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Resumo: Os acidentes ofidicos foram recentemente incorporados na lista de doencas tropicais
negligenciadas pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS). No Brasil, uma parcela significativa destes
acidentes (~10%) é ocasionada pela serpente Crotalus durissus terrificus (Cdt), popularmente
conhecida como cascavel. Dentre os componentes do veneno, a fosfolipase A2 secretéria (SPLA2)
representa aproximadamente 35% da massa do veneno seco. A Cdt sPLA2 responde pela atividade
mais importante e clinicamente significativa que inicia com o processo inflamatério logo apds o contato
com a peconha. Quando nado tratada, a peconha pode fazer com que o individuo sofra com
insuficiéncia renal aguda, a qual ndo é neutralizada em curto espaco de tempo, hem mesmo pelo
antiveneno especifico. O processo inflamatério em diversas doencas humanas, esta altamente
relacionado com a formacéo de altas quantidades de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio (EROs
e ERNs), conhecido como explosdo oxidativa/nitrosativa. Este processo é combatido por moléculas de
baixo peso molecular como (vitaminas D e E, e glutationa), como também por enzimas antioxidantes,
como a catalase (Cat), superéxido dismutase (Sod) e peroxirredoxinas (Prx). Ja foi demonstrado que
as sPLA2 humanas compartiiham grande similaridades bioquimicas e farmacol6gicas com seus
homdlogos de serpentes e s@o capazes de induzir a formacdo de EROs e ERNs em células de
mamiferos, mas nenhum estudo até o presente momento abordou de forma sistematica danos em
biomoléculas efetuados por EROs e ERNse a expressdo de proteinas antioxidantes em resposta a
administracdo de sPLA2 de serpentes. Recentemente demonstramos que a administracio de extratos
de Laguncularia racemosa (mangue branco) capazes de inibir a acdo da trombina, entretanto néo
foram efetuadas avaliagBes se a aplicacao do extrato de L. racemosa frente a Cdt sPLA2. Também e
importante salientar que apesar de existir iniUmeros trabalhos de caracterizacdo bioquimica,
farmacoldgica e estrutural de sPLA2 de serpentes até o presente momento poucos trabalhos tiveram
como objetivo sua producdo de forma recombinante. Este ponto é importante pois a manipulacéo
génica destas proteinas, através de mutacdes sitio dirigidas, podem auxiliar a identificar residuos
envolvidos na catalise, levando a uma melhor compreensdo dos mecanismos funcionais, abrindo
caminho para novas abordagens terapéuticas para o tratamento do envenenamento por serpentes.
Adicionalmente, a enzima sPLA2 de origem animal é utilizada em processos biotecnol6gicos e possui
importancia econémica. Este trabalho teve dois grandes objetivos: 1) investigar a existéncia de danos
oxidativos, a expressao de proteinas antioxidantes em resposta a administracdo de sPLA2 de Crotalus
durissus terrificus (Cdt sPLA2), bem com avaliar possiveis efeitos protetores da administracdo de
extratos butandlico e de acetato de etila extraidos de folhas de L. racemosa apoés a inoculagao da Cdt
sPLA2 na fase tardia da edemaciagdo; 2) Obtencdo de sPLA2 recombinante de Cdt (Cdt sPLAZ2r)
visando fornecer subsidios para sua manipulagdo genética e maior entendimento de seu
funcionamento. Com relagdo ao primeiro objetivo nossos resultados indicam que os extratos de L.
racemosa ndo sdo capazes de inibir o processo de edemaciacdo induzido por Cdt sPLA2. A
investigacdo de processos indicadores de estresse oxidativo como oxidacao de sulfidrilas, carbonilagédo
proteica e peroxidacéo lipidica ndo idicaram a existéncia de estresse oxidativo na fase tardia do
processo de edemaciagdo ocasionado por Cdt sPLA2. Tambem avaliamos os niveis de expressédo e
modificacdo das proteinas antioxidantes Sod, Cat e Prx2 por western blot, e os resultados também
revelaram que os niveis da enzima foram muito similares independente da administracdo de Cdt
SPLA2 ou Cdt sPLA2 com extratos de L. racemosa. Em conjunto os resultados indicam fortemente que
nao ocorre estresse oxidativo na fase tardia do processo da edemaciacao por Cdt sPLA2.No caso do
segundo objetivo foi possivel clonar, expressar e purificar a enzima recombinante Cdt sPLA2 (Cdt
sPLAZ2r). Analises da atividade de fosfolipase revelaram que Cdt sPLA2r possuipadrdo de atividade
Michaeliana ao passo que a enzima purificada do veneno possui perfil alostérico. Adicionalmente a
velocidade inicial (Vo) de Cdt sPLA2r(10.8 x 10™ uM/s) foi maior que para a enzima nativa (7.1 x 10*
uM/s). A expressdo de Cdt sPLA2r abre caminhos para investigagbes envolvendo mutacdes sitio
dirigidas para melhor entendimento da enzima, a qual também possui importancia biotecnolégica. Em
conjunto os resultados apresentados neste trabalho representam avan¢cos na compreensdo do
processo de toxicoldgico envolvido na acdo de Cdt sPLA2 e de sua expressao recombinante.
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Abstract: Snake envenomation have recently been added to the list of tropical neglected diseases by
the World Health Organization (WHO). In Brazil, a significant portion of ophidian accidents (~ 10%) is
caused by the Crotalus durissus terrificus (Cdt) snake, popularly known as rattlesnake. Among the
components of the venom, secretory phospholipase A2 (sSPLA2) accounts for approximately 35% of the
mass of the dry venom. Cdt sPLA2 accounts for the most important clinical damages and to the
ingflammmatory proccess. When untreated, venomation can cause acute renal failure, which is not
neutralized in a short time, not even by the specific antivenom. The inflammatory process, which is very
well characterized in several human diseases, is highly related to the formation of high amounts of
reactive oxygen and nitrogen species (ROS and RNS), known as oxidative / nitrosative burst. This
process is counteracted by low molecular weight molecules such as vitamins D and E and glutathione,
as well as antioxidant enzymes such as peroxiredoxins (Prx). human sPLA2 share high biochemical
and pharmacological similarities with their snake homologs and are able to induce the formation of ROS
and RNS in mammalian cells, but no study to date has systematically addressed damage to
biomolecules carried out by ROS and RNS and the expression of peroxiredoxins in response to sPLA2
administration of snakes. We have recently shown that the administration of polyphenolic extracts of
Laguncularia racemosais able to inhibit the action of thrombin, however, were not evaluated the action
of L. racemosa extractsadministration combat the deleterious effects of the Cdt sPLA2. It is also
important to point out that although there are numerous biochemical, pharmacological and structural
characterizations of sPLA2 from shakes, at the presene, few studies have aimed at its production by
recombinant techniques. This is very important since the genetic manipulation of these proteins through
site-directed mutations can help identify residues involved in catalysis, leading to a better understanding
of the functional mechanisms, which may in future be reflected in new therapeutic approaches.
Additionally, these enzymes are used in biotechnological processes.This work had two main objectives:
1) to investigate the existence of oxidative damages, the expression of antioxidant proteins in response
to sPLA2 administration of Crotalus durissus terrificus (Cdt sPLA2), and to evaluate possible protective
effects of the administration of butanolic and acetate extracts of ethylene extracted from L. racemosa
leaves after inoculation of the Cdt SPLA2 at the late stage of edema; 2) the production of recombinant
Cdt sPLA2 (Cdt sPLAZ2r) to provide subsidies for its genetic manipulation aiming a better understanding
of molecular aspects of the enzyme function as also its applicability in biotechnological processes.
Regarding the first objective, our results indicate that extracts of L. racemosawere not able to inhibit the
process of the edema induced by Cdt sPLA2. The investigation of oxidative stress markers such as
sulfhydryl oxidation, protein carbonylation and lipid peroxidation did not identify the existence of
oxidative stress in the late phase of the edemaprocess caused by Cdt sPLA2. We also evaluated levels
of expression and modification of the antioxidant proteins Sod, Cat and Prx2 by western blot, and the
results also revealed that enzyme levels were very similar regardless of the administration of Cdt sPLA2
or Cdt sPLA2 with extracts of L. racemosa. Together the results strongly indicate that oxidative stress
does not occur in the late phase of the edema caused by Cdt sPLA2. In the case of the latter objectives
it was possible to clone, express and purify the recombinant enzyme Cdt sPLA2 (Cdt sPLAZ2r). Analysis
of the phospholipase activity revealed that Cdt sPLA2r has a Michaelian environment activity whereas
the enzyme purified from the venom has an allosteric profile. In addition, the initial velocity (Vo) of the
Cdt sPLA2r (10.8 x 10-1 yM / s) was higher than for the native enzyme (7.1 x 10-1 yM / s). The
expression of Cdt sPLA2r opens pathways for investigations involving site directed mutations to a better
understanding of the enzyme, which also has biotechnological importance. Together the results
presented in this work represent advances in the understanding of the toxicological process involved in
the action of Cdt sSPLA2 and its recombinant expression.

Keywords: Snake venoms, Secretory Phospholipase A2, Oxidative Stress, Recombinant enzymes
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1.INTRODUCAO

1.1 Acidentes ofidicos
Os acidentes ofidicos ocasionados por serpentes sdo considerados como uma

doenca tropical negligenciada que afeta todos os anos centenas de milhares de
individuos em regides tropicais e subtropicais do mundo. Apesar da soroterapia, estes
acidentes sao responsaveis pelo obito de uma parcela significativa dos atingidos,
sendo que muitos individuos desenvolvem sequelas fisicas permanentes que afetam
a sua qualidade de vida (Zornetta et al.,, 2012). Apesar da grande biodiversidade
existente entre as serpentes, no continente americano as espécies da familia
Viperidae sédo responsaveis pela grande maioria dos envenenamentos ofidicos. Na
América do Sul, em especial no Brasil, a espécie Crotalus durissus terrificus,
conhecida popularmente como cascavel, responde por grande parte dos casos de
acidentes ofidicos graves (Azevedo-Marques, 2003).

O envenenamento por picada de C. durissus terrificus € capaz de induzir
alteracBes patologicas locais como edemas, mionecrose, dermonecrose, bolhas e
hemorragia (Gutiérrez et al.,, 2009a). Adicionalmente, o veneno desta serpente
também é capaz de induzir alteracdes fisiopatoldgicas no nivel sistémico como
coagulopatias, insuficiéncia renal aguda e choque cardiovascular (Gutiérrez et al.,
2009b; Marchi-Salvador et al., 2008). Esta ampla matriz de alteracdes fisiopatologicas
é induzida pela acdo dos diversos componentes do veneno da serpente como
metaloproteases, serino proteases, fosfolipase A2 (PLA2), além de outros
componentes os quais ja foram caraterizados no nivel bioquimico e farmacoldgico
(Hernandez-Oliveira et al., 2005; Marchi-Salvador et al., 2007; Toyama et al., 2014).

1.2 Composicéo do veneno de Crotalus durissus terrificus
O veneno de C. durissus terrificusé considerado extremamente toxico levando a

letalidade aproximada de 72% em casos nao tratados e de 5% nos tratados com
soroterapia. Seus componentes sdo complexos, contendo enzimas, toxinas e
peptideos. Dentre as toxinas, algumas ja foram identificadas, como crotamina,
crotoxina, giroxina, convulsina, crotapotina e fosfolipase A2, com destaque para a
crotoxina, que representa 50% da composicao proteica do veneno (Cruz et al., 2009).
A crotoxina corresponde a maior fracdo do veneno do género crotalico, € responséavel

pela composicédo de 65% do total da peconha e é considerado o principal componente
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téxico do veneno. Esta toxina é formada por 2 subunidades, sendo uma basica, a
fosfolipase A2secretdria (SPLA2), e uma acida, a crotapotina, que inibe a atividade
enzimatica e potencializa a letalidade da fosfolipase. A sPLA2 presente na crotoxina
possui acao miotoxica e neurotdxica do veneno (Cunha e Martins, 2012).
Curiosamente, apesar de sPLA2 de serpentes serem bastante estudadas
poucos trabalhos a produziram de forma recombinante. Este é um ponto de grande
importancia pois cada vez mais a sociedade cientifica limita a extracdo do veneno das
serpentes para evitar maus tratos aos animais. Adicionalmente, enzimas produzidas
de forma recombinante possuem um rendimento muito maior do que as nativas
extraidas dos organismos. Como exemplo para enzima asparaginase € possivel obter
aproximadamente 500 mg de proteina nativa a partir de 40L de cultura (12,5 mg/L de
cultura) (Offman et al., 2011). Estes niumeros contrastam com o rendimento obtido
para asparaginases superexpressas em E. coli, de forma recombinante (87-168 mg/L
de cultura), o que indica que esta abordagem possa ser bastante vantajosa na
obtencdo de enzimas (Huang et al., 2014; Lee et al., 2016; Roth et al., 2013). Neste
contexto, a producdo recombinante € de grande importancia pois evita a necessidade
de sua extracdo, pode aumentar o rendimento e diminuir 0s custos e também
possibilitaria sua manipulagdo genética por meio de mutacdes sitio dirigidas e o

mapeamento de residuos essenciais para sua atividade biolégica.

1.3 Caracteristicas funcionais e estruturais das fosfolipases
As fosfolipases sdo enzimas que respondem pela clivagem de fosfolipidios e

podem ser divididas em quatro tipos de acordo com aforma especifica que a clivagem
é efetuada: Al, A2, C e D (Figura 1) (Nelson, 2008). Uma vez que hidrolisam
fosfolipidios de membrana, estas enzimas geram a liberagdo do acido araquidénico,
estimulando a ativacdo de pro-inflamatérios, Ciclooxigenase (Cox) e Lipoxigenase
(Lox) no qual geram os precursores de segundos mensageiros como prostaglandinas,
tromboxanas, leucotrienos, lipoxinas e outros importantes mediadores de fenémenos
fisiolégicos envolvidos, principalmente, em processos inflamatérios (Murakami et al.,
2002; Murakami et al., 2013; Ramanadham et al., 2015).

As sPLA2 de basidicas de venenos de serpentes como a de C. durissus
terrificus sdo dependentes de Ca’" e sdo denominadas de sPLA2-Asp49, em raz&o
de possuirem um residuo de acido aspartico (Asp) na posicédo 49. Em alguns casos
este residuo pode ser naturalmente substituido por lisina (Lys), sendo que esta

mutacgé&o reduz drasticamente a atividade da enzima (Correa et al.,2008).
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Figure 1. Diferentes classes e especificidades de fosfolipases. As PLA; e PLA, hidrolisam, as
ligagcBes éster dos fosfoglicerideos em C1 e C2, respectivamente. As PLC e PLD hidrolisam ligacdes
fosfodiéster glicerofosfolipidios no carbono C1 e C2 do glicerol (Compilado de Nelson et al., 2008).

Adicionalmente a Asp49, outros trés residuos sao estritamente conservados
neste grupo de sPLA2, a His48, Tyr52 e o Asp99, e estdo envolvidos na catélise.
Também existe grande conservacdo de aminoacidos envolvidos na ligacdo com o
atomo de calcio, representados pelos residuos Tyr28, Gly30 e Gly32 (dos Santos et
al., 2011). A figura 2 ilustra a estrutura deste grupo de proteinas (Figura 2A), como

também dos aminoacidos envolvidos na catalise e ligagdo com Ca™".

Figure 2. Estrutura cristalografica de sPLA2 basica dependentes de CA™ de serpentes. (A)
Estrutura do mondmero de PLA2 de Bothrops jararacussu (rosa) (pdb = 3JR8) representada em
cartoon com os residuos envolvidos na catalise representados por esferas com os atomos de carbono
(C) em rosa e os residuos de ligacdo a Ca++ com os C representados em amarelo. Em B) e C) estédo
representados em detalhe os sitios cataliticos e ligacdo a Ca++, com os residuos de aminoacidos
envolvidos na ligacdo representados por esferas (rosa ou amarelo). Para o restante dos atomos
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representados por esferas as cores significam: vermelho = oxigénio, azul = nitrogénio e verde claro =
Ca™". A representacéo grafica foi produzida utilizando o software PyMOL (https://www.pymol.org/).

Todas as PLA2 secretorias (SPLA2) de venenos, além de possuirem uma
grande similaridade estrutural, também compartilham mecanismos de acao similares
com as sPLA2 de mamiferos. De fato, estudos mais recentes demonstraram que as
sPLA2 de mamiferos em condicbes experimentais podem também induzir eventos
farmacoldgicos semelhantes aos induzidos pelas sPLA2 de venenos (Fagundes et al.,
2011, Murakami e Lambeau, 2013, Murakami et al., 2014; Murakami e Taketomi,
2015; Ximenes et al., 2012,). Enquanto diversos estudos demonstram gque as enzimas
de mamiferos estdo largamente envolvidas em processos inflamatérios nos mais
diferentes tecidos (Sun et al., 2010; Vadas et al., 1993; Vishwanath et al., 1988;
Wijewickrama et al., 2006; Yarla et al., 2016) pouco se sabe sobre mecanismos
inflamatorios desencadeados por sPLA2 de serpentes (Deka.et al., 2017; Lindahl et
al., 1996).

Quando se analisa estrutura cristalograficas de sPLA2 de serpentes e humanos,
€ possivel constatar que existe grande similaridade das estruturas terciarias, incluindo
a posicao de residuos de cisteina que estdo envolvidos na estabilidade de proteinas
extracelulares (Figura 3A e 3B, respectivamente).

Figure 3. Estruturas cristalograficas de sPLA2 de serpente e humanos. (A) Estrutura do
monémero de PLA2 de Bothrops jararacussu (azul) (pdb = 3JR8) e de sPLA2 de H. sapiens(B)
(laranja claro) (pdb = 1KQU). Os dissulfetos das proteinas estao representados por esferas com os
atomos de enxofre em laranja. Os atomos de carbono seguem o tom da cor de cada proteina. (C)
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Sobreposicao das estruturas de sPLA2 de serpente (azul) e humano (laranja claro). (D) Dimero de
sPla2 de Bothrops jararacussu (azul).A representacdo grafica foi produzida utlizando o software
PyMOL (https://www.pymol.org/).

De fato, o alinhamento espacial destas estruturas revela um desvio quadratico
médio da posicdo dos Ca bastante reduzido (r.m.s.d. = 0.675A). Esta anélise revela a
grande semelhanca entre as enzimas de serpentes e mamiferos (Figura 3C), o que
contribui para explicar seus papeis biologicos similares. Entretanto, as sPLA2 de
serpentes podem formar dimeros através de liga¢cdes ndo covalentes, caracteristica
nao descrita para a enzima de mamiferos (Figura 3C) (Hansford et al., 2003; Marchi-
Salvador et al., 2008).

Ja foi demonstrado que a acdo proé-inflamatéria induzida pelas sPLA2 de
mamifero sdo potentes indutores da atividade oxidativa na célula, aumentando o nivel
de espécies reativas de oxigénio (EROs) que estdo envolvidos em processo como a
peroxidacao lipidica e carbonilacdo proteica, as quais em determinados niveis podem
levar a eventos patolégicos (Yagami et al., 2002). Estudos realizados por Chiricozzi e
colaboradores (2010) demostraram de forma clara a relagdo do aumento da atividade
enzimatica de sPLA2 como agente indutor da producdo de radicais livres que

contribuem fortemente para o desenvolvimento de doencgas neurodegenerativas.

1.3 O processo inflamatdrio e espécies reativas de oxigénio (ROS) e nitrogénio
(ERNS)
Além da acéo pro-inflamatéria induzida, as sPLA2 de mamiferos sdo potentes

indutores da atividade oxidativa na célula, aumentando o nivel de espécies reativas
de oxigénio (EROs). Em acordo com estas observacoes, trabalhos realizados por
Sampaio e colaboradores (2003) demonstraram que o veneno de C. durissus
terrificus pode levar a um aumento da producado de 6éxido nitrico (NO’) e perdxido de
hidrogénio (H205,).

Durante a inflamacdo, mastécitos e leucocitos sdo recrutados para o local
danificado (quimiotoxia) levando a uma “explosao respiratéria” caracterizada pelo alto
consumo de oxigénio e a producdo/acumulacdo de EROs como o radical anion
superéxido (O,") e peréxido de hidrogénio (H,O,). Estas espécies podem gerar, de
forma direta ou indireta, por meio de reagcfes quimicas como as de Fenton e Harber
Weiss, um composto altamente reativo e téxico denominado de radical hidroxila (OH)
(Halliwell e Gutteridge, 2007) (Figura 4).
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A) Reacdo de Haber- H,0,+ 0,* 2 O, + HO®* + OH-
Weiss:
B) Reacbes de Fenton: Fe3* O,* - Fe?* + O, (Reagao 1)

Fe2* + H,0, > Fe3" + OH + HO*®
(Reacéo 2)

Figure 4. Reacdes de Harber-Weiss e Fenton. (A) Representacdo a reacdo de Haber Weiss,
originando radical hidroxila a partir da interacédo entre peréxido de hidrogénio e anion superoxido; (B)
Reacdes de Fenton, em que a interagdo entre uma molécula de Fe®* com uma de anion superoéxido
resulta na liberacdo de Fe*" que, ao interagir com peréxido de hidrogénio, produz a radical hidroxila.

Os acidos nucleicos, proteinas e lipideos sao alvos que podem ser atacados por
EROs, e seu ataque pode levar a um aumento no risco de mutagénese devido a
modificacdo destas moléculas. Em proteinas, pode levar a formacdo de grupos
carbonilas como aldeidos e cetonas, em um processo denominado de carbonilacéo
proteica. Este fenbmeno é consequéncia de varias reacfes oxidativas, sendo
considerado um marcador padrao do estresse oxidativo. As proteinas carboniladas
tendem aser mais hidrofébicas, resistentes a protedlise e consequentemente
apresentam perda de funcéo (Fedorova et al., 2014).

No caso dos lipidios, o marcador biolégico de danos oxidativos sdo moléculas
oriundas do processo de peroxidacdo lipidica. Lipidios poli-insaturados séo
suscetiveis ao ataque por EROs, resultando numa reacao em cadeia bem definida,
com a producdo de produtos finais como o malondialdeido (MDA). A oxidacdo dos
lipideos das membranas biologicas pode levar a perda de sua fluidez e seu
enrijecimento pode resultar na ruptura da célula (Ayala et al., 2014). Para combater
0s oxidantes, os organismos necessitam de uma efetiva protecdo contra estas
moléculas, utilizando antioxidantes enzimaticos (superéxido dismutase, glutationa
peroxidase, catalase e peroxirredoxinas) e ndo enzimaticos (glutationa, vitaminas C,
D e E) (Gozal, 2008).

Adicionalmente, as células em processo inflamatério sintetizam mediadores
sollveis, como metabdlitos de acido araquiddnico, citocinas e quimiocinas, o que leva
ao recrutamento de mais células envolvidas no processo inflamatério para o local
lesionado, aumentando deste modo, a producdo de EROs. Além disso, esses
mediadores-chave podem ativar cascatas de transducéao de sinal, induzir mudancas
nos fatores de transcricdo nucleares, como oK-f (NFK-B) e o transdutor de

sinal/ativador de transcricdo 3 (STAT 3), entre outros, que medeiam a resposta ao
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estresse oxidativo (Netto e Antunes, 2016; Sobotta et al., 2015). Além disso, a
inducdo de um mediador pré-inflamatério denominado de cicloxigenase-2 (COX-2) &
capaz de estimular a sintese de 6xido nitrico (NO’) pela enzima 6xido nitrico sintetase
induzivel (iINOS), elevando a expressao do fator de necrose tumoral (TNF),
interleucina-1 (IL-1p) einterleucina-6 (IL-6) (Sobotta et al., 2015).

Apesar do NO" gerado pela iNOS, ser um importante sinalizador celular, ele
pode reagir com o O, em um ambiente com estresse oxidativo, gerando peroxinitrito
(NOO’), o qual pode ser bastante danoso a célula (Szab6é et al., 2007).
Adicionalmente, o NO' é capaz de reagir diretamente com grupos heme e ndo-heme
de sitios ativos de proteinas, ou indiretamente através de sua oxidacao e formacao de
espécies reativas de nitrogénio (ERNs). Também ja foi demonstrado que a S-
nitrosilacdo de proteinas (a ligagcdo de um grupo NO ao ti6l de residuos de cisteinas)
pode ser extremamente danosa em razédo da perda de funcédo enzimatica (Nakamura
et al., 2016). Alguns autores sugerem que impedir a formacédo do NOO™ ou acentuar
sua decomposicdo em processos inflamatorios pode resultar em uma nova frente
terapéutica para o tratamento de processos inflamatorios (Szabo et al., 2007).

No caso de sPLA2 de C. durissus terrificus, ndo é conhecido o seu papel no
estresse oxidativo. Entretanto ja foi demonstrado que a Cdt sPLA2 est& envolvida no
processo mionecrotico,sendo considerado um agente potencial para destruicdo das
fibras musculares que estéo relacionados a morbidade das vitimas néo fatais (Tonon
et al, 2012; Huang et al., 2015).Neste contexto, enzimas que respondem pela
decomposicdo de NOO™ com elevada eficiéncia como as Gpx e Prx aparentam ter
grande importancia no estabelecimento ou remediacdo do processo inflamatorio
(Flohé et al., 2011; Ogusucu et al., 2007; Sies et al., 1997).

1.4 Decomposicdo de EROs e ERNs por enzimas antioxidantes
A decomposicdo de EROs e ERNs sdo fundamentais para inibir o processo

inflamato6rio em diversos tecidos. De fato, ja foi demonstrado que a superexpressao
da enzima superoxido dismutase € capaz de diminuir fortemente o processo
inflamatorio e foi proposto o uso da enzima purificada como uma alternativa para o
tratamento de processos inflamatorios agudos ou cronicos (Yasui et al., 2006; Carillon
et al., 2013). Também, ja foi demonstrado que a expressdo da enzima catalase é
aumentada em tecidos que passam por processos inflamatoérios. Foi demonstrado
que administracdo de catalase em inflamacdes causadas pelos retrovirus H1IN1

apresenta resultados altamente positivos, indicando que esta enzima pode ser
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utilizada como agente anti-inflamatério (Shi et al., 2013). Em ambos os casos, o efeito
anti-inflamatério destas enzimas reside na habilidade de decompor EROs como o
radical anion superoéxido (superoxido dismutase) e o H,O, (catalase). Adicionalmente,
a decomposicao destas espécies impede a formacédo de radical hidroxila, diminuindo
0os danos celulares. Neste contexto, é de grande importancia a investigacdo do
padrdao de expressao das enzimas superéxido dismutase (Sod) e catalase (Cat), em
resposta a administracdo de Cdt sPLA2, pois 0 aumento de sua expressao seria
importante para evitar danos em biomoléculas.

Apesar de estas enzimas serem capazes de decompor algumas O,"e H,0,
eficientemente, elas ndo sédo capazes de decompor hidroperéxidos de lipidios (HPL)
ou peroxinitrito (NOQO"). Desta forma, estas espécies sdo decompostas por outras
enzimas como as peroxirredoxinas e as glutationas peroxidases (Flohé et al., 2011).
Em mamiferos existem quatro isoformas de glutationa peroxidases (Gpx), todas com
nivel de expressdo moderada (Flohé et al., 2011). Estas enzimas podem decompor
peroxidos de lipidios, peroxinitrito e H,O, com elevada reatividade (10'M™s™)
utilizando moléculas de glutationa (GSH) como receptores de elétrons (Flohé et al.,
2011).

Em relac@o as peroxirredoxinas, seis isoformas sdo encontradas em mamiferos
(Prx 1-6) distribuidas em distintos compartimentos subcelulares e também no meio
extracelular (Hanschmann et al., 2013). Estas enzimas apresentam nivel de
expressdo maior em relagdo as Gpx, mas a reatividade é similar sobre os diferentes
tipos de hidroperéxidos (Flohé et al.,, 2011). As Prx de mamiferos sdo expressas
constitutivamente, embora em niveis diferentes, em praticamente todos os tecidos e
tipos de células (Hanschmann et al., 2013; Perkins et al., 2015). Entretanto, ja foi
demonstrado que expressdo das Prx é significativamente aumentada em processos
inflamatorios em diferentes tecidos (Kinnula et al, 2002; Knoops et al., 1999; Yun et
al., 2015). Em macro6fagos e células microgliais, as Prx sao reguladas positivamente
apos estimulacdo por interferon gama (IFN-y) e lipopolissacarideos (LPS), sugerindo
que as Prx desempenham papéis fundamentais como enzimas antioxidantes
citoprotetoras em células que geram altos niveis de EROsS/ERNs apos estimulagdes
pro-inflamatorias, mas também como moduladores redox de sinalizagdo na imunidade
inata e inflamacéo (Abbas et al.,, 2009; Diet et al., 2007; Sun et al.,, 2010). Cabe
ressaltar que apesar de possuir diversas isoformas, a isoforma Prx2 é a mais

abundante em mamiferos, e em alguns tipos celulares que possuem alto niveis de
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estresse oxidativo, como o eritrocito, chega a ser a terceira mais abundante proteina
solavel da célula (Matte et al., 2010), o que indica um papel biologico de grande
relevancia. Cabe ressaltar que esta enzima, assim como as demais peroxirredoxinas,
utiliza um residuo de cisteina, denominada de cisteina peroxidasica (Cp) para a
decomposicdo de hidroperoxidos que se encontra na forma desprotonada de tiolato
(Cp-S") que se oxida ao decompor o peroxido em cisteina acido sulfénico (Cp-SOH). A
Prx2 € um homodimero e possui um segundo residuo de cisteina denominado de
cisteina de resolucdo (Cr) que se encontra protonada (Cr-SH) e se condensa com
Cp-SOH formando um dissulfeto (Cp-S-S-Cr) com consequente liberagdo de uma
molécula de H,O (Wood et al., 2003; Tairum et al., 2016).

Em condicbes de alto estresse oxidativo, antes da condensacdo com Cg,Cp-
SOH pode ser atacada por outra molécula de hidroperéxido formando cisteina acido
sulfinico (Cp-SO2H) ou cisteina acido sulfénico (Cp-SO3H). Estas modificacdes séo
denominadas de superoxida¢cdo e levam a inativacdo da atividade peroxidasica da
enzima, porém ainda sob debate (Jang et al., 2004), processo que tem implicacao na
transducédo de sinal promovida por hidroperoxidos (Day et al., 2004; Veal et al., 2018).

A expressdao de Prx2 ou sua superoxidacdo (Cp-SO,H) em processos
inflamatdrios ocasionados por Cdt SPLA2 de serpentes ainda ndo foram estudados.
Importante abordagem seria de grande importancia no qual promover seu maior
entendimento no processo inflamatério em resposta a picada de serpentes bem como

para busca de novas terapias para o tratamento de acidentes ofidicos.

1.5 Lagunculariaracemosa como fonte de biofarmacos
Diversas moléculas em plantas estdo envolvidas em sua adapta¢cdo com o meio

ambiente, participando dos processos bioquimicos, do crescimento celular e da
reproducdo, além de atuarem na defesa a herbivoria e patdégenos, regulacdo de
simbiose, controle de germinacdo de sementes e alelopatiae, portanto, séo
reconhecidos como compostos bioativos. Estes compostos sdo denominados de
metabdlitos secundarios, sdo classificados de acordo comas vias biossintéticas em
que atuam e as familias de moléculas geralmente sédo formadas por compostos
fendlicos, terpenos, esteroides e alcaloides (Bennett et al.,, 1994; Bourgaud et al.,
2001; Buer et al., 2010; Treutter, 2006).

Dentre os mais diversos ecossitemas onde podem ser encontrados compostos
biotivos, o0 mangue é uma fonte bastante utilizada pela medicina popular através de

partes da planta em natura e também extratos e produtos quimicos, que possuem
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propriedades de inseticidas, pesticidas, adstringente, ténico, remédio contra afta,
disenteria e febre (Bandaranayake, 1998; Bandaranayake, 2002). Porém, a extracao
de novos compostos provenientes do mangue, além dos ja conhecidos da populacdo
e das industrias farmacéuticas, ainda permanece aberta a novas investigacdes
(Bandaranayake, 1998; Bandaranayake, 2002; Patraet al., 2014).0s flavondis e os
terpenos, sdo 0s compostos quimicos mais abundantes em plantas do mangue e séo
descritos como bons marcadores quimiotaxondmicos (Shilpi et al., 2012), devido a
especificidade em algumas espécies, abundancia em quase todo o reino vegetal,
facilidade de identificacao e relativa estabilidade.

A Laguncularia racemosa, conhecida como mangue-branco, esta presente na
Ameérica, Africa e sul da Asia, e juntamente com a Avicennia sp. e Rizophora
mangleformam um triplice das espécies mais presentes nos manguezais (Tomlinson
e Thomlinson, 1994; Landry et al., 1997). O processo de adaptacdo evolutiva que
estas plantas desenvolveram como protecdo contra herbivoros, microrganismos e
excesso de salinidade levaram a uma complexidade quimica nestes organismos,
levando assim ao desenvolvimento de metabdlitos secundarios, principal fonte de
descoberta de novos farmacos (Patraet al., 2014). Portanto as plantas de manguezais
sdo um reservatorio de compostos naturais em potencial, com muitos deles ainda nédo
explorados na sua extenséao.

De fato, recentemente demonstramos que extratos de L. racemosa Ssao
capazes de inibir a atividade de trombina e a identificacdo das moléculas revelou que
dois flavonoides glicosilados (quercetina-3-O-arabinosidio e quercetina-3-O-
ramnosidio) respondem pela inibicdo da trombina (Rodrigues et al., 2015). Nossos
resultados contribuem para demonstrar o potencial terapéutico de compostos naturais
isolados de plantas do mangue. Neste contexto, é sabido que flavonoides podem
apresentar acao antioxidante e podem ser importantes no combate ao processo
inflamatério (Mamta et al., 2013; Pietta et al., 2000; Ribeiro et al., 2015).Portanto uma
abordagem valiosa reside na utilizacdo de extratos e moléculas purificadas para
avaliar o impacto destas moléculas no processo inflamatorio ocasionado pela

administracdo de sPLAZ2.
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2. OBJETIVOS

O presente trabalho tem como objetivos: No que concerne ao primeiro objetivo,
€ de Investigar se ocorrem danos oxidativos/nitrosativos, bem como avaliar a
expressdo de enzimas antioxidantes (Sodl Catl e Prx2) apos 240 minutos (fase
tardia) da administragdo de sPLA2 de Crotalus durissus terrificus. Em conjunto
pretendemos avaliar possiveis efeitos protetores da administracdo de extratos de
folhas de Laguncularia racemosa (mangue branco) logo apos a inoculacéo da sPLA2.

No que concerne ao segundo objetivo, € a obtencdo de sPLA2 recombinante de
Crotalus durissus terrificus (sPLA2) visando a autossuficiéncia do laboratorio desta
biomolécula e também para fornecer subsidios para sua manipulacdo genética

levando a um maior entendimento de seu funcionamento molecular.

27



unesp

v»‘ﬁ IB-CLP

3. Materiais e Métodos

3.1 Purificacdo da sPLA2 de Crotalus durissus terrificus
Amostras de veneno de Crotalus durissus terrificus foram adquiridas do

Serpentério Proteinas Bioativas Ltda — ME (CNPJ01.997.843/0001-77), empresa
certificada pelo IBAMA. Apurificacdo das sPLA2 de Crotalus durissus terrificusfoi
realizada em duas etapas cromatograficas. Na primeira fase, o veneno foi fracionado
em uma coluna C18 e C5 HPLC de exclusao molecular, utilizando-se coluna Tricon (1
x60cm) previamente empacotada com resina Superdex 75. A coluna foi acoplada ao
sistema HPLC semipreparativo Jasco e foi previamente equilibrada com tampéo
bicarbonato de amoénia 0.2M, pH 7.8 bombeados ao sistema cromatografico a um
fluxo de 0.6mL/ min durante 60 minutos. Aproximadamente 15mg do veneno total
foram dissolvidos em 250 pL de tampéao, homogeneizado, centrifugado a 45009 por 5
minutos, filtrado em filtro millex 0.45um e ent&o aplicado a coluna. O fracionamento
do veneno foi realizado a um fluxo constante de 0.3 mL/ min e 0 monitoramento da
corrida foirealizadoa absorbancia de 280nm e as fraces coletadas em um coletor de
fragcbes a razdo de 3 minutos por tubo, que foram submetidos aos ensaios para
detectara atividade fosfolipdsica A2 da fracdo. O veneno total de Cdt possui uma
fracdo denominada crotoxina que € a principal fracdo com atividade fosfolipasica A2
de veneno de Cdt. Uma vez confirmada a atividade enzimética fosfolipasica A2 da
fragdo correspondente a crotoxina, esta foi submetida a uma nova etapa
cromatografica em HPLC de fase reversa utilizando-se uma coluna semi analitica C5.
Nesta etapa cromatografica, o fracionamento da Cdt sPLA2 foi realizado em
cromatografia de fase reversa C5. A coluna cromatografica foi previamente
equilibrada com tampéo A (TFA 0.1%) durante 30 minutos a um fluxo de 1mL/ min. As
amostras de sPLA2 (1mg) foram dissolvidas em 250 pL de tampé&o A devidamente
clarificadas e aplicadasa coluna cromatogréfica. A eluicdo da Cdt sPLA2 foram
realizadasem gradiente linear continuo de tampao B (66% Acetonitrila em TFA 0.1%)
e 0S monitoramentosdos perfis cromatograficos foram acompanhados a 280nm. Em

seguida a purificacdo das amostras foi avaliada em SDS-PAGE.

3.2 Extratos e moléculas isoladas de L. racemosa
Nesta investigacdo foram utilizados de fragdes butandlica (BuOH) e de acetato

de etila (AcoeT) de extratosde L. racemosa obtidos em trabalho anterior do nosso

grupo de pesquisa (Rodrigues et al., 2015).
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3.3 Inducéo do edema de pata por SPLA2
Foram realizados dois modelos experimentais in vivo para avaliacdo da

inflamacdo aguda causada por sPLA2 purificada, ambos utilizando camundongos
fémeas Swiss. Nestes experimentos foraminoculados 20uL através de injecao
subplantar posterior direita, as amostras (Cdt sPLA2 ou veneno total) (n=5). Foram
feitos controle utilizando solucdo salina (NaCl 0,9%) e mantendo a mesma proporgao
(concentracdo) de moléculas inoculadas. O monitoramento do volume do edema foi
efetuado através de hidropleistiombémetro durante 4h ou até a diminuicdo da
inflamacé@o do controle chegar a 20% da inicial. Apds os testes, os camundongos

foram anestesiados e sacrificados via deslocamento cervical.

3.4 Extracdo e quantificagdo de proteinas totais
A sextracdes de proteinas foi realizada utilizando o reagente T-PER® para

extracdo de proteinas totais de tecidos, seguindo as orientacbes do fabricante
(Thermo Scientific). Em todos os casos a extracdo foi realizada 240 minutos apdés a
administracdo de Cdt sPLA2 com ou sem tratamento com os extratos de L. racemosa.
O material extraido foi submetido a quantificacdo pelo método colorimétrico de

quantificacdo de proteinas totais (Bradford, 1976).

3.5 Carbonilagao de proteinas pelo método colorimétrico
Neste trabalho, o conteudo de proteinas carbonila das foi determinado pela

formagao de adutos dehidrazina em proteinas (DNP) em espectrofotémetro (Carry 60,
Agilent) a 370nm, apds o tratamento com 2.4- dinitrofenilhidrazina (DNPH). Os
ensaios foram efetuados utilizando o kit Protein Carbonyl Content Assay (Sigma,

MAKO094-) seguindo as orientacfes do fabricante.

3.6 Avaliacédo de grupos sulfidrilas pelo método DTNB & 412 nm
Grupos tidl (SH) s&@o encontrados intracelularmente em cisteinas livres,

glutationa (GSH) e residuos de cisteina em proteinas, incluindo enzimas envolvidas
na resposta celular ao estresse oxidativo/nitrosativo que utilizam tidis de cisteina
altamente reativos para efetuar suas funcdes bioldégicas como a Glutationa reducatse
(GR), Tiorredoxina (Trx), Tiorredoxina redutase (TrxR), peroxirredoxinas, (Prx)
glutationa peroxidases (GPx), glutarredoxinas (Grx), e glutationa acetil transferases
(GST), dentre outras. Neste contexto, sob estresse oxidativo/nitrosativo as EROs e
ERNspodem levar a oxidacdo dos tidis destas enzimas resultando na perda da

atividade enzimatica. Para avaliar a quantidade de tidis livres foi empregado o método
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de DTNB (5-5-dithiobis, acido 2-nitrobenzéico) um método espectrofotométrico
(Ellman, 1959) e também utilizandoo kit Thiol Detection Assay (Cayman Chemicals,
cat. n°® 700340) no qual se utiliza uma sonda que emite fluorescéncia somente ao se
ligar a um tiél livre. Para a realizacdo dos experimentos foram seguidas as

orientacdes do fabricante.

3.7 Avaliacdoda nitrosilacéo de proteinas pelo método de westem blot
Em mamiferos o éxido nitrico (NO’) é produzido por trés isoformas distintas de

oxido nitrico sintase (NOS) e funciona como uma molécula de sinalizacdo chave na
fisiologia e fisiopatologia. O NO" é capaz de reagir diretamente com os centros de
proteinas heme e ndo heme ou indiretamente via oxidacdo adicional de varias
espécies reativas de nitrogénio (ERNs) que podem danificar proteinas e outras
biomoléculas. Uma das principais modificacdes é a formacédo de nitrosotiis (S-NO)
em moléculas contendo cisteinas. Para detectar esta modificacdo é utilizado método
desenvolvido Jaffrey e colaboradores (2001) que permite a deteccdo direta de
proteinas S-NO em células/tecidos, bem como por western blot. Utilizando este
método, os grupos SH livres s@o primeiro bloqueados (uma adicdo de 125,1 Da por
residuo) e quaisquer ligacdes de S-NO presente nas amostras sédo entdo clivadas. A
biotinilacdo dos grupos SH formados (uma adicdo de 523,6 Da por residuo) fornece a
base para a deteccdo colorimétrica ou de fluorescéncia a base de estreptavidina.
Para a quantificacdo da nitrosilacdo de proteinas foi utilizado o kit de deteccao de
proteinas nitrosiladas (S-Nitrosylated Protein Detection Kit) e 0s ensaios seguiram as

orientacdes do fabricante (Cayman chemicals).

3.8 Analises da expressao de niveis protéicos Cat, Sod1l e Prx2
A avaliacdo da expressdo de Prx2 foi efetuada por meio da técnica de western

blot. Para tanto, amostras de proteinas totais em quantidades equivalentes foram
submetidas a eletroforese em SDS-PAGE 15% e transferidas para uma membrana de
PVDF (Invitrogen) por eletroblotting utilizando sistema de transferéncia semi-seco
Trans-Blot SD (BioRad) em tampéo contendo Tris-HCI 150 mM (pH 8.3), glicina 50
mM e metanol 20%. Apds estes procedimentos, a eficiéncia na transferéncia das
proteinas para a membrana foi avaliada com o reagente de Ponceau (Sigma). A
membranalavada novamente com tampéao PBS (Tris 100mM pH 8.0 e NaCl 70mM) e
incubada durante 16 horas em solucdo de bloqueio contendo 0,5 g de leite em po

desnatado dissolvido em PBS. Apds o bloqueio foi feita a lavagem novamente da
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membrana com tampao PBS. Em seguida a membrana foi incubada com os
anticorposprimariosanti-Prx2 LF-MAO368 em concentracdo de 1:1000 por 90 minutos
e lavada novamente com PBS por trés vezes por 5 minutos. A deteccdo das enzimas
foi efetuada com anticorpos secundarios conjugados com HRP (Santa Cruz
Biotechnology- sc-2955). Os resultados foram analisados utilizando o ChemiDoc MP
System (Bio-Rad).

3.9 Avaliacédo da peroxidacao lipidica pelo método colorimétrico
Para se avaliar aperoxidacao lipidicase utilizou o kit Lipid Peroxidation (MDA)

Assay Kit (Sigma Aldrich, cat n° MAKO085), seguindo as orientacdes do fabricante. Os
lipidos poliinsaturados séo suscetiveis a um ataque oxidativo, tipicamente por
espécies reativas de oxigénio, resultando em uma reacdo em cadeia bem definida
com a producdo de produtos finais como o malondialdeido (MDA). Neste kit, a
peroxidacdo lipidica é determinada pela reacdo do MDA com o acido tiobarbittrico

(TBA), que pode ser detectado por fluorescéncia (Aex = 532 /Aem = 553 NM).

3.10 Analises estatisticas
Para as analises estatisticas os dados foram expressos como média + desvio

padrdo da média (para Nanimais no caso das analises do tépico 3.3; ou pelas
triplicatas dos resultados de experimentos descritos nos topicos 3.5, 3.6, 3.7 e 3.9) e
os resultados foram analisados por analise da variancia (ANOVA) seguida pelo teste

a posteriori de Dunnett. Valores de p<0,05 foram considerados significativos.

3.11 Clonagem de sPLA2
O gene de sPLA2 foi sintetizado pela GenScript (https://www.genscript.com/)

contendo codons otimizados para a expressdo em E. coli, flanqueado por sitios Ndel
e BamH I, e inserido no vetor pUC57.Para eliminar o sitio de Ndel extra, encontrado
na sequencia otimizada, foram utilizados os primers M13 e o produto da reacdo € o
gene otimizado com apenas um sitio de Ndel.Apés digestdo do plasmideo com Ndel
e BamHI, foram realizadas purificacbes da reacdo de PCR. Posteriormente, foi
realizada a ligagdo com a enzima T4 ligase (Promega) do pET15b previamente
digerido com o inserto cdtspla2.Para confirmagéo da ligagéo, foi realizado um PCR de

colénia, e aquelas que apresentaram o inserto, foram sequenciadas.

3.12 Oligonucleotideos
As sequéncias dos oligonucleotideos utilizados neste trabalho estédo

discriminadas na Tabela 1.
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Tabela 1: Oligonucleotideos utilizados para amplificacdo e sequenciamento de Cdt sPLAZ2.

Oligonucleotideos Sequéncia

Triagem de recombinantes

M13 forward 5" CGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGACY
GTTTTCCCAGTCACGAC

M13 reverse 5’AGCGGATAACAATTTCACACAGGA3’
Sequenciamento

T7 promoter 5 ATTTAGGTGACACTATAG 3’

T7 terminator 5 TGCTAGTTATTGCTCAGGCGG ¥

3.13 Selecao de transformantes
A triagem dos transformantes foi realizada através da técnica de PCR. A

reacdo de PCR utilizando como DNA molde o plasmideo pET15b supostamente
ligado ao gene cdtspla2. As reacdes foram feitas em volume final de 20 pl e foi
realizada no termociclador ProFlex PCR System (Thermo Fisher Scientific), com um
programa constituido de denaturacao inicial a 96°C por 5 min, seguido de 35 ciclos de
95°C/40seg, 55°C/30seg e 60°C/60seg. Os reagentes sao listados na Tabela 2. Apés
a amplificacdo, as amostras foram submetidas a eletroforese em gel de agarose 0,8%
contendo brometo de etideo (10ug/ml), visualizados e fotodocumentados utilizando o

equipamento ChemiDoc (BioRad).

Tabela 2. Reagentes, volumes e concentragdes utilizadas na reagdo de amplificagdo por PCR
para a selecdo dos transformantes.

Reagente Volume (ul) /[ ]
Tampé&o de reacéo 2,0/10 x
MgCl, 2,0/25mM
DNTPs 4,0/2,5mM
Plasmideo pTZ57R/gene de 2,0/50ng/ul
interesse
M13 forward 1,0/15pmol
M13 reverse 1,0/15pmol
Taq DNA Polimerase 0,2/5u/pl
H,O Milli-Q 7,8
Volume total 20,0

3.14 Sequenciamento de DNA
A confirmacdo do gene livre de mutacbes foi efetuada em sequenciador

automatico ABI 3730 DNA Analyser, utilizando o kit BigDye® Terminator v3.1 Cycle
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Sequencing (Life Technologies) utilizando os oligonucleotideos T7 promoter e T7

terminator.

3.15 Meios de cultura, linhagens e plasmideos
3.15.1 Meios de Cultura: LB (1% triptona; 0,5% Extrato de Levedura; 1%

NaCl); SOC (2% triptona; 0,5% Extrato de Levedura; 0,058% NaCl; 0,018% KClI;
[glicose] final de 20mM; pH7). Quando o meio tinha como finalidade a selecéo, foi
adicionado 100pg de ampicilina/ml. Os meios solidos foram obtidos com a adi¢éo de
2% de Agar;

3.15.2 Linhagens de Escherichia coli:E. coli BL21 (DE3): T-Suflet F lac, pro,
laclQ / A(ara-leu)7697 araD139 fhuA2 lacZ::T7 gene1 A(phoA)PvullphoRahpC* galE
(or U) galKAatt::.pNEB3-r1-cDsbC (SpecR, laclq) AtrxB rpsL150(StrR ) Agor A(malF);
C43 (DE3) (Lucigen): F- amT, hsdSb (rB- mb-), gal, dcm (DE3) (); endAlgyrA96(nalR)
thi-1 recA1 relA1 lac ginV44 F[Tn10 proAB+ laclqAalacZ)M15]hsdR17(rK- mK+);
DH5 a (Merck Millipore):F’(Z80dlacZ_(lacZ)M15) (lacZYA-argF)U169 recAl endAl
hsdR17(rk-, m+k); E. coli BL21 Origami B (DE3) (Merck Millipore):F ompThsdSg(rs
mg) galdcm lacY1 ahpC gor522:: Tn10 trxB (Kan®, Tet®); E. coli BL21 (DE3) pLysS
(Novagen):F — ompThsdSB (rB — mB —) galdcm (DE3) pLysS (CmR).

3.15.3 Plasmideos: Foram utilizados o plasmideo de clonagem pUC57

(GenScript) para a clonagem do gene e pET15b (Novagen) para a expressao
heterdloga de Cdt sPLA2.

3.16 Expresséo e purificacdo de proteinas recombinantes por IMAC
Para a padronizacdo das expressfes foram utilizadas as linhagens de E. coli BL21

(DE3), pLys (DE3), C43 (DE3), Origami (DE3) todas contendo o plasmideo pET15b
foi inoculado em LB sélido contendo ampicilina (100ug/ml) e incubadas a 37°C/16hs.
Em seguida, foi selecionada uma colénia axémica e feito o pré-inéculo em 10 ml de
LB contendo 100ug/ml de ampicilina e incubado em shaker orbital 16hs/37°C/250-
300rpm. Apds este periodo, os 10 ml de cultura foram transferidos para 1 litro de meio
LB liquido e cultivados até atingirem OD = 0.6-0.8. Neste momento, foi adicionado
IPTG para uma concentracdo final de 0,1mM. Passadas 2hs de inducéo (shaker
28°C/220rpm), as células foram decantadas por meio de centrifugacdo
20min/4°C/4000rpm e ressuspendidas em tampao fosfato (20 mM/pH 7,4).

O rompimento das células foi feito através de sonicacéo (35% de amplitude) e

os acidos nucléicos foram removidos por meio de tratamento com sulfato de
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estreptomicina em concentragdo final de 1%, durante 15 minutos, seguido de
centrifugacédo por 45 min/4°C/12000rpm. O precipitado foi descartado e os extratos
celulares livres de acidos nucléicos coletados. sPLA2 que contem cauda de histidina,
foi purificada por cromatografia de afinidade por metais (IMAC) em colunas His-Trap
(GE Healthcare) e TALON (GE Healthcare), respectivamente, em gradiente de

Imidazol (5-500mM), seguindo as orientacfes do fabricante.

3.17 Purificagéo pelo método de fervura
A proteina Cdt sPLA2 foi purificada pelo método de fervura (Boiling Method)

como descrito por Gonzalez Porqué e colaboradores (1970), com algumas
modificagcdes. O procedimento de purificacdo consistiu na utilizacdo dos 5 ml de
extrato protéico em tampdo fosfato (1M, pH = 7,4) (obtido ap6s o protocolo de
inducdo, sonicacdo e precipitacdo de acidos nucléicos por estreptomicina, como
descrito no item anterior para a purificacdo por IMAC), que foi distribuido em
eppendorfs em aliqguotas de 500 ul e a estes foram acrescentadas DTT (10mM),
sendo posteriormente incubados a 95°C por 30 min. em banho maria. Ao final deste
procedimento, as amostras foram centrifugadas por 20min/15.000rpm, o

sobrenadante foi transferido para tubos eppendorf e o precipitado foi descartado.

3.18 Liofilizac&do do extrato proteico purificado pelo método de fervura
A proteina Cdt sPLA2 foi liofizada pelo metédo de liofilizacdo (Fourier-

transform IR) descrito pelo Ispita Roy e colaboradores (2004) entretanto as amostras
de extratos proteicos purificados por fervura foram submetidas ao procedimentos de
liofizacao por 48 horas, método na qual consiste naremoc¢ao da agua de uma amostra
liquida congelada com nitrogénio liquido e passando por vaporizacdo, dessorcéo e

secagem o que protege a proteina de desnaturacéo.
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3.19 Ensaio para verificagéo de atividade de fosfolipase
Para os ensaios o padréo das reacdes continha 100ul de tampéao (20 mM Tris-

HCI, 10 mM CaCl,, 150 mM NaCl, pH 8.0); 50ul de substrato a 2,98mM (acido 4-nitro-
(3-octanoiloxi) benzoico (4N30OBA); 5upl de proteina (Cdt sPLA2 nativa ou
recombinante) em concentracdo de 1mg/ml e 50ul de Salina a 0,15M. A reacao foi
incubada por 20 minutos a 37°C em placa de ELISA. Apos este periodo, as reacdes
foram monitoradas durante 60 min, com leituras de absorbancia a 405nm a cada 5
minutos (adaptado de Oliveira et al., 2008) utilizando o leitor de placas SpectraMax
340 (Molecular Devices).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Efeitos da administracdo de extratos L. racemosa na inducédo do edema de
pata por Cdt sPLA2
Como mencionado na secao Material e Métodos extratos L. racemosaforam

sumetidos ao processo de particao liquido -liquido, com solventes de polaridade
crescente, no caso, acetato de etila e butanol, em trabalho anterior do nosso grupo de
pesquisa. Neste trabalho estas duas fragBes foram utilizadas para avaliar o possivel
efeito protetor das fragdes butandlica ( BUOH )e de acetato de etila (AcoeT) sobre o
edema de pata induzido pela administracdo de Cdt sPLA2 purificada do veneno de

serpente Crotalus durissus terrificus.

Para se avaliar se os extratos BUOH e AcoeTeram capazes de inibir a atividade
de sPLA2 foi efetuado o ensaio de atividade de fosfolipase A2 utilizando como
substrato4-N-3-OBA utilizando como controle negativo solugdo salina (NaCl). Os

resultados revelaram que os extratos inibiram a enzima de forma similar (Figura 5).
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Figure 5. Avaliacdo dos extratos butanoloico e de acetato de etila sobre a atividade de Cdt
sPLA2.

O edema de pata foi realizado em modelo experimental in vivo para avaliacdo
da inibicdo da inflamagdo aguda causada por Cdt sPLA2 purificada utilizando
camundongos fémeas Swiss. Para tanto, foram efetuados testes apds administracéo
com Cdt sPLA2 com intuito de averiguar a inibicdo ou interacdo com extratos e
compostos extraidos de o material foliar vegetal compostos fendlicos de L. racemosa.
Inicialmente foram inoculados 20 uL através de inje¢ao subplantar posterior direita de
extratos de Acetato de Etila e Butanolico e incubados 30 min com Cdt sPLA2 (n=6). E
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onde também foram feitos controle negativo utilizando solucéo salina ( NaCl 0,9% ) e
controle positivo utilizando somente Cdt sPLA2, mantendo a mesma proporcao
(concentracdo de um 1mg) de moléculas injetadas. As concentracfes dos compostos
utilizados foram iguais a de Cdt sPLA2 (1:1 p/p). O monitoramento de volume do
edema foi efetuado atraves de hidropleistiomémetro em intervalos de 30 min por 4hs.
Como controles internos foram injetados somente o0s extratos de L. racemosa.

Como esperado quando foi utilizada salina ndo houve o processo de
edemaciacdo. Os controles com as fracbes BUOH e AcoeT dos extratos induziram
edema em pequena extensao (Figura 6). A inducdo do edema de pata com Cdt
sPLA2 foi bastante significativa causando um deslocamento de ~110uL. Por outro
lado,quando em adicdo a CdtsPLA2 foram também aplicadas as fracdes BuOH e
AcoeThouve uma diminuigao significativa do edema (~90uL) na fase aguda (30 min),
indicando um efeito protetor destes extratos as células que passam no
edemaocasionado pela CdtsPLA2 (Figura 6).
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Figure 6. Avaliacdo da edemaciacdo da pata de camundongos fémeas Swiss em resposta aos
tratamentos com Cdt sPLA2 e extratos de L. racemosa.Foi utilizado o extrato Acoet (A) e BUOH
(B). Comocontrole negativo foi injetado somente solugdo salina (e) e controle positivo somente Cdt
SPLA2 (m). Como controle interno foram aplicados somente os extratos. O triangulo denota as
amostras em que foi aplicado Cdt sPLA2 e extrato de L. racemosa.

4.2 Proteinas totais de patas de camundongos extraidos ap6s o tratamento com
Cdt sPLA2

As proteinas sollveis totais do tecido das patas foram extraidas conforme
descrito na secdo Materiais e Métodos e quantificadas pelo método de Bradford. Para
se avaliar a qualidade dos procedimentos as amostras foram submetidas a SDS
PAGE. Os resultados revelam que a extracdo foi bem-sucedida (Figura 7), ndo sendo

detectado excesso de proteinas degradadas em nenhuma das aliquotas (Figura 7,
lanes 2-7).
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Figure 7. Resultado de extracdo do extrato proteico total de tecido de pata de camundongos
submetido a diferentes condi¢cdes. A extracdo das proteinas totais de tecidos da pata de
camundongos fémeas Swiss. Nas lanes foram aplicadas as seguintes amostras: MW marcador de
peso molecular (lane 1), seguida pelo controle negativo salina (solucao salina, lane 2), controle positivo
(Cdt sPLAZ2, lane 3), seguido pelos tratamentos com Cdt sPLA, e extratos da fracdo butandlica (BuOH,
lane 4) ou acetato de etila (AcoeT, lane 5), e os controles internos seguido pelos tratamentos contendo
somente extratos da fracdo butandlica(BuOH, lane 6) ou acetato de etila (AcoeT, lane 7) + solucao
salina. Antes dos procedimentos de SDS-PAGE todas amostras foram reduzidas com 1mM ditiotreitol
(DTT) para evitar a formacéo de pontes dissulfetos inespecificas entre as proteinas.

4.3 Avaliacdo da carbonilagdo de proteinas apds a administracdo de Cdt sPLA2
e extratos de L. racemosa
O estresse oxidativo e nitrosativo pode induzir danos ao DNA, lipidios e

proteinas. A oxidacdo das proteinas resulta na produgdo de grupos carbonila
estaveis, que podem ser utilizados como medida de lesdo oxidativa (Baraibaret al.,
2013; Augustyniak et al., 2014; Dalle-Donne et al., 2003; Curtis et al., 2012; Weber et
al., 2015). O teor de carbonila € determinado pela derivacdo de grupos carbonila de
proteinas com 2,4-dinitrofenilhidrazina (DNPH) levando a formacdo de adutos de
dinitrofenila  (DNP)  hidrazona estaveis, que podem ser detectados
espectrofotometricamente a 375 nm, proporcional aos grupos carbonilas presentes.
Os resultados revelaram que a carbonilagdo proteica néo diferiu de forma
significativa entre amostras tratadas com solucéo salina e aquelas tratadas com Cdt
SPLA2 ou CdtsPLA2 em conjunto com os extratos, indicando que a administracao de
Cdt sPLA2 né&o foi capaz de levar a danos oxidativos emproteinas (Figura 8). De fato,

estes resultados estdo de acordo com o observado na extracdo de proteinas
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totaisonde néo foi detectada degradacdo proteica em amostras tratadas com Cdt
SPLA2 e a toxina em conjunto com os extratos de L. racemosa (Figura 7).
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Figure 8. Avaliagcdo dos niveis de carbonilagcédo de proteica de amostras.O conteudo de proteinas
carboniladas foi determinado pela formagao de adutos de hidrazina em proteinas apos tratamento com

DNPH. Nos procedimentos foram utilizados 2mg de proteinas totais de cada amostra. Solugéo salina
representa controle negativo, Cdt sPLA2 representa o controle positivo, BUOH amostras tratadas com
Cdt sPLA2/fracao butandlica, AcoeT amostras tratadas com Cdt sPLA2 e extrato de acetato de etila.
Os resultados estdo expressos ha quantidade de grupamentos carbonila (nmol) por mg de proteina.

4.4 Quantificagdo de grupos sulfidrilas livres
Em condicdes de homeostase o ambiente celular é altamente redutor e grupos

tidis de Cys livres ou que incorporados empeptideos e proteinas normalmente se
encontram em sua forma reduzida (SH). Por outro lado, quando as células séo
submetidas a estresse oxidativo/nitrosativo os grupamentos tiol se oxidam e forma
pontes dissulfetos (SS) que podem levar a agregacao proteica com consequente
perda de suas fungdes bioldgicas (Jeong et al., 2014; Knoops et al., 2016,Bayer et al.,
2013). Neste contexto, investigamos o estado redox dos tidis celulares de amostras
proteicas oriundas de tecidos submetidos a aplicacédo de Cdt SPLA2 e de extratos de

L. racemosa.

Nossos resultados indicam que a quantidade de grupamentos tidis
determinados para a enzima nao tradada com Cdt sPLA2 (~ 2.200uM de Cys) é
bastante semelhante ao detectado nas amostras tradadas (~ 2.300uM de Cys)
(Figura 9).Quando se compara com a aplicacdo conjunta de Cdt sPLA2 e as fracdes

dos extratos BUOH e AcoeT foi possivel detectar um sutil aumento na quantidade de
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Cys livres (~ 2.600 e 2.550uM, respectivamente). Entretanto, o controle interno
representado pela aplicacdo somente dos extratos BuOH e AcoeT, revela que os
niveis de Cys livres (~ 2.400 e 2.300uM, respectivamente)é muito similar ao
observado para o controle negativo (salina) ou contendo Cdt sPLA2. Conjuntamente,
os resultados indicam que os peptideos e proteinas ndao apresentam danos durante a

fase pos aguda do edema (240 minutos).
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Figure 9.Determinacdo de tidis livres nos extratos proteicos totais.O contetdo de grupos tiois
livres no extrato proteico total foi determinado utilizando métodos DTNB. Para as analises foram
utilizados 2 mg de proteinas total de cada amostra na reagéo. Salina representa controle negativo, Cdt
sPLA2 como controle positivo, BUOH amostras tratadas com Cdt sPLA2/fragdo butandlica, amostras
tratadas com Cdt sPLA2/Acetato de etila, e em seguida extratos BuOH e acetato de etila
respectivamente. Os resultados estdo expressos em quantidades de grupamentos tidis livres por uM
de proteina.

4.6 Avaliacdo da peroxidacdo lipidica

A peroxidagdo lipidica € um fendmeno biol6gico largamente estudado no
estresse oxidativo/nitrosativo. Ela se inicia pelo ataque de oxidantes sobre lipideos
insaturados resultando em uma reacdo em cadeia bem definida, que tem como
produto final como o malondialdeido (MDA) (Ayala et al., 2014; Jeong et al.,
2014).Lipideos polares insaturados e poli-insaturados s&o moléculas que compde as
membranas celulares e posteriormente participam da formacdo da barreira de
permeabilidade de células e organelas subcelulares na forma de bicamada lipidica e
sua oxidacao pode levar a seu enrijecimento, perda de sua fluidez e pode resultar na

ruptura da célula (Ayala et al., 2014; Jeong et al., 2014).
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Neste contexto, resolvemos investigar mais este marcador de estresse
oxidativo. Os tratamentos conjuntos de Cdt sPLA2 com os extratos BuOHou Acoet
revelam niveis de MDA semelhantes aos detectados nas amostras contendo somente
solugéo salina (0.46uM). Os controles internos contendo somente dos extratos de L.
racemosa e salina revelaram niveis similares as amostras que receberam somente
solucdo salina, indicando que no estagio pés aguda (240 minutos) da edemaciacdo
ocasionada por Cdt sPLA2 néo existe indicios de peroxidacao lipidica.

1.0

0.0 | . |
Salina(C-) Cdt  Cdt Cdt BuOH AcoeT
SPLA2 sPLA2  sPLA2
+BuOH  +AcoeT

Figure 10. Avaliacdo da peroxidacao lipidica (MDA) em resposta a administragdo de Cdt sPLA2
na fase pés aguda de edemaciacdo.ApoOs a quantificacdo as amostras foram submetidas ao ensaio
de peroxidagdo lipidica. Na reacdo foram usados 10mg de tecidos para cada amostra. Salina
representa controle negativo, fosfolipase A2 (sPLA2 + Salina) controle positivo, seguido pelos extratos
de Laguncularia racemosa butanolico (BuOH + sPLA?2), acetato de etila (AcoeT + sPLA2). em seguida
extratos de Laguncularia racemosa Butanolico (BuOH + Salina), e Acetato de etila (AcoeT + Salina)
respectivamente. Os resultados expressam a quantidade de MDA (uM).

De forma geral fica claro que a administracdo de Cdt sPLA2 néo leva a uma
maior peroxidacdo lipidica na fase pds aguda de edemaciacdo. Adicionalmente, nas
membranas danificadas o0s extratos obtidos aparentam ndo acentuar dano a
membrana, provavelmente uma vez que possui a mesma concentracdo de

malondaldeido quando se compara ao controle negativo.

4.7 Avaliacdo da nitrosilagdo de proteinas
O NO’ é capaz de reagir diretamente com os centros de proteinas heme e nédo

heme ou indiretamente via oxidacdo adicional de varias espécies reativas de
nitrogénio (ERNSs). Para se detectar a reacdo de espécies S-nitrosiladas de proteinas

pelométodo desenvolvido por Jaffrey e colaboradores (2001) que permite a detecgéo
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direta de proteinas S-NO em células/tecidos ou de proteinas purificadas (western
blot) por meio de anticorpo anti-nitrosotiél. Neste método, os grupos SH livres séo
primeiramente bloqueados, S-nitrosotidis sdo reduzidos a tiol (SH) que séo rotulados
covalentemente com maleimida-biotina. A detec¢do subsequente € efetuada por
reagente acoplado a avidina é utilizada para identificar as proteinas biotiniladas.
Aplicando o0s procedimentos descritos acima avaliamos amostras com
tratamento e sem tratamento com Cdt sPLA2 e também com a administracdo dos
extratos em conjunto com a toxina ou ndo. Os nossos resultados indicam que a
nitrosilagdo de proteinas foi mais abundante em amostras em que foi aplicada
somente Cdt sPLA2 (Figura 11B, lane 2) quando comparada com o controle negativo
(Figura 11, lane 1). No caso do extrato butanolico (BuOH) foi possivel observar que
sua administracdo em conjunto com Cdt sPLA2 inibiu de forma significativa a S-
nitrosilacaoproteinas (Figura 11B, lane3). Por outro lado, a administracao conjunta de
Cdt sPLA2 néo foi capaz de inibir a acdo inflamatoéria da toxina (Figura 11B, lane4). A
administracdo somente dos extratos BuOH ou AcoeT, ndo levou a um aumento da S-
nitrosilagdo deproteinas (Figura 11B, lanes5 e 6)., indicando que o extrato BuOH,

possui propriedades capazes de inibir danos causados Cdt sPLA2.

Figure 11. Resultado de western blot para detec¢cdo de S-Nitrosilagdo proteica. A concentragéo
de amostras utilizada foi de 30ug/ul. (A) membrana apos transferéncia de amostras corado com
Ponceau. (B) Resultado de westeern blot com anticorpo anti-nitrosotiol.

4.8 Andlise da expressao das enzimas antioxidantes Sod1l, Cat 1 e Prx2

Como mencionado anteriormente, o processo inflamatorio causa o aumento de
espécies reativas de oxigénio em especial o radical anion superéxido (0O,") e
hidroperoxidos (H,O,, Lp-OOH, NOO’, dentre outros) 0s quais podem ser
decompostos pela enzima superoxido dismutase (Sod) e peroxidases como a

catalase e as Prx, respectivamente. De fato, diversos trabalhos demonstram que
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estas enzimas possuem sua expressdao aumentada em processos inflamatoérios, um
mecanismo utilizado para neutralizar o estresse oxidativo

Para se avaliar se as enzimas tiveram aumento na expressdo na fase poés
aguda da inflamacdo foram investigados os padrbes de expressdo da superoxido

dismutase citosdlica (Sod1).
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Figure 12. Anélise da expressao de Sod1l em amostras tratadas com Cdt sPLA2 e Cdt sPLA2 e
extratos de L. racemosa. A concentragdo de amostras proteicas utilizadas foi de 14ug/ul. (A) gel
controle contendo as amostras de proteinas sollUveis totais revelados com coomassie blue. (B)
Resultado de western blot com anticorpo monoclonal de camundongo anti-Sod1 (dilui¢do 1: 5000).

Nossos resultados revelam que em nenhuma das condi¢cdes avaliadas ocorreu
difrencas no padréo de expressdo de Sodl, indicando que ndo ocorreu aumento
acentuado de O,” em razéo do tratamento com Cdt SPLA2 ou da toxina em conjunto
com os extratos de L. racemosa (Figura 12).

A andlise de expressao da catalase, enzima capaz de decompor H,0,, também
foi avaliada por western blot. Novamente, nossos resultados ndo revelaram aumento

da expresséo da enzima em nenhuma das condic¢des testadas (Figura 13).
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Figure 13. Resultado de western blot com anticorpo monoclonal de camundongo anti-catalase.
(A) A concentracdo de amostras é de 14ug/pl. (A) Gel controle de carregamento para amostra de
proteinas sollUveis totais de pata de camundongo. (B) Resultado de western blot utilizando anticorpo
monoclonal anti-catalase de camundongo (diluigdo 1: 5000).

Entretanto, uma vez que a catalase ndo € capaz a decompor outros tipos de
peroxidos formados durante o estresse oxidativo como peroxinitrito e peroxidos
organicos (Tairum et al., 2016) avaliamos também os niveis de expressao de Prx2, a
isoforma de peroxirredoxinas mais abundante em eucariotos. Os resultados obtidos
revelam que os niveis de expressdo da enzima Prx2 ndo apresentaram diferencas
significativas no nivel de expresséao (Figura 14 B).

Uma vez sob estresse oxidativo/nitrosativo elevado Prx2 pode ter sua Cp
superoxidada a Cp-SO,H ou CP-SOz;H. Para investigar se as cisteinas se
apresentavam superoxidadas realizamos também a analise da presenca destas
espécies por meio de western blot, utilizando anticorpos anti-SO,;3H. Os resultados
revelaram que em todas as condicbes testadas a quantidade de espécies
superoxidadas foi a mesma (Figura 14D). Novamente os resultados ndo sugerem a
existéncia de estresse oxidativo/nitrosativo na fase tardia do edema.

De forma coletiva e possivel afirmar que nenhuma das andlises efetuadas por
meio de analises globais de danos oxidativos/nitrosativos (peroxidacdo lipidica,
carbonilacéo de proteinas ediminui¢do no nivel de ti6is livres) e aquelas envolvendo o
aumento de expressao de enzimas antioxidantes (Sod, Cat e Prx2) ou a modificacao
oxidativa (Prx2) nenhum deles indica a existéncia de danos oxidativo ou altera¢éo nos

niveis de expressao de enzimas antioxidantes na fase tardia do edema.
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Figure 14. Resultado de western blot com anticorpo monoclonal de camundongo anti-Prx2 e
anticorpo anti espécie superoxidada (anti-SO,;3H). A concentracéo de amostras de proteina total foi
de 14ug/ul Prx2. A e C ) Gel controle de carregamento de amostra corado por coomassie blue. B)
resultado de western blot utilizando anti-corpo LF-MAO368 especifico para Prx2 de camundongo
(diluicao 1: 7000). D) resultado de western blot utilizando anti-corpo especifico para anti-SO,/; de
camundongo (diluicdo 1: 10000. A concentragdo de amostras foi de 14ug/ul.

Neste contexto acreditamos que mesmo havendo edema (Figura 6), no estagio
tardio os mecanismos de defesa oxidativo ja efetuaram seu papel e a homeostase

redox ja foi re-estabelecida.
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5.0btencao de sPLa2 C. durissus terrificus recombinante
5.1 Clonagem de Cdt sPLA2

Como mencionado, anteriormente a extracdo de Cdt sPLA2 além de ser
bastante trabalhosa, pois envolve diversos passos para a sua purificagdo, cada vez
mais esbarra em barreiras regulatérias o que dificulta bastante sua obtencao.
Adicionalmente sua extracdo a partir do veneno rende aproximadamente 3mg por
grama de veneno. Uma alternativa seria sua producdo através de metodologias
envolvendo sua produgcdo recombinante, uma vez que este tipo de abordagem é
capaz de produzir miligramas de proteina (Jozala et al., 2016; Lopeset al., 2017), o
gue pode permitir ndo s6 sua producdo em abundancia (na ordem de gramas por litro
de cultura) mas também permitir estudos que visem sua caraterizacdo molecular
aprofundada, uma vez que sua clonagem pode permitir estudos de substituicdo de
aminoacidos chave envolvidos em sua atividade bioquimica e consequentemente
levar a um maior entendimento do funcionamento da enzima o que pode permitir a

criacao de novas abordagens terapéuticas.

Até o presente momento existem diversos trabalhos voltados para a clonagem
de toxinas de serpentes (Fan et al., 1999;Ferreira et al., 2013; Kassab et al., 2004;
Picelliet al., 2017; Singhet al., 2005; Rojnuckarinet al., 2006) entretanto poucos
trabalhos tiveram como objetivo a expressdo heter6loga de toxinas em sistemas
bacterianos. Como exemplos, a sPLA2 acidica de Bothrops jararacussuja foi
expressa de forma recombinante em bactérias. Entretanto, a expresséo resultou em
corpos de inclusdo sendo necessério seu re-enovelamento para que a enzima
apresentasse atividade (Robertoet al., 2004). De fato, procedimentos envolvendo a
expressao recombinante de sPLA2 de Agkistrodon halys pallas levou a produgéo em
corpos de inclusdo e mesmo apdés renaturacdo somente 27% da atividade da enzima
foi retida (Pan et al.,, 1998) o mesmo ocorreu para Naja naja sputatrix e Bungarus

multicinctus (Armugam et al., 1997, Changet al., 1996b).

A estrutura cristalografica da sPLA2 de C. durissus terrificus ja foi determinada
0 que favorece o estudo da substituicdo de aminoécidos por mutagénese sitio dirigida
e a avaliacdo dos efeitos das substituicdes de aminoacidos (Marchi-Salvador et al.,

2008), que sao bastante escassos nesta area (Chang et al., 1996).
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A expressao heterdloga deste grupo de proteinas representa um grande
desafio, uma vez que elas sdo toxicas para as células hospedeiras bacterianas em
razdo da atividade de fosfolipase que é capaz de desorganizar as membranas
celulares levando a morte da célula. Como pode ser observado o0 sucesso na
expressdo de algumas PLA2 acidicas se deu quando elas se apresentaram em
corpos de inclusdo, ou seja nao soluveise, portanto, sem atividade. Cabe ressaltar
que as sPLA2 que foram expressas aatividade enzimatica sO foi parcialmente

restaurada apds processos de renaturacao in vitro da proteina.

Com o objetivo de expressar a Cdt sSPLA2 optamos por sintetizar o gene com
os cbédons otimizados e clonar em vetor de clonagem pUC57 flanqueado com sitios
para enzimas de restricio BamHI e Nde | (secdo Material e Métodos) visando a
transferéncia para vetor de expressdo pET15b, o qual insere na proteina
recombinante uma cauda de histidinas (His 6 x) e possibilita a purificagdo por

cromatografia de afinidade por metais imobilizados (em inglés IMAC).

Para tanto inicialmente digerimos pET15b com BamH | e Nde I. O resultado da
digestdo do plasmideo € mostrado na figura 15A. O gene inserido no plamideo
pUC57 foi amplificado com o oligonucleotideos M13F E M13R e posteriormente
digeridos com BamH | e Nde | e o produto apds purificacédo foi ligado no plasmideo
pET15b e transformado em linhagem de E. coli DH5a. Em seguida foi efetuado o
PCR de colbnia para se checar a insercdo do gene cdtspla2 e os resultados
revelaram que todos os clones continham o gene (Figura 15B). A confirmacédo de que
0S genes nao continham mutacdes foi efetuada por meio do sequenciamento dos

insertos dos plasmideos utilizando os oligonucleotideos T7F E T7R.

1 2 "1 2 3 4 5 6 7

Figure 15. Clonagem de Cdt sPLA2. A) Gel de agarose 0,8% contendo brometo de etideo (10ug/ml)
contendo o resultado da digestdo enzimatica do plasmideo expressdo pET15b com as enzimas de
restricdo Bam HI e Nde | (lane 2). Na lane 1 foi aplicado o marcador de massa molecular. B) Triagem
por PCR de plasmideos pET15b contendo o gene cdtpla2. Nas lanes 1-7 foram aplicados o produto de
amplificacé@o de diferentes clones.
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5.1 Padronizacao da expresséo de Cdt sPLA2 recombinante (Cdt sPLAZ2r)
Para a expressao de Cdt sPLA2r (o “r" denota a proteina recombinante) foram

utilizadas linhagens de E. coli contendo caracteristicas distintas.Inicialmente foram
utilizadas as linhagens BL21 (DE3) e BL21 (DE3) pLysS. A linhagem BL21 (DE3)
conttm o gene da polimerase do fago T7 com o promotor lac inserido
genomicamente, que € induzido por IPTG. Esta linhagem possui a delecdo das
proteases lon e OmpT, sendo que € adequada para a expressao de genes cujo
produto ndo é toxico. Por sua vez a linhagem BL21 (DE3) pLysS além de conter as
caracteristicas da BL21 (DE3) conttm o plasmideo pLysS, que expressa
constitutivamente lisozima de T7, a qual reduz a expressdao basal de genes alvo
através da inibicdo da T7RNA polimerase. Como efeito, o controle rigoroso da T7TRNA
polimerase auxilia na expressdo de proteinas recombinantes e toxicas ou de baixa

solubilidade.

A figura 16 revela o resultado em SDS PAGE néo redutor (sem a adicdo de
DTT) da expresséo utilizando as duas linhagens em duas diferentes temperaturas

(37°C ou 20°C) das fracBes proteicas totais sollveis e insollveis.
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Figure 16. Expressédo de Cdt sPLA2 recombinante (Cdt sPLAZ2r) as linhagens pLysS BL21 (DE3)
e BL21 (DE3). Resultado de SDS PAGE (concentracdo do gel = 12%) e revelado com coomassie
brilliant blue contendo os resultados da inducdo da expressdo utilizando as linhagens pLysS BL21
(DE3) e BL21 (DE3) em temperatura de 37°C ou 20°C. A inducéo foi efetuada utilizando 0.3mM de
IPTG por 3hs (37°C) ou 12 hs (20°C). Foram avaliadas as frag8es sollveis e insolUveis para ambas as
condicdes de expressao.

48



Funesp

ﬁr“. IB-CLP

Os resultados revelaram que nao foi possivel a expressar Cdt sPLA2r de forma
satisfatoria, o que poderia indicar que a inducdo da expressao de Cdt sPLA2r possa
ter sido toxica para a célula o que impediu sua deteccdo em quantidades satisfatorias.
Adicionalmente, a analise da sequencia de aminoacidos e da estrutura de Cdt sPLA2
revelam a existéncia de 14 residuos cisteinas sendo que doze deles podem formar
dissulfetos (Figura 17). Neste contexto, foram selecionadas duas outras linhagens

para a expressao de CdtsPLA2 a linhagem Origami (DE3) e a linhagem C43 (DE3).

A) MSLLOFNKMIKFETRKNAVPEYA
FYGCYCGWGGQGRPKDATDRCCF
VHDCCYGKLAKCNTKWDIYRYSL
KSGYITCGKGTWCKEQICECDRV
AAECLRRSLSTYKNEYMEFYPDSR
CREPSETC

Figure 17. Estrutura primaria e terciaria de Cdt sPLA2 revelam elevada quantidade de residuos
cisteinas. A) Sequencia de aminoacidos de Cdt sPLA2. As cisteinas estdo em laranja e residuos
envolvidos na catalise em azul e os demais estédo representados em verde. B) Estrutura cristalografica
de Cdt sPLA2 representada em cartoon (verde) (pdb = 2COG). Os residuos de cisteina estédo
representados por esferas e os atomos colorizados em verde (carbono) e laranja (enxofre). Os
residuos His48 e Asp99 envolvidos na catdlise estdo representados por esferas com os atomos de
carbono em roxo, os de oxigénio em vermelho e os de nitrogénio em azul. A representacgdo grafica foi
produzida utilizando o software PyMOL (https://www.pymol.org/).

A linhagem Origami (DE3) apresenta mutacfes na tiorredoxina redutase (trxB)
e glutationa redutase (gor), genes envolvidos em vias redutoras e cujas mutacdes
favorecem fortemente a formacéo de ligacGes dissulfeto no citoplasma da bactéria.
Por sua vez a linhagem BL21 (DE3) C43 ¢ efetiva na expressao de proteinas toxicas
e de membrana de todas as classes de organismos. A razdo desta caracteristica
reside namutagcdo no promotor de lacUV5 para lactose o que o torna menos apto a
expressar fortemente a T7 RNApol e consequentemente as proteinas sob seu
controle, o que pode garantir a sobrevivéncia da bactéria durante o processo de

expresséao heterologa.

Com o intuito de diminuir a toxicidade de Cdt sSPLA2r para a célula bacteriana o
tempo de expresséo testado foi reduzido para 1 hora ou 2 horas a 20°C. A figura 18
revela o resultado dos procedimentos para a linhagem Origami (DE3). Apds a
purificacdo por IMAC foi efetuado o SDS PAGE néao redutor sendo possivel identificar

uma banda com massa <14 kDa, esperada para a enzima recombinante.
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Figure 18. Expressdo de Cdt sPLAZ2r utilizando a linhagem Origami (DE3) e purificagdo por
cromatografia de afinidade por metais imobilizados (IMAC). Resultado de SDS PAGE (gel = 12%)
e revelacdo com coomassie brilliant blue para a indu¢éo da expressdo por 1 hora (A) ou 2 horas (B)
utilizando as linhagens Origami (DE3) em temperatura de 20°C utilizando 0.3mM de IPTG. Na lane 1
foi aplicado o marcado de massa molecular Benchmark (Thermo Fisher Scientific), na lane 2 o extrato
proteico insolavel total, na lane 2 seguido pelo eluido em concentra¢gdes crescentes de imidazol (5mM,
lane 3; 20mM, lane 4 e 100mM, lane 5).

Para a linhagem C43 (DE3), foram aplicados 0s mesmos protocolos
experimentais descritos acima para a Origami (DE3). Os resultados revelam que
assim como para a linhagem origami também foi possivel detectar uma banda com
massa <14 kDa, entretanto a quantidade no extrato total solavel (Figura 19, lane 2) foi
muito superior a detectada a expressdo efetuada na linhagem origami (Figura 18,
lane 2). Entretanto para ambas as linhagens a purificacdo por IMAC néo foi suficiente
para se obter a proteina com grau de pureza satisfatorio. De fato, mesmo em
concentracfes intermediarias de imidazol (> 200mM) nao foi possivel detectar a
presenca de Cdt PLA2 recombinante (Cdt sPLAZ2r), sugerindo a oclusdo parcial da
cauda de histidinas.
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Figure 19. Expressédo de Cdt sPLAZ2r utilizando a linhagem BL21 (DE3) C43. Resultado de SDS
PAGE (concentracao do gel = 12%) e revelado com coomassie brilliant blue contendo os resultados da
inducdo da expressédo utilizando as linhagens pLysS BL21 (DE3) e BL21 (DE3) em temperatura de
37°C ou 20°C. A inducao foi efetuada utilizando 0.3mM de IPTG por 3hs (37°C) ou 12 hs (20°C).
Foram avaliadas as fra¢gBes sollveis e insollveis para ambas as condi¢bes de expressao. A seta azul
indica a proteina superexpressa em E. coli com massa molecular esperada para Cdt PLA2
recombinante.

5.2 Ensaio de atividade para Cdt SPLA2 recombinante (Cdt sPLAZ2r)

Para se averiguar se realmente nas fragcbes de extrato total solavel que a
banda de ~ 14 kDa poderia ser Cdt sPLA2r realmente foram efetuados ensaios
comparativos de atividade com a proteina nativa extraida de glandula de veneno. Os
resultados indicaram que a fragdo celular solivel sem nenhuma purificagéo

apresentou atividade de fosfolipase A2 (Figura 20).
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Figure 20. Avaliacdo da atividade de Cdt sPLA2 recombinante (Cdt sPLAZ2r). As amostras
recombinantes expressas nas linhagens Origami C43 (DE3) e C43 (DE3) foram avaliadas quanto a
atividade enzimética, na reacdo foi utilizado o extrato proteico total, sem passar por purificacdo. Como
controle 1 (CT1) foi o tampdo Tris 0, 02M.HCI, pH 7.4; NaCl 0,15M e CaCl, pH 8.0, utilizado para
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sonicacdo das células seguida. Para todas as amostras foi adicionado o substrato 4-N-3-OBA (NOBA
1mg). As amostras foram submetidas a leitura no comprimento de onde 405nm no intervalo de 1 hora a
cada 5 min. O controle negativo esta representado pela linha vermelha (e), a SPLA2 nativa extraida de
veneno em azul (¢), Cdt sPLA2 recombinante expressa na linhagem Origami (DE3) (linha verde claro,
A) e C43 (DE3) (linha verde escuro, V).

5.3 Purificagéo por fervura de sPLA2 recombinante (Cdt sPLAZ2r)

Visando alterar a pureza das amostras optamos por fazer a purificacdo por
fervura. Este tipo de purificacdo é aplicado para proteinas termo estaveis e uma vez
que existe elevado numero de dissulfetos (seis) isto poderiaindicar uma elavada
estabilidade. Para esta metodologia utilizamos a linhagem de E. coli C43 (DE3) uma
vez que foi a linhagem que apresentou os melhores resultados para a expressao.
Aplicando esta metodologia foi possivel obter a enzima Cdt sPLA2 recombinante (Cdt
sPLA2r) com uma pureza bem mais acentuada (Figura 21, lanes 3 e 4). Ainda com a
intenc@o de aumentar a pureza da proteina esta também foi liofilizada, entretanto, ndo
foram detectadas diferencas significativas entre no teor de contaminantes proteicos

antes e apos a liofilizacéo.

97kDa
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45KDa | S
| ————

31 KDa
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14.4 KDa | —

1 2

Figure 21. SDS PAGE contendo o resultado de purificagdo de Cdt sPLA2 recombinante. Para
expressao foi utilizada a linhagem de E. coli C43 (DE3) com induc¢éo por 2hs a 37°C utilizando 0.3mM
de IPTG. Na lane 1 foi aplicado o marcador de peso molecular; na lane 2 foi aplicado o extrato proteico
soluvel; nas lanes 3 e 4 aliquotas de purificagdo por fervura; lane5 amostras purificada por fervura e
depois liofilizada e resuspendida em tampao fosfato pH 7.5 (200mM). A seta azul indica a proteina
superexpressa em E. coli com massa molecular esperada para Cdt PLA2 recombinante.

Avaliamos também a atividade de fosfolipase A2. das amostras (Figura 22). Os
resultados revelaram que a fracdo sem purificacdo apresentou menor atividade de

fosfolipase A2. que a proteina purificada por fervura. Adicionalmente foi possivel
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constatar claramente um comportamento enzimatico diferente entre a proteina nativa
purificada e Cdt sPLA2r. Enquanto que a enzima nativa purificada apresenta um perfil
de atividade sigmoide denotando comportamento alostérico em acordo com o
determinado em estudos anteriores (Oliveira et al.,, 2002). Por outro lado, a Cdt
sPLA2r apresentou um perfil linear caracteristico de enzimas que seguem o padrao
Michaeliano (Figura 22). De fato, o calculo das velocidades iniciais revela que o
extrato purificado somente por fervura apresentou atividade de 8,1 x10*% pMis,
enguanto que o extrato que apos o procedimento de liofilizacéo e purificdo por fervura

foi de 10, 8 x10™* uM/s, ambas superiores a enzima nativa purificada 7.1 x10™" pM/s).

As razbes para estas diferencas nao séo claras, mas podem estar relacionadas
com a presenca de cauda de histinas da proteina recombinante. Entretanto, os
resultados apresentados aqui representam a primeira vez que € produzida a sPLA2
de Crotalus durissus terrificus além de ter sido possivel determinar um processo

bastante vantajoso economicamente para sua purificagao.
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Figure 22. Avaliacdo da atividade de sPLA2 recombinante. As amostras foram submetidas a ensaio
de atividade enzimética, na reacdo foi utilizado o extrato proteico total (quadrado azul). Como controle
negativo foi utilizado somente o tampao da (Tris-HCI 0,02M; NaCl 0,15M, CaCl, pH 8.0) seguida por
extrato proteico total. o quadrado branco a enzima sem purificar e o azul escuro a proteina purificada
por fervura e liofilizada.
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5.1 Conclusdes e Perpectivas

Este projeto tevedois principais objetivos: 1)avaliar se ocorre efeito protetor das
fracbes butanolica (BuOH) e de acetato de etila (AcoeT) de Laguncularia
racemosafrente a adminstracdo de sPLA2 de Crotalus durissus terrificus (Cdt sPLA2),
avaliando também se o estresse oxidativo esta envolvido na fase tardia do processo
de edemaciacdo promovido pela toxina; 2) clonar, expressar e purificar e caracterizar
Cdt PLA2 recombinante (Cdt sPLAZ2r).

No que concerne ao primeiro objetivo, avaliamos se os extratos AcoeT e BuOH
eram capazes de inibir a atividade de Cdt sPLA2 (Figura 5). Os resultados revelaram
gue a administracdo dos extratos em conjunto com Cdt sPLA2 foi capaz de diminuir a
edemaciacdo na fase aguda (até 30 minutos), no entanto na fase tardia (240 min)
enquanto o extrato BUOH levou a uma reducao do edema, a administracéo do extrato
AcoeT nado apresentou efeito protetor(Figura 6). Conjuntamente, os dados indicam
gue somente o extrato BUOH de L. racemosa possui componente(s) capaz(es) de
combater os efeitos toxicos de sPLA2.

Para averiguar o estresse oxidativo sobre biomoléculas de proteina avaliamos
a carbonilagcdo proteica e a quantidade de sulfidrilas livres (figuras 8 e 9
respectivamente). Em ambos os casos os resultados obtidos neste trabalho néo
indicaram que a Cdt sPLA2 ou mesmo os extratos de L. racemosasdo capazes de
promover danos oxidativo em biomoléculas de proteinas na fase tardia do edema
(240 min). Também avaliamos de forma global a peroxidacéo lipidica nesta fase e os
resultados indicam que aparentemente os extratos podem proteger levemente as
células da peroxidacao (Figura 10). Entretanto, a diferenca ndo é significativa, pois as
guantidades de MDA foram ~10% maior que o controle negativo. Neste caso, 0s
extratos de L. racemosalevaram somente a uma leve protecdo em resposta a
administracdo da toxina de C. durissus terrificus.

Tambem para avaliar a existéncia de estresse oxidativo investigamos a
expressdo das enzimas antioxidantes, superoxido dismutase, catalase e
peroxirredoxina Il. A enzima superoxido dismutase (Sod) é capaz de decompor o
radical anion superéxido (O,") e a catalase (Cat) o peroxido de hidrogénio (H205),
EROs que sdo comumente geradas em processos inflamatérios (Halliwell e
Gutteridge, 2007; Szabo et al., 2007). Nossos resultados demonstraram que nesta
fase do processo de edemaciacédo nao foi detectado o aumento da expresséo de Sod
ou Cat. Também avaliamos a expressdo e modificacdo (superoxidacdo) de Prxll
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umavez que esta enzima é capaz de decompor ndo somente o H,O,, como a
catalase, mas também hidroperoxidos de lipideos e peroxinitritos, utilizando um
residuo de cisteina (cisteina peroxidasica - Cp) para efetuar a catalise. A expressao
da enzima é aumentada com aumento de oxidantes (Bayer et al., 2013). Entretanto,
quando os niveis de hidroperéxidos sdo muito elevados, ocorre a inativacdo da
enzima em razao da formacédo de cisteina acido sulfinico (Cp-SO,H). De fato, ja foi
demonstrado que parte da Prxll se encontra com Cp na forma de Cp-SO,H, mesmo
em condic¢@es fisiologicas, mas ocorre um aumento acentuado quando as células se
encontram sob estresse oxidativo incluindo os processos inflamatdrios (Cox et al.,
2009).

Nossos resultados revelaram que os niveis de Prxll ndo se alteram com a
aplicacdo de Cdt sPLA2, dos extratos de L. racemosa ou ambos (Figura 14 A).
Também investigamos a formacdo de Cp-SO,H por meio de western blot, entretanto
nossos resultados novamente foram negativos uma vez que o0s niveis de Cep-
SO,Hforam muito similares em todas as condicdes testadas (Figura 14 B).

Em conjunto, nossos dados indicam fortemente que apesar da edemaciacao
promovida pela Cdt sPLA2 persistir na fase tardia do processo n&o existem
evidéncias de estresse oxidativo nesta fase, pois mesmo utilizando diferentes
abordagens para deteccdo do estresse oxidativo como niveis de oxidacdo de
sulfidrilas, carbonilacdo proteica, peroxidacao lipidica e aumento de expressao ou
modificacdo de proteinas antioxidantes, nenhum deles apresentou resultados que
indiqguem o estresse nesta fase. Uma perspectiva interessante reside em realizar as
mesmas avaliacfes bioquimicas na fase aguda (15-30 min) e na fase media (60 min)
do processo de edemaciacdo, o que deve permitir uma visdo mais refinada da
existéncia ou ndo de estresse oxidativo ocasionado por Cdt SPLAZ2.

No que concerne ao segundo objetivo, ou seja, a obtencdo de Cdt sPLA2
recombinante (Cdt sPLA2r), também foram obtidos resultados bastante relevantes.
Conseguimos clonar, expressar e estabelecer protocolos de purificagdo de baixo
custo para Cdt sPLA2r obtendo quantidades bastante elevadas de proteina (Figura
21). De fato, a enzima recombinante obtida apresentou maior velocidade inicial
gquando comparada com a Cdt sPLA2 nativa (Figura 22). Também foipossivel
constatar que a enzima recombinante possui um padrdo de comportamento
enzimatico distinto: a proteina nativa purificada de glandula de veneno apresenta

comportamento alostérico (Figura 22), ao passo que a enzima recombinate (SPLAZ2r)
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apresenta o padrdo Michaeliano (Figura 22). O motivo desta diferenca néo € claro e
pode ser em razdo da cauda de histidinas da proteina recombinante. Neste contexto,
uma perspectiva importante seria a retirada da cauda de His, entretanto para atingir
estes objetivos € necessaria a clonagem em outro grupo de plasmideos de expressao
que permita a retirada da cauda de His com HRV 3C protease. Cabe ressaltar que
obtencdo de Cdt sPLA2r também permitirA estudos envolvendo mutagénese sitio
dirigida para um maior entendimento de mecanismos moleculares envolvidos na
atividade da enzima além de facilitar a obtencdo desta enzima para pesquisa basica.
E importante ressaltar que fosfolipases A2 s&o utilizadas em processos
biotecnolégicos (Borrelli et al.,, 2105; de Maria 2007; Ramrakhiani e Chand
2011).Industrialmente a sPLA2 é utilizada no processo de degomagem de Oleos
vegetais para a remocao de fosofolipideos que atrapalham de forma significativa no
refinamento dos 6leos (Yu et al., 2012). Também éutilizada para a producdo de
lisolecitina, molécula utilizada como emulsificador e antifingico em alimentos.
Entretanto, a principal fonte de sPLA2 séo as células acinares de pancreas de porco
(de Maria et al., 2002) e cada vez mais a utilizacdo de enzimas de origem animal em
processos biotecnoldgicos para obtencdo de produtos para consumo humano ou
animal tende a cair em desusondo sé por seu alto custo,mas também pelo risco a
saude relacionado a contaminagdo por bactérias, virus, retrovirus ou mesmo
moléculas infecciosas como prions (Geschwind et al.,, 2015). Neste contexto, os

resultados obtidos neste trabalho possuem elevada perpectiva de aplicacao.
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