NATALIA CRISTINA SANTOS COSTA

CARACTERIZACAO PARCIAL E AVALIACAO DO POTENCIAL
ANTIBACTERIANO E ANTITUMORAL DE UMA L-AMINOACIDO
OXIDASE ISOLADA DE Bothrops jararacussu

Dissertagao apresentada a
Universidade Federal de Vigosa, como
parte das exigéncias do Programa de
Po6s-Graduagao em Biologia Celular e
Estrutural, para obtencédo de titulo de
Magister Scientiae.

VICOSA
MINAS GERAIS — BRASIL
2012



Ficha catalogréfica preparada pela Se¢éo de Catalogacéo e

Classificacdo da Biblioteca Central da UFV

C837c
2012

Costa, Natalia Cristina Santos, 1987-

Caracterizacdo parcial e avaliagdo do potencial antibacteriano
e antitumoral de uma L - amino&cido oxidose isolada de
Bothrops jararacussu / Natalia Cristina Santos Costa. — Vicosa,
MG, 2012.

xvi, 54f. : il. (algumas col.) ; 29cm.

Orientador: Leandro Licursi de Oliveira.
Dissertacdo (mestrado) - Universidade Federal de Vigosa.
Referéncias bibliograficas: f. 48-54.

1. Cobra. 2. Agentes antiinfecciosos. 3. Cancer - Tratamento.
4. Peptideos. 5. Bothrops jararacussu. I. Universidade Federal
de Vicosa. Il. Titulo.

CDD 22. ed.




NATALIA CRISTINA SANTOS COSTA

CARACTERIZAQAO PARCIAL E AVALIAC}AO DO POTENCIAL
ANTIBACTERIANO E ANTITUMORAL DE UMA L-AMINOACIDO
OXIDASE ISOLADA DE Bothrops jararacussu

Dissertagao apresentada a
Universidade Federal de Vigosa, como
parte das exigéncias do Programa de
Po6s-Graduagao em Biologia Celular e
Estrutural, para obtencédo de titulo de
Magister Scientiae.

APROVADA: 19 de Janeiro de 2012.

Prof. Luciano Gomes Fietto Prof?. Maria Cristina Baracat-Pereira

Prof. Leandro Licursi de Oliveira
(Orientador)



Dedico este trabalho:
A0S meus pais
A0S meus irmaos

A0 meu namorado

AMO muito vocésl!



“Comece fazendo o que é necessario, depois 0 que € possivel, e
de repente vocé estara fazendo o impossivel.”

Sao Francisco de Assis



AGRADECIMENTOS

A Deus, por ter me dado esta oportunidade e ter me guiado em todos os

momentos para que eu chegasse até aqui.
Ao meu orientador Prof. Dr. Leandro Licursi, pela orientagdo durante o
desenvolvimento deste projeto, pelos ensinamentos, essenciais para meu

crescimento cientifico e pessoal, pela atencao e dedicacao.

Ao meu coorientador Prof. Dr. Sérgio Oliveira de Paula, pelo apoio e

incentivo, e pelas oportunidades e confianga depositada.

A Universidade Federal de Vigosa e ao Departamento de Biologia Geral,

pela oportunidade de realizagdo do mestrado.

A CAPES, pelo apoio financeiro concedido para a realizagao desta pesquisa.

Ao Prof. Renato Neves Feio, pela colaboragdo com este projeto, cedendo-

NOS OS venenos.

A Profe. Maria Cristina Dantas Vanetti, por disponibilizar as cepas

bacterianas utilizadas neste projeto.

Ao Nucleo de Analise de Biomoléculas, NuBioMol, pelo permissao do uso de

equipamentos essenciais para o desenvolvimento do trabalho.

A grande amiga e irma de coragdo, Monise, por todos os dias convividos,

pelas experiéncias e momentos de desespero e risos compartilhados.

A Lorena, amiga e companheira de laboratdrio, pelo apoio e pela imensa

ajuda com o cultivo de células utilizadas neste projeto.



Ao Joéo Lucio, técnico do laboratorio, pela amizade e pelos momentos de

descontragéo.

A todos os amigos do Laboratério de Imunovirologia Molecular e

Glicoimunologia, pela amizade, apoio e colaboracgéao.

A Ancély, Michelle e lana, minhas grandes amigas e companheiras desde a

graduacgéo, por tantos momentos de convivio e experiéncias compartilhadas.

Aos meus queridos pais, Joao e Fatima, pela imensa dedicagao, confianga e

apoio durante estes sete anos de UFV.

Aos meus irmaos, Leandro e Lucas, pelo apoio, incentivo e ajuda em todos

0s momentos que precisei.

Ao meu namorado, Maciel, pelo companheirismo e amizade, pela
compreensao e apoio em todos os momentos, e por ter paciéncia de me
esperar e conviver com essa saudade doida por tantos anos.

A todos da minha familia que estiveram comigo durante esta jornada.

A todos que de alguma forma contribuiram para a realizagao deste trabalho.



BIOGRAFIA

Natalia Cristina Santos Costa, filha de Jodo Gualberto Costa e de
Cleusa Fatima Santos Costa, nasceu no dia 18 de julho de 1987 na cidade
de Capitdélio, MG.

Cursou o ensino médio no Colégio Losango, em Piumhi, MG, sendo
concluido em 2004.

Em margo de 2005 ingressou no curso de Bioquimica da Universidade
Federal de Vigosa, obtendo seu titulo de graduagdo em Bioquimica em
janeiro de 2010.

Em margo de 2010 ingressou no curso de Mestrado do Programa de
Po6s-Graduagdo em Biologia Celular e Estrutural, do Departamento de
Biologia Geral da Universidade Federal de Vigosa, concentrando seus
estudos na area de Biologia das Células e dos Tecidos.

Defendeu sua dissertacdo em 19 de janeiro de 2012 para obtencao

do titulo de Magister Scientiae.

Vi



SUMARIO

LISTA DE ABREVIATURAS E SIMBOLOS........cooiiiieieeeeeeeeeee e, X
LISTA DE FIGURAS ...ttt Xi
LISTA DE TABELAS . ..ottt e e rrnae e e Xii
1 11V P Xiil
A B ST R A CT e XV
1. INTRODUGAO . .....ccuiiitiieeeee ettt sttt are e 01
2. REVISAO BIBLIOGRAFICA ... 03
2.1. Uma breve caracterizagédo das serpentes ..........cccccceevveveeeiiniicnnneennn. 03
2.2. A glandula e 0 seu produto: 0 VENENO .........cccceviiiiiiriiiiiieeeeeeeiinee 04

2.3. Principais componentes dos venenos de serpentes do género

BOtIOPS oot 07
2.3.1. Metaloproteases..........oii e eeeeeecee e 07

2.3.2. SEriNOPrOtEASES ...ccevvviiiieieee et e e 08

2.3.3. FOSTOlPASES .....ccoevveeeeeee e 08

2.3.4. DeSiNtegrinas ........coeeiiiiiiie e 09

2.3.5. Peptideos biologicamente ativos.............ccovvvveiiiiiiiiiiiiiiiinnnnn.. 09

2.3.6. LECHNAS ...uiie e 09

2.3.7. Fatores de CresCimentO.........ooooviiiiiiiiiiiiie e 10

2.3.8. L-aminoacido OXIdASES..........cceeeiieeiiiiiiiiieee e eeeeeeeiie e e eeeeees 10

2.4. Aplicagdes farmacolOgiCas ........ceuuuuuiiiieee e 12
2.4.1. Antimicrobianos ...........oiiii i 12

2.4.2. AntiCarCiNnOGENICOS .......ceieeeeeieeeeeeee e 15

3. OBUIETIVOS ... snnnnnnnnnnes 20
3.1.0bjetivo geral.........ooo i 20
3.2. Objetivos eSPeCIfiCOS.....uuuiiiiiiiiiieicc e 20

4. MATERIAL E METODOS ...ttt ettt 21
4.1. Material DIOIOGICO ........uuuiriiiiiiiiiiiiiiiiiiiiie b 21
4.2. Purificagdo da L-aminoacido oxidase de Bothrops jararacussu........ 21

Vi



4.2.1. Cromatografia de afinidade em Sepharose-Con A.................. 21

4.2.2. Cromatografia de troca idniCa ...........cceeveiieiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeee, 22
4.2.3. Determinacéo da concentragdo protéica...........ccceeevevvevvnnnnnnn.. 22
4.3. Caracterizacao bioquimica ............ccceeeiiiiiiiiii i, 23

4.3.1. Eletroforese em gel de poliacrilamida em presenca de SDS

(SDS-PAGE) ... 23
4.3.2. Perfil de peptideos triptiCOS .......ccoeeeiiiiiiiiiiiiie e 23
4.3.2.1. Digestao triptica da proteina............cccoevvvvviiciinnnnnn. 23

4.3.2.2. Espectrometria de massa ..........ccoeeeevvieiiiieiiiiee e, 24

4.3.2.3. Pesquisa no banco de dados............ccccevieieiiiiiineeeennn. 24

4.3.3. Determinacéo da sequéncia N-terminal .............ccccviieiee.n. 25

4.3.4. Ensaio de atividade para LAAO e especificidade enzimatica.. 25

v 3 S = EST= TT0 E- o] o] [0 e [ oo 1= 0SSP 25
4.4.1. Avaliagao da atividade antimicrobiana .................ccceeeeeeennnnnnn. 25
4.4.1.1. Ensaio preliminar ... 25

4.4.1.2. Determinagéo da concentracéo inibitéria minima ........ 26

4.4.1.3. Determinacao da concentracéo bactericida minima .... 26

4.4.1.4. Analise do potencial bactericida.........c....cccoevvviieeinnnnnnn. 27

4.4.2. Efeito citotoxico sobre células tumorais.............cccoeeviiiiciee.n. 27
4.4.2.1. Cultura de células tumorais..........ccceeeeeveeiiiiiiieeeeeeeeeens 27

4.4.2.2. Andlise da viabilidade celular...........cccccccovvviiiiininnnnnnn. 27

4.4.3. Efeito citotoxico sobre eritroCitos...........cevvvvvvvviiiiiiiiiiiiiiiieeene. 28
4.5. Analise estatistiCa..........cooveeiiiiiiii e 28
5. RESULTADOS E DISCUSSAO........coiiieeieeeeeeeeeeeeeeeee et eae e 29
5.1. Isolamento da LAAO de B. JararaCusSSU.............ceeeeeeeeeeeeeieinniieeeeeenn. 29
5.2. Caracterizag&o bioqQUimICa .........coeuuuiiiiiee e 34
5.2.1. Estimativa da massa molecular por SDS-PAGE ..................... 34
5.2.2. Perfil de peptideos triptiCoS ........ccoevveeeiiiiiiieiiiiee e, 34
5.2.3. Analise da sequéncia N-terminal...........cccccoooviiiiiiiiiiiiiec e, 35
5.2.4. Especificidade enzimatica ............cccooveieiiiiiiiiiiiiiie e 36
5.3. ENsaios bIolOgICOS .......coooiiiiiee 38
5.3.1. Avaliagao da atividade antimicrobiana ..................cccceveeeee. 38
5.3.1.1. Determinagao da concentrac&o inibitéria minima ........ 38

viii



5.3.1.2. Determinagao da concentracéo bactericida minima .... 40

5.3.1.3. Analise do potencial bactericida............c.....ccooiiiiil 42

5.3.2. Efeito citotdxico sobre células tumorais..........coveveeiiineeeanan.. 44

5.3.3. Efeito citotdxico sobre eritrocitos.......ooovvveeviie 46

B. CONCLUSOES. ..o, 47
7. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ...ttt 48



ACN

ATCC

B.

B16F10
Balt-LAAO-I
BCA
BjussuLAAO-I
BmooLAAO-I|
Boleu-LAAO
BSA

CIM

CBM

Con A
DMEN
DMSO

DTT

FPLC

LAAO
MALDI
MDA-MB231
MTT

OPD

PMF

SDS
SDS-PAGE
Tris

TFA

U

LISTA DE ABREVIATURAS E SIMBOLOS

Acetonitrila

American Type Culture Collection

Género Bothrops

Linhagem celular de melanoma murino
L-aminoacido oxidase | de Bothrops alternatus
Acido bicinconinico

L-aminoacido oxidase | de Bothrops jararacussu
L-aminoacido oxidase | de Bothrops moojeni
L-aminoacido oxidase | de Bothrops leucurus

Soro albumina bovina

Concentragao inibitéria minima

Concentragao bactericida minima

Concanavalina A

Meio de cultura Eagle modificado

Dimetilsulfoxido

Ditiotreitol

Fast Protein Liquid Chromatography

L-aminoacido oxidase

Matrix-assisted laser desorption/ionization
Linhagem celular de adenocarcinoma de mama humano
3-(4,5-Dimetil tiazol 2-il) 2,5-difenil brometo de tetrazolim
o-Fenilenediamina

Peptide Mass Fingerprinting

Dodecil Sulfato de Sodio

Eletroforese em gel de poliacrilamida contendo SDS
Tris hidroximetilaminometano

Acido triflouroacético

Unidade de atividade enzimatica



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Desaminagdo oxidativa de um L-aminoacido por uma L-
AMINOACIAO OXIAASE ....cieviiii et e e e eeeaaans 11

Figura 2. Perfil cromatografico do veneno bruto de B. jararacussu obtido por
cromatografia de afinidade a concanavalina A .............cccooeeeeiiiiiiiiceeeee, 29

Figura 3. Cromatografia de troca ibnica da fracdo de glicoproteinas em
ColUNA MONOQL.... .o 30

Figura 4. Atividade antimicrobiana das fragdes obtidas contra S. aureus
através de ensaio de difusdo em agar.........cccoooeviviiiiiiciii e 31

Figura 5. Perfil protéico das fracbes contidas nos tubos 41 a 58 submetidas
a SDS-PAGE ap0s coloragao por prata........cocoeeeeeeeeeeeiiiieee e 31

Figura 6. Cromatografia de troca ibnica da fragadto MQ1 em coluna
10 o L TSRS 32

Figura 7. Atividade antimicrobiana das fragdes obtidas contra S. aureus
através de ensaio de difusdo em agar............cccooeeeeiii 32

Figura 8. Perfil protéico das fragbes contidas nos tubos 14 a 31 submetidas

a SDS-PAGE apds coloragao por prata..........ccoeeveeeeeeeeiieeeeeiiceeeeeeeeeeeeee, 33
Figura 9. SDS-PAGE apés coloragao por prata apresentando as bandas do
marcador molecular e da proteina purificada..............ccooeeiiiiiiiii . 34
Figura 10. Sequéncia de aminoacidos constituintes da BjussuLAAO-I........ 35

Figura 11. Concentragao inibitoria minima (CIM) da LAAO isolada de B.
JAraraCuSSU CONra S. AUIEUS ......cuvueeiieeeeeeeeeiiiiis e e e e e e e eeeetran s e e e e e e eeeenenns 39

Figura 12. Concentragdo inibitéria minima (CIM) do antibidético comercial
gentamicina CoNtra S. QUIBUS .........ooovviiiii e 39

Figura 13. Concentragéo bactericida minima (CBM) da LAAO isolada de B.
JAraraCuSSU CONra S. AUIEUS ......cuvvueiieeeeeeeeeiiiiiis e e e e e e e eeeetraan e e e e e e e eenenennas 41

Figura 14. Concentragao bactericida minima (CBM) do antibiético comercial
gentamicina CoNtra S. QUIBUS .........coooviiiiiie e 41

Figura 15. Efeito citotoxico da LAAO isolada sobre células B16F10
(melanoma murino) pelo ensaio de MTT .......ooiiiiiiiiiiiecc e, 44

Figura 16. Efeito citotoxico da LAAO isolada sobre células MDA-MB231
(adenocarcinoma de mama) pelo ensaiode MTT.........oooiiiiiiiiiiiiiiiiiinnn, 45

Figura 17. Efeito citotoxico da LAAO isolada sobre eritrécitos humanos.... 46

xi



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Dados da purificagcdo mostrando as fragdes obtidas em cada etapa
(o L= o104 o= Toz= o H R 33

Tabela 2. Alinhamento da regido N-terminal da LAAO caracterizada neste
trabalho com LAAOs isoladas de outros venenos de serpentes.................. 36

Tabela 3. Atividade especifica da LAAO isolada de B. jararacussu em
relagao aos diferentes L-aminOAcidos ...........ccooeviiiiiiiiiiiiii e, 37

Tabela 4. Espectro de acdo da LAAO purificada contra bactérias Gram-
positivas € Gram-negativas.............uuciiiii i 43

Xii



RESUMO

COSTA, Natalia Cristina Santos, M. Sc., Universidade Federal de Vigosa, janeiro de
2012. Caracterizacao parcial e avaliacao do potencial antibacteriano e
antitumoral de uma L-aminoacido oxidase isolada de Bothrops
jararacussu. Orientador: Leandro Licursi de Oliveira. Coorientador: Sérgio
Oliveira de Paula.

Os venenos de serpentes sao misturas ricas em proteinas, enzimas e
peptideos biologicamente ativos, os quais representam aproximadamente
90% dos constituintes totais e, provavelmente, sdo responsaveis por grande
parte dos efeitos biolégicos do veneno. A L-aminoacido oxidase (LAAO) é
uma das enzimas encontradas nos venenos e muitos sdo os efeitos
atribuidos a esta enzima: antimicrobiano, indutor de apoptose, agregacao
plaquetaria, anti-cancer, dentre outros. Considerando a abrangéncia de
agdes das LAAOs, o objetivo deste trabalho foi caracterizar bioquimicamente
uma LAAO isolada do veneno bruto de Bothrops jararacussu e avaliar seu
potencial antibacteriano e antitumoral. O isolamento da LAAO de B.
jararacussu envolveu trés etapas de purificagdo: uma cromatografia de
afinidade a concanavalina A e duas etapas de cromatografia por troca ibnica
em coluna MonoQ. O alto grau de pureza da proteina foi confirmado por
SDS-PAGE, e a massa molecular estimada foi de aproximadamente 68 kDa.
A LAAO isolada apresentou maior especificidade enzimatica por L-Fen,
seguida por L-Met e L-Arg. O perfil de peptideos tripticos revelou homologia
com outra LAAO ja isolada de B. jararacussu, porém a sequéncia N-terminal
obtida (ATNRNPLYYQFRRTDYFIF) mostrou 56% de identidade com essa
enzima, podendo se tratar de uma nova LAAO obtida de B. jararacussu. A
LAAO isolada apresentou atividade antimicrobiana contra bactérias Gram-
negativas - Proteus vulgaris (CIM 25 pg/mL, CBM 50 pg/mL) e Citrobacter
freundii (CIM 100 pg/mL, CBM 100 pg/mL) e Gram-positivas - Listeria
monocytogenes (CIM 25 ug/mL), Bacillus cereus (CIM 400 pg/mL), Bacillus
subtilis (CIM 100 pg/mL, CBM 200 ug/mL) e Staphylococcus aureus (CIM 50
pg/mL, CBM 50 ug/mL). Para esta ultima cepa a LAAO mostrou ser mais

efetiva que a gentamicina. A LAAO apresentou efeito citotdxico de

xiii



aproximadamente 100% sobre as duas linhagens de células tumorais
estudadas (B16F10 e MDA-MB-231), quando administrada na concentragéao
de 1 pg/mL. Porém, nesta mesma concentragdo n&o apresentou nenhum
efeito citotoxico sobre eritrécitos humanos. Desta forma, é possivel inferir
que os métodos empregados para o isolamento da LAAO foram eficientes e
que se trata de uma enzima multifuncional com potencial uso terapéutico.
Sugere-se o0 desenvolvimento de estudos voltados a esta tematica com o
intuito de ampliar a caracterizacdo desta enzima e avaliar outras potenciais

acoes bioativas.
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ABSTRACT

COSTA, Natalia Cristina Santos, M. Sc., Universidade Federal de Vigosa, January,
2012. Partial characterization and evaluation of antibacterial and
antitumor potential of an L-amino acid oxidase obtained of Bothrops
jararacussu. Adviser: Leandro Licursi de Oliveira. Co-Adviser: Sérgio Oliveira de
Paula.

Snake venoms are rich sources of proteins, enzymes and peptides, which
represent 90% of the total constituents and probably are responsible for most
of its biological effects. The L-amino acid oxidase (LAAO) is a component of
venom and has antimicrobial, platelet aggregation-inducing, apoptotic-
inducing and anti-cancer activities. Considering the actions of the LAAOs,
this work aims to characterize an isolated LAAO from crude venom of
Bothrops jararacussu and evaluate its antibacterial and antitumor potential.
The LAAO isolation involved three purification steps: an affinity
chromatography on Con A-Sepharose column and two steps of ion exchange
chromatography on MonoQ column. The protein purity was confirmed by
SDS-PAGE and the obtained molecular mass was 68 kDa. The isolated
LAAO showed higher affinity to L-Phe, followed by L-Met and L-Arg. The
tryptic peptides profile revealed homology to other isolated LAAO from B.
jararacussu, but the N-terminal sequence (ATNRNPLYYQFRRTDYFIF)
displayed 56% identity with this enzyme, and therefore may be a new LAAO
from B. jararacussu. The isolated LAAO showed antimicrobial activity against
Gram-negative — Proteus vulgaris (MIC 25 ug/mL, MBC 50 ug/mL) and
Citrobacter freundii (MIC 100 ug/mL, MBC 100 pg/mL) — and Gram-positive —
Listeria monocytogenes (MIC 25 pg/mL), Bacillus cereus (MIC 400 ug/mL),
Bacillus subtilis (MIC 100 pg/mL, MBC 200 pg/mL) and Staphylococcus
aureus (MIC 50 ug/mL, MBC 50 pg/mL), for which this enzyme was more
effective than gentamicin. The LAAO displayed a cytotoxic effect of nearly
100% over two tumor cell lines studied (B16F10 and MDA-MB-231) when the
enzyme was administrated at concentration 1 yg/mL. However the LAAO in
this same concentration did not show any cytotoxic effect over human

erythrocytes, which suggested that it's a multifunctional enzyme with
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therapeutic potential. The development of further studies involving this theme
is necessary in order to enlarge enzyme characterization and to evaluate

other potential bioactive actions.
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1. INTRODUCAO

A descoberta e o desenvolvimento de novos agentes terapéuticos sao
tarefas arduas, pois requerem longos periodos de pesquisas e altos
investimentos por parte do setor farmacéutico. Em todo o mundo sdo muitas
as tentativas de desenvolvimento de novos antibidticos e drogas
antitumorais obtidas de fontes naturais. A grande biodiversidade dos
venenos faz deles fontes unicas de compostos bioativos e de modelos
estruturais, a partir dos quais novos agentes terapéuticos podem ser
desenvolvidos. Venenos de diferentes espécies animais (serpentes,
escorpides, anfibios, dentre outros) e seus componentes ativos,
principalmente proteinas e peptideos, tém mostrado grande potencial
terapéutico contra bactérias patogénicas e o cancer (Gomes et al., 2010).

Os venenos de serpentes sao misturas complexas de substancias,
produzidas e estocadas em uma glandula altamente especializada. As
proteinas, enzimas e peptideos biologicamente ativos representam de 90 a
95% dos constituintes totais e, provavelmente, sdo responsaveis por grande
parte dos efeitos toxicos do veneno (Deshimaru et al., 1996). Dentre as
proteinas encontradas estdo as metaloproteases, serinoproteases,
fosfolipases, desintegrinas, lectinas e L-aminoacido oxidases. Outros
componentes presentes nos venenos sdo os aminoacidos livres, aminas
biogénicas, carboidratos, lipidios, nucleotideos, riboflavina, acidos organicos
e ions (Meier e Stocker, 1995; Odell et al., 1998; Odell et al., 1999). Muitos
desses componentes ativam uma variedade de processos biologicos, sendo
capazes de imobilizar suas presas ou seus inimigos. Algumas dessas
moléculas, porém, podem ser utilizadas em beneficio da saude humana.

As L-aminoacido oxidases (LAAOs) séo glicoproteinas que catalisam
a desaminacido oxidativa estereoespecifica de L-aminoacidos aos seus
correspondentes a-cetoacidos com a produgao de perdxido de hidrogénio e
amonia. Nos ultimos anos, estas enzimas se tornaram objetos de interesse
para estudos devido a seus efeitos apoptdtico, citotdxico, indutor de
agregacao plaquetaria e antimicrobiano. Parte dos efeitos biolégicos parece
ser mediado pelo peroxido de hidrogénio gerado no processo de oxidagao.

As LAAOs sao encontradas em diversos organismos e, possivelmente, os

1



venenos de serpentes sdo as principais fontes da enzima. Outras potenciais
atividades relacionadas as LAAOs se referem as acgbes anti-HIV,
anticoagulante e anticancer (Tan e Fung, 2008), tratando-se, portanto, de

proteinas multifuncionais com promissoras aplicagdes biomédicas.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Uma breve caracterizacdo das serpentes

As serpentes, também denominadas ofidios, sdo animais vertebrados
que compdem a subordem Ofidia, ordem Squamata e classe Reptilia. No
mundo, sdo conhecidas aproximadamente 3.000 espécies de serpentes,
distribuidas entre 20 familias e 465 géneros (Sajevic et al., 2011). No Brasil,
ha representantes de 9 familias, 75 géneros e 321 espécies, um pouco mais
de 10% do total de espécies ja descobertas (Pough e Groves, 1983).

As caracteristicas morfologicas e fisiologicas das serpentes
compreendem: corpo alongado, coberto por escamas, auséncia de membros
locomotores e ouvido externo (os sons sao transmitidos por vibragdes do
maxilar e do cranio), olhos desprovidos de palpebras moveis e lingua bifida
(as informagdes quimicas séo transportadas por meio da lingua até o 6rgéo
de Jacobson, o qual desempenha fungdo semelhante ao olfato). Os érgéos
internos das serpentes sdo como os dos demais vertebrados, porém sao de
formato alongado, sendo estes animais desprovidos de bexiga. A urina é
expelida juntamente com as fezes, através da cloaca (Hoge e Romano-
Hoge, 1978; Arnold, 1983; Pough e Groves, 1983).

Algumas espécies de ofidios sao consideradas venenosas ou
peconhentas, por possuirem glandulas secretoras de veneno localizadas de
cada lado da cabeca, recobertas por musculos compressores e conectadas,
através de ductos, as presas, estruturas especializadas inoculadoras de
veneno. Estas presas tém tamanho diferenciado dos demais dentes e
podem estar localizadas nas porg¢des anterior ou posterior da boca (Zug et
al., 2000).

As serpentes pegonhentas pertencem a superfamilia Colubroidea e
estdo classificadas em quatro familias, a saber: Colubridae (1.600 espécies,
presentes em todos os continentes, exceto na Antartica), Elapidae (250
espécies, presentes em todos os continentes, exceto Antartica),
Atractaspidae (60 espécies encontradas na Africa e Asia), e Viperidae (200
espécies, ausentes na Australia e Antartica; na América estao representadas

por viboras com fossetas nasais termorreceptoras) (Sajevic et al., 2011). Em
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geral, as pesquisas no campo da medicina tém como objeto de estudo
especialmente as espécies pertencentes a familia Viperidae.

Todas as espécies da familia Viperidae sdo capazes de inocular
veneno com extrema eficiéncia, pois apresentam maior sofisticacdo em seu
aparato de captura. Sua denticdo é solendglifa (presas sao retrateis), e se
localizam na porgao frontal do maxilar, cujos ductos funcionam como uma
espécie de agulha hipodérmica, o que faz com que a picada ocorra mesmo
através de tecidos muito espessos. Esta familia € dividida em duas
subfamilias: Crotalinae e Viperinae (Zug et al., 2000).

Todos os viperideos do novo mundo pertencem a subfamilia
Crotalinae e possuem como principal caracteristica morfolégica a presenca
de fossetas loreais, 6rgédo especializado na localizagdo da presa através de
pequenas variacbes de temperatura detectadas no ambiente por dois
orificios localizados entre os olhos e as narinas. Dentro deste grupo existem
trés géneros que juntos sdo responsaveis pela maior parte dos acidentes
ofidicos no Brasil: a) Bothrops (Jararacas), representado por
aproximadamente 24 espécies que sao responsaveis por cerca de 90% dos
acidentes; b) Crotalus (Cascavéis), para o qual 5 espécies ja foram
catalogadas no pais e apresentam como caracteristica a presenga de um
chocalho na ponta da cauda; c) Lachesis (Surucucus), no Brasil
representado pela uUnica espécie Lachesis muta que possui como
caracteristica espinhos na regidao posterior da cauda e € a maior serpente
venenosa das Américas. Os viperideos, que pertencem a subfamilia
Viperinae, sdo chamados viboras verdadeiras. Abundantes na Africa,
sudoeste asiatico e na Europa, incluem a vibora-negra (Vipera berus), a
vibora-de-ariete africana (Bitis arietans) e a vibora do norte da Africa

(Cerastes cornutus) (Zug et al., 2000).

2.2. A glandula e o seu produto: o veneno

O aparato produtor de veneno das serpentes € composto por
glandulas exdcrinas modificadas, compostas por tecidos que possuem
grande capacidade nao somente de produgdo, mas também de

armazenamento e secreg¢ao de veneno (Markland, 1998). Este tecido pode
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ser considerado 0 mais especializado em termos de expressao de proteinas
com uma fungao particular — a sintese de toxinas, ja que a contribuicdo dos
transcritos associados a producido de toxinas em relacdo ao transcriptoma
total das células da glandula é de aproximadamente 56% de todos os RNA
mensageiros (Junqueira-de-Azevedo e Ho, 2002).

Acredita-se que durante o0 processo evolutivo das serpentes
peconhentas, parte do aparato digestério, principalmente as glandulas
salivares e pancreatica, tenha se diferenciado num tecido especializado,
quase que exclusivamente, para a producdo de veneno. Durante este
processo a saliva e outras secregdes gastricas passaram a fornecer as
bases para a formagao do veneno (Boisbouvier et al., 1998), isto porque o
veneno € o mais concentrado fluido produzido, armazenado e secretado por
um organismo vertebrado, possuindo de 18 a 52% de massa seca, enquanto
que o suco gastrico, por exemplo, possui de 0,5 a 1% (Vogt et al., 1989).

Tamanho grau de especializagdo torna o epitélio das glandulas de
veneno um tecido de caracteristicas muito particulares (Boisbouvier et al.,
1998). A alta especializacdo da glandula de veneno é observada, por
exemplo, no género Bothrops, onde se verifica a expressao intensa de um
variado numero de familias de proteinas (metaloproteases, serinoproteases,
fosfolipases e lectinas) e uma diversidade de toxinas expressas em menor
quantidade (fatores de crescimento de nervos, RNases, etc.), o que contribui
para complexidade protéica do veneno (Fry et al., 2003). A variedade de
compostos, especialmente proteinas, enzimas e peptideos biologicamente
ativos, encontrada no veneno representa de 90 a 95% do constituinte total e,
provavelmente, € responsavel pela totalidade dos efeitos gerados
(Deshimaru et al., 1996).

Esta diversidade de proteinas é, em geral, resultado de genes
paralogos que se duplicaram e passaram por um processo acelerado de
evolugao (Nakashima et al., 1993; Nakashima et al., 1995; Deshimaru et al.,
1996). Isto € compativel com o modelo de nascimento e morte de multigenes
dentro das familias protéicas, que inclui trés tipos de eventos: duplicagcédo de
genes ou dominios (nascimento), eliminacdo de genes ou dominios (morte)
e inovagao, quando novos genes surgem de sequéncias nao codificaveis

(Fry e Wouster, 2004). Surpreendentemente, muitos elementos de
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transposicao, do tipo retrotransposon, foram encontrados nas sequéncias
que codificam as toxinas, o que possivelmente contribui para o aumento do
numero de nascimentos e da diversificacdo estrutural dentro das familias de
proteinas e, por conseguinte, gera novas atividades toxicas. Este processo
pode ser observado em varias familias protéicas constituintes do veneno,
sendo que esta correlagdo de similaridade existe dentro das familias de
proteinas e ndo entre as diferentes familias (Kordis e Gubensek, 1997).

Vale ressaltar que a sintese de toxinas na glandula de veneno esta
condicionada aos niveis estocados no Ilumen glandular. Tal producédo é
reflexo do estado de atividade da serpente, sendo a sintese do veneno
induzida pela inoculagdo ou esvaziamento da glandula (Bdolah, 1979).
Como em outros epitélios, acredita-se que este processo de secrecéo seja
diretamente regulado por ions Ca*? (Peters e Mayer, 1998), os quais est&o
envolvidos na rapida liberagdo dos grénulos de secrecao celular para o
limen da glandula, onde o veneno é armazenado (Oron e Bdolah, 1978).

Os venenos de serpentes sdo usados tanto no mecanismo de defesa
como de ataque. Eles contém componentes direcionados para imobilizacao
e morte de suas presas bem como para facilitar o processo de digestao
(Hider et al., 1991). De modo geral, sdo constituidos de neurotoxinas,
cardiotoxinas, miotoxinas e outros fatores como os inibidores de agregagéao
plaquetaria (desintegrinas). Dentre as proteinas consideradas nao-téxicas,
estdo as lectinas, fatores de crescimento de nervos, fatores de crescimento
de vasos endoteliais e enzimas com pouca ou nenhuma toxicidade, como a
catalase, desidrogenase lactica, alanina amino-transferase, lisofosfolipase,
fosfatase alcalina, fosfodiesterase, desoxiribonuclease, ribonuclease |,
hialuronidase, amilase, heparinase e NAD nucleosidase. Dentre os
componentes n&o protéicos encontramos o0s aminoacidos, aminas
biogénicas, carboidratos, lipidios, nucleotideos, riboflavina, acidos organicos,
ions e uma grande quantidade de agentes quelantes (Meier e Stocker, 1995;
Odell et al., 1998; Odell et al., 1999).

Nao sdo todas as moléculas proteinas citadas que estdo presentes
qualitativamente nos venenos das diferentes espécies de serpentes. Ainda,
elas podem variar entre serpentes da mesma espécie devido a fatores como

dieta, sazonalidade, habitat e idade (Chippaux et al., 1991).



2.3. Principais componentes dos venenos de serpentes do género
Bothrops

Os venenos dos ofidios do género Bothrops contém uma mistura
complexa de proteinas com e sem atividade enzimatica, proteinas de baixa
massa molecular e peptideos, com atividades quimicas e biologicas
distintas. Em geral, a hialuronidase esta presente nos venenos das
serpentes deste género, o que explica a rapida absorgéo pelo aumento da
perfusdo através dos tecidos; assim como se constata a existéncia de
hemotoxinas e citolisinas, que causam inflamacao local, necrose e dano ao
epitélio vascular; e, fosfolipase A, e esterase, que alteram a permeabilidade
da membrana e fazem com que histaminas e bradicininas sejam liberadas
(Mendez e Riet-Correa, 1995). O veneno também possui acéo proteolitica ou
necrosante, coagulante, hemorragica e neurotoxica (Mendez e Riet-Correa,
1995). Tais caracteristicas estdo associadas a determinadas familias
protéicas que sdo apresentadas a seguir, de acordo com as atividades que

desempenham.

2.3.1. Metaloproteases

As metaloproteases s&o hidrolases do tipo endopeptidases que
dependem da ligagdo a um metal, geralmente o zinco, em seu sitio catalitico,
para a realizacdo de suas funcbes enzimaticas. As metaloproteases de
veneno de serpente compreendem um grupo de enzimas que faz parte da
familia M1-2B da superfamilia conhecida como metzincinas que possui o
motivo “Met-turn” que se caracteriza pela presenca de uma metionina em
uma volta da estrutura terciaria localizada na por¢céo C-terminal do motivo de
zinco (Birkedal-Hansen, 1995). Nos venenos do género Bothrops estas
enzimas sao os principais fatores hemorragicos causadores dos mais
drasticos efeitos provocados pelo veneno e, por isso, sao geralmente

chamadas de fatores hemorragicos ou hemorraginas (Sajevic et al., 2011).



2.3.2. Serinoproteases

As serinoproteases sdo enzimas capazes de hidrolisar ligagdes
peptidicas utilizando mecanismos covalentes de catalise, através de uma
triade de residuos formada por His, Asp e Ser. Semelhante a tripsina, elas
clivam cadeias polipeptidicas na por¢cao C-terminal de residuos de
aminoacidos positivamente carregados (Sajevic et al., 2011). Elas séo
produzidas como zimogénios inativos, sendo necessaria a protedlise para
fazer com que o sitio ativo adquira a conformacdo catalitica eficiente. As
serinoproteases presentes nos venenos botropicos sao caracterizadas
principalmente como enzimas com atividade do tipo trombina e de maneira
geral afetam a cascata de coagulagdo pela ativacdo dos componentes
sanguineos envolvidos na coagulagéo, fibrindlise e agregagao plaquetaria e
também pela degradacdo proteolitica das células, causando um
desequilibrio no sistema homeostatico da presa (Murayama et al., 2003;

Serrano e Maroun, 2005).

2.3.3. Fosfolipases

As fosfolipases sdo proteinas dependentes de Ca*? que hidrolisam
fosfolipidios de membrana, gerando prostaglandinas, tromboxanos,
leucotrienos e outros importantes mediadores inflamatoérios, por meio de
uma diade catalitica de His/Asp presente em seus sitios ativos (Oka e Arita,
1991; Sajevic et al., 2011). As fosfolipases A, (PLA;) sédo particularmente
abundantes nos venenos do género Bothrops e possuem como atividades,
além da funcdo de hidrolise de fosfolipidio, efeitos cardiotdxicos,
anticoagulante, antiplaquetario, hemolitico, inflamatério, miotdxico,
convulsivo, indutor de edema e neurotdéxico (Moura-da-Silva et al., 1991).
Estas atividades estdo geralmente associadas ao fato delas afetarem a
integridade da membrana plasmatica das células e, por conseguinte, a
integridade de vasos e artérias (Vishwanath et al., 1987; Lu et al., 2002). O
amplo espectro de efeitos farmacoldgicos correlaciona com sua habilidade
para atingir 6rgdos ou tecidos especificos devido a sua ligacdo de alta
afinidade a receptores de glicoproteinas e glicolipideos especificos (Sajevic
et al., 2011).



2.3.4. Desintegrinas

As desintegrinas sao proteinas de baixa massa molecular (41-83
residuos de aminodacidos), ricas em Cys e nao possuem atividade
enzimatica. O grande numero de pontes dissulfeto presentes em sua
estrutura prové uma especifica orientacdo do loop composto por uma
sequéncia Arg-Gly-Asp (RGD) que se liga a integrina (receptores de
superficie celular). Como exemplo de desintegrinas cita-se a jarastatina,
encontrada no veneno de B. jararaca e insularina, no veneno de B. insularis
(Gould et al., 1990). Ao se ligarem as integrinas, as desintegrinas afetam
processos celulares nos quais as integrinas estdo envolvidas, tais como:
agregacao plaquetaria, migracao celular, resposta imune, cicatrizagdo de
feridas, invasdo tumoral, angiogénese, inflamagdo e remodelagdo Ossea
(Sajevic et al., 2011).

2.3.5. Peptideos biologicamente ativos

Existem diversos peptideos biologicamente ativos isolados de
venenos de serpentes e, de modo geral, eles podem apresentar
neurotoxicidade (Fry e Wuster, 2004), cardiotoxicidade (Tsetlin e Hucho,
2004) e inibicdo da atividade plaquetaria (Soares et al., 2005). Os mais
conhecidos e bem caracterizados sdo os peptideos potencializadores de
bradicinina (BPPs), primeiramente descritos no veneno de B. jararaca
(Ferreira et al., 1970), mas agora ja reconhecidos em venenos de varios
viperideos. Esses peptideos apresentam tamanhos variados, mas todos
possuem um residuo piroglutdmico na porgao N-terminal e uma estrutura
rica em prolina. A atividade anti-hipertensiva dos BPPs esta relacionada com
a inibicdo da enzima conversora de angiotensina. A sua descoberta foi
essencial para o desenvolvimento de medicamentos usados no tratamento

da hipertensdo humana, como o captopril (Soares et al., 2005).

2.3.6. Lectinas

As lectinas do tipo C sdo proteinas ndo enzimaticas presentes em
venenos de serpentes de todas as familias (Brinkhous et al., 1983). Elas
podem ser classificadas em lectinas tipo C verdadeiras, por se ligarem a

mono e oligossacarideos de uma maneira Ca‘**-dependente; e proteinas
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semelhantes a lectinas (lectin-like), cujo dominio de ligagao ao agucar nao
esta presente (Sajevic et al., 2011). De maneira geral, sdo homo ou
heterodiméricas, com as subunidades ligadas por pontes dissulfeto entre as
cisteinas conservadas na estrutura. Possuem cerca de 130 residuos de
aminoacidos por subunidade e massa molecular de 30 kDa (dimero),
podendo apresentar conteudos variaveis de glicosilagao (Zingali et al., 1993;
Castro et al., 1998). As lectinas tipo C de venenos de serpentes se ligam a
uma ampla variedade de fatores de coagulacao e receptores de plaqueta, o
que evidencia a presenca de mais de um sitio de interacdo a outras

moléculas.

2.3.7. Fatores de crescimento

Ha& muito ja sdo conhecidos os fatores de crescimento presentes em
venenos, principalmente os de crescimento de nervos (Nerve Growth Factor
-NGF) e os de crescimento de vasos endoteliais (Vascular Endothelial
Growth Factors - VEGFs), estes dultimos presentes em quantidades
consideraveis nos venenos (Junqueira de Azevedo et al., 2001), porém,

pouco se sabe em relagéo a suas atividades e fungdes.

2.3.8. L-aminoéacido oxidases

As L-aminoacido oxidases (LAAOs) séo flavoproteinas que catalisam
a desaminacao oxidativa estereoespecifica de L-aminoacidos aos seus
correspondentes a-cetoacidos com a producgdo de peroxido de hidrogénio e
aménia. As LAAOs sao encontradas em diversos organismos e,
possivelmente, os venenos de serpentes sdo as principais fontes da enzima
(Tan e Fung, 2008).

Comumente, as LAAOs presentes em venenos de serpentes sio
enzimas homodiméricas com massa molecular de aproximadamente 120-
150 kDa e quando na forma monomérica possuem massa molecular de
aproximadamente 55-68 kDa. Essas enzimas possuem uma grande
variedade de pontos isoelétricos, variando de 4 a 8. Geralmente, estas
flavoproteinas possuem duas moléculas de coenzima flavina, as quais
exibem maxima absorcao a 275, 390 e 462 nm, sendo responsaveis pela cor

amarelada dos venenos (Alves et al., 2008; Tan e Fung, 2008).
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A LAAO é uma glicoproteina com 3-4% de carboidratos, e em geral, a
glicosilagdo contribui para a heterogeneidade encontrada entre as enzimas
(Tan e Fung, 2008). A glicosilagado parece ser importante para a secregao e
solubilidade da proteina. A remocéao de porgdes glicana da LAAO isolada de
Calloselasma rhodostoma levou a uma proteina insoluvel (Geyer et al.,
2001). A porcéo glicana também parece desempenhar um papel importante
nas acgdes farmacologicas da enzima, uma vez que permite LAAO ancorar
na superficie celular, gerando altas concentragdes locais de peréxido de
hidrogénio (Tan e Fung, 2008). Entretanto, a deglicosilagdo da enzima
parece nao afetar a atividade enzimatica in vitro (Stabeli et al., 2004; Izidoro
et al., 2006).

A oxidacao eficaz do L-aminoacido pela enzima requer a presenca de
um grupo a-amino livre, e geralmente, os L-aminoacidos hidrofébicos séo os
melhores substratos. A reacdo ocorre em duas etapas, sendo que a flavina
adenina dinucleotideo (FAD) ou a flavina mononucleotideo (FMN) séao
utilizados como cofatores (Figura 1). Durante a reacao redutora, o atomo de
hidrogénio a do grupo amino é captado pelo FAD ou FMN, produzindo o
intermediario a-iminoacido, o qual reage com uma molécula de H,O, dando
origem ao a-cetoacido. Dois mecanismos alternativos foram propostos para
a reacgao redutora: 1) o mecanismo do carbanion, no qual o préton é
transferido, deixando o atomo de carbono a carregado negativamente; 2) o
mecanismo de transferéncia de hidreto, no qual o atomo de hidrogénio e os
dois elétrons sado transferidos simultaneamente. Dados recentes sao
consistentes com o mecanismo de transferéncia direta de hidreto (Tan e
Fung, 2008).

H,0, 0,
H ;><
| E-FAD E-FADH,
R-C-C000 XX, R-C-COO ~— 7 ° R-C-COO + NH/
| I I
+ N H,O
NH; NH, 2 o)
Aminoacido a-Iminoacido a-Cetoacido

Figura 1. Desaminagado oxidativa de um L-aminoacido por uma L-aminoacido

oxidase.
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Nos ultimos anos, LAAOs se tornaram objetos de interesse para
estudos devido a seus efeitos apoptotico, citotoxico, indutor de agregagéao
plaquetaria e antimicrobiano. Esses efeitos bioldgicos parecem ser mediados
pelo peroxido de hidrogénio altamente reativo gerado no processo de
oxidagao. Entretanto, algumas vezes o efeito ndo € somente atribuido ao
H.,O, liberado, as interacdes diretas entre a LAAO e a célula-alvo também
podem desempenhar fungdes importantes. Alves e colaboradores (2008)
evidenciaram a indugao da agregagao plaquetaria in vitro posteriormente a
producao de H;O, oriunda da agdao de uma LAAO isolada do veneno de
Bothrops atrox. Outras potenciais atividades relacionadas as LAAOs se
referem a acédo anti-HIV, anticoagulante e anticancer, tratando-se de

proteinas com diferentes fungdes (Tan e Fung, 2008).

2.4. Aplicacdes farmacoldgicas

Conforme apresentado nas secbOes anteriores, os venenos das
serpentes sao constituidos por dezenas de proteinas que ativam uma
variedade processos bioldgicos e incapacitam suas presas ou seus inimigos.
Algumas destas moléculas, porém, podem ser usadas em beneficio da
saude humana. Nesta secao, serdo apresentados dois campos das ciéncias
biologicas onde as acgbdes de proteinas extraidas do veneno de serpentes

parecem ter efeitos benéficos.

2.4.1. Antimicrobianos

Os antimicrobianos sédo substancias utilizadas na destruicdo ou
inibicdo do crescimento de populagdes microbianas. Podem ter origem
natural, sintética ou semi-sintética. Os agentes antimicrobianos podem ser
classificados com base em sua estrutura quimica, mecanismo de acao, tipos
de microrganismos contra o0s quais sao primariamente ativos, acao
(bacteriostatica ou bactericida) e origem (produzidos por fungos, bactérias,
dentre outros) (Tripathi, 2006).

A descoberta e o desenvolvimento de um novo antimicrobiano sao

tarefas arduas, pois requerem longos periodos de pesquisas e altos
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investimentos por parte do setor farmacéutico. Mais comumente, o que
ocorre sao modificagbes estruturais nas moléculas ja existentes, sendo a
criacdo de uma nova classe de antibiéticos uma situacdo ndo corriqueira
(Caieréao et al.,2004).

Durante as ultimas décadas, a disponibilidade de uma grande
variedade de antibidticos e seu amplo uso no combate a infec¢gées culminou
em aumento progressivo da resisténcia de linhagens de microrganismos
patogénicos a estes compostos. Atualmente, tem-se buscado restringir o uso
clinico dos antibidticos devido a esta elevada multirresisténcia, que pode ser
de ordem natural ou adquirida (por meio de mutagdo ou transferéncia
génica) (Tripathi, 2006).

Como alternativa a esse paradigma, novas classes de antibiéticos,
incluindo proteinas ou peptideos antimicrobianos (PAM) de origem animal,
tém sido extensivamente investigadas (Matsuzaki et al., 1997). Nos ultimos
anos mais de 1000 PAM ja foram caracterizados a partir de microrganismos,
plantas, vertebrados e invertebrados (Boman, 1995; Bulet et al., 2004;
Brogden, 2005).

Os PAM sao moléculas do sistema imune inato, presentes na maioria
dos seres vivos, que podem apresentar potente atividade antimicrobiana
contra um amplo espectro de microrganismos, e, a0 mesmo tempo,
apresentam baixa ou nenhuma, toxicidade para células animais (Bachére et
al., 2000). Nos animais superiores, os sistemas de defesa imunolégica do
tipo celular e do tipo humoral ndo sao acionados de forma rapida o suficiente
para evitar a exposigao inicial do organismo aos agentes patogénicos. Os
locais onde ocorrem com mais frequéncia o primeiro encontro com
microrganismos sao as superficies epiteliais (pele, olhos, vias aéreas, trato
digestorio, vias urinarias e reprodutivas). Em mamiferos, por exemplo, estas
superficies secretam uma diversidade de PAM chamados defensinas, que
formam uma barreira protetora contra a infeccdo. As células fagocitarias
também contém em seu citoplasma diversos granulos repletos de PAM e
enzimas digestivas; ainda, alguns tipos de granulos ricos em PAM tém seus
conteudos secretados para o fluido extracelular onde matam ou impedem o

crescimento de microrganismos (Ganz e Lehner, 2001).
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O epitélio dos invertebrados, especialmente o trato digestério dos
insetos, secreta PAM que sao importantes na defesa contra infeccdo por
patdgenos. Os artropodes possuem PAM que podem ser secretados e
dissolvidos na hemolinfa apdés uma infeccdo, assim como outros PAM
produzidos constitutivamente e armazenados em granulos presentes no
interior dos hemdcitos. Os hemocitos podem secretar na linfa os PAM
armazenados em seu interior em resposta a uma infeccdo ou utiliza-los
internamente para matar microrganismos fagocitados. Nas plantas, os PAM
estdo presentes especialmente nas sementes, cuja estrutura € vulneravel
durante o periodo de germinacao (Ganz e Lehner, 2001).

Os diferentes grupos de PAM isolados até o momento se
caracterizam por serem moléculas anfipaticas, que possuem uma regido
hidrofébica, que interage com lipidios e uma regido hidrofilica carregada
positivamente (com alto conteudo de lisina, arginina e/ou histidina), capaz de
interagir com residuos aniénicos. Muitos PAM sdo também ricos em
residuos de cisteina, o que favorece a formacdo de pontes dissulfeto na
estrutura molecular, tornando-os resistentes as proteases presentes no
plasma (Bulet et al., 2004).

A forma como agem os diversos PAM envolve, em geral, a
associacdo com lipidios da membrana plasmatica microbiana provocando
aumento de sua permeabilidade (Maget-Diana, 1999; Naghmouchia et al.,
2007). Dessa forma, eles podem ser ativos contra bactérias, fungos,
protozoarios, e até mesmo virus envelopados (virus da influenza e HIV, por
exemplo) (Hancock e Diamond, 2000). O efeito generalizado destes PAM
sobre a membrana dificulta o desenvolvimento de resisténcia por parte dos
patogenos, tendo em vista a improbabilidade da ocorréncia de mutacdes
capazes de produzir grandes alteragdes nos componentes lipidicos da
membrana dos microrganismos. Assim, os PAM possuem, em geral, amplo
espectro de agao (Andreu e Rivas, 1998; Zasloff, 2002).

Pesquisas recentes tém avaliado os efeitos de moléculas protéicas
obtidas de veneno de serpentes sobre o crescimento de microrganismos,
especialmente os patogénicos. Exemplo disso € o estudo conduzido por
Paiva e colaboradores (2011), o qual revelou a agédo de uma LAAO extraida

do veneno de serpente Bothrops atrox contra diferentes microrganismos. O
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efeito bactericida ocorreu contra Sthaphylococcus aureus (ATCC 29213) e
Escherichia coli (ATCC 14948) apos 30 minutos de tratamento com as doses
de 24 e 48 pg da enzima. O efeito parasiticida desta LAAO foi observado
contra diferentes espécies de Leishmania (Leishmania braziliensis,
Leishmania donovani e Leishmania major) e Trypanosoma cruzi. A enzima
purificada apresentou concentracdo necessaria para produzir metade da
resposta maxima (ICsp) de 23,34 ug/mL contra L. braziliensis, 4,3 pug/mL
contra L. donovani e 4,5 ug/mL L. major, ja contra T. cruzi a ICs foi de 62,8
Mg/mL, o que mostra maior sensibilidade das espécies de Leishmania
quando na presenga da enzima. Segundo Costa e colaboradores (2008),
outras proteinas, como fosfolipases A, obtidas de veneno da serpente
Bothrops brazili e peptideos sintéticos derivados da regido C-terminal destas
fosfolipases também possuem efeitos bactericida (contra Escherichia coli e
Candida albicans) e parasiticida (contra Leishmania sp.). Desta forma, as
propriedades multifuncionais destes PAM podem ser de interesse para o

desenvolvimento de estratégias terapéuticas contra parasitas e bactérias.

2.4.2. Anticarcinogénicos

A carcinogénese é um processo complexo, de dificil elucidagédo e que
transcorre em multiplas etapas (Amendola e Vieira, 2005). Comumente, os
eventos de replicacdo do DNA e divisdo celular sdo coordenadamente
controlados para atender as necessidades do organismo (Collins et al.,
1997). Todavia, alteragdes nos mecanismos que regulam esses processos
podem modificar a fisiologia da célula normal.

Embora existam mecanismos de reparo que removem a maior parte
das lesbes introduzidas no DNA, uma pequena parcela ndo chega a ser
reparada ou a reparagdo € ineficiente. Como consequéncia, surgem as
mutagdes. A transformacdo neoplasica se inicia quando estas mutacdes
alteram a funcédo de genes (como, por exemplo, proto-oncogenes e genes
supressores de tumor) que regulam direta ou indiretamente a proliferacéo ou
a diferenciacéo celular (Amendola e Vieira, 2005). A replicagdo continua das
células geneticamente modificadas resulta na formacdo de uma colénia de
células anormais que podem acumular outras mutagdes para eventualmente

iniciar o cancer (Wren, 2007).
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Segundo o Instituto do Cancer (Brasil, 2011a, b), nos anos de 2008 e
2009 o céancer de pele melanoma levou ao 6bito 1.392 pessoas (827 homens
e 565 mulheres); ja o numero de 6bitos provocados pelo cancer de mama foi
de 12.098, sendo maior entre as mulheres (11.969 O&bitos). Ainda,
considerando o cenario epidemiologico brasileiro, para o ano de 2012 as
estimativas apontam que poderao ocorrer 6.230 novos casos de cancer de
pele melanoma e 52.680 novos casos de cancer de mama.

O melanoma é uma neoplasia maligna dos melandcitos, células
pigmentadas especializadas, derivadas da crista neural, predominantemente
encontradas na camada basal da epiderme. A funcdo dos melandcitos é
produzir e transferir a melanina para queratindcitos mitoticamente ativos, os
quais sao também encontrados na epiderme. A transferéncia de melanina é
concentrada no espacgo perinuclear dos queratindcitos e os protege contra
danos provocados pela radiagao ultravioleta (Tuong et al., 2012).

A patogénese do melanoma €& complexa e ndo esta totalmente
elucidada. Como ocorre em outros tipos de cancer, ela envolve interagdes
entre fatores ambientais e o acumulo de alteragbées genéticas. Trés etapas
tém sido propostas para o entendimento da progressao do melanoma: 1) no
estagio inicial, o melanoma pode ser confinado a epiderme e o crescimento
ocorre somente de forma radial (ou lateral); 2) quando o melanoma progride,
ele pode tornar um melanoma microinvasivo, no qual extensdes
microscoépicas invadem a derme papilar superficial e 3) o melanoma mais
avancado progride para uma fase de crescimento vertical, que é
caracterizada pela invasao profunda da derme. Neste estagio, o melanoma
ganha potencial para metastatizar (Tuong et al., 2012). Embora seja
frequente a ocorréncia de cancer de pele no Brasil (25% de todos os
tumores malignos registrados no pais), o melanoma representa apenas 4%
das neoplasias malignas do 6érgéo, mas é ressaltada a sua gravidade e
devido a alta possibilidade de metastase (Brasil, 2011a).

O céancer de mama é segundo tipo mais frequente no mundo e o mais
comum entre as mulheres (Brasil, 2011b). A hipotese da histéria natural da
neoplasia da mama se inicia com a hiperproliferacdo das células ductais
(estagio pré-maligno de hiperplasia ductal atipica), evolui para a neoplasia in

situ (estagio pré-invasivo do carcinoma ductal in situ), progride para um
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estagio potencialmente invasivo e letal (carcinoma ductal invasivo) e,
finalmente, para a doenga metastatica (Ma et al., 2003; Polyak, 2007).

Em todo o mundo sdo muitas as tentativas de desenvolvimento de
drogas anticancer obtidas de fontes naturais. A biodiversidade dos venenos
faz deles fontes Unicas de compostos bioativos e de modelos estruturais, a
partir dos quais novos agentes terapéuticos podem ser desenvolvidos.
Venenos de diferentes espécies animais (serpentes, escorpides, sapo,
dentre outros) e seus componentes ativos, principalmente proteinas e
peptideos, tém mostrado potencial terapéutico contra o cancer (Gomes et
al., 2010). Os achados de alguns estudos que avaliaram a acao de proteinas
ou peptideos extraidos de veneno de serpentes contra o cancer de pele,
principalmente o melanoma (devido a sua agressividade) e o cancer de
mama (devido a sua alta incidéncia) sao destacados.

Estudo conduzido por Costa e colaboradores (2008) revelou o efeito
citotoxico de fosfolipases A, isoladas de veneno de serpente Bothrops brazili
sobre linhagem de leucemia de célula T humana (Jurkat) administradas em
diferentes concentragdes (10, 50 e 100 pg/mL). Efeito antitumoral também
foi citado por Kerkis e colaboradores (2010) em relagdo a crotamina, um
polipeptideo basico de baixo peso molecular extraido do veneno de uma
cascavel da América do Sul. A crotamina tem também a habilidade de
penetrar na célula e acumular no nucleo, servindo como marcador do trafego
intracelular de vesiculas e da distribuicdo do DNA em células em divisao.
Desta forma, a crotamina além o efeito anticarcinogénico, tem potencial uso
como sonda para detectar as células que se encontram em processo
mitético. O mecanismo de agao de alguns peptideos parece ser por meio do
bloqueio de canais ibnicos presentes na membrana plasmatica (por
exemplo, os canais Kv11.1 (hERG1) expressos de forma aberrante em
varios canceres humanos, que controlam diferentes aspectos do
comportamento neoplasico), impedindo o crescimento de alguns tumores
(Arcangeli e Becchetti, 2010; Beraud e Chandy, 2011).

Outro tipo de proteina, uma LAAO extraida de veneno de serpente
Bothrops atrox também mostrou atividade citotoxica contra as linhagens
celulares HL60 (leucemia), Jurkat, B16F10 (melanoma) e PC12 (tumor

neuro-endécrino). Neste trabalho foi revelado que a citotoxicidade foi inibida

17



pela catalase, entdo o H,O, produzido parece exercer importante papel na
morte celular. Adicionalmente, a microscopia de fluorescéncia revelou
aumento da apoptose apos o tratamento com BatroxLAAO, confirmada pela
ativagdo das caspases (Alves et al., 2008). Pesquisa realizada por Paiva e
colaboradores (2011) revelou que o tratamento com uma BatroxLAAO além
de induzir a apoptose em células HL-60, levou ao acumulo das células na
fase GO0/G1 do ciclo celular, quando administrados 25 e 50 pg/mL,
resultando na paralisacdo das células nesta fase.

Poucos sao os estudos que avaliam a agao de venenos de serpentes
sobre o desenvolvimento do cancer de mama, todavia os resultados ja
encontrados sdo animadores. El-Refael e Sarkar (2009) avaliaram o
potencial antitumoral do veneno de Cerastes cerastes, uma serpente do
deserto Egipcio, sobre a linhagem celular RIIl/Sa-MT (tumor mamario
induzido por virus). Os autores encontraram que a concentragao de 7 ug/mL
do veneno matou aproximadamente 55% das células no ensaio in vitro, apos
um periodo de 48 horas. O ensaio conduzido in vivo, quando a linhagem
celular foi transplantada para camundongos singénicos e aos animais
administrado 1 pg do veneno/animal/1vez por semana, durante 4 semanas,
apontou uma reducgao de 54% do tumor e uma maior sobrevida dos animais
tratados (35 dias). A necrose foi relatada pelos autores como o mecanismo
por meio do qual a morte celular é induzida. E importante ressaltar que
resultados de estudos como este precisam ser avaliados com cautela. Isto
porque, como se trata do veneno bruto, muitas sdo as substancias que
podem atuar sobre as células cancerosas, ndo sendo possivel avaliar se um
ou mais compostos sdo responsaveis pelos resultados encontrados.

Outros componentes de venenos de serpentes parecem ter efeitos
diversos, isto pode ser exemplificado pela acdo da cardiotoxina Ill, um
polipeptideo basico isolado do veneno de Naja naja atra. Ao tratar a
linhagem de células MCF-7 (cancer de mama) com este peptideo, Chiu e
colaboradores (2009) verificaram indugao da apoptose a qual foi confirmada
pela externalizacdo da fosfatidilserina e clivagem da polimerase poli ADP-
ribose com uma ICsp de 2 pg/mL apds 48 horas. Adicionalmente, o
tratamento com a cardiotoxina Ill também causou a superexpressao de Bax

(pro-apoptotica), inibiu a expressao de Bcl-2 (anti-apoptética), promoveu a
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liberagao do citocromo C mitocondrial para o citosol, o que conduziu a uma
subsequente ativacdo da caspase 9, além de ter reduzido a expressao de
NF-kB. Os autores sugerem que além de suprimir a proliferagcdo, a
cardiotoxina Ill ocasionou a morte celular das células MCF-7 por apoptose.
Diante destes resultados, os compostos ativos presentes nos venenos
de serpentes sdo potenciais biofarmacos, seja contra infecgbes causadas
por microrganismos, seja como terapias promissoras contra diferentes tipos

de cancer e, portanto, devem merecer consideravel atencéo.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral:

Caracterizar bioquimicamente a enzima L-aminoacido oxidase isolada
do veneno bruto de Bothrops jararacussu e avaliar seu potencial

antibacteriano e antitumoral.

3.2. Objetivos Especificos:

a) Purificar uma L-aminoacido oxidase (LAAO) de B. jararacussu,

b) Caracterizar a enzima bioquimicamente pela determinagdo da massa
molecular, especificidade enzimatica, perfil de peptideos tripticos e
sequéncia N-terminal,

c) Avaliar a atividade antimicrobiana, determinar a concentragcéo
inibitéria minima e concentragcado bactericida minima contra bactérias
Gram-positivas e Gram-negativas,

d) Avaliar o potencial antitumoral contra as linhagens celulares B16F10 -
(melanoma murino) e MDA-MB231 (adenocarcinoma de mama
humano), e

e) Avaliar o efeito citotoxico sobre eritrocitos humanos.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. MATERIAL BIOLOGICO

O veneno bruto de Bothrops jararacussu foi obtido a partir de cobras
capturadas na regiao de Vigosa, MG, pertencentes ao serpentario do Museu
de Zoologia Jodo Moojen da Universidade Federal de Vigosa. Apds a coleta,
as amostras de veneno foram armazenadas a -20°C até o momento das
analises.

As cepas bacterianas foram gentilmente cedidas pela Professora
Maria Cristina Dantas Vanetti, coordenadora do Laboratdério de Microbiologia
de Alimentos da Universidade Federal de Vigosa. As cepas utilizadas no
presente estudo foram:

a) Bactérias Gram-positivas: Staphylococcus aureus (ATCC 33591),
Listeria. monocytogenes (ATCC 7644), Bacillus cereus (ATCC14579),
Bacillus subtillis (ATCC 23858).

b) Bactérias Gram-negativas: Enterobacter sakazakii (ATCC 29004),
Escherichia coli (ATCC 29214), Moraxella catarrhalis (ATCC 25238), Proteus
vulgaris (ATCC 13315), Shigella flexneri (ATCC 12022), Citrobacter freundii
(ATCC 8090), Salmonella typhimurium (ATCC 14028).

Os eritrécitos humanos do tipo O, Rh+ foram fornecidos pela Divisao
de Saude da Universidade Federal de Vigosa, provenientes de doadores
saudaveis.

As células tumorais foram provenientes de estoques contidos no
laboratério de Imunovirologia Molecular e Glicoimunologia da Universidade
Federal de Vigosa, onde as analises deste estudo foram conduzidas.
Culturas de células B16F10 (melanoma murino) e MDA-MB231

(adenocarcinoma de mama humano) foram empregadas neste trabalho.

4.2. PURIFICACAO DA L-AMINOACIDO OXIDASE DE Bothrops

jararacussu

4.2.1. Cromatografia de afinidade em Sepharose-Con A
O veneno bruto de B. jararacussu foi parcialmente purificado através

de cromatografia de afinidade a lectina usando concanavalina A (Con A)
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imobilizada em gel de Sepharose. Aliquotas de 300 uL do veneno foram
dissolvidas em Tris-HCI 20 mM contendo NaCl 0,5 M pH 7,4 (tampéo A) e
submetidas a cromatografia de afinidade em coluna de Sepharose-Con A em
um fluxo constante de 0,5 mL/minuto. As glicoproteinas foram eluidas no
tampao A acrescido de manose 0,5 M (tampao B). A deteccao foi por meio
da leitura da absorbéncia a 280 nm em sistema FPLC (Fast Protein Liquid
Chromatography).

4.2.2. Cromatografia de troca idnica

A fracao de glicoproteinas obtida foi submetida a cromatografia de
troca ibnica em coluna MonoQ HR 5/5 equilibrada com tamp&o Tris-HCI
20mM pH 7,4 (tampéao A) e eluida em gradiente linear de 0 a 30% de tampéo
A acrescido de NaCl 1M (tampéo B). Aliquotas de 2 mL da amostra foram
separadas em um fluxo constante de 1mL/minuto. Fracbes de 0,5 mL foram
coletadas em tubos de ensaio e a detecgao foi pela leitura da absorbancia a
280 nm em sistema FPLC. Todas as fracbes coletadas foram testadas
quanto a atividade antimicrobiana, como descrito no item 4.4.1.1., e o grau
de pureza para cada fragao foi analisado por SDS-PAGE corado por prata.
As fragbes contendo atividade antimicrobiana e com grau de pureza
semelhante foram reunidas e novamente aplicadas na coluna para se obter
a proteina pura. Nesta etapa de purificacdo, a coluna foi equilibrada com

10% de tampéo B e eluida em gradiente linear de 10 a 25% de tampéo B.

4.2.3. Determinacao da concentracao protéica

Para determinar a concentragao de proteina total do veneno bruto e
de cada fracdo obtida nas etapas de purificagao foi utilizado o método do
acido bicinconinico (BCA), usando como padrdo uma curva de soro
albumina bovina (BSA) com concentragdes variando de 0 a 1000 pg/mL. O
reagente utilizado foi preparado adicionando-se sulfato de cobre ao reagente
BCA na proporcao de 1:50. Em cada pogco de uma microplaca de 96 pogos
foram adicionados 10 pL da amostra a ser quantificada e 200 pyL do reagente
preparado. A microplaca foi incubada a 37°C por 30 minutos e a absorbancia

foi medida a 562 nm em uma leitora de microplacas BioRad (Modelo 3550-
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UV, Hercules, CA, USA). Esses dados foram utilizados para a determinacao

da concentragao protéica.

4.3. CARACTERIZACAO BIOQUIMICA

4.3.1. Eletroforese em gel de poliacrilamida em presenca de SDS
(SDS-PAGE)

O grau de pureza e a massa molecular da proteina purificada foram
estimados por eletroforese em gel de poliacrilamida a 10% em presenga de
SDS, de acordo com a metodologia descrita por Laemmli (1970). Para tanto,
as amostras foram ressuspendidas em tamp&o de amostra redutor 4x (Tris-
HClI 1 M pH 6,8; glicerol 30%; SDS 9,2%; azul de bromofenol 1%, B-
mercaptoetanol 20%), ou em tamp&o de amostra nao redutor 4x (Tris-HCI 1
M pH 6,8; glicerol 30%; SDS 9,2%; azul de bromofenol 1%), sendo
incubadas a 100°C por 5 minutos. As amostras e o marcador de peso
molecular foram aplicados em gel de poliacrilamida e a eletroforese
conduzida em tampao de corrida (Tris 25 mM; glicina 0,192 M; SDS 0,1%;
pH 8,3), sendo submetida uma voltagem constante de 170 V por,
aproximadamente, 1 hora. O marcador de massa molecular utilizado foi
Page Ruler Prestained Protein Ladder (Thermo Scientific). Apos a corrida, o
gel foi corado tanto pela técnica de coloragdo por prata, quanto utilizando
Coomassie Brilliant Blue G-250 2%.

4.3.2. Perfil de peptideos tripticos

4.3.2.1. Digestao triptica da proteina

A banda recortada do SDS-PAGE corada com Coomassie Brilliant
Blue G-250 2% foi fragmentada em pedacos de 1 mm?, transferida para
microtubo de 1,5 mL e lavada sucessivamente com 200 uL de acetonitrila
(ACN) 50% em bicarbonato de aménio (NHsHCO3) 25 mM pH 8,0, para
remover o corante e o SDS. A banda descorada foi adicionado 100 pL de
tampao redutor (ditiotreitol (DTT) 65mM em NH4HCO3; 100mM) por 30
minutos a 56°C e, subsequentemente, 100 pL de tamp&o de alquilagao

(iodoacetamida 200mM em NH4sHCO3; 100mM) por 30 minutos a temperatura
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ambiente no escuro. Os fragmentos de gel foram lavados duas vezes com
200 pL de ACN 50% em NH4HCO3; 25 mM e uma vez com ACN 100% e
posteriormente secos em Speed-Vac (Eppendorf). Os fragmentos de gel
foram reidratados no gelo por 15 minutos, em 30 pL de solugdo de NHsHCO3
25 mM/CaCl, 2,5 mM contendo 0,75 pg de tripsina grau seqienciamento
modificada (Promega). A digestdo foi realizada a 37°C por 20 h. Os
peptideos tripticos foram extraidos com 30 pL de acido formico 5%/ACN

50%, e o volume final foi reduzido para 10 yL em Speed-Vac.

4.3.2.2. Espectrometria de massa

A mistura de peptideos da digestéo triptica foi misturada na proporc¢ao
de 1:9 com uma solucdo de matriz reconstituida de acido a-ciano-4-
hidroxicinamico em ACN 50%/ TFA 0,1% em agua. Aliquotas de 0,7 pL da
mistura foram aplicadas na placa para MALDI (Matrix-assisted laser
desorption/ionization) e seco a temperatura ambiente antes da analise no
espectrémetro de massa.

Os espectros de massa foram obtidos usando-se o equipamento
MALDI TOF/TOF UltraFlexlll (Bruker Daltonics). Os mapas de peptideos
foram adquiridos no modo refletor e os espectros foram calibrados
externamente com mistura de peptideos padroes. O padrao de

fragmentacgao obtido foi analisado em banco de dados.

4.3.2.3. Pesquisa no banco de dados

As massas monoisotépicas de cada peptideo oriundo do MALDI TOF
foram submetidas a busca no Mascot (www.matrixscience.com), programa
publicamente disponivel que permite a identificacdo por mapa de peptideos
(PMF). Os critérios de busca foram todas as massas moleculares e pontos
isoelétricos, cisteinas modificadas por carboxamidometilacdo e as
modificacdes possiveis, a saber: oxidacdo de metionina, fosforilagcao,
cisteinas modificadas por acrilamida. Os dados obtidos nos espectros foram

filtrados pela relacéo sinal/ruido dos picos de 20 para os dados de MS.
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4.3.3. Determinacado da sequéncia N-terminal

Para sequenciar a por¢ao N-terminal da proteina, uma aliquota de 15
ML da enzima pura foi adicionada em disco de fibra de vidro e submetida a
analise por degradagdo de Edman usando um sequenciador PPSQ 33A
(Shimadzu). A sequéncia N-terminal obtida foi comparada ao banco de
dados de proteina do site NCBI wusando o programa BLAST
(http://blast.ncbi.nim.nih.gov).

4.3.4. Ensaio de atividade para LAAO e especificidade enzimatica

Para determinacdo da atividade de L-aminoacido oxidase da fragao
purificada, foi realizado um ensaio em microplaca de 96 pogos. Uma aliquota
de 10 pL da enzima numa concentragdo de 30 pug/mL foi incubada com 90
ML de uma solugao que continha L-leucina 25 mM, o-fenilenediamina (OPD)
40 uM e peroxidase 0,04 U/mL em Tris-HCI 0,1 M pH 8,0, totalizando em
100 uL/pogo. A placa foi mantida a 37°C, e ap6s 60 minutos, a reacao foi
paralisada pela adicdo de 50 yL de H,SO4 2 M. A atividade enzimatica foi
determinada pela leitura da absorbancia a 490 nm, utilizando como padrao
uma curva de peroxido de hidrogénio (H2O2) com concentragbes variando
entre 0 e 1000 pM. Para determinar a especificidade enzimatica, o ensaio
acima descrito foi realizado utilizando os seguintes substratos: L-leucina, L-
alanina, L-valina, L-isoleucina, L-metionina, L-prolina, L-cisteina, L-treonina,
L-serina, L-acido glutamico, L-acido aspartico, L-glutamina, L-asparagina, L-
tirosina, L-fenilalanina, L-triptofano, L-lisina, L-arginina, L-histidina. Os
experimentos foram realizados em triplicata. Uma unidade de atividade
enzimatica (U) foi definida como a produgao de 1uM de H,O, por minuto de

reacao.

4.4. ENSAIOS BIOLOGICOS

4.4.1. Avaliagdo da atividade antimicrobiana

4.4.1.1. Ensaio preliminar

Para verificar a presencga de fragdes ativas contra microrganismos, foi

realizado um ensaio antimicrobiano inicial, através de teste de difusdo em
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agar, contra a bactéria patogénica Gram-positiva Staphylococcus aureus
(ATCC 33591). Colbnias de S. aureus foram crescidas em meio Luria Bertani
(LB) liquido a 37°C overnight e uma aliquota dessa suspenséo foi diluida no
mesmo meio de cultura na proporcao de 1:50. Aliquotas de 1 mL dessa nova
suspensao foram adicionadas a 15 mL de meio Mueller Hinton fundido (+
45°C). Essa mistura foi vertida em uma placa de Petri e homogeneizada. Em
pocos de 3 mm feitos no meio solidificado foram adicionadas aliquotas de 10
pL das fracdes obtidas pelos processos de purificacdo. A placa foi incubada
a 37°C por 24 h. A atividade antimicrobiana foi avaliada pela observacao da

inibicdo do crescimento da bactéria por meio de halos formados na placa.

4.4.1.2. Determinacao da concentracdo inibitéria minima

Para a fragcao purificada com atividade antimicrobiana foi determinada
a concentragao inibitéria minima (CIM), ou seja, a menor concentragao onde
nenhum crescimento foi detectado por meio de leitura espectrofotométrica.
Os ensaios foram realizados de acordo com as normas do CLSI (Clinical and
Laboratory Standards Institute). Aliquotas de 25 uL de diluigdes seriadas da
proteina pura, feitas a partir de uma solugao estoque de 400 pg/mL, foram
incubadas com 100 ul de suspenséao bacteriana diluida em meio de cultura
LB na proporgéo de 1:50. O controle para auséncia do crescimento foi a
gentamicina diluida serialmente, a partir de uma solugdo estoque de 500
pg/mL. O controle para crescimento pleno foi NaCl 0,9% estéril. Apds a
incubacgdo por um periodo de 22 h a 37°C, as placas foram analisadas a 600
nm em leitora de microplacas BioRad (Modelo 3550-UV, Hercules). Os

ensaios foram realizados em triplicatas.

4.4.1.3. Determinacdo da concentragdo bactericida minima

Para determinar a concentragdo bactericida minima (CBM), uma
aliquota de 25 pyL dos pogos que ndo apresentaram crescimento foi
transferida para pogos de outra microplaca contendo 100 pyL de LB estéril.
Os controles também foram reinoculados. A microplaca foi incubada em
estufa a 37°C durante 22 h. A menor diluicdo onde ndo houve crescimento

foi considerada como a CBM.
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4.4.1.4. Analise do potencial bactericida

Linhagens referenciais de bactérias, descritas em item 4.1, foram
cultivadas em 5 mL de meio LB liquido sob agitagcdo a 37°C overnight. As
suspensdes de bactérias, em fase logaritmica, foram diluidas no mesmo
meio de cultura na propor¢cdo de 1:50, e wuma aliquota de 100 uyL de
suspensio de cada cultura bacteriana foi incubada por 22 h a 37°C com 25
ML de diferentes concentracbes da fracao purificada. Os controles para
auséncia de crescimento e crescimento pleno foram, respectivamente,
gentamicina 1mg/mL e NaCl 0,9% estéril, ambos incubados com as
suspensdes bacterianas. A inibicdo do crescimento foi determinada pela
leitura da densidade 6ptica a 600 nm em uma leitora de microplacas. Para

todas as bactérias analisadas foram determinadas a CIM e a CBM.

4.4.2. Efeito citotéxico sobre células tumorais

4.4.2.1. Cultura de células tumorais
As linhagens celulares B16F10 (melanoma murino) e MDA-MB231
(adenocarcinoma de mama humano) foram mantidas em meio DMEN
adicionado de 10% de soro fetal bovino, 100 U/mL de penicilina, e 100
Mg/mL de estreptomicina, incubadas a 37°C em atmosfera umida com 5% de
COa.

4.4.2.2. Analise da viabilidade celular

A viabilidade celular foi determinada pelo teste de redugcao do brometo
de 3(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazdlio (MTT), que avalia a integridade
mitocondrial das células testadas baseado na reducdao enzimatica deste
composto a formazan pelas desidrogenases mitocondriais. As células
cancerosas B16F10 e MDA-MB231 foram aliquotadas (1 x 10* células/mL)
em microplacas de cultivo de 96 pogos com fundo chato e incubadas por um
periodo de 24 horas em meio DMEN completo. Posteriormente, foram
adicionadas concentragbes da enzima que variaram de 0,1 a 10 pg/mL.
Apods 48 horas, o sobrenadante foi removido e foram adicionados 100 uL de

uma solugdo de MTT (0,5 mg/mL). Apds 4 horas de incubacédo a 37°C, o
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meio de cultura foi aspirado e foram adicionados 100 uL de dimetilssulféxido
(DMSO). As culturas ndo tratadas foram utilizadas como controle de 100%
de viabilidade celular, e como controle de morte celular (0% de viabilidade)
foram utilizadas as culturas tratadas com Triton-X 100 1%. A absorbéancia foi

monitorada a 550 nm em uma leitora de microplacas.

4.4 3. Efeito citotoxico sobre eritrocitos

Eritrécitos de sangue humano tipo O, Rh* foram separados do plasma
por sedimentacao e lavados trés vezes com NaCl 0,9%. Utilizou-se a mesma
solugao para diluir a enzima e preparar uma solugao 2% (v/v) de eritrocitos.
Aliquotas de 100 yL da enzima nas concentragdes de 0,1; 1; 5 e 10 pg/mL
foram incubadas por 24 horas a temperatura ambiente com 100 pL da
suspensao de eritrécitos. Apds esse periodo, os tubos foram centrifugados a
3000 x g por 5 minutos. Uma aliquota de 50 puL de cada sobrenadante foi
transferida para uma microplaca de 96 pocos de fundo chato e a leitura da
absorbancia realizada a 540 nm. Para as amostras de referéncia foram
utilizados Triton X-100 1% (v/v) como referéncia de 100% de lise e NaCl 0,9

% como referéncia de 0% de hemolise.

4.5. ANALISE ESTATISTICA

A determinacao estatistica das diferengas entre as médias dos grupos
experimentais foi realizada por analise de variadncia (ANOVA), seguido pelo
pos-teste de comparagao multipla de Tukey. Diferengas com p < 0,05 foram
consideradas estatisticamente significativas. Todos os experimentos foram

realizados pelo menos trés vezes.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. ISOLAMENTO DA LAAO DE B. jararacussu

A LAAO de B. jararacussu foi isolada em trés etapas de purificagdo. O
primeiro processo cromatografico realizado foi por afinidade a concanavalina
A (ConA), uma lectina que se liga com especificidade a grupos como a-D-
manosil e a-D-glicosil, encontrados em varios carboidratos, glicoproteinas e
glicolipideos. Assim, diferentes formas de proteinas glicosiladas foram
separadas de outros componentes presentes no veneno bruto de B.
jararacussu. O pico eluido em presengca de manose 0,5 M (Figura 2) foi
concentrado em sistema de ultrafitracdo (AMICON) em membrana de

10.000 Da a 3500 rpm.
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Figura 2. Perfil cromatografico do veneno bruto de B. jararacussu obtido por
cromatografia de afinidade a concanavalina A. O veneno bruto foi dissolvido em
Tris-HCI 20 mM contendo NaCl 0,5 M pH 7,4 e eluido no mesmo tamp&o acrescido
de manose 0,5 M em fluxo constante de 0,5 mL/minuto. A deteccao foi feita pela

leitura de absorbancia a 280 nm em sistema FPLC.
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A fragdo obtida foi submetida a cromatografia de troca aniénica em
coluna MonoQ HR 5/5, que possui grupos aménio quaternario ligados a
resina.

Varios picos de proteina foram obtidos (Figura 3) e todas as fragoes
coletadas foram testadas quanto a atividade antimicrobiana contra S. aureus
(Figura 4). O grau de pureza para cada fragao foi analisado por SDS-PAGE

apos revelagao por prata (Figura 5).

0.8 -50

Antimicrobiano

A 280 nm
(AT 12®eN) g % -

Volume (mL)

Figura 3. Cromatografia de troca i6nica da fragdo de glicoproteinas em coluna
MonoQ equilibrada com Tris-HCI 20 mM pH 7,4 (tampao A) e eluida em gradiente
linear de 0 a 30% de tampao A acrescido de NaCl 1 M (tampao B) em fluxo
constante de 1 mL/minuto. Fragdes de 0,5 mL foram coletadas em tubos de ensaio
e a deteccao foi feita pela leitura da absorbancia a 280 nm em sistema FPLC. As

fragbes que continham atividade antimicrobiana foram assinaladas no grafico.
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Figura 4. Atividade antimicrobiana das fragdes obtidas contra S. aureus através de
ensaio de difusdo em agar. As fragbes contidas nos tubos 47 a 57 apresentaram

atividade antimicrobiana.

BSA 41 42 43 44 45 46 47 48 49 50 51 52 53 54 55 56 57 58 BSA

66
: ? kDa
— — .

Figura 5. Perfil protéico das fragdes contidas nos tubos 41 a 58 submetidas a SDS-

PAGE apés revelagao por prata. BSA: soro albumina bovina.

As fragbes contidas nos tubos 54, 55 e 56, por apresentarem
atividade antimicrobiana e menor grau de contaminagado protéica, foram
agrupadas e esta nova fragéo foi designada MQ1.

A fracdo MQ1 foi, entdo, submetida a recromatografia de troca idnica
em coluna MonoQ (Figura 6), com o intuito de obter a proteina pura. Todas
as fragdes obtidas foram testadas quanto a atividade antimicrobiana contra
S. aureus (Figura 7) e o grau de pureza para cada fragédo foi analisado por

SDS-PAGE apés revelacao por prata (Figura 8).
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Figura 6. Cromatografia de troca ibnica da fragdo MQ1 em coluna MonoQ
equilibrada com 10% de tampao B e eluida em gradiente linear de 10 a 25% de
tampao B em fluxo constante de 1 mL/minuto. Fragbes de 0,5 mL foram coletadas
em tubos de ensaio e a deteccio foi pela leitura da absorbancia a 280 nm em
sistema FPLC. As fragdes que continham atividade antimicrobiana foram

assinaladas no grafico.

Figura 7. Atividade antimicrobiana das fragdes obtidas contra S. aureus através de
ensaio de difusdo em agar. As fragbes contidas nos tubos 19 a 28 apresentaram

atividade antimicrobiana.
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Figura 8. Perfil protéico das fragdes contidas nos tubos 14 a 31 submetidas a SDS-

PAGE ap6s revelagao por prata. BSA: soro albumina bovina.

A proteina foi isolada nas fragdes contidas nos tubos 27 e 28, que
apresentaram atividade antimicrobiana e elevado grau de pureza. Estas
fragdes foram reunidas, concentradas e utilizadas para caracterizar e avaliar
o potencial antimicrobiano da proteina isolada.

Todas as etapas de purificacdo foram monitoradas quanto a
concentragao protéica (Tabela 1), sendo que para obter a proteina isolada, o

veneno bruto foi purificado aproximadamente 1044 vezes.

Tabela 1. Dados da purificagdo mostrando as fragdes obtidas em cada etapa de

purificacao
Amostras Volume Proteina Proteina Fator de Recuperacao
(mL) (mg/mL) (mg) Purificacdo (%)
Veneno 1 426 426 1 100
Bruto
ConA 15 3,31 49,65 8,58 11,65
MQ1 25 0,028 0,700 608,57 0,164
MQ2 12 0,034 0,408 1044,12 0,096
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5.2. CARACTERIZACAO BIOQUIMICA

5.2.1. Estimativa da massa molecular por SDS-PAGE

Para estimar a massa molecular foi realizada a analise eletroforética
da proteina purificada em gel de poliacrilamida a 10% em presenca de SDS
e em auséncia de 3-mercaptoetanol (Figura 9). A massa molecular estimada
da LAAO foi de aproximadamente 68 kDa. Segundo Correa-Netto e
colaboradores (2010), que realizaram um estudo de prote6mica do veneno
de B. jararacussu, 7 proteinas foram identificadas como LAAO, quando
analisadas em SDS-PAGE sob condi¢des redutoras e nao redutoras, e suas

massas moleculares variaram entre 47 e 78 KDa.

170 KD —p
130 KDa —»

100 Kba ——»
70 KDa ——»

55 KDa ———p-

40 KDa —p

35 KDa —»

Figura 9. SDS-PAGE apés coloragdo por prata apresentando as bandas do

marcador molecular e da proteina purificada.

5.2.2. Perfil de peptideos tripticos

A banda de proteina obtida no SDS-PAGE foi submetida a digestao
por tripsina para analise do perfil de peptideos tripticos. A mistura de
peptideos obtidos foi analisada no espectrémetro de massa e as massas
monoisotdpicas de cada peptideo oriundo do MALDI-TOF foram submetidas
a busca no Mascot.

A analise no Mascot revelou homologia dos peptideos tripticos da
LAAO isolada com os da LAAO ja descrita de B. jararacussu (BjussuLAAO-
[), obtendo uma cobertura de 42% (Figura 10).
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Figura 10. Sequéncia de aminoacidos constituintes da BjussuLAAO-I. Em vermelho
estdo os peptideos homodlogos a LAAO isolada neste trabalho. Os dados foram
obtidos pela busca do perfil de peptideos triptico da LAAO purificada com o
emprego da ferramenta Mascot. Os peptideos obtidos representam 42% da

sequéncia total da BjussuLAAO-I.

5.2.3. Analise da sequéncia N-terminal

Com o intuito de detalhar ainda mais a LAAO isolada neste estudo, foi
conduzida a analise da sua sequéncia N-terminal. A sequéncia de
aminoacidos N-terminal foi obtida por meio da degradagdo automatica de
19 primeiros de
ATNRNPLYYQFRRTDYFIF. A pesquisa no banco de dados de sequéncia de
proteina usando o programa BLASTP revelou que a sequéncia tem

Edman e os residuos aminoacidos foram:

similaridade com LAAOs isoladas de outros venenos de serpentes do género
Bothrops e apresenta 56% de identidade com a BjussuLAAO-| (Tabela 3).

O estudo de protedmica de Correa-Netto e colaboradores (2010)
relatou a existéncia de mais de uma LAAO no veneno de B. jararacussu.
Corroborando com este achado, como as analises de sequenciamento
realizada no presente trabalho revelaram homologia, mas baixo grau de
similaridade de sequéncia, pode se tratar de uma nova LAAO isolada de B.
jararacussu. Para a confirmacdo desta hipotese sera necessario realizar
uma caracterizagdo bioquimica mais aprofundada, como a obtencdo da
massa molecular da proteina integra, o perfil de glicosilacdo e a massa
molecular da proteina deglicosilada, determinagdo do pl e caracterizagao

dos parametros enzimaticos (pH, temperatura, Ky € Vmax), dentre outros.
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Tabela 2. Alinhamento da regido N-terminal da LAAO caracterizada neste trabalho

com LAAOs isoladas de outros venenos de serpentes

_ Numero de Identidade
Sequéncia
acesso NCBI (%)
LAAO ATNRNPLYYQFRRTDYFIF - -

Balt-LAAO-I ADVRNPLEE--FRETDYEVL PODI86.1 69
Boleu-LAAO ADDRNPLEECFRETDYEEF PODI89.1 56
BmooLAAO-I ADDRNPLEECFRETDYEEF Q6TGQ8.1 56
BjussuLAAO-I ADDRNPLEECFRETDYEEF Q6TGQ9.1 56

Os residuos conservados estdao em negrito. Balt-LAAO-I: LAAO-I de Bothrops
alternatus; Boleu-LAAO: LAAO de Bothrops leucurus; BmooLAAO-I: LAAO-I de
Bothrops moojeni; BjussuLAAO-I: LAAO-I de Bothrops jararacussu

5.2.4. Especificidade enzimatica

A atividade da LAAO foi determinada utilizando uma peroxidase
conjugada. Neste ensaio, o peréxido de hidrogénio gerado pela
desaminagao oxidativa do L-aminoacido é utilizado pela peroxidase para
oxidar a o-fenilenediamina. O produto final da reacdo é detectado no
comprimento de onda de 490 nm. Este ensaio foi realizado utilizando
diferentes L-aminoacidos (Tabela 2), sendo que a maior atividade obtida foi
quando empregada L-fenilalanina como substrato, seguida por L-metionina e
L-arginina. Resultados semelhantes foram encontrados por Stabeli e
colaboradores (2004) ao analisarem a atividade da LAAO do veneno
Bothrops alternatus, a Balt-LAAO-I, que apresentou especificidade por L-
fenilalanina, seguida por L-tirosina e L-metionina. A Bpir-LAAO-I, LAAO
isolada de Bothrops pirajai, também mostrou especificidade por L-

fenilalanina, seguida por L-tirosina e L-triptofano (lzidoro et. al,.2006).
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Tabela 3. Atividade especifica da LAAO isolada de B. jararacussu em relagdo aos

diferentes L-aminoacidos

Aminoéacido Atividade (U)? Ati\fidade
especifica (U/mg)
L-Fenilalanina 7,040 23468
L-Metionina 5,695 18983
L-Arginina 5,522 18408
L-Glutamina 3,418 11394
L-Lisina 3,142 10474
L-Histidina 3,073 10244
L-Isoleucina 2,832 9439
L-Asparagina 2,590 8634
L-Alanina 2,487 8289
L-Valina 2,211 7369
L-Prolina 1,866 6219
L-Serina 1,831 6104
L-Treonina 1,555 5184
L-Leucina 1,141 3804
L-Triptofano 0,796 2654
L-Cisteina 0,555 1849
L-Tirosina 0,555 1849
L-Acido Glutamico 0,486 1619
L-Acido Aspartico 0,313 1044

# Uma unidade de atividade enzimatica (U) foi definida como a produgéo de 1uM de

H,O, por minuto de reagao.
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5.3. ENSAIOS BIOLOGICOS

5.3.1. Avaliacao da atividade antimicrobiana

A atividade antimicrobiana foi realizada contra Staphylococcus aureus
(ATCC 33591), uma espécie de bactéria Gram-positiva, anaerdbia
facultativa, patogénica e de forma esférica. Juntamente com a Escherichia
coli, € uma das bactérias simbiontes do homem. Como controles para
auséncia de crescimento e crescimento pleno foram utilizados,
respectivamente, gentamicina e NaCl 0,9% estéril. A Gentamicina é um
antibidtico da classe dos aminoglicosideos, produzido por um actinomiceto, a
Micromonospora purpurea e seu mecanismo de agao consiste na inibicao da
sintese protéica, portanto, possui amplo espectro de acdo. Utilizando esses
padrdes, foram feitos testes antimicrobianos apds cada etapa de purificacao
(apresentadas anteriormente) e para determinacéo da CIM, CBM e espectro

de agao da LAAO purificada.

5.3.1.1. Determinagdo da concentracgdo inibitéria minima

Para determinar a concentragdo inibitéria minima contra a bactéria
patogénica S. aureus, foram feitas diluicbes seriadas da LAAO purificada a
partir de uma solugao estoque de 400 ug/mL. Esse mesmo procedimento foi
realizado para o antibidtico comercial, a gentamicina, a partir de uma
solugédo estoque de 500 uyg/mL. A CIM da LAAO isolada de B. jararacussu
contra S. aureus (ATCC 33591) foi 50 ug/mL (Figura 11), enquanto que para
a gentamicina, o valor obtido foi 31,25 ug/mL (Figura 12).
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Figura 11. Concentragao inibitéria minima (CIM) da LAAO isolada de B.
jararacussu contra S. aureus (ATCC 33591). Aliquotas de 25 pL de diluicdes
seriadas da proteina pura foram incubadas com 100 yl de suspensao bacteriana.
Apés a incubacao por um periodo de 22 h a 37°C, as placas foram analisadas a

600 nm em leitora de microplacas. Os ensaios foram realizados em triplicatas.
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Figura 12. Concentragdo inibitéria minima (CIM) do antibiético comercial
gentamicina contra S. aureus (ATCC 33591). Aliquotas de 25 pL de diluigdes
seriadas da gentamicina foram incubadas com 100 pl de suspensdo bacteriana.
Apoés a incubagao por um periodo de 22 h a 37°C, as placas foram analisadas a

600 nm em leitora de microplacas. Os ensaios foram realizados em ftriplicatas.

39



Stabeli e colaboradores (2004) avaliaram a atividade antimicrobiana
da Balt-LAAO-I, isolada de B. alternatus, contra S. aureus. Apds 1 hora de
incubacdo com 48 ug da LAAO, a porcentagem de unidades formadoras de
colénia (CFU) foi reduzida a 20%. Estudo conduzido por Paiva e
colaboradores (2011) revelou o efeito bactericida da LAAO extraida do
veneno de serpente B. atrox contra S. aureus, que ocorreu apés 30 minutos
de tratamento com 48 pg da BatroxLAAO. Os resultados apresentados neste
trabalho foram obtidos com somente 1,25 pg da enzima purificada (25 yL da
enzima numa concentragao 50 ug/mL), portanto, a LAAO isolada mostrou
grande potencial bactericida, sendo 38 vezes mais eficiente que LAAOs

obtidas de outros venenos de serpentes do género Bothrops.

5.3.1.2. Determinagédo da concentracdo bactericida minima

A concentracdo bactericida minima foi obtida a partir dos pogos que
nao apresentaram nenhum crescimento do ensaio para determinagao da
MIC. Uma aliquota de 25 uL desses pocos foi transferida para pocos de
outra microplaca contendo 100 pL de LB estéril. Os controles também foram
reinoculados. A menor concentragdo de LAAO onde n&o houve crescimento
microbiano, portanto considerada como bactericida, foi 50 ug/mL (Figura 13),
enquanto que para a gentamicina, o valor de CBM obtido foi 125 ug/mL
(Figura 14). Dessa forma, esses resultados mostram que a LAAO purificada
€ um potente agente bactericida, sendo 2,5 vezes mais efetivo que o

antibiético comercial.
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Figura 13. Concentragdo bactericida minima (CBM) da LAAO isolada de B.
jararacussu contra S. aureus (ATCC 33591). Uma aliquota de 25 uL dos pogos que
nao apresentaram crescimento foi transferida para pogos de outra microplaca
contendo 100 pL de LB estéril. Os controles também foram reinoculados. A
microplaca foi incubada em estufa a 37°C durante 22 h. A menor diluicado onde nao

houve crescimento foi considerada como a CBM.
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Figura 14. Concentragdo bactericida minima (CBM) do antibiético comercial
gentamicina contra S. aureus (ATCC 33591). Uma aliquota de 25 puL dos pogos que
nao apresentaram crescimento foi transferida para pogos de outra microplaca
contendo 100 pL de LB estéril. Os controles também foram reinoculados. A
microplaca foi incubada em estufa a 37°C durante 22 h. A menor diluicado onde nao

houve crescimento foi considerada como a CBM.
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5.3.1.3. Andlise do potencial bactericida

Para avaliar o potencial antibacteriano, diferentes concentragbes da
LAAO purificada foram testadas contra linhagens referenciais de bactérias
Gram-positivas e Gram-negativas, responsaveis por algumas patologias
humanas (Tabela 4).

A LAAO foi efetiva contra as bactérias Gram-positivas Listeria
monocytogenes (ATCC 7644) (CIM 25 pg/mL), Bacillus subtilis (ATCC
23858) (CIM 100 pg/mL, CBM 200 ug/mL) e Bacillus cereus (ATCC14579)
(CIM 400 pg/mL), e contra as bactérias Gram-negativas Proteus vulgaris
(ATCC 13315) (CIM 25 pg/mL, CBM 50 ug/mL) e Citrobacter freundii (ATCC
8090) (CIM 100 pg/mL, CBM 100 pg/mL).

A acéo bactericida foi observada contra as bactérias Bacillus subitilis,
Proteus vulgaris e Citrobacter freundii, sendo que Proteus vulgaris e S.
aureus se mostraram mais sensiveis a essa enzima (CBM 50 ug/mL). Contra
a bactéria Listeria monocytogenes, o efeito foi apenas bacteriostatico. A
concentragdo de 25 yg/mL da enzima foi capaz de impedir o crescimento
dessa bactéria, mas nao induziu a morte das células, ja que todos os pogos,
quando transferidos para outra placa, apresentaram crescimento, ndo sendo
possivel determinar a CBM. Ja para a bactéria Bacillus cereus, a
concentragéo de 400 pg/mL foi suficiente para inibir o crescimento, porém,
nao ocasionou a morte das células. Para avaliar um possivel efeito
bactericida sobre esta cepa sera necessario conduzir um novo ensaio, onde
devera ser empregada a enzima em maior concentragdo. Para as demais
bactérias testadas, ndo foi possivel detectar nenhum efeito da LAOO na
concentragao de 400 ug/mL.

Quanto ao mecanismo de agado, é possivel que o efeito ndo seja
mediado somente pela producdo de perdxido de hidrogénio, composto
altamente reativo, mas talvez por uma interacao especifica entre a célula-
alvo e a LAAOQ, ja que diferentes tipos de bactéria (Gram-negativas e Gram-
positivas) foram utilizados, e o efeito apresentado foi independente do tipo.
Diante do exposto mais estudos sao necessarios para elucidar as possiveis
formas de atuacdo da enzima e assim possibilitar um melhor entendimento

do seu potencial antimicrobiano.
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Tabela 4: Espectro de agao da LAAO purificada contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas.

_ CIM®*  CBM" _
Bactérias Patologia
(Hg/mL) (ng/mL)

Staphylococcus aureus (ATCC 33591) 50 50 Infeccao hospitalar
Gram-positivas Listeria monocytogenes (ATCC 7644) 25 NI* Gastroenterite
Bacillus cereus (ATCC14579) 400 NI Intoxicagao alimentar
Bacillus subtilis (ATCC 23858) 100 200 -
Enterobacter sakazakii (ATCC 29004) NI NI Enterocolite
Escherichia coli (ATCC 29214) NI NI Intoxicagao alimentar
Moraxella catarrhalis (ATCC 25238) NI NI Infeccao respiratoria
Gram-negativas Proteus vulgaris (ATCC 13315) 25 50 Infecgéo do trato urinario
Shigella flexneri (ATCC 12022) NI NI Diarréia
Citrobacter freundii (ATCC 8090) 100 100 Infecgbes oportunistas
Salmonella typhimurium (ATCC 14028) NI NI Intoxicacéo alimentar

@ Concentragéo inibitdria minima
® Concentragado bactericida minima

* Nao inibiu o crescimento na concentragao de 400 pg/mL
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5.3.2. Efeito citotdxico sobre células tumorais

Para a analise da atividade antitumoral foram utilizadas as linhagens
celulares B16F10 de melanoma murino e MB231 de adenocarcinoma de
mama humano, tratadas ou ndo com LAAO em varias concentragdes (0,1; 1;
5 e 10 ug/mL). As culturas nao tratadas foram utilizadas como controle de
100% de viabilidade celular, e como controle de morte celular (0% de
viabilidade) foram utilizadas as culturas tratadas com Triton-X 100 1%.

A LAAO na concentragédo de 0,1 yg/mL reduziu a viabilidade celular
em 35% sobre a linhagem B16F10 (Figura 15), ja esta mesma concentragcéo
nao teve nenhum efeito citotoxico sobre a linhagem MDA-MB231 (Figura
16). Na concentragcdo de 1 ug/mL, o efeito citotoxico foi de praticamente
100% sobre as duas linhagens, ou seja, esta concentracdo foi suficiente

para ocasionar total morte celular.
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Figura 15. Efeito citotoxico da LAAO isolada sobre células B16F10 (melanoma
murino) pelo ensaio de MTT. As células foram incubadas por 48 horas a 37 °C com
diferentes concentragbes da enzima (0,1; 1; 5 e 10 pg/mL). As culturas nao tratadas
foram utilizadas como controle de 100% de viabilidade celular, e como controle de
morte celular (0% de viabilidade) foram utilizadas as culturas tratadas com Triton-X
100 1%. Os experimentos foram realizados em triplicata para cada concentracao
testada. Letras iguais representam grupos estatisticamente iguais (p<0,05) pelo

teste de Tukey.
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Figura 16. Efeito citotéxico da LAAO isolada sobre células MDA-MB231
(adenocarcinoma de mama) pelo ensaio de MTT. As células foram incubadas por
48 horas a 37 °C com diferentes concentragdes da enzima (0,1; 1; 5 e 10 pg/mL).
As culturas ndo tratadas foram utilizadas como controle de 100% de viabilidade
celular, e como controle de morte celular (0% de viabilidade) foram utilizadas as
culturas tratadas com Triton-X 100 1%. Os experimentos foram realizados em
triplicata para cada concentragdo testada. Letras iguais representam grupos

estatisticamente iguais (p<0,05) pelo teste de Tukey.

Alves e colaboradores (2008) também avaliaram o efeito da LAAO
isolada de B. atrox sobre células B16F10. A exposicdo dessas células a
LAAO na concentragdo de 25 ug/mL resultou na inibicdo de 62,15% do
crescimento celular comparado ao controle. Ainda, foi revelado que a
citotoxicidade foi inibida pela catalase, entdo o H,O, produzido parece
exercer importante papel na morte celular. Adicionalmente, a microscopia de
fluorescéncia revelou aumento da apoptose apds tratamento com

BatroxLAAO, confirmada pela ativagao das caspases.

45



5.3.3. Efeito citotdxico sobre eritrocitos

Para avaliar o efeito da LAAO purificada sobre células do sangue
periférico, eritrcitos humanos O, Rh* de doadores saudaveis foram tratados
com diferentes concentracbes da LAAO. Apds 24 horas de incubacao, foi
feita a andlise de lise das células.

Comparadas ao controle de auséncia de lise (NaCl 0,9%), os
tratamentos contendo 0,1; 1, 5 e 10 pg/mL da enzima n&o diferiram
significativamente (Figura 17), portanto, ndo induziram a lise de eritrocitos.
Entretanto, como anteriormente relatado, o tratamento das linhagens
tumorais com a LAAO em concentragdes a partir de 1 pg/mL revelou a acao
citotoxica da enzima. Diante das evidéncias, é possivel inferir que a LAAO

isolada apresenta potencial uso terapéutico.
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Figura 17. Efeito citotoxico da LAAO isolada sobre eritrocitos humanos O*. A
suspensao de eritrécitos foi incubada por 24 horas a temperatura ambiente com
diferentes concentragcbes da enzima (0,1; 1; 5 e 10 ug/mL). Os controles para 100%
e 0% de lise celular foram, respectivamente, Triton-X 100 1% e NaCl 0,9%. Os
experimentos foram realizados em triplicata para cada concentracio testada. Letras

iguais representam grupos estatisticamente iguais (p<0,05) pelo teste de Tukey.
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6. CONCLUSOES

A\

A LAAO de B. jararacussu foi isolada em trés etapas de purificagao.

A massa molecular estimada foi de aproximadamente 68 kDa.

A LAAO purificada apresentou maior especificidade enzimatica por L-
Fen, seguida por L-Met e L-Arg.

A analise dos peptideos tripticos e da sequéncia N-terminal forneceu,
respectivamente, 42% e 56% de identidade com a BjussuLAAO-I,
podendo se tratar de uma nova LAAO isolada de B. jararacussu.

A LAAO isolada apresentou atividade antimicrobiana contra Proteus
vulgaris, Citrobacter freundii, Listeria monocytogenes, Bacillus cereus,
Bacillus subtilis e Staphylococcus aureus.

A LAAO mostrou um potente efeito citotoxico contra as linhagens
tumorais B16F10 e MDA-MB231, mas nao apresentou nenhum efeito
citotdxico sobre eritrécitos humanos nas concentragdes analisadas.
Trata-se, portanto, de um potencial biofarmaco, seja contra infecgoes
causadas por microrganismos, seja como terapias promissoras contra
diferentes tipos de cancer.

Sugere-se a realizagdo de mais estudos com o intuito de elucidar os
possiveis mecanismos de ag¢ao da LAAO caracterizada neste

trabalho.
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