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RESUMO

Venenos animais representam misturas complexas de substancias bioativas
como proteinas e peptideos com as mais diversas func¢des farmacoldgicas,
bioquimicas e fisiologicas. A elucidacdo dos mecanismos de acdo dessas
moléculas pode proporcionar o desenvolvimento de farmacos mais especificos
e/ou ferramentas biolégicas. Diante disso, torna-se indispensavel o seu
conhecimento estrutural e bioquimico, principalmente aqueles que interagem
com receptores responsaveis por intermediarem a maioria dos processos
celulares, ora inibindo e/ou ativando diversos tipos de respostas bioldgicas.
Recentemente, diversos estudo tem evidenciados que proteinas e peptideos
tornam-se importantes ferramentas nos estudos da neurotransmissédo e/ou
juncdo neuromuscular e para elucidacdo de mecanismos farmacoldgicos e
bioguimicos. Além disso, biomoléculas podem interagir com uma importante
classe de receptores acoplados de proteinas G, as quais constituem uma das
importantes familias conhecidas de receptores identificados em vertebrados
atuantes em varias vias de sinalizacbes celulares. A serotonina, 5-
Hidroxitriptamina (5 —HT), é um dos mensageiros quimicos mais estudados e
liga-se a receptores especifico, e esta ligado a diferentes efeitos no corpo
humano. Amplamente encontrados no sistema nervoso central estdo envolvidos
a processos como émese, apetite, humor, memoria, respiracdo, cognicao e
outras funcbes. Os estudos desses receptores tornam-se de importancia
terapéutica, visto que aproximadamente 50% dos farmacos desenvolvidos
atualmente atuam sobre esses receptores, além de auxiliar na elucidacdo de
mecanismos e vias que estdo relacionados a esses receptores e doencas
neurodegenerativas, cardiacas, monogénicas e oncogénicas. Toxinas ativas em
GCPRs tem sido descritos em venenos de carac6is marinhos e serpentes. O
objetivo do nosso trabalho foi a identificacdo de biomoléculas presentes no
veneno de Bothrops jararacussu com afinidade para GPCRs. Identificacdo e
caracterizacao feita aplicada estratégia de protedmica, utilizando cromatografia
liquida de alta resolucédo por fase reversa (HPLC-RP), a elucidacdo de suas
estruturas primarias espectrometria de massas e sequenciamento por quimica
degradativa de Edman. Toxinas animais possuem como alvos receptores
acoplados a proteina G; entretanto ha poucos estudos relacionados a esses
receptores e toxinas de serpentes do género Bothrops. Desta forma, o estudo
desses peptideos em venenos animais representa um campo promissor para
desenvolvimento de novos farmacos, auxiliando na compreensdo de
mecanismos de acao e das vias de sinalizacdo de diversas doencas.

Palavras-chave: Bothrops jararacussu; GPCR; Serotonina; Serpente; Veneno
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LISTA DE ABREVIATURAS E ACRONOMOS

3H — Tritio

14 C — Carbono

5-HT - Hidroxitriptamina

UL - Microlitros

Ach — Acetilcolina

ACN - Acetonitrila

DL — Dose letal

ESI-TOF-MS/MS - Espectrometria de massas
GTP — Guanina trifosfato

GDP- Guanina difosfato

GPCR - G protein-coupled receptor (receptor acoplado a proteina G)
HPLC — Cromatografia Liquida de alta Eficiéncia
Mg — Miligramas

ML — Mililitros

MTx — Toxina Muscarinica

SDS — PAGE - eletroforese em gel de poliacrilamida
SNC — Sistema Nervoso Central

SNP — Sistema Nervoso Parassimpatico

TFA - Acido trifluoroacético

TM —transmembrane ( transmembrana)

TSH — Horménio estimulante da Tiredide

WTx — Weak toxin (toxina fraca)
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1. INTRODUCAO

Os animais peconhentos possuem estruturas especificas como dentes, ferrdes,
aguilhdes, espordes, as quais sao desenvolvidas para inoculacdo da secrec¢do toxica
produzida (veneno), tendo um papel importante para defesa e alimentacdo. No Brasil,
a alta biodiversidade permite que animais peconhentos de diferentes géneros e
espécies sejam encontrados, como serpentes dos géneros Bothrops, Bothriopsis,
Bothrocophias, Crotalus, Lachesis, Micrurus; escorpides do género Tityus, aranhas do
género Lactrodectus, Loxoceles e Phoneutria, e abelhas do género Apis'?.

As toxinas animais surgem da evolucao necessaria a adaptacéo ao ambiente, seja
como mecanismo de defesa ou ferramenta para obtencdo de alimento. A funcéo do
veneno pode alterar sua composi¢éo, como em venenos de defesa (abelhas e peixes)
gue sdo extremamente conservados e com a agéo priméria de dor local imediata. Os
venenos com funcéo predatdria sdo mais complexos e de elevada variabilidade, tanto
em sua composicdo e como em efeitos no organismo. A diversidade de toxicidade esta
relacionada a taxonomia, populagédo de algumas espécies, diferencas entre macho e
fémea e variacdes ontogenéticas®* .

O veneno das serpentes percorreu um longo processo evolutivo até o que
conhecemos atualmente como glandula venenosa juntamente com mausculos
compressores e presas como canal interino, possibilitando a inoculacdo das secrecdes
toxicas produzidas cheguem ao interior do tecido das vitimas. Sendo uma das pegonhas
mais complexas do reino animal, onde 90% do seu peso seco € de carater proteico,
compreendendo enzimas, toxinas nao enzimaticas e proteinas nao toxicas. As fracdes
ndo proteicas sao formadas por carboidratos, lipideos e metais (glicoproteinas e

enzimas metaloproteicas), aminas biogénicas, nucleotideos e aminoéacidos livres*.

13
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As serpentes representantes do género Bothrops, popularmente conhecidas por
jararacas, sao responsaveis por 90% do numero de acidentes por serpentes ocorridos
no Brasil®. A elevada complexidade do veneno do género Bothrops pode causar efeitos
como proteolitico, atividade inflamatéria local induzida por aminas biogénicas,
peptideos, fosfolipases do tipo A2 e lectinas®. Levando a uma atividade inflamatéria
através da formacao de trombos, consequentemente a hipoxia, edema e necrose do
tecido; efeito coagulante, onde os fatores de coagulacdo sédo ativados e consomem
fibrinogénio e fibrina intravascular, dificultando a coagulacéo sanguinea’. As diferentes
espécies de Bothrops podem ocasionar diferentes niveis da atividade anticoagulante; e
por fim, efeito hemorragico, que pode ser tanto local como sistémico, sdo atribuidas as
hemorraginas, metaloproteinases que contem zinco, conseguem romper o endotélio
vascular e tem atividade desintegrina, degradando varios componentes da matriz
extracelular, como colageno tipo 4 e fibronectina. Além disso, inibem a agregacéo
plaquetaria®.
Entre seus representantes, a espécie que se destaca dentro do género é a Bothrops
jararacussu, que entre suas caracteristicas pode medir até 1,8 metros de comprimento,
possui uma cabeca grande, sendo a Bothrops com maior capacidade de inoculacdo de
veneno, assim, sendo responsavel por graves acidentes®. E predominantemente
encontrada no Sudeste e Sul do Brasil. Sua alimentacdo é diversificada quando
comparada as outras jararacas, alimentando-se de mamiferos, anfibios e lagartos.
Fazendo uma relacéo direta como a composicao bioquimica do veneno com o tipo de
alimentac&o, visto que 0 mesmo veneno precisa ser eficaz para presas fisiologicamente
distinta'®!!, Na tabela 1, é possivel verificar a composicdo geral bioquimica do veneno
botropico.

Venenos de serpentes de um mesmo género possuem atividade toxica muito

similar, mas perfis de eletroforese diferentes. Assim, o veneno de B. jararacussu
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apresenta atividade miotoxica mais intensa quando comparado ao veneno de outras
espécies do género. Esta caracteristica € dada pela atividade de Bothropstoxina I, uma
Lys49 fosfolipase A2 (PLA2), composta por 121 aminoacidos e de massa molecular
aproximada de 13kDa. Esta proteina estd associada a complicagBes locais como
necrose!?13,

Além do problema de saude publica causado pelos envenenamentos®, o estudo da
composicdo do veneno auxilia na elucidacdo do papel bioquimico possibilitando a
compreensao de mecanismos fisiolégicos e assim, promovendo o desenvolvimento de

drogas e ferramentas de diagnéstico baseadas nos principios ativos das toxinas 415,

Tabela 1- Resumo da composi¢cdo Bioquimica do veneno Bothropico. Principais fracBes

protéicas, ndo protéicas e peptidicas identificado no veneno de serpetes do género Bothrops, com
base em (lwaanaga &Suzuki, 1979 16; Markland, 1998 17).

Proteicos

Principais componentes Bioativos do veneno Botropico

Enziméaticos N&o Enziméaticos Organicos Iila?
organicos
Fosfolipases Lectinas Desintegrina Célcio
Fosfoesterases Neurotoxico Aminas Cobre
L- aminoé&cido oxiade Ativadores de " Citotoxico 8 Biogénicas Ferro
Acetilcolinesterase Proteina C _8 Miotoxico g Potassio
Serinoprotease % Potenciadores a Amino&cidos Magnésio
Metaloprotease Fatores de o de Bradicinina ‘§ Manganés
Hialuronidases Crescimento Natriuréticos Citratos Sédio
Catalases Cardiotdxico Fésforo
Aminotransferases Precursores de Nucleotideos Cobalto
Ativadores de fator X peptideos bioativos Zinco

Um exemplo muito importante da area de desenvolvimento de farmacos a partir

de toxinas animais foi a descoberta do inibidor da enzima de conversao da angiotensina
(ECA), o qual foi estudado a partir da observacao do quadro clinico hipotensor adquirido
em pacientes envenenados por acidentes com a serpente jararaca (Bothrops jararaca),
e possibilitando o desenvolvimento do medicamento mais utilizado no mundo no

tratamento de hipertensdo, o Captopril®®. Outros importantes farmacos também
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desenvolvidos a partir de toxinas animais séo o de prevengao ao enfarto (Integrelin®) e
o Selante de Fibrina desenvolvido pelo Centro de Estudo de Veneno e Animais
Peconhentos (CEVAP) - UNESP, sendo aplicado como cola bioldgica, estudos como de
Sartoti-Filho e colaboradores (1998) constatou uma pesquisa in vivo em nervos ciaticos
de ratos e pele de coelhos?® e scaffold para células tronco °.

Venenos de escorpido, serpentes, aranhas e caracois marinhos constituem um
rico banco natural com mais de 10 milh8es de peptideos bioquimicamente estaveis e
com propriedades farmacologias préprias?-22,

A farmacologia reserva o termo “receptor” para interacfes do tipo reguladoras,
onde uma pequena molécula pode atuar como agonista, liga-se ao sitio do receptor e o
ativa, ou atuar como antagonista, liga-se ao sitio do receptor, mas ndo o ativa. A
tendéncia de um ligante interagir com um receptor é denominada afinidade, enquanto a
capacidade de ativar é chamada de eficacia?®24,

Para medir a ligacdo das substancias aos receptores utiliza-se moléculas
radioativas (®H, **C e !2%). O ligante (agonista ou antagonista) com alta afinidade e
especificidade com possibilidade de ser marcado com radioatividade que permita a
medida de diminuta quantidade de radiagdo, onde ocorre a incubagdo do tecido
(fragmentos de membrana) com varias concentragfes da substancia radioativa até
atingir o equilibrio (saturacdo), remove-se o tecido por lavagem ou filtracdo e adiciona-
se liquido de cintilagcdo para leitura da radia¢cdo. Um ponto importante é a determinagéo
de ligacbes ndo especificas, que é a capacidade da substancia se ligar a outras
estruturas que ndo sejam o receptor, entdo as ligacdes ndo especificas sdo calculadas
na presenca de uma concentracdo saturada de ligante (ndo radioativo) que inibe
totalmente a ligacdo da substancia radioativa aos receptores, deixando para tras o

componente ndo especifico?2°,
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Os receptores acoplados a proteina-G (GPCRs, G-protein coupled receptors)
também s&o conhecidos como heptaelicoidais (com estruturas a-hélices
transmembrana), e sdo tidos como receptores de membrana acoplados a sistemas
efetores intracelulares através de uma proteina G 22627, Estes receptores
desempenham importantes papeis do ponto de vista médico, farmacolégico e
terapéutico. Em doengas monogénicas, variantes genéticas de GPCR, agonistas e
antagonistas farmacolégicos 282930,

Os GPCRs constituem uma abrangente familia de proteinas de membrana
possuindo até 1.100 residuos em uma cadeia polipeptidica codificadas por mais de 800
genes humanos. Sao classificados pela IUPHAR (Internacional Union of Basic and
Clinical Pharmacology) ou GPCRDB (G-protein coupled receptors data base) em quatro
familias de acordo sua funcdo e seus ligantes: familia rodopsina-like, com 701
representantes, secretina-like com 24 representantes, a familia metabotropicos de
glutamato/ferormonio com 15 representantes e a familia vomeronasais e de paladar com
24 representantes. H4 também dois grupos (receptores de ferorménios e receptores de
cAMP), porém ndo sdo encontrados em mamiferos. Aproximadamente 370 GPCRs
humanos possuem ligantes endégenos como horménios e neurotransmissores. Existem
em torno de 150 GPCRs com fungdes desconhecidas, estes sdo denominados
receptores 6rfaos 331,

Apesar da variedade da quantidade de receptores dentro das subfamilias, todas
compartilham da mesma caracteristica de sete dominios hidrofébicos - 7TM helicoidal -
conectado com trés loops extracelulares e trés loops intracelulares. A regido N-terminal
dos receptores se localiza na regido extracelular sendo responsavel pela interagcéo e
reconhecimento e modulacdo dos ligantes. JA o C-terminal se localiza no dominio
intracelular. As maiores diferencas sdo observadas especialmente no loop da regido

extracelular, onde as estruturas secundarias se diferenciam 2432
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Os GPCRs compreendem variados receptores como muscarinicos de acetilcolina, os
receptores adrenérgicos, receptores de dopamina, receptores de serotonina (5-HT),
receptores de opiddes, receptores de varios peptideos, receptores de purina e muitos
outros, incluindo os quimiorreceptores envolvidos no sentido do olfato®. O primeiro
receptor GPCR clonado foi o B-adrenérgico em 1986, que entdo iniciou o estudo,
tornando-se um marco e inicio para elucidacéo e compreensédo dos mecanismos desses
receptores 3233,

Estes GPCRs podem ser ativados por uma grande variedade de ligantes, em sua
maioria agonistas enddgenos desde a lipideos, agucares, componentes organicos
volateis, aminoacidos, ions inorganicos, nucleosideos e nucleotideos, aminas
biogénicas, peptideos (secretina, gastrina, vasopressina, ocitocina) e proteinas 34.

A ativacdo de receptores de superficie celular é responsavel pela transducéo de sinais
extracelulares, tornando-se uma importante interface de comunicagdo. Alguns exemplos
séo receptores de GABA A (ansiolitico, antiepilético e anestésico), receptor de insulina
(hipoglicemiantes), receptor do fator de crescimento vascularendotelial (antitumorais) e
B1 — adrenoreceptor (anti-hipertensivo). Os GPCRs estéo relacionados a processo
como neurotransmissao, crescimento, metabolismo e diferenciacdo celular, secrecdo e
defesa imunoldgica *.

Sua expressdo na membrana plasmatica torna os GPCRs acessiveis, em
especial para hormbnios e drogas, incluindo agonistas e antagonistas, sua expressao
em diferentes tecidos e células ndo € uniforme, o que confere seletividade, e em alguns
casos especificidade®.

As proteinas de membrana sofrem mudancas conformacionais quando recebem um
ligante, iniciando uma grande variedade de efeitos fisioldgicos e patoldgicos. Assim, 0s
GPCRs sao importantes alvos que podem conduzir ao desenvolvimento de farmacos

para doencas, desde desordens do sistema nervoso central, doencas inflamatdrias,
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doencas cardiacas, doengas monogénicas, cancer e outros. No ano de 2012,
aproximadamente 40 a 50% dos farmacos comercializados atualmente e 25% dos mais
vendidos possuem como alvo os GPCRs3"38,
Os GPCRs estdo associados a muitos aspectos da funcdo celular, atuando por
mecanismos de transducao de sinais, ou seja, a ativacdo de eventos intracelulares por
estimulos externos . As proteinas G auxiliam no estabelecimento da ligacédo entre o
receptor de membrana e a primeira etapa da cascata de transducédo de sinais. Estas
sdo as proteinas intermedidrias e recebem esse nome pois interagem com 0S
nucleotidios de guanina, GTP (guanosina trifosfato) e GDP (guanilicos guanosina
difosfato). Sao proteinas de alta massa molecular possuindo trés subunidades a, B e y.
As diferengas entre as subunidades d&do origem a sua classificacdo em treze tipos de
proteinas G, divididas em quatro familias, divisdo essa dada pela semelhanca da
estrutura e propriedades funcionais. Sdo divididas em: Ga estimularia (Gas); Ga
inibitéria (G a i/0); G a ativadoras de fosfolipases (G a g/11) e Ga que interage com
transportadores de ions (G a 12/13)%,
A ativagdo do receptor inicia-se quando a guanina liga-se a subunidade Ga, e com
atividade enzimatica catalisa a conversdo do GDP em GTP. O GPCR quando interage
com uma molécula agonista sofre uma alteracdo na sua conformacédo, adquirindo uma
afinidade pelo complexo a-B-y , dissociando o GDP ligado e substituindo-o por GTP ,
separando o complexo B-y e consequentemente a liberacdo a -proteina GTP e o
complexo B-y. A proteina G, entdo na sua forma ativa inicia as cascatas de sinalizagao
dentro da célula, tornando possivel sua associagdo com enzimas e canais ibnicos,
levando a ativacao ou inativacao do processo. A hidrélise do GTP a GDP da subunidade
a ocorre através a enzima GTPase, finalizando o processo®,

As toxinas ativas em GCPRs sé@o encontradas em venenos de caracois marinhos

e serpentes. Conus produzem toxinas que agem em vasopressinas, neurotensinas e
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adrenoreceptores 4% Venenos de serpentes possuem sarafotoxinas, os quais sdo
ativos em receptores endoteliais, toxinas muscarinicas que atuam sobre receptores
muscarinicos ou B- cardiotoxinas que atuam em [B- adrenoreceptores 414243, Eles
produzem uma ampla variedade de propriedades farmacolégicas, atuando como
agonistas, antagonistas e moduladores alostericos #4. Assim, venenos de animais
representam uma fonte promissora de novos ligantes para GPCRs.

Rouget e colaboradores, 2010 # encontraram no veneno de serpente Dendroaspis
angusticeps (Mamba Verde) um GPCR adrenérgico, alvo das neurotoxinas dos
responsaveis pelo blogueio da neurotransmissdo. As primeiras toxinas muscarinicas
(MT1 e MT2) isoladas foram isoladas a partir do veneno da Mamba Verde e
caracterizadas por sua capacidade de inibirem ligacdes antagonistas nao especificas de
receptores muscarinicos. As MT1 e MT3 foram utilizadas para quantificar receptores
muscarinicos em cérebros de ratos. A MT1 blogueou seletivamente 40% dos receptores
muscarinicos do tipo 1, enquanto a MT3 bloqueou 88% dos receptores 47,

A acetilcolina e os receptores muscarinicos desempenham um importante papel em
circuitos neuronais da formacéo do hipocampo, regido essa relaciona a aquisicao de
memoaria. Ensaios quantitativos do receptor muscarinico M4 com toxinas MT3 marcadas
radioativamente no hipocampo pés-morte em cérebros de paciente com Alzheimer,
mostraram que a seletividade diminui neste receptor em comparagcédo com o resultado
da progressdo da doenga. Em ratos, a MT3 injetada na regido hipocampo causou
amnésia 8.

Um importante neurotransmissor que possui como alvo GPCRs é a Serotonina
ou 5-Hidroxitriptamina (5 —HT) € um dos mensageiros quimicos mais estudados, e esta
ligado a diferentes efeitos no corpo humano mediados por 14 tipos de receptores, onde
13 deles estdo associados a proteinas G e um receptor 5 HT3 associado a canais

idnicos. Amplamente encontrados no sistema nervoso central estdo envolvidos a
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processos como émese, apetite, humor, memoria, respiracdo, cognicdo e outras
funcbes 234950,

Além do sistema nervoso central, a maioria da serotonina é encontrada no trato
gastrointestinal (Gl), sendo produzida por enterocromafins; células que revestem o
[imen do intestino, responsdveis por uma maior atividade peristaltica. A serotonina
encontrada no sangue estd envolvida na coagulagdo sanguinea e vasoconstri¢cdo, a
fungdo que nomeia “sero” (de serum) e “tonina” (tonin, que induz a contracdo)®.

A maioria das pesquisas sobre serotonina sdo realizadas na area de neuropsiquiatria
para o desenvolvimento de farmacos para diferentes desordens, onde a especificidade
€ extremamente importante para a eficicia farmacéutica. Como exemplo da importancia
da especificidade, o uso de medicamentos a base de pergolida e bromocriptina séo
utilizados no tratamento da doenca de Parkinson, entretanto sua venda foi interrompida
nos EUA devido aos efeitos secundarios causados, como indugé@o a hipertrofia da
valvula cardiaca, relacionada a acao agonista fora do alvo no receptor 5-HT.B. Os
farmacos que possuem como alvo 0s receptores de serotonina representam o top de
vendas na década passada, como antidepressivos, que foram responsavel por onze
bilhdes de délares nas vendas no ano de 2008 5.

Os receptores 5-HT séo classificados em sete subtipos nomeado de 5-HT 1.7, todos
acoplados a proteinas G, exceto pelo 5-HTs, o qual tem acdo através de canal ibnico®2.
Nos receptores da familia 5-HT2 podemos encontrar 3 subtipos: 5-HT2a, 5-HT2s € 5-
HT.c. Estes receptores tém sido considerados responsaveis por regularem fungées no
sistema nervoso central como ansiedade, depressédo, sono, saciedade e esquizofrenia.
Modelos animais e humanos tem sido estudado para compreensédo do mecanismo de
diversas doencas. Os ligantes especificos, principalmente agonistas, tem feito a

identificacdo dos subtipos de receptores envolvidos em doencas 53,
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O receptor do tipo 5-HT2 se liga a neurotransmissores endogenos. E acoplado a
proteina G¢/G11 e responsavel pela neurotransmisséo excitatoria. O 5-HT,. em humanos
€ localizado no cromossomo X. Sendo o género masculino possuindo apenas uma cépia
e o0 género feminino duas, o gene é represso, polimorfismo nesse receptor pode afetar
os dois sexos de maneiras diferentes®.

A ativacdo desse receptor por serotonina inibe dopamina e noraepinefrina em
certas areas do cérebro. Sdo responsaveis por regularem o humor, ansiedade,
alimentacdo e comportamento reprodutivo. Agindo sobre a liberacdo de dopamina no
cortex pré-frontal, hipocampos, hipotadlamo e amigdala®. Estudos correlatam o elevado
namero de receptores 5HT2c na regido pré-frontal do cortex com casos de suicidio.
Diferente dos receptores 5-HT2a € 5-HT2g, ha poucas evidencias dos receptores 5-HTxc
fora do Sistema nervoso central. Estudos autorradiograficos em camundongos, usando
ligantes como [*H] -5-HT, [*H] mesulergina e [°*H] -LSD, forneceram os locais de
distribuicdo ligacédo de 5-HT,c para o rato e muitas outras espécies®®. Locais de ligacdo
de 5-HT,c sdo amplamente distribuidas e presente em areas do cértex (nlcleo olfativo,
piriforme, cingulado e retroesplenial), sistema limbico (o hipocampo e a amigdala) e o
ganglios da base (nucleo caudado)®’.

A farmacologia do receptor 5-HT.c € bem proximo, mas distinguiveis dos outros
membros da familia dos receptores 5-HT». A maioria dos ligantes de 5-HT- (por exemplo,
antagonistas-ritanserina, Mesulergina,) ndo discriminam suficientemente entre os
receptores 8.

A clonagem parcial do receptor 5-HT>c em camundongos por Lubbert ° foi seguida pelo
sequenciamento completo em ratos por Julius e colaboradores em 1988 €, e,
posteriormente, de humanos 1. Um nlimero de agentes antipsicoticos atipicos e tipicos
(incluindo a clozapina, loxapina,e clorpromazina) possuem elevada afinidade para

receptores 5-HT,c (incluindo, 5-HT2a), alguns antidepressivos usuais convencionais e
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atipicos também possuem elevada afinidade com esse receptor (por exemplo,
antidepressivos triciclicos, doxepina, a mianserina e a trazadona)®. Os receptores 5-
HT.c estdo relacionados a alguns comportamentos como hipolocomocao, hipofagia,
ansiedade, erec¢des penianas e hipertermia. Receptores 5-HT séo alvos indiretos de
inibidores da reabsorcdo de serotonina, como a fluoxetina, ou seja, medicamentos
disponibilizam a serotonina na fenda sinaptica. Os medicamentos utilizados no
tratamento de depressdo atuam sobre os inibidores de reabsorcéo .

Por fim, devido a importancia destes receptores para a pesquisa de novos
medicamente, aliada a alta especificidade e seletividade das toxinas e peptideos
derivados dos venenos de serpentes, a busca de novas moléculas com este objetivo faz

justificar-se plenamente este estudo.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral
O objetivo deste estudo foi identificar e caracterizar uma biomolécula/toxina isolada
do veneno de Bothrops jararacussu com elevada afinidade para receptor acoplados a

proteina G (GPCR).

2.2. Objetivos especificos
» Padronizar a metodologia purificagao por cromatografia liquida de fase reversa
(HPLC-RP) do veneno de Bothrops jararacussu;
» Avaliar as fragbes obtidas da HPLC-RP através de analises de ligacbes
farmacolodgicas em receptores adrenérgicos $1- f2-; muscarinicos M2-, M3- e
M5-; histamina Ha4; dopaminérgico D; neurotensina NTS1; serotonina 5HTxc e p-
opioid,;
* Isolar e purificar as fragdes ativas para o receptor de interesse por HPLC-RP;
* Identificar a natureza das biomoléculas ativas para o receptor de interesse por
meio de Espectrometria de Massas;
» Sequenciar as biomoléculas ativas para os receptores por espectrometria de

massas ESI-Q-ToF, para peptideos e proteinas.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Veneno

O veneno da serpente Bothrops jararacussu foi obtido a partir do “pool” de
venenos gentiimente cedidos pelo Centro de Estudo de Venenos e Animais
Peconhentos (CEVAP-UNESP). Todas as serpentes sdo microchipadas

individualmente, criadas e mantidas no CEVAP, garantindo assim a rastreabilidade

deste veneno.

3.2. Aprovacdo do projeto de pesquisa pela Comissdo de FEtica em
Experimentagdo Animal

Esta pesquisa foi certificada e aprovada pela Comissdo de Etica em
Experimentagdo Animal (CEEA),no dia 02 de agosto de 2012, esta registrado sob o

namero de protocolo 957/2012 , conforme anexo 1.

3.3. Isolamento e Purificagdo

3.3.1. Cromatografia liguida de alta eficiéncia de fase reversa (HPLC-RP)

O fracionamento do veneno de B. jararacussu foi realizado segundo metodologia
de Calvete et al, 2011, com modificag6es, utilizando-se um cromatégrafo liquido LC-
20AT (Shimadzu®). Todos os solventes organicos utilizados foram de grau HPLC e a
agua ultrapura do tipo Milli-Q (Milipore®).

A separacao das biomoléculas presentes no veneno de Bothrops jararacussu foi
realizada sob fase reversa utilizando-se uma coluna C18 (20 X 250 mm) (Shimadzu®).

Foram aplicadas 30 mg de veneno bruto liofilizado solubilizado em 1 mL de 0,1% (v/v)
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Acido Trifluoroacético (TFA) e 5% (v/v) de Acetonitrila, sendo injetado manualmente no
sistema com o auxilio de um loop de 1 mL. A eluicdo da amostra foi realizada por meio
de dois tampdes: (A) 0,1% TFA (v/v) e 5% Acetonitrila (v/v); (B) 0,1% TFA (v/v) e 60%
Acetonitrila (v/v). A coluna foi equilibrada durante 15 minutos com o tampé&o A. Apos o
equilibrio utilizou-se um gradiente de 2,5 a 100% do tamp&o B por 230 minutos, seguido
de 50 minutos com 100% do tampé&o B. O fluxo utilizado foi de 1 mL/min, sendo que os
picos foram coletados manualmente. A eluicdo foi monitorada na absorbancia de 215
nm.

Apoés a andlise de ligacdes descritas conforme o item 3.3.8., as fracdes que
revelaram atividade positiva para o receptor, foram entdo avaliadas por SDS-PAGE
(item 3.3.2 ) seguido de ultrafiltracédo (item 3.3.3) para a separagdo dos compostos de
baixa massa molecular. Apds estes procedimentos, um segundo passo cromatografico
por HPLC-RP foi realizado para a sua purificagéo.

Assim, as fragdes positivas foram solubilizados em 1 mL de 0,1% (v/v) Acido
trifluoroacético (TFA) e 5% (v/v) de Acetonitrila e injetados manualmente para as etapas
de refracionamento por meio da estratégia de cromatografia liquida de fase reversa no
equipamento LC-20AT (Shimadzu®) com o auxilio de um loop de 1 mL. A eluicdo da
amostra foi feita através de dois tampdes: (A) 0,1% (v/v) TFA; e (B) 0,1%(v/v) TFA e
100% (v/v) Acetonitrila. Utilizou-se para tanto um método isocratico de 0 -100% do
solvente B por 35 minutos, tanto para as fragfes proteicas quanto daquelas de baixa
massa separadas ap0s a ultrafiltracdo. O fluxo utilizado foi de 1 mL/min, sendo que os
picos foram coletados manualmente. A eluicdo foi monitorada na absorbancia de 215

nm para peptideos e 280nm para proteinas.
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3.3.2 Analise Eletroforética SDS-PAGE

Para avaliar a pureza e integridade das amostras foram realizados géis de
eletroforese SDS-PAGE das fracdes que revelaram atividade positiva para o receptor
de serotonina 5HT2C). Foram adicionadas 20 pg das amostras e 20 yL de tampéo de
amostra (glicerol 20% (v/v), B-mercaptoetanol 5% (v/v), SDS 2,3%(v/v), Tris-HCI pH 6,8),
desnaturadas em banho maria a 70°C por 15 minutos. As amostras foram aplicadas em
géis de poliacrilamida a 12% (m/v) com 1 mm de espessura, onde as proteinas foram
isoladas por meio dos parametros: 1o step 100 mA, 150V por 12 minutos e 20 step para
150 mA, 200 V por 50 minutos, utilizando-se um sistema Bio-Rad® Electrophoresis
System. Posteriormente, os géis foram corados em um recipiente contendo solucao
composta por 46% (v/v) de etanol, 46% (v/v) de Agua, 8% (v/v) de &cido acético e
corante Coomassie Brilliant Blue. Esta solucao foi trocada periodicamente conforme sua
saturacao até que as bandas pudessem ser visualizadas. A massa molecular foi
estimada pelo padrao de massa molecular ColorBurst™ Electrophoresis Marker (Sigma
Aldrich®, St. Louis, EUA), contemplando massas moleculares de 8 a 220kDa por meio

do software Platinum v.7 (Ge Healthcare).

3.3.3 Ultrafiltracéo

Apés a revelacdo de constituintes protéicos por SDS-PAGE das fragdes que
revelaram atividade positiva para o receptor de serotonina 5HT2C, uma processo de
ultrafiltracéo foi realizada para a separacéao das fragGes de baixa massa molecular e dos
compostos proteicos por meio do filtro Ultra-4 Amicon® (Millipore® Corporation Belford,
MA, USA) com auxilio de uma centrifuga a 40000xg e a 4°C. As fracdes foram diluidos

em 3 mL de agua Milli-Q e apos a centrifugacéo, todos os compostos de baixa massa
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molecular contendo massa molecular de 3 kDa ou menos foram separados e estocados
em micro tubos, assim como aquelas fragdes acima desta massa molecular. Apds secos
em SpeedVac® foram mantidas a -20°C para utilizacdo posterior em testes de ligacao

dos receptores e espectrometria de massas.

3.3.4 Quantificacado de proteinas e peptideos

A guantificacdo de proteinas foi realizada utilizando medicdo por UltraVioleta
(NanoView® - GEHealthcare) a 280 nm . Para determinacdo da concentracao
aproximada de peptideos e/ou compostos de baixa massas foi aplicada a metodologia
de peso seco, onde os micro tubos foram pesados em uma balanc¢a de preciséo e secos

por SpeedVac antes e depois de receberem as fragdes.

3.3.5.Digestéo de proteinas in gel

A digestdo protéica in gel foi realizada segundo Shevchenko e colaboradores
(2006). As bandas de proteinas de interesse foram recortados dos géis de eletroforese,
descoloridos com solugdo 25 mM bicarbonato de aménio pH 8,0 e 50% (v/v) acetonitrila.
Em seguida, as proteinas contidas nos spots foram submetidas as etapas de reducao e
alquilacéo das pontes de dissulfeto na presen¢a de 10 mM DDT e 55 mM lodoacetamida
(IAA), respectivamente. ApOs esta etapa, os géis foram desidratados com 100% (v/v)
acetonitrila, sendo entdo, submetidos a centrifugacéo a vacuo. Os géis desidratados
foram incubados com uma solugéao 12,5 nmol/uL de tripsina (Promega) em tampéao 25
mM bicarbonato de aménio, pH 8,0 durante 18 horas a 370C. A hidrdlise foi interrompida

com a adigdo de 1% (v/v) acido férmico em relagdo ao volume da amostra e 0s
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sobrenadantes foram coletados e secos por centrifugacdo a vacuo e posteriormente

mantidos —20°C até sua analise por espectrometria de massas.

3.3.6. Sequenciamento peptidico por Espectrometria de Massas

As analises de espectrometria de massas foram realizadas em um equipamento
do tipo electrospray (ESI) quadropolo, modelo MicrQ-TOF Il (marca Bruker Daltonics),
acoplado a um cromatégrafo liquido LC-20AT (marca Shimadzu). O cromatografo
liquido foi equipado com um sistema binario de bombas e um aplicador de amostras
automatico. A fase movel consistiu de agua (A) e acetonitrila (B), contendo 0,1% (v/v)
acido férmico. Em adicdo, a separacdo cromatografica foi realizada por meio de um
coluna de fase reversa C18 (4,5 mm x 100 mm, 1,8 um). As condi¢des de elui¢cdo foi
otimizada num gradiente linear de 0 a 85% do solvente B por 60 minutos, num fluxo de
0,2 mL/min. A coluna e o aplicador automatico de amostras foram mantidos a 25°C e
10°C, respectivamente. O volume de injecdo dos compostos de referéncia e das
amostras foi de 10 uL. O espectrbmetro de massas foi atuou com os seguintes
parametros: voltagem do capilar 4.5 kV, temperatura de secagem de 180°C, fluxo de
nitrogénio de 6 L/min e pressao de 0.8 bar. A calibragcéo externa foi realizada utilizando-
se o kit Tunning MIX ESI (Agilent Tecnologies) antes das andlises individuais. Os
espectros de massas foram adquiridos no modo de ionizacao electrospray positiva (ESI)
em um intervalo de ionizag¢édo entre 100 m/z a 2500 m/z. Cada amostra submetida as
analises de espectrometria em triplicada. Analises no modo de ionizagao electrospray
negativa foram realizadas na presenc¢a do solvente metanol obedecendo as mesmas

condi¢cBes cromatograficas citadas anteriormente.
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3.3.7. Andlise dos dados de Espectrometria de Massas

Apbs a espectrometria de massas, os dados foram exportados e submetidos a
andlise automatica com a ferramenta de bioinformatica MASCOT v.2.1
(www.matrixscience.com), utilizando os seguintes parametros: enzima tripsina;
taxonomia Chordata; banco de dados SwissProt; modificacdo fixa carbamidometilacéo;
modificagéo variavel oxidacdo da metionina; uma clivagem perdida pela enzima; massa
molecular do tipo monoisotdpica; erro de tolerancia de peptideos (MS) + 0,3 Da e erro

de tolerancia (MS/MS) + 0,5 Da; protonacédo + 1 e tipo de instrumento ESI-Q-TOF.

3.4. Andlise de ligacdes

Para andlise das ligacdes entre os receptores e as fragdes do veneno, os testes
foram realizados no “Institut de Biologie et Technologies de Saclay (iBiTecS) da
Commissariat & 'Energie Atomique (CEA)”, Paris, Franca, seguindo a metodologia de
Quinton et al., 2010%,

Para tanto, foi verificada a afinidade entre a toxina de interesse e um radioligante
especifico do receptor. Para o screening (triagem) do veneno total foram avaliados os
receptores: adrenérgicos [1- p2-; muscarinicos M2-, M3- e M5-; histamina H4;
dopaminérgico D2; neurotensina NTS1; serotonina 5HT2C e p-opioid.

Foram avaliados os venenos de Bothrops jararacussu, Bothrops alternatus,
Crotalus durissus terrificus e do escorpido Tityus serrulatus. Apenas o0 veneno de
Bothrops jararacussu revelou-se positivo para o receptor serotonina SHT2C, entéo suas
fracdes foram separadas, conforme descrito anteriormente, e avaliadas isoladamente.

Os experimentos foram realizados em placa de Elisa (96 pogos). Foram
utilizados tampdes especificos para cada receptor.

Para os receptores 5-HT2C utilizou-se o radioligante 3H — mesulergina. Em um

volume final de 100 pL por pogo. As placas foram incubadas por 24h em temperatura
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ambiente. As reag6es de ligagcao foram interrompidas através de filtrag&o por filtros GF/C
equilibradas com 0,5% de polietilenoimina (PEI) em um coletor de células
(PerkinElmer®) e as placas foram secas. Foi adicionado Ultimagold O (25 mL;
PerkinElmer®) em cada pogo e as amostras foram contadas utilizando TopCount
(PerkinElmer®).

Uma curva de inibicéo foi ajustada aos dados de ligagao utilizando Kaleidagraph
(inibicdo Synergy® Software, Reading, PA, EUA). Os valores de IC50 foram convertidos
em Ki para experiéncias de competicao, utilizando a equacao de Cheng-Prusoff.

Experiéncias de saturacdo de equilibrio foram realizados com varias
concentracdes de ligante radioativo e uma quantidade constante de receptor. Ensaios
cinéticos foram realizados utilizando uma quantidade constante de ligante radioativo e

receptor, com varios tempos de incubacéo.
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4. RESULTADOS

4.1 Isolamento e Purificacao

4.1.1. Cromatografia Liquida — Fase Reversa

Obtivemos 97 fracbes a partir do veneno total de Bothrops jararacussu

(Figura 1), por cromatografia liquida de fase reversa. Todas fracGes foram coletados

manualmente, separados em micro tubos e liofilizados. Cada fracdo foi testada
individualmente por sua capacidade de inibir o ligante radioativo ao receptor alvo.

Para obtencdo de material necessério para os estudos, foram realizadas 10

coletas cromatograficas com 30 mg de veneno cada. Os perfis cromatograficos foram

semelhantes, onde 97 fraces foram coletados constantemente, entretanto, algumas

fragcOes apareciam esporadicamente, levando a soma total de 106 fragdes coletados

de todas aplicacgoes.

As fracdes 70 e 71, consideradas positivas nos testes de andlise de

ligacdo, foram ultrafiltradas para separar compostos (até 3KDa) e

recromatografadas por fase reversa e coletadas manualmente (figura 2A e 2B;

3A e 3B), as fracdes majoritarias foram nomeado com fracdo70_4, fracdo 70 _5,

fracdo 71_2 e fracdo 71_5.

5469 104 /497

Figura 1 — Cromatografia de alto desempenho sob fase reversa do veneno total de Bothrops
jararacussu, em uma coluna C18 (20 X 250 mm). Utilizando tamp®es (A) 0,1%(v/v) TFA e 5% (v/v)
Acetonitrila e (B) 0,1%(v/v) TFA e 60% (v/v) Acetonitrila e fluxo utilizado de 1 mL/min. Foram obtidas
97 fracdes.

32



Tese de Doutorado

* 715 -

Figura 2 — Cromatografia de alto desempenho sob fase reversa da fracdo 70 de Bothrops jararacussu, em uma
coluna C18 (20 X 250 mm). Utilizando tamp®es A: 0,1%(v/v) TFA e B: 0,1%(v/v) TFA e 100%(v/v) Acetonitrila,
com um gradiente de 75% do tampé&o B por 35 minutos. (A) perfil cromatografico dos compostos até 3KDa da
fracdo 70, onde as fragbes majoritarias 70_4 e 70_5 foram coletados. (B) Perfil cromatogréfico da porgcéo
proteica ultrafiltrada da fracéo 70.

Figura 3 — Cromatografia de alto desempenho sob fase reversa da fragdo 71 de Bothrops jararacussu, em
uma coluna C18 (20 X 250 mm). Utilizando tampdes A: 0,1% (v/v) TFA e B: 0,1% (v/v) TFA e 100% (v/v)
Acetonitrila, com um gradiente de 80% do tamp&o B por 35 minutos. (A) perfil cromatografico dos compostos
até 3KDa da fragdo 71, onde as fracdes majoritarias 71_2 e 71_5 foram coletados. (B) Perfil cromatogréfico
da porc¢éo proteica ultrafiltrada da fracéo 71.
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4.1.2. Analise Eletroforética em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

A analise eletroforética realizada em gel de poliacrilamida a 12% (m/v),
sob condi¢cbes desnaturantes e reduzida das fracdes 70 e 71(figura 4), em

duplicata, evidenciou que as fragOes apresentam perfis similares de bandas.

O padrao sugere a presenca de proteinas de 45 KDa e 20 KDa, ndo sendo
possivel identificar a presenca de peptideos por esse gel, visto que os
peptideos podem ser marcados somente abaixo de 4KDa. Conduzindo ao
proximo passo de recomatografia das fragdes e ultrafiltracdo de proteinas e

compostos de baixa massa. Fr 70 Fr 71

Massa molecular

Figura 4- Analise eletroforética em gel de poliacrilamida 12% (m/v)
evidenciando o padrdo molecular (PMM) dos fragcdes 70 e 71 obtidas a partir
do veneno de Bothorps jararacussu. A constatacdo de trés bandas por fracdo
aproximadamente de 45kDa, 20kDa e 8kDa.
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4.1.3 Quantificacdo proteica e pesagem seca para compostos de baixa

massa

Apés a coleta das 97 fracOes, estas foram secas em SpeedVac,
armazenadas em microtubos e solubilizadas em 1 mL de agua MilliQ. Todas
fragOes foram quantificadas em triplicata por UV280nm.

A concentracdo de proteinas foi de 65,09 mg/mL para a fracdo 70 e 5,89
mg/mL para a fracéo 71.

Foram quantificados por peso seco as fragdes majoritarias dos compostos
de baixa massa ultrafiltrados. Na fracdo 70 de compostos de baixa massa foram
selecionadas fracBes majoritarios da fracdo 70 (70_4 e 70_5) e na fracdo 71
(71_2e70_5). Afracdo 70_4 com aproximadamente 0,5 mg e a fracdo 70_5 com

0,5 mg, e as fracbes 71_2 e 71_5 ambos com aproximadamente 0,5 mg.

4.1.4 Identificacdo de proteinas por Espectrometria de Massas (LC-MS/MS)

Identificar as proteinas das fragcbes 70 e 71 foram analisadas por um
espectrobmetro de massas hibrido do tipo ESI-Q-TOF (Bruker Daltonics, modelo
micrOTOF-QIII). As seis bandas reveladas nas fracdes 70 e 71 do veneno de
Bothrops jararacussu foram excisadas, digeridas e analisadas por
espectrometria de massas em modo positivo (ESI+), Os resultados foram
apresentados na tabela 1. Com auxilio da ferramenta MASCOT, as sequencias
peptidicas encontradas. Os resultados das sequencias encontradas foram
submetidas ao banco de dados SwissProt para verificacdo de proteinas

homologas.

Tabela 1 — Relagéo das sequencias das fraces do veneno de Bothrops jararacussu similares
depositadas no banco de dados MASCOT.

o .
N° da amostra | Cddigo de Nome da Proteina Mascot

Funcéo
Acesso score ¢

Fracdo 70 A | Q7T229 VSPH BOTJR 154 Serino protease — Bothrops jararacussu

Fracdo 70 B P83519 LECG_BOTJR 204 Lectina tipo C - Bothrops leucurus

Fracdo 70 C P45881 PA2B2 BOTJR 39 Fosfolipase A2 — Botropstoxina-Il
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Fracdo 71 A | Q7T229 VSPH BOTJR 166 Serino protease — Bothrops jararacussu

Fracdo 71 B Q072L6 VSPL BOTAS 192 Trombina-like Bothrops asper

Fracdo 71_C P8697 PA2BD BOTLC 131 Fosfolipase A2 — Bothrops leucurus

As fracbes 70 _A e 71_A apresentaram similaridade a serino protease
isolada a partir do veneno de Bothrops jararacussu depositada sob o codigo de
acesso Q7T229. A fracado 70_B foi similar a lectina tipo C encontrada no veneno
de Bothrops leucurus sob o codigo de acesso P83519. A fracdo 70_C, apesar do
baixo score, apresentou similaridade com a PLAZ2 isolada a partir do veneno de
Bothrops jararacussu, que é encontrada pelo cédigo de acesso P45881.A fracao
71_B apresentou similaridade com a proteina de codigo Q072L6, uma trombina-
like isolada a partir do veneno de Bothrops asper. E a fragédo 71_C apresentou
similaridade com a PLA2 do veneno de Bothrops leucurus depositada sob o

codigo de acesso P8697.

4.1.5 Determinacdo da massa molecular de compostos de baixa

massa

As fracBes majoritarias recromatografados (fracdo 70_4, fracdo 70_5,
fracdo 71_2 e fracdo 71_5) dos compostos até 3 kDa foram analisados tanto em
modo positivo (figuras 5,6,7 e 8) como negativo (resultados ndo apresentados).
A integracdo das fracbes e o processamento manual dos cromatogramas
revelam a presenca apenas de composto de baixa massa como esperado para
as porcOes ultrafiltradas até 3 kDa. Entretanto, os perfis apresentados nao
sugerem a fragmentacao de compostos peptidicos. As fracbes de composto de
baixa massa analisados por LC-MS foram ionizados tanto no modo negativo (ESI
-) como no modo positivo (ESI+). Foram identificados composto até 400 Da.

Na tabela 2, os principais ions do pico 70_4, pico 70_5, pico 71_2 e pico
71 5 analisados em modo positivo (ESI +) sdo apresentados. Todos ions

apresentaram ion carga +1 como exemplificado na figura 9.
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Tabela 2 — Relacdo massa/carga [M+H]+ encontrada na espectrometria de

massas.
FRACAO 704 DA 705 DA 712 DA 715 DA
1771028 176.1028 244.9794 243.9794
288.2718 287.2718
195.1123 1941123
262.9877 261.9877
239.1350 238.1350
238.1604 237.1604 SIS SIS
258 100 287200 327.1841 326.1841 2611171 260.1171
e g 337.0214 336.0214 309.1160 308.1160 415.2432 414.2432
Mz P POy 349.1670 348.1670 391.0704 390.0704 327.1883 326.1883
d 4 353.1396 352.1396 416.2058 415.2058 349.1710 3481710
365.1611 364.1611
371.2109 370.2109
415.2340 414.2340
380.9473 379.9473
435.0047 434.0047
474.1046 473.1046 SRR SRR
5 g 415.2340 414.2340
Compound Spectra B
Intens. in & -
Intens. 415.2340 +MS, 8.7-8.8min #1018-1026 | ~
6000
4000
2000
416.2354
417.2307
v
413 414 415 416 417 418 419 420 mjz
2o =2 Q (Ums uv Individual Axes  [“]Overlay Details List Windows: [1 |4

Figura 9 — Espectrometria de massas do tipo ESI-IT-TOF/MS da fragdo 71_2 em modo
positivo. [M+H]* 415.2340 e seus is6topos, [M+H]*416.2314 e [M+H]* 417.2307.
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Figura 6 — Espectrometria de massas do tipo ESI-IT-TOF/MS da fragdo 70_5 em modo

positivo.
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Figura 8 — Espectrometria de massas do tipo ESI-IT-TOF/MS da fragdo 71_5 em modo
positivo.

4.2 Analise de ligacdes

4.2.1 Analise de ligacdes dos venenos brutos

Nesta primeira etapa as analises de ligagdes realizadas pelo “Institut de
Biologie et Technologies de Saclay (iBiTecS) da Commissariat a I'Energie
Atomique (CEA)”, possuiram a funcéo de verificar a afinidade do veneno total de
Bothrops alternatus, Bothrops jararacussu, Crotalus durissus terrificus e Tityus
serrulatus para os receptores adrenérgicos B1- B12-, receptores muscarinicos
M2-, M3- e M5-, receptor de histamina H4, receptor dopaminérgico D2 , receptor
neurotensina NTS1, receptor serotonina 5SHT2C e receptor p-opioid. As ligagdes

foram medidas analisando a afinidade entre o veneno e o ligante radioativo (L*)
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especifico do receptor. Ou seja, 0 veneno compete pelo sitio de ligacéo e ocupa-
0 ndo permitindo que o ligante especifico se ligue ao receptor.
Os quatro venenos foram testados de acordo com o exemplo (figura 10)

no esquema da placa de Elisa.

Cdt Oxy | CdtRed | BJOxy | BJRed | TsOxy | TsRed | BaOxy | BaRed N5
ET

ElEN SN L ERGEEN S

Figura 10 — Esquema de uma placa de Elisa para o experimento da analise de
ligagédo. Os venenos totais foram testados na sua forma oxidada e reduzida. NS
(no specific bindings) representa teste de ligagdes ndo especificas e o BT

Os venenos de Bothrops alternatus, Bothrops jararacussu, Crotalus
durissus terrificus e Tityus serrulatus ndo apresentaram afinidade para os
receptores do tipo 2, como mostra a figura 11. Tanto o veneno oxidadado como
o reduzido apresentaram o mesmo perfil de ligacdes quando colocados na
presenca do receptor, ndo sendo considerados assim, ativos para este receptor.
O radioligante especifico utilizado foi o *H - DHA (dihydroalprenolol).
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Figura 11 — Inibicao da ligagdo do radioligante (3H- DHA ) pelo veneno total Crotalus durissus
terrificus oxidado (Cdt OXY), Crolatus durissus terrificus reduzico (Cdt RED), Bothorps
jararacussu oxidado, Bothrops jararacussu reduzido (BJ RED), Tityus serrulatus oxidado
(TsOXY), Tityus serrulatus reduzido (TSRED), Bothrops alternatus oxidado (Ba OXY) e
Bothrops alternatus reduzido (Ba RED). Nao houve inibig&o significativa que indicasse que os

componentes do veneno se ligaram ao receptor adrenérgico 2.

As andlises de ligacbes dos venenos de Bothrops alternatus, Bothrops
jararacussu, Crotalus durissus terrificus e Tityus serrulatus para receptor
muscarinicos M2 (figura 12A) e o radioligante ®H NMS. Os venenos de Bothrops
alternatus, Crotalus durissus terrificus e Tityus serrulatus ndo apresentaram
atividade diante a presenca do receptor M2, diferente do veneno de B
jararacussu considerado ativo para o receptor. Foi refeita a andlise de ligacédo
apenas para o B jararacussu e o receptor muscarinicos M2 onde o resultado
anteriormente alcancado nao foi repetido, assim, o veneno de B jararacussu

descartado como ativo para o receptor muscarinicos M2 (figura 12B).
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(13A) Inibicdo da ligacédo do radioligante (*H- NMS ) pelo veneno total Crotalus durissus
terrificus oxidado (Cdt OXY), Crolatus durissus terrificus reduzico (Cdt RED), Bothorps jararacussu oxidado,
Bothrops jararacussu reduzido (BJ RED), Tityus serrulatus oxidado (TsOXY), Tityus serrulatus reduzido
(TsRED), Bothrops alternatus oxidado (Ba OXY) e Bothrops alternatus reduzido (Ba RED). Nao houve
inibicéo significativa que indicasse que os componentes do veneno se ligaram ao receptor Muscarinico M2,

atividade, assim sendo descartado como possivel candidato.

O qual em um segundo ensaio (13B) nao apresentou

As andlises de ligacbes dos venenos de Bothrops alternatus, Bothrops

jararacussu, Crotalus durissus terrificus e Tityus serrulatus para receptor de

serotonina 5HT2C (figura 14) e o radioligante 3H Mesulergina.

Os venenos de Crotalus durissus terrificus e Tityus serrulatus também néo

apresentaram atividade diante a presenca do receptor 5HT2c, diferente do

veneno de B jararacussu e Bothrops alternatus,o qual foi considerado ativo para

O receptor.
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Figura 14 — Inibicéo da ligagdo do radioligante (*H- Mesulergina ) pelo veneno total Crotalus
durissus terrificus oxidado (Cdt OXY), Crolatus durissus terrificus reduzico (Cdt RED),
Bothorps jararacussu oxidado, Bothrops jararacussu reduzido (BJ RED), Tityus serrulatus
oxidado (TsOXY), Tityus serrulatus reduzido (TSRED), Bothrops alternatus oxidado (Ba OXY)
e Bothrops alternatus reduzido (Ba RED). N&o houve inibicéo significativa que indicasse que
0s componentes do veneno se ligaram ao receptor de serotonina 5-HTc, exceto pelo veneno
de Bothorps jararacussu e Bothrops alternatus oxidado (Ba OXY) e Bothrops alternatus
reduzido (Ba RED) ,0s quais se demonstraram ativos onde o numero de ligagdes do veneno
oxidado foi superior ao do veneno na sua forma reduzida.

O veneno total de Bothrops jararacussu e B alternatus foi entao testado novamente
(figura 15) para o receptor 5SHT2c. Apenas o Bothrops jararacussu apresentou-se
como candidato mais promissor aproxima etapa de cromatografia liquida — fase
reversa para testes das 97 fracdes obtidas.

141 20_3H Mesulergine CEVAP_EHT2C
—rrr T T

BT {cpm)

Figura 15 — Inibicao da ligacdo do radioligante (®H- Mesulergina ) pelo veneno total de Bothorps
jararacussu oxidado (BJ OXY) , Bothrops jararacussu reduzido (BJ RED), Bothrops alternatus
oxidado (Ba OXY) e Bothrops alternatus reduzido (Ba RED) ao receptor de serotonina 5-HTzc, 0s
quais apresentou atividade onde o nimero de ligagdes do veneno oxidado foi superior ao do veneno
na sua forma reduzida.
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4.2.2. Andlise de ligacdo do veneno de Bothrops jararacussu

Primeiramente o veneno total (ndo fracionado) foi testado nos receptores. Para
evitar resultados falsos positivos, o veneno foi utilizado em duas formas, na

forma

BJOXY_BJRED_3HNMS_5HT2C
6000

5000

4000

3000 L]
LR |
2000
1000 BJRED
= BJOXY
0
10* 10°® 107 10° 10° 0,0001

MOLAR

Figura 16- Inibicdo da ligacdo do radioligante (*H- NMS ) pelo veneno total de

Bothrops jararacussu oxidado (BJ OXY) , Bothrops jararacussu reduzido (BJ RED).
Onde o veneno oxidado apresentou-se ativo.

total (natural/oxidada) e reduzida (tratamento por TCPE, que quebra as pontes
de dissulfeto inativando o veneno). Novamente foi analisada a capacidade do
veneno total (Figura 16) em inibir a ligagdo do radioligante, desta vez o
raiologante utilizado foi - 3®H N-methylscopolamine (*H- NMS) - com o receptor de
serotonina (5HT2c). Houve queda no nimero de ligacéo total (BT- Binding total,
eixo X) do veneno total oxidado (ativo) de maneira dose-dependente da
concentracéo (eixo Y), enquanto o veneno total reduzido manteve o mesmo perfil
de ligacBes. O veneno demonstrou afinidade, sendo levado a proxima etapa de
fracionamento para identificar a fracdo responsavel pela afinidade.

As 106 fracOes foram testadas também no receptor 5HT2c (Figura 17),
onde a fracdo 70 e 71 reduziram significativamente a ligacdo do radioligante ao

receptor.
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Figura 17- Resultado obtido da andlise de ligagbes das 97 fracdes do veneno de
Bothrops jararacussu. O pogo G7 (destacado em vermelho) contém as fragbes 70 e 71.
A afinidade é demonstrada pelo valor no nimero de ligacdes atingidas serem de
aproximadamente a metade das ligacdes totais (BT). Indicando afinidade e
competitividade com o radioligante utilizado, assim sugere-se que 0 peptideo presente

na fracao possui alta afinidade com o receptor 5HTc.
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6. DISCUSSAO

As biomoléculas ativas isoladas a partir do veneno de animais tém
demonstrado um grande potencial para elucidacdo de vias farmacolégicas e
fisioloégicas, auxiliando assim, na caracterizacdo identificacdo de novos
receptores e melhor compreenséo dos ja existentes®. Este interesse é devido a
alta especificidade e seletividade destas biomoléculas aos seus receptores e seu
estudo é realizado através da analise de ligacdo (toxina-receptor) e das
respostas desencadeadas. Um dos grandes grupos de receptores que tem
despertado grande interesse da industria farmacéutica sdo os Receptores
acoplados a proteinas G (GPCRs), pois apesar de amplamente estudados pelo
envolvimento em processos fisioldgicos e doencas, ainda possuem uma grande
guantidade de receptores 6rfaos, ou seja, que ndo sdo conhecidas suas funcdes
66, Portanto, a compreensdo das propriedades de ligacdo a GPCRs tornam os
venenos animais promissoras fontes de estudo para identificacdo e elucidacéo
destes mecanismos®’.

Calvete et al, 20078 destacaram técnicas e estratégias importantes para
vendmica de serpentes, iniciando pelo fracionamento do veneno bruto por
cromatografia liquida de alta eficiéncia em fase reversa (HPLC-RP), seguida das
metodologias de sequenciamento do N-terminal, SDS-PAGE, eletroforese
bidimentsional e espectrometria de massas para determinacdo da massa
molecular e sequenciamento. Essas técnicas combinadas permitem a
caracterizacao estrutural das fragées obtidas a partir do veneno bruto.

O fracionamento do veneno total de Bothrops jararacussu realizado por
HPLC-RP utilizada neste estudo apresentou-se adequado como primeiro passo
cromatografico para a separacédo dos componentes do veneno permitindo assim
a ampla visualizacéo do perfil cromatografico.

Apesar de outros autores utilizarem, como primeiro processo de
separacédo, a cromatografia liquida por troca idnica, para entdo, num segundo
momento utilizar o HPLC-RP 87971 Em nossos resultados um maior nimero de
fracdbes foram obtidas. Além disso, autores como Calvete et al 20117? e

Calgarotto et al 2008’ que aplicaram o HPLC-RP como um primeiro passo de
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separacdo dos componentes proteicos do veneno de B atrox e B. moojeni
obtiveram de 30-39 fracdes para veneno de B. atrox e 13 fracGes para o veneno
de B. moojeni respectivamente. Através da metodologia utilizada neste estudo,
obtivemos 97 fracdes.

Esta estratégia de fracionamento permitiu, com apenas uma etapa
cromatografica, a realizacdo de um screening inicial especificamente para os
receptores ja identificados através da analise do veneno total. Foram avaliados
inicialmente o pool dos venenos de Bothrops jararacussu, B. alternatus, Crotalus
durissus terrificus e de Tityus serrulatus. Destes, o Unico veneno a mostrar
afinidade pelos receptores avaliados foi o de B. jararacussu, sendo que mostrou
afinidade apenas para os receptores 5 HTzc, 0s quais correspondem a GPCRs
de serotonina. As fracGes que apresentaram afinidade para este receptor foram
as de numero 70 e 71, tendo a sua eluicdo com o tempo de 200 minutos dentro
da metodologia adotada.

Os experimentos de ligacdo adotaram o modelo de saturacdo segundo
Quinton et al, 2010%, os quais possuem como objetivo medir a ligacdo do
radioligante (ou algum ligante que possa ser lido posteriormente) ao receptor.
Para isso, obter uma estimativa de equilibrio da constante dissociacdo do
complexo radioligante-receptor (Kd) € 0 maximo numero de sitio de ligacdes
(Bmax).

A analise do gel de SDS-PAGE 12% evidenciou que as fracbes de
interesse, ou seja, as de numero 70 e 71, apresentaram duas bandas por fracéo,
ambas com marcag&o em torno de 45 KDa e 20 KDa. Desta maneira, devido ao
fato de que a a¢éo sobre estes tipos de receptores serem mais comum entre 0s
peptideos e compostos de baixa massa, utilizamos a técnica de ultrafiltracdo
para separacdo de compostos de até 3 KDa??. A ultrafiltracdo mostrou-se
eficiente, comprovado por SDS-PAGE sob as mesmas condi¢cbes. O fato de
estas fracdes apresentarem diferentes compostos ocorreu devido ao fato de que
as caracteristicas hidrofébicas destes componentes serem muito préximas e

apenas uma etapa cromatografica néo foi suficiente para separa-los’s.
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Através da analise eletroforética SDS-PAGE 12%, foram recortadas 3
bandas tanto da fracdo 70 e 3 bandas da fracdo 71. A segunda etapa
cromatografica realizada apenas nas fracdes de baixa massa mostrou dois picos
majoritarios na fragcdo 70 e apenas um pico na fracdo 71. Pela quantificacdo
proteica realizada estimou-se 65,09 mg/mL para a fracao total 70 e 5,89 mg/mL
para a fracao total 71.

Moléculas bioativas como fosfolipase A2, metaloproteases, desintegrinas,
serino proteases, L- amino oxidase e fatores de crescimento sdo encontrados
em venenos e tem se apresentado como promissores candidatos a tratamentos
de doencas, e assim, intensamente estudados para sua identificacao,
caracterizacdo e elucidacdo de seus mecanismos. Em especial, venenos de
serpentes do género Bothrops, os quais possuem proteinas como fosfolipases
A2 (PLA2), serino proteases e metaloproteases em sua composi¢ao. Em estudos
da glandula de veneno da serpente B. jararacussu foram encontrados oito
sequencias de alta similaridade (93%) a serino proteases cDNA. Trés enzimas
coagulantes responséaveis pela inducdo da protedlise do fibrinogénio foram
purificadas a partir do veneno B. jararacussu, entretanto apenas caracterizadas

apenas em nivel de proteina 747>,

As serino proteases possuem acdo enzimatica clivando ligacdes
peptidicas. Possuem a denominada triade catalitica composta por trés
aminoacidos His57, Aspl02 e Serl95 (segundo numeracdo do
quimotripsinogénio). Sua conformagédo permite a alta reatividade da serina. As
serino proteases encontradas em venenos (SVSPs-Snakr Venom Serine
Proteases) atuam sobre a homeostasia do organismo através das proteinas
plasmaticas alterando a pressado sanguinea, fibrindlise, coagulagdo sanguinea,
agregacao plaquetaria, sistema complemento e sistema nervoso. As SVSPs da
familia Viperidae estéo presentes em até 20% das proteinas do veneno 7677, A
partir da andlise das fracdes protéicas isoladas neste estudo, as fracdes 70A e
71A apresentaram similaridade com a serino protease do veneno de Bothrops

jararacussu nomeada VSPH_BOTJR.
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A fracdo 70B apresentou similaridade com a proteina denominada
LECG_BOTJR. Esta € uma lectina tipo C isolada a partir do veneno de B
jararacussu’®. Sua capacidade de ligar de maneira reversa a carboidratos
permite alta taxa de aglutinacdo de hemacias. Em especial, a lectina de tipo C
(CLEC) é uma proteina que liga-se a carboidratos e depende de calcio para
efetuar a ligacdo. Estdo relacionadas a adeséo celular, a resposta imune a
patégenos e também a apoptose. Quando injetada em patas de ratos’® provoca
edema e aumenta a permeabilidade vascular. J& em experimentos realizados
com ratos anestesiados, foi responsavel pela diminuicdo a pressédo arterial em
cerca de 15%, com um rapido retorno ao nivel de repouso. Em estudos a lectina
BJcuL teve papel no combate a progressdo tumoral inibindo o cancer e o
crescimento de células endoteliais®.

A fragdo 70C apresentou similaridade com a fosfolipase A2 nomeada
PA2B2_BOTJR. As fosfolipases A2 em geral sdo encontradas em venenos de
serpente, principalmente do género Bothrops. Em testes realizados em patas de
rato in vivo, induziu necrose muscular juntamente com infiltracdo de células
polimorfo nucleares. As fosfolipases A2 também tem sido descritas por suas
atividades neurotéxicas, edematogénicas, agregacao plaquetéria, hipotensora e
cardiotéxica®?.

As PLA2s miotOxicas descritas no veneno de Bothrops sdo Asp-49,
variantes cataliticamente ativos ou Lys-49, homdélogos enzimaticamente inativos.
A brothropstoxina Il (BthTX-Il) isolada a partir do veneno de B. jararacussu
desempenha efeito miotdxico e coagulante, induzindo também agregacao
plaquetéaria e secretando sinais de vias de transducgdo®?.

A similaridade encontrada na fragdo 71B foi relacionada a proteina
VSPL_BOTAS, uma trombina-like da serpente B. asper. Essa trombina-like é
uma serino protease com atividade coagulante em plasma humano e fibrinogénio
bovino. Quando injetada de maneira intravenosa em ratos, é responsavel pela

atividade anticoagulante. Em ensaios realizados em ratos esta trombina-like
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exibiu atividade na homeostasia da cascata de coagulacdo tanto in vivo como in
vitro®s,

E finalmente, a fracdo 71C com similaridade para a proteina denominada
PA2BD_BOTLC. Uma PLAZ2 isolada a partir do veneno de B. leucurus. As PLsA2
podem apresentar diferentes isoformas e pontos isoelétricos caracteristicos, e
séo classificados como &cidos, basicos ou neutros. a sequéncia de aminoacidos
descrita apresentou um elevado nivel de homologia (75 - 93%) com fosfolipases
A2 de diferentes espécies, sendo 100% homologa com a PLA2 do veneno de B
jararacussu, sequencia esta deduzida de acordo com o banco de dados cDNA&4,

As fracdes majoritarias de baixa massa 70_4, 70 5,71 2 e 71_4 obtidos
apos ultrafiltracdo e recomatrografia por HPLC-RP quando analisados por
espectrometria de massas apresentaram massa de até 400Da, ndo sendo este
um perfil de peptideos®®.

Os receptores de serotonina 5-HT estdo acoplados a proteinas G e
subsequentemente ativacao da fosfolipase C, inducéo do fosfoinositol e aumento
da concentracao do calcio no meio intracelular. Estes receptores geralmente sdo
caracterizados tanto por teste de ligacdo radioativa®® como por estudos
funcionais. A seletividade dos ligantes, em particular os agonistas, tem auxiliado
na identificacdo dos subtipos de receptores associados a doencas®”:88,

Estudos similares com venenos de Phoneutria nigriventer e GPCRs
relataram que receptores de serotonina 5- HT4 desempenham um importante
papel na ativacdo na de fibras nervosas sensoriais nociceptivos por veneno de
e sugerem estar relacionada ao desenvolvimento da dor e da inflamacédo a
picadas desta aranha &°.

Segundo England L et al 19982°, a toxina GVIIIA Sigma isolada a partir do
veneno de Conus possui habilidade de inativar o 5-HT3, um canal ibnico de
serotonina excitatério dependente. A conotoxina possui um residuo de triptofano,
o qual provavelmente pode ser importante para a atividade do peptideo, pois o
ligante enddgeno do 5 HTs é um hidroxilado derivado do triptofano. A conotoxina

inativou o receptor 5 HT3 por antagonismo competitivo e € um inibidor altamente
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seletivo para esse receptor. Assim, o receptor 5 HT3z passou a ser incluso entre
os alvos de neurotoxinas naturais.

Até o presente momento ndo foram encontrados estudos que relatem
afinidade e especificidade de fragbes do veneno de Bothrops jararacussu para
GPCRs. Desta maneira a identificacdo de um receptor de serotonina 5-HTzc,
torna-se de extrema relevancia. Outros estudos serdo realizados a fim de

identificar a toxina que interage com o receptor 5-HT2C.
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6. CONCLUSAO

Até o presente momento o veneno de Bothrops jararacussu apresentou
promissoras biomoléculas com afinidade para receptor acoplados a proteinas
G, em especial, receptores de serotonina 5-HTzc, por técnicas de protedmica
e ensaio de ligagcdes tem se mostrado eficiente. Ndo foram encontrados
relatos na literatura trabalhos similares com o veneno de Bothorps

jararacussu e receptores de serotonina.
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Certificado

Certificamos que o (Protocolo CEEA 957/2012) "Isolamento e caracterizaglio de peptideos dos venenos de Brothrops
Jjaracussu e B. alternatus com afinidade para receptores muscarinicos e adrenérgicos de proteina 6 acoplada”, a ser conduzido por
Aline Ropelli Silva, orientada pelo Prof. Or. Rui Seabra Ferreira Junior, Co-orientada pela Prof® Dr® Lucilene Delazari dos Santos, com a
colaboragdo de Airton Lourenco Junior e apoio técnico de Airton Lourengo Junior e Luciana Curtolo de Barros, estd de acordo com os
Principios Eticos na Experimentacdo Animal adotado pelo Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal (COBEA), com a ressalva
de que os “ratos” sdo provenientes de Biotério convencional, sem condi¢des de atestar a Sanidade dos mesmos.

Projeto de Pesquisa aprovado em reunido da CEEA em 02/08/2012.

Prof® Dr® Maria Rosa Bet Moraes Silva Alberto Santos Capelluppi
Presidente da CEEA Secretdrio da CEEA

Distrito Rukido Junior, s/n° - Botucaty - S.P. CEP: 18.616-970 Fone/Fax: (Oxx14) 38116143 e-mail secretaria: capellup@fmb unesp br
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