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ResuMo:

A giroxina é a principal serino protease encontrada no veneno total de Crotalus durissus
terrificus. As serino proteases de veneno de serpentes sdo proteinas que apresentam uma grande
similaridade estrutural com a trombina humana incluindo a alta conservacdo do sitio catalitico.
Os resultados ja obtidos pelo nosso grupo revelaram a capacidade dos flavonoides glicosilados
de Laguncularia racemosa em reduzir de forma significativa a atividade enzimética das
trombinas humanas. A identificacdo destas molécplas revelou que dois flavonoides glicosilados
(quercetina-3-O-arabinosidio (QAra) e quercetina-3-O-ramnosidio (QRham)) respondem pela
inibicdo da trombina (Rodrigues et al., 2015). Sabe-se que a soroterapia antiveneno néo
consegue neutralizar de forma eficiente a acdo farmacoldgica das serino proteases e
consequentemente ndo é capaz de neutralizar os danos homeostéticos e teciduais. Neste
trabalho, uma nova serino protease foi isolada do veneno total de Crotalus durissus terrificus
(cdtsp-2) através de quatro estapas de separacdo, usando a superdex 75 com uma fase mével de
bicarbonato de aménia pH 8, a cdtsp-2 Estas duas fracdes foram entéo fracionadas em coluna de
troca iénica em DEAE para separagdo das principais fragdes e posteriormente fracionadas em
CLAE de fase reversa para confirmar o grau de homologia molecular e em todas as etapas
cromatografica foram acompanhadas pelos ensaios enzimaticos em BApNA. A nova serino
protease denominada como Cdtsp-2 (Crotalus durissus terrificus serino protease 2) é uma
proteina inédita, .tem massa molecular de 27 kDa e sua sequéncia N-terminal mostrou
diferencas estruturais quando comparada a giroxina de Crotalus durissus terrificus e o0s
resultados mostram que a Crotalus durissus terrificus possui uma concentragdo relativa de
serino proteases maior do que a sugerida na literatura. As atividades edematogénicas e
miotoxicas foram padronizadas e comparadas com grupos tratados com QAra, QRham,
inibidores de PKC, PLCs, Dexametasona e antagonistas para receptores ativados por protease
(PAR) e solucéo salina (controle negativo). Durante o edema e 0s testes miotoxicos também
detectamos de malondealdeido, PGE2 e COX-2. Nossos resultados mostraram que o edema
induzido por Cdtsp2 ndo pode ser inibido pelos flavondides de Laguncul/aria racemosa e
envolve niveis significativamente aumentados de peroxidacao lipidica e metabolismo do acido
araquidonico e ambos foram significativamente diminuidos pelo antagonista de PAR, PKC e
inibidor de PLC e praticamente abolidos na presenca de Dexametasona. Conclusdo: nossos
resultados mostraram que as atividades farmacolégicas induzidas por Cdtsp2 envolvem
presenca de antagonistas de PAR 1, 2, ativacdo de PLC, PKC para mobilizacdo de &cido
araquidénico e aumento do estresse oxidativo.

Palavras chaves: Cdtsp2 serina protease; Crotalus durissus terrificus (Cdt); secretéria PLA2

(sPLAZ2); edema; inflamac&o; estresse oxidativo, receptor ativado por protease, COX-2 e MDA.
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Abstract:

Gyroxin is the major serine protease present in Crotalusdurissusterrificus venom. Serine
proteases from snake venom are proteins, which exhibit a great structural similarity to huMan
thrombin including the catalytic site conservation. The results already obtained by our group
revealed the glycosylated flavonoidsability of Laguncu/ariaracemosato significantly reduce the
enzymatic activity of huMan thrombins. The molecples identification reveals two glycosylated
flavonoids (quercetin-3-O-arabinosidiuM (QAra) and quercetin-3-O-rhamnosidiuM(QRham)),
which inhibit thrombin (Rodrigues et al., 2015). Antivenomserotherapycan not efficiently
neutralize the serine proteases pharmacological action and is not able to neutralize homeostatic
and tissue damage. In this work, a new serine protease was isolated from
Crotalusdurissusterrificusvenom (cdtsp-2) by through four separation stages , using superdex
75 with a mobile phase of ammoniuM bicarbonate pH 8. These two fractions were fractionated
on ion exchange coluMn in DEAE for separation of the major fractions and subsequently
fractionated in reverse phase CLAE to confirm the degree of molecular homology.All
chromatographic steps were monitored by the enzymatic assays in BApNA. The new serine
protease called cdtsp-2 (Crotalusdurissusterrificus serine protease 2) is an unpublished protein,
with a molecular mass of 27 kDa and its N-terminal sequence showed structural differences
when compared to the gyroxin of Crotalusdurissusterrificus. Resplts reveal that in this venom
has a higher relative concentration of serine proteases than suggested in the literature. The
edematogenic and myotoxic activities were standardized and compared to groups treated with
QAra, QRham, PKC inhibitors, PLCs, Dexamethasone and protease (PAR) and saline (negative
control) activated receptor antagonists. During edema and myotoxicassay we also detection of
malondealdehyde, PGE2 and COX-2. Results reveals Cdtsp2 -induced edema no can be
inhibited by the flavonoids of Laguncularia racemosa involves significantly increased
levels of lipid peroxidation and arachidonic acid metabolism and both were significantly
decreased by the PAR antagonist, PKC and PLC inhibitor and virtually abolished in the
presence of Dexamethasone. Conclusion: The pharmacological activities induced by Cdsp2
involves the presence of PAR 1, 2 antagonists, PLC activation, PKC to mobilize arachidonic

acid and increase oxidative stress.

Keywords: Cdtsp2; serine protease; Crotalus durissus terrificus (Cdt); secretory PLA2

(sPLAZ2); edema; inflammation; oxidative stress, protease activated receptor, COX-2 and MDA
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CONTEXTUALIZACAO GERAL

Os acidentes ofidicos tém sido considerados um grave problema de saude
publica no Brasil e no mundo. A grande maioria dos acidentes ocorre nos paises
localizados em regides tropicais e subtropicais (Kasturiratne et al., 2008; Warrell, 2010;
Willians et al., 2010; Adukauskiené et al., 2011). Os envenenamentos ofidicos atingem
aproximadamente 420.000 mil a 2.280.000 milhGes de pessoas por ano, sendo que
dessas, cerca de 20.000 a 125.000 evoluem para o Obito (Kasturiratne et al. 2008;
Warrell, 2010; Willians et al., 2010; Huancahire et al., 2011). Porém ndo é apenas
devido a frequéncia em que ocorrem, mas também a morbidade e mortalidade que
ocasionam, desta forma, historicamente constituem um problema crénico de salde
publica.

Na América do Sul, o Brasil é o pais com maior incidéncia de acidentes
ofidicos, sendo que as regides Nordeste e Norte lideram em nimero de casos (Lima et
al., 2009; Nadur-Andrade et al., 2012). De acordo com os dados publicados pelo
Ministério da Saude do Governo Federal, apresentados na tabela 1, os estados mais

afetados em numero de mortes por acidentes com ofidicos sdo Norte e Nordeste.

Tabela 1. Os dados datahela abaixo séio referentes ao ano de 2016 (Ministério da
Salde- Governo Federal.)

Regido Incidénciaa Casos de Nimeros de
cada 100.000 acidentes com obitos
habitantes. ofidios.

Norte 48,8 2.638 a8

MNordeste 12,4 7.034 29

Sudeste 6,2 5,339 19

Sul &1 2.385 05

Centro oeste 18,2 2.848 15

Brasil [Geral) 12,7 26.244 116

Entretanto, esses dados ndo demonstram a realidade, pois a subnotificacdo €
frequente entre os moradores de areas rurais que tém dificuldade no acesso aos servigos
de saude (Calvete et al., 2009; Warrell, 2010; Willians et al., 2010; Bernade; Gomes,
2011). Por isso, no ano de 2009 a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) passou a
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considerar esse agravo de saide como Doenca Tropical Negligenciada (DTN) tendo
como objetivo garantir uma maior visibilidade e, consequentemente, estimular a
elaboracdo de politicas publicas visando diminuir os problemas decorrentes do
envenenamento causado pelas serpentes (Guitiérrez et al., 2010)

Segundo a secretaria da salde, os efeitos do envenenamento por serpentes
crotdlicas sdo: edemas agudos, dor reduzida, miotoxidade e neurotoxidade e
acometimento renal, causando insuficiéncia renal aguda, a qual é a principal
complicacdo e causa de obito. Clinicamente, o veneno de Crotalus durissus terrificus
ndo costuma causar efeitos no local da mordida e é geralmente indolor. (FURTADO;
SANTOS; KAMIGUTI, 2003; RADIS-BAPTISTA; KERKIS, 2011; YONAMINE et
al.,, 2012). O veneno total de Crotalus durissus spp. € uma mistura complexa de
substancias, tais como crotamina, giroxina, crotoxina (um complexo formado pela
fosfolipase A2 e crotapotina), peptideos com atividade calicreina-simile, serino
proteases tipo trombina-simile, fosfodiesterase, 5'-nucleotidase, L-aminoéacido-oxidase,
convulxina, e peptideos biologicamente ativos (MAGRO et al., 2001). Por outro lado, o
veneno é pouco imunogénico apesar de ser claramente toxico e potencialmente letal.
Além disso, o prejuizo sofrido pelos animais apés a injecdo de veneno bruto contribui
para a baixa produtividade do antidoto especifico para o veneno total de Crotalus
durissus terrificus (FERREIRA JUNIOR et al., 2005).

Ateé o presente momento o Unico tratamento eficaz para o envenenamento
do ponto de vista sisttmico € a administracdo de soro antiofidico especifico ou
antiveneno policlonal anti-botropico ou anti-crotalico (Hifumi etal., 2015). No
entanto, danos ja instalados causados devido a acdo enzimatica de determinadas
proteinas como por exemplo as serino proteases ndo sao revertidas e/ou neutralizadas
pelo soro antiofidico. Sendo assim, se faz necessario a procura de novos métodos
coadjuvantes para neutralizar a acdo farmacoldgica induzida a nivel celular por
determinadas proteinas, como forma de auxiliar o tratamento do envenenamento (Picolo
et al 2002).

Durante todo o processo de evoluacdo humana, as plantas tem sido importantes
fontes de agentes terapéuticos . Produtos naturais advindos de microorganismos, algas e
plantas constituem cerca de 50% dos farmacos existentes (Gurib-Fakim 2006). A

investigacao sobre as possiveis aplicacdes destes produtos naturais sobre determinados



14

tipos de doencas esta condicionado aos resultados de uma bateria de ensaios realizados
tanto “in vitro” quanto “in vivo” (Toyama et al., 2009).

Li e colaboradores em 2009; Miles e colabboradores.em 1999; Sharaf e
colaboradores em 2000 e Wu e colaboradores em 2008, mostram em seus estudos que
as plantas do mangue sintetizam compostos bioativos que podem ser utilizados na area
médica, agrondmica, cosmética e outras relacionadas na forma de sais, acidos
organicos, carboidratos, hidrocarbonetos,benzoquinonas, naftofuranos, sesquiterpenos,
triterpenos, alcaloides, flavonoides,polimeros, derivados sulfurosos e taninos.

Estudos farmacoldgicos e bioldgicos, demonstraram atividades diversas por
parte de extratos de espécies presentes em manguezais, como: antioxidante (Sanchez et
al., 2006; Berenguer et al., 2006; Sanchez et al., 2009),cicatrizante (Fernandez et al.,
2002), antibacteriano (Melchor et al., 2001; Rotimi et al.,1988; Abeysinghe e
Wanigatunge, 2006; RavikuMar et al., 2010), antinflamatorio (Kapil et al., 1994),
antitumoral (Loder e Russell, 1969) e antiulceroso (de Faria et al 2012)

Rodrigues CF e colaboradores em 2015 em seu estudo mostraram a capacidade
de flavondides reduzirem sigificativamente a atividade enzimatica da Trombina, devido
a estes resultados 0 nosso grupo acreditou ser capaz de obtermos os resultados similares
a estes com outras proteinas tipo trombina-simile e desta forma encontrarmos uma

alternativa secundaria ao tratamento anti-ofidico.
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Objetivos:

Objetivo especifico: Capitulo 1:

Caracterizacdo bioquimica e estrutural da Cdtsp-2 purificada do veneno de Crotalus

durissus terrificus.

Objetivo especifico: Capitulo 2:

Avaliar o efeito da serino protease Cdtsp-2 no aumento do estresse oxidativo celular e o
efeito da suplementacdo de compostos polifendlicos de Laguncularia racemosa o efeito
edematogénico e mionecrético induzido por esta nova serino protease do veneno de

Crotalus durissus terrificus.

Objetivo especifico: Capitulo 3:

Caracterizacdo da atividade pro-inflamatoria e miotdxica da serino proteases Cdtsp-2,
identificando a via de sinalizagdo envolvida no processo inflamatéria, investigando o
envolvimento de receptores de PAR(S), ativacao da proteina G, Fosfolipase C e Proteina

quinase C.
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CAPITMLO 1- PURIFICACAO DA SERINO PROTEASE (Cdtsp2).

1.Introducéo:Serino-proteases de venenos.

O veneno crotéalico é considerado uma das peconhas mais toxicas entre as
serpentes brasileiras, com relatos de letalidade de até 72% em casos nado tratados. Além
disso, o veneno da Crotalus durissus terrificus ndo produz grandes lesdes no local da
mordida, mas suas agOes sisttmicas sdo severas, envolvendo as serino proteases, as
miotoxinas bésicas de baixo peso molecular (crotamina) e a crotoxina.

As serino proteases, bem como as metaloproteases do veneno de serpentes, tém
mostrado serem capazes de alterar a homeostase sangiinea. Varias delas atuam
degradando fatores de coagulacdo ou células do endotélio. Contudo, em outros casos,
estas proteases ativam fatores especificos da cascata de coagulacdo sanguinea ou na
fibrindlise e atuam seletivamente como as enzimas fisiologicamente envolvidas no
processo de controle da homeostase (Oshima-Franco et al., 1999).

As proteinas classificadas como serino proteases sdo enzimas que utilizam serina
no seu sitio catalitico e formam uma grande subfamilia das peptidases. Sdo encontradas
em eucariontes, bactérias e virus (Rawlings e Barrett,1993). Essas enzimas apresentam
atividades de exopeptidades, endopeptidases, oligopeptidades e omega-peptidases
(Rawlings e Barrett,1993). Possuem diferentes estruturas tridimensionais, por terem
diferentes origens evolutivas. No entanto, suas rea¢@es proteoliticas sdo muito similares,
sendo que a quimotripsina, a subtilisina e a carboxipeptidade C tem sua zona catalitica
formada por serina, &cido aspartico e histidina.

De acordo com o0s seus efeitos sobre o sistema hemostatico apresentado na
figural, serino proteases podem ser classificadas como enzimas calicreina-simile, as
quais reduzem a pressao sanguinea, liberando bradiquinina, ou enzimas do género
trombina, que se assemelham a atividade da trombina sobre o fibrinogénio e formam
fibrina por clivagem do a cadeias e / ou P fibrinopeptideos, liberando a e / ou B. Os
mondmeros de fibrina gerados por estes enzimas sofrem polimerizagdo limitada, uma
vez que normalmente apenas um peptideo de fibrina é clivado e ndo ha nenhuma
ativacdo do fator XIIl, o qual, na sua forma ativada (Xllla), catalisa a unido dos
mondmeros e desta forma ocasionando a formacdo de coagulos. Estas enzimas quando

proveniente de veneno de sepentes como a giroxina de Crotalus durissus terrificus sdo
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geralmente molécplas de cadeia Unica, com excecdo da toxina de Cerastes cerastes, que
consiste de um homodimero ligadas por pontes dissulfeto.

A giroxina, além de sua capacidade de afetar o sistema homeostatico celular,
também pode, experimentalmente, quando injetada em camundongos por via
intravenosa ou intracerebroventricular, provocar episodios temporérios de rotacdo do
animal ao redor de seu eixo longitudinal, sendo este efeito denominado sindrome do
rolamento em barril. Nos experimentos relacionados com a sindrome do rolamento em
barril, alguns ratos morrem, em geral por dificuldades respiratdrias, enquanto outros
ficam completamente assintomaticos em aproximadamente 1 hora. Esta sindrome
promovida pela giroxina e por outras serino proteases provavelmente envolve a sua
capacidade de promover lesdes no sistema central pela sua acdo proteolitica (Camilo et
al., 2001).

Estudos recentes com serino proteases de venenos mostram que estas enzimas
podem atuar sobre os receptores PAR (Protease activated receptor). As PARs sdo
membros de receptores transmembrana acoplados a proteina G (GPCRs) e a ativacao
destes receptores pela clivagem proteolitica da porcdo N-terminal do receptor PARs
resultam na mobilizagdo dos estoques de célcio intracelular via ativacdo das PLC-delta,
consequente quebra do fosfolipideos de membrana, geracdo do IP3 (Yonamine et al.,
2013). A giroxina, como outras serino proteases, promovem a agregacao de plaquetas
através do seu envolvimento com PAR 1 e 4 e que pode ser inibido pelos seus
inibidores (PAR-1[SCH79797] e PAR-4 [TCY-NHZ2]). O inibidor da PAR-1 foi eficaz a
uma concentracao de cerca de duas ordens de grandeza abaixo do que a requerida para a
PAR-4, e a combinagdo destes dois inibidores ndo foram capazes de inibir
completamente a agregacdo de plaquetas induzida por giroxina ( Falcdo et al 2013) e
(Mamede et al 2016).

Alguns estudos ja foram feitos mostrando que serino protease de veneno de
Bothrospsp podem atuar como agente pro-inflamatérios porém de forma moderada,
porém no caso das serino proteases de Bothropssp, estas toxinas enzimaticas ndo seriam
capazes de induzir miotoxicidade (Menaldo et al 2013)

Recentemente, atraves de técnicas protedmicas e venondmicas, foram
identificadas cinco novas sequéncias de isoformas de giroxina a partir da glandula de
veneno (Yonamine et al., 2009). Estas sequéncias foram analisadas e comparadas com a
sequéncia da giroxina caracterizada parcialmente por Da Silva et al., 1989 e com outras

serino proteases de venenos. Estas analises mostraram uma homologia superior a 80%
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ou seja, a giroxina, bem como outras serino proteases de venenos, tem uma estrutura

molecular semelhante (Yonamine, 2009).

Intrinsic pathway
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Figura 1: Principais vias de coagulagdo. A trombina participa na converséo de fibrinogénio para
fibrina, formando uma "malha" que é os primeiros passos do processo de coagulacdo
(Yonamine et al 2013)

As serino proteases de veneno de serpentes atualmente constituem um alvo
molecular atraente para a concepcdo e desenvolvimento de novos inibidores para esta
classe de enzimas, uma vez que estdo envolvidas no curso de varias doencas incluindo
pancreatite, sindrome respiratéria aguda, artrite reuMatoide, aterosclerose, efisema

pulmonae e fibrose cistica (Pochet et al 2004).

2. Materiais e Metodos:

2.1. Cromatografia de exclusdo molecular em CLAE

20 mg do veneno total foi homogeneizado em tampdo bicarbonato de aménio
0,IM, pH 7,9 até a sua completa dissolucdo. Esta solucdo de veneno foi entdo
centrifugada a 25009 por 5 minutos para clarificagdo. O sobrenadante obtido foi entéo
aplicado a coluna pré-empacotada de exclusdo molecular com resina Superdex 75. O
sistema cromatografico foi previamente equilibrado com o tampédo bicarbonato de
amonio 0,1 MpH 7,9, 60 minutos antes da aplicacdo da amostra. A eluicdo do material

foi realizada a um fluxo constante de 0,2mL/min e monitorada a uma absorbancia de
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280 nm. As fragdes coletadas em um coletor de fragbes automéatico Foxy 200 foram
liofilizadas e guardadas a -20°C. As fracGes foram coletas a intervalos regulares de 2
minutos e cada pico (100ul) foi testado em relacdo a sua atividade serino protease e
Fosfolipasica A2usando substratos cromogénicos especificos para grupo de enzimas ou

coagulometria. O pool de serino protease foi agrupado e posteriormente liofilizado.

2.2. Cromatografia de Troca iénica em coluna Protein Pack DEAE 5PW.

As amostras proveniente da purificacdo do veneno, que apresentaram atividades
serino proteasicas e menores tempos de cogulacdo do plasma (Cdt2 e Cdt4), foram
repurificadas em uma coluna de troca i6nica Protein Pack DEAE 5PW (Supelco) e o
fracionamento foi feito em uma coluna previamente equilibrada com tampéo
Bicarbonato de Amoénia 0,05M pH 7,8. A eluicdo das amostras foi realizada usando um
gradiente linear com Bicarbonato de Aménia 1,0M pH 7,9. As fracbes foram

monitoradas a 280 nm.

2.2.1. Atividade Enzimadtica.

As fracbes foram coletadas e cada pico foi testado em relacdo a sua atividade
serino protease e Fosfolipasica A2, as amostras sdo utilizadas apresentam concentracédo
de 1mg/ml, usando substratos cromogénicos especificos para grupo de enzimas BapNa
(serino protease) e Noba(Fosfolipasica) ambos em concentracdo de 2mg/ml, ou seja,
(1:2) ou através de coagulometria utilizando placas de Elisa em leitura de 405 e 425 nm
respectivamente. O pool de serino protease foi agrupado e posteriormente liofilizado e

estocados a -20 °C.

2.3. Cromatografia de fase reversa.

O pico representando a fracdo de interesse (Cdt4) foi submetido a cromatografia
de fase reversa em coluna C4 analitica (3.9 mm X 150 mm, 1/pkg).A coluna
cromatografica foi equilibrada durante 10 minutos, usando uma solu¢do de &cido
trifluoroacético 0,1% (TFA, 0,1%) previamente filtrado em filtro 0,22mm. As amostras
liofilizadas foram dissolvidas em 250ul de TFA 0,1%, que foi entdo centrifugada a
4500g por 5 minutos, o sobrenadante obtido foi entdo aplicado na coluna
cromatografica. Para eluicdo da fracdo foi usado um gradiente linear continuo do
solvente B (Acetonitrila 66% em solvente A). O registro da corrida cromatografica foi

realizado a A280nm.
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2.4. Andlise do grau de pureza da toxina.

O grau de homogeneidade molecular em CLAE de fase reversa, usando uma
coluna C18 analitica (0,39 x 30 cm, Phenomenex). A coluna cromatogréafica foi
equilibrada durante 10 minutos, usando uma solucdo deTFA 0,1% previamente filtrado
em filtro 0,22mm. As amostras liofilizadas foram dissolvidas em 250ul de TFA 0,1%,
que foi entdo centrifugada a 45009 por 5 minutos, 0 sobrenadante obtido foi entdo
aplicado na coluna cromatogréafica. Para eluicdo da fracdo foi usado um gradiente linear
continuo do solvente B (Acetonitrila 66% em solvente A). O registro da corrida

cromatografica foi realizado a A280nm.

2.5. Eletroforese em PAGE-SDS.

A eletroforese em gel de poliacrilamida, também utilizado para avaliar o grau de
pureza da amostra, € realizada seguindo-se a metodologia descrita por Laemmli (1970).
As placas foram preparadas utilizando-se uma solugdo de acrilamida estoque (30%T,
0,8%C). O gel de concentracdo 5% foi preparado utilizando-se o tampéao Tris-HCI
0,5M, pH 6,8. O gel deacrilamida 12% foi feito utilizando-se o tampéo Tris-HCI 1,0M,
pH 8,8. Em ambos os géis foram acrescentados 0,1% (v/v) de SDS. A eletroforese
PAGE-SDS foi realizada em um sistema duplo de mini placas SE 250 MightySmall 11
(HoeferScientificlnstruments). As amostras e os marcadores de peso molecular foram
dissolvidos em tampéo de amostra (Tris-HCI, 0,075M, pH 6,8; 10% de Glicerol; 4% de
SDS; 0,001% de Bromofenol). A corrida eletroforética foi realizada a 40 mA. Os géis
foram corados com solucdo de Comassie Blue 0,05% a 37°C, seu excesso foi removido
em &cido acético 7%. Também foram utilizadas para a andlise do grau de
homogeneidade molecular das amostras as eletroforeses em gel de PAGE-SDS-Tricina,
de acordo com o método descrito por Schagger and Von Jagow (1987), usando um

sistema de eletroforese descontinuo e um gel de corrida a 10%.

2.6. Eletroforese Bidimensional.
A eletroforese do gel bidimensional foi utilizada para a analise das proteinas de

acordo com sua massa molecular e seu ponto isoelétrico (pI) (O’FARRELL 1975).0s
strips (7cm, pH3-10), em temperatura ambiente, os foram equilibrados com tris 50mM
contendo ditiotreiol (DTT) 0,26mM.A corrida eletroforética foi realizada a 40 mA. Os
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strips foram colocados sobre o gel de poliacrilamida 12%, juntamente com o padréo de
massa molecular, de acordo com o item 2.1.5. Apds este processo 0s géis foram corados

com Coomassie blue G.

2.7. Avaliagdo do Tempo de trombina.

A avaliacdo do tempo de trombina foi realizada por teste de turbidimetria em um
fotometro apropriado (HumanClotjunior). A trombina, ao catalisar a converséo do
fibrinogénio em fibrina no final da cascata de coagulacdo resultard num aumento na
turbidez da amostra, o que foi detectado pelo aparelho. Tal deteccdo foi iniciada
manualmente, quando o reagente foi adicionado a solugdo. O tempo entre o inicio da
detec¢do e o “turning point” € o resultado, cuja unidade é segundos. Foram utilizados os
seguintes tratamentos:Control: 45uL plasma humano comercial, (10pg) 45uL Giroxina
(Hemostaticthrombin time), (10 pg) 45uL Cdtsp2 (Hemostaticthrombin time) e 10uL
salina.A leitura foi realizada em 400 nm e os dados posteriormente tratados por analise
da variancia (p<0,005). A trombina bovina foi 0 nosso controle positivo.

2.8. Atividade Fibrinogenolitica.

A atividade fibrinogenolitica foi determinada pela incubacdo de 0,1 ml de
fibrinogénio (0,2%)comercial, em tampéo Tris-HCI 50 mM (pH 7,5) com 0,1 ml de
amostra a ser testada) e estas aliquotas foram retiradas em intervalos de 15, 45 e 90 min
e separadas por SDS PAGE para verificar a clivagem do fibrinogénio em monomeros de

fibrina e desta forma pudemos classifica-la como uMa proteina trombina-simile.

2.9. Dicroismo Circular.

A proteina purificada do veneno de Crotalus durissus terrificus, foi encontrada
na fracio F202 do Pico Cdt4, desta forma a nomeamos como
Cdtsp2(Crotalusdurissusterrificus 2), foi coletada da corrida cromatografica em CLAE,
estando em solugdo de Acetonitrila(ACN) e TFA. A amostra foi transferida para uMa
cubeta de quartzo de 0,1cm. O espectro de dicroismo circular foi medido no intervalo de
comprimento de onda 190-260nm em puM J-715 espectropolaroide (jascoCorp.,Japan)
com fenda de 1nm e uM tempo de resposta de 4 segundos. A coleta de dados foi
realizada a temperatura ambiente, com velocidade de 60nm/min. Foram realizadas oito

convolugdes e o espectro foi corrigido pelo tampéo branco. Os dados foram analisados
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pelo software Spectra manager e as porcentagens de estruturas secundarias obtidas.

2.10. Determinagdo da Estrutura Primaria.

Para a determinacdo da estrutura priméria foi utilizada a reacdo do aminoéacido
N-terminal da proteina com fenil-isotiocianato (PITC). A proteina modificada foi
submetida a hidrolise &cida, liberando o aminoacido N-terminal modificado, e este foi
identificado por cromatografia, utilizando-se um sequenciador PPSQ-23 A. Para
determinacdo da estrutura priméria total da proteina, a serino protease foi digerida com
duas enzimas uma que e a tripsina gold (promega) e a protease V8(ROCHE), sendo o
protocolo de digestdo foi feita de acordo com o fabricante e os peptideos foram
separados por cromatografia de fase reversa.Os peptideos foram entdo fracionados e
liofilizados para posterior sequenciamento (Life Technologies SOLID 4 / 5500XL Genetic
Analyser). As sequéncias obtidas foram entdo comparadas usando ferramentas de anélise
de sequencias como o proteinBlast e depois de montada a sequéncia total da proteina,

esta foi analisada usando o programa Clustal.

2.11. Modelagem através de homologia.

Os modelos das estruturas terciarias/quaternarias foram obtidos utilizando
coordenadas de serino proteases presentes no protein data bank (PDB) que apresentaram
maior identidade/similaridade com as identificadas em Crotalus durissus terrificus.
Para construcdo dos modelos foi utilizado o pacote Swiss-Model (Arnold et al., 2006)
apos a escolha da molécula mais proxima e com coordenadas moleculares previamente
depositadas. A serinoprotease da Agkistrodon halys (cédigo PDB = 4E7N) foi a que
apresentou maior homologia e baseada nessas coordenadas foi construida o modelo da
Cdtsp2. O modelo estrutural da Cdtsp2 de Crotalus durissus terrificus foi gerado
usando o UniProt com parametros de minimizacdo de energia (Biasiniet al., 2014). As

representagdes moleculares foram geradas usando o software PyMOL (DeLano, 2015).

3. Resultados e Discussao

O fracionamento de moléculas presentes no veneno de serpentes exige técnicas

padronizadas, para que ao final de todos os processos necessarios as moléculas de
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interesse se mantenham com suas atividades bioldgicas ativas. Para obtencdo da
Giroxina, varios métodos e técnicas cromatograficas estdo descritas como: Sekiet al.,
em 1979, que utilizaram quatro etapas cromatograficas de purificacdo (Sephadex G-75,
Sephadex G-75, CM SephadexC-50 e Sephadex G-75), enquanto Alexander e
colaboradores (1988) isolaram a giroxina utilizando um processo resultante de apenas
duas etapas (Sephadex G-75 e Benzamidina-Sepharose 6B). Ja no presente trabalho o
fracionamento é feito através de um processo cromatografico com trés etapas
cromatograficas.

Durante o fracionamento do veneno total e teste de atividade fosfolipésica e
coagulante, foi mostrada a presenca de dois grupos de serino proteases, um
correspondente a giroxina previamente ja descrita por Seki e colaboradores(1979) e
Raw e colaboradores(1986) e um segundo grupo encontrado junto com a fracdo
crotoxinica, que poderia em parte explicar as propriedades coagulantes e agregador de
plaquetas induzida pela crotoxina in vitro (Fonseca et al. 2006) (Figura 1).
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Figura 2. A)Fracionamento do veneno em uMa coluna cromatografica Superdex G75 pré-
empacotado em uma coluna para CLAE (1.6 x 60 cm) previamente equilibrada com dois
volumes de coluna com tampdo bicarbonato de aménia (0.1M, pH 7.9) e o fluxo isocratico
mantido a 0.2 mL/ min, com as fragGes coletadas a intervalos de 2min e o0 monitoramento feito
em absorbancia 280nm. As fracoes foram testadas em relagdo a atividade fosfolipésica (405 e
425 nm) e coagulagdo. As fracBes com atividades foram entdo agrupadas. A fracdo Cdt2
corresponde a giroxina ja descrita previamente enquanto que a fragdo Cdt4 corresponde ao pico
cuja proteina de interesse e que foi submetida a proximas purificagfes foi isolada. B) Tempo de
Coagulacao de Plasma foi feito utilizando Hemostaticthrombin time, para verificar a capacidade
de formacéo de coagulo (1:1 p/p).

As duas fragbes Cdt2 e Cdt4 foram entdo fracionadas novamente, porém em uma
coluna de troca idnica Protein Pack DEAE 5PW (Supelco).A fragdo Cdt2, que

corresponde a giroxina ja descrita, elui de forma mais rapida quando comparada a
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fracdo Cdt4. A fracdo Cdt4, em relacdo ao tempo de coagulagdo, também apresentou
diferencas quando comparada com a fracdo Cdt2, demonstrando possivelmente a
presenca de uma serino protease na fracdo Cdt4 (figura 2).Alexander e
colaboradores(1988), utilizando o fracionamento convencional do veneno
total,observaram dois picos, no entanto apenas um dos picos encontrados apresentou
atividade serinoproteasica, no presente trabalho foi possivel verificar duas fragdes com

atividades coagulante.
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Figura 3. A amostra proveniente da purificagdo do veneno total foi repurificada em uma coluna
de troca ibnica Protein Pack DEAE 5PW (Supelco) e o fracionamento foi feito em uma coluna
previamente equilibrada com tampdo Bicarbonato de Amoénia 0,05M, pH 7,9. Figura 2A:
Eluicdo e atividade coagulante da serino protease presente na fracdo cdt2, correspondente a
giroxina. Figura 2B: analise de atividade coagulante de um pico presente na fragcdo cdt4, ndo
correspondente a giroxina, sugerindo uma nova serino protease.

O pico com atividade coagulante proveniente do fracionamento da Cdt4 foi

entdo dessalinizada usando uma coluna de fase reversa C4, sendo 0 monitoramento a
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A280nm. Durante este processo de fracionamento, a fracdo Cdt4 apresentou trés
fracBes marjoritarias: F201, F202 e F203 (figura 4A) fracdo F202, que apresentou a
atividade fibrigenolitica, foi entdo coletada e por fim esta amostra foi liofilizada e
submetida a uma nova etapa cromatografica de fase reversa usando uma coluna C18,

para averiguacdo do grau de pureza da amostra (figura 4B).

Na figura 4B € possivel observar acdo fibrigenolitica da F202 (Cdtsp2) por meio
de eletroforese PAGE-SDS, onde monitoramos as quebras das cadeias, confirmando
que a Cdtsp2 € uma proteina trombina-simile, como anteriormente descrito por SANO-
MARTINS e colaboradores (2001) e uma eletroforese de duas dimensbes onde foi
possivel estimar sua massa molecular de 27 kDa e seu ponto isoelétrico 4,5.Ja a
giroxina descrita anteriormente, tem sido estimada por varios autores em 29 kDa
(Alexander et al 1988), 33 kDa (Seki et al 1980, Ruiz de Torrent RM, et al 2007), 34
kDa (Raw et al 1986) e 36kDa (Camilo et al 2001) e apresenta pl entorno de 5,5a 8. O
grau de pureza também foi atestado por SDS-Page.Estas diferencas sugerem que
estamos diante de um proteina diferente da Giroxina citada por (Seki et al 1980, Raw et
al 1986, Yanomine et al, 2009).
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Figura 4A:Cromatografia de fase reversa C4, utilizando gradiente de solu¢do A (TFA 0.05%)
durante 10 minutos para retirada dos sais e seguida por um gradiente em stepwaise com 100%
de solucdo B (Acetonitrila 66% em solugdo A) e o fracionamento foi realizado a um fluxo de 2
mL / min e o monitoramento da eluigdo foi feito a A280nm, desta forma a fracdo em questéo foi
separada em trés fracGes marjoritarias: F201, F202 e F203. Figura 3B: O perfil cromatografico
da purificacdo da F202 de Cdt4, cromatografia de fase reversa C18.B.3) SDS-Page
bidimensional confirmou o grau de pureza da amostra apresentando uma Unica banda de massa
molecular estimada aproximadamente 27kDa e pl aproximado de 4,5, ja& o B.2) SDS- Page
convencional mostrou que a F202 tem atividade fibrinogenolitica, possuindo caracteristicas de
trombina-simile.

No fracionamento do veneno total a partir da cromatografia de excluséo
molecular foi possivel a identificacdo e isolamento de um a nova serino protease que

encontra-se coeluida com a fracdo crotoxinica (Figura 5A). O ensaio de atividade
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fosfolipasica apresentou o0s resultados j& esperados na por¢do majoritaria do
fracionamento como descrito anteriormente por Sekie colaboradores(1979) e Rawe
colaboradores(1986), ndo apresentando atividades na regido onde ha a eluicdo da
giroxina ja descrita (Figura 5B). No entanto, o ensaio de atividade serinoproteasica e
coagulante apresentou atividades tanto na fracdo comumente encontrada a giroxina
como também na fragdo majoritaria, resultado este ndo descrito anteriormente (Figura
5C). E possivel verificar através do ensaio de coagulacio do plasma (Figura 5D), que a
F202 apresenta tempo de agregacdo plaquetaria semelhante ao tempo de agregacdo da
Giroxina ja descrita anteriormente.

A fracdo F202 foi entdo sequenciada, apresentando diferencas em seu N-
terminal quando comparada a giroxina, comprovando entdo se tratar de uma proteina
homologa. A serino-protease entdo foi denominada de Cdtsp2 (Crotalus durissus
terrificus serino protease 2). Os ensaios Lineweaver-Burk ou double-reciprocalplot
(Figura 5E e F), é possivel observar Vmax e Km das fragdes em questdo, o Km da
giroxina é de 0,76 mM e sua Vmax é de 8.33 uM, enquanto que da porcdo Cdtsp2
apresenta Km 0,58mM e Vmax 5,26 uM, ou seja, apesar da Cdtsp2 ter uma maior
afinidade pelo substrato quando comparada a giroxina a velocidade da giroxina de
degradacdo do substrato é maior. A Cdtsp2 apresenta diferencas visiveis na sua regiao
n-terminal, quando comparada com o sequenciamento da giroxina descrito por Andriao-
Escarso et al 1997, (Figura 5G).
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Figura 5:A: Gréfico do perfil cromatografico do veneno total de Crotalus durissus terrificus
com foi feita uma coluna de exclusdo molecular superdex 75. Nela é possivel identificar a
fracdo giroxina e cdtsp-2, que foi coeluida com a crotoxina. B:Testes enzimaticos de atividade
fosfolipdsica . C: Testes enzimaticos de atividade serinoprotedsica. D: Testes de
atividadecoagulante.E pardmetros cinéticos de Vmax e Km da cdtsp-2 em equagdo de
Lineweaver-Burk. F Parametros cinéticos da giroxina em equacdo de Lineweaver-Burk. Foi
apresentado diferentes caracteristicas para giroxina e cdtsp-2 . G: Sequenciamento da por¢do N-
terminal das proteinas. E possivel verificar diferencas na sequencias das Serinoproteases
supracitadas.

O sequenciamento das proteinas Gyr b (Cdtsp2), Gyr Cdt (giroxina descrita
anteriormente na literatura) comparadas a outras serino proteases de venenos de
serpentes, mostraram diversas diferencas na porcdo n-terminal, no entanto, a grande
similaridade das proteinas em questdo pode ser observada pela preservacao de diversos
aminoacidos, mostrando que sua estruturas secundarias e suas funcdes sdo semelhantes
e preservadas.Tentar entender e elucidar as estruturas secundarias e terciarias de uma
proteina é primordial para compreender de forma efetiva suas funcGes fisiologicas.
Desta forma foi feito o ensaio de Dicroismo Circular com a fracdo Cdtsp2. Apos o

fracionamento em fase reversa na coluna C18, a proteina pura foi submetida ao ensaio
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de dicroismo circular, estima-se que sua concentracdo final ap6s o fracionamento era de
0,02 mg/ml. Este ensaio nos permite estimar que 17,84% da estrutura esta organizada
em alfa-helices; 21,16% em folhas beta e demais amino&cidos estdo em estruturas ao
acaso (Randon coil) cerca de 61% da estrutura (Figura 6). Estes resultados encontrados
pelo nosso grupo através do dicroismo circular corrobora com as estruturas encontradas
em estudos conduzidos pelo (Zhu et al 2005, Oliverira et al, 2009, Vitorino-Cardoso et
al, 2006).
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Figura 6. Analises em dicroismo circular de bancada, Jasco, com monitoramento em 190 a
260nm em tampdo 0,1%TFA e 66% ACN e a proteina com concentragdo 0,02 mg/ml. A anélise
do perfil (registro da absorcdo diferenciada da luz polarizada) foi dada pelo programa Spectra
manager: “Randon coil” cerca de 61% da estrutura, 17,84% da estrutura esta organizada em
alfa-helices; 21,16% em folha.

A partir dos resultados obtidos pelo sequenciamento, e do ensaio de Dicroismo
circular foi possivel estimar a estrutura terciaria através de homologias. A serino que
apresentou maior homologia foi a de Agkistrodon halys,(coordenadas PDB 4e7n), uma
vibora que apresenta em seu veneno fortes efeitos anticoagulantes, estes efeitos foram
observados por Zhang Ye colaboradores (1998), através da capacidade de ativacdo de
fatores de coagulacéo. Portanto, através de tal modelo, a estrutura terciaria foi estimada,

apresentando consonancia com os dados de dicroismo circular (Figura 7).


https://translate.googleusercontent.com/translate_c?depth=1&hl=pt-BR&prev=search&rurl=translate.google.com.br&sl=en&sp=nmt4&u=https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/%3Fterm%3DZhang%2520Y%255BAuthor%255D%26cauthor%3Dtrue%26cauthor_uid%3D9604288&usg=ALkJrhi65xuRSCmX6fHw91s9MIpgqlMhEg
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Figura 7.Comparacéo estrutural da enzima trombina-simile da Agkistrodonhalys e o modelo da
Cdtsp2 da Crotalus durissus terrifucus. O modelo teérico da Cdtsp2 da Crotalus durissus
terrifucus e coordenadas da enzima trombina-simile da Agkistrodonhalys (identity 72.77%)
(pdbcoordinates 4e7n). A representacdo da enzima é representa em desenho e as pontes
dissulfeto e residuos de cisteina sdo representados por esferas. Para os dissulfetos, os atomos de
carbono sdo representados em branco e os atomos de enxofre em amarelo. Os residuos de
cisteina da Crotalus durissus terrifucus sdo representados por esferas coloridas em vinho. As
estruturas representadas sio foram geradas usando PyMOL. E possivel verificar as estruturas
estimadas por dicroismo, cujo random coil é a mais expressiva.

O modelo da Cdtsp2 gerado por homologia corroboram com o sequenciamento e
0 ensaio de dicroismo circular, que mostram uma predominancia da estrutura secundaria
random coil, apresentando assim diferencas com a serinoprotease ja descrita para o
veneno de Crotalus durissus terrificus. Dessa forma, a porcentagem de serino proteases
no veneno passa de 2,5% como ja descrito anteriormente, para cerca de 7% do total,
aumentando a problematica do soro antiofidico, uma vez que as serino proteases nao sao
totalmente neutralizadas em sua atividade enzimatica e farmacologica pelo soro
antiveneno (Kuniyoshiet al., 2012), fator que pode ser decorrente da variacdo
intraespecifica e da prépria quantidade relativa destas proteinas no préprio veneno,
demonstradas no presente trabalho superiores ao previsto na literatura (Queiroz et al.,

2008).
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CAPITMLO 2- CARACTERIZACAO ANTI-INFLAMATORIA E
ANTI-MIOTOXICA DA LANGUNCULARIA RACEMOSA.

1. Introducéo:Laguncularia racemosa

Bandaranauake e colaboradores 2002 relatam em seu estudo que 0s manguezais
sdo encontrados principalmente em climas tropicais, por dependerem de climas quentes
para sua manutencdo e desenvolvimento. O manguezal € um ecossistema Umido
formado por uma associacdo de animais e plantas proxima a estuérios e areas costeiras,
que sofrem acdo de marés e diferentes condi¢Ges de salinidade e chuva, funcionando
muitas vezes como um local de reproducdo, o que os transforma num dos ecossistemas
mais produtivos do mundo (Spalding et al., 2010; Giriet.al. 2010).

Existe uma consideravel &rea de manguezais ao longo da zona costeira de
todo 0 mundo. De acordo com o Atlas de Manguezais (SPALDING; BLASCO; FIELD,
1997), esse ecossistema representa 8% de toda a linha de costa do planeta e um quarto
da linha de costa da zona tropical, perfazendo um total de 181.077 km?, sendo o Brasil o
segundo maior pais em extensdo de areas de manguezal (13.400 km?), ficando atras
apenas da Indonésia. A Laguncu/aria racemosa, conhecida como mangue branco e
presente na América e Africa (Berlyn, 1986; Prance; Tomlinson, 1987; Spalding;
Blasco; Field, 1997) e sul da Asia, juntamente com a Avicennia sp. e Rizophora mangle

sd0 as espécies mais presentes no manguezal (Espinosa et al., 2004).

Os manguezais fornecem uma enorme variedade de produtos para 0os moradores
de regido préxima. Extratos e produtos quimicos de mangues fazem parte da medicina
popular, sendo utilizados como inseticidas, pesticidas, adstringente, tonicos, remédio
contra afta, desinteria e febre. Porém, a extracdo de novos compostos provenientes de
mangue, além dos ja conhecidos da populacdo e industrias farmaceuticas, ainda
permanece aberta a novas investigaces (Bandaranayake, 1998; Knox & Miyabara,
1984; FAO, 2007).

O processo de adaptacdo que estas plantas desenvolveram como protecéo contra
herbivoros, microorganismos e excesso de salinidade levou a uma evolugdo quimica do
vegetal, levando assim o desenvolvimento de metabdlitos especiais, principal fonte de
descoberta de novos farmacos (Santos-Mendonca et al., 2009). Portanto, as plantas de

manguezais sdo0 um reservatorio de compostos naturais em potencial e muitos deles
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ainda ndo foram explorados na sua extensdo. Estes estudos irdo contribuir para a
compreensdo do potencial farmacoldgico dessas plantas

Metabolitos secundarios de plantas sdo moléculas que estdo envolvidas na
adaptacdo da planta com o0 meio, e participam dos processos bioguimicos, do
crescimento celular e da reproducdo. Eles séo classificados dependendo das vias
biossintéticas em que atuam, podendo ser compostos fendlicos, terpenos, esteroides,
alcaloides, entre outros. Algumas das funcGes destes metabolitos correspondem a defesa
de herbivoros e patogenos, regulacdo da simbiose, controle de germinagdo de sementes
e alelopatia (Calixto, 2005).

Os flavonodis e os terpenos sdo 0s compostos quimicos mais abundantes em
plantas do mangue e sdo descritos como bons marcadores quimiotaxonémicos
(Emerenciano et al., 2001; Shilpi et al., 2012), pela especificidade em algumas espécies,
abundancia em quase todo o reino vegetal, facilidade de identificacdo e relativa
estabilidade (Harborne; Williams,2000; Nussmeier; Whelton, 2005).

Neste contexto, € bem sabido que flavonoides podem apresentar acéo
antioxidante e podem ser importantes no combate ao processo inflamatério (Berenger et
al 2006; Wang et al 2014). Portanto uma abordagem valiosa reside na utilizagdo de
extratos e moléculas purificadas para avaliar seu impacto no processo inflamatério
ocasionado pela administracdo de toxinas pré-inflamatorias e que neste caso sera a
Cdtsp2.



Figura 2 — Laguncularia racemosa popularmente conhecida como mangue branco (Tomlinson, 1986).

2. Material e Método:

2.1. Coleta e identificagdo do material vegetal

As partes aéreas de Laguncularia racemosa (L.) C.F.Gaertn. utilizadas no estudo
fitoquimico foram coletadas por Msc. Henrique Gaeta e Msc. Camila Lehnhardt Pires
em uma area impactada de Sdo Vicente, Sdo Paulo e identificadas pela Dra. Selma
Dzimidas Rodrigues, no dia 09 de fevereiro de 2012. Est4 depositada no herbéario da
faculdade UNISANTA sob o nimero 8256.

2.2. Obtengdo dos extratos metandlico e hidroalcodlico

No primeiro momento, o material coletado foi lavado com agua para retirar o
material particulado impregnado e cerca de duas horas depois, foi congelado com
nitrogénio liquido, o qual posteriormente passou pelo processo de liofilizacdo. No dia
seguinte foi triturado, resultando em 39,4g de massa total.

O po das partes aéreas de L. racemosa foi submetido a extracdo exaustiva com

hexano e ap6s remocdo do solvente a pressao reduzida, utilizando evaporador rotativo,
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obteve-se 29,379 de extrato hexanico. A seguir, a torta resultante foi dividida em duas
partes, a primeira para aobtencdo do extrato metandlico e a segunda para a obtencdo do
extrato hidroalcoolico.

Para a obtencdo do extrato metanolico foi utilizado metanol P.A. enquanto o
extrato hidroalcodlico foi obtido através de uma mistura de &gua destilada:metanol na
proporcao 4:6. Ap6s obtencdo de ambos os extratos e remogdo do solvente utilizando
evaporador rotativo obtivemos 3,97g de massa de extrato metandlico bruto e 4,229 de

massa de extrato hidroalcoélico bruto.

2.3. Obtengdo das fases de partigcdo do extrato hidroalcodlico bruto

O procedimento de particdo deste extrato é semelhante ao utilizado no
particionamento do extrato metandlico bruto. Sendo assim, todo o conteudo (4,22g) do
extrato hidroalcodlico bruto foi solubilizado em 100mL de agua destilada e entdo com o
auxilio de um funil de separacdo e de solventes em escala crescente de polaridade foram
obtidas as fases de particdo em hexano (0,8mg), em diclorometano (6,5mg), em acetato
de etila (330mg) e em n-butanol (456mg). A fase aquosa foi submetida a liofilizacdo
onde obtivemos 1,112g. As fases em diclorometano, acetato de etila, n-butanol e aquosa
do extrato hidroalcodlico foram analisadas em CLAE-UV para realizar o
monitoramento do perfil quimico. Com estas fases, também foram realizados testes in
vivo usando modelo de pata e miotoxicidade. Assim apenas 0s extratos polares foram

utilizados neste estudo.

2.4. Isolamento e Caracterizagdo Estrutural de Flavondéides Glicosilados

Os flavonoides foram identificados nas fases EtOAc e BuOH do extrato de MeOH
por CLAE-MS / MS. Os picos cromatograficos a 14,8 min e 151 min
apresentaram m / z 433 e m / z 447, respectivamente, com picos de base nos espectros
de massa do modo de ionizacdo negativa e espectro UV caracteristicos dos
glicosilflavonodides (UV max: A 227, 262 ¢ 355 nm ). Em conjunto, esses dados
indicaram a ligacao de derivados de quercetina a diferentes acgtcares. Os espectros de
ions do produto obtidos a partir do ion negativo MS / MS para 0s ions precursores
(m/z433 e m/z447) foram 0os mesmos e ambos 0s compostos mostraram m / z301
como o pico de base. Portanto, a presenca de quercetina aglicona nas suas estruturas
e as perdas de suas porcOes arabinosilo e rhamnosilo, respectivamente, foram

confirmadas. Assim, as estruturas foram designadas como QAra e QRham.
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Estes compostos foram isolados da fase BuOH-MeOH do extrato bruto de MeOH
por CLAE semi-preparativa. O gradiente de elui¢do seguinte foi utilizado a uma taxa
de fluxo de 4,1 mL / min: solvente A = acido acético aquoso, 0,1% (v / v); solvente B
= MeOH; perfil de eluicdo: 0-35 min, 30% -100% B (gradiente linear). MM detector
UV-DAD foi configurado para registrar entre 210 e 600 nm, e 0s cromatogramas UV
foram registrados a 275 nm. As estruturas de ambos os compostos isolados foram
examinadas por RMN.

A quercetina-3- O -arabinoside: * H-RMN (300 MHz, CD 3 OD) § 6,41 (d,J= 2,1
Hz, H-6), 6 6,23 (d, J = 2,1 Hz, H-8), 6 7,51 (d, J=2,0 Hz, H-2 "), 6 6,85 (d, J = 8,3
Hz, H-5, 6 7,25 (dd, J=8,3 Hz e 2,0 Hz, H-6 "), 6 5,27 (d, J = 5,1 Hz, H-1 "), 6
3,23-3,62 (H-2" -H-5 "); **C RMN (75 MHz, CD 5 OD) 156,1 (C-2), 133,5 (C-3),
177,3 (C-4), 161,1 (C-5), 98,5 (C-6), 164,3 (C- 7), 93,4 (C-8), 155,9 (C-9), 103,5 (C-
10), 120,3 (C-1 "), 115,3 (C-2"), 145,3 (C-3 "), 148,7 (C-4 "), 115,7 (C-5"), 123,0 (C-6
), 100,9 (C-1 "), 70,5 (C-2"), 71,4 (C-3 "), 65,5 (C- 4 ™), 63,6 (C-5") [Mendez et al
1995 ; Toyama et al 2014].

A quercetina-3- O -rhamnoside (quercitrina): * H-RMN (300 MHz, CD 3 OD) §
6,37 (d, J = 2,1 Hz, H-6), 8 6,19 (d, J= 2,1 Hz, H- 8), 6 7,34 (d, J = 2,1 Hz, H-2 "), 0
6,94 (d, J=8,7 Hz, H-5"), 6 7,30 (dd, J =84 Hze 2,1 Hz,H-6"),65,34 (d,J=15
Hz, H-1"), 6 4,23 (dd, J=3,0 Hz e 1,8 Hz, H-2"), 6 3,75 (dd, J = 9,0 Hz e 3,3 Hz, H-
3"), 063,32 (dd, J=9,3 Hz e 3,3 Hz, H-4"), 6 3,41 (d, J= 6,0 Hz, H-5 "), O 0,94
(d, J=6,0 Hz, H-6 "); **C RMN (75 MHz, CD ; OD) 159,2 (C-2), 136,5 (C-3), 179,7
(C-4), 163,1 (C-5), 99,8 (C-6), 165,8 (C-7 ), 94,9 (C-8), 158,8 (C-9), 106,2 (C-10),
123,1 (C-1 "), 117,3 (C-2), 146,7 (C-3 "), 149,8 (C -4), 116,7 (C-5 "), 123,3 (C-6"),
1035 (C-1 "), 72,2 (C-2"), 72,1 (C-3 "), 73,4 (C-4 ™), 72,0 (C-5"), 17,7 (C-6 ")
[ Mendez et al 1995 ; Toyama et al 2014 ].
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39,4g de L. racemosa " Extrato hexanico
liofilizada e triturada 29,37g

Torta resultante da
extracao hexanica

Extrato metandlico bruto Extrato hidroalcodlico bruto
3,97g 4,22g
> Fase em Hex 3 Fase em Hex
203mg 0,8mg
> Fase em DCM > Fase em DCM
22mg 6,5mg
Fase em AcOEt Fase em AcOEt
194mg 330mg
3 Fase em n-BuOH 3 Fase em n-BuOH
372mg 456mg
> Fase aquosa 3 Fase aquosa
1,221g 1,112g

Figura 3 — Fluxograma para a obtencdo dos extratos e fases de particao.

2.5. Ensaio enzimdtico de inibigdo da Cdtsp2.

O potencial de inibicdo dos compostos puros ARA (A quercetina-3- O -
arabinoside) e RHAM (quercetina-3- O -rhamnoside), também foi verificado em
relacdo a Cdtsp2. A enzima foi dissolvida em solucdo salina NaCl a 0,9%, com
concentracéo final de 1mg/mL, as amostras foram incubadas com 0s compostos puros
por 20 minutos em temperatura ambiente, posteriormente tal solucdo foi incubada em
microplaca juntamente com o substrato BapNa, solubilizado em agua a 37°C e tampao
50 mM Tris-HCI, pH 7.4, 100 mM NacCl, além de um controle (branco — substrato +
salina + tampé&o) e controle positivo. As mostras foram lidas em intervalos sequenciais
(5 minutos, com tempo total de 90 minutos) em um espectofotometro para leitura (A=
405 nm)(adaptado de Prasa et al., 1997).
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2.6. Avaliagdo do edema de pata protocolo de pds tratamento.

Para a avaliacdo do potencial antiveneno dos compostos puros, QAra e QRham,
foi utilizado o protocolo de edema de pata pos-tratamento. Os compostos puros foram
injetados 10 minutos apds a inoculacdo da Cdtsp2(1mg/ml), para averiguacdo da
possivel acdo antiveneno dos mesmos.Para os controles foi utilizada solugdo salina
(NaCl 0,9%) e Cdtsp2 isolada(10ug) para controle positivo. As concentragcbes dos
compostos utilizados foram iguais (1:1 p/p). O monitoramento volume do edema foi
através de hidropleistiomémetro durante 4h com intervalos de 30 minutos entre as
medic¢des ou até a diminuicdo da inflamacgéo do controle (NaCl 0,9%) chegar a 20% da
inicial. Apos os testes, os camundongos foram anestesiados com halotano e sacrificados

via deslocamento cervical.

2.7. Atividade miotoxica

Foram injetados no musculo gastrocnemius direito 50 pg/uL compostos puros
QAra e QRham previamente incubados por 30 minutos com Cdtsp2 (1:1 p/p) (n=5).
Apdbs 30 minutos em média, o sangue dos animais foi colhido da cauda em tubo
heparinizado, o qual foi centrifugado e congelado para posterior teste. Os animais
controle (n=5) foram submetidos ao mesmo procedimento dos animais tratados,
somente inoculados com salina e extratos. Apos os testes, os camundongos foram
anestesiados e sacrificados via deslocamento cervical. Com o soro separado foi utilizado

kit comercial para a determinacgéo da quebra da creatina quinase.

2.8. Andlise estatistica.

Os dados foram expressos como média + desvio padrdo da média para n
animais. Os resultados foram analisados por analise da variancia (ANOVA) de uma ou
duas vias seguida pelo teste a posteriori Dunett ou Bonferroni. Valores de p<0,01foram
considerados significativos. Para o ensaio enzimaético, foi realizada uma regressdo
linear, cuja angulagéo da reta foi utilizada para encontrar a porcentagem de inibicéao, e

Seu erro 0s pontos de porcentagem.
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3. Resultados e Discussdo:

Os compostos puros foram submetidos ao ensaio enziméatico em
espectrofotbmetro para a investigacdo sobre a possivel diminuicdo da atividade da
proteina Cdtsp2 quando em contato com os compostos puros. No entanto, 0s compostos
ndo foram capazes de diminuir a atividade enzimatica. (FIGURA 4).

Este resultado ndo corrobora aos resultados encontrados por Rodrigues CFB e
colaboradores 2015, estudo no qual foi possivel observar a inibicdo significativa da
atividade enzimatica da trombina humana quando em contato com o0s extratos e
compostos puros da Laguncularia racemosa. A Cdtsp2 € uma proteina que apresenta
grande similaridade com a Giroxina e com a trombina humana, tendo seus sitios ativos
altamente preservados (Yonamine et al 2013), logo a proteina em questdo apresenta a
capacidade de atuacdo na cascata de coagulacdo e quebra de fibrinogenio em
monomeros de fibrina. No entanto, ndo foi possivel observar sua inibicdo pelos
compostos avaliados, além disso, a Cdtsp2 ndo apresenta tantas glicosilagbes como a
Giroxina. Portanto, € possivel que as glicosilacdes da proteina sejam essenciais na sua
funcdo e na sua inibicdo contra atividade dos compostos. Outra grande diferenca
apresentada pela Trombina e a Cdtsp2 quando comparadas € a formacdo do tipo de
coagulo, a primeira forma coagulos firmes, enquando que a segunda forma apenas
coagulos frouxos.

A inibicdo encontrada por Rodrigues C.F. e colaboradores 2015, foi descrita
como sendo associada a alteracfes estruturais da proteina, sugerindo que a mudanca na
sua atividade ocorreu, provavelmente devido a uma alteracdo no seu local catalitico ou
regides alostéricas, 0 que aparentemente ndo ocorreu com a Cdtsp2,

possivelmentedevido sua auséncia de glicosilacdes.
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Figura 4. Gréfico do ensaio enzimatico da Cdtsp2 incubada com os extratos (absorbéncia x
tempo) hidroalcodlicos. Foi utilizado o protocolo de Prasa et al. 1997, onde o comprimento de
onda pra detecgéo foi 405 nm, o tampé&o 50 mM Tris-HCI, pH 7.4, 100 mM NacCl e o substrato
proteico BapNa. Os tratamentos foram o branco, com apenas o substrato, a Cdtsp2 incubada
com o substrato, 0S compostos puros com o substrato e a trombina e os extratos incubados
juntamente com o substrato, que foram pipetados em microplaca, incubados a 37°C. As leituras
foram realizadas no SPECTRA MAX (Molecular Devices, CA) Observa-se que ndao houve
diminuicdo da atividade enzimatica da proteina quando em contato com 0s compostos puros.

No entanto testes posteriores foram feitos para conhecermos as caracteristicas
farmacoldgicas que a proteina Cdtsp2 e suas possiveis acbes em testes in vivo.Por se
tratar de uma serino protease inédita, pouco se sabe sobre suas atividades, para 0s
estudos in vivo foram feitos com camundongos fémeas da espécie Swiss. Para o estudo
foi usado o0 modelo de pata como descrito por DI ROSA, 1972, foi injetada 10ug na pata
direta da proteina Cdtsp2 e 10 minutos apds a aplicacdo da proteina foi injetado salina
(0,9% NaCl), na regido intraperitoneal, mimetizando um tratamento parenteral.

O ensaio de edema de pata revelou que a serino protease Cdtsp2 ndo apenas era
capaz de induzir danos na cascata de coagulacgdo como uma trombina-simile, mas
também era capaz de produzir um edema significativo, ou seja, a proteina em questdo
também desencadea, o processo inflamatorio. Este resultado apresentado na figura 5,
corrobora com Menaldo e colaboradores 2013 que apresentou uma serino protease
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purificada do veneno de serpente do genero Bothrops, que também apresenta a
capacidade de induzir a formacao de edema.

Sabe-se que plantas do mangue apresentam caracteriticas anti-oxidantes e por
isso uma importante capacidade anti-inflamatoria (Berenger et al 2006; Wang et al
2014). Sendo assim o teste de edema de pata foi repetido utilizando extratos n-
butandlico (BuOH), Acetato de etila (AcOet) e compostos puros (ARA e Rham) de
Laguncularia racemosa.

Os resultados apresentados na figura 5, mostram que tanto os extratos quanto 0s
compostos puros sao eficientes para a mitigagdo do processo inflamatério induzido pela
Cdtsp2. Em especial os compostos puros mostraram uma capacidade significativa na
reducdo do edema. Neste contexto, é bem sabido que flavonoides podem apresentar
acao antioxidante e podem ser importantes no combate ao processo inflamatério
(Berenguer B. et al 2006;Wang J et al 2014 ).

-o- (Cdtsp2
0.10- Cdtsp2+BuOH
—— Cdtsp2+AcOet
E 0.8 Cdtsp2+Rham
Pt Cdtsp2+ARA
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Figura 5. Grafico do voluMe do Edema da pata (pL) de camundongos Swiss no decorrer da
inflamacéo, induzido pela presenca do veneno de (Cdts2) ou quando 0s compostos puros de
Laguncularia racemosa foram injetados 10 minutos depois da aplicagdo da proteina. Foram
utilizados 10 g de proteina, 50 pg de extrato. Os resultados foram expressos em média desvio
padrdo (n=5), e os tratamentos com diferenca significativa marcados com (*) (ANOVA de duas
vias, com Bonferroni como teste a posteriori, F=150,0 e p<0,001).

A Cdtsp2, realmente apresenta a capacidade de causar a mionecrose,
como podemos observar na figura 6. O que indica que sua capacidade de induzir edema
e a mionecrose é muito particular a ela, quando em comparagdo com enzimas de sua
classe, porem muito semelhante aos efeitos induzidos pela sPLA2, ja conhecidos na

literatura (Yadav S.K et al 2016). No entanto os resultados apresentados no teste de
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Creatina Quinase C (CK), ndo foram satisfatorios, quando relacionados aos extratos e
compostos puros de Languncularia racemosa, apesar da diminuicdo da miotoxicidade
guando em contato em especial com o composto puro Rham, ainda assim a
miotoxicidade ndo foi reduzida a um nivel significativo quando comparada a

miotoxicidade da proteina, sem receber os tratamentos.
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Figura 6. Ensaio de quebra da creatina quinase. Os dados foram expressos em média e desvio
padrdo e foi utilizado ANOVA como teste estatistico, com Dunnet como teste a posteriori, F=
9,797, p=0,0017. E possivel verificar que nio houve uma diminuicdo significativa na
miotoxidade da proteina quando o mesmo foi aplicado 10 minutos ap6s 0 veneno com 0s
COmpostos puros.

A inducdo a mionecrose pela Cdtsp2 se mostrou muito semelhante as
mionecroses apresentadas por outras classes de proteinas, enquanto que os extratos por
sua vez, nao apresentaram capacidade antioxidantes suficientes para combater o
processo necrotico sofrido pelo musculo.

Devido aos resultados encontrados, optamos por ndo continuarmos 0s estudos
com 0s extratos e compostos puros de Laguncularia racemosa. Porém os estudos se
voltaram para a investigacdo do mecanismo de acdo da proteina Cdtsp2, que mostrou

acOes ndo comuns a classe de proteinas a qual pertence.
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Este artigo descreve o mecanismo inflamatério e miotoxico de uma serino
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Crotalusdurissusterrificus(Cdt) Can Induce
Arachidonic Acid Metabolism by Activation of
PKC and PLC

Received: date; Accepted: date; Published: date

Abstract: Background: Snake venom serine proteases are an essential group of enzymatic
toxins which are involved in several pathophysiological processes related to blood
homeostasis. In this article, we characterize the pro-inflammatory effect of a new serine
protease from Crotalusdurissusterrificus (Cdt) venom (Cdtsp2). Methods: This novel serine
protease (Cdtsp2) was purified and characterized biochemically following the methods
described in recent 4-step chromatographic studies and showed significant structural
similarity with other snake venom serine proteases.Edematogenicactivity were standardized
and compared to groups treated with Protein kinase C(PKC) inhibitors, Phospholipase C
(PLC), Dexamethasone, antagonists for protease-activated receptors (PAR), and saline
(negative control). During the edema and miotoxictrials, we also used specific kits for
malondealdehyde, Prostaglandin E2 (PGE2), and Cyclooxygenase-2 (COX-2) detection.
Results: Our results showed that edema induced by Cdtsp2 involve significantly increased
levels of lipid peroxidation and arachidonic acid metabolism, both of which were significantly
diminished by a PAR antagonist, PKC, and a PLC inhibitor, and virtually abolished in the
presence of Dexamethasone. Conclusion: Our results showed that pharmacological activities
induced by Cdtsp2 involve the presence of PAR 1and2 activation of PLC, PKC for mobilization
of arachidonic acid, and increased oxidative stress.

Keywords: snake venom serine protease; Crotalusdurissusterrificus (Cdt); edema; inflammation;

oxidative stress; protease activated receptor; COX-2; MDA.

Key Contribution: Cdtsp2 showed great similarity with other snake venom serine proteases
and human thrombin, and this study reveals the serine protease’s function in blood homeostasis
which may play a significant role in inflammatory process.

1. Introduction
Serine proteases are proteins with great ability to modulate blood homeostasis and several
works reveals the potential therapeutic use, including their clinical prospection for treatment of
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blood coagulopathy [1,2,3]. Notwithstanding, some studies reveals that serine proteases may
play an essential role during pathophysiological action induced by venom. The serine proteases
BpirSP27 and BpirSP41 purified from Bothropspirajais how to induce edema, under experimental
conditions and were significantly inhibited by non-steroidal anti-inflammatory drugs [4].
According to Mamede et al. [5], there are several evidences revealing the essential role of
secretory Phospholipases A2 and metalloproteinases from snake venom as agents responsible
for myonecrosis and inflammation. This study reveals that serine proteases have been described
as pro-inflammatory or edematogenic agents, however, the results with Bothropsalternatus and
Bothropsmooeni serine protease strongly suggest this protein would be an essential pro-
inflammatory as well as myotoxic. The related literature about the edematogenic effect induced
by snake venom serine protease is limited, however Nikai et al., [6] showed that a serine
protease kin in-releasing purified from the total venom Trimeresuruselegans was also able to
induce edema. Jerdonase is other kin in-releasing serine protease isolated from
Trimeresurusjerdonni venom which shows a kin in release besides the fibrigenolytic and
edematogenic activities.

Despite the presence of serine proteases and phospholipases A2 in the Bohtropsjararaca
venom, metalloproteasis are the most important toxins responsible to the inflammatory process
induced by this venom[7]. In this study, two novel serine proteases were purified using size
exclusion and reverse phase chromatography and these proteins are able to hydrolyse the
chromogenic substrate BapNa, besides reveal an inflammatory activity [8]. Actually, literature
reveals that the results suggest that serine protease has an edematogenic activity, however, this
action is still not understood. In addition, the mechanisms involved in the edematogenic
process induced by serine protease from venom were not investigated.

In the case of sPLA2, the metabolism of Arachidonic Acid (AA) is well described, and
several studies show phospholipase calcium dependent (cPLA2) is considered a central enzyme
in the production of eicosanoids and may play a key role in inflammatory disease due to its
high selectivity to AA [8,9,10]. Eicosanoids derived from AA exert a complex control, besides
that, their production is considerably increased during inflammation and their products are
involved in the pathogenesis related to inflammatory process. Cycloxigenases 1 and 2 (COX-1
and COX-2) stimulate the prostaglandins (PGs), prostacyclins (PGIs) and thromboxanes (TXs)
production [11,12,13]. cPLA2 is regulated by increasing intracellular levels of Ca? and by
phosphorylation in response to various cellular stimuli. cPLA2 enzyme contains several crucial
phosphorylation sites, including Ser505, Ser727 and Ser515 and these sites are phosphorylated
by mitogen-activated protein kinases. Other calcium dependent cPLA2 also includes
diacylglycerol (DAG) which is involved in activation of protein kinase C (PKC) and
phopholipase C (PLC) which is responsible for the production of IP3 and DAG [14,15,16]. On
the other hand, PKC and PLC are also key elements for pathway signaling mediated by the
protease-activated receptor (PAR). PARs are a unique family of G-protein coupled receptors
and play critical roles in homeostasis, thrombosis and inflammation. These receptors are
activated by numerous proteases [17,18]. Moreover, stimulation of cPLA2 generate two
important compounds, lisophospholipids and AA, which are substrate for cyclooxygenases and
lipoxygenases and the mostly stable product from arachidonic pathway is prostaglandin E2
(PGE2).

Link to cell surface receptors is another essential feature of cPLA2 that stimulate signaling
pathways associated with activation of protein kinases and production of reactive oxygen
species (ROS) [5,13,14]. During inflammation, the AA metabolism itself may induce oxidative
stress and lipid peroxidation, resulting in an increase in the generation of products such as
malondialdehyde, thus generating neo-own epitopes capable of inducing potentially
undesirable biological responses [19,20]. These data suggest that the serine proteases’ role is not
restricted to their thymine function and is an important modulating agent for blood
homeostasis. These enzymatic toxins could also play a crucial role in AA mobilization and may
in fact induce an inflammatory process, generating prostaglandins. Thus, in this work we
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showed the edematogenic and myotoxic effects of new serine protease from
Crotalusdurissusterrificus (Cdt); snake venom (Cdtsp2) and investigated PAR receptors role and
a possible pathway involved for acute inflammation induced by Cdtsp2.

2. Results
2.1.Structural Characterization

2.1.1.Amino Acid Sequence and Phylogenetic Analysis

Figure 1 shows the amino acid analysis of Cdtsp2, which was obtained and characterized
according to Fonseca et al., [2],withthe amino acids sequence confirmed by the Center for
Research Support Facility (CEFAP) of the Institute of Biomedical Sciences (ICB/USP).Cdtsp2
serine proteases showa homology of about 80% with other snake venom serine proteases.
Figure 1A shows Cdtsp2 has a nearly 90% sequence homology with the Cdt VSP 17 toxin and
the serine protease from Crotalusadamantus. When the Cdtsp2 amino acid sequence is compared
to other serine proteases from Cdt its homology drops to 80% on average. Cdtsp2 is a typical
serine protease of snake venom with the catalytic triad H43, D92, and S188conserved. In
addition, Cdtsp2 reveals the presence of the complement factor binding sites D182, 5203, and
G205.This protein does not show the glycosylation site found in other serine proteases of
Crotalusdurissusssp, as observed in VSP 17 CRODU, VSP_CROADAM. In the case of Cdtsp2, the
N83 residue is replaced by R83.Cdtsp2 together with VSP17 CROADAM may form a distinct
group of serine proteases that are phylogenetically divergent from the already characterized
serine proteases of the venom of Cdt.Thus, phylogeny analyses show Cdt serine proteases could
comprise two groups: the gyroxin A and the Cdtsp2 group present in the gyroxin B group.
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Figurel.Amino acid alignment of Cdtsp2 and the phylogenetic tree of snake venom serine

proteases. Amino acid alignment of Cdtsp2 from C. d.terrificus and other gyroxin isoform
(VSP17 CRODU, VSP13_CRODU, VSP14_CRODU, VSP_CRODCOLL) compared with other
snake venom serine proteases from Crotalusadamanteus (VSP_CROADAM), C.d. durissus
(VSP_CRODD).(B)shows the phylogenetic tree of snake venom serine proteases,such as the
serine protease from Lachesis mutamuta (VSPF_LACMU), Crotalusatrox (VSP_CROATROX),
andC.d. vegrandis (VSP_CRODVEGRA).

2.1.2 Circular Dichroism and the Three-Dimensional Model

Circular dichroism (CD) analysis showed 60% in Randon coil, 18% in alpha propeller, and
22% in beta sheet structure. The three-dimensional model of Cdtsp2 was generated from the

crystallographic structure of the serine protease of Agkistrodonhalyspallas, (PDB 4e7n accession

code), revealing an abundance of random coils, two large beta-leaf domains, and few structures
in alpha helix. The serine protease Cdtsp2 model also shows two N-terminal and C-terminal
lobes. Thus, CD data as well as modeling data show Cdtsp2 has all the conventionally described
structural elements for the serine proteases of snake venom.
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Figure 2. CD spectra and cartoon representation of Cdtsp2.(A)shows the results of CD spectra
from native Cdtsp2. Data from 190-280 nm are expressed in theta machine units in millidegrees.
(B)shows a cartoon representation of Cdtsp2 revealing two major N-terminal and C-terminal

lobules.
2.3. Pharmacological Characterization

2.3.1 Edema Assay and Biochemical Determinations

The edema assay reveals that Cdtsp2 induces a peak of 92 + 6uL (n=5 animals) at 30
minutes after the injection of purified Cdtsp2 from Cdt venom (Figure 3A). Biochemical
analyses showed that Cdtsp2 was able to induce an expressive increase of COX-2, shown in
Figure 3B. Biochemical analyses show that the serine protease Cdtsp2 was able to induce an
increase in plasma concentration of PGE2 four times higher than that of animals receiving saline
(Figure 3C). Thus, the results of COX-2 and PGE2 show that Cdtsp2 can induce significant
metabolism of arachidonic acid and prostaglandins.

A significant increase in malondialdehyde was observed in animals treated with Cdtsp2
when compared with saline-treated animals. (Figure 3D)which is the result of lipid
peroxidation of polyunsaturated fatty acids. These data suggestan increase in oxidative stress.
This stems from the fact that this compound is a reactive aldehyde and is one of many reactive
electrophilic species that cause toxic stress in cells and form covalent protein fertilizers, theend-
products of advanced lipoxidation.
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Figure 3. Paw edema induced by Cdtsp2, COX-2 expression, PGE2 concentration and MDA
values. (A) shows the values of edema induced by the serine protease of Cdt. Figures (B-D),
respectively, show the results of expression of COX-2, PGE2 concentration, and
malondialdehyde (MDA). The results were expressed as mean + standard deviation (n = 5). A
significant difference is marked with (*). (Two-way ANOVA, with Bonferroni as a posteriori
test, F=150.0 and p<0.001).

2.3.2 Edema Assay in the Presence of PLC, PKC, cPLA2 Inhibitor, and PAR1-2 Antagonist

In Figure 4A we show the effects of PAR1 and PAR2 antagonists injected into animals 30
minutes before the Cdtsp2 injection. Figure 4A shows the PAR1 inhibitor decreased the edema
peak of 92 + 6 uL (n = 5 animals) to 71 + 8 pL (n = 5 animals), and in the case of the PAR2
inhibitors the edema peak was 52 + 9 uL (n = 5 animals) after 30 minutes following the Cdtsp2
injection. In addition, Figure 4A shows that the edema values induced by Cdtsp2 in animals
treated with the antagonists of PAR1 and PAR2 were also decreased in all edema time courses.
PLC and PKC inhibitors’ results are shown in Figure 4B, revealing that the PKC enzyme
inhibitor significantly reduced peak edema values from 92 + 6 puL (n =5 animals) to 58 + 9 puL (n
=5 animals), while the PLC inhibitor reduced peak edema to 46 + 9 uL (n = 5 animals) after 30
minutes following the Cdtsp2 injection. Figure 4B also shows that the PLC inhibitor practically
abolished the proinflammatory effects induced by Cdtsp2 throughout the whole edema
experiment, where as the PKC enzyme inhibitor reduced the Cdtsp2-induced edema at 30
minutes and 60 minutes. Figure 4C shows the effect of Dexamethasone (Dexa) on the edema
induced by Cdtsp2.The peak of the edema induced by Cdtsp2 in animals treated with Dexa was
25 + 8 uL (n = 5 animals). Figure 4C also shows that animals treated with Dexa 30 minutes
before the injection of Cdtsp2 abolished the edema induced by the serine protease Cdtsp2.
Figure 4C further shows Dexa's anti-inflammatory effect on Cdtsp2-induced edema. The drug
was applied to animals 10 minutes after the serine protease injection and we observed that
under these experimental conditions, Dexa virtually abolished Cdtsp2-induced edema. Thus,
these data clearly show that Cdtsp2 induces a significant proinflammatory effect and is
mediated by arachidonic acid mobilization.
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Figure 4.Paw edema assay in presence of PLC, PKC, cPLA2 inhibitor and PAR1-2
antagonist.(A) Edema induced by Cdtsp2 in the presence of selective PAR1 and PAR2
antagonists injected 30 minutes before the application of the protein. (B) Edema induced by
Cdtsp2 in the presence of selective inhibitors of PKC and PLC injected 30 minutes prior to
application of the protein. (C) Evaluation of paw edema treated with Dexamethasone were
injected 30 minutes before application of Cdtsp2 and 10 minutes after application of the protein.
10 pg of protein and 50 ug of selective inhibitors were used. The results were expressed as mean
+ standard deviation (n = 5). Significant differences are marked with (*). (Two-way ANOVA,
with Bonferroni as a posteriori test, F = 150.0 and p<0.001).

3. Discussion

3.1. Structural Analysis

In this article we report a three-dimensional model of Cdtsp2 based in the results of
circular dichroism (Figure 2A) and on a homologous protein of known 3D structures and its 3D
model. These results suggest that Cdtsp2 has ahigh degree of structural similarities to other
snake venom serine proteases, including a hydrophobic cavity on its surface and the presence of
crucial amino acid residues involved in the catalysis of snake venom serine proteases such as
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H43, H56, D92, and S188 (Figure 1A) [19,20]. Amino acid residues are loaded between both the
N-terminal and C-terminal lobules, which include a hydrophobic cavity of major serine
proteases, containing the catalytic triad residues and other substances involved in the
nucleophilic substrate attack [1,3,19,20] (Figure 1A, Figure 2B).

Studies with serine proteases of Lachesis mutareveal that the residues F86, W89, Y160, F203,
and W204 have an essential hydrophobic cavity, which are involved in fibrinopeptide A
binding and chromogenic substrates [19]. Our results show that Cdtsp2 also includes 586, W89,
Y160, 5203, and W204 residues, which are structurally equivalent to residues found in the serine
protease of Lachesis muta and in human thrombin [19]. Serine proteases from
Crotalusdurissuscollilineatus, as well as other Cdt that form a gyroxin also reveals these
characteristics.

The subgroups shown in Figure 1B reveal that Y160 is replaced by H160; Y160 is present in
the new Cdt serine protease VSP17 CRODU and in Lachesis muta (which is an aromatic
hydrophobic amino acid). This amino acid in the serine protease subgroup gyroxin A is
replaced by H160, which is a positively charged amino acid imidazole functional group.

In addition, Figure 1A also shows another very important feature, according to the data
available in the Pubmed database (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/). Data reveals that
the cloned serine protease of Cdt has the N83 residue, an important glycosylation site of the
serine protease. Serine protease N-glycosylation may account for up to 30% of the total serine

protease mass and can contribute to increased molecular stability, in addition to significantly
influencing its pharmacological capacity without changing its enzymatic activities [21,22]. The
analyses of Figure 1A show that Cdtsp2 shows the substitution of N83 for R83, which suggests
that this protein lacks the same glycosylation found for other isoforms of Cdt. Our results
clearly show that Cdtsp2 is the first serine protease isolated from Cdt, by means of 4
chromatographic steps, molecular exclusion chromatography, (Figure S1), ion exchange
chromatography (Figure S2) and reverse phase chromatography, the latter being done with two
different columns (Figures S3A and S3B), which reveals a clear and evident edematogenic
activity lower than edema induced by sPLA2 or metalloproteases of Bothropssp, for example.
The results also suggest that this activity is dependent on the ability of this enzyme to act on
protein substrates and that the mode of action of Cdtsp2 could use the same structural features
present in human thrombin (Figure 5S4 and S5).

Summarily, arachidonic acid is a component of membrane phospholipids whichmay be
released in a one-step process following the action of PLA2, or a two-step process following
phospholipase C and DAG lipase actions. However, other studies have shown that certain
kinases would play a key role in the activation of cPLA2 via enzyme phosphorilation.
Arachidonic acid is then metabolized by cyclooxygenase (COX) and 5-lipoxygenase, resulting in
the synthesis of prostaglandins and leukotrienes, respectively. During the inflammatory
process, for example,arachidonic acid is oxygenated by this two-way route. On the other hand,
cyclooxygenase is an enzyme that transforms arachidonic acid into endoperoxides,which are
used to synthesize prostaglandins, prostacyclins, or thromboxanes. Drugs such as aspirin and
indomethacin inhibit cyclooxygenase and block the synthesis of prostaglandins and
thromboxanes. The COX-2 enzyme catalyzes the conversion of arachidonic acid to different
prostaglandins such as PGE2, which has been associated with increased synthesis of
proinflammatory TNF-a and IL-1B. Furthermore, these mediators are formed after the
hydrolytic action of PLA2 on cell membrane phospholipids release arachidonic acid, andcan
also produce other metabolites such as 8-isoprostanes from arachidonic acid thatcan undergo
non-enzymatic peroxidation by intermediates reactive oxygen species [23-33].

Our results suggest that edema, lipid peroxidation and arachidonic acid metabolism
induced by Cdtsp2 during acute edema are interrelated and that these pharmacological and
metabolic activities are also triggered by a common signaling pathway. According to some
studies, arachidonic acid metabolism itself may be a significant source of reactive oxygen
species, such as as induced by sPLA2 and PLC. Its metabolites, DAG and IP3, together with
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PKC, are involved in the molecular simulation pathway for mobilization of AA by Cdtsp2. In
addition, edema results showed that Cdtsp2 was able to trigger cytosolic PLA2, which plays a
key role without Cdtsp2-induced edema, as it is a measure of potent inhibitor of cytosolic PLA2
[34]. Further, our results clearly demonstrate a molecular link between the PAR1 and PAR2
receptors as a key element for the edema induced by this serine protease since PAR1 and PAR2
receptors are involved in the inflammatory process modulation and are constitutively expressed
in mast cells, whereas PAR3 and PAR4 are involved in PAR4 activation and modulation of
platelet activity [35]. On the other hand, PAR1 is generally recognized by several coagulation
factors other than thrombin itself [36]. In addition, acute edema assays demonstrate that Cdtsp2
is a pro-inflammatory agent, so a choice of inhibitors for PAR1 and PAR2 was based on an
extensive review of the literature, [37]. Studies reveal that gyroscopy is capable of acting at
PAR1, PAR2, PAR3 and PAR4 receptors, PAR1 and PAR2 being expressed in mast cells, which
play a crucial role in modulating the inflammatory process, since in the case of human thrombin
it is well established that PAR receptors play an important role for the biological action of
thrombin involving an activation of PKC and PLC and its main metabolites, IP3 and DAG [38-
41]. In summary, we have observed that the acute edema induced by Cdtsp2 in our
experimental conditions involves a G-protein signaling pathway coupled to PAR type
receptors. Studies have shown that the administration of specific concentrations of PAR
receptor agonists may not only decrease inflammation but may also induce an effect of
hyperalgesia [42].

Finally, even in inducing small edema compared to the edema induced by the myotoxic
sPLA2 of Bothopssp, or even in inducing edema through low molecular weight myotoxins such
as crotamine, our results clearly suggest the edema induced by this protein leads an increase of
oxidative stress as shown by the increased concentration of malondialdehyde (MDA).Several
studies reveal an association between increased AA metabolism and the oxidative cellular stress
increase caused by an increase of reactive oxygen species(such as hydrogen peroxide) [47,48].
Other studies suggest that this increase in cellular oxidative stress may be due to the increase of
NADPH oxidase, which is a key molecule for increasing cellular oxidative stress [48]. Thus, the
edema induced by Cdtsp2, in addition tomobilizing and leading to the metabolization of AA,
can also induce a slight increase in cellular oxidative stress.

4. Conclusions

Enzymatic toxins such as snake venom serine protease or secretory snake venom
phospholipase A2 induce inflammation and arachidonic acid (AA) mobilization. This event
involves an indirect mobilization of cPLA2 and COX-2, besides increase the oxidative stress.
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Figure 5.In summarize the pro-inflammatory effect pathway. Cdtsp2 induces edema by
enzymatic cleavage of the PAR1 and PAR2 receptors, coupled with protein G which causes
activation of PLC and PKC that in turn trigger an increase of cPLA2 activity by increasing the
AA metabolism and its interplay with oxidative stress.

5. Materials and Methods

5.1. Primary StructureDetermination

This new serine protease was purified from Cdt snake venom following the method
described by Fonseca et al. [2]. Amino acid sequence characterization of this new serine protease
was made using tryptic digestion and purification of peptide fragments, and determination of
the primary structure of the protein was made using other serine proteases from Cdt as prime
sequences for the overlapping of tryptic peptides. The determination of the primary structure of
Cdtsp2 was also performed through protein sequencing undertaken by the Research Support
Facility Center (CEFAP) at the Biomedical Sciences Institute (ICB) of the University of Sao Paulo
(usp).

5.2. Circular Dichroism

Polarized light is used in the distal ultraviolet (UV) range (from 180-260 nm). This
technique allows the evaluation of the structural integrity of proteins, conformational changes,
and processes of denaturation (unfolding) and renaturation (folding), making it possible to
estimate the composition of the elements in the secondary structure of this macromolecule. The
circular dichroism analysis was performed with 0.02 mg/mL of Cdtsp2 monitored using
wavelengths of 190-260nm. The analysis was performed to 8 convolutions, and data were
treated by Spectra manager.

5.3. Modeling through Homology
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The models of the tertiary/quaternary structures were obtained using coordinates of serine
proteases present in the protein data bank (PDB) which presented greater similarities with those
identified in Cdt. For the models’ construction, the Swiss-Model package [49] was used after the
choice of the nearest molecule and with previously deposited molecular coordinates. The serine
protease of Agkistrodonhalyshalys (code PDB = 4E7N) has the highest homology and, based on
these coordinates, the Cdtsp2 model was constructed. The structural model of Cdtsp2 was
generated using uniprot with energy minimization parameters [49]. Molecular representations
were generated using Pymol software [50].

5.4. Quantification of Enzymes

Animals’ serums were used for enzymes quantification with commercial kits Blood was
collected with heparin and centrifuged, and the plasma was separated and stored at —80°C for
the COX-2 (Cyclooxygenase 2) and MDA (Lipid Peroxidation) assays from Abcam. The right
gastrocnemius muscle was collected and stored at -80°C for quantification of PGE2
(Prostaglandin E2).
5.4.1.ab210574UsingaCOX-2 Sample Step Kit Abcam

COX-2 levels were analyzed using an enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) kit
(ab210574, Abcam, Cambridge, Massachusetts, USA) according to the guidelines of the
manufacturer.

5.4.2. ab133021 Using a Prostaglandin E2 Elisa Kit Abcam

Prostaglandin E2 (PGE2) levelswere analyzed using an enzyme-linked immunosorbent
assay kit (ab133021, Abcam, Cambridge, Massachusetts, USA) according to the guidelines of the
manufacturer.
5.4.3.ab118970Using aLipid Peroxidation (MDA) Assay Kit (Colorimetric/Fluorometric) Abcam

MDA levels were analyzed using an enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) kit
(ab118970, Abcam, Cambridge, Massachusetts, USA) according to the guidelines of the
manufacturer.

5.5. Evaluation of Paw Edema

In vivo experimental models were performed to evaluate inhibition of acute inflammation
caused by purified Cdtsp2 using randomly chosen swiss mice (~25 g, n=5). These assays were
performed only after in vitro investigation of inhibition or interaction of the compounds with
the enzymes used in this work. Animals were treated with 50 ul (0.5 ug/ugper animal/10 ug per
animal) of the compounds via peritoneal or intravenous injection. A saline solution (0.9% NaCl)
was used for the controls. There were 14 groups: Saline, Cdtsp2, Cdtsp2: PKC, Cdtsp2: PLC,
Cdtsp2: PAR1 antagonist, Cdtsp2: Antagonist PAR2, PKC, PLC, PAR1 antagonist, PAR2
antagonist, twoDexamethasone groups, and two Cdtsp2 groups: Dexamethasone. Edema
volume monitoring was achieved using a Digital Plethysmometer about four hours. After the
tests, the mice were anaesthetized and sacrificed via cervical dislocation. In vivo experiments
were performed according to the institutional rules and were approved by the ethics committee
from UNESP, number 014-CEUA.

5.5.1. ML161-PAR1 Antagonist and SML 1039 Antagonist PAR2

A total of 100uL(50ug) of PAR 1 antagonist ML161 (Sigma) (IC 50 = 0.026 M, dissolved in
0.5% DMSO) was injected intraperitoneally 30 minutes before applying 20ul (10ug) of the
Cdtsp2 protein on the right paw. A total of 100ul (50ug) of PAR 2 antagonist SML 1039 (Sigma)
(IC 50 = 1.2 mM, dissolved in saline) was injected intraperitoneally 30 minutes before applying
20ul (10ul) of the Cdtsp2 protein in the right paw.

5.5.2. U73122 PLC Inhibitor
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A total of 20 pL (50ug) of U73122 (Tocris) PLC inhibitor (30 mg/kg, dissolved in 0.5%
DMSO) was injected intravenously with PLC inhibitor 30 minutes before 20 puL (10ug) of
Cdtsp2 protein was applied in the right paw.
5.5.3.GF109203X PKC Inhibitor

A total of 20uL (50ul) of PKC inhibitor GF109203X (Tocris 30 mg/kg, dissolved in 0.5%
DMSO) was injected into the right paw 30 minutes before applying 20ul (10ug) of the Cdtsp2
protein, also in the right paw.

5.5.4 Dexamethasone

A total of 100uL(50pg) of the anti-inflammatory corticosteroid Dexamethasone, for
veterinary use, (Corvet) (0.5 ml/kg per animal) was injected intraperitoneally into the right paw
10 minutes after the injection of the Cdtsp2 protein. In another group the same procedures as
mentioned above were followed, however, application of Dexamethasone occurred 30 minutes
before applying 20 uL (10pg) of the Cdtsp2 protein, also in the right paw.

5.6. Statistical Analysis

Data are expressed as mean + standard deviations. The results were analyzed by an

analysis of variance (ANOVA) of one or two routes followed by the Bonferroni and t-test with
statistical variance p <0.05.
Supplementary Materials: The following are available online at www.mdpi.com/link, Figure S1: Figure
S1. Venom purification in chromatographic column Superdex G75 pre-packed in a chromatographic
column on a HPLC column (1.6 x 60 cm) previously equilibrated with two column volumes with ammonia
bicarbonate buffer (0.1M, pH 7.9) with isocratic flow maintained at 0.2 mL / min. Figure S2. The sample
purified from total venom was repurified on a DEAE 5PW Protein Pack ion exchange (Supelco) column.
Fractionation was performed on a column previously equilibrated with 0.05M Ammonia Bicarbonate
buffer, pH 7.9. Figure S3: A: C4 reverse phase chromatography using solution gradient A (0.05% TFA) for
10 minutes for salt removal and followed by a stepwaise gradient with 100% solution B (Acetonitrile 66%
in solution A). Fractionation was carried out at a flow rate of 2 mL / min and the elution monitoring was
performed at 280nm. Therefore, the fraction was separated into three new fractions: F201, F202 and F203.
B: Purification of F202 chromatographic profile from Cdt4, using C18 reverse phase chromatography.
Two-dimensional SDS-Page confirmed the sample purity with a single molecular weight band estimated
at approximately 27kDa and pl of approximately 4.5. Conventional SDS-Page showed that F202 has
fibrinogenolytic activity, revealing thrombin-like characteristics. Firgure S4: Enzymatic assay of Cdtsp2
(absorbance x time). Figure S5: In the attached figure, we present a set of results compiled showing the
fractionation of the whole crotoxin and fractionation of the CA (acid component, Crotoxin A, crotapotin,
Crpt), CB (basic component, Crotoxin B, secretory Phospholipase A2, sPLA2) and a new group of
proteases that are eluted with fraction F20 and that after a period of chromotographic production gave
serine protease F202 non-venom of Crotalus durissus cascavella or Cdtsp2 in the venom of Cdt.
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CONCLUSOES:

1. Concluséo capitplo 1.
Foi possivel identificar e caracterizar pMa nova serino protease encontrada em

peconha de Crotalus durissus terrificus, que possui atividades bioldgicas semelhantes a
giroxina, com caracteristicas de trombina-simile demonstradas pelos ensaios do presente
trabalho, possuindo estrutura e sitio catalitico conservado.Porém, a cdtsp-2 possui
diferencas contundentes com a giroxina em relacdo a sua estrutura e caracteristicas
fisico-quimicas, auMentando entdo a concentracdo de serinoproteases presentes no
veneno de Crotalus durisus terrificus, o que auMenta a problematica do soro
antiveneno, uMa vez que as serinoproteases ndo sdo totalmente neutralizadas pelo

tratamento tradicional.

2. Conclusao Capitulo 2
A Laguncularia racemosa € uMa planta do mangue que apresenta capacidade de

inibir a atividade enzimatica da trombina huMana, por causa da sua rica composicao de
flavonoides. Estes compostos sdo descritos na literatura ressaltando sua capacidade
antioxidante e assim importantes ao combate ao processo inflamatério. No entanto a
nova serino protease purificada do veneno de Cdt, apresenta alta capacidade de inducao
ao processo inflamatorio e mionecrotico, possivelmente muito similar a sPLA2 de
veneno de serpentes. Porem,0s extratos e compostos puros de Laguncularia racemosa,
ndo foram eficientes ao combate aos danos induzidos pela Cdtsp2, ou seja, ndo se
apresentou uMa opgdo adequada para tratamento secundario ao soro antiofidico. Estes
resultados foram importantes balizadores para iniciarmos os estudos quanto ao

mecanismo de ac¢ao da serino protease em questdo neste estudo.

3. Concluséo Capitplo 3 - Artigo Toxins
A via de efeito inflamatdrio pro proposta envolvida e utilizada por Cdtsp2 para

induzir edema por clivagem enzimatica do acoplamento do receptor PAR1 0 PAR2 com
a proteina G que leva a ativagdo do PLC e PKC que desencadeiam auMento da
atividade de cPLA2 pelo auMento do metabolismo do &cido araquidbnico e sua

interacdo com estresse oxidativo.
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