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RESUMO

Os acidentes ofidicos constituem um relevante problema de salde publica, a qual deve receber
cuidados rapidos e eficientes. Em relagdo ao ofidismo, no Brasil, somente h4 poucos anos foi
definida uma politica abrangente que enfocasse as multiplas questdes relacionadas aos acidentes
humanos provocados por animais peconhentos. Os venenos de serpentes apresentam uma mistura
de compostos inorganicos (ions metalicos) e organicos, sendo ricos em moléculas biologicamente
ativas. Dentre essas moléculas, peptideos, proteinas e compostos de baixa massa molecular sao
frequentemente estudados por apresentarem grande potencial terapéutico. Essas moléculas, se
bem conhecidas, podem ser utilizadas na investigacdo de mecanismo moleculares e celulares. Além
disso, estabelecem interessantes modelos moleculares para o desenvolvimento de estratégias
biotecnoldgicas aplicaveis na criagdo de ferramentas experimentais e/ou agentes terapéuticos para
a pesquisa basica e aplicada. Diante disso, a elucidacao dos peptideos hipotensores presentes no
veneno crotalico da subespécie Crotalus durissus terrificus € o objetivo do presente trabalho. Este
estudo podera promover a identificagdo de outras moléculas hipotensoras podendo conter principios
ativos mais eficientes para o tratamento de quadros clinicos de hipertensdo, doenca esta que
acomete milhares de pessoas no mundo todo. No presente trabalho, a por¢éo peptidica do veneno
da serpente C.d.t.,, apresentou rendimento médio de 12,8% em relacdo ao veneno bruto, sob
condi¢cBes de precipitagcdo das proteinas totais na presenca de &cido trifluoracético a 0,1% (v/v) e,
guando submetida a estratégia de purificacdo por cromatografia liquida de fase reversa, 13 fracbes
foram separadas. Por meio de ensaios de contratilidade de tecido isolado in vitro de musculo liso
(artéria mesentérica), evidenciou-se que a fragcdo | e a fragcdo V apresentaram efeitos hipotensor e
hipertensor, respectivamente. A fragdo | foi identificada com a sequéncia QHILIYVGVHD e massa
molecular 1274,67 Da. Atualmente, esta molécula hipotensora identificada no presente trabalho foi
submetida a sintese peptidica para posteriormente, avaliar-se este peptideo hipotensor na sua
forma sintética, seu efeito hipotensor por meio do ensaio de contratilidade de tecido isolado in vitro
de musculo liso em relagédo ao farmaco Captopril.

Palavras-chave: Crotalus durissus terrificus, veneno de serpente, peptideos hipotensores.
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ABSTRACT

The snakebites are an important public health problem, which must receive quick and
efficient care. Regarding the ophidism, in Brazil, only a few years ago a comprehensive
policy was defined that emphasized multiple issues related to human accidents caused
by venomous animals. The snake venoms present a mixture of inorganic and organic
compounds, being rich in biologically active molecules. Among these molecules,
peptides, proteins and low molecular weight compounds are often studied by their
ability therapeutic. Those molecules, when well known, may be used in the
investigation of cellular and molecular mechanism. In addition, it provides interesting
molecular models for the development of biotechnological strategies applicable in the
creation of experimental tools and / or therapeutic agents for basic and applied
research. Therefore, the elucidation of hypotensive peptides present in the venom of
Crotalus durissus terrificus subspecies is the aim of this study, once this study may
promote the identification of other hypotensive molecules may contain more effective
active ingredients for the treatment of clinical conditions hypertension, this disease
affecting millions of people in the world. In this study, the peptide portion of the venom
of the snake Cdt, performed with an average yield of 12.8% compared to the venom
under total protein precipitation conditions in the presence of trifluoro acetic acid to
0.1% (v / v) and, when subjected to purification strategy for reversed-phase liquid
chromatography, 13 fractions were separated. Using isolated tissue contractility in vitro
smooth muscle (mesenteric artery), was evidenced that the fraction | and fraction V
showed hypotensive and hypertensive effects, respectively. Fraction | was identified
with the QHILIYVGVHD sequence and molecular mass 1274.67 Da. Currently, this
hypotensive molecule identified in this study was submitted to the peptide synthesis to
subsequently evaluate this hypotensive peptide in its synthetic form, its hypotensive
effect through tissue contractility assay isolated in vitro smooth muscle compared to
Captopril medicine.

Key words: Crotalus durissus terrificus, snake venom, hypotension peptides

11



Tese de Doutorado

LISTA DE ABREVIATURAS E ACRONOMOS
PLA = Fosfolipase
PPBs = Peptideos Potenciadores de Bradicinina
CRISPs = Proteinas secretadas ricas em cisteinas
SVVEGF = Snake Venom Vascular Endothelium Growth
SVNGF = Snake Venom Nerve Growth Factor
Cdt = Crotalus durissus terrificus
NGFs = Fator de crescimento de nervos
a = Alfa
MTx1/MTx2/MTx3/MTx7 = Neurotoxinas muscarinicas
m1/m2 = Receptores muscarinicos
Ca?" = Célcio
DNP = Peptideo natriurético dendroaspis
ANP-A = Receptores
GNP = guanosina monofosfato ciclico
BNP = Peptideo natriurético cerebral
CNP = Peptideo natriurético tipo C
ANP = Peptideo natriurético natural
BJ = Bothrops jararaca
pHPG = Peptideo natriurético tipo C rico em histidina e glicina
ECA = Enzima Conversora de Angiotensina
SRAA = Sistema renina angiotensina-aldosterona
ADH = Horménio antidiurético
B. asper = Bothrops asper
B.atrox = Bothrops atrox
NCBI = National Center for Biotechnology Information
UniProtKB = Universal Protein Resource Knowledgebase

HPLC = Cromatografia liquida de alta resolucao
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F-moc = Sintese peptidica em fase sélida

HOBt = hydroxibenzotriazol

PyBOP = benzotriazol-1il-oxitripirrolidinofosfonium hexafluorofosfato
SDS-PAGE = eletroforese em gel de poliacrilamida
RP-HPLC = Cromatografia liquida de fase reversa
LC-MS/MS-IT-TOF = Espectrometria de massas
kg = kilograma

mg = miligrama

CO, = gés carbbnico

TFA = Acido trifluoroacético

Rpm = rotagdes por minuto

rcf (rotate centrifugal force) = rotacéo com relacdo entre a forca g
mL = mililitro

ACN = Acetonitrila

nm = nanometro

ML = micrograma

pL = microlitro

mM = milimolar

BSC = benzenosulfonila

UM = micromolar

Phe = fenilefrina

Ach = acetilcolina

m/z = relacdo massa/carga
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ABREVIATURAS DE AMINOACIDOS

Cddigo de Cddigo de
AMINOACIDOS 3 LETRAS 1LETRA
ALANINA Ala A
ASPARGINA Asn N
ACIDO ASPARTICO Asp D
ARGININA Arg R
CISTEINA Cys C
FENILALANINA Phe F
GLICINA Gly G
GLUTAMINA GIn Q
ACIDO GLUTAMICO Glu E
HISTIDINA His H
ISOLEUCINA lle I
LEUCINA Leu L
LISINA Lys K
METIONINA Met M
PROLINA Pro P
SERINA Ser S
TIROSINA Tyr Y
TREONINA Thr T
TRIPTOFANO Trp W
VALINA Val \%
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1. INTRODUCAO

1.1. Envenenamento por serpentes: uma problematica de saude publica

O envenenamento por serpentes € um problema de saulde publica, que
acomete muitos paises da América do Sul e Central, Asia, Africa e uma parte da
Europa, principalmente o Sudeste e a area Central do continente. Ha uma estimativa
de que no mundo ocorram mais de quinhentos mil casos de envenenamentos por
serpentes e cerca de cento e trinta mil ébitos por ano?.

Muitos destes Obitos ocorrem pela falta de antiveneno especifico, pelo retardo
em sua administragdo ou pelo uso incorreto. O Brasil possui uma estrutura
desenvolvida na distribuicdo de antivenenos, no entanto, a grande maioria dos
profissionais de salude desconhecem o0s aspectos biol6gicos, clinicos e
epidemioldgicos envolvidos na gravidade dos envenenamentos?.

O quadro clinico em geral de um envenenamento por serpente é caracterizado
por inchago, bolhas, hemorragia e necrose do musculo esquelético. Esses efeitos
locais se desenvolvem rapidamente ap0s a picada e 0 atraso no acesso ao servico de
salde, o qual resulta em danos teciduais graves e invalidez permanente3.

As espécies mais importantes, em relacdo a saude publica, sdo do género
Bothrops e Crotalus. Diante disso, as manifestacdes clinicas advindas de acidentes
crotalicos podem ser divididas em cinco subtipos:

* Manifestacdes locais: ndo ha dor. Quando essa existe, € de pequena intensidade.
Geralmente ndo ocorre reacao local, apesar de que um pequeno edema possa estar
presente®.

* Manifestacdes sistémicas: mal-estar, nauseas, vOmitos, sudorese, prostracao,
sonoléncia ou inquietacéo e secura da boca®.

* Neurolbgicas: causadas pela acdo neurotdxica do veneno, caracterizada pela facies

miasténica (facies neurotoxica de Rosenfeld) com ptose palpebral uni ou bilateral,

17



Tese de Doutorado

midriase, oftalmoplegia, flacidez da musculatura da face, podendo ainda haver diplopia
elou visdo turva® 78,

* Musculares: H4 intensa mialgia, podendo ser acompanhada de discreto edema
muscular. A leséo das fibras musculares esqueléticas (rabdmidlise) causa liberacao de
mioglobina que é excretada pela urina (mioglobinudria), evidenciada por alteracées na
sua Corg; 10; 11; 12.

* Hematologicas: Pode ocorrer aumento no tempo de coagulacdo ou incoagulabilidade
sanguinea'® 14, ManifestagGes clinicas pouco frequentes: paralisia de grupos
musculares, insuficiéncia respiratéria aguda, muito embora ndo se constituam
comumente o quadro clinico do paciente vitima de ofidismo crotélico. Provavelmente
tais fendmenos sdo decorrentes da acdo miotéxica e/ou neurotéxica do veneno?®.

Ao longo da evolucdo, as serpentes peconhentas se especializaram na
producdo de uma série de toxinas, e dessa forma, na desorganizagdo dos niveis
fisiolégicos de horménios, e perturbacdo da atividade das enzimas, receptores, ou
canais de ions, além de prejudicarem os sistemas cardiovascular e nervoso de suas
vitimas. Devido ao seu alto grau de especificidade, as toxinas do veneno de serpentes
tém sido cada vez mais utilizadas como ferramentas farmacoldgicas e como protétipos

para o desenvolvimento de drogas?®.

1.2. Venenos de serpentes

Os venenos para as serpentes tém importante papel fisioldgico: inicia e auxilia
a digestdo de presas, constitui um mecanismo de defesa contra
predadores/agressores e, é o fator responsavel pelo dominio das presas'’ %19, Assim,
0S venenos contém componentes que agem de modo simultédneo, destinados a afetar
processos vitais, atuando no sistema nervoso, cardiovascular, locomotor, afetando a
coagulacédo do sangue, e a permeabilidade de membranas?°. As células secretoras da
glandula de veneno séo o principal componente do epitélio glandular e compdem mais

de 80% da populacéo total de células. Este epitélio é extremamente especializado na
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producdo, estocagem e secrecdo de um produto de composicdo principalmente
proteico (aproximadamente 90% do peso seco dos venenos), que desempenham as
mais variadas atividades biol6gicas” 2% 22 2, Acredita-se que a glandula de veneno
represente uma modificacdo de glandulas salivares e que o seu aparecimento tenha
sido fator crucial na radiacdo adaptativa e consequente sucesso ecoldgico das
serpentes?t 18, Fry e colaboradores?* estimaram que o aparato venenifero surgiu pela
primeira vez ha cerca de 200 milhdes de anos na evolugdo dos membros da ordem
Squamata, constituindo um dos principais fatores norteadores da diversidade
ecoldgica em serpentes e lagartos.

Em dltima instncia, os venenos sao resultado de um complexo processo
evolutivo. A divergéncia e duplicacdo de genes sdo apontadas com uma das principais
causas das substituicbes de nucleotideos, sobretudo de substituicdes nao-sindnimas,
que levam ao aparecimento de isoformas de toxinas? 2% 2728, Conhecido por evolugéo
acelerada é um dos principais fatores da diversificacdo do potencial biologico e da
acdo das toxinas em relacéo a diferentes alvos/presas? 26: 27 28,

Dentre as familias de serpentes conhecidas atualmente, a familia Viperidae
abriga espécies que possuem alto grau de especializacdo no aparato venenifero,
caracterizado pela presenca de complexos sistemas de producdo e armazenamento
de veneno, bem como por modificacdbes morfolégicas importantes, como: uma
musculatura cefélica bem desenvolvida, sobretudo proxima as glandulas de veneno,
além de dentes moveis e canaliculados, implantados na parte anterior do maxilar
moével, que permite a erecdo das presas para frente no momento do bote?% 18 22,

Ao longo da evolucdo, as serpentes peconhentas se especificaram na
producdo de uma série de toxinas, e dessa forma, se tornaram responsaveis por
desorganizarem os niveis fisiologicos de hormdnios, por desequilibrar a atividade dos
receptores ou canais de ions, das enzimas, além de prejudicarem o0s sistemas

cardiovasculares e nervosos de suas vitimas.
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1.3. Acomposicao dos venenos de serpentes

Os venenos de serpentes sdo substancias bastante complexas, compostas por
enzimas, peptideos, proteinas ndo-enzimaticas, dentre outros. Entre os componentes
frequentemente encontrados nos venenos das serpentes viperideas neotropicais
estdo: metaloproteinases, desintegrinas, serinoproteinases, fosfolipase A. (PLA)),
lectinas tipo C, peptideos potenciadores de bradicinina (PPBs), proteinas secretadas
ricas em cisteinas (CRISPs) e fatores de crescimento como os sVWWEGF e svNGF
(snake venom Vascular Endothelium Growth Factor e snake venom Nerve Growth
Factor, respectivamente).

O veneno crotalico é considerado 0 mais téxico e possui letalidade aproximada
de 72% em casos n&o tratados e de 5% nos tratados com soroterapia®® 3. Algumas
toxinas ja foram identificadas, tais como, crotamina, crotoxina, giroxina, convulxina,
crotapotina, inter-cro e fosfolipase A2. Destacando-se a crotoxina que participa em
50% na composicdo protéica do veneno3% 23, Recentemente, novas proteinas foram
identificadas no veneno de C. d. Terrificus, como 5'-nucleotidases, metaloproteinases,
nerve growth fators (NGFs), fosfosdiesterases e glutaminil ciclases descritas pela
primeira vez e elucidadas por meio de técnicas analiticas de alta resolucdo e
sensibilidade da abordagem protedmica tradicional®.

Dentre os peptideos isolados e caracterizados de venenos de serpentes no
mundo todo, foram elucidados peptideos com diferentes atividades farmacolégicas.
Peptideos da classe das a-neurotoxinas foram encontrados em serpentes do género
Elapidae, Hydrofiidae e Colubrideos. Estes atuam paralisando o masculo esquelético e
impedem que a acetilcolina se ligue e ative 0s receptores nicotinicos na jungéo
neuromuscular. Muitos compostos encontrados em venenos de serpentes inibem a
agregacdo plaquetaria, a maioria sdo enzimas/proteinas, porém, alguns peptideos,
como as a-neurotoxinas com estrutura three finger semelhantes a desintegrina-like,
também foram encontrados. Outro exemplo de neurotoxina é a muscarinica

caracterizada primeiramente como MTx1 e MTx2. Esses peptideos apresentam

20



Tese de Doutorado

relativa seletividade pelo receptor muscarinico subtipo ml e, recentemente foi isolado
0 peptideo BM14, o qual interage com o receptor muscarinico m2. Esses peptideos
melhoraram o aprendizado e processos da memdéria dos animais, jA os peptideos
MTx3 e MTx7 atuam bloqueando o receptor muscarinico m1®*. Recentemente, toxinas
com dominios three fingers denominados frontoxinas foram isolados do veneno de
Micrurus frontalis, os quais sdo responsaveis por atuar em juncdes neuromusculares®®,

Dentre os colubrideos, o veneno das serpentes Dendroaspis viridis, toxinas do
tipo antiacetilcolinesterase possuem um poderoso efeito inibitério sobre a
acetilcolinesterase. Esse peptideo causa fasciculagbes musculares e essa inibicao
pode prolongar a acdo do neurotransmissor acetilcolina. Os bloqueadores de canais
de Ca?" do veneno da Dendroaspis viridis apresentam atividade isolada no musculo
liso. Outro exemplo de neurotoxinas peptidicas presentes em venenos das serpentes
Dendroaspis viridis sdo as cardiotoxinas, as quais despolarizam eletricamente as
células excitaveis - neurbnios e musculos - de maneira irreversivel, mantendo a
contratura dos musculos. As toxinas sinérgicas foram isoladas de uma fracdo do
veneno de Dendroaspis viridis que apresentou pouca letalidade em ratos®.

Sabe-se que as miotoxinas do tipo crotamina encontradas em venenos de
cascavéis causam danos ao musculo esquelético. Paralelamente, pequenos peptideos
tém sido associados a atividade miotoxica. No veneno da vibora Atractaspis
engaddensis, as saratoxinas foram identificadas por causarem parada cardiaca, sendo
gue sua principal atividade é a vasoconstricdo mediada pela acdo de receptores de
endotelina®’.

Outra classe de peptideos encontrados em venenos de serpentes Sdo 0S
peptideos natriuréticos, os quais sdo vaso-relaxantes isolados do veneno de
Dendroaspis viridis, denominados como peptideo natriurético dendroaspis (DNP). Eles
atuam em receptores ANP-A para ativar a guanilatociclase e aumentar os niveis GMP,
causando o relaxamento muscular® 3°. Qutros tipos de peptideos natriuréticos séo:

peptideo natriurético cerebral (BNP), peptideo natriurético tipo C (CNP) e peptideo
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natriurético atrial (ANP). Os peptideos natriuréticos encontrados nos venenos de
serpentes associam propriedades funcionais e estruturais com estes trés tipos*’, e
apresentam efeito sobre a vasodilatacdo, promovendo o aumento da permeabilidade
capilar, e o relaxamento da musculatura lisa, contribuindo na rapida difusdo das
toxinas no local da picada®*.

A classe dos peptideos do veneno de serpentes mais estudados sdo os
peptideos potenciadores de bradicinina. Estes sdo oligopeptideos ricos em prolina,
constituidos de 5 a 14 residuos de aminoacidos*. As propriedades quimicas e
farmacologicas dos peptideos potenciadores de bradicinina (PPBs) foram descobertos
em 1949, no qual o plasma humano, quando incubado com o veneno de B. jararaca,
gerou novo fator hipotensor e espasmogénico para a musculatura lisa, denominado de
bradicinina®?.

Os PPBs foram os primeiros inibidores naturais da enzima conversora de
angiotensina (ECA) descritos na literatura. Estes por sua vez, foram isolados do
veneno de Bothrops jararaca*®. A hipotensdo frequentemente verificada apdés o
envenenamento botrépico € em grande parte decorrente da acédo inibitéria destes
peptideos vasoativos (PPBs) sobre a ECA, caracteristica que impede a geracdo do
peptideo vasoconstritor angiotensina Il e inativacdo do peptideo hipotensor, a
bradicinina.

Os PPBs foram descritos como uma familia de pequenos peptideos, os quais
especificamente potenciam as atividades biolégicas da bradicinina, ou seja,
apresentam efeitos hipotensores, edematogénicos, atividades espasmogénicas em
musculo liso* 5. A atividade potenciadora dos PPBs in vivo foi correlacionada com a
inibicdo de enzimas inativadoras da bradicinina®* 4% 46,

A primeira demonstracdo de que um peptideo potenciador de bradicinina
apresentava efeito hipotensor foi realizada por Ferreira*®. Devido a intensa atividade
do sistema renina-angiotensina, estudos em modelos de hipertensdo em ratos foram

realizados, para demonstrar o efeito deste peptideo na diminuicdo da pressao
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arterial*’. A partir dai, estudos propuseram o isolamento, a caracterizacdo e a
descricdo de 9 peptideos de pequena massa molecular extraidos do veneno da
mesma serpente Bothrops jararaca. Os peptideos isolados foram utilizados para
demonstrar a correlacéo entre a inibicdo da conversdo da angiotensina e potenciacao
da bradicinina. As estruturas moleculares foram confirmadas por sintese peptidica,
seguido de ensaios bioldgicos para avaliar a capacidade dessas moléculas em inibir a
converséo da angiotensina | e a inativacdo da bradicinina em pulmdes de ratos®.

Recentemente, realizou-se um estudo comparativo entre o0s venenos de
serpentes recém-nascidas e adultas do género Bothrops, elucidando os perfis
protedmico e peptidico. Muitos peptideos foram detectados nestes venenos e sugerem
que diferentes proteinases do veneno de recém-nascidos e adultos podem
desempenhar um papel na protedlise desses peptideos. PPBs foram identificados em
Bothrops recém-nascidas e adultas, porém estes peptideos foram identificados por
andlises de N- ou C-terminal, possibilitando a identificacdo de PPBs ou moléculas
homologas dos PPBs presentes nestes venenos. Esta andlise peptidica comparativa
dos venenos mostrou que ndo existem diferencas bruscas entre os perfis, como foi
observado na andlise protedmica®.

Andlise peptidica do veneno de Bothrops descreveu variacdes dos peptideos
entre animais irméos (onze fémeas e sete machos) e nado-irmaos (cinco fémeas e
cinco machos). Esse estudo mostrou diferengas entre os BPPs; a variabilidade entre
os dezoito venenos “‘irmaos” revelou que a variagdo ndo pode ser atribuida a
condigbes ambientais, idade, ou dieta, uma vez que estes nasceram e cresceram sob
as mesmas condigcbes e as amostras foram coletadas igualmente, evitando assim
variacbes sazonais e ontogénicas. Houve também variacdo ligada ao sexo, em que,
animais do sexo feminino apresentaram quatro peptideos diferentes; esse dimorfismo
foi, inicialmente, associado a particdo de nicho. A andlise global mostrou a presenca
de onze BPPs conhecidos (9a, 10b, 10c, 11a, 11d, 1le, 12b, 12c, 13a, 13b e 14)

distribuidos entre os venenos. O Unico peptideo presente em todas as amostras
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analisadas foi o BPP 13a. Porém, quatro peptideos foram encontrados apenas em
fémeas, que correspondem aos PPBs conhecidos 9a, 10b, 10c e 11a, 0s quais haviam

sido clivadas na ligagdo P-Q do peptideo®.

1.4. Técnicas Analiticas empregadas ao estudo de Protedmica

Nos dltimos anos, diversos autores tém concentrado seus esforcos na
utilizacdo de técnicas complementares em peptidémica e protedmica no intuito de se
obter um panorama que melhor represente a composicdo dos venenos animais®® 5% 52
53, Embora os venenos de serpentes sejam compostos por poucas classes de toxinas,
uma dificuldade técnica frequentemente reportada nos estudos protedmicos é a baixa
quantidade de sequéncias de proteinas de venenos de serpentes no banco de dados
atuais*®®*. O Quadro 1 apresenta um levantamento recente do nimero de entradas
(sequéncias de proteinas) correspondentes a proteinas de serpentes e proteinas de
veneno de serpentes disponiveis em dois dos bancos de dados mais utilizados em
protebmica: o banco non redundant (nr) do National Center for Biotechnology
Information (NCBI, Estados Unidos) e o Universal Protein Resource Knowledgebase
(UniProtKB, uma colaboracdo entre institutos de pesquisa do Reino Unido, Suica e

Estados Unidos).

Quadro 1. Numero de entradas (sequéncias de proteinas) correspondentes a
proteinas de serpentes ou veneno de serpentes presentes nos bancos de dados NCBI

e UniProtkKB.

Banco de Dados

Identificador! NCBI? UniProtkB2
Snake 90.183 40.945
Snake Venom 28.728 29.169

! Palavra chave utilizada na busca

2 www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/

3 www.uniprot.org/downloads O UniProtKB compreende uma compilagdo de dois grandes bancos: o TrEMBL e o
Swiss-Prot. Os valores representam o nimero de sequéncias cuja anotagdo é automatica e nao revisada (TrEMBL
database); (Acesso em 07/01/2016).
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De acordo com o Quadro 1, quando o identificador utilizado é a palavra
“Snake” a maioria das informacdes presentes nos bancos de dados analisados néo
correspondem a toxinas e, sim a outras proteinas de serpentes como hemoglobina,
citocromo c, proteinas envolvidas em processos metabdlicos, entre outras. Um
refinamento da busca utilizando a palavra “Snake Venom” resulta em mais de 28 mil
entradas no NCBI e de um pouco mais de 29 mil no UniProtKB. Esse reduzido
ndamero, em comparacdo com aquele verificado para “espécies-modelo” da ciéncia
como invertebrados (Drosophila melanogaster, 210.770 sequéncias NCBI; 143.147
sequéncias UniProtkB), camundongos (Mus musculus, 391.394 sequéncias NCBI,
81.782 sequéncias UniProtKB), associado ao desconhecimento do genoma completo
de algumas espécies de serpentes, denota a importancia de estudos referentes ao
transcriptoma da glandula de veneno, bem como do proteoma dos correspondentes
venenos.

O desenvolvimento de novas drogas terapéuticas, o crescimento da industria
biotecnolégica e o0s resultados iniciais obtidos pela genbmica e protedmica
desencadearam grandes avangos na medicina moderna. No entanto, o
desenvolvimento de novas ferramentas analiticas € necessario para a continuidade
desses avancos de forma mais especifica. Novas abordagens permitem uma
resolucdo e caracterizacdo de moléculas de modo eficiente e rapido e uma
subsequente purificacdo de moléculas alvos. Dessa forma, técnicas analiticas como
cromatografia liquida, sequenciamento peptidico por Quimica Degradativa de Edman e
espectrometria de massas e, a sintese peptidica, estdo entre as ferramentas analiticas
mais utilizadas na érea peptiddomica.

A cromatografia liquida é uma técnica fisico-quimica, considerada como
ferramenta indispenséavel nas analises protebmicas e peptiddmicas por permitir a
separagdo de macromoléculas por meio de diferentes propriedades®. A cromatografia
liquida de fase reversa associada a cromatografia liquida de alta resolu¢cdo (HPLC) é

uma das estratégias mais utilizadas nas abordagens analiticas de purificacdo de
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macromoléculas, uma vez que, 0s compostos sdo fracionados com elevada
seletividade, sensibilidade e resolucéo.

J& a sintese de peptideos sempre foi o0 grande desafio para a area de quimica
organica. Em meados de 1950, o isolamento, a elucidacao estrutural e sintese do
peptideo oxitocina iniciaram uma nova era, promovendo a junc¢do dos estudos de
biologia e quimica®. Desde entdo a sintese de peptideos tem se tornado mais
complexa, eficiente e amplamente utilizada®’.

A sintese peptidica em fase soélida foi primeiramente aplicada por Merrifield em
1963%8. Umas das estratégias de sintese peptidica em fase sélida é a F-moc, onde um
residuo de aminodcido ligado a uma matriz insollvel é desprotegido para promover o
acoplamento do proximo residuo na presenca de um ativador. Por exemplo, para cada
ciclo da sintese, sdo adicionados a resina Fmoc-aminoacido-OH, HOBt (N-
hydroxibenzotriazol) como agente ativador dos aminoacidos e PyBOP (benzotriazol-
Llil-oxitripirrolidinofosfonium hexafluorofosfato) como agente acoplante. Além disso,
para as lavagens da resina e desprotecdo da mesma, N-N-Dimetilformamida e
Piperidina sdo utilizadas®’. Estudos demonstram que a estratégia F-moc é uma das
abordagens mais acessiveis, apresentando aplicacdes bem sucedidas nas rotinas de
sintese de peptideos em muitos laboratérios®®.

Levando em consideracdo que o0 veneno da serpente Crotalus durissus
terrificus foi intensamente estudado nos Udltimos setenta anos, poucas toxinas de
origem peptidica foram caracterizadas. A analise venémica revelou muitas proteinas
com possiveis atividades farmacol6gicas e de grande importancia médica, mas pouco
se sabe sobre o0s peptideos presentes neste veneno.

Desta forma, venenos de serpentes foram amplamente conhecidos por
apresentarem em sua composi¢cado moléculas biologicamente ativas. Porém, a partir de
metodologias analiticas de maior sensibilidade e resolugédo e, principalmente por meio
de ferramentas de bioinformatica, tornou-se possivel a caracterizagdo das novas

classes de peptideos com grande potencial terapéutico®.
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2. JUSTIFICATIVA

Os venenos de serpentes representam uma mistura de compostos organicos e
espécies inorganicas, sendo ricos em moléculas biologicamente ativas, dentre elas,
peptideos, que apresentam grande potencial terapéutico. A elucidacdo dos peptideos
vasodilatadores presentes no veneno crotdlico da subespécie Crotalus durissus
terrificus possibilitard o isolamento de principios ativos que podem atuar como
medicamentos mais eficientes para o tratamento de quadros clinicos de hipertenséao,
doenca esta que acomete milhares de pessoas no mundo todo. Uma vez que, o
desenvolvimento de técnicas analiticas sofisticadas dotadas de alta sensibilidade e
resolucdo, associadas com a estratégia de sintese peptidica, promoveram a obtengéo
de candidatos em potenciais para a formulacdo e desenvolvimento de medicamentos
hipotensores, espera-se que novas moléculas possam substituir ou agir com o0s
medicamentos hipotensores existentes atualmente no mercado, 0s quais,
frequentemente, evidenciam o desencadeamento de efeitos indesejados em seus

usuarios diretos.

3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo Geral
O objetivo geral deste estudo foi a caracterizacdo bioquimica, estrutural e
funcional de um peptideo vasodilatador que atua na contratilidade muscular

presente no veneno da serpente Crotalus durissus terrificus.

3.2. Objetivos especificos
1) Isolamento dos peptideos presentes no veneno da serpente
Crotalus durissus terrificus utilizando-se a técnica de cromatografia de fase

reversa (RP — HPLC);
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2) Caracterizacdo farmacologica dos peptideos do veneno da
serpente Crotalus durissus terrificus frente ao ensaio de contratilidade de tecido

isolado in vitro de masculo liso (artéria mesentérica);

3) Sequenciamento peptidico dos compostos isolados por
espectrometria de massas do tipo LC-MS/MS-Q-TOF e por Quimica
Degradativa de Edman;

4) Sintese peptidica do peptideo hipotensor vasodilatador isolado
do veneno da serpente Crotalus durissus terrificus;

5) Caracterizagdo farmacoldgica do peptideo hipotensor sintético
do veneno da serpente Crotalus durissus terrificus frente ao ensaio de

contratilidade de tecido isolado in vitro de masculo liso (artéria mesentérica).

4. MATERIAL E METODOS

4.1. MATERIAIS

4.1.1. Animais

Vinte e dois ratos Wistar machos foram utilizados no presente trabalho,
pesando de 200 a 250 gramas, oriundos do biotério do Departamento de Fisiologia e
Farmacologia da Universidade Federal do Ceara (UFC). Os animais foram mantidos
com agua e racao ad libitum em uma sala apropriada com temperatura ambiente de 20
+ 3°C e ciclo claro/escuro (12:12h), por um periodo minimo de trés dias antes dos
experimentos, para prevenir os efeitos decorrentes da variagdo ambiental. Os ratos
foram anestesiados com pentobarbital sédico de 30 a 50mg /kg, via intra-peritonial e
em seguida, eutanasiados por deslocamento cervical. Este Projeto de Pesquisa
(CEUA 990-2013) foi submetido ao Comité de Etica Experimental da UNESP de

Botucatu, e aprovado em 28/02/2013. (anexo OK).
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4.1.2. Venenos de serpentes

O veneno da serpente Crotalus durissus terrificus (Figura 1) utilizado neste
trabalho foi obtido a partir do “pool” extraido de serpentes adultas, microchipadas
individualmente e de ambos 0s sexos, criadas e mantidas em cativeiro no serpentario
do Centro de Estudos de Venenos e Animais Peconhentos (CEVAP), localizado na

Fazenda Experimental Lageado — UNESP, Campus de Botucatu.

Figura 1. Extracéo do veneno bruto de Crotalus durissus terrificus.

4.2. METODOS
4.2.1. Extragdo dos peptideos do veneno Crotalus durrissus terrificus

A extragdo do veneno de Crotalus durrissus terrificus foi realizada segundo
metodologia desenvolvida pela equipe técnica do Laboratorio de Extracdo de Venenos
do CEVAP. As serpentes foram anestesiadas com gas carbénico (CO,) e o veneno
coletado em microtubos tipo Eppendorf®, congelado a -20°C, liofilizado, pesado,
aliguotado, identificado e estocado em freezer a -20°C para posterior uso.

Para a extracdo dos peptideos, pesou-se 1 (um) grama de veneno bruto de
Crotalus durissus terrificus, apés a pesagem misturou-se ao veneno 5 mL de &cido
trifluoroacético (TFA) a 0,1% (v/v). Agitou-se a mistura em um vortex e, esta, foi
dividida em cinco eppendorfs® de 2 mL. Os eppendorfs® foram colocados em uma
centrifuga refrigerada Heal Force por 15 minutos a 4°C a uma rotagéo de 13.800 rpm

(equivalente a 17.460 x g). Por sua vez, o sobrenadante foi transferido para um filtro
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GE Vivaspin e este sistema submetido a centrifugacdo por 90 minutos a 4°C a uma
rotacdo de 3.500 rpm. Este procedimento se repetiu até toda a amostra passar pelo

filtro.

4.2.2. Cromatografia Liquida de Alta Performance sob fase reversa (RP-HPLC)
Uma vez extraidos os peptideos do veneno bruto, estes foram submetidos a
cromatografia liquida de alta performance sob fase reversa (RP-HPLC, Reverse Phase
High Performance Liquid Chromatography) utilizando um sistema de HPLC Shimadzu,
modelo LC-82, equipado com um detector ultravioleta do tipo arranjo de diodos,
modelo SPD-202 constituido por duas bombas LC-8% (bombas A e B), injetor
Rheodyme, modelo 7725i com loop de 100 uL, um sistema controlador Shimadzu,
modelo SCL-10? e coluna semi-preparativa C-18 (Phenomenex). Para a fase movel
foram utilizados dois solventes, Solvente A [Agua contendo TFA 0,1% (v/v)] e Solvente
B [Acetonitrila 50% (v/v) contendo TFA 0,1% (v/v)] com gradiente de 0 a 80% de
Solugdo B em um fluxo de 10 mL/min. A eluicdo foi monitorada por medidas de
absorbancia em 214, 254 e 280 nm. O controle de aquisicdo de dados foi realizado por

meio do Software LC Solution®!, com modificagées.

4.2.3. Avaliacdo da contratilidade de tecido isolado in vitro de musculo liso
(artéria mesentérica) em ratos Wistar na presenca dos peptideos hipotensores
do veneno da serpente Crotalus durissus terrificus.

As fracOes peptidicas naturais e/ou os peptideos sintéticos foram submetidas
aos ensaios de contratilidade de tecido isolado. O objetivo deste estudo foi verificar o
perfil da atividade farmacolégica em preparacdes isoladas de artéria mesentérica e
analisar os efeitos dos peptideos do veneno da serpente Crotalus durissus terrificus,
avaliando o registro de contratilidade de tecido isolado in vitro de musculo liso em
ratos. Foram utilizados vinte e dois ratos Wistar machos (200-250g) obtidos do biotério

do Departamento de Fisiologia e Farmacologia da Universidade Federal do Ceara. Os
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ratos foram anestesiados com pentobarbital sddico de 30 a 50mg /kg, via intra-
peritonial e em seguida, eutanasiados por deslocamento cervical. O tecidos foram
montados em camaras para 6rgao isolados contendo 5mL de solucao fisiolégica de
Krebs-Henseleit, pH 7,4, mantida a 37°C com bomba de circulacdo Haake (Modelo FJ,
Alemanha). Os tecidos foram atados a um ponto fixo na cadmara e a unidade
transdutora de forca (Grass, modelo FTO3C, Quincy, Mass; EUA) apropriada para
registro isométrico das contragdes. A tensdo basal aplicada ao tecido foi de 0,59 para
estabilizacdo dos canais. Os sinais gerados pelo transdutor de forca foram
condicionados e registrados em um sistema de aquisicdo computadorizado (Dataq,
PM-1000, WCE, USA). Apés um periodo de equilibrio, os tecidos foram expostos a
solugdo despolarizante de alta concentracdo contendo K* (60 mM) (60mmol L%),
repetidas vezes até que duas respostas de mesma amplitude fossem obidas. Apés
este processo, o0 protocolo de reversédo foi realizado na presencga das solugdes de Phe
0,1uM (umol L) e Ach 1uM (u mol L?), finalizando este protocolo com Phe 0,05uM
(umol LY). A Figura 2 representa esta etapa experimental. As curvas de concentracéo-
efeito para o veneno da serpente Crotalus durissus terrificus e suas fracdes peptidicas
e/lou o0s peptideos sintéticos foram obtidas pela exposicdo da preparacdo a
concentragdes crescentes (0,01, 0,1, 1, 10, 100, 200, 300 ug/mL) a solucéo fisiolégica
de Krebs-Henseleit normal na cAmara de banho, para avaliacdo de seus efeitos sobre

o tbnus basal da artéria mesentérica isolada de rato Wistar.

Sistema de
Aquisigio de Dados

|

Solugda
Fisiologica

Haste

— Fixa
Computador
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Figura 2. Representacdo esquematica do equipamento utilizado para estudo da

contratilidade in vitro de preparacgdes isoladas de musculo liso.

ApoOs a realizagdo da curva concentragdo-efeito, o tecido foi lavado com
Verapamil a 25mM (25mmol L7), para avaliar a integridade do tecido. Foram
analisados os efeitos do veneno de Crotalus durissus terrificus na tenséo basal de
preparacfes de artéria mesentérica. As alteracbes na tensdo basal foram expressas
como percentual (%) da contragdo de referéncia induzida por PHE (0,05uM) (umol L?).
As gquantificacdes e estatisticas foram realizadas pelos programas: Sigma Plot 11.0,

Andlise de variancia (Anova Two-Way) e, pés teste de Holm-Sidak (p<0,05).

4.2.4. Sequenciamento dos Peptideos por Quimica Degradativa de Edman

Os peptideos purificados foram submetidos ao sequenciamento primario
utilizando-se a técnica de Quimica Degradativa de Edman, para a confirmacdo das
sequéncias primarias dos peptideos. Foram colocadas amostras contendo 50-100 ug
de peptideo no sequenciador. Estas analises foram realizadas em um sequenciador
automatico de fase gasosa PPSQ-212 (Shimadzu), onde os residuos de aminoacidos
acidos formados a partir de uma sequéncia de reagcbes quimicas. A reacao de
degradacdo de Edman ocorre no lado N-terminal da cadeia peptidica liberando um
residuo por ciclo reativo. Os residuos (PTH-aminoacidos) foram identificados utilizando
um sistema de cromatografia liquida de alta performance (HPLC) calibrado com
padrbes de PTH-aminoacidos (Wako Chem), equipado com uma bomba, modelo LC-
10AS (Shimadzu) e um detector de luz ultravioleta, modelo SPD-102, acoplados ao
proprio sequenciador. O controle do sistema e aquisicdo dos dados foram realizados
por meio do Software PPSQ-20 Data Processing e CLASS LC-102 (Shimadzu), com

modificacdes.
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4.2.5. Sintese manual de peptideos em fase sélida

A sintese dos peptideos lineares sera realizada por meio do método manual
em fase solida, utilizando-se quimica N-9-fluorenilmetoxicarbonil (estratégia Fmoc).
Em cada ciclo da sintese foi adicionado Fmoc-aminoécido-OH (NOVABIOCHEM),
contendo HOBt (NOVABIOCHEM) como agente ativador dos aminoacidos e PyBOP
(ALDRICH) como agente acoplante.

Para as lavagens da resina e desprotecéo foi utilizado N-N- Dimetilformamida
(SYNTH) e Piperidina (FLUKA), respectivamente. Todas as reacdes acima foram
realizadas sob agitacao mecéanica em capela. Apds a acoplagem do ultimo residuo de
aminoacido, a resina foi lavada com metanol (MALLINCKRODT) e seca em liofilizador
(HETO, modelo MLW — LGA 05). Apés a secagem, foi feita a clivagem entre o
peptideo e a resina, utilizando-se uma solucédo de acido trifluoroacético (TFA) 82,5%
(v/iv) (MALLINCKRODT), Anisol 5% (v/v) (SIGMA), Etanoditiol 2,5% (v/v) (ALDRICH),
Fenol 5% (m/v) e &gua ultrapurificada 5% (v/v). Esta solucdo de TFA-Anisol-
Etanoditiol-Fenol-peptideo  foi centrifugada em uma centrifuga refrigerada
(EPPENDORF, modelo 5810R) por 15 minutos a 3000 rpm na presenca de éter etilico
para promover a precipitacdo do peptideo. O peptideo foi ressuspendido em agua
Milli-Q® (destilador MARCONI, modelo MA 078) e ultrapurificada (purificador
NANOpure BARNSTEAD, modelo D4754).

Apos a sintese, os peptideos foram purificados por cromatografia liquida de alta
performance (HPLC) segundo os parametros analiticos descritos anteriormente, e em
seguida, submetidos a espectrometria de massas para avaliar suas respectivas
massas moleculares e suas estruturas primarias, a fim de confirmar que os peptideos
sintéticos apresentam as mesmas propriedades bioquimicas que o0s naturais

encontrados no veneno da serpente Crotalus durissus terrificus.
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5. RESULTADOS

5.1. Obtencdo dos peptideos a partir do veneno bruto da serpente
Crotalus durissus terrificus

O veneno bruto da serpente Crotalus durissis terrificus utilizado foi obtido a
partir do “pool” extraido de serpentes adultas da subespécie Crotalus durissus
terrificus, microchipadas individualmente e de ambos os sexos, criadas e mantidas em
cativeiro no serpentario do Centro de Estudos de Venenos e Animais Pegonhentos
(CEVAP), localizado na Fazenda Experimental Lageado — UNESP, Campus de
Botucatu. ApGs a realizagdo do protocolo experimental descrito anteriormente, o qual
utilizou a solugdo TFA a 0,1% (v/v) juntamente com etapas de centrifugagdo por meio
de filtros de poro de 3 kDa, a extracdo dos peptideos propostos foi realizada, sendo
que todo o material solubilizado contendo massa molecular menor que 3 kDa, foi
coletado apés sua passagem pelo filtro. Em seguida, 0 peso seco total deste material
de origem peptidica foi quantificado, obtendo-se um rendimento médio de 128 mg
(12,8%) em relagdo ao veneno bruto inicial que era de 1 (um) grama de veneno bruto.
Portanto, a fracdo peptidica do veneno da serpente Crotalus durissus terrificus neste
trabalho foi submetida a cromatografia liquida de fase reversa para a purificagdo dos

peptideos presentes nesta amostra.

5.2. Cromatografia Liquida de Alta Performance sob fase reversa (RP-
HPLC)

Uma vez os peptideos do veneno da serpente C.d.t. submetidos a
cromatografia liquida sob fase reversa (RP-HPLC), treze fragcbes peptidicas foram
evidenciadas, sendo as mesmas enumeradas de | a Xlll. A Figura 3 representa o

cromatograma da fragéo peptidica do veneno da serpente C.d.t. obtido neste trabalho.
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Figura 3. Perfil cromatografico obtido da fracdo peptidica obtida a partir do veneno bruto de
C.d.t. Fase movel: tampdes A (TFA 0,1% [v/v]) e tampdo B (ACN 90% [v/v])/ TFA 0,1% [v/V]),
fluxo de 0,7mL/min, absorbancia de 214nm por 50 minutos.

Uma vez isoladas treze fraces peptidicas, avaliou-se o rendimento peptidico

por fragdo. O Quadro 2 evidencia o rendimento individual de cada fragcdo oriundo da

extracdo de peptideos a partir de 1 (um) grama de veneno bruto em fracionado sob
RP-HPLC.
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Quadro 2. Rendimento individual das fracdes peptidicas.

Fracdo Amostra Porcentagem
(mg) (%)
I 85,59 66,8
Il 6,22 4,86
1 1,59 1,24
v 0,85 0,66
\Y, 2,05 1,6
VI 12,37 9,66
Vi 4,26 3,33
VI 9,07 7,08
IX 1,42 1,11
X 3,07 2,4
Xl 0,83 0,65
Xl 0,83 0,65
Il 0,7 0,54
Total 128mg 100%

5.3. Avaliacdo da contratilidade de tecido isolado in vitro de masculo liso (artéria
mesentérica) em ratos Wistar na presenca dos peptideos hipotensores do
veneno da serpente Crotalus durissus terrificus.

A partir das frag6es cromatograficas obtidas na etapa anterior, as treze frages
peptidicas foram submetidas aos ensaios de contratilidade de tecido isolado. As

fracbes peptidicas que apresentaram significAncia estatistica (p>0,05) foram as

fracbes | e V, sendo que o veneno total também apresentou atividade, comparadas ao
controle (Figura 4). As fragdes II, Ill, 1V, VI, XI, XIl e Xl apresentaram quantidade de
veneno suficiente apenas para um canal, o qual é o local em que a artéria mesentérica
foi fixada junto a solucédo de Krebs-Henseleit para analisar a contratilidade do tecido,
portanto, ndo foram analisadas estatisticamente (Figuras 5, 6 e 7). As fracdes VI, VIII,

IX e X ndo apresentaram significancia estatistica (p>0,05).

36



Tese de Doutorado

80 A
—&— CONTROLE
—44— F I
60
- FV
—C— VENENO TOTAL
40 A
% 20 4 *
(Y]
o
© Q-
L
z
*
-20 A
EX
-40 - *
*
-60 4
* %
‘80 T T T T T 1
0.001 0.01 0.1 1 10 100 1000

[ ug/mL]

Figura 4. Efeito do veneno bruto da serpente Crotalus durissus terrificus e da fracdo | e V na
tensdo basal de preparacdes de artéria mesentérica de musculo liso. As alteracdes na tensdo
basal foram expressas como percentual (%) da contracdo de referéncia induzida por PHE
(0,05uM) (0,05umol LY). Fracdes que apresentaram significancia estatistica (p>0,05).
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Figura 5. Efeito do veneno bruto da serpente Crotalus durissus terrificus e da fragéo Il e Ill na
tensdo basal de preparacdes de artéria mesentérica de musculo liso. As alteracdes na tensdo
basal foram expressas como percentual (%) da contracdo de referéncia induzida por PHE
(0,05uM) (0,05umol L1).
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Figura 6. Efeito do veneno bruto da serpente Crotalus durissus terrificus e da fragéo IV e VI na
tensdo basal de preparacfes de artéria mesentérica de musculo liso. As alteracdes na tenséo
basal foram expressas como percentual (%) da contracdo de referéncia induzida por PHE
(0,05uM) (0,05umol L1). Fragdes que ndo apresentaram significancia estatistica (p>0,05).
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Figura 7. Efeito do veneno bruto da serpente Crotalus durissus terrificus e da fragcdo Xl, Xll e
XIll na tenséo basal de preparacdes de artéria mesentérica de musculo liso. As alteracbes na
tensdo basal foram expressas como percentual (%) da contracdo de referéncia induzida por
PHE (0,05uM) (0,05umol L1).

Apesar das fracdes |II, lll, IV, VI e Xl nédo terem sido analisadas
estatisticamente, nota-se que as mesmas apresentaram tendéncias sobre a atividade
hipotensora, sendo estas, fracbes em potenciais para estudos futuros nesta linha de
pesquisa. As fracdes que apresentaram significancia estatistica evidenciaram um
relaxamento do musculo liso (Fragdo I) e uma contragdo (Fragédo V) do musculo liso.
Portanto, pode-se concluir que estas fragcbes apresentadas e o0 veneno bruto
apresentam um efeito hipotensor e hipertensor para a artéria mesentérica. Desta
forma, os estudos sobre caracterizacdo estrutural foram encaminhamos somente com

0 componente hipotensor contido na fracéo |I.
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5.4. Recromatografia da fracdo biologicamente ativa

Nesta etapa, a fracdo | foi submetida a etapa de recromatografia liquida. O

novo cromatograma deste refracionamento esta evidenciado na Figura 8.

T T T T T T T T
€0 20 0 %0 100 "o 120 130

Figura 8. Perfil cromatogréfico obtido da etapa de recromatografia da fragéo | obtida a partir do

veneno bruto. Fase mdével: gradiente isocratico do tampao B (90%ACN/0,1%TFA), fluxo de

0,5mL/minuto, absorbancia de 214 nm por 20 minutos.

41



Tese de Doutorado

Por sua vez, a fracdo .1 foi submetida a andlise de espectrometria de massas, a fim
de avaliar a pureza do componente isolado. A Figura 9 evidencia um Unico peptideo

nesta fragcdo com massa molecular de 1295 Da.
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Figura 9. Espectro de massas do tipo ESI-MS do peptideo natural isolado da fragao
I.1. [M+3H]3* = 435.33 / [M+2H]?** = 648,50 - Massa molecular: 1295 Da.

5.5 — Sequenciamento dos peptideos por Quimica Degradativa de Edman

O peptideo isolado na fracdo 1.1 foi submetido ao sequenciamento peptidico
utilizando-se a Quimica Degradativa de Edman, para a elucidacdo de sua sequéncia
primaria. A sequéncia de aminoacidos N-terminal identificada apresentou 11 residuos
de aminoacidos: QHILIYVGVHD. Quando comparada esta sequéncia com outras
sequéncias de proteinas e peptideos presentes banco de dados do National Center of
Biotechnology Information (NCBI nr), encontrou-se 100% de identidade com 10
residuos de aminoacidos presentes na proteina giroxin B2.1 (enzima fibrinogen-
clotting) da espécie Crotalus durissus terrificus, codigo de acesso C58G94.1 e 100%
de similaridade com 10 residuos de aminoacidos da serinoprotease de Crotalus
adamanteus, cédigo de acesso F8S114.1. A comparacao foi realizada por alinhamento
utilizando-se o programa BLAST e a Figura 10 evidenciam este alinhamento estrutural

e identificagao.
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Sequences producing significant alignments:
Select: All None Selected:0

o

1t Alignments
Description s’\:z:e ;Fco:i ?;j:‘: va?ue Ident Accession
367 90% 0.17 100% Q58G94.1
RecName: Full=Thrombin-like enzyme crotalase: Short=SVTLE: AltName: Full=Fibrinogen-clotting enzyme: AltName: Full=Snake venom serine protease 2; Short=SVSP; Flags: Precursor [Crotalus ad 36.7 36.7 90% 0.18 100% F8S114.1
RecName: Full=Thrombin-like enzvme gyroxin B1.3: Short=SVTLE gvroxin B1.3; AltName: Full=Fibrinogen-clotting enzyme: AltName: Full=Snake venom serine protease: Short=SVSP: Flags: Precurs 36.7 36.7 90% 0.18 100% BOFXM1.1
RecName: Full=Thrombin-like enzyme gyroxin B1.4; Short=SVTLE gyroxin B1.4: AltName: Full=Fibrinogen-clotting enzyme: AltName: Full=Snake venom serine protease: Short=SVSP: Flags: Precurs 32.5 325 90% 44 90% BOFXM2.1
conserved hypothetical protein [+ capsulatum H1431 yces capsulatus H143] 295 295 72% 39 100% EERA40544.1
redicted protein [Histoplasma capsulatum G186AR] [Ajellomyces capsulatus G186AR] 295 295 72% 39 100% EEHO 1
conserved hypothetical protein [Histoplasma capsulatum H881[Ajellomyces capsulatus H88] 295 295 72% 40 100% EGC4 1
hypothetical protein [Paramecium tetraurelia strain d4-2] 286 286 81% 78 89% XP 0014340221
) glycoside hvdrolase [Campylobacter mucosalis] 278 278 90% 147 80% WP 034969864.1
transmembrane protein, putative [Tetrahymena thermophila SB210] 274 274 63% 191 100% EWS73265.1

[BIDownload v GenPept Graphics ¥ Next A Descriptions

RecName: Full=Thrombin-like enzyme gyroxin B2.1; Short=SVTLE gyroxin B2.1; AltName: Full=Fibrinogen-clotting enzyme; AltName: Full=Snake venom serine protease; Short=SVSP [Crotalus durissus terrificus]
1D: splQ58G94.1[VSP21_CRODU Length: 238 Number of Matches: 1

> See 1 more title(s

Related Information
Range 1: 48 to 57 GenPept Graphics

Identical Proteins - Identical proteins to
Score Expect Identities Positives Gaps

36.7 bits(79) 0.17 10/10(100%) 10/10(100%) 0/10(0%) RERE

Query 2 HILIWGVHD 11
HILIYVGVHD
Sbjct 48 HILIYVGVHD 57

[BIDownload v GenPept Graphics ¥ Next A Previous A Descriptions

RecName: Full=Thrombin-like enzyme crotalase; Short=SVTLE; AltName: Full=Fibrinogen-clotting enzyme; AltName: Full=Snake venom serine protease 2; Short=SVSP; Flags: Precursor [Crotalus adamanteus]
1D: splF8S114 1lVSPCR_CROAD Length: 262 Number of Matches: 1
> See 2 more title(s)

Related Information
Range 1: 72 to 81 GenPept Graphics
o AT Identical Proteins - Identical proteins to
Expect Identities Positives Gaps e

Score
36.7 bits(79) 0.18 10/10(100%) 10/10(100%) 0/10(0%) resiisd

Query 2 HILIYVGVHD 11
HILIYVGVHD
Sbjct 72 HILIYVGVHD 81

[BiDownload v GenPept Graphics ¥ Next A Previous 4 Descriptions

RecName: Full=Thrombin-like enzyme gyroxin B1.3; Short=SVTLE gyroxin B1.3; AltName: Full=Fibrinogen-clotting enzyme; AltName: Full=Snake venom serine protease; Short=SVSP; Flags: Precursor [Crotalus
durissus terrificus]
Sequence ID: sp|BOFXM1.1VSP13_CRODU Length: 262 Number of Matches: 1
> See 1 more title(s)

Related Information
Range 1: 72 to 81 GenPept Graphics o
i Identical Proteins - Identical proteins to

BOFXM1.1

Score Expect Identities Positives Gaps
36.7 bits(79) 0.18 10/10(100%) 10/10(100%; 0/10(0%
Query 2 HILIWGVHD 11

HILIYVGVHD
Sbjct 72 HILIYVGVHD 81

Figura 10. Identificacdo do peptideo presente na fra¢éo | pela ferramenta Blast do National

Center of Biotechnology Information (NCBI).

5.6. Sintese peptidica do peptideo alvo deste estudo

Nesta etapa do trabalho, a sequéncia dos 11 residuos de aminoéacidos foram
submetidas a sintese por meio da estratégia F-moc, sendo elaborada da seguinte
maneira: [NH2]-QHILIYVGVHD-[OH]. O peptideo sintético foi purificado por
cromatografia liquida (Figura 11), a fim de avaliar a efetividade do processo de sintese
organica. Analises de espectrometria de massas, avaliaram a pureza do peptideo

sintético(Figural?2).
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Figura 11. Perfil cromatografico do peptideo sintético QHILIYVGVHD. Fase mével:
tamp0Bes A (TFA 0,1% [v/v]) e tampéo B (ACN 100% [v/v]/ TFA 0,1% [v/V]), fluxo de
1.0 mL/min, absorbancia de 220nm por 25 minutos.
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Figura 12. Espectro de massas do tipo ESI-MS do peptideo sintético QHILIYVGVHD.
[M-2H]> = 646.24 | [M+1H]** = 1293.56 - Massa molecular: 1294 Da.
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5.7. Avaliacdo da contratilidade de tecido isolado in vitro de masculo liso (artéria

mesentérica) em ratos Wistar na presenca do peptideo sintético.

O resultado obtido nesta etapa experimental de contratilidade de musculo liso
na presenca do peptideo sintético esta evidenciado na Figuras 14, em comparacao

com o veneno bruto da serpente Crotalus durissus terrificus e ao controle.
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Figura 13. Efeito do peptideo sintético QHILIYVGVHD na tensdo basal de preparagbes de
artéria mesentérica de musculo liso. As alteracdes na tensdo basal foram expressas como
percentual (%) da contracdo de referéncia induzida por PHE (0,05uM) (0,05umol L1). Fractes

gue apresentaram significancia estatistica (p>0,05).
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Nota-se que, o peptideo sintético ndo apresentou um efeito hipotensor para a
artéria mesentérica, enquanto que a forma natural deste peptideo isolado do veneno
da serpente Crotalus durissus terrificus apresentou de forma positiva o efeito

hipotensor.

6. DISCUSSAO

Os venenos de serpentes apresentam uma composi¢cdo quimica complexa de
componentes que possuem diversas acdes biologicas. Além disso, estes venenos
podem ser considerados uma biblioteca de compostos bioativos com grande potencial
terapéutico, o qual tem motivado pesquisadores na area de toxinologia em utilizar
essas substancias toxicas como modelos em potenciais para o desenvolvimento de
produtos de interesse biotecnoldgico e terapéutico. Estima-se que, cerca de 60% das
drogas antitumorais e anti-infecciosas encontradas disponiveis comercialmente no
mercado ou que estdo em fase clinica de estudo, sao de origem natural. Desta forma,
as toxinas animais, das quais participam as toxinas ofidicas, também ganharam
espaco notério no mercado farmacéutico®?.

Inicialmente, os primeiros estudos sobre os venenos de serpentes no campo
cientifico era compreender como combater os efeitos dos acidentes ofidicos e como
estas toxinas atuavam. Estes venenos foram utilizados também na medicina
tradicional para o tratamento de diversas doencas, sendo que no inicio do século XX,
a ideia de utilizar as toxinas purificadas como uma fonte terapéutica foi alvo de muitos
estudos®.

Com os modernos avancos das estratégias investigativas Omics (gendmica,
transcriptomica, protedmica) e as ferramentas de bioinformética, o ndmero de
peptideos que estdo sendo revelados utilizando diversas técnicas analiticas, tém

aumentado exponencialmente®. O uso de tecnologia de DNA recombinante para a
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expressdo de peptideos em células eucariéticas como procaridticas tem sido muito
utilizada™. Porém, o desafio atual é revelar a localizacdo celular, as funcdes
bioldgicas, aprofundar nas caracterizacdes bioquimicas dos peptideos preditos e
identificar aqueles que podem servir como alvos para a intervencgdo terapéutica em
diversas doencgas®.

O presente trabalho descreve uma abordagem metodoldgica para o isolamento
e a identificacdo de peptideos hipotensores presentes no veneno de Crotalus durissus
terrificus. Novos peptideos relacionados com principios hipotensores e hipertensores
foram encontrados, a partir da investigacdo das 13 fracBes peptidicas isoladas do
veneno da serpente por cromatografia liquida por fase reversa. No presente trabalho,
0 protocolo de extracdo proposto promoveu um rendimento de 12,8% de compostos
de baixa massa molecular em relagdo ao veneno bruto, dado este que corrobora com
os da literatura, os quais exemplificam que venenos de serpentes sdo0 compostos por
cerca de 90% proteinas®® 66 2% 23,

A técnica analitica utilizada neste trabalho para o isolamento e fracionamento
dos peptideos de C.d.terrificus foi a cromatografia liquida de fase reversa (RP-HPLC),
utilizando uma coluna Cis. Muitos trabalhos na literatura que envolveu peptideos de
serpentes optaram por isolar peptideos hipotensores por cromatografia liquida por
filtracdo em gel a partir do veneno bruto e, posteriormente, se utilizar da estratégia de
cromatografia liquida de fase reversa para repurificar os peptideos alvo dos estudos,
como por exemplo, Graham e colaboradores®’ frente aos venenos de trés espécies de
serpentes: Agkistrodon bilineatus, Crotalus viridis viridis e Lachesis muta.
Paralelamente, Menin e colaboradores® isolaram peptideos potenciadores de
bradicinina do veneno de serpentes Bothrops moojeni por meio da cromatografia de
fase reversa, promovendo uma extragdo prévia dos peptideos na presenca de TFA
0,1% (v/v). Dessa forma, o presente trabalho atuou da mesma forma de Menin e

colaboradores®®, prevenindo provaveis interacées de peptideos e proteinas, os quais
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podem formar complexos estaveis e ndo serem fracionados nas etapas de filtracdo em
gel.

As abordagens toxicoldgicas e farmacolégicas com venenos de serpentes sao
temas de estudo de grande relevancia devido aos inUmeros casos de acidentes
ofidicos que ocorrem no Brasil. A fisiopatologia dos envenenamentos por serpentes
envolve uma série de eventos complexos que dependem da acdo combinada dos
componentes dos venenos®’.

Os efeitos do veneno do género Crotalus na funcdo renal e contratilidade
adrtica e mesentérica ndo possuem relatos na literatura, embora esteja descrito a
capacidade dos venenos crotdlicos de induzir neurotoxicidade, desordens na
coagulacdo, miotoxicidade e faléncia renal aguda’ 7% 72,

A partir das fracdes cromatogréaficas obtidas, as treze fracdes peptidicas foram
submetidas aos ensaios de contratilidade de tecido isolado. A artéria mesentérica,
sendo esta um musculo liso, foi escolhida por possuir uma maior contratilidade e
resisténcia e podera auxiliar nesta avaliagdo da atividade vascular destes
componentes peptidicos presentes no veneno da serpente em questdo. As fracdes
peptidicas que apresentaram significancia estatistica (p>0,05) foram as fracdes | e V,
sendo que o veneno total também apresentou atividade, comparadas ao controle.
Estas fracdes evidenciaram um relaxamento do musculo liso (fracdo 1) e uma
contracdo do mausculo liso (fracdo V). Portanto, pode-se concluir que estas fracdes
apresentadas e o veneno bruto apresentam um efeito hipotensor (fragéo 1) e
hipertensor (fracdo V) para a artéria mesentérica. Pereira’ realizou um estudo de
perfusdo de rim isolado para a espécie Crotalus durissus cumanensis, em que 0 grupo
foi tratado com a mesma solucdo perfusora de Krebs-Henseleit, e ndo apresentaram
alteracdes significativas nos parametros de funcdo renal durante os 120 minutos do
experimento. Nos ensaios realizados com o veneno total (0,3ug/mL) n&o foram
observadas alteragBes significativas dos parametros de funcdo renal quando

comparado ao controle interno. Com o aumento da concentracdo do veneno
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(10pg/mL) houve um aumento significativo na pressdo de perfusdo e na resisténcia
renal vascular.

Estudo dos efeitos renais com a crotoxina isolada do veneno da serpente
Crotalus durissus cumanensis néao foi observada alterages significativas na pressao
de perfuséo e na resisténcia vascular renal”,

No presente trabalho, a fracdo V apresentou uma acdo vasoconstritora do
musculo liso para a espécie C.d.terrificus, dado este que n&o corroborou aos achados
de Pereira” que, ao investigar a hipétese de agdo vasoconstritora do veneno bruto de
uma espécie filogeneticamente proxima (Crotalus durissus cumanensis), 0s ensaios de
atividade vascular demonstraram que o0 veneno bruto ndo alterou a contratilidade dos
anéis de aorta mantidos sob tenséo basal.

Varios mecanismos estao envolvidos na contragédo do tecido liso vascular. As
células musculares lisas podem contrair de uma forma direta, através de seus
receptores especificos para neurotransmissores, e de forma indireta, através da
liberacdo de substancias derivadas do endotélio. Além destes mecanismos, o influxo
de calcio através da membrana e a liberagdo dos estoques intracelulares tém papel
fundamental na contracéo vascular’.

Peptideos vasoconstritores tém sido encontrados em alguns venenos de
serpentes, tais como sarafotoxina e peptideos inibidores de bradicinina®’. O
isopeptideo sarafotoxina, constituinte do veneno da serpente do género Atractasips, é
estruturalmente e funcionalmente semelhante ao componente vasoconstritor
endotelina’. Estudos de Graham e colaboradores™ evidenciaram a presenca de
peptideos potenciadores de bradicinina nos venenos das serpentes Agkistrodon
bilineatus, Crotalus viridis viridis e Lachesis muta, sendo que em seus ensaios
biologicos, a artéria caudal de ratos Wistar foi utilizada para avaliar a acao vascular
conforme este presente trabalho. O sistema de perfusdo da artéria caudal em ratos é
um modelo bem caracterizado para estudar o mecanismo utilizando varios compostos

que conduzem a constri¢cdo e dilatacdo vascular em musculo liso. Uma das principais
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vias que causam constricdo envolve a fenilefrina, que estimula a abertura de canais
voltagem-dependentes de Ca?". Essa estimulagdo da abertura de canais de Ca?
ocorreu também para a artéria mesentérica, envolvendo a fenilefrina e utilizando a
mesma solucdo de Krebs-Henseleit. O aumento intracelular de Ca?* inicia uma cascata
gue conduz em Ultima instancia a constricdo’’.

Ligado as membranas plasmaticas, podem-se encontrar a fosfolipase C, as
quais sdo ativadas pela fenilefrina no muasculo liso, gerando dois mensageiros,
trifosfato de inositol (IP3) e diacilglicerol®. IP3 mobiliza fons Ca?* do reticulo
sarcoplasmatico, enquanto diacilglicerol ativa a proteina quinase C levando a
constricdo’® 7. A bradicinina é um peptideo vasodilatador e anti-proliferativa que
exerce a sua acao vasodilatadora endotelial através da secrecdo de 6xido nitrico em
alguns vasos sanguineos®’. Tanto a fenilefrina quanto a bradicinina sdo utilizadas
nesta experiéncia para vasoconstricdo e vasodilatacdo, respectivamente’®.

Peptideos vasoconstritores foram encontrados em outros viperideos, alguns
mais notaveis, como as sarafotoxinas. Estes peptideos foram isolados a partir do
veneno da serpente da espécie Atractaspis engaddensis®* As sarafotoxinas s&o um
grupo de 21 residuos de aminoacidos cardiotoxicos que induzem uma grave
vasoconstricdo coronariana, levando a bradicardia e vaso espasmos, e eles tém sido
usados no desenvolvimento de Bosentan, um farmaco usado no tratamento da
hipertenséao arterial pulmonar®.

Estas toxinas constituem ferramentas exclusivas que auxiliam no estudo e
identificacdo de alvos moleculares para o desenvolvimento de medicamentos com
acdes antagbnicas associados com vaso espasmos, (infarto do miocardio) aguda
(hipertenséo e doenca cardiaca crénica) e vasoconstricado®? 83,

De acordo com Evangelista et al.®*, peptideos da familia dos natriuréticos foram
identificados no veneno da serpente Crotalus durissus cascavella com efeitos renais e
vasculares. J& em 2011, Evangelista e colaboradores® estudaram o efeito hipotensor

do veneno de Crotalus durissus cascavella relacionando a produgdo de oOxido nitrico.
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O objetivo deste estudo foi investigar os efeitos do veneno de C. d. cascavella na
determinacdo da presséo arterial média e reatividade vascular mesentérica em ratos.
O veneno desta serpente provocou uma diminuicdo dose dependente na pressao
arterial média, frequéncia cardiaca e respiratéria, com o aumento dos niveis de nitrito
de plasma. Observaram-se também apds a administracao do veneno, a hipotensao e o
aumento da producdo de nitrito. Para investigar os efeitos de C. d. cascavella em
vasos de resisténcia, a reatividade vascular mesentérica foi estudada e os resultados
sugerem que o efeito hipotensor do veneno ndo é dependente de uma atividade

vasodilatadora direta.

Muitos venenos de serpentes contém toxinas que produzem efeitos
cardiovasculares profundos. Os locais de acdo destas toxinas incluem musculo
cardiaco, musculo liso vascular e o leito vascular capilar. Alguns venenos de
serpentes, por exemplo, contém peptideos que inibem a enzima conversora da
angiotensina e potencializam as ac¢fes biolégicas de bradicinina, os peptideos
potencializadores de bradicinina (PPBs). Por sua vez, outros peptideos de venenos de
serpentes também atuam como hipotensores, 0s quais sdo peptideos natriuréticos e
as sarafotoxinas. Sarafotoxinas sdo toxinas peptidicas encontradas em venenos de
serpentes da espécie Atractaspis sp. e exibem propriedades de vasoconstricdo
potentes. Estes peptideos compartilham elevado grau de identidade de sequéncia com
endotelinas, reconhecem e ligam-se a seus receptores. Proteinas do veneno de
serpente também podem aumentar a permeabilidade capilar, como por exemplo, a
proteina (ICPP), que foi recentemente isolada a partir do veneno de Vipera lebetina.
ICPP é um fator de permeabilidade extremamente potente com uma estrutura
semelhante & do fator de crescimento endotelial vascular (VEGF). Assim, existe uma
vasta gama de toxinas de serpentes com potente atividade cardiovascular. Algumas
destas proteinas e peptideos sdo ferramentas altamente seletivas para o estudo de

processos fisiol6gicos®’.
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Estudos de Lopes e colaboradores® evidenciaram o peptideo hipotensor Pro-
Nle-Pro-Leu-Nle-Tyr-Leu-Gly-lle-Pro-Pro (PNLPNYLGIPP) para a espécie Crotalus
durissus cascavella (PPB-Cdc). Apesar de BPP-Cdc apresentar a tipica sequéncia na
extremidade C-terminal de forma similar aos PPBs, este peptideo ndo apresenta um
residuo de aminoacido do tipo pyroglutamato em seu N-terminal, sugerindo que este
residuo ndo é essencial para a sua atividade. Neste mesmo estudo, os autores
evidenciaram uma baixa similaridade do peptideo BPP-Cdc com todos os PPBs
descritos na literatura, onde BPP-Cdc apresenta homologia de apenas 36% com
outros PPBs do mesmo género Crotalus, como BPP1Cdt e CDtla, isolado a partir de
C. d. terrificus® e uma homologia de 45,4% observada apenas com PeptB e PeptC do
género Agkistrodon?®: 90: 91: 92; 93.

Diante da singularidade estrutural encontrada do peptideo hipotensor contida
na fracdo | do veneno de Crotalus durissus terrificus identificado neste trabalho,
sugere-se que este peptideo possa compartilhar dominios similares aos peptideos
natriuréticos, conforme Graham e colaboradores’™, que avaliaram uma molécula
peptidica em comum dos venenos das serpentes Agkistrodon bilineatus, Crotalus
viridis viridis e Lachesis muta, a qual se mostrou com uma acdo antagonista da
bradicinina no receptor B2 e vascular em ratos com um dominio que reside entre os
peptideos potenciadores de bradicinina e dominios do tipo C de peptideos
natriuréticos.

A fim de avaliar o compartilhamento estrutural primario deste peptideo
hipotensor identificado no presente trabalho com o maior banco de sequéncias de
macromoléculas National Center of Biotechnology Information (NCBI), o peptideo da
fracdo | se mostrou similar a uma sequencia peptidica interna de uma serinoprotease
presente nos venenos das serpentes Crotalus durissus terrificus e Crotalus
adamanteus, a toxina giroxina com atividade coagulante.

A principio, nosso grupo questionou se 0 veneno bruto tivesse sofrido algum

processo de degradacdo devido & auséncia de inibidores de proteases no momento da
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extracdo do veneno das serpentes Crotalus durissus terrificus. Esta provavel
degradacdo poderia ter clivado a serinoprotease presente neste veneno, liberando
assim, este peptideo identificado neste estudo. Para se certificar a existéncia natural
deste peptideo, um novo pool de veneno foi coletado na presenca de inibidores de
proteases e cromatografado novamente sob as mesmas condi¢cdes descritas
anteriormente. O resultado obtido (dados ndo mostrados) foram exatamente os
mesmos dos mostrados na secdo de resultados no isolamento das trezes fracbes
peptidicas. Desta forma, provou-se que este peptideo identificado ndo é produto de
um processo de degradacdo do veneno, mas um peptideo geneticamente produzido
pelo organismo, sendo liberado no veneno juntamente com as proteinas. Estudos na
literatura com serinoproteases do veneno das serpentes Trimeresurus
mucrosquamatus e Crotalus viridis heleri mostraram atividades hipotensoras em
ensaios in vitro e in vivo, quando investigadas sob o ponto de vista das atividades
fibrinogelitica e fibrinolitica® % °, Desta forma, acredita-se que, a atividade
hipotensora para estas serinoproteases estejam atreladas a sequéncia identificada
neste peptideo da fracao |, por compartilharem uma estrutura primaria semelhante.
Porém, quando a sequéncia peptidica do componente natural foi submetido a
sintese peptidica pela estratégia F-moc, o composto sintético ndo apresentou
atividade de contratilidade em relacdo ao composto natural. Alguns trabalhos na
literatura evidenciaram este mesmo comportamente encontrado neste trabalho.
Acredita-se que este ocorrido possa ter algumas ter sido devido as possiveis
modificagbes poOs-traducionais presentes nas cadeias laterais de residuos de
amino&cidos do peptideo natural, as quais ndo puderam ser reproduzidas na forma
sintética devido ao estudo estrutural do presente trabalho ter sido realizado
exclusivamente na ordem da estrutura priméria. Paralelamente e de forma
complementar, como a estrutura secundaria do peptideo natural ndo foi avaliada,
acredita-se que a atividade de contratilidade do peptideo sintético pode ter sido

comprometida também. Uma vez que, estrutura molecular esta diretamente
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correlacionada a funcdo molecular, a auséncia de estudos estruturais mais
aprofundados neste trabalho, puderam comprometer a atividade funcional do material

sintético.

7. CONSIDERACOES FINAIS

Pode-se concluir que o protocolo de extracdo de peptideos do veneno da
serpente Crotalus durissus terrificus aplicado neste estudo foi eficaz e corroborou a
literatura, no qual por meio da cromatografia de fase reversa (RP-HPLC) os
peptideos foram isolados. O peso seco total deste material de origem peptidica foi
guantificado, destacando-se um rendimento médio de 128 mg (12,8%) em relacdo
ao veneno bruto (1 grama). Quando submetida a estratégia de purificacao por
cromatografia liquida de fase reversa, 13 fracdes foram isoladas. Por meio da
caracterizacdo farmacoldgica evidenciou-se que, uma fracdo apresentou efeito
vasodilatador hipotensor e outra efeito hipertensor, estatisticamente. A fracédo
hipotensora foi recromatografada e um UGnico componente identificado com a
sequéncia QHILIYVGVHD e massa molecular 1295 Da. Por sua vez, esta molécula
natural com atividade hipotensora foi submetida a sintese peptidica. A forma
sintética deste peptideo quando submetida aos ensaios de contratilidade de tecido
isolado in vitro de musculo liso em relacdo ao farmaco Captopril, o resultado foi
negativo.

Acredita-se que, a continuidade deste trabalho seja extremamente relevante,
haja vista que, outras fragbes hipotensoras evidenciaram tendéncias para a
atividade biolégica vasoconstritora, alvo deste estudo. Além disso, estudos
estruturais mais aprofundados poderdo auxiliar na elucidacdo da conformacéo
tridimensional dos compostos, a fim de dar um maior suporte na producdo dos
peptideos sintéticos a serem revelados como potenciais candidatos a principios

vasoconstritores.
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CEP: 18.618-970
Fone: (14) 3880-1608/3880-1609

e-mail secretaria: capellup@fmb.unesp.br "
Instituida na Faculdade de Medicina através da Portaria do Diretor n° 30 de 26/04/99 Comissdo de Etica no Uso de Animais

Botucatu, 13 de maio de 2014. Of. 011/14-CEUA

Ilustrissima Senhora .
Prof®. Dr®. Lucilene Delazari dos Santos -
Centro de Estudos de Venenos e Animais Pegonhentos - CEVAP

Em relacdo ao Projeto de Pesquisa (Protocolo CEUA 990-2013) “Caracterizacdo
bioquimica, estrutural e funcional dos peptideos hipotensores do veneno da
serpente Crotalus durissus terrificus”, conduzido por Patricia da Rocha Mendes,
orientada por Vossa Senhoria, co-orientada pelo Prof. Dr. Rui Seabra Ferreira
Junior, com a colaboragdo de Benedito Barraviera, Leticia Gomes de Pontes,
Mario Sérgio Palma, com o Apoio Técnico de Airton Lourengo Junior, aprovado
em 28/02/2013, informo que foi AUTORIZADA a inclusdo de nova metodologia
no projeto.

Nova Metodologia: Avaliagdo da contratilidade de tecido isolado in vitro de
misculo liso (artéria mesentérica) em ratos Wistar na presenca dos peptideos
hipotensores do veneno da serpente Crotalus durissus terrificus.

Ao final do projefo € necessdria a apresentagdo do Relatdrio Final de
Atividades.

Atenciosamente,

AR

Prof. Adjunto Katashi Okoshi
Presidente da CEUA
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