classificadas como proteases (serino e metalo),
lectinas do tipo C, fosfolipases A,, L-aminoécido-oxidases, acetilcolinerestases, nucleotidades,
nucleosidades e desintegrinas (MATSUI, 2000; SWENSON, MARKLAND, 2005; CUNHA,
MARTINS, 2012; QUEIROZ et al., 2011; OHLER et al., 2010; GOMES et al., 2009). Na
peconha de B. alternatus, uma das classes de proteinas mais abundantes é a das metaloproteases,
seguida pelas serinoproteases, fosfolipases A,, L-aminoacido-oxidases, desintegrinas e lectinas do
tipo-C (Figura 1) (OHLER et al., 2010). Estas proteinas sdo promissoras para o desenvolvimento
de novos agentes terapéuticos por apresentarem acdes fibrinogenoliticas, fibrinoliticas,
antineoplasicas, anticoagulantes, antimicrobianas, antifingicas e antiparasitarias (JAIN, KUMAR,
2012; HODGSON, ISBISTER, 2009; PAL et al., 2002).

T.8%

24.1%
’ PLA2s
svSPs A
.\.

6.9% LAAOs

_~2,6% Desintegrinas

. —1,7% de lectinas
tipo-C

—13.8% nio-identificadas

o
43.1% -
svMPs

Figura 1. Composicdo proteica da peconha de Bothrops alternatus. Serinoproteases (svSPs); fosfolipases
(PLAS); metaloproteases (svMPs); L-aminoacido oxidades (LAAOs). Fonte: E.H.V. DIAS, 2015
(Adaptado de OHLER et al, 2010).
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1.2 Fosfolipases A;

As fosfolipases A, (PLAys - E.C. 3.1.1.4) sdo encontradas em diferentes tipos de
organismos e em diferentes fluidos bioldgicos, como, por exemplo, em secre¢des pancreaticas e
exsudados inflamatorios. Estas enzimas tém sido identificadas e caracterizadas em tecidos de
mamiferos, bem como em peconhas de artrépodes e serpentes (SILVEIRA, 2011).

Na fisiopatologia do envenenamento ofidico, as fosfolipases A, séo relacionadas a lesdo
tecidual e mionecrose por um efeito direto nas membranas plasmaticas das células musculares.
Vaérias fosfolipases A, de serpentes ja sdo bem conhecidas e auxiliam na compreensdo de vias
metabolicas relacionadas ao envenenamento (SANTOS-FILHO et al., 2008; NUNES et al., 2011;
MARCUSSI et al., 2013).

A classificacdo proposta por Dennis et al. (2011) agrupa as PLA,s em familias segundo
sua atividade catalitica: as denominadas PLA,s secretadas (SPLA;), as citosolicas (CPLA;), as
independentes de Ca®* (iPLA,), as acetil-hidrolases de fatores ativadores de plaquetas (PAF-AH),
as lipoproteinas associadas a fosfolipases A, (LP-PLA;) e as fosfolipases A, adiposa-especificas
(Ad-PLA,). Devido a heterogeneidade destas moléculas, o sistema de classificacdo proposto por
Dennis et al. (2011) apresenta 16 grupos, nomeados de Gl a GXVI, e alguns subgrupos de acordo
com suas respectivas caracteristicas biologicas, estruturais, origem, mecanismo catalitico, massa
molecular e sequéncia de aminoacidos (LOMONTE, GUTIERREZ, 2011; SILVEIRA, 2011).

Em peconhas de serpentes, as SPLA,s sdo encontradas em elapideos e viperideos,
designadas como grupo 1A e I1AQ, respectivamente. Segundo Dennis et al. (2011), as sPLA,s séo
enzimas com massa relativa (Mr) variando entre 13.000 e 18.000 Da, usualmente, contendo de 5 a
8 pontes dissulfeto. Fosfolipases A, do grupo IlA, dentro do qual estdo as PLA,s da familia
Viperidae, sdo uma das representantes das sPLA,s. Estas sSPLA,s sdo divididas em subgrupos
como as Asp*®-PLA,s que apresentam atividade catalitica e as Lys**-PLAs, Arg*-PLA,s e Ser*-
PLA,s, consideradas PLAs similes, com baixa ou nenhuma atividade enzimética (GUTIERREZ,
LOMONTE, 1997; OWNBY et al., 1999; SOARES et al., 20043).

As PLAs cataliticas possuem um residuo de &cido aspartico na posicao 49, sendo este de
grande importancia para a coordenacdo do fon Ca™* juntamente com outros aminoécidos, este
auxilia na fixacdo do substrato ao sitio enzimatico. Duas regifes sdo essenciais para 0 mecanismo
de catéalise dessas fosfolipases A, a rede catalitica, formada pelos residuos His®, Asp®, Tyr*,
Tyr"® e Asp®, e o loop de coordenacdo do célcio, Tyr?®, Gly*®°, Gly** e Asp®® (SCOTT et al.,
1990a, ARNI, WARD, 1996).

As sPLA,s catalisam a hidrdlise da ligacdo acil-éster na posicdo sn-2 dos fosfolipidios,

liberando lisofosfolipidios e acidos graxos, como o acido aracdonico (Figura 2). A hidrdlise dos
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fosfolipidios esta relacionada a importantes atividades fisiologicas e farmacoldgicas, tais como
efeito sobre plaquetas, neurotoxicidade, atividade anticoagulante e miotoxicidade (OHNO et al.,
2003; GUTIERREZ, OWNBY, 2003; SANTOS-FILHO et al., 2008; DE PAULA et at., 2009).
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Figura 2. Mecanismo de acdo das PLA,s secretadas. Interacdo do fon calcio com o Asp® do sitio
catalitico de sPLA,s e substrato. E* a superficie de interface da proteina livre que esta interagindo com a
membrana bioldgica, E*S enzima com o substrato, E*T1 forma intermediaria, E*P é a enzima e o produto
da catélise. Fonte: Adaptado de Bahnson (2005).

Os residuos que compdem a rede catalitica sdo de grande importancia para manutencéo da
posicdo das cadeias laterais dos aminoécidos His* e Asp*®, as quais estdo interagindo com uma
molécula de agua e o cofator célcio (coordenado pelos oxigénios das cadeias principais dos
aminoacidos Try?®, Gly*’, Gly*?, pelos dois oxigénios da cadeia lateral da Asp*® e por duas
moléculas de 4gua), respectivamente (Passo 1). Na complexacio com fosfolipidio, a His*® extrai o
préton de uma molécula de &gua que inicia o ataque nucleofilico na ligacdo éster sn-2 de
fosfolipidios apds formar um oxianion tetraédrico intermediario (Passo 2) (SCOTT et al., 1990a).
Ap0s a hidrolise da ligacdo éster sn-2 do fosfolipideo (Passo 3) desempenhada pela PLA,, ocorre a
liberacdo de uma molécula de lisofosfolipideo e uma molécula de acido graxo (Passo 4) (SCOTT
et al., 1990a; BORGES, 2012).

Diferentemente das PLA,s cataliticamente ativas, as PLA,s homologas (ou PLA,s-similes)
apresentam mutaces tipicas do residuo de &cido aspartico na posi¢do 49 para lisinas ou serinas ou
argininas, sendo denominadas como Lys*-PLA;s ou Ser*-PLA,s ou Arg*-PLAs,

respectivamente. Em peconhas de serpentes, é possivel encontrar diversas Lys**-PLAs, que sdo
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desprovidas de atividade catalitica devido & sua incapacidade de se ligar ao fon Ca® um co-fator
chave para a atividade de PLA;,. A ligacdo ao co-fator Ca’ é impedida por diferentes fatores
estruturais, como, por exemplo, a mutacéo do residuo Asp*— Lys, em que a cadeia lateral do
residuo Lys*® ocupa a posicéo na qual ocorreria a ligacdo do fon calcio, bem como a mutacéo do
residuo Tyr®®— Asn, a qual reduz a distancia entre 0s 4&tomos responséveis para a interacio do fon
(HOLLAND et al., 1990; FERNANDES et al., 2010).

Considerando as alteracBes fisiologicas ocasionadas pelas fosfolipases A, ver-se a
necessidade de estudar e compreender 0os mecanismos de acdo destas enzimas, bem como avaliar
suas acOes bioldgicas. A busca por moléculas que neutralizem os efeitos toxicos da peconha, e que
possam ser utilizados previamente a ida ao hospital, aumentando o prazo para o tratamento com o
antiveneno, é de grande importancia. Este estudo objetivou isolar, caracterizar e avaliar as fun¢Ges

bioldgicas de uma PLA,; (BaltAc-PLA,) da peconha bruta da serpente Bothrops alternatus.
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2. OBJETIVOS

OBJETIVOS GERAIS
Descrever a caracterizacdo bioquimica da pegonha bruta de Bothrops alternatus e a
purificacdo, a caracterizacdo bioguimica, biofisica e bioldgica da BaltAc-PLA,, uma fosfolipase

A, de caréter acido presente na peconha de Bothrops alternatus.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

71 Isolar uma PLA; presente na peconha de B. alternatus, utilizando técnicas cromatogréaficas
de troca ibnica e fase reversa,;

[ Caracterizar fisico-quimicamente a BaltAc-PLA; por eletroforese em gel de poliacrilamida
e espectrometria de massas;

[ Caracterizar biofisicamente por Dicroismo Circular (CD), Espalhamento de Luz Dinamico
(DLS) e cristalizagéo a BaltAc-PLAy;

[J Auvaliar a agdo catalitica da BaltAc-PLA; e avaliar a inibi¢do dessa atividade na presenca
de varespladib, suramina e acido rosmarinico;

(] Determinar in vitro o potencial oxidante e coagulante da BaltAc-PLA, sobre hemoglobinas
e plasma humano, respectivamente.

(] Determinar in vitro o potencial oxidante da peconha bruta de B. alternatus sobre

hemoglobinas;
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Obtengéo das amostras e aspectos éticos

Um pool da peconha bruta de B. alternatus foi coletado, liofilizado e cedido pelo Biotério
da Universidade Catdlica Dom Bosco (UCDB), Campo Grande, Mato Grosso do Sul, Brasil,
conforme “Acordo de Cooperagdo Técnica e Cientifica entre a UFPB e UCDB” (ANEXO 1) e
“Termos de Procedéncia de Pegonhas Ofidicas” (ANEXO 02).

O sangue foi obtido por doadores voluntarios sadios numa faixa de 18 a 50 anos, tendo
como critério de inclusdo: jejum de, no minimo, 4 horas, e ndo utilizacdo de alcool e outras drogas
de forma continua, como também de medicamentos nos Ultimos dez dias. O sangue foi coletado
em tubos de ensaio a vacuo contendo 3,2% (0,109M) de citrato de sédio (1:9). O citrato de sédio
age como um quelante, ligando-se aos ions de célcio e interrompendo a cascata de coagulacéo
(AMORIN et al., 2010).

Todos os experimentos de atividade enzimatica e bioldgica (com utilizagdo do sangue total
ou componentes deste) foram aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa do Centro de Ciéncias
Médicas — CEP/CCM/UFPB, sob o nimero CAAE: 39037620.1.0000.8069 (ANEXO 03), de
acordo com as normas éticas estabelecidas pela Norma Operacional n°® 001/2013 - Diretrizes
Regulamentadoras da Pesquisa Envolvendo Seres Humanos e da Resolugdo 466/12 - A Comisséo
Nacional de Etica em Pesquisa - CONEP do Conselho Nacional de Satde do Ministério da Sadde.

3.2. Caracterizacéo Fisico-Quimica

Os experimentos de isolamento e caracterizagdo fisico-quimica da BaltAc-PLA, por
Cromatografia Liquida de Troca l6nica, Fase Reversa e SDS-PAGE, respectivamente, foram
realizados no Laboratorio de Biologia Molecular Estrutural (LBME), no Departamento de
Biofisica e Farmacologia do Instituto de Biociéncias da Universidade Estadual Paulista — UNESP,
Botucatu, SP. Os experimentos de Espectrometria de Massas foram realizados no Centro de
Venenos e Animais Pegonhentos (CEVAP) e no Instituto de Biotecnologia (IBTEC); ambos da
UNESP, Botucatu, SP.

3.2.1. Purificacéo
Foram realizados dois processos cromatograficos para isolar a PLA;, da pegonha bruta de
B. alternatus, cromatografia liquida de troca idnica e cromatografia liquida de fase reversa,

respectivamente.
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O primeiro fracionamento foi realizado por cromatografia liquida de troca ibnica, no
equipamento HPLC (High Performance Liquid Chromatography - AKTA Purifier, GE
Healthcare), utilizando uma coluna DEAE Sepharose FF (5 ml) previamente equilibrada com Tris
HCI 20 mM (pH 8,0). Foram utilizados 50 mg da peconha bruta liofilizada de B. alternatus
solubilizado em 5 mL de Tris HCI 20 mM (pH 8,0) e centrifugada a 10.000 rpm por 5 minutos,
para a remocao de porcdes ndo sollveis. Foi aplicado um gradiente crescente de 0 a 100% de Tris
HCI (20mM; pH 8,0) + NaCl (1M) (tampé&o de elui¢do) com fluxo constante de 3,0 mL/min. As
fracdes foram detectadas por luz ultravioleta (UV), com absorbancias maximas no comprimento
de onda em 280 nm, e coletadas manualmente em tubos com volume de 15 mL. As fragdes
correspondentes a PLA, foram agrupadas e liofilizadas.

Um segundo passo de isolamento foi realizado utilizando o equipamento UFLC (Ultra
Flow Liquid Chromatography — LC-6AD, Shimadzu Corporation) e a coluna C18 (Shimadzu
Shim-Pack CLC-ODS-M, 25 cm x 4,6 mm). As fracGes liofilizadas foram ressuspensas em 0,1%
de Acido Trifluroacético (TFA) e submetidas a uma cromatografia liquida de fase reversa. A
coluna foi previamente equilibrada com 0,1% de TFA e a elui¢do foi realizada em gradiente
crescente (0 — 100%) com fluxo constante de 1,0 mL/min do tampédo de eluicdo (66,5% de
Acetronitrila diluido em 0,1% de TFA). Foram empregados os seguintes parametros: 0% de
tampdo de elui¢do por cinco minutos, seguidos de 0% a 100% de tampé&o de eluicdo durante 65
minutos e 100% do tampédo de eluicdo por 5 minutos. As fragOes foram coletadas de forma
automatizada utilizando um coletor de fracdes refrigerado a temperatura constante de 4 °C, ligado
a um detector de luz ultravioleta (UV) com absorbancia maxima no comprimento de onda em 280
nm.

A fracdo correspondente a PLA, foi determinada pela analise das bandas proteicas com
massa molecular de, aproximadamente, 14 kDa no SDS-PAGE. Em seguida, essas fragdes foram

liofilizadas e armazenadas em temperatura constante de — 20°C.

3.2.2. Eletroforese em Gel de Poliacrilamida contendo Dodecil Sulfato de Sédio (SDS-

PAGE)

Com o objetivo de obter informacdes sobre a massa molecular da proteina isolada e o grau
de pureza da amostra obtida, foram utilizados experimentos de eletroforese em gel de
poliacrilamida contendo Dodecil Sulfato de Sédio (SDS-PAGE). Os experimentos de SDS-PAGE
foram realizados com gel de separagdo contendo 12% de Bis-Acrilamida em um sistema

desnaturante e reduzido conforme adaptacdes da técnica descrita por Laemmli (1970).
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Para preparacdo das amostras, 10 pl do tampdo SDS (contendo Tris-HCI 0,5M pH 6,8;
SDS 10%; glicerol 100%; p-mercaptoetanol; H,0 ultrapura e azul de bromofenol) foram
adicionados aos 20 pl de amostra (fragdes obtidas nos experimentos de cromatografia) e aquecidas
por cinco minutos a 100 °C. Posteriormente, as amostras foram rapidamente centrifugadas e 15
de cada amostra foram aplicados no gel.

Para preparar um gel de separacdo a 12 % de Bis-Acrilamida, foram utilizadas as soluces:
30% de Bis-Acrilamida, 1,5 M de Tris-HClI (pH 8,8), 10% de SDS, N,N,N',N'-
Tetrametiletilenodiamino (TEMED) e 10% de Persulfato de Amoénio (PA). O gel de
empilhamento, a 4% de Bis-Acrilamida, foi preparado com Bis-Acrilamida a 30%, 0,5 M de Tris-
HCI (pH 6,8), 10% de SDS, TEMED e 10% de PA. A separacdo das fragOes foi realizada sob
corrente elétrica constante de 30 mAh, em temperatura ambiente, utilizando o Tampao de Corrida
Tris-Glicina (Tris-base; Glicina; SDS 10%).

O marcador molecular PageRuler Plus™ (Thermo Scientific™) foi utilizado como padréo
de massa molecular para comparar com as bandas proteicas das amostras advindas dos processos
de cromatografia. Os géis foram corados com solugdo corante contendo H,0 ultrapura; etanol
100%; acido acético; coomassie blue R250 (Bio-Rad) e descorados em solucdo descorante na

proporcao de 6:3:1 de agua deionizada; etanol; e acido acético, respectivamente.

3.2.3. Espectrometria de Massas

A Espectrometria de Massas (MS) é uma técnica analitica na qual as moléculas de uma
amostra sdo convertidas em ions em fase gasosa e, entdo, separados no espectrémetro de massas
de acordo com sua razdo massa (m) sobre a carga (z), m/z.

A BaltAc-PLA; foi quantificada pelo método de Bradford (1976), utilizando o kit BioRad®
ProteinAssay, tendo como proteina padrdo a albumina bovina (BSA). Primeiramente, 50 pg da
proteina liofilizada foram solubilizadas em 60 ul de bicarbonato de aménio 50 mM. Foram
adicionados 25 pl do surfactante Padrdo RapiGest SF e foram incubados a 37°C por 60 minutos.
Em seguida, a amostra foi submetida as etapas de reducédo e alquilacdo, utilizando DTT 10 mM e
iodoacetamida 45 mM, respectivamente. A digestdo enzimatica em solugédo foi realizada com a
enzima tripsina na concentracdo 1:100 (enzima:amostra) solubilizada em tampao bicarbonato de
amonio 50 mM, pH 7.8. A hidrolise ocorreu durante 18 horas e foi interrompida com a adicdo de
10 pl de &cido formico a 5% (v/v). A amostra foi incubada por 90 minutos a temperatura ambiente
e centrifugada a 14.000 rpm a 6°C, por 30 minutos. O sobrenadante, contendo os digestos

tripticos, foi transferido para um tubo novo. Os digestos tripticos contidos em cada amostra foram
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submetidos as colunas de dessalinizacdo Peptide Clean-up C18 Spin (Agilent Tecnologies)
segundo as recomendacdes do fabricante.

As analises de espectrometria de massas foram realizadas utilizando o equipamento de
nanocromatografia liquida Ultimate 3000 LC (Dionex, Germering, Germany) acoplado a um
equipamento de espectrometria de massas Q-Exactive (ThermoFisher Scientific, Bremen,
Germany). As fases moveis utilizadas foram: tampéo de equilibrio - 0,1% (v/v) de acido férmico
em &gua LCMS e tampdo de eluicdo - 0,1% (v/v) de acido férmico em 80% (v/v) de acetonitrila.
Os peptideos foram colocados em uma pré-coluna C18, 30 um x 5 mm (ThermoFisher Scientific)
e dessalinizados num gradiente isocratico de 4% do tampao de eluigdo por 3 minutos, fluxo de 300
nL/min. Em seguida, os peptideos foram fracionados por uma coluna analitica Reprosil-Pur C18-
AQ, 3 um, 120 A, 105 mm (PICOCHIP), utilizando gradiente linear de 4-55% do tamp&o de
eluicdo por 30 min, 55-90% do tampéo de eluicdo por 1 min, 90% do tampéo de eluicdo por 5
minutos e reequilibrado por 4% do tampao de eluicdo por 20 minutos, fluxo de 300 nL/min. A
ionizacdo foi realizada em uma fonte Nano spray ion source (PICOCHIP); o modo de operacéo
foi ionizacdo positiva utilizando o método DDA. A cdmara de fragmentag&o foi condicionada com
energia de colisdo entre 29 a 35 %, com resolucdo de 17.500, 50 ms de tempo de injecéo, 4,0 m/z
de janela de isolamento e exclusdo dindmica de 10s. Os dados de espectrometria foram obtidos no
software Thermo X calibur (verséo 4.0.27.19, ThermoFisher Scientific Inc.).

Os dados brutos no formato *.RAW foram processados no software PatternLab (versédo
4.0.0.84 [Carvalho et al, 2016]) para a obtencdo da identificacdo da proteina. Os principais
parametros utilizados neste software foram: banco de dados NCBI (taxonomia Bothrops); enzima
tripsina; permissdo de duas clivagens perdidas; modificagdo pds-traducional, carbamidometilagdo
dos residuos de cisteinas; modificacdo pos-traducional varidvel, oxidagcdo dos residuos de
metionina; erros de tolerancia MS 40 ppm e MS/MS de 0,0200 ppm. A taxa de FDR (Falso

Discovery) maxima foi considerada de <1%.

3.3. Caracterizacdo Biofisica
Os experimentos de caracterizacdo biofisica da BaltAc-PLA, foram realizados no
Laboratorio de Biologia Molecular Estrutural (LBME) da UNESP, Botucatu, SP.

3.3.1. Espectroscopia de Dicroismo Circular (CD)
A integridade da estrutura secundéria da BaltAc-PLA, foi avaliada pela técnica
espectroscopica de dicroismo circular (240-180 nm) utilizando o espectropolarimetro JASCO J-

815 (JASCO Spectroscopic Co., Ltd., Japdo) acoplado com um termocontrolador do tipo Peltier.

25



A BaltAc-PLA; foi ressuspensa em 0,5 mg/mL de Bicarbonato de Amonio (pH 8,0) e
filtrada em filtro 0,22 um para a remocdo de particulas que poderiam causar o espalhamento
indesejado de luz.

Os experimentos foram realizados sob fluxo de nitrogénio gasoso, utilizando uma cubeta
de quartzo de 0,5 nm, scanning speed de 100 nm/minuto, tempo de resposta de 1s, bandwich de 2
nm e temperatura de 20°C. O sinal do tamp&o no qual a amostra estava diluida (Bicarbonato de
Amonio) foi subtraido de cada amostra.

3.3.2. Espalhamento de Luz Dinamico (DLS)

Experimentos de espalhamento de luz dindmico fornecem informacgdes sobre o tamanho e
monodispersividade de macromoléculas em solugdo através da determinacdo do raio
hidrodinamico, do coeficiente de difusdo translacional, da porcentagem de polidispersao e da
massa molecular estimada (BURLEY, 1997).

A homogeneidade da BaltAc-PLA; foi avaliada por DLS. Os dados foram coletados em
temperatura constante de 18 °C utilizando o equipamento DynaPro® Titan (Wyatt Technology). A
proteina foi solubilizada em 50 mM de formato de amonio (pH 3,5) na concentracdo de 3 mg/mL,
filtrada e, em seguida, injetada cuidadosamente dentro de uma cubeta de quartzo evitando a
formacdo de bolhas de ar. A amostra foi medida 100 vezes e os dados foram adquiridos e
analisados pelo software Dynamics v.6.10.

3.3.3. Cristalizacao da proteina

Os experimentos de cristalizacdo da BaltAc-PLA, foram realizados adotando o método da
matriz esparsa, onde trés parametros principais, que podem afetar o processo de cristalizac¢do, séo
considerados: pHs (tampdes), aditivos (sais e/ou agentes organicos) e adicdo de polimeros
(polietileno glicol — PEG e 2-metil-2,4-pentanediol — MPD) (JANCARIK et al., 1991).

Para obtencdo dos cristais de BaltAc-PLA,, foi utilizada a técnica de difusdo de vapor no
sistema sitting drop (“gota sentada”). Testes iniciais foram realizados utilizando kits comerciais
para cristalizacdo (Molecular Dimensions — JCSG-Plus™) com gotas montadas de forma
automatizada utilizando o Oryx4 (Douglas Instruments). As gotas foram compostas por 0,3 pl da
proteina, solubilizada em 50 mM de formato de aménio (pH 3,5) (concentracdo de 12 mg/ml), e
0,3 pl de solugéo precipitante. As solugdes dos pogos continham 40 pl de solugéo precipitante.
S&@o duas solugbes em um sistema fechado, uma formada pelo agente precipitante em alta
concentragdo e outra formada pelo mesmo agente precipitante mais a proteina. Devido a diferenca

de concentragdo entre estas solugfes, uma tende a ganhar vapor de dgua (agente precipitante em
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alta concentracdo) e a outra tende a perder vapor de agua (agente precipitante + proteina). Logo,
ao perder vapor de &gua, as moléculas de proteina podem iniciar um processo de cristalizacdo
(nucleacdo) ordenado e formar um monocristal (desejavel e necessario para a coleta de difracdo de
raios X) (MCPHERSON, 1989; DUCRUIX, GIEGE, 1992).

3.4. Atividade Enzimatica e Bioldgica

Os experimentos para avaliar as atividades catalitica, oxidante e coagulante da BaltAc-
PLA, foram realizados no Laboratorio de Cristalografia de Proteinas (CPr-Lab), do Departamento
de Biologia Molecular, DBM-CCEN e no Laboratério Multiusuario do Programa de Pos-
Graduagdo em Biologia Celular e Molecular da Universidade Federal da Paraiba, UFPB, Jodo
Pessoa, PB.

3.4.1. Atividade Catalitica

Foram realizados dois experimentos para avaliar a acdo catalitica de BaltAc-PLA, sendo o
primeiro utilizando o kit SPLA, Assay, tendo como substrato o Diheptanoil Tio-PC, e 0 segundo de
forma indireta, utilizando eritrocitos e gema de ovo.

A avaliacdo da atividade de PLA, direta foi realizada utilizando-se o kit sSPLA, Assay.
Foram utilizadas quatro amostras diferentes: i. controle positivo (PLA; isolada do veneno de
abelha — Bee-PLA,— 10 pg/ml); ii. peconha bruta de B. alternatus (50 pg/ml); iii. BaltAc-PLA; na
concentragdo de 10 pg/ml; iv. BaltAc-PLA; na concentracdo de 20 pg/ml. As fosfolipases A, que
apresentam acéo catalitica, quebram o substrato Diheptanoil Tio-PC na porcao sn-2, gerando dois
produtos, os quais, pela adicdo de DTNB na reacdo, leva a formagdo do &cido 5-tio-2-
nitrobenzoico e acido graxo. A atividade catalitica foi monitorada pela absorbancia do produto da
catalise, acido 5-tio-2-nitrobenzdico, que pode ser medido a 414 nm. Foram realizadas oito
medidas espectrofotométricas utilizando o NanoDrop 2000c (Thermo Scientific) em intervalos de

1 minuto.

A avaliacdo da atividade fosfolipasica de forma indireta da BaltAc-PLA; foi determinada a
partir de adaptacbes do método de Haas et al. (1968), utilizando como fonte de lecitina uma
emulsdo de gema de ovo de galinha. Uma diluicdo da gema de ovo a 10% foi preparada separando
a gema da clara. A gema foi lavada com Tampéo Fosfato Salina (do inglés, PBS 10x, pH 7,4),
filtrada, homogeneizada em PBS na proporcdo de 2:8 e centrifugada a 2.000 G por um minuto. O
sobrenadante obtido apos a centrifugacdo foi congelado até o0 momento do uso. Uma solucéo de

3% de hemécias em 150 mM de NaCl foi utilizada no experimento. Para obtengdo das hemacias, o

27



sangue venoso total foi coletado em tubo citratado, centrifugado e as hemécias foram lavadas trés
vezes com 150 mM de NaCl (1:2) por centrifugagdo a 3.000 rpm por 5 minutos em temperatura
ambiente. Foi preparado 18,25 mL de um substrato para avaliacdo da acdo catalitica da BaltAc-
PLA, contendo 3 mL de hemécias a 3%, 100 pl de gema de ovo a 10%, 150 ul de CaCl,e 15 mL
de agarose (180 mg diluida em PBS). O substrato foi distribuido em placas de Petri para completa
solidificacdo e, em seguida, foram feitos pequenos orificios de 0,3 cm de diametro nos quais
foram colocados 15 pl das amostras desejadas. Ao total, quatro placas foram preparadas, sendo
uma para avaliar a acdo catalitica da BaltAc-PLA; (0,5 mg/ml) e trés para avaliar o potencial de
inibicdo da acdo catalitica da BaltAc-PLA, por trés inibidores candidatos, varespladib, suramina e
acido rosmarinico, na propor¢do de 10:1 (dez moléculas dos compostos para uma de proteina). A
acdo catalitica e o potencial de inibicdo foram avaliados pela observacdo do diametro do halo de

catalise formado.

3.4.2. Atividade oxidante

A avaliacdo da atividade oxidante, tanto da pegonha bruta de Bothrops alternatus, como da
BaltAc-PLA; sobre hemoglobinas humanas (SolHb), foi realizada in vitro. Para a avaliacdo do
efeito oxidante, duas SolHb foram utilizadas: i. SolHb-ST proveniente do sangue total (contendo
10% de sangue total, glicose a 10% e PBS) e ii. SolHb-CE proveniente de um concentrado de
eritrécitos (concentrado de eritrocitos a 5%, lavados trés vezes com PBS, a 3.000 rpm durante 5
minutos, glicose a 10% e PBS). Utilizou-se triton X-100 para a lise das hemécias das duas
solugdes, expondo a hemoglobina.

Apos o preparo das SolHb, diferentes quantidades da peconha bruta ou da BaltAc-PLA,
foram adicionadas separadamente em cada SolHb em uma placa de 96 pogos e incubadas por 20
minutos em temperatura ambiente. Os controles negativos foram compostos somente por SolHbs,
enquanto que os controles positivos continham SolHbs e fenilhidrazina, um reconhecido agente
com agdo oxidante. Para obtencdo da taxa de oxidacdo das hemoglobinas, foram realizadas leituras
nos comprimentos de ondas de 540 e 630 nm em um leitor de microplacas (Multiskan GO), a cada
hora, por 72 horas de experimentacdo. O calculo da taxa de metahemoglobina (mHb) formada foi

realizado de acordo com a equacéo #1.

YemetHb = 100 D.0.(630nm) £ 0 #1
et = A D 0. (630nm) + D. 0. (540nm) quacdo

Foram utilizadas cinco diferentes quantidades (1,0; 5,0; 10; 50 e 100 pg) da pegonha bruta
de Bothrops alternatus e trés diferentes quantidades (1,0; 5,0 e 10 pg) da BaltAc-PLA,,

solubilizados em PBS 10x, pH 7,4. Todos os experimentos foram realizados em triplicata.
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Os resultados foram expressos como média * erro padrdo da media (EPM) e analisados
estatisticamente utilizando o teste Two-way ANOVA no software GraphPad Prism versdo 8.0
(GraphPad Software Inc., San Diego CA, E.U.A). Os valores de p<0,05 foram considerados
significantes (ns: valor de p>0,05; *: valor de p<0,01; **: valor de p<0,001; ***: valor de
p<0,0001 e ****: valor de p<0,00001).

3.4.3. Atividade coagulante

Para a avaliacdo da atividade coagulante da BaltAc-PLA,, amostras de sangue foram
centrifugadas a 3.000 rpm por 15 minutos; o plasma foi separado em tubos do tipo falcon de 15mL
e imediatamente utilizados. Foram realizados testes de triagem TP (Tempo de Protrombina) e
TTPa (Tempo de Tromboplastina) para selecdo dos plasmas que constituiriam o pool, de acordo
com os valores de referéncias determinados no laboratorio (TP de 11 a 15 segundos; TTPa de 24 a
39 segundos). Os plasmas que ndo estavam dentro dos valores de referéncia para TP e TTPa foram
descartados.

A avaliacdo da atividade coagulante de BaltAc-PLA; foi realizada de forma automatizada
com a utilizacdo do equipamento Coagmaster 2.0 (Wama Diagnostica), nas quantidades 11,2;
22,4; 33,6; 44,8 e 89,6 g, solubilizadas em PBS (10x, pH 7,4) sobre o plasma humano citratado.

Para realizacdo do experimento, 100 pl de um pool de plasma humano citratado mantido a
37° C foi transferido para cubeta. As diferentes quantidades de BaltAc-PLA, foram adicionadas
separadamente e, imediatamente, foi aferido o tempo de obtencdo do codgulo. TP e TTPa foram
utilizados como controle para a coagulacdo, comparando o tempo de formacdo do codgulo destes
em relacdo a BaltAc-PLA,. Todos os experimentos para avaliar a atividade coagulante da BaltAc-
PLA, foram realizados em triplicata.

Os resultados foram expressos como média * erro padrdo da media (EPM) e analisados
estatisticamente utilizando o teste One-way ANOVA e o teste de comparagdes mdltiplas de
Dunnet. Os resultados foram considerados néo significativos (ns) a 5% ou maior probabilidade de
erro. Valores de p <0,05 foram considerados significativos (*: valor de p<0,01; **: valor de
p<0,001; ***: valor de p<0,0001 e ****: valor de p<0,00001). Todos os resultados foram
avaliados com o software GraphPad Prism, versdo 6.0 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA,
EUA).

29



4. RESULTADOS

4.1 Caracterizagdo Bioquimica

4.1.1 Purificacdo e SDS-PAGE
A PLA; foi obtida utilizando dois passos de purificagdo. Primeiramente, a pegonha bruta
de B. alternatus (50 mg) foi submetida a cromatografia de troca i6nica (DEAE Sepharose) e

resultou em 6 fragdes principais, as quais foram nomeadas de Al a A6 (Figura 3).
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Figura 3. Cromatograma da cromatografia liquida de troca iénica (DEAE Sepharose) em um gradiente
crescente de 0 a 100% de 20 mM de Tris HCI (pH 8,0) + NaCl (1M), resultando em seis fragdes principais,
nomeadas de Al a A6.

As fragOes Al, A2, A3, A4, A5 e A6 foram obtidas a 0, 6,9, 11,7, 17, 22,7 e 28,6 %,
respectivamente, do tampdo 20 mM de Tris HCI, pH 8,0 + 1M NaCl. Todas as fracGes foram
coletadas e submetidas a experimentos de SDS-PAGE a 12%, para identificar qual fragdo continha
a PLA,. A fracdo A3, obtida em 11,7 % do tampéo de eluicdo, foi a que apresentou uma maior

concentragédo de PLA; (Figura 4).
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Figura 4. Eletroforese em Gel de Poliacrilamida contendo Dodecil Sulfato de S6dio (SDS-PAGE a 12%).
FracGes obtidas na cromatografia liquida de troca iénica (Al - A6). A3: Fracdo com maior quantidade de
fosfolipase A,. MM: Massa Molecular (PageRuler PlusTM, Thermo ScientificTM). *flowthrought.

A fracdo A3 obtida na cromatografia de troca ionica foi liofilizada e submetida a uma
cromatografia liquida de fase reversa. A fracdo A3 foi ressuspensa em 0,1% de TFA e submetida a
essa nova etapa de purificacdo utilizando um gradiente crescente de 0 a 100% de 66,5% de
Acetronitrila diluida em 0,1% de TFA. A fragdo correspondente & PLA; foi coletada aos 60% do
tampdo de eluicdo, sendo nomeada de BaltAc-PLA, (Figura 5 - A). Esta foi posteriormente
submetida a experimentos de SDS-PAGE 12%, apresentando uma Unica banda e massa molecular

de, aproximadamente, 14 kDa (Figura 5 — B).
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Figura 5. Cromatografia liquida de fase reversa. (A) Cromatograma com gradiente crescente de 0 a 100%
do tampéo de eluicdo (66,5% de Acetronitrila diluida em 0,1% de TFA). (B) SDS-PAGE a 12%, Unica
fracdo observada apresentou massa molecular de ~ 14 kDa, correspondente a uma PLA,, a qual foi
denominada BaltAc-PLA,. MM: Massa Molecular (PageRuler PlusTM, Thermo ScientificTM).

4.1.2 [Espectrometria de massas

As analises dos dados de espectrometria de massas, quando comparados com as sequéncias
de fosfolipases A, do género Bothrops, depositadas no banco de dados do Universal Protein
Resource (UniProt), resultaram em dezoito (18) tipos de fosfolipases A, identificadas (Tabela 1).
Dentre estas identificacGes, pode-se notar a presenca de uma unica fosfolipase A, &cida da
serpente Bothrops alternatus, massa molecular 13.715,1 kDa sob codigo de acesso P86456, que
foi compativel com os dados experimentais da toxina BaltAc-PLA, (Tabela 1 — em destaque).

Tabela 1. Fosfolipases A, identificadas no Universal Protein Resource, que compartilham da sequéncia
experimental da BaltAc-PLA,.

Locus . Massa L
5 Aminoacidos Cobertura Descrigéo
(c6d.UNIPROT) Molecular
BmooPLA,
G3DT18 138 15651 0,2681 PLA, é&cida de Bothrops moojeni
BE-I-PLA,
AR = R e PLA; acida de Bothrops erytromelas
BthA-1
QBAXYL 138 15427 0,2681 PLA; 4cida de Bothrops jararacussu
BpPLA,-TXI
. = e YR PLA; é&cida de Bothrops pauloensis
P86907 122 13840,1 0,2705 PLA,; é&cida de Bothrops ammodytoides
BpirPLA,-1
CODPLS 122 13609 Uit PLA, &cida de Bothrops pirajai
08QG87 138 15729.9 0,1812 BITPOLA

PLA, é&cida de Bothrops insularis
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Q9I8F8 122 13705 0,1803 PLA,; éacida de Bothrops pictus

P86974 122 13909,4 0,1475 PLA, béasica de Bothrops leucurus

Myotoxin |
PLA, basica de Bothrops asper
Bothropstoxin-2 homéloga

P20474 138 15722,6 0,1304

P45881 138 157364 0,1304 PLA, béasica de Bothrops jararacussu

P81243 124 14276,1 0,1452 PLA,; acida de Bothrops jararaca

PODJ62 60 6532,8 0,3 PLA, acida de Bothrops leucurus

P86389 124 14166,1 0,1452 PLA,; é&cida de Bothrops asper
Spll RP4

*

Flsadly 121 e D0 PLA; acida de Bothrops alternatus

COHJP9 45 5292,3 0,2444 PLA, de Bothrops diporus
BbTX-I1I

PODTS? 12l 141166 0,0579 PLA, béasica de Bothrops brazili

P84397 107 12197,2 0,0935 PLA,; é&cida de Bothrops insularis

* Unica toxina de Bothrops alternatus comparada a BaltAc-PLA;

A identificacdo da fosfolipase A, &cida da serpente Bothrops alternatus foi obtida pelo
sequenciamento peptidico de sete espectros de massas de um Unico peptidico (CCFVHDCCYGK).
Este sequenciamento experimental resultou em 9% de cobertura da toxina P86456 depositada no
banco de dados UNIPROT (Figura 6).

1 10 20 30 40 b0 6O 70 80 90 100 110 121

1 1

P86456 HLYOFKTLIHKIAGRSYYYKYFYGCYCGHGGIGOPRDATDRCCFYHDCCYGKYTHCHPKTATYSY TEENGALYCGGDDPCKKOYCECDRYARHCFRDHKDTYDHKYHFLPPKHCOEDSEPC
BaltAc-PLA2 CCFYHDCCYGK

CONSENEUS . ivvrrnrssssssssrrsrsssssnssrsssssnssnss L

Figura 6. Alinhamento da sequéncia parcial de BaltAc-PLA, com a sequéncia de uma fosfolipase acida de
Bothrops alternatus.

A toxina isolada foi caracterizada como uma fosfolipase A, de caréater acido, por apresentar
homologia com outras fosfolipases A, &cidas ja descritas na literatura (Figura 7). A baixa
cobertura obtida e a elevada similaridade com outras fosfolipases A, de carater acido do género
Bothrops indicaram que, provavelmente, a existéncia de proteoformas da fosfolipase A, de carater

acido isoladas da peconha da serpente Bothrops alternatus foram pouco estudadas até o presente.
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Figura 7. Alinhamento da sequéncia parcial de aminodcidos da BaltAc-PLA, com outras PLA,S &cidas
ofidicas. Banco de dados utilizado: Swiss-Prot > Bothrops - Fosfolipases A,.

4.2 Caracterizacao Biofisica

4.2.1 Espectroscopia Dicroismo Circular (CD)

Os resultados de CD obtidos da BaltAc-PLA; (Figura 8A) foram comparados com 0s
resultados obtidos da BthTX-Il, uma PLA, catalitica com carater basico isolada da peconha bruta
de Bothrops jararacussu (Figura 8B). A BthTX-ll e BaltAc-PLA, foram comparadas por
possuirem enovelamento semelhantes, ambas apresentam atividade catalitica e foram isoladas de

serpentes do género Bothrops.
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Figura 8. Comparacdo entre os espectros de dicroismo circular da BaltAc-PLA, (0,5 mg/ml) solubilizada
em bicarbonato de aménio (A) e BthTX-II (B).
A BaltAc-PLA, apresentou enovelamento com uma predominancia de estruturas em

hélices-a. O espectro foi obtido por espectroscopia na regido espectral “UV distante” (190 — 250

nm), apresentando picos nos comprimentos de onda de 195, 208 e 222 nm, caracteristicos de

estruturas alfa helicoidais.
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4.2.2 Espalhamento de Luz Dinamico (DLYS)

Para a realizacdo dos experimentos de espalhamento de luz dindmico (DLS), a BaltAc-
PLA, foi solubilizada em 50mM de Formato de Amonio, pH 3,5 e filtrada, obtendo concentragao
final de 3 mg/ml. Os resultados foram analisados pelo programa Dynamics v.6.10 indicando um
anico pico com comportamento monomodal, com polidispersidade (Pd) de 8,1% e raio
hidrodinamico (Ry) de 4,3 nm. Este valor de Ry corresponde a associagbes moleculares com
massa molecular de aproximadamente 101 kDa e correspondendo a 100% da massa medida. A
BaltAc-PLA; apresentou conformacdo oligomérica, composta por sete moléculas desta proteina,

indicando sua pureza ao mostrar-se monodispersa (Pd baixa) (Figura 9).
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Figura 9. Distribuicdo monomodal da BaltAc-PLA;, a 3 mg/mL, solubilizada em formato de aménio, pH
3,5.

4.2.3 Cristalizacdo da Proteina
De todas as 96 condicdes do kit Molecular Dimensions — JCSG — Plus™, trés
possibilitaram o aparecimento de cristais da BaltAc-PLA,. Os cristais formados na condicgéo

composta por 0,2 M de Cloreto de magnésio hexahidratado, 0,1 M de Bis-tris, pH 5,5 e 25% de
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PEG 3350 eram policristais (Figura 10 — A). Alguns policristais também se formaram na condicao
de cristalizagdo composta por 0,2 M de Cloreto de sodio, 0,1 M de fosfato/citrato pH 4,2 e 20%
PEG 8000. Foram obtidos monocristais na condigdo contendo 1,0 M de Fosfato di-aménio e 0,1 M
de Acetato de sddio, pH 4,5 (Figura 10 — B).

Figura 10. Cristais da BaltAc-PLA, obtidos em temperatura constante de 18°C ap6s aproximadamente 20
dias. (A) Policristais formados na condi¢do contendo cloreto de magnésio hexahidratado, Bis-tris e PEG
3350. (B) Monocristais obtidos na condigdo contendo fosfato di-aménio e acetato de sddio.

4.3 Atividades Enzimatica e Biologicas

4.3.1 Atividade Catalitica

Todas as amostras foram medidas a 414 nm, tendo um aumento gradativo de,
aproximadamente, 0,02 unidades de absorbancia / minuto para aquelas que apresentam atividade
catalitica, como pode ser observado na Figura 11. O aumento na absorbancia representa a
liberacdo do produto da catélise, acido 5-tio-2-nitrobenzdico, o qual é gerado pela acdo da

fosfolipase A..
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Figura 11. Atividade catalitica da BaltAc-PLA, representada através do aumento da absorbancia a 414 nm
devido a liberacdo do acido 5-tio-2-nitrobenzdico. Bee: fosfolipase A, do veneno de abelha (controle
positivo); VVB: peconha bruta de Bothrops alternatus; BaltAc-PLA, em duas concentracdes diferentes (10 e

20 pg).

A fosfolipase A, do veneno de abelha é o controle positivo do kit sSPLA; Assay, ja sendo
conhecida sua acao catalitica sobre o substrato Diheptanoil Tio-PC. O controle positivo causou um
aumento de aproximadamente 0,01 a 0,02 unidades de absorbancia por minuto. A peconha bruta
de B. alternatus foi avaliada para comparar a agdo catalitica desta com a da proteina isolada
(BaltAc-PLA;). A peconha bruta comecou (0 min) com uma absorbancia maior do que as demais
amostras analisadas, indicando maior liberacdo do acido 5-tio-2-nitrobenzoico, porém, néo
apresentou aumento gradativo na absorbancia ao longo do tempo. Duas concentracdes da BaltAc-
PLA, foram avaliadas, 10 e 20 pg/ml, e ambas apresentaram aumento gradativo na absorbancia,
variando entre 0,01 a 0,02 unidades de absorbancia / minuto, indicando a acgdo catalitica dessa
enzima. Observou-se que a catalise do substrato foi dependente da concentracdo de BaltAc-PLA,,
visto que a amostra de maior concentragdo catalisa mais substrato no mesmo tempo.

Adicionalmente, sendo de forma indireta sobre eritrocitos e gema de ovo, foi avaliada a
atividade catalitica, na qual é observada a formacdo de um halo de catalise no substrato (Figura
12). A atividade catalitica da BaltAc-PLA; (0,5 mg/mL) foi avaliada pela formacéo do halo de
catalise de 15 mm apos 19 horas, aumentando para 22 mm ap6s 38 horas de incubacdo a 37° C

(Tabela 2). Em comparacéo ao controle negativo (PBS), apos 19 horas e 38 horas da incubacédo do
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PBS com o substrato, ndo houve formacao do halo de catalise (0 mm) (Tabela 2). Devido ao papel
das PLA, cataliticas, bem como a BaltAc-PLA,, no envenenamento, foram utilizadas trés
moléculas candidatas a inibidores (varespladib, suramina e acido rosmarinico), visando inibir a
atividade biol6gica desta classe de proteina. A inibicdo da atividade catalitica da BaltAc-PLA;
(0,5 mg/mL) foi avaliada pela formacdo do halo de catalise apds 19 e 38 horas de incubacdo da

proteina + inibidor (1:10, sendo uma molécula de BaltAc-PLA; e dez de ligante, respectivamente).
1 2 3 4
. . . . .
- . . . .

Figura 12. Avaliacdo da atividade fosfolipasica indireta da BaltAc-PLA, sobre eritrocitos e gema de ovo
apos 19 horas e 38 horas de experimento. 1. (a) Controle negativo, PBS; (b) BaltAc-PLA; (0,5 mg/ml). 2.
(a) Varespladib sozinho; (b) BaltAc-PLA, + Varespladib. 3. (a) Suramina sozinha; (b) BaltAc-PLA, +
Suramina. 4. (a) Acido Rosmarinico sozinho; (b) BaltAc-PLA, + Acido Rosmarinico.

Tabela 2. Diametro do halo de catalise formado pela acédo catalitica da BaltAc-PLA..

DIAMETRO DO HALO DE

CATALISE
19h 38h

PBS 0 mm 0 mm

BaltAc-PLA; 15 mm 22 mm
Varespladib 0mm 0mm
Varespladib + BaltAc-PLA, 0mm 0 mm
Suramina 0mm 0mm

Suramina + BaltAc-PLA, 13 mm 21 mm
Acido Rosmarinico 0mm 0 mm

Acido Rosmarinico + BaltAc-PLA, 12 mm 20 mm




Apenas o varespladib apresentou-se eficaz na inibicdo da acao catalitica de BaltAc-PLA,,
ao inibir, de forma eficiente, a formacdo do halo de catélise. Para as moléculas de suramina e o
acido rosmarinico, houve uma ligeira diminuicdo do halo catalitico, a qual ndo é significante
quando comparada ao didmetro do halo de catélise formado pela BaltAc-PLA; na auséncia de
inibidores.

Em adicdo, nas reacfes em que se pode observar a acdo catalitica da BaltAc-PLA,, na
presenca ou auséncia de moléculas candidatas a inibidores (Figura 12), observou-se que 0

tamanho do halo de catélise foi diretamente proporcional ao aumento do tempo.

4.3.2 Atividade Oxidante

A avaliacdo da atividade oxidante desencadeada pela BaltAc-PLA; e pela pegonha bruta de
Bothrops alternatus sobre hemoglobinas humanas foi avaliada por 72 horas, sob temperatura
constante de 25°C. Os dados das leituras espectrofotomeétricas a 630 nm (metahemoglobina) e a
540 nm (oxihemoglobina) foram coletados a cada hora, e a taxa de formacgdo da metahemoglobina
foi calculada com o emprego da equacgdo #1 (vide metodologia). O aumento da taxa de oxidacéo
da hemoglobina foi diretamente proporcional ao aumento da quantidade de BaltAc-PLA; e da
peconha bruta avaliada.

O efeito oxidante observado na solHb-CE causado pela presenca da BaltAc-PLA, foi
significante e concentracdo-dependente. A quantidade de metahemoglobina formada
espontaneamente (representada pelo controle negativo) e pelas quantidades de 1,0 e 5,0 ug da
BaltAc-PLA, foram similares nas primeiras trés horas de experimentacdo com %mHb ~10%. Para
a quantidade de 10 pg ja na terceira hora, a quantidade de mHb formada foi de ~ 15%,
aumentando para ~ 21% na quarta hora, e ~ 31 % de mHb formada na sexta hora de
experimentacdo (Figura 13).

A taxa de metahemoglobina (%mHb) formada na presenca de 10 pg da peconha bruta de
Bothrops alternatus foi avaliada com a finalidade de comparar o potencial oxidativo da pegonha
bruta com a proteina isolada. A quantidade de 1,0 ug da BaltAc-PLA,, ap0s a 92 hora, causou um
aumento significativo na formacdo de mHb (%mHb ~16,6% e controle negativo: %mHb ~13,2%)
e seguiu aumentando nas horas seguintes, até se estabilizar a partir da 432 hora de experimentacédo
(%mHb ~40% e controle negativo: %mHb ~24,5%). A quantidade de 5,0 pug apresentou uma taxa
significativa ja na 5% hora (%omHb ~14,5% e controle negativo: %mHb ~11,6%), tendendo a se
estabilizar apds a 35% hora com ~ 45% de formacdo de mHb. Para a quantidade de 10 pg, o
aumento significativo se deu ja na 32 hora de experimentacdo (%omHb ~15% e controle negativo:

%mHb ~10,9%), tendendo a se estabilizar apds a 242 hora com ~ 46% de formacdo de mHb, sendo
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maior que a taxa de metahemoglobina formada pelo controle positivo, que se manteve em ~ 45%

durante todo o experimento (Figura 13).
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Figura 13. Efeito oxidante causado pela presenca de diferentes quantidades da BaltAc-PLA, (1, 5 e 10 ug)
e pela quantidade de 10 pg da peconha bruta de B. alternatus sobre hemoglobinas provenientes de um
concentrado de eritrécitos humano tipo O+ (solHb-CE) a 5%. Controle positivo: fenilhidrazina; Controle
negativo: PBS. Os resultados foram expressos como média * erro padrdo da média.

O efeito oxidante observado na solHb-ST (Figura 14) causado pelas diferentes quantidades
da BaltAc-PLA, foi semelhante ao observado para solHb-CE (Figura 13), significante e
concentragcdo-dependente. O aumento significativo na quantidade de mHb formada na presenca de
10 pg da BaltAc-PLA, foi observado na terceira hora de experimentagédo (Y%omHb ~17 % e
controle negativo: %mHb ~ 11,4%), aumentando nas horas seguintes (Y%omHb ~23% na 42 hora e
%mHb ~31% na 62 hora), e tendendo a se estabilizar apos a 242 hora (%omHb ~46,5% e controle
negativo: %mHb ~17,6%). A formacdo de metahemoglobina no sangue total pela quantidade de
10 pg também foi superior ao controle positivo, que se manteve com %mHb ~45% durante todo o
experimento (Figura 14).

A quantidade de metahemoglobina formada na presenca de 1,0 e 5,0 pg da BaltAc-PLA;
sobre a solHb-ST foram similares nas primeiras trés horas de experimentacdo (%omHb ~12 % e

controle negativo %mHb ~11%). A quantidade de 1,0 pg, apds a 92 hora, causou aumento
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significativo na taxa de formacdo de mHb (%omHb ~19% e controle negativo: %mHb ~13,2%),
aumentando nas horas seguintes até se estabilizar a partir da 35 hora de experimentacéo (%omHb
~35,1% e controle negativo: %mHb ~21,7%). A quantidade de 5,0 pg, apdés a 5% hora, causou
aumento significativo na taxa de formacdo de mHb (%mHb ~16,3% e controle negativo: %mHDb
~12%), aumentando nas horas seguintes até se estabilizar também a partir da 352 hora (%omHb
~42% e controle negativo: %mHb ~21,7%) (Figura 14).
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Figura 14. Efeito oxidante causado pela presenca de diferentes quantidades da BaltAc-PLA, (1, 5 e 10 ug)
e pela quantidade de 10 ug da peconha bruta de B. alternatus sobre hemoglobinas provenientes do sangue
total humano do tipo O+ (solHb-ST) a 10%. Controle positivo: fenilhidrazina; Controle negativo: PBS. Os
resultados foram expressos como média + erro padrdo da média.

O efeito oxidante observado na solHb-CE causado pela presenca da pegonha bruta de
Bothrops alternatus foi significante e concentragdo-dependente, com exce¢do da quantidade de 1
Mg (Figura 15). A quantidade de metahemoglobina formada espontaneamente, e pela presenca das
diferentes quantidades da peconha de Bothrops alternatus, foram similares durante as primeiras
sete horas de experimentacdo (Figura 15). A quantidade de 100 pg, apo6s a 8 hora, causou um
aumento significativo na taxa de formacdo de mHb (%mHb ~15% e controle negativo: %mHDb
~12%) e seguiu aumentando nas horas seguintes. A quantidade de 50 pg, na 172 hora, apresentou
uma taxa significante ~17% de formacdo de mHb e continuou aumentando nas leituras

subsequentes. As quantidades de 10 pg e 5 pg provocaram aumentos significativos na taxa de
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oxidacdo da hemoglobina durante as 29% (~22%) e 32% (~21%) horas de experimentacao,
respectivamente. Complementarmente, durante a 382 hora, as quantidades de 100 pg e 50 ug da
peconha bruta avaliada apresentaram a mesma porcentagem de formacdo %mHb (~33%). Nas
horas seguintes, a quantidade de 100 ug apresentou menor taxa de formacdo de mHb do que a
quantidade de 50 ug, a qual atingiu o valor maximo de oxidacdo na 50% hora, com 38% de
formacdo de mHb, sendo esse valor o mais aproximado do controle positivo, que se manteve em

~45% durante todo o experimento.
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Figura 15. Efeito oxidante causado pela presenca de diferentes quantidades da pegonha bruta de B.
alternatus sobre hemoglobinas provenientes de um concentrado de eritrécitos humano do tipo O+ (solHb-
CE) a 5%. Controle positivo: fenilhidrazina; Controle negativo: PBS. Os resultados foram expressos como
média * erro padrdo da média.

O perfil de oxidacdo da solHb-ST causado por diferentes quantidades da peconha bruta de
B. alternatus foi semelhante ao observado para solHb-CE (Figura 16). A taxa de formacédo de
mHb na solHb-ST, devido a presenca das diferentes quantidades da peconha bruta de B.
alternatus, foram iguais ao controle negativo durante as primeiras 5 horas de experimentagdo. A
quantidade de 100 pg apresentou atividade oxidante significativa (~15%) na 62 hora de avaliacao,
aumentando gradativamente nas horas seguintes. A quantidade de 50 pg expressou uma taxa de
formacdo de mHb significativa (~16%) a partir da 12% hora, aumentando no decorrer do

experimento. As quantidades de 5 pg e 10 pg provocaram um aumento significativo na taxa de
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formacdo de mHb (ambos ~23%) somente apds a 322 e 332 horas de experimentacao,
respectivamente. Complementarmente, durante a 382 hora, as quantidades de 100 pg e 50 pg
apresentaram a mesma taxa de formacdo de mHb (~35%). Nas leituras subsequentes, a presenca
da quantidade de 50 pg da peconha bruta causou a oxidacdo da oxi-hemoglobina em
metahemoglobina maxima de ~40% na 50% hora de experimentacdo, sendo a taxa que mais se
aproximou do valor obtido no controle positivo, o qual se manteve em ~45% durante todo o

experimento (Figura 16).
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Figura 16. Efeito oxidante causado pela presenca de diferentes quantidades da peconha bruta de B.
alternatus sobre hemoglobinas provenientes de sangue total humano do tipo O+ (solHb-ST) a 10%.
Controle positivo: fenilhidrazina; Controle negativo: PBS. Os resultados foram expressos como média +
erro padrdo da média.

4.3.3 Atividade Coagulante

Os testes de TP (Tempo de Protrombina) e TTPa (Tempo de Tromboplastina) séo
considerados testes de triagem da coagulacéo e foram utilizados como controles da hemostasia. A
comparacdo entre TP e todas as quantidades (11,2; 22,4; 33,6; 44,8 e 89,6 ug) da BaltAc-PLA; foi
significante, bem como a comparacao destas com TTPa.

Os resultados da atividade coagulante da BaltAc-PLA, sobre plasma humano citratado

indicaram que a toxina apresenta formacdo de coagulo em todas as quantidades avaliadas. O
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tempo para formacgédo do coagulo plasmatico diminuiu conforme houve o aumento da quantidade
da BaltAc-PLA; avaliada. Porém, foi observado o aumento do tempo para a formagéo do codgulo
plasmético na maior quantidade avaliada (89,6 ug).
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Figura 17. Avaliacdo da atividade coagulante da BaltAc-PLA;em cinco diferentes quantidades (11,2; 22,4,
33,6; 44,8 e 89,6 ug). TP: Tempo de Protrombina e TTPa: Tempo de Tromboplastina Parcial Ativada. TP e
TTPa foram utilizados para controle da hemostasia, e comparados com a toxina isolada, solubilizada em
PBS 10x (pH 7,4) sobre plasma humano citratado. Resultados expressos como média + erro padrdo da
média (EPM) (n=3), onde ns: ndo significativo para valor de p>0,05. Valores de p<0,05 foram
considerados significativos (*: valor de p<0,01; **: valor de p<0,001; ***: valor de p<0,0001 e ****: valor
de p<0,00001).
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5. DISCUSSAO

Uma classe proteica importante envolvida nos efeitos fisiopatoldgicos do envenenamento
ofidico sdo as fosfolipases A, que causam efeitos miotoxicos, neurotdxicos, cardiotoxicos,
inflamatdrios e hematoldgicos. Estas PLA,s contribuem para o entendimento desses efeitos a
partir da sua caracterizacdo bioquimica (DIAS et al., 2018; GUTIERREZ, LOMONTE, 1995;
KINI, 2003). Neste trabalho, uma fosfolipase A, nomeada BaltAc-PLA,, foi purificada da
peconha bruta de Bothrops alternatus e caracterizada por analises biofisicas, bioquimicas e
farmacoldgicas.

A andlise da fracdo obtida na cromatografia liquida de fase reversa, segundo e Gltimo passo
de purificacdo, foi realizada por SDS-PAGE e espectrometria de massas. A anélise por SDS-
PAGE indicou que a proteina estava com alto grau de pureza, visto que apresentou apenas uma
banda no gel. Considerando que a purificacdo de PLA, botropica € comumente realizada em trés
ou mais etapas cromatograficas, a exemplo da purificacdo de BaltTX-Il de B. alternatus
(SETUBAL et al., 2013), BmooTX-1 de B. moojeni (SANTOS-FILHO et al., 2008) e BI-PLA; de
B. leucurus (NUNES et al., 2011), pode-se dizer que o processo de purificacdo utilizado neste
trabalho foi eficiente.

Quanto a caracterizacéo, a identificacdo de proteinas por meio da espectrometria de massas
depende da digestdo proteolitica que produz uma colegdo de peptideos (PENNINGTON, DUNN,
2001). O software PatternLab possibilitou a comparacdo dos fragmentos obtidos pela
espectrometria de massas com 0 banco de dados do Swiss-Prot (na taxonomia Bothrops),
confirmando que a proteina isolada é uma fosfolipase A,. Esta apresentou homologia com apenas
uma outra PLA;, da peconha de Bothrops alternatus, isolada por Denegri et al. (2010) (Figura 6),
denominada Ba Spll RP4 a qual estd presente no UNIPROT sob cddigo P86456. Contudo, a
sequéncia experimental da BaltAc-PLA, também esta presente em outros dezessete tipos de PLA;
identificadas no UNIPROT, todas do género Bothrops, sendo de outras espécies. Entre elas, estao:
Bothrops moojeni, B. erythromelas, B. jararacussu, B. pauloensis, B. leucurus, B. aspere B.
brazili (vide tabela 1).

De acordo com Scott (1997), as PLA,s de Bothrops apresentam alta homologia, chegando
a compartilhar de 40 - 99% de identidade em suas sequéncias de aminoacidos e,
consequentemente, similaridade na sua estrutura tridimensional. Uma das regiGes essenciais do
mecanismo de catalise das SPLA,s é a rede catalitica, formada pelos residuos: His*, Asp*® e Tyr>?
(SCOTT et al., 1990a; ARNI, WARD, 1996). A andlise da sequéncia experimental da BaltAc-

PLA,, obtida por experimentos de espectrometria de massas, mostrou a presenca de residuos
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responsaveis pela atividade catalitica desta classe de proteinas em posi¢des conservadas, sendo 0s
residuos de histidina, &cido aspértico e tirosina nas posi¢oes 48, 49 e 52, respectivamente.

Foram realizados experimentos de caracterizagdo biofisica para avaliar as dimensdes de
particulas em suspensdo (DLS), verificar a integridade da estrutura secundaria de BaltAcPLA;
(CD) e a obtencdo de cristais que possam fornecer um bom conjunto de difracdo de raios X
(cristalizacdo). Os experimentos de Dicroismo Circular (CD) mostraram que a BaltAc-PLA;
apresenta integridade e enovelamento estrutural, e que seu enovelamento € semelhante ao da
BthTX-Il (Asp*-PLA, da peconha de Bothrops jararacussu), proteina da mesma classe, que
também possui atividade catalitica. O DLS possibilitou saber se a amostra em questdo é
monodispersa ou polidispersa, e se apresenta algum tipo de oligbmero (mondémero, dimero,
trimero, tetramero ou oligdbmeros). O experimento de DLS é realizado em diferentes condi¢Ges
para saber em qual delas se tem os melhores resultados de monodisperséo. Sabe-se que a elevada
polidispersividade (Pd) pode resultar em dificuldade na obtencdo de monocristais, pois indica que
a distribuicdo de tamanho molecular da proteina estd heterogénea, demonstrando diversos estados
oligoméricos na solucdo e, consequentemente, dificultando a devida cristalizacdo da proteina
(SALVADOR et al., 2013; FERNANDES et al., 2010; CARDOSO et al., 2018).

Nesse estudo, os resultados de DLS mostraram uma polidispersividade (Pd) de 8,1% da
BaltAc-PLA,, confirmando ser uma amostra monomodal e monodispersa, com baixo valor de Pd.
Porém, na forma de um oligbmero composto por, aproximadamente, sete moléculas, 0 que nédo
impediu o processo de cristalizacdo da BaltAc-PLA..

Para os experimentos de cristalizacdo, 0 método usado neste trabalho foi o de difusdo de
vapor no sistema sitting drop. Policristais foram obtidos nas condi¢6es contendo 0,2 M de Cloreto
de magnésio hexahidratado, 0,1 M de Bis-tris, pH 5,5 e 25% de PEG 3350, e na condi¢do com 0s
compostos: 0,2 M de Cloreto de sodio, 0,1 M de fosfato/citrato pH 4,2 e 20% PEG 8000. Um
monocristal foi obtido na condicdo contendo 1,0 M de Fosfato di-amonio e 0,1 M de Acetato de
sodio, pH 4,5. Apds a obtencdo de monocristais que possibilitem a realizacdo de experimentos de
difracdo de raios X, visamos elucidar a estrutura tridimensional da BaltAc-PLA,, podendo, assim,
realizar a analise estrutural e melhor compreender os mecanismos de acdo dessa classe de proteina
e seu papel no envenenamento.

As PLA,s sdo as principais proteinas toxicas do veneno e tém um papel importante na
imobilizacdo e captura da presa. De acordo com Bulfone et al. (2018), estas enzimas apresentam
uma ampla variedade de efeitos farmacoldgicos, entre eles estdo: miotoxicidade (mionecrose local

e miotoxicidade sisttmica), neurotoxicidade pré-sinaptica, cardiotoxicidade e coagulotoxidade.
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De acordo com Ponce-Soto et al. (2010), as fosfolipases A, séo descritas na literatura
como altamente estaveis e resistentes ao calor, acidos e uréia, porém a atividade catalitica é
diminuida em pH bésicos. A resisténcia da fosfolipase A, foi observada neste trabalho nos
experimentos de atividade fosfolipasica indireta, nos quais a BaltAc-PLA; se manteve ativa,
exercendo sua atividade catalitica, mesmo ap0s 38 horas (Figura 12). A BaltAc-PLA, foi
solubilizada em tampdo formato de aménio (pH 3,5) para realizacdo dos experimentos de
atividade catalitica. Logo, o potencial hidrogeniénico (pH) foi baixo, garantindo a alta acdo
catalitica dessa enzima (Figura 12).

Uma grande variedade de inibidores de PLA,s é encontrada na literatura, atuando contra 0s
efeitos inflamatorios destas enzimas. Sendo a maioria inibidores competitivos que competem com
o0 substrato fosfolipidico pelo sitio ativo da enzima (SINGH et al., 2005; JABEEN et al., 2005).
Dentre estes, estdo: compostos inddlicos (OSLUND et al., 2008), peptideos sintéticos (SINGH et
al., 2003), vitamina E (CHANDRA et al., 2002a), flavonoides (LATTIG et al., 2007) e outras
substancias de extrato de plantas (MISHRA et al., 2000). Aqui, foi avaliado o potencial de
inibicdo de trés inibidores candidatos: varespladib, suramina, e cido rosmarinico.

A suramina é um agente terapéutico sintético derivado da naftiluréia polissilfonado,
desenvolvido e utilizado no tratamento de doencas de tripanossomiase africana e oncorceciase
(ARAGAO et al., 2012). De acordo com Aragdo (2009), a suramina se liga & PLA, humana
secretada do grupo IlA, resultando na inibicdo da atividade catalitica e ativacdo de macrofagos.
Neste estudo, a atividade catalitica da BaltAc-PLA,; pertencente ao grupo 1A da familia Viperidae
ndo foi inibida pela suramina, visto que, na auséncia deste inibidor, a acdo da BaltAc-PLA; sobre
o substrato formou um halo de catélise de 15 e 25 mm de didmetro, as 19 e 38 horas de incubagéo,
respectivamente. Enquanto que, na presenga da suramina, o didmetro diminuiu apenas dois
milimetros com 19 horas de incubagdo (13mm), e um milimetro com 38 horas (21 mm) (Figura
13; Tabela 3).

Assim como a suramina, o &cido rosmarinico também n&o foi eficiente na inibicdo da
atividade catalitica, diminuindo o didametro do halo de catalise em apenas trés milimetros as 19
horas e dois milimetros as 38 horas (Figura 13; Tabela 3). O acido rosmarinico (AR) € um ester
dos acidos caféico e 3,4-di-hidroxifenillatico, encontrado em diversas espécies vegetais, tais como
a Salvia officinalis L. (sélvia) e o Rosmarinus officinalis (alecrim). Os principais efeitos do AR
estudados até o momento sdo os efeitos antioxidantes, anti-inflamatorios, antidepressivo e
supressor (TEUSCHER, 2006; PETERSEN, SIMMONDS, 2003).

Diferentemente das outras duas moléculas citadas anteriormente, o varespladib inibiu, de

forma eficiente, a atividade catalitica da BaltAc-PLA;, ndo havendo formacao do halo de catalise
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sobre o substrato (Omm — Figura 13; Tabela 3). Varespladib é um conhecido inibidor da classe de
toxinas PLA,s secretadas. Seu derivado oral, metil-varespladib, é um candidato promissor para o
tratamento prévio do envenenamento por pegonhas de serpentes ricas em enzimas PLA,S
(GUTIERREZ et al., 2020; LEWIN et al., 2016).

De acordo com Salvador (2019), o varespladib atua bloqueando a ativacdo alostérica de
MjTX-I1 (PLA, miotdxica), inibindo a interacdo da toxina com as superficies da membrana. Além
de bloquear a ativacdo alostérica das PLA.s, o varespladib se liga ao canal hidrofobico dessas
toxinas, impedindo o alinhamento dos locais funcionais das toxinas com o0s substratos
(SALVADOR, 2019). Youngman (2020) sugere que as toxinas PLA,s da peconha da serpente
Bitis sp sdo responsaveis pela inibicdo da protrombinase, e que esse efeito pode ser neutralizado
pelo varespladib.

Embora o antiveneno seja um tratamento eficaz para o ofidismo, sua eficiéncia é
dependente de varias condicBes, como 0 acometido ser capaz de viajar para um hospital proximo e
em tempo habil, disponibilidade do antiveneno no hospital e especificidade para serpente que
causou o empeconhamento (BULFONE et al., 2018). Assim, é de grande importancia a busca por
moléculas que neutralizem os efeitos toxicos da peconha, e que possam ser utilizadas previamente
a ida ao hospital, aumentando a possibilidade do tratamento com o antiveneno especifico nos
pacientes. Youngman e colaboradores (2020) relatam a eficacia potencial do varespladib, também
observada neste trabalho, para o tratamento de envenenamentos por espécies de serpentes que sao
conhecidas por possuirem peconhas ricas em PLA, Estes autores afirmam que o varespladib ou
seu derivado oral metil-varespladib poderiam ser administrados no campo, imediatamente ap0s o
envenenamento, antes do tratamento hospitalar, neutralizando os efeitos toxicos das fosfolipases
A, (YOUNGAMAN, et al., 2020).

As PLA,s apresentam atividade sobre uma variedade de celulas, especialmente nos
eritrocitos (hemolise) e nas células do musculo esquelético (rabdomidlise), contribuindo
largamente para o estresse oxidativo (BARONE et al., 2014). Ao entrar no sistema circulatério, as
PLA,s causam hemolise, devido a quebra dos lipideos de membrana dos eritrécitos, o que resulta
na liberacdo da hemoglobina (Hb). Quando livre de células, a Hb sofre oxidacdo espontanea e
também reage com o 6xido nitrico (NO), gerando metahemoglobina (mHb). A mHb é altamente
pré-oxidante na natureza e pode liberar heme féerrico, que pode atravessar facilmente a membrana
celular e aumentar a atividade oxidante de células préximas (ROTHER et al., 2005).

O efeito oxidativo causado por pegonhas ofidicas ainda é pouco descrito e as interacdes
entre estas e a hemoglobina ndo sdo completamente compreendidas (SUNITHA et al., 2015;
WILLIAM et al., 2018). Contudo, Meléndez-Martinez e colaboradores (2017) apontam que a
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formacdo de metahemoglobina esteja relacionada ao perdéxido (H.0,), subproduto da catalise
enzimatica da enzima L-aminoacido oxidase (LAAO). Complementarmente, estudos ja relataram
uma correlacdo da pegonha ofidica com a producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs)
(SHARMA, et al., 2015; SANTHOSH et al., 2016).

William e colaboradores (2018) inferiram que o H,O, pode interagir com o ferro (Fe**)
presente na hemoglobina e gerar outras EROs pela reacdo de Fenton. Contudo, em seus estudos
com a peconha de N. nigricollis, foi evidenciado que esta ndo apresenta svLAAO, porem, foi
observada uma abundéncia da enzima Fosfolipase A,.

Neste trabalho, foi avaliada a atividade oxidante da BaltAc-PLA, sobre solugdes de
hemoglobina a partir da formacdo de metahemoglobina, a qual pode ser lida em 630nm. O
aumento da taxa de oxidagédo foi diretamente proporcional ao aumento na quantidade de BaltAc-
PLA, avaliada, indicando que a acdo oxidativa desencadeada por essa toxina € concentracao-
dependente (Figuras 13 e 14). Na quantidade de 10 pg, ndo foi observada diferenca significativa
entre as duas solugbes (SolHB-CE e SolHB-ST). J& nas quantidades de 1,0 e 5,0 ug, houve
diferenca significativa entre as duas solucdes em algumas horas durante a experimentacdo, a
exemplo da terceira hora de experimentacao.

A atividade oxidante da pegonha bruta de Bothrops alternatus também foi observada a
partir da formacdo de metahemoglobina. A comparacdo entre as duas solucdes utilizadas nesse
experimento (SolHb-CE e SolHb-ST) ndo apresentou significAncia para todas as quantidades
avaliadas, com excecdo da quantidade de 100 pg. Esta apresentou uma pequena diferenca entre as
solugdes a partir da 152 hora de experimentacao, sendo pouco significativa. Contudo, a partir da
312 hora, a diferenga entre a SolHb-CE e SolHb-ST na quantidade de 100 pg voltou a ser ndo
significativa (Figuras 15 e 16).

A comparacao entre as taxas de oxidacdo da BaltAc-PLA, com as da pegconha bruta de
Bothrops alternatus foi altamente significativa. A BaltAc-PLA; apresentou um potencial oxidativo
superior & peconha bruta, em ambas as soluc6es avaliadas (SolHb-CE e SolHb-ST). Sugere-se que
isto esteja relacionado ao fato de que a quantidade de proteina isolada utilizada no experimento é
superior a que esta presente na peconha bruta. Os resultados mostram que as fosfolipases A, como
sugerido por William et al. (2018), sdo um dos componentes da peconha responsaveis pela
formacéo de metahemoglobina.

Quanto aos experimentos de coagulacdo, a atividade coagulante da BaltAc-PLA; foi
avaliada em plasma humano citratado e os resultados mostraram que o tempo de formacgdo do
codgulo diminuiu com o aumento da quantidade de PLA; utilizada, com excecdo da maior

quantidade avaliada. Sugere-se que a BaltAc-PLA,; induza a formacao do coagulo plasmatico nas
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menores quantidades e iniba nas maiores quantidades, assim como demonstra o estudo de Kini
(1990) sobre a agregacdo plaquetéria, em que algumas PLA,s apresentam efeitos bifasicos,
provocando a agregacdo plaquetaria em baixas concentragdes e desagregacdo em concentracoes

elevadas.
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CONCLUSOES

Foi isolada uma PLA; da peconha bruta de Bothrops alternatus por meio de dois passos de
purificacdo, sendo cromatografia liquida de troca idnica seguido de cromatografia liquida
de fase reversa.

O ensaio de SDS-PAGE indicou que a toxina isolada apresenta massa molecular de
aproximadamente 14 kDa e, junto as analises de espectrometria de massas, identificaram a
toxina como sendo uma PLA; a qual denominamos BaltAc-PLA,. Esta toxina apresenta
homologia com vérias PLA, de carater acido presentes nas peconhas de serpentes do
género Bothrops.

Quanto aos experimentos de caracterizacdo biofisica (CD, DLS e Cristalizagdo), a BaltAc-
PLA, apresentou integridade e enovelamento estrutural, e baixa polidispersividade, tendo
sido obtido um monocristal no experimento de cristalizacao.

Quanto aos experimentos de atividades enzimatica e biologicas, a BaltAc-PLA; apresentou
atividade catalitica e oxidante, e pro-coagulante nas menores concentragdes.

Dentre os candidatos a inibidores (suramina, varespladib e &cido rosmarinico), apenas o
varespladib inibiu completamente a atividade catalitica da BaltAc-PLA..

A BaltAc-PLA,; apresentou um potencial oxidativo superior & peconha bruta, em ambas as
solugdes avaliadas (SolHb-CE e SolHb-ST).

A BaltAc-PLA; induziu a formacdo de coagulo plasmético em todas as quantidades

avaliadas, com excec¢do da ultima quantidade (89,6 Q).
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ANEXO 01

Acordo de Cooperacao Técnica e Cientifica entre a UFPB e UDCDB
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ACORDO DE COOPERACAO TECNICA E
CIENTIFICA QUE ENTRE SI CELEBRAM, DE UM
LADO, A UNIVERSIDADE CATOLICA DOM
BOSCO - UCDB E, DE OUTRO, UNIVERSIDADE
FEDERAL DA PARAIBA - UFPB

A UNIVERSIDADE CATOLICA DOM BOSCO, mantida pela MISSAO SALESIANA
DE MATO GROSSO, pessoa juridica de direito privado, associacido civil sem fins
lucrativos, inscrita no CNPJ/MF sob n® 03.226.149/0015-87, estabelecida na Av.
Tamandarée, 6.000, em Campo Grande/MS, doravante designada simplesmente
UCDB, neste ato representada por seu Magnifico Reitor Pe. José Marinoni,
portador do RG n° 219039 SSP/MS, ¢ do CPF n° 127554511-49, e de outro lado,
a UNIVERSIDADE FEDERAL DA PARAIBA, inscrita no CNPJ/MF sob o n.°
24.098.477/0001-10, sediada na Cidade Universitaria, bairro Castelo Branco, em
Jodo Pessoa/PB, doravante designada simplesmente CPr-Lab - UFPB, neste ato
representada por sua Magnifica Reitora professora Margareth de Fatima
Formiga Melo Diniz, portadora da Cédula de Identidade n® 394.612 SSP-PB,
CPF n.° 323.157.164-20, domiciliada na cidade de Joao Pessoa/PB, resolvem
celebrar o presente Acordo de Cooperacdo Técnica e Cientifica, regido pelas
clausulas e condicoes seguintes:

CLAUSULA PRIMEIRA - DO OBJETO

O presente Acordo objetiva a conjuncao de esfor¢os entre as partes, mediante
utilizagao de recursos técnicos e/ou materiais disponiveis, para a implementacao
de atividades de aprofundamento do conhecimento técnico-cientifico de
qualificagao e capacitacao voltadas a formagao de recursos humanos e obtencao
de resultados cientificos na area de Biologia Molecular Estrutural com a
utilizacao de toxinas isoladas de venenos de serpentes e/ou venenos brutos.

SUBCLAUSULA PRIMEIRA - A implementacdo dos objetivos deste Acordo sera
realizada em conformidade com as descri¢cdes constantes do documento anexo
denominado Plano de Trabalho, o qual, uma vez rubricado pelas participes
passa a integrar o presente instrumento, independentemente de transcricao sob a
forma de termos aditivos.

SUBCLAUSULA SEGUNDA - As atividades de aprofundamento do conhecimento
técnico-cientifico de qualificacao e capacitagédo incluem a participacao em cursos,
seminarios, congressos, palestras, e outras atividades inerentes e correlatas a
area de Biologia Molecular Estrutural.

CLAUSULA SEGUNDA - DO LOCAL DE EXECUCAO

As atividades de qualificacao e capacitacdo, bem como outras atividades inerentes
e necessarias para a consecucdo do objeto deste instrumento, poderao ser
executadas nas areas fisicas, complexos educacionais e de treinamentos
estabelecidos em ambas as instituicoes.

..::lﬁb-'__{
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CLAUSULA TERCEIRA - DA COORDENACAO

A Coordenacdo do objeto deste Acordo ficara, por parte da UFPB, sob a
responsabilidade da Professora DANIELA PRISCILA MARCHI SALVADOR,
Matricula SIAPE 1775477, Coordenadora do Laboratorio de Cristalografia de
Proteinas, CPr-Lab do Departamento de Biologia Molecular do Centro de Ciéncias
Exatas e da Natureza da UFPB, a qual sera responsavel por todas as ocorréncias
relacionadas a sua execucdo, determinando o que for necessario para a
regularizacao das faltas ou incorrecoes observadas.

CLAUSULA QUARTA - DAS OBRIGACOES

Visando a consecugao dos objetivos propostos, além das demais obrigacdes
constantes desse instrumento, as partes comprometem-se especificamente a:

I - OBRIGACOES DA UCDB:

a) Permitir que técnicos, pesquisadores (docentes) e discentes integrantes do seu
quadro de pessoal desenvolvam acoes voltadas ao desenvolvimento dos
objetivos propostos com efetivacao do presente Acordo;

b) Possibilitar acesso a infraestrutura disponivel no campus necessarias para
execucao dos objetivos propostos no presente Acordo;

¢) Disponibilizar e ceder material biolégico (veneno bruto e/ou toxinas isoladas
de serpentes dos géneros Bothrops ¢ Crotalus) para realizacao de
experimentos biolégicos propostos nos objetivos do presente Acordo;

d) Captar, capacitar e qualificar recursos humanos para executar acoes
(extracao de peconhas de serpentes) relacionadas ao cumprimento dos
objetivos propostos no presente Acordo;

II

OBRIGACOES DO UFPB, através do CPr-Lab:

a) Disponibilizar discentes integrantes de projetos de pesquisa coordenados pcla
Prof* Dr* DANIELA PRISCILA MARCHI SALVADOR c/ou por docentes
colaboradores para desenvolverem acoes voltadas a execucao dos objetivos
propostos no presente acordo e seus termos aditivos;

b) Disponibilizar pesquisadores (docentes), mediante autorizacdo do setor de
lotacado competente ¢ respeitando a compatibilidade entre a carga horaria
académica e as horas dispensadas as atividades abrigadas por este acordo;

c) Permitir acesso a infraestrutura e aos materiais consumiveis disponiveis no
Laboratorio de Cristalografia de Proteinas - CPr-Lab ou em demais
laboratorios parceiros para proporcionar condicoes necessarias para executar
os objetivos propostos no presente Acordo;

d) Realizar experimentos de avaliacao de efeitos biologicos de venenos brutos e
de suas respectivas fracoes proteicas isolados de serpentes dos géneros
Bothrops e Crotalus na auséncia e/ou na presenca inibidores naturais e/ou
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sintéticos bem como elucidar ¢ analisar estruturas oligoméricas de proteicas
isoladas de peconhas de serpentes por cristalografia de raios X;

e) Realizar estudos computacionais (topologicos, docking, de dinamica molecular
e filogenéticos) para avaliar as caracteristicas pertinentes as PLA3s isoladas de
peconhas de serpentes e sugerir possivels moléculas inibidoras das atividades
toxicas e farmacologicas desencadeadas por estas enzimas;

f) Captar e capacitar e qualificar recursos humanos para realizacao de ensaios
biolégicos e caracterizagdo biofisicoquimicamente dos venenos brutos e as
fracoes isoladas de peconhas de serpentes dos géneros Bothrops e Crotalus;

g) Publicar os resultados obtidos no decorrer da execucao da presente parceria
em eventos cientificos e/ou na forma de artigos cientificos, relatorios de
iniciacao cientifica, dissertacoes de mestrado e teses de doutorado.

CLAUSULA QUINTA - DOS RECURSOS HUMANOS

Os recursos humanos utilizados pelas partes convenentes na execucao deste
Acordo, na condi¢ao de empregado, auténomo, empreiteiro, ou a qualquer outro
titulo, nenhuma vinculacdo ou direito tera em relacao a outra parte, ficando a
cargo exclusivo da parte convenente a integral responsabilidade no que se
referem a todos os direitos das pessoas que contratar, mormente os trabalhistas e
previdenciarios, inexistindo qualquer solidariedade entre as partes neste sentido.

CLAUSULA SEXTA - DA TRANSFERENCIA DE RECURSOS

Para execucdo do presente Acordo nao havera transferéncia ou repasse de
recursos financeiros de quaisquer naturezas entre as Instituigoes convenentes.

SUBCLAUSULA UNICA - Havendo a necessidade de transferéncia de recursos as
partes deverao celebrar instrumento especifico para tal finalidade.

CLAUSULA SETIMA - DA VIGENCIA

O presente instrumento tera vigéncia de 5 (cinco) anos, a contar da data de sua
assinatura.

SUBCLAUSULA UNICA - O presente Acordo podera, a qualquer tempo, ser
denunciado, mediante aviso prévio de 45 (quarenta ¢ cinco) dias.

CLAUSULA OITAVA - DA RESCISAO

Por decisdo, em comum acordo por ambos os convenentes, o presente podera ser
rescindido ou, ainda, o mesmo podera ser anulado por descumprimento de
quaisquer de suas clausulas ou condigdes por um dos contratados e, a parte
prejudicada podera rescindir o presente Acordo, mediante simples comunicacao,
escrita e fundamentada, a outra, respondendo a parte inadimplente pelas perdas
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e danos decorrentes, ressalvadas as hipoteses de caso fortuito ou de forca maior,
devidamente caracterizadas.

CLAUSULA NONA - DO FORO

Para a solucao de quaisquer controvérsias porventura oriundas da execucao
deste Acordo, em relacao as quais nao tenha havido entendimento amigavel, as
partes elegem o Foro da Justica Federal da Cidade de Joao Pessoa-PB, com
renuncia expressa a qualquer outro, por mais privilegiado que seja.

Estando assim justas e contratadas, firmam o presente instrumento em 03 (trés)
vias de igual teor e forma, na presenca das testemunhas abaixo nomecadas e
subscritas.

Campo Grande/MS, 21 de outubro de 2014.

Reitor da Universidade Catoélica

W —— Wﬂi@\

Margareth de Fatima Formiga Melo Diniz
Reitora da Universidade Federal da Paraiba

Testemunhas:
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PLANO DE TRABALHO
Anexo ao Acordo de Cooperacao Técnica e Cientifica entre a UCDB e a UFPB

1 - IDENTIFICACAO

CONCEDENTE CNPJ

UNIVERSIDADE CATOLICA DOM BOSCO 03.226.149/0015-87
RESPONSAVEL CPF RG

JOSE MARINONI 127.554.511-49 219.039 SSP/MS
CONVENENTE CNPJ

UNIVERSIDADE FEDERAL DA PARAIBA 24.098.477,/0001-10
ENDERECO CEP

CIDADE UNIVERSITARIA, CASTELO BRANCO, JOAO PESSOA/PB 58051-900
ESFERA ADMINISTRATIVA

Administracao Publica Federal

RAMO DE ATUACAO
EDUCACAO SUPERIOR

REPRESENTANTE LEGAL CPF RG
Margareth de Fatima Formiga Melo Diniz 323.157.164-20 394.612 SSP-FB
OBJETO

Execucao de estudos bioquimicos, toxicos, farmacologicos e estruturais com venenos brutos
e/ou toxinas isoladas de peconhas de serpentes dos géneros Bothrops e Crotalus.

==
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PLANO DE TRABALHO
Anexo ao Acordo de Cooperagao Técnica e Cientifica entre a UCDB e a UFPB

II - OBJETO/JUSTIFICATIVA

OBJETO

Execucao de estudos bioquimicos, téxicos, farmacolégicos e estruturais com venenos brutos e/ ou
toxinas isoladas de peconhas de serpentes dos géneros Bothrops e Crotalus.

JUSTIFICATIVA

O presente convénio possibilitara a extracao de venenos de serpentes para realizacao de estudos

bioquimicos, toxicos, farmacologicos e estruturais com venenos brutos e/ou toxinas isoladas de

peconhas de serpentes dos géneros Bothrops e Crotalus na tentativa de melhor compreender ofs)
possivel(eis) mecanismo(s) de acao(oes) destas enzimas.
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PLANO DE TRABALHO

Anexo ao Acordo de Cooperacdo Técnica e Cientifica entre a UCDB e a UFPB

III - METAS

Meta

Descricdo das metas e etapas

Data Inicial

Data Final

Extrair e caracterizar biologicamente os venenos brutos de
serpentes dos géneros Bothrops e Crotalus;

outubro/2014

outubre/2019

Isolar fracdes proteicas que compdem peconhas de serpentes dos
géneros Bothrops e Crotalus;

outubro /2014

outubro /2019

Caracterizar efeitos toxicos, bioguimicos e farmacologicos das
fracdes proteicas inéditas isoladas no desenvolvimento deste
projeto e/ou fracdes proteicas isoladas na presenca de inibidores
naturais e/ou sintéticos através de ensaios biolégicos;

outubro/2014

outubro/2019

Cristalizar ¢/ou co-cristalizar (na presenca de inibidores naturais
e/ou sintéticos) fracoes proteicas isoladas de peconhas de
serpentes dos géneros Bothrops e Crotalus isoladas no decorrer do
presente projeto e/ou disponibilizadas por colaboradores;

janeiro/2015

outubro /2019

Coletar dados de difraciao de raios X dos cristais obtidos nas
estacdes experimentais MX1 ou MX2 do Laboratério Nacional de
Luz Sincrotron, LNLS/Campinas-SP;

margo/2015

outubro/2019

Elucidar e analisar a(s) estrutura(s) tridimensional(is) das PLA2s
cristalizadas que geraram bons conjuntos de dados de difracao de
raios X;

abril/2015

outubro/2019

Determinar regides de reconhecimento de PLA2s isoladas de
serpentes dos géneros Bothrops e Crotalus frente aos soros
antiofidicos anticrotilico e antibotrépico;

junho/2015

outubro/2019

Analisar as regides imunogénicas das diferentes PLA2s botropicas
e crotilicas que reagiram com os diferentes soros antiofidicos e
realizar um estudo comparativo entre as PLA2s isoladas de
venenos de serpentes da familia Viperidae;

junho /2015

outubro/2019

Envolver estudantes de graduacio e pés-graduacio a fim de inseri-
los na comunidade cientifica e repassar a metodologia
experimental utilizada para obtencdo de estruturas oligoméricas
de macromoléculas biolégicas.

outubre/2014

outubro/2019

10

Realizar estudos computacionais (topolégicos, docking, de
dindmica molecular e filogenéticos) para avaliar as caracteristicas
pertinentes as PLA2s isoladas de peconhas de serpentes e sugerir
possiveis moléculas inibidoras das atividades téxicas e
farmacolégicas desencadeadas por estas enzimas;

fevereiro /2015

outubro/2019

11

Divulgar os resultados parciais e/ou completos obtidos no
decorrer da execucdo da presente parceria em congressos
cientificos e/ou na forma de artigos cientificos, relatérios de
iniciacdo cientifica, dissertacoes de mestrado e teses de
doutorado.

outubro/2014

outubro/2019
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PLANO DE TRABALHO
Anexo ao Acordo de Cooperacgdo Técnica e Cientifica entre a UCDB e a UFPB

IV - DECLARACAO DO CONVENENTE E APROVACAO DO CONCEDENTE

Declaracgao

Na qualidade de representante legal, declaro para fins de prova junte a Universidade
Federal da Paraiba, para os efeitos e sob penas da lei, que inexiste qualquer débito em
mora ou situacao de inadimpléncia com o Tesouro Nacional ou qualquer orgao ou
entidade da Administracao Pablica Federal, Direta e Indireta, que impeca a celebracao
do presente Acordo de Cooperagao Técnica.

Pede Deferimento,

n’ﬂ 4 i [
f"‘g— L’ e N

('_:(_.
& Reitor da UCDB ™. R

Campo Grande - MS, 21 de outubro de 2014,

Aprovacao

Aprovo,

- PP (U

Jodo Pessoa - PB, 21 de outubro de 2014. MARGARETH DE FATIMA FORMIGA/MELO DINIZ
Reitora da UFPB
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ANEXO 02

Termo de Procedéncia de VVenenos Ofidicos
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UNIVERSIDADE CATOLICA DOM BOSCO

Valorizando talentos

U C D B Missio Salesiana de Mato Grosso B ioté rﬁ_@ .

Universidade Catélica Dom Bosco
Instituic@o Salesiana de Educagéo Superior

Biotério MSMT — UCDB / BioToxX

Campo Grande-MS, 20 de Maio de 2014.

TERMO DE PROCEDENCIA

Seguem 03 frascos contendo 04 gramas cada um de veneno cristalizado de serpentes do género
Bothrops moojeni, Borhrops alternatus e Crotalus durissus codigo/n® B. m/s8-0021, oriundas do
plantel do Biotério/lUCDB com o niimero de registro 718.682, junto 2o Instituto Brasileiro do Meio
Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis - IBAMA, localizado no campus da Universidade
Catdlica Dom Bosco, situada na Av. Tamandaré, 6000, Bairro Jd. Seminario, CEP 79117-900,
Cx.P. 100 em Campo Grande — Mato Grosso do Sul.

o
%"%{\g‘\a
= o
Paula Helena Santa R;ﬂ%:qa{.ﬁ%g
Biotério/UCRB it
f-?_‘\o.\af‘
MISSAO SALESIANA DE MATO GROSSO - UNIVERSIDADE CATOLICA DOM BOSCO
Av. Tamandare, 6000 - Jardim Seminario - CEP: 79117-800 - CAMPO GRANDE - MS - BRASIL

CNPJ/MF: 03:226.149/0015-87 - Fone: 55 67 3312-3300 - Fax: 5567 3312-3301 - www.ucdb.br

72



ANEXO 03

Certificado de Apresentagdo para Apreciacio Etica (CAAE)
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UFPB - CENTRO DE CIENCIAS
MEDICAS DA UNIVERSIDADE ‘GGt o™
FEDERAL DA PARAIBA / CCM

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Avaliacdo das atividades oxidante, catalitica e coagulante de uma fosfolipase A2
isolada da peconha da serpente Bothrops alternatus

Pesquisador: Micaela de Melo Cordeiro Eulalio

Area Tematica:

Versdo: 2

CAAE: 39037620.1.0000.8069

Instituicdo Proponente: UNIVERSIDADE FEDERAL DA PARAIBA
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 4.452.946

Apresentacao do Projeto:

Pesquisa acadéemica, vinculada ao Programa de Pds-Graduacao em Biologia Celular e Molecular da
Universidade Federal da Pararba da pesquisadora MICAELA DE MELO CORDEIRO EULALIO, sob a
orientacdo da Prof* Dre Daniela Priscila Marchi Salvador e do Dr Guilherme Henrigue Marchi Salvador. Trata
-se de uma pesquisa de cardter experimental, que serd realizada utilizando sangue total humano,
concentrado de hemacias e plasma humano citratado, coletado por profissionais biomédicos ou outros
profissionais capacitados e doados por voluntarios estudantes dos cursos de graduacao e pos-graduacao da
UFPB, que nédo tenham feito uso de medicamento nos dez dias anteriores a coleta e estejam em jejum de
no minimo 4 horas. A agdo catalitica da toxina sera avaliada utilizando como substrato eritrdcitos e gema de
ovo. Serdo avaliados trés potenciais inibidores: varespladib, suramina e dcido rosmarinico. O potencial efeito
oxidante da PLA2 sobre solucdes de hemoglobinas (SclHb) sera realizado utilizando leitor de microplacas
(Multiskan GO), nos comprimentos de ondas de 540 e 630 nm. Para avaliar a atividade coagulante, leituras
serdo feitas com a utilizacao do equipamento Coagmaster 2.0 (Wama).

Objetivo da Pesquisa:
Objetivo Primdrio:
Avaliar os efeitos: coagulante, oxidativo e catalftico de uma fosfolipase A2 isolada da peconha

Endereco: Centro de Ciéncias Medicas, 3° andar, Sala 14 - Cidade Universitana Campus 1

Bairro: CASTELO BRANCO CEP: 58.051-900
UF: PB Municipio: JOAO PESSOA
Telefone: (33)3216-7308 E-mail: comitedestica@ cem.ufphb.br

Pagina 071 de 04
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UFPB - CENTRO DE CIENCIAS
MEDICAS DA UNIVERSIDADE gww
FEDERAL DA PARAIBA / CCM

Continuacao do Parecer: 4.452 9468

bruta de Bothrops alternatus.

Objetivo Secunddrio:

« Avaliar atividade coagulante de uma fosfolipase A2 isolada da peconha bruta de Bothrops alternatus;

+ Avaliar o efeito oxidante da fosfolipase A2 sobre o sangue total e um concentrado de heméacias;

« Comparar o potencial oxidativo da fosfolipase A2 isolada com o da peconha bruta;

+ Avaliar a atividade catalftica da fosfolipase A2 e o potencial de inibicao de trés candidatos a inibidores:
varespladib, dcido rosmarfnico e suramina.

Avaliacdo dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

Essa pesquisa pode oferecer risco minimo previsivel ao voluntdrio, visto que serd realizada puncéao venosa
periferica, dessa forma o paciente pode sentir um leve desconforto e dor na coleta, risco esse que sera
minimizado uma vez que o procedimento serd realizado por profissional biomeédico ou outro profissional
habilitado para tal atividade. Além disso, o procedimento de coleta obedecerd todas as normas de
biosseguranca em vigéncia.

Beneficios:

Esta pesquisa pode trazer beneflcios como a identificacdo de um potencial inibidor da fosfolipase A2 de
Bothrops alternatus, além de conhecer, in vitro, a alteracao das caracter(sticas hemostaticas promovidas
pela PLAZ.

Comentdrios e Consideracoes sobre a Pesquisa:
E uma pesquisa relevante, o projeto bem elaborado e os pesquisadores atenderam as recomendacoes
solicitadas pelo CEP.

Consideragdes sobre os Termos de apresentacdo obrigatdria:

Foram devidamente apresentados Projeto completo, TCLE, TCLE com alteracdes destacadas, carta
resposta, folha de rosto, termo de anuéncia e documento do pesquisador responsdvel, possibilitando uma
adequada avaliacao no que se refere aos aspectos éticos da pesquisa em tela.

Recomendacgbes:

- Manter a metodologia aprovada PELO CEP-CCM.

- Apresentar os relatérios parcial e final, via Plataforma Brasil, no [cone notificagdes.

- Informar ao CEP-CCM, por meio de Emenda/Notificacao a inclusao de novos membros/equipe de
pesquisa, via plataforma Brasil.

- Caso ocorram intercorréncias durante ou apés o desenvolvimento da pesquisa, a exemplo de

Endereco: Centro de Cigncias Me&dicas, 3° andar, Sala 14 - Cidade Universitaria Campus 1

Bairro: CASTELO BRANCO CEP: 58.051-900
UF: PB Municipio: JOAO PESSOA
Telefone: (83)3216-7308 E-mail: comitedestica@ccm.ufpb.br

Pagina 02 de 04

75



UFPB - CENTRO DE CIENCIAS o} porme

MEDICAS DA UNIVERSIDADE C@mﬂ

FEDERAL DA PARAIBA/ CCM

ContinuagAo do Parecer; 4,452 946

alteracao de titulo, mudanca de local da pesquisa, populacao envolvida, entre outras, o (a) pesquisador (a)

responsavel devera solicitar a este CEP, via Plataforma Brasil, aprovacdo de tais alteracoes, ou buscar

devidas orientacoes.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes:

O presente projeto encontra-se devidamente instrufdo conforme o que preconiza a Resolugado 466-12, do

Conselho Nacional de Satide - Ministério da Satide. Desse modo, somos favordveis a aprovacao.

Consideractes Finais a critério do CEP:

Diante do exposto, o Comite de Etica em Pesquisa do Centro de Cieéncias Medicas- CEP-CCM, de acordo

com as atribuicdes definidas na Resolugcao CNS n° 466 de 2012 e na Norma Operacional n® 001 de 2013 do

CNS, manifesta-se pela aprovacao do projeto de pesquisa proposto.

Situacéo: Protocolo aprovado.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagéo
Informagoes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P 25/11/2020 Aceito
do Projeto ROJETO 1636210.pdf 11:33:58
Outros CARTA_RESPOSTA.doc 25{11/2020 |Micaela de Melo Aceito

11:31:59 | Cordeiro Euldlio
TCLE/ Termosde |TCLE_ALTERACOES DESTACADAS.d] 25/11/2020 |Micaela de Melo Aceito
Assentimento / oc 11:30:22 | Cordeiro Eulalio
Justificativa de
Auséncia
TCLE/ Termosde |TCLE.doc 25/11/2020 | Micaela de Melo Aceito
Assentimento / 11:25:20 |Cordeiro Euldlio
Justificativa de
Auséncia
Folha de Rosto Folha_de_Rosto_DocAssinado.pdf 25/11/2020 |Micaela de Melo Aceito
11:23:03 | Cordeiro Euldlio
Projeto Detalhado / | PROJETO_COMITE_DE_ETICA.pdf 29/09/2020 |Micaela de Melo Aceito
Brochura 21:43:51 Cordeiro Eulalio
Investigador
Declaracao de PESQUISADOR_PARTICIPANTE1 .pdf 29/09/2020 |Micaela de Melo Aceito
Pesquisadores 21:41:42 | Cordeiro Eulalio
Declaracao de PESQUISADOR_PARTICIPANTEZ2.pdf 29/09/2020 |Micaela de Melo Aceito
Pesquisadores 21:40:12 | Cordeiro Euldlio
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Declaracao de PESQUISADOR_RESPONSAVEL.pdf 29/09/2020 |Micaela de Melo Aceito
Pesquisadores 21:38:05 |Cordeiro Euldlio
29/09/2020 |Micaela de Melo Aceito

Declaracao de
Instituicao e
Infraestrutura

TERMO_DE_ANUENCIA. pdf

21:34:57

Cordeiro Eulalio

Situacdo do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciacao da CONEP:

Nao

JOAQ PESSCA, 10 de Dezembro de 2020

Assinado por:

Cristina Wide Pissetti

{Coordenador(a))
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