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RESUMO

Sulca, MA. Desenvolvimento de novos peptideos antimicrobianos a partir de
proteinas dos venenos das serpentes peruanas B. pictus e B. oligolepis. 2016.
(190p). Tese de Doutorado - Programa de Pos-Graduagdo em Bioquimica. Instituto de
Quimica, Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo.

A resisténcia aos antibidticos adquirida por micro-organismos patogénicos € um
problema de salde mundial e, por isso, o desenvolvimento de novos agentes antimicrobianos
vem sendo amplamente estimulado. Sabendo que muitos peptideos bioativos correspondem a
fragmentos peptidicos de proteinas e/ou seus analogos, este trabalho teve o objetivo de
desenvolver novos peptideos antimicrobianos (AMPs) a partir das sequéncias aminoacidicas e
das estruturas 3D de proteinas possivelmente envolvidas na atividade antimicrobiana de
venenos de serpentes pouco estudados. As etapas iniciais seguidas foram: a) escolher uma
fosfolipase A2 (PLA;) de veneno de serpente peruana do género Bothrops da familia Viperidae
com sequéncia de aminoacidos conhecida e modelar por homologia a sua estrutura 3D; b)
verificar atividade antimicrobiana em venenos de serpentes peruanas dos géneros Bothrops e
Bothriopsis da familia Viperidae, selecionar um veneno ativo, fraciona-lo para isolar proteinas
provavelmente envolvidas nessa atividade, tripsinizar as proteinas isoladas, sequenciar 0s
fragmentos tripticos para identifica-las, localizar esses fragmentos em sequéncias
aminoacidicas de proteinas com estruturas 3D disponiveis correlatas as proteinas
isoladas/identificadas em classe, funcdo e fonte natural. Em seguida, foram escolhidos
fragmentos peptidicos da PLA; (item a) e das proteinas isoladas do veneno ativo (item b) e/ou
desenhados analogos que apresentassem caracteristicas exibidas por AMPs conhecidos. Os
peptideos desenhados foram sintetizados, purificados, caracterizados e testados em suas
atividades antimicrobianas. Os modelos estruturais 3D da PLA, de Bothrops pictus e quatro

peptideos (PLA2-1 a -4) amidados derivados dela foram obtidos, sendo o PLA2-1 ativo frente a



Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Candida albicans, Candida krusei e Candida
parapsilosis (MICs de 6,25-200 umol.mL™). Dos trés venenos de serpentes peruanas testados,
Bothrops taeniatta, Bothrops barnetti e Bothriopsis oligolepis, os dois ultimos inibiram o
crescimento de S. aureus (MICs 0,78-50 umol.mL?), mas apenas B. oligolepis demonstrou
espectro de acdo amplo. O seu fracionamento sequencial, acompanhado de ensaios de inibicdo
do crescimento de S. aureus, gerou fragcdes ativas relativamente homogéneas que, tripsinizadas
e os fragmentos tripticos sequenciados, continham metalo-peptidases do tipo Ill, serino-
peptidase ou lectinas do tipo C. A verificagcdo de atividade enzimatica e de coagulacao
sanguinea nessas fragdes confirmaram as naturezas das proteinas isoladas. Dos trés peptideos
amidados (Bo-Serl, Bo-Metl e Bo-Lecl) desenhados a partir de suas estruturas, um deles foi
ativo frente as leveduras C. albicans, C. krusei e C. parapsilosis (Bo-Metl; MIC de 6,25 - 200
umol.mL?). Pela primeira vez, foi demonstrado que: a) os venenos das serpentes peruanas B.
barnetti e B. oligolepis apresentam ac¢do antimicrobiana, sendo o Ultimo de espectro amplo; b)
que as proteinas acima citadas, que incluem uma serino-peptidase, estao envolvidas com essa
propriedade do veneno de B. oligolepis; c) que as sequéncias aminoacidicas e modelo 3D de
uma PLA2 &cida e de proteinas presentes nos venenos das serpentes peruanas B. pictus e
Bothriopsis oligolepis podem funcionar como fontes naturais para o desenvolvimento de novos

AMPs de agdo potente em micro-organismos de interesse clinico e cientifico.

Palavras-chave: Atividade antimicrobiana, veneno de serpente, peptideo

antimicrobiano, fosfolipase acida, metalo-peptidase, serino-peptidase, lectina tipo C.



ABSTRACT

Sulca MA. Development of new antimicrobial peptides based on the structures of
proteins found in the venoms of the Peruvian snakes B. pictus e B. oligolepis.
2016. (190p). PhD Thesis - Graduate Program in Biochemistry. Instituto de Quimica,
Universidade de S&o Paulo, Sdo Paulo.

Resistance to antibiotics obtained by pathogenic microorganisms is a global health
problem, so the search for new antimicrobial agents has been encouraged. Knowing that many
protein fragments and analogues are bioactive peptides, the aim of this work was to develop
new antimicrobial peptides (AMPs) based on the amino acid sequences and 3D structures of
proteins apparently involved in the antimicrobial activity of snake venoms very little or not
studied so far. The first steps taken were: a) selection of a phospholipase A2 (PLA) present in
the venom from a Peruvian Bothrops sp. belonging to the family Viperidae, whose amino acid
sequence was known, to model by homology its 3D structure; b) detection of antimicrobial
activity in venoms from other Peruvian Viperidae Bothrops and Bothriopsis shakes, selection of
an active venom, fractionation of it for isolation of proteins possibly involved in the antimicrobial
activity, trypsinization of the isolated proteins, sequencing of the tryptic fragments for protein
identification, location of such fragments in the amino acid sequences and 3D structures of
proteins directly related in class, function and natural source to the isolated proteins. Then,
peptide fragments from the chosen PLA2 (item a) and from the isolated proteins (item b) that
presented structural features found in the known AMPs were selected and/or their analogues
were designed. Finally, synthesis, purification and characterization of the peptides with AMP
potential, (viii) verification on whether or not they display antimicrobial activity. The 3D-structure
models of Bothrops pictus PLA2 and four amidated peptides (PLA2-1 to -4) derived from it were
obtained, being PLA2-1 active against Gram negative bacteria Escherichia coli and

Pseudomonas aeruginosa as well as the yeasts Candida albicans, Candida krusei and Candida



parapsilosis (MICs de 6.25-200 pmol.mL™?). Among the three Peruvian snake venoms tested
Bothrops taeniatta, Bothrops barnetti and Bothriopsis oligolepis, the last two inhibited the growth
of S. aureus (MICs 0.78-50 umol.mL™?) and B. oligolepis presented a wide spectrum of bacterial
action. Sequential fractionation followed by S. aureus growth inhibition assays of the main
fractions led to active relatively homogeneous ones. Their trypsinization and sequencing of the
tryptic fragments indicated that they contained metalloproteinases type lll, serine-proteinase or
lectins type CTL. Enzymatic activity and blood coagulation assays confirmed the nature of the
isolated proteins. From the three amidated peptides (Bo-Serl, Bo-Metl e Bo-Lecl) derived from
them, Bo-Metl showed to be active against C. albicans, C. krusei e C. parapsilosis (MIC 6,25 -
200 pmol.mL?). In summary, for the first time, it was demonstrated that: a) the venoms of the
Peruvian snakes B. barnetti and B. oligolepis display antimicrobial activity, being the last of wide
spectrum of action, b) the proteins isolated from B. oligolepis snake venom, including a serine-
peptidase, are involved in the antimicrobial activity of the B. oligolepis snake venom, c) the
amino acid sequences and 3D structures of acidic PLA; and of other proteins found in the
venoms of the Peruvian B. pictus e Bothriopsis oligolepis snakes can be used as safe and
natural sources for the development of new AMPs potent against microorganisms of clinical and

scientific interest.

Keywords:  Antimicrobial activity, snake venom, antimicrobial peptide,

metalloproteinase, serine-proteinase, lectin type-C.



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

As abreviaturas dos aminoacidos estdo de acordo a IUPAC [Unido Internacional

de Quimica Pura e aplicada, Eur. J.Biochem. 138:9-37 (1984)]

Aminoacido  Cddigo de trés letras Cadigo de uma letra

Alanina Ala A
Arginina Arg R
Asparagina Asn N
Acido aspartico Asp D
Cisteina Cys C
Glutamina Gln Q
Acido glutamico Glu E
Glicina Gly G
Histidina His H
Isoleucina lle I
Leucina Leu L
Lisina Lys K
Metionina Met M
Fenilalanina Phe F
Prolina Pro P
Serina Ser S
Treonina Thr T
Triptofano Trp W
Tirosina Tyr Y
Valina Val \%

ACN: Acetonitrila
AgNoas: Nitrato de Prata

a-CHCA: Acido a-ciano 4-hidroxicinamico
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https://es.wikipedia.org/wiki/Ciste%C3%ADna
https://es.wikipedia.org/wiki/Glutamina
https://es.wikipedia.org/wiki/%C3%81cido_glut%C3%A1mico
https://es.wikipedia.org/wiki/Glicina
https://es.wikipedia.org/wiki/Histidina
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https://es.wikipedia.org/wiki/Leucina
https://es.wikipedia.org/wiki/Lisina
https://es.wikipedia.org/wiki/Metionina
https://es.wikipedia.org/wiki/Fenilalanina
https://es.wikipedia.org/wiki/Prolina
https://es.wikipedia.org/wiki/Serina
https://es.wikipedia.org/wiki/Treonina
https://es.wikipedia.org/wiki/Tript%C3%B3fano
https://es.wikipedia.org/wiki/Tirosina
https://es.wikipedia.org/wiki/Valina

AMP: Peptideo/proteina antimicrobiano (a)

ATCC: American Type Culture Collection

But: t-butil

CHAPS: [3-[(3- colamidopropil)-dimetilamonio]-1-propano sulfonato]

Da: Dalton

DEAE: Dietilaminoetil

DIC: N,N’-diisopropilcarbodiimida

DIPEA: N,N’-diisopropiletilamina

DMF: N,N™-dimetilformamida

DMSO: Dimetilsulfoxido

DTT: 1,4-Ditiotreitol

Fmoc: 9-fluorenilmetiloxicarbonil

FPLC: Cromatografia liquida rapida de proteinas (Fast Protein Liquid Chromatography)
HOBt: N-hidroxibenzotriazol

IPG: Gradiente de pH imobilizado

LAAO: L-amino oxidase

LC: Cromatografia liquida

LC/ESI-MS: Cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas com ioniza¢ao
por electrospray

MALDI-TOF: Matriz assistida por dessorcéo/ionizacéo por laser-Tempo de véo (Matrix-
assisted laser desorption/ionization-Time of Flight)

MIC: Concentragdo minima inibitéria

Na2S20s3: Tiosulfato de Sédio



NH4HCOs: Bicarbonato de amonio

pH: Potencial de hidrogénio, que indica a acidez ou basicidade de uma solucéo
PLA:2: Fosfolipase A2

Rink amida: Resina 4-(2’,4’-dimetoxifenil-Fmoc-aminometil)-fenoximetil
RP-HPLC: Cromatografia liquida de alta eficiéncia de fase reversa

SDS: Dodecilsulfato sodico

SDS-PAGE: Eletroforese em gel de poliacrilamida con dodecilsulfato sédico
SPFS: Sintese de peptideos em fase sélida

TEMED: N,N,N',N'-tetrametilinediamina

TBTU: Tetrafluoroborato de 2-(1-H-benzotriazol-1-il)-1,1,3,3-tetrametilurénio
TFA: Acido trifluoroacético

TIC: Cromatograma de ions totais

TIS: Triisopropilsilano

TRIS: Tris(hidroximetil)laminometano

V: Volt


https://es.wikipedia.org/wiki/Dodecilsulfato_s%C3%B3dico
https://es.wikipedia.org/wiki/Electroforesis
https://es.wikipedia.org/wiki/Gel
https://es.wikipedia.org/wiki/Poliacrilamida
https://es.wikipedia.org/wiki/Dodecilsulfato_s%C3%B3dico
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1. INTRODUCAO

1.1. Consideracg0Oes gerais sobre infec¢cdes microbianas e o seu tratamento

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), as infec¢cdes bacterianas
atuais estdo mais associadas a Escherichia coli (envolvida em infec¢bes do trato
urinério), Klebsiella pneumoniae (causadora da pneumonia) e Staphylococcus aureus
(envolvida em infeccbes de feridas e infeccbes da corrente sanguinea) e as fungicas
aos géneros Candida (causador da candidiases), Aspergillus (causador da
aspergilosis), e Microsporum (causador da dermatofitose), bem como ao Histoplasma
capsulatum (causador da histoplasmose) (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2014).

A cada ano, dois milhdes de pessoas se internam em hospitais devido a alguma
infeccdo intra-hospitalar e aproximadamente 100,000 desses casos sao fatais. No
futuro, esta situacao ird piorar devido a ineficacia dos antibioticos usados atualmente e
ao pouco interesse das empresas farmacéuticas em descobrir e produzir novos
antibioticos sintéticos ou semissintéticos (YAP, 2013).

Em 1929, o bacteriologista escocés Alexander Fleming de maneira casual
descobriu um tipo de fungo filamentoso (Penicillium chrysogenum) que sintetizava um
composto que inibia o crescimento de uma cultura de S. aureus e o chamou de
penicilina (FLEMING, 1929). Esta descoberta fez que ele ganhasse o prémio Nobel de
Medicina em 1945. Em uma das partes da sua Nobel Lecture ele menciona: “The time
may come when penicillin can be bought by anyone in the shops. Then there is the
danger that the ignorant man may easily underdose himself and by exposing his

microbes to non-lethal quantities of the drug make them resistant” (FLEMING, 1945),
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descrevendo que o uso ndo adequado de algum antibidtico poderia selecionar bactérias
resistentes a ele. De fato, atualmente, a resisténcia microbiana aos antibioticos de uso
clinico € uma séria ameaca a saude publica em nivel mundial.

Tal resisténcia aparece quando as infec¢des produzidas por micro-organismos
patogénicos ndo sdo controladas ou inibidas pelas drogas antimicrobianas
convencionais. Portanto, tais infeccbes se tornam dificeis de tratar, 0 que aumenta o
risco de morte e/ou a disseminacdo dos patdgenos resistentes em pacientes ainda nao
infectados.

Os antibidticos hoje disponiveis no mercado interferem no crescimento das
células patogénicas, tendo alvos macromoleculares como 0s componentes que
participam na montagem e estabilizacdo da membrana celular (MALOTT et al., 2014) e
na sintese de peptidoglicanos da parede celular (DORRIES et al, 2014), a
topoisomerase (KLOSKOWSKI et al., 2012), a DNA polimerase (FROLOVA et al.,
1977),a RNA polimerase (CAMPBELL et al.,, 2001) e a di-hidrofolato redutase
(metabolismo do folato) (ADRIAN; KLUGMAN, 1997) ou alvos supramoleculares, como
o ribossomo (SIIBAK et al, 2009). A resisténcia aos antibidticos se deve
majoritariamente a reprogramacao e camuflagem destes alvos moleculares através de
pelo menos quatro mecanismos gerais de resisténcia: altera¢cdes na permeabilidade da
membrana ao antibiético, modificacdo do alvo macromolecular ou supramolecular
(mutacdes), degradacao ou inativacao das drogas (DEVER; DERMODY, 1991) e estado
metabdlico dos micro-organismos (BIGGER, 1944; MEDANEY et al., 2016). Estes tipos
de mecanismos sdo comuns nas bactérias ambientais, clinicas e comensais (YAP,

2013). A origem genética destes diversos tipos de resisténcia se da pela transferéncia
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horizontal de genes de resisténcia via plasmideos (NYBERG et al., 2016), transposons
(HARMER; HALL, 2016), integrons (ELSHERIF et al., 2016), bacteriofagos (SUBIRATS
et al., 2016) e mutacBes em diferentes loci do cromossomo (JORGENSEN et al., 1999;
LIAO et al., 2011).

A resisténcia relacionada ao estado metabdlico dos micro-organismos se da
guando eles entram em estresse pelo contato com os antibiéticos ocorrendo a reducao
do crescimento celular com aumento do estado de dorméncia e, portanto, entrada a um
estado chamado de metabolicamente inativo (WOOD et al, 2013). Este tipo de
comportamento celular foi observado pela primeira vez por Hobby et al (1942) que
estudaram o efeito bacteriostatico e bactericida da penicilina frente ao crescimento de
Staphylococcus aureus (HOBBY et al, 1942). Posteriormente, Bigger (1944) também
verificou os tais efeitos e denominou de células persistentes aquelas células resistentes
ao antibidtico devido a sua capacidade de entrar em laténcia, uma fase onde nao tem
divisdo celular, tornando-se resistentes ao antibiético ja que ele atua quando a célula
entra na fase de crescimento celular (fase log). Bigger também observou que quando a
penicilina era metabolizada, muitas das células persistentes voltavam a crescer, mas
outras permaneciam na fase de laténcia por longos periodos de tempo (BIGGER,
1944).

Como nas diversas infeccbes de origem clinica, estdo presentes bactérias
metabolicamente ativas e latentes, o tratamento dessas infeccOes exige agentes
microbicidas que também matem as bactérias latentes (HURDLE et al., 2011). A busca
deste tipo de compostos ja se iniciou. Exemplos estdo nos trabalhos de Kamoda et al

(2006), que desenvolveram o TG44 ativo contra isolados de Helicobacter pylori na fase
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estacionaria (KAMODA et al., 2006), de Hu e colaboradores (2010), que desenvolveram
o0 antibiético HT61 (derivado das quinolonas) ativo contra células dormentes de
Staphylococcus aureus resistentes a meticilina (MRSA) (HU et al., 2010) e o de Kong e
colaboradores (2011), que desenvolveram o0s acidos quenodesoxicOlico e
ursodesoxicolico que inibem o crescimento de E. coli metabolicamente ativas ou
latentes (KONG et al., 2011).

A maioria dos antibidticos usados atualmente tem proteinas como alvos, o que
significa que qualguer mutacdo nos genes que as codificam faz que os micro-
organismos que as produzem se tornem resistentes. (BLAZQUEZ, 2003). Por exemplo,
a resisténcia aos antibioticos pertencentes ao grupo das quinolonas é relacionada a
uma mutagcdo no gene gyrA que codifica a DNA girase bacteriana em vérias linhagens
de Salmonella que causa a febre tifoidea (HASSING et al.,, 2016); linhagens de
Mycoplasma genitalium resistentes as quinolonas (2-16 vezes em relacéo a selvagem)
apresentam mutacdes nos genes parC e parkE da topoisomerase IV (YAMAGUCHI et
al., 2013).

As penicilinas tém como alvos as Proteinas de ligacdo das Penicilinas (PBPS),
enzimas responsaveis pela sintese da parede celular. Assim, a ocorréncia de mutacées
nos genes de PBPs, ftsl, dacB e dacC, que correspondem as enzimas PBP3, PBP4 e
PBP6 em linhagens de Salmonella enterica, faz que essa bacéria aumente a sua
resisténcia contra diversas classes de penicilinas (SUN et al, 2014).

Em resumo, a facilidade de adquirir resisténcia a um ou a varios antibidticos,
especialmente dos micro-organismos provenientes dos ambientes hospitalares, torna

necessario que se pesquise novas alternativas e tipos de antimicrobianos capazes de
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agir via mecanismos e alvos celulares diferentes daqueles dos antibioticos empregados.
Steinbuch e Fridman (2016) sugerem novos agentes antimicrobianos que tenham como
principal atividade perturbar a estrutura da bicamada lipidica das membranas
plasmaticas celulares (STEINBUCH; FRIDMAN, 2016). Escolher a membrana celular
como alvo teria muitas vantagens, tais como: 1) os componentes da bicamada lipidica
sao relativamente conservados em comparacdo a alvos de origem proteicas que sao
facilmente mutaveis e, assim, a pressao seletiva para resisténcia seria menor; 2) como
mencionado anteriormente, 0s micro-organismos podem entrar em estado de laténcia e,
portanto, um antibiético que tem a membrana celular como alvo iria ajudar a combater
infeccdes relacionadas com esta classe de micro-organismos, ndo importando o estado
metabolico deste (BLAZQUEZ, 2003; ZUROFF et al, 2010; STEINBUCH; FRIDMAN,

2016).

1.2. Proteinas e peptideos antimicrobianos (AMPS)

1.2.1. Nocdes gerais

Esses compostos tém sido considerados uma alternativa aos antibidticos
convencionais pela sua capacidade de inibir o crescimento ou matar bactérias Gram-
positivas e Gram-negativas, algumas multidroga-resistentes, e fungos (CHILEVERU et
al, 2015).

A historia da descoberta desses peptideos comeca em 1928 quando Rogers e
Whittier (1928) observaram que um fator ou metabolito secundario inibia o crescimento
de bactérias no processo de fermentacdo do leite, mas ndo conseguiram identifica-lo

(ROGERS; WHITTIER, 1928). Anos mais tarde, Whitehead (1933), que trabalhava com
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este tipo de fermentacdo para a producédo de queijos, descreveu que o leite continha
duas linhagens de bactérias do género Streptococcus (atualmente classificado como
Lactococcus) que produziam um inibidor de crescimento microbiano de natureza
proteica (WHITEHEAD, 1933). Em 1957, esse inibidor foi produzido pela bactéria
Lactococcus lactis e é usado como preservante de alimentos, tendo sido introduzido no
mercado pelo Aplin & Barrett Ltd. (agora parte da Danisco) com o nome de nisaplin
(DAVIDSON et al, 2005).

Em 1971, Gross & Morell (1971) descreveram este composto antimicrobiano
como um peptideo que passou a ser chamado de nisina pois ele contém 34 residuos de
aminoéacidos, € modificado e pertencente a familia dos lantibidticos (pois contém um
residuo de aminoacido ndo usual chamado lantionina (GROSS; MORELL, 1971; VAN
DE VEN et al., 1991), é ativo contra uma grande variedade de bactérias Gram-positivas
€ 0 seu uso na industria alimentar ndo mostrou indicios de gerar a sua resisténcia a ele
(JENSSEN et al, 2006).

Atualmente, sabe-se que os AMPs sdo produzidos por bactérias, arqueas,
protistas, fungos, plantas, animais superiores e que eles pertencem a primeira linha do
sistema de defesa natural, pois apresentam atividade antifungica/fungicida,
antiparasitica e anticancerigena. (HANCOCK; LEHRER, 1998; JENSSEN et al, 2006; LI
et al.,, 2012) mas também propriedades inseticidas (JOHNSON et al.,, 1998),
espermicidas (ZARE-ZARDINI et al., 2016), quimiotacticas (BLOES et al, 2014), acao
cicatrizante de feridas (LIU et al., 2014; TANG et al., 2014a), antioxidante (FAN et al.,

2012) e inibitéria de proteases (NITSCHE et al., 2013).
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Muitos antibidticos peptidicos produzidos por micro-organismos apresentam
biossinteses complexas: sdo codificados por um unico gene, que codificam uma
proteina precursora ou pré-proteina que € processada para gerar o peptideo maduro.
Muitos deles sofrem modificagdes pos-traducionais (MARTIN et al, 1995; WANG, 2012).
Em 2013, por exemplo, foram descritos dois AMPs ativos contra fungos que séo
gerados por uma familia de genes de Triticum kiharae, que codificam os precursores
polipeptidicos (UTKINA et al., 2013). Diferentes estagios do inseto Trichoplusia ni levam
ao aumento na expressao de diversos genes que codificam AMPs, tais como a atacina,
gloverina e lebocina, que sdo expressos quando o inseto esta exposto a linhagens de
Bacillus thuringiensis (um bacilo usado para o controle de pragas) (TAMEZ-GUERRA et
al., 2008). A formiga Camponotus floridanus dispde de genes chamados de defensina-1
e defensin-2 que codificam proteinas precursoras, que processadas geram varios AMPs
como a himenoptaecina (RATZKA et al., 2012).

Em relacdo as modificacbes pos-traducionais, as principais sao: protecao
“capping” do lado terminal, substituicdo de L-aminoacidos por D-aminoacidos,
halogenacdo (Br ou CI), hidroxilacdo, oxidacado, fosforilacdo, glicosilacdo, sulfatacao,
reducado, formacdo de pontes dissulfeto e tioéter, amidacdo e ciclizacdo C-N. Essas
modificacdes conferem as atividades desejadas e estabilidade quimica aos AMPs finais
(WANG, 2012).

Os AMPs sédo classificados dependendo da atividade biol6gica ou estrutura
quimica. Em relagdo a primeira, temos peptideos antibacterianos, antivirais,
antifingicos, inseticidas, espermicidas, anticancerigenos. Quanto a segunda, temos 0s

que contém ligagBes dissulfeto ou ndo, 0s que apresentam estruturas secundarias
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predominantes, tais como a-hélice, folha B-pregueada, estrutura estendida (NGUYEN et

al, 2011) (Ver Figura 1).
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Figura 1. Estruturas de (a) AMP com estrutura alfa-hélice, (b) AMP com estrutura de folha (-
pregueada, (c) AMP com estrutura estendida. As cadeias laterais com grupos carregados
positivamente, negativamente e nado ionizaveis sdo coradas de cor azul, vermelho e cinza,
respectivamente (Adaptado de NGUYEN; HANEY; VOGEL, 2011).

Outro tipo de classificacdo € devido ao tipo de ligacdo entre os diferentes

peptideos ou modificagBes quimicas entre os residuos de aminoacidos: a) classe |, que

inclue os AMPs lineares que sado modificados na cadeia peptidica ou nas cadeias
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laterais dos residuos de aminoacidos (Ex.: LL-37, magaininas); b) classe Il, que inclui
AMPs com ligacbes quimicas entre as cadeias laterais dos aminoacidos (Ex.:
lantabioticos, defensinas-like); c) classe lll, que inclui AMPs que possuem uma ligacao
entre uma cadeia lateral de um residuo de aminoacido e a cadeia principal do peptideo
(Ex.:Microcina J25, fusaricidina A); d) classe IV, que € composta pelos peptideos
ciclicos (Ex.: AS-48, ciclotideos) (WANG, 2015).

A maioria dos AMPs sao catibnicos, com carga liquida entre +2 e +6 em pH
neutro gracas aos residuos de aminodacidos, tais como a arginina e/ou lisina ou
modificados, como acontece nos lantabiéticos e nas polimixinas. Esses AMPs anfifilicos
podem adquirir diferentes estruturas secundarias, especialmente a a-hélice anfipatica
com uma face hidrofébica contendo os residuos de aminoacidos com cadeias laterais
apolares e uma face hidrofilica contendo os polares e/ou carregados positivamente
(MARTIN et al, 1995; HANCOCK, 1997). Como eles nao induzem a geracao de micro-
organismos mutantes resistentes mesmo apOs exposicdo sequencial a eles numa
concentracdo préoxima ao MIC, esses AMPs inibem o crescimento ou matam micro-
organismos patogénicos com maior eficiéncia em comparacdo com os antibibticos
convencionais (HANCOCK, 1997). Nas plantas e animais, esses AMPs sdo produzidos
continuamente ap6s uma infeccao ou ferimento (HANCOCK; LEHRER, 1998).

As plantas usam AMPs como defesa contra as infecgdes causadas por diversos
patdbgenos. Majoritariamente esses peptideos sdo ricos em cisteinas (CRPs),
caracteristica que permite a formacdo de duas a seis ligagdes dissulfeto e a estrutura
compacta e resistente a degradacao proteolitica ou quimica. Dependendo da sequéncia

de aminoacidos, esses CRPs/AMPs séao classificados em varias familias como as a-



30

defensinas, tioninas, “knottins”, proteinas de transferéncia de lipideos, ciclotideos,
“snakins” e “hevein-like” (HAMMAMI et al., 2009; TAM et al., 2015). A Clitoria ternatea,
planta pertencente a familia Fabaceae, mostrou ter aproximadamente 15 CRPs estaveis
ao calor que pertencem a familia dos ciclotideos e estéo distribuidos em todos os seus
tecidos. Esses AMPs séo ativos contra Escherichia coli (NGUYEN et al.,, 2011). Um
AMP de 5.4 kDa foi encontrado em sementes de Phaseolus vulgaris (feijao) com
atividade contra Mycosphaerella arachidicola, Setospaeria turcica e Bipolaris maydis,
tendo sequéncia de aminoacidos altamente homéloga as das defensinas e sendo
estavel nas faixas de pH 3-12 e de temperatura 0°C-80°C (CHAN et al., 2012). A partir
do Solanum tuberosum (batata), foi isolado o peptideo termoestavel PG-2 de 3.2 kDa
com atividade frente Candida albicans e Staphylococcus aureus, que afetam na saude
humana, e Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis, que afeta a cultura desta
planta (KIM et al., 2013). Peptideos com esta atividade também foram isolados de Zea
mays (milho), tal como o peptideo MPB-1 de 4.1 kDa com estrutura predominantemente
em a-hélice, e atividade contra a germinacdo do esporo ou alongamento da hifa de
fungos que afetam as sementes desta planta (como os Fusarium moniliforme Sheld. e
Fusarium graminearum), bem como contra a bactéria Clavibacter michiganense ssp.

nebraskense (patdgena desta planta) (DUVICK et al., 1992).

1.2.2 Mecanismos de acédo dos AMPs

Os AMPs apresentam diferentes modos de acdo. Muitos artigos descrevem que
a atividade antimicrobiana esta dirigida especialmente a membrana celular dos micro-

organismos, mas tem sido observado que compostos organicos intracelulares ou que
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participam da sintese de DNA/RNA ou de proteinas-chave também séo seus alvos. Os
modelos mais classicos de acdo em que o alvo € a membrana celular estdo descritos

abaixo e séo ilustrados na Figura 2 (NGUYEN et al, 2011).
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Figura 2. Modelos de acdo e/ou ruptura na membrana celular causadas ou induzidas
por AMPs (Adaptado de NGUYEN; HANEY; VOGEL, 2011).

a) "barrel-stave": os peptideos atingem a membrana plasmatica em conformagao a-
hélice e se inserem na membrana de forma alinhada e paralela as caudas hidrofébicas

dos fosfolipideos da bicamada lipidica. A ligacdo a membrana alvo se deve as
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interacOes hidrofobicas, pois a face hidrofébica da hélice interage com o nucleo lipidico
da membrana e o lado hidrofilico interage com a molécula vizinha de AMP formando um
poro. Este ordenamento de peptideos faz com que mais AMP se ligue a membrana,
aumentando o diametro do poro que adquire forma de barril. O poro deixa vazar o
material citoplasmatico, levando a morte celular (OREN; SHAI, 1998). Um exemplo é a
alameticina (BAUMANN; MUELLER, 1974; YANG et al., 2001).

b) carpete: os lipideos carregados negativamente entram em contacto com uma
elevada concentracdo de AMP, formando agregados de alta densidade do peptideo
sobre a membrana, similar a um carpete. Portanto, os peptideos interferem com a
estrutura da bicamada lipidica, solubilizando a membrana plasmatica em estruturas
micelares e causando o seu rompimento (BECHINGER; LOHNER, 2006). A
dermaseptina B2 segue este modelo (GALANTH et al., 2009) e, aparentemente, 0
Hb40-61 amidado (CARVALHO et al., 2015).

c) poro toroidal: os peptideos se agregam e ligam a membrana dobrando a
monocamada lipidica de forma continua, fazendo com que os lipideos adquiram uma
curvatura positiva. Em consequéncia, o poro € formado tanto pelas moléculas de
peptideo e lipideos alinhados a eles (as cabecas polares dos lipideos estdo voltadas
para o interior do poro) (MIHAJLOVIC; LAZARIDIS, 2010). Sdo exemplos as magainina
(LUDTKE et al., 1996; MURZYN; PASENKIEWIECZ-GIERULA, 2003), melitina (YANG
et al., 2001; LEE et al., 2013) e protegrinas (LAZARIDIS et al, 2013).

d) poro toroidal desordenado: A diferenca desse mecanismo com o do poro toroidal é
gue neste os lipideos também sdo curvados positivamente no interior do poro, mas a
formacéo deste é mais desordenada ou aleatoria e s6 uma ou duas moléculas de AMP

estéo localizados no centro do poro interagindo com as cabecas polares dos lipideos e



33

também com as moléculas de agua. Os demais peptideos estdo posicionados no lado
externo da boca do poro, estabilizando a curvatura dos lipideos. A magainina-H2 (um
analogo da magainina) e melitina (SENGUPTA et al., 2008) também atuam de acordo a
este modelo.

e) afinamento/espessamento da membrana: Ha relacdo entre o alinhamento dos
peptideos na membrana e a capacidade para modular a espessura da membrana. Os
peptideos localizados na regido das cabecas polares dos fosfolipideos se alinham
paralelamente a superficie da membrana externa celular de bactérias Gram-negativas,
causando o afinamento e aumento da area superficial da bicamada lipidica. A
membrana € considerada um fluido incompressivel, portanto, a expansdo da area
requer reducdo da espessura da bicamada para manter um volume constante. Como
exemplos temos as magainina 2, gramicidina S, o BP100 (GRAGE et al., 2016) e a
indolicidina (NEALE et al., 2014). Peptideos transmembranares, com um comprimento
superior ao da espessura hidrofobica da bicamada causam o0 espessamento da
membrana. Devido a adaptacdo da espessura da membrana com o comprimento do
peptideo transmembranar, este também causa a desestabilizacdo da membrana. Como
exemplo, temos o peptideo TisB (GRAGE et al., 2016).

f) agrupamento de lipideos carregados: este mecanismo se da com peptideos ricos
em arginina, que outorga a eles uma elevada carga liquida positiva. Esses AMPs
podem agrupar os lipideos aniénicos como consequéncia da sua interacdo com eles,
formando regibes ricas em lipideos anidnicos separadas das outras com lipideos
zwitteridnicos ou nao carregados. Este evento permitiria que os AMPs recrutassem
lipideos anidnicos de outros locais da membrana, nos quais eles eram necessarios para

a funcdo estabilizadora. Este rearranjo € um remodelamento que produz, portanto,
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defeitos na membrana. Os peptideos amidados como os PR-9, RR-9, PI-9 ricos em Arg
tem essa capacidade (EPAND et al., 2010).

g) intermediarios non-bilayer: o peptideo se liga @ membrana bacteriana, em especial
aos lipideos com capacidade para organizar fases ndo lamelares, particularmente a
fase Il hexagonal (HIl). O AMP induz uma curvatura negativa da membrana
favorecendo a organizacéo desta em micelas invertidas, que se localizam no interior da
membrana: o chamado de intermediario non-bilayer. Este tipo de estrutura ndo produz o
vazamento dos componentes intracelulares, mas produz o colapso do intermediario
non-bilayer e o peptideo é liberado no interior da célula. Como exemplo cita-se a
gramicidina S (PRENNER et al, 1999; HANEY et al., 2010).

h) lipideos oxidados como alvo: a oxidacdo de lipideos € favorecida pela liberacédo de
espécies reativas de oxigénio durante a fagocitose como parte da defesa imune, o que
aumenta a susceptibilidade da membrana celular bacteriana a AMPs. E o caso do
lipideo fosfatidilcolina oxidada e outros tipos de fosfolipidios. A sua ligacdo aos
peptideos se deve provavelmente a formacdo da base de Schiff decorrente de reacdo
dos grupos amino do peptideo com os grupos aldeidicos dos lipideos, mas esta
afirmacéo ainda ndo esta confirmada. A temporina L e a indolicidina podem atuar por
este mecanismo (MATTILA et al, 2008).

i) transportador de anions: os AMPs ricos em Arg facilitam a liberacdo de compostos
anibnicos organicos formando complexos com eles, os atravessam regides da
bicamada contendo lipideos ndo carregados, sem formagédo de poros da membrana
mas atraves de translocacdo. Este mecanismo mostra um tipo de atividade ion6fora do
peptideo em membranas s6 observado em presenca de lipideos néo carregados, sendo

que este tipo de atividade pode alterar a permeabilidade da membrana plasmatica para
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0s metabolitos anibnicos importantes por perturbar a regulagdo do equilibrio osmético
gue causa a ruptura da membrana. A indolicidina tem esta propriedade de transporte de
anions (ROKITSKAYA et al., 2011).

j) despolarizacdo da membrana: a despolarizacdo € o movimento dos ions atraves da
membrana plasmatica, diminuindo o seu potencial e a viabilidade da célula. Os
oligbmeros dos peptideos podem formar canais idnicos ou estruturas de agregados
irregulares que perturbam a integridade funcional da membrana, liberando ions
intracelulares de K* (sendo esta liberacdo dependente da presenca de ions de Ca?*),
conduzindo & morte celular. E proposto que outros ions, como Na* ou H*, e moléculas
maiores, como o ATP e proteinas, também poderiam ser liberados por meio deste
mecanismo. AMPs como a lactoferricina (AGUILERA et al., 1999) e a daptomicina
(SILVERMAN et al., 2003) sédo bons exemplos de a¢éo por este mecanismo.

k) eletroporacdo: a acumulacdo do peptideo na membrana bacteriana afeta a
diferenca do potencial elétrico através dela. Quando esta diferenca atinge 0,2 V, a
membrana se torna permeavel a varias moléculas, incluindo os proprios AMPs. O
peptideo “NK-Lysin” tem esta propriedade (MITEVA et al., 1999).

Em relacdo aos AMPs que tem alvos intracelulares, temos:

AMPs que interferem com a sintese de proteinas: os peptideos pirrocoricina e
drosocina interagem com um tipo de chaperona (proteina que facilita o dobramento
correto das proteinas recém-sintetizadas) da E. coli chamada proteina de choque
térmico DnaK. O peptideo se liga a DnaK, impedindo a abertura e fechamento da sua
tampa multihelical, ndo permitindo a entrada de cadeias polipetidicas no seu interior,
inibindo a atividade ATPasica desta enzima e a assisténcia do dobramento proteico

(KRAGOL et al., 2001).
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AMPs que interferem com a sintese de DNA: o peptideo WRWYCR inibe a
recombinacdo genética, afetando a juncdo de Holliday que é uma juncdo movel entre
quatro cadeias de DNA tipica da recombinacdo génica. Este AMP é seletivo para estas
estruturas de DNA ramificadas, causando o aumento de quebras no DNA e produzindo
defeitos na segregacdo cromossdmica. Ele também inibe a atividade de enzimas que

participam no reparo do DNA (SU et al, 2010).

1.3 Venenos de serpentes, suas propriedades e composicoes

O veneno de serpente € composto por uma mistura de ions inorganicos, tais
como potassio, calcio, ferro, cobalto, cobre, magnésio, fésforo, manganeso, sodio e
zinco; compostos organicos, tais como hidratos de carbono, serotonina, histamina,
nucleosideos, aminoacidos, citrato (BIEBER, 1979). Em relacdo ao conteudo proteico
dos venenos, as proteinas com atividade enzimdticas mais abundantes sdo as
pertencentes as familias das metalo-peptidases, fosfolipases A2, serino-peptidases, L-
aminoacido oxidases incluindo as isoformas delas. As proteinas sem atividade
enzimatica sao as lectinas tipo C, desintegrinas, proteinas secretadas ricas em cisteina
(CRISPs), proteinas homologas ao fator de crescimento vascular endotelial (VEGF). Os
venenos também contém um numero variavel de peptideos (AIRD et al., 2013;
GUERCIO et al., 2006; KOHLHOFF et al., 2012). A presenca de peptideos como 0s
peptideos potenciadores da bradicinina (BPP) (FERREIRA et al, 1970) e peptideos
antimicrobianos como a catelicidina (WANG et al., 2008) também foram descritos.

Muitos trabalhos indicam que aproximadamente 90-95% do peso seco desses
venenos corresponde a proteinas e outros 5% a lipideos, carboidratos, nucleotideos,

aminoacidos e metais (DE LIMA et al., 2005; NAIR et al., 2007), mas outros trabalhos



37

descrevem que a concentracao proteica nos venenos de diferentes serpentes da familia
Viperidae pode oscilar entre 24 e 100 % (PERUMAL SAMY et al., 2007).

Esse veneno € uma secrecdo de animais peconhentos sintetizada em glandula
especifica (Figura 3) que permite a captura das presas. Inicialmente, a glandula de
veneno era uma glandula salivar que lubrificava os alimentos (GANS, 1978). A super-
expressdo dos genes de algumas enzimas, a ativacdo de outros genes e as mutagdes
aleatdrias causaram a sua subsequente duplicacdo e diversificacdo, originando novas
estruturas e funcdes biolégicas como de imobilizar, matar, digerir e dissuadir

concorrentes e predadores (REEKS et al, 2015).

LUMEN DA GLANDULA

CANAL VESICULA
SECUNDARIO :

GLANDULA
ACESSORIA

MUSCULO
COMPRESSOR

MOLECULA

k Df RNA
»)

 RETICULO
ENDOPLASMATICO

 CITOPLASMA CELULAR DA GLANDULA

Figura 3. Processo da sintese do veneno de serpente nas células da glandula de
veneno (Adaptado de DE OLIVEIRA JUNIOR et al, 2013)
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O veneno de cada serpente é diferente, como também existe uma diferenca sutil
entre as diferentes espécies, entre jovens e adultos, entre serpentes da mesma espécie
de diferentes regides geograficas (ORTIZ et al.,, 2012). Ademais, o contato destes
animais com os humanos gera milhdes de acidentes anuais no mundo, com alta
incidéncia na Africa, Asia, América Latina e Nova Guiné (CHIPPAUX, 1998). No Peru,
as serpentes do género Bothrops (Familia Viperidae) sdo responsaveis por 80% dos
acidentes (MINISTERIO DE SALUD, PERU,2004).

As serpentes peruanas, cujos venenos foram estudados, sdo encontradas em
diversas regibes geograficas de Peru. A serpente B. barnetti € encontrada no litoral
norte de Perl, B. taeniatta na floresta de Ecuador, Colombia, Venezuela, Guyana,
Suriname, French Guiana, Brasil, Peru e Bolivia; e B. oligolepis é encontrada no lado
oriental dos Andes de Peru e da Bolivia.

Muitas das enzimas que compdem o0 veneno estdo associadas as propriedades
farmacoldgicas que se manifestam durante o envenenamento, como é o caso da
formacdo de edema, hemorragia e hipotensdo (PAREDES MEDINA, 2012), processos
gue fazem com que estes venenos apresentem um potencial reconhecido pela industria
farmacéutica para a busca de novos compostos quimicos que levem ao
desenvolvimento de novas drogas. Alguns deles ja foram estudados e testados com tal
propésito como a bradicinina (FERREIRA et al, 1970) e crotalfina (KONNO et al., 2008),
p. ex., mas até hoje nenhum composto antimicrobiano proteico ou peptidico do veneno
de uma serpente foi licenciado para uso clinico.

De fato, a boca das serpentes e as suas presas contém muitas bactérias

patogénicas. Como o envenenamento € geralmente associado a baixa incidéncia de
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infeccdo bacteriana, € proposto que 0s venenos desses animais contém compostos
antimicrobianos peptideos e enzimas (DE LIMA et al.,, 2005). Ja em 1948, Glaser
descreveu que o veneno de Crotalus demonstrou ter maior agdo sobre as bactérias
com formas bacilares do que sobre as bactérias cocoidais (GLASER, 1948). Em 1970,
foi mostrado que tal atividade antimicrobiana ndo provinha sé de peptideos, mas
também de enzimas (SKARNES, 1970). Em 1991, Stiles e colaboradores descreveram
gue venenos de serpentes africanas, norte-americanas, asiaticas e australianas séo

capazes de inibir o crescimento bacteriano (STILES et al., 1991).

1.4 Enzimas de venenos de serpentes com atividade antimicrobiana

Em relacdo as L-amino oxidases (LAAO) de serpentes do género Bothrops,
LAAO do veneno de Bothrops mattogrosensis (Bm-LAAO) é ativo frente a bactérias
Gram-negativas e Gram-positivas (OKUBO et al., 2012). Do veneno de Bothrops
leucurus foi isolada uma LAAO de 80 kDa com capacidade de inibir S. aureus,
Leishmania sp. e T. cruzi (TORRES et al., 2010). Varias outras LAAO de venenos de
serpentes com atividade antibacteriana tém sido descritas (DU; CLEMETSON, 2002;
TOYAMA et al., 2006; LAZO et al., 2007; CISCOTTO et al., 2009; ZHONG et al., 2009;
OKUBO et al., 2012). Estudos de protebmica feitos em trés espécies de serpentes
peruanas (Bothrops atrox, B. barnetti e B. pictus) encontraram s6 uma isoforma de
LAAO nas duas primeiras espécies de 55 e 60 kDa, respectivamente (KOHLHOFF et
al., 2012). Guércio e colaboradores (2006) estudaram a variagdo ontogenética dos
componentes proteicos do veneno de exemplares jovens, sub-adultos e adultos de B.

atrox brasileiro, tendo observado que as LAAO estavam presentes nos trés estagios de
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vida e que as isoformas tinham pls de 5,9-6,2 e massas molares entre 55 e 61 kDa
(GUERCIO et al., 2006). Portanto, essas enzimas apresentam um alto potencial
biotecnolégico para o desenvolvimento de agentes antimicrobianos, antitumorais e
antiprotozoarios (IZIDORO et al., 2014).

As LAAO também mostraram ter atividades anti-leishmania e anti-HIV, porém
estas atividades dependem da producdo de H202 (MACKESSY, 2010). BI-LAAO, o
componente majoritario do veneno de B. leucurus, foi descrito como uma citotoxina que
gera uma grande quantidade de H202 e que tem atividade antiparasitaria contra
promastigotos de Leishmania sp. (NAUMANN et al., 2011). LAAO de B. atrox também
apresentou atividade antiparasitica contra diferentes espécies de Leshmania que foi
inibida pela catalase, que também tem atividade bactericida contra E. coli e S. aureus
(DE MELO ALVES PAIVA et al., 2011).

Tém sido descritas vérias fosfolipases Az (PLA2s) de veneno de serpente do tipo
Asp49 (com atividade catalitica) e Lys49 (sem atividade catalitica) que apresentam
atividades antibacterianas e/ou antifungicas. Dentre elas podemos citar a miotoxina Il
de Bothrops asper (PARAMO et al., 1998a), a toxina BnpTx-1 de Bothrops neuwiedi
pauloensis (RODRIGUES et al., 2004), a toxina Cdcolli-F6 de Crotalus durissus
collilineatus (TOYAMA et al., 2005), a miotoxina MjTX-II de Bothrops moojeni (STABELI
et al., 2006), a BFPA de Bungarus fasciatus (XU et al., 2007), a toxina AgkTX-II de
Agkistodon halys (PERUMAL SAMY et al., 2008), a PnPLA2 de Porthidium nasutum
(VARGAS et al, 2012), a toxina NN-XIb-PLA2 de Naja naja (SUDARSHAN;

DHANANJAYA, 2016).
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A maior parte das PLA2s que apresentam acdo antimicrobiana sdo de caracter
basico, sendo responséaveis pelos varios efeitos toxicos dos venenos(FERNANDEZ et
al., 2010; VARGAS et al., 2012; SUDARSHAN; DHANANJAYA, 2016). A PLA:z acida de
B. jararacussu apresenta atividade bactericida (contra E. coli e S. aureus) e efeitos
antitumorais (ROBERTO et al., 2004). A BmarPLA2 & uma proteina monodimérica de
28 kDa de Bothrops marajoensis capaz de inibir o crescimento de S. aureus, Candida
albicans, P. aeruginosa e Leishmania sp. (COSTA TORRES et al.,, 2010). Durante a
separacdo dos componentes proteicos no veneno de B. asper, foram obtidas duas
fracbes contendo diversas isoformas de PLAz acida ativa e ndo ativa (de 25 e 14 kDa
por SDS-PAGE em condi¢cdes ndo redutoras e redutoras, respectivamente) com
atividade antiplasmodial (CASTILLO et al., 2012). Outros trabalhos mostraram a
existéncia de PLA2 em trés espécies de serpentes peruanas (Bothrops atrox, Bothrops
barnetti e Bothrops pictus), sendo as suas massas molares de 14-32 kDa (KOHLHOFF
et al., 2012). As isoformas das PLA:z estdo presentes em todos os estagios de vida da
serpente (GUERCIO et al., 2006).

Em relacdo as metalo-peptidases (SVMPs), uma de 23.1 kDa de veneno de
Agkistrodon halys (Gloydius halys) inibiu o crescimento de S. aureus e das bactérias
Gram-negativas Burkholderia pseudomallei, Escherichia coli, Enterobacter aerogenes,
Proteus vulgaris, P. mirabilis e Pseudomonas aeruginosa (SAMY et al., 2008). Muitos
outros estudos as associaram a atividade hemorragica (PAINE et al., 1992; KOHLHOFF
et al., 2012; ABDEL-ATY; WAHBY, 2014) e necrotizante (PEICHOTO et al., 2004,
KUMAR et al.,, 2010; GOWDA et al., 2011). As SVMPs de venenos de serpentes

pertencem a quatro classes organizadas segundo o seu dominio catalitico e sua massa
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molar: Classe Pl = 20-30 kDa; Classe PIl = 30-50 kDa; Classe PIIl = 50-80 kDa e
Classe PIV = 80-100 kDa (HITE et al., 1994; FOX; SERRANO, 2008). No que se refere
as lectinas tipo C, estas sdo proteinas que ligam reversivelmente carboidratos e
glicoconjugados, pertencem a grande familia de lectinas dependentes de Ca?* e
possuem um dominio de reconhecimento aos carboidratos (CRD). Podem ser
agrupadas em 17 grupos dependendo de suas caracteristicas estruturais e funcionais
(ZELENSKY; GREADY, 2005). Inibem ou ativam receptores especificos das plaquetas
e fatores de coagulacdo (WANG, 2008), promovem uma grande diversidade de efeitos
biol6gicos como induzir edemas (PANUNTO et al., 2006), aglutinar eritrécitos in vitro
(KASSAB et al., 2001), inibir proliferacdo de células cancerosas (PEREIRA-
BITTENCOURT et al., 1999). Os glicoconjugados da superficie das células bacterianas,
como os peptidoglicanos e acido teicéico sédo alvos potenciais para as lectinas do tipo C
(NUNES et al., 2011). A atividade antimicrobiana deste tipo de proteina foi descrita em
bactérias Gram-positivas, mas nao contra Gram-negativos (NUNES EDOS et al., 2011,
CASTANHEIRA et al., 2013).

Outro grupo de lectinas encontrados também no veneno sdo as proteinas
similares a lectina tipo C (CTL), pois tem homologia de 15-40 % com o CRD das
lectinas tipo C (MORITA, 2005). Muitas destas CTLs perderam a funcdo de reconhecer
carboidratos e ligar Ca?*. As CTLs podem ter atividade anticoagulante gerando
hemorragias. Outros CTLs, pelo contrario, ativam fatores de coagulagdo sem precisar
de algum co-factor. Estes CTLs coagulantes provocam uma perda de hemostasia,

causando hemorragia.
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Em relacdo as serino-peptidases (SVSPs) de veneno de serpente, atualmente
nao ha nenhum relato sobre sua atividade antimicrobiana. Essas enzimas apresentam
massa molar variando entre 26 e 67 kDa com diversos niveis de glicosilacdo

(SERRANO, MAROUN, 2005)

1.5 AMPs relacionados a venenos de serpentes

Algumas secrecdes produzidas por animais tém servido de fonte de compostos
qguimicos que levem ao desenvolvimento de novos medicamentos (GOMES et al.,
2010). Apesar da picada de serpentes ser assunto de saude publica (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2007), os venenos de serpentes tém sido investigados, por exemplo,
para o tratamento de céncer com a crotoxina isolada do veneno de Crotalus durissus
terrificus (CURA et al., 2002), para desfribinizacdo com o Ancrod (Arvin®) de
Calloselasma rhodostoma e batroxobin (Defibrase®) de Bothrops moojeni (STOCKER;
BARLOW, 1976; KINI, 2006; SPIEKERMANN et al., 2016) e para hipertensdo com 0s
peptideos potenciadores de bradicinina que levaram ao desenvolvimento e 0 uso do
captopril a partir do veneno da serpente Bothrops jararaca (FERREIRA et al, 1970;
VYAS et al., 2013) e para analgesia com a crotalfina (KONNO et al., 2008).

No veneno da serpente Bothrops jararaca o peptideo denominado Pep5Bj de
1370 Da tem atividade antifingica contra fitopatdgenos, como Fusarium oxysporum,
Colletotrichum lindemuthianum, e leveduras, como Candida albicans e Saccharomyces
cerevisiae; a acao deste peptideo em fungo F. oxysporum se da por desestabilizagéo e

permeabilizacdo da membrana celular (GOMES et al., 2005).
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Sabe-se que as catelicidinas sdo uma familia de AMPs que atuam na defesa
imune inata (ZANETTI, 2004). No veneno de Bungarus fasciatus existe a catelicidina-BF
(KFFRKLKKSVKKRAKEFFKKPRVIGVSIPF) de massa molar 3637,5 Da, ativo contra
levedura C. albicans, fungos filamentosos como o Aspergillus, bactérias Gram-positivas,
mas especialmente bactérias Gram-negativas, que incluem linhagens isoladas dos
ambientes hospitalares resistentes a alguns antibiéticos convencionais (WANG et al.,
2008). O analogo catelicidina BF-30 (KFFRKLKKSVKKRAKEFFKKPRVIGVSIPF) feito
sinteticamente foi testado contra Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e
Staphylococcus aureus resistentes aos antibiéticos, tendo se mostrado mais potente do
gue a gentamicina, ampicilina ou bacitracina; testes in vivo em ratos com queimaduras
e infectados com Pseudomonas aeruginosa revelaram que o BF-30 impediu a
colonizacdo desta bactéria, evitando a infeccdo e inflamacéo, o seu mecanismo de
acao inclui desestabilizacdo e permeabilizacdo da membrana celular (ZHOU et al.,
2011).

Um outro AMP de 11 residuos de aminoacidos [KR(F/A)KKFFKK(L/P)K]
chamado de motivo ATRA, pertencente a familia das catelicidinas também foi isolado do
veneno de Naja atra. Este AMP e quatro analogos dele (ATRA-1, -2, -1A e -1P) foram
sintetizados: dois deles dos analogos (ATRA-1: KRFKKFFKKLK-NHz e ATRA-1A:
KRAKKFFKKLK-NH2) se mostrou equipotente ao peptideo original frente a Escherichia
coli K12 e Aggregatibacter actinomycetemcomitans Y4. Esses peptideos ndo foram
téxicos com as células do hospedeiro (DE LATOUR et al., 2010). O AMP crotamina de
42 residuos de aminoacidos (YKQCH
KKGGHCFPKEKICLPPSSDFGKMDCRWRWKCCKKGSG) foi isolado do veneno de
Crotalus durissus terrificus, tendo estrutura similar as B-defensinas. As atividades
antimicrobianas do peptideo nativo, recombinante ou sintetizado quimicamente sdo

equivalentes. Eles foram ativos contra bactérias Gram-negativas e Gram-positivas,
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inativos contra alguns fungos filamentosos, altamente ativos contra fungos
levaduriformes como a Candida spp., Trichosporon spp., e Cryptococcus neoformans e
pouco toxicos nas linhas celulares HEK293, PC12 e células de astrocitos todos eles
ndo tumorais. Analises por microscopia eletrbnica de transmissao revelaram que o
peptideo alterava a morfologia da célula da Candida albicans pelo colapso da
membrana e coagulagao do citoplasma (YAMANE et al., 2013).

Gebrim e colaboradores descreveram que o0 peptideo KKYRYHLKPFCKK,
correspondente ao fragmento 115-129 de uma PLA2 béasica de Bothrops jararacucu
apresenta atividade antitumorogénica, o que sugere que o mesmo também funcione
como um AMP (GEBRIM et al, 2009), pois Costa e col (2008) demonstraram que
peptideos catidnicos, tais como o pepMTX-I (1S RKYMAYLRVLCKK'?®) e o pepMTX-I|
(*15KKYRYHLKPLCKK!?) derivados da sequéncia de aminoacidos de PLA: &cida do
veneno de Bothrops brazili, sdo ativos contra Escherichia coli e Candida albicans. A
localizacdo destes peptideos € mostrada na Figura 4; como se observa eles estédo

localizados na superficie das PLA2s.

(@) pepMTxil‘ng\ (b) PEpMTX-Il =& -
’ (

Figura 4. Localizacdo (em amarelo) dos peptideos pepMTX-I (***RKYMAYLRVLCKK!?) e
pepMTX-II (*5KKYRYHLKPLCKK!?%) nas estruturas (a) da PLA, Piratoxina Ill do veneno de
Bothrops pirajai (PDB: 1GMZ_A) e (b) da PLA; BbTX-Il do veneno de Bothrops brazili (PDB:
4K09_A).
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Fragmentos peptidicos da proteina Bm-LAAO de Bothrops mattogrosensis como
BmLAO-f1 (IKFEPPLPPKKAH-NH2), BmLAO-f2 (KKFWEDDG-NH2) e BmMLAO-f3
(IYYPPNHNFP- NH2) também se mostram ativos contra Bacillus subtilis, S. aureus,
Streptococcus pyogenes, E. coli ATCC 8739, Klebsiella pneumoniae, P. aeruginosa e

Salmonella typhimurium (OKUBO et al., 2012).

1.6 AMPs provenientes de proteinas encontradas em outras fontes naturais

Atualmente também se tem buscado peptideos bioativos de origem natural com
potencial para o uso na induastria farmacéutica e alimenticia. Muitos resultam de
hidrélise de proteinas que pode ocorrer no trato gastrointestinal durante a fermentacéo
de alimentos ou por protedlise realizada in vitro, pois em sequéncias de aminoacidos de
proteinas de funcfes variadas existem peptideos com fun¢des biologicas diferentes
delas. Estes peptideos podem afetar o sistema imune, cardiovascular e/ou enddécrino
(FADAEI, 2012; MILAN et al.,, 2014; ZAMBROWICZ et al.,, 2014). Seguem abaixo

alguns exemplos, cujas sequéncias de aminoacidos séo descritas na Tabela 1.



Tabela 1. Exemplos de AMPs derivados de proteinas encontradas em algumas fontes naturais
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Nome do Fonte A L N o A
peptideo natural Sequéncia de aminoacidos MICs(*), ICso(**) Referéncia
HLH Lo IKVFERCELARTLKRLGMDGYRGISLANWMCLAKWESG Y3 *50-250 pg.mL-1 (IBRAHIM et al,
H1 IKVFERCELARTLKRLGM?? *100-250 pg.mL* 2011)
12ySQPEATKCFQWQRNMRKVRGPPVSCIKRDSPIQCI#
Lactoferricina H \J\/ *0,1mmol.L?
Leite I1GRRRRSVQWCA!1 (BELLAMY et al.,
1992)
[ |
Lactoferricina B "FKCRRWQWRMKKLGAPSITCVRRAF4 *0,006 mmol?
Isracidina Leite 1IRPKHPIKHQGLPQEVLNENLLRF? *1-0,1 mg.mL (LAHOV;
! ) REGELSON, 1996)
Peptideo GFHI GFHI **117 pg.mL-1
Peptideo DFHING DFHING ** 64,3 ug.mL?
. Musculo (JANG et al., 2008)
Peptideo FHG FHG ** 529 ug.mL?
Peptideo *x 1
GLSDGEWQ GLSDGEWQ 50,5 pg.mL
Apepl0 Musculo GLARCLAGTL *8-64 pg.mL-1 (TANG etal,
2014b)
CgPep33 Musculo N&o determinada **18.6 to 60 pg.mL? (LIU et al., 2008)
*| - -1
Peptideo LDT 1 IEQLTKS 0,1-0,77 mmol.L
Leite (a- ————— 0,18-1,1 mmol.L (PELLEGRINI et
Peptideo LDT 2 lactoalbu I"GYGGVSLPEWVCTTF3! 109A| CSEK114 ’ ' ’ al., 1999)
mina) 0,10-1,38 mmol.L?

Peptideo LDC

61CKDDQNPHS8 75|SCDKF80

MIC: Concentra¢do minima inibitéria

IC 50: 50 % da concentracao inibitéria maxima
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1.6.1 AMPs provenientes de proteinas do leite

O leite € uma fonte natural de proteinas e peptideos com atividade
antimicrobiana como as imunoglobulinas e proteinas ndo imunes como a lisozima, a
lactoferrina, a lactoperoxidase, a caseina, lactoalbuminas, lactoglobulinas e peptideos
antimicrobianos como a lactoferricina, a lactoferrampina, a kappacina, a k-casecidina.
De fato, o consumo de leite materno ou ndo pelos recém-nascidos evita que estes
figuem doentes por diversos tipos de enfermidades, especialmente a diarreia (LIEPKE
et al., 2001; FADAEI, 2012).

Ibrahim e col (2011) fragmentaram a lisozima do leite humano por catalise da
pepsina em condicfes semelhantes as do estomago dos recém-nascidos e obtiveram 5
peptideos que mostraram atividade contra as bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas e contra Candida albicans (Tabela 1). Em bactérias Gram-negativas, estes
AMPs desestabilizam a membrana externa, em Gram-positivas eles alteram o potencial
de membrana comprometendo a respiracao celular (IBRAHIM et al, 2011).

Bellamy e col (1992) digeriram a lactoferrina do leite humano e bovino usando a
pepsina gastrica como catalisador, tendo chegado a os peptideos lactoferricina H
(humana) e lactoferricina B (bovina) mostrados na Tabela 1. Os seus analogos:
TKXFQWQRNMRKVRGPPVSXIKR da lactoferricina humana e
FKXRRWQWRMKKLGAPSITXVRRAF da  lactoferricina  bovina  (onde X
acetamidometilcisteina) foram ativos contra varias bactérias Gram-positivas e Gram-

negativas (BELLAMY et al., 1992).
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A protedlise da caseina em presenca de quimosina gerou o peptideo casecidina,
gque mostrou atividade in vitro contra Staphylococcus, Sarcina, Bacillus subtilis,
Diplococcus pneumoniae e Streptococcus pyogenes (LAHOV; REGELSON, 1996). A
protedlise da as1-caseina B mediada pela quimosina gerou um peptideo de 23 residuos
de amino&cidos chamado de isracidina (Tabela 1), que foi ativo contra Staphylococcus
aureus in vivo e contra a mastite no gado bovino e ovino (LAHOV; REGELSON, 1996).

Enquanto a digestdo de a-lactalbumina catalisada pela tripsina gerou dois
peptideos, um com 5 residuos de aminoacidos (*EQLTK®) e outro de duas cadeias
peptidicas contendo 21 residuos de aminoacidos (YGYGGVSLPEWVCTTF!
9ALCSEK!¥). Quando a-lactalbumina foi digerido por acdo da quimiotripsina, gerou um

outro peptideo composto de duas cadeias peptidicas ((*CKDDQNPH® ISCDKF®) e 14

residuos de aminoacidos (Tabela 1). Todos se mostram ativos contra bactérias Gram-

positivas, Gram-negativas e C. albicans (PELLEGRINI et al., 1999).

1.6.2 AMPs provenientes de proteinas do musculo

As proteinas musculares também s&o fontes naturais de AMPs, pois a sua
fragmentacdo enzimatica gera fragmentos peptidicos com acdo antioxidante,
antimicrobiana e outras (MILAN et al., 2014). A digestdo da carne catalisada pela
termolisina, proteinase A, tripsina, proteinase K, tirosinase, pepsina ou papaina geraram
0s peptideos (Tabela 1) com atividade contra bactérias Gram-positivas, Gram-negativas
e linhagens de células cancerigenas (JANG et al., 2008).

AMPs também foram encontrados em musculos de anchovas secas, tais como o

Apepl0 (Tabela 1), peptideo de natureza catibnica que inibe o crescimento de



50

bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, desestabilizando as suas membranas
celulares e alterando as suas morfologias (TANG et al., 2014b). Na parte soluvel do
homogeneizado muscular da ostra Crassostrea gigas submetido a tratamento com
alcalase e bromelina, foi encontrado um AMP rico em cisteina (23,6 %) chamado de
CgPep33 (Tabela 1) ativo contra bactérias Gram-positivas, Gram-negativas e fungos

(LIU et al., 2008).

1.6.3 AMPs provenientes de hemoglobinas

O sangue, em especial a proteina hemoglobina, é também uma fonte natural de
AMPs denominados de hemocidinas gerados a partir de sua digestao in vivo e in vitro
(CRUZ et al., 2010). Na Tabela 2 séo listadas algumas hemocidinas assim obtidas a
partir da a ou B-hemoglobina.

O primeiro relato sobre eles serem gerados in vivo a partir da a-hemoglobina
bovina tem a contribuicdo do nosso grupo de pesquisa, ja que auxiliamos na deteccdo
no conteddo intestinal do Boophilus microplus (carrapato), isolamento e identificacdo de
um peptideo de 3.2 kDa que corresponde ao fragmento 33-61(Hb 33-61; listado na
tabela), ativo contra bactérias Gram-positivas e fungos (FOGACA et al., 1999).
Trabalhos posteriores para saber o origem deste AMP, descreveram a presenca no
conteudo instestinal do carrapato da proteinase aspartica chamada de BmAP e de uma
cisteina protease similar a catepsina L chamada de BmCL1 como responsaveis pelo
aparecimento dessa hemocidina a partir da digestdo da a-hemoglobina sugada do boi

(CRUZ et al., 2010).
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Nome do peptideo Fonte Sequéncia de aminoécidos MICs Referéncia
Hb 40-63 a-hemoglobina bovina KTYFPHFDLSHGSAQVKGHGAKVAA 3.12-6.25 pumol Lt (CRgozlg)‘ al.
HbA 35-56 a-hemoglobina humana SFPTTKTYFPHFDLSHGSAQVK 105281 umolLY  (ai era
HbB 115-146 B-hemoglobina humana AHHFGKEFTPPVQAAYQKVVAGVANALAHKYH 27-61 pmol.Lt 2004)
i _ y-hemoglobina humana do tecido ) 4
hHEM-y (130—146) Dlacental humano WQKMVTAVASALSSRYH 52-100 pmol.L (LIEPKE et
hHEM-B (111-146) P-hemoglobina humana dotecido /| AHHFGKEFTPPVQAAYQKVVAGVANALAHKYH — 8-51,3 ymol.Lt al., 2003)
placental humano
B-hemoglobina do extrato do SEO et al
SHPBAP figado da “atum” Katsuwonus TQQAFQKFLAAVTSALGKQYH 2-57 ugmL1 ( 20194)"" "
pelamis
Hb 98-114 a-hemoglobina bovina FKLLSHSLLVTLASHLP 1,6-50 umol.Lt (eBtEe:_IMZOOI\g)E
P3 a-hemoglobina bovina VNFKLLSHSLLVTLASHL 3.125-50 mg.mi- (ilHAz'\écfs‘ft
HbBP-1 Extrato epithelial de guelras do AAKFGPSVFTPEVHETWQKFLNVVVAALGKQYH 1,2-5 pmol.L (ULLAL etal,
bagre” Ictalurus punctatus 2008)
a-Hb(107-141) VTLASHLPSDFTPAVHASLDKFLANVSTVLTSKYR  43-87 umol.L
a-Hb(107-136) VTLASHLPSDFTPAVHASLDKFLANVSTVL 38-76 pmol.L!
a-hemoglobina bovina (NEDJAR-
0-(137-141) TSKYR 1-9 pmol.L2 ARROUME
et al., 2006)
a-Hb(133-141) STVLTSKYR 2-15 umol.L1
B-(126-145) B-hemoglobina bovina QADFQKVVAGVANALAHRYH 35-71 pmol.L2
Hb 33-61a a-hemoglobina bovina FLSFPTTKTYFPHFDLSHGSAQVKGHGAK-NH; 3,12-6,25 pmol.L* Qfﬁf:%g?c))

MIC: Concentracdo minima inibitéria
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O mecanismo de acéao e estrutura da Hb 33-61a, peptideo ja amidado sintetizado
por nés e mais ativo que a hemocidina original, mostrou que o peptideo age por
desestabilizacdo da membrana plasmatica de Candida. A analise da estrutura 3D em
micelas de SDS mostrou uma estrutura com dobras beta no N-terminal e uma estrutura
a-hélice no lado C-terminal formando um grampo anfipatico (SFORCA et al., 2005). O
fragmento do HB 40-6la, feito e estudado pelo nosso grupo, mostrou a mesma
atividade antimicrobiana que o peptideo Hb 33-61a (MACHADO et al., 2007).

Em relacdo a hemoglobina humana, o sangue vaginal proveniente da
menstruacdo feminina € também uma fonte natural de hemocidinas com propriedades
antimicrobianas (Tabela 2). Mak et al (2004) descreveram o isolamento de varios
fragmentos peptidicos da hemoglobina de origem menstrual, mostrando diferentes
padrbes contra o crescimento de Escherichia coli ou em geral contra bactérias Gram-
negativas e com menos efetividade contra as bactérias Gram-positivas. Estes peptideos
poderiam ajudar a manter a flora bacteriana vaginal e que o decaimento do sangrado
vaginal permitiria a colonizacdo bacteriana na vagina (MAK et al., 2004).

O peptideo HbBP-1 (Tabela 2) encontrado na sequéncia de aminoacidos da [3-
hemoglobina presente nos estratos epiteliais de guelras do “bagre” Ictalurus punctatus,
mostrou ter atividade antiparasitaria contra Ichthyophthirius multifiliis, mas também acéo
contra bactérias patogénicas de origem aquaticas como das bactérias do género

Aeromonas e Vibrio (ULLAL et al, 2008).
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1.7. Necessidade de prospeccao e desenvolvimento de novos AMPs

A cada ano, milhGes de pessoas sao vitimas de infec¢des causadas por micro-
organismos, sendo o0s mais perigosos dos multidroga-resistentes, como o0
Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA). Segundo estudos do ano 2008
na Unido Européia, os gastos com saude e as perdas de produtividade eram de
aproximadamente 1,5 bilhdes de euros. Dos milhdes de pessoas vitimas do MRSA,
poucas conseguem sobreviver devido a falta de antibiéticos com novos mecanismos de
acdo para inibir o crescimento desta bactéria. Este aumento de resisténcia € agravado
pelas mudancas na demografia humana, globalizacdo e procedimentos adotados nos
hospitais para combater os patégenos. O problema se torna maior por um motivo
comercial porque para as industrias farmacéuticas € mais rentavel produzir e vender
farmacos para o tratamento de enfermidades cronicas do que investir dinheiro em
desenvolver novos antibioticos (BARON, 1996; LIVERMORE, 2007; BRAINE, 2011).

Neste panorama, é urgente pesquisar e desenvolver uma nova classe de
antibioticos, cujo modo de acao seja diferente daqueles dos antibiéticos convencionais
e que nao gere nenhum tipo de resisténcia. Como se mencionou, uma alternativa seria
a classe dos AMPs. Inicalmente, esses compostos ndo foram estudados para uso
clinico, mas nos ultimos anos esta visdo mudou devida a: 1) disponibilidade e
descoberta delas em fontes naturais, 2) a descoberta de doencas produzidas por sua
auséncia ou mau funcionamento (RIVAS; GANZ, 1999), 3) a descoberta de que muitos
AMPs interagem diretamente nas membranas celulares, o que diminuiria o risco de
gerar resisténcia microbiana a eles (STEINBUCH; FRIDMAN, 2016). Assim, os AMPs
passaram a ser vistos como antibioticos potenciais eficientes in vitro e in vivo contra os

micro-organismos resistentes aos antibiéticos convencionais.
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2. OBJETIVOS

Sabendo que muitos peptideos bioativos correspondem a fragmentos peptidicos
de proteinas, este trabalho teve como objetivo primario desenvolver novos AMPs a
partir de proteinas provavelmente envolvidas na atividade antimicrobiana de venenos
de serpentes pouco ou ainda nao estudados.

Para atingi-lo, foram estabelecidos os seguintes objetivos secundarios:

1. Escolha de uma fosfolipase do tipo 2 (PLA2) de veneno de serpente peruana do
género Bothrops da familia Viperidae com sequéncia de aminoécidos conhecida,
modelagem, obtencdo por homologia de sua estrutura tridimensional e escolha
de fragmentos com potencial de AMP;

2. Verificacdo de atividade antimicrobiana em venenos de serpentes peruanas dos
géneros Bothrops e Bothriopsis da familia Viperidae;

3. Selecdo de um dos venenos ativos, fracionamento, identificacdo de seus
componentes proteicos por digestdo triptica/sequenciamento dos fragmentos
peptidicos obtidos, verificacdo de atividades referentes a essas proteinas;

4. Analise das sequéncias de aminoacidos e estruturas tridimensionais das
proteinas das mesmas classes também encontrados em venenos de serpentes
da familia Viperidae para escolha de fragmentos com potencial de AMP;

5. Sintese, purificacdo e caracteriza¢do quimica dos potenciais AMPs;

6. Verificacdo de atividade antimicrobiana nos sintéticos purificados caracterizados.
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3. MATERIAIS E METODOS

Exceto pelos fracionamentos por FPLC e analises por MALDI-TOF, todos os

experimentos que se seguem foram realizados no nosso laboratorio.

3.1 Materiais, reagentes, resinas, solventes e micro-organismos

3.1.1 Quimica de peptideos

Os suportes poliméricos utilizados nas sinteses dos peptideos foi a resina Rink amida
de graus de substituicdo 0,4; 0,59; 0,7 e 0,8 mmol.g*. Elas foram adquiridas da
Advanced ChemTech (EUA).

Os derivados de aminoacidos utilizados foram os seguintes: Fmoc-Asp(OBut)-
OH, Fmoc-Glu(tBu)-OH, Fmoc-Ala-OH, Fmoc-Arg(Pbf)-OH, Fmoc-Asn-OH, Fmoc-Phe-
OH, Fmoc-Gly-OH, Fmoc-GIn(Trt)-OH, Fmoc-lle-OH, Fmoc-Leu-OH, Fmoc-Lys(Boc)-
OH, Fmoc-Pro-OH, Fmoc-Ser(tBu)-OH, Fmoc-Tyr(tBu)-OH, Fmoc-Thr(tBu)-OH, Fmoc-
Trp(Boc)-OH, Fmoc-Val-OH. Eles foram adquiridos da Bachem Califérnia, Inc. (EUA) e
da Novabiochem (EUA).

O TBTU foi adquirido da Advanced Chemtech (EUA), o HOBt e o DIC da Sigma
Chemical Co. (EUA), a 4-metilpiperidina 96 % da Vetec-Sigma-Aldrich (Brasil).

Os solventes empregados nas sinteses dos peptideos foram: DMF, metanol, éter
diisopropilico, DMSO, tolueno (procedentes da Vetec-Sigma-Aldrich, Brasil). Todos os
solventes foram de grau analitico ou de sintese.

Piperidina, DIPEA, TIS de grau analitico ou de sintese, provenientes da Merck

KgaA (Alemanha), Sigma Chemical Co. (EUA) ou da Applied Biosystems (EUA) e foram
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empregados sem purificacdo prévia. O bicarbonato de aménio foi adquirido da Fluka
analytical-Sigma Aldrich (Alemanha).

Para o monitoramento dos acoplamentos por meio do teste de ninidrina (KAISER
et al., 1970) foram empregados os reagente: fenol/etanol 76 % (v/v), cianeto de
potassio/piridina 0,0002 mol.L, ninidrina/etanol 0,28 mol.L!; de grau sintese. Eles
foram adquiridos da Applied Biosystems (EUA).

As hidrdlises acidas dos peptideos purificados foram realizadas em presenca de
HCI 6N (Sigma Chemical Co., EUA).

Na preparacdo dos solventes para RP-HPLC e LC/ESI-MS foram utilizados ACN

(Sigma-Aldrich, China) e TFA (Merck KGaA, Alemanha) de grau espectroscopico.

3.1.2 Digestéo proteica

A tripsina usada Trypsin Gold, Mass Spectrometry Grade, foi adquirida da

Promega Corporation (EUA).

3.1.3 Reagentes utilizados nas eletroforeses

B-Mercaptoetanol, iodoacetamida, ditiotreitol, glicina, tricina, acrilamida, azul de
bromofenol, persulfato de aménio, TEMED, Triton X-100, Tris, SDS, Brilliant Coomassie
Blue R-250, uréia, tiouréia foram adquiridos da Bio-Rad (EUA). CaClz (Labsynth, Brasil).
Os marcadores de massa molar proteicos eram da Bio-Rad (Brasil).

Os anfdlitos 3-10, CHAPS e a fita IPG de 7 cm foram adquiridos da GE

Healthcare, Upsala, Suécia.
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O nitrato de prata, o formaldeido, o NazCOs e 0 Na2S203 foram adquiridos da

Sigma-Aldrich (Brasil).

3.1.4 Meios de cultura

O caldo Luria-Bertani era da Sigma-Aldrich (Brasil), o caldo potato-dextrose da

BD Difco (EUA) e o &gar bacterioldégico da Neogen Corporation (EUA).

3.1.5 Micro-organismos

Foram usados 0s micro-organismos estocados no nosso laboratério e
gentilmente cedidos por diferentes pesquisadores da USP:

Bactérias Gram negativas: Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa

ATCC 27853, Salmonella choleraesuis ATCC 10708;

Bactérias Gram positivas: S. aureus ATCC 25923, Micrococcus luteus ATCC 9341;

Leveduras: Candida albicans ATCC 90028, C. parapsilosis ATCC 22019, C. krusei

ATCC 6258.

3.1.6 Venenos

Os venenos das serpentes peruanas de Bothrops taeniatta, Bothrops barnetti e
Bothriopsis oligolepis  (http://www.reptile-database.org), pertencentes a familia
Viperidae, Subfamilia Crotalinae, foram obtidos de espécimes adultos mantidos no
Serpentario da Faculdade de Ciéncias da Saude da Universidade do Callao, Lima,
Peru, pelo nosso colaborador M.Sc. Javier Cardenas Tenorio. A cada coleta, o veneno

era colocado em um frasco escuro, liofilizado e estocado a —20°C até que uma nova
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aliquota de veneno coletado e liofilizado fosse adicionada e a nova mistura fosse

liofilizada e estocada.

3.2 Desenvolvimento de novos AMP derivados da fosfolipase A2 de B. pictus

(PLA2)

3.2.1 Construcédo de modelo por homologia da estrutura tridimensional da PLA2

A sequéncia aminoacidica de uma PLA2 &cida de B. pictus armazenada no
GenBank (GenBank NCBI: AAF91498) mostrada na Figura 5, foi submetida a uma
analise comparativa contra proteinas de base de dados “RCSB Protein Data Bank
(PDB)” utilizando o programa “Basic Local Alignment Search Tool” (BLAST) para
proteinas e o algoritmo PSI-BLAST (Position-specific iterative BLAST), que esta

disponivel para uso em http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cqi.

1 SLVQFETLIM KIAKRSGVWF YGSYGCFCGS GGQGRPQDAS DRCCFVHDCC YGKVTDCDPK
PLA2-1 PLA2-3

61 TDIYTYSEEN GVVVCGGDDP CKKQICECDR VAAVCFRDNK DTYDNKYWFF PANNCQEESE
PLA2-2 PLA2-4

121 PC

Figura 5. Sequéncia da PLAz de B. pictus (GenBank NCBI: AAF91498) com as sequéncias dos peptideos
eleitos para sintese: PLA2-1, PLA2-2, PLA2-3 e PLA2-4.

Posteriormente, foi realizada uma modelagem por homologia de nossa PLA:2
através do programa Modeller 9v14 (WEBB,; SALLI, 2014) utilizando como molde a
estrutura tridimensional de uma PLA2 &cida de Agkistrodon halys pallas (PDB:

1M8R_A) que possui 77% de identidade com a nossa PLA2, como foi indicado pela


http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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analise por BLAST. Em seguida, os modelos gerados foram validados com o programa

RAMPAGE (http://mordred.bioc.cam.ac.uk/~rapper/rampage.php), que utiliza o plot de

Ramachandran para indicar se os aminoacidos de nosso modelo se encontram em
regides permitidas, para a escolha do melhor modelo. Os peptideos a estudar (PLA2-1,
PLA2-2, PLA2-3 E PLA2-4) foram eleitos dependendo dos seus posicionamentos na
estrutura obtida da PLA2 de B. pictus, detalhada na Figura 8 de resultados. Para a
escolha daqueles a serem sintetizados foram consideradas as sequéncias de
aminoécidos, as cargas liquidas em pH 5 e 7,4, os potenciais antimicrobianos teoricos e

0s potenciais de agregacao tedricos a serem descritos a seguir.

3.2.2 Predicdo do potencial antimicrobiano dos peptideos PLA2-1, PLA2-2, PLA2-3

e PLA2-4

As sequéncias de aminoacidos dos peptideos foram comparadas ou alinhadas
com diferentes sequéncias de AMPs registradas na base de dados “The Antimicrobial
Peptide Database” (http://aps.unmc.edu/AP/main.php) (WANG et al, 2016) com vistas a
determinar a porcentagem de similaridade deles com AMPs de fontes naturais ja

descritos e estudados.

3.2.3 Analise do potencial de agregacao dos peptideos PLA2-1, PLA2-2, PLA2-3 e

PLA2-4

Para determinar tal potencial para cada um deles (tal potencial auxilia na escolha
de condicBes reacionais na sintese quimica de peptideos) foi usado o software Peptide

Companion 1.25 (CoshiSoft/PeptiSearch, EUA). Este software permite também predizer


http://mordred.bioc.cam.ac.uk/~rapper/rampage.php
http://aps.unmc.edu/AP/main.php
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se a sequéncia de aminoacidos tem capacidade de agregacdo (MIRANDA; LIRIA;
REMUZGO, 2011). Um potencial de agregacédo >1,2 indica sequéncias com capacidade

agregante (PIPKORN et al., 2002).

3.2.4 Predicdo da estrutura secundéria dos peptideos PLA2-1, PLA2-2, PLA2-3 e

PLA2-4

A predicdo do modelo tridimensional dos peptideos a serem sintetizados foi
realizada utilizando o programa PEP-FOLD (http://bioserv.rpbs.univ-paris-
diderot.fr/services/PEP-FOLD/), que utiliza campos de forga “coarse grained” para
predizer estruturas tridimensionais de peptideos entre 9 e 36 aminoacidos em solugéo
aquosa. A avaliagdo do melhor modelo foi realizada utilizando o programa RAMPAGE

(http://mordred.bioc.cam.ac.uk/~rapper/rampage.php) que utiiza o plot de

Ramachandran para indicar se os aminoacidos de nosso modelo se encontram em
regides permitidas. Para a visualizagdo da estruturas tridimensionais foi utilizado o

programa PyMOL (LAM; SIU, 2016).

3.3 Sinteses, analises, purificacdes e caracterizacdes quimicas de peptideos

3.3.1 Sintese em fase sélida (SPFS)

Foi empregada a estratégia Fmoc (REMUZGO e col., 2009) a partir da resina
Rink amida e protocolos a 60 °C ¢ em todas as etapas da sintese (VARANDA;
MIRANDA, 1997; SOUZA et al., 2004; REMUZGO RUIZ, 2008; LOFFREDO, 2009), a

temperatura elevada permite um maior nimero de choques entre 0s reagentes


http://mordred.bioc.cam.ac.uk/~rapper/rampage.php
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facilitando o aumento da velocidade das reacBes quimicas acelerando a SPFS

(LOFFREDO, 2009).

As sinteses manuais foram feitas em um frasco de vidro com placa de vidro
sinterizado da baixa porosidade, jaquetado e acoplado a um banho termostatizado da
PolyScience modelo 8001 (Niles/IL, EUA).

As sinteses a 60 °C mediadas pelas microondas foram feitas no equipamento
semiautomatico Biotage Initiator + SP Wave (Biotage®, EUA).

As etapas sdo mostradas na Figura 6.

> Protetor do grupo a-amino
Protetor da cadeia lateral
Resina

HDO

’—HN-CH-E-OH 1) Adigao do aminoacido
R, 2) Ativagdo do aminoacido
6 3) Acoplamento

’*HN—EH—@—O—O
.

Desprotegdo du grupo a-amino

Y
9
HN-CH-C-O Q o o]
i H;N-‘C-g HN-?H-& HN-C‘ZH-E-OH
é Ra\ R L, R
Q
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] Y (] - o] o] -
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Figura 6. Processo das sinteses de peptideos pelo método SPFS (MERRIFIELD, 1963).

No geral, a resina primeiramente foi submetida a desprotecdo do grupo Fmoc
usando uma solucéo de 25 % 4-Metilpiperidina/DMF e incubado por 5 min. Em seguida,
a resina foi lavada e o teste de ninidrina foi feito. As etapas de desprotecéo, lavagem e

acoplamento estdo descritas na Tabela 3. O monitoramento foi feito com o teste de
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ninidrina (KAISER et al., 1970). A peptidil-Rink amida obtida foi lavada com metanol e

seca sob vacuo por 1 h e estocada a 4°C.

Tabela 3. Protocolo de SPFS com a resina Rink a 60 °C

Etapa de desprotecao:
Solucéo 25 % 4-Metilpiperidina/DMF

Etapa de lavagem pés-desprotecao:
DMF ou DMSO 25 %/Tolueno
Metanol

Teste de ninidrina

Etapa de acoplamento:
Fmoc-aminoacido+HOBt+1M DIC/DCM
ou TBTU+DIPEA em DMF ou DMSO

25 %/tolueno.

Etapa de lavagem pés-acoplamento:
DMF ou DMSO 25 %/Tolueno
Metanol

Teste de ninidrina

Fmoc-aminoacidos usados:
Fmoc-Asp(OBut)-OH
Fmoc-Glu(tBu)-OH
Fmoc-Ala-OH
Fmoc-Arg(Pbf)-OH
Fmoc-Asn-OH
Fmoc-Phe-OH
Fmoc-Gly-OH
Fmoc-GIn(Trt)-OH
Fmoc-lle-OH
Fmoc-Leu-OH
Fmoc-Lys(Boc)-OH
Fmoc-Pro-OH
Fmoc-Ser(tBu)-OH
Fmoc-Tyr(tBu)-OH
Fmoc-Thr(tBu)-OH
Fmoc-Trp(Boc)-OH
Fmoc-Val-OH
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3.3.2 Clivagem do peptideo da resina e desprotecdao total

Resumidamente, a peptidil-Rink amida foram colocadas em tubos de plastico de
1,5 mg e depois 100 pL de solucdes descritas na Tabela 6 de resultados. A mistura foi
incubada a 37 °C por 1-4 h. Depois do tempo de incubacéo, foi feita a precipitacdo do
peptideo livre, com éter diisopropilico gelado, a mistura foi imediatamente centrifugada
a 5000 rpm por 5 min e o sobrenadante foi desprezado. Este procedimento se repetiu
por algumas vezes. Em seguida, foi adicionado o solvente B (60 % ACN/0,09 %
TFA/agua) ou DMSO 10 %/Solvente B para solubilizar o peptideo, permitindo a
separacdo dele da resina depois da centrifugacdo a 2000 rpm por 2 min. Este
procedimento se repetiu por quatro vezes. As solucdes de peptideo foram coletadas
para liofilizacéo e obtencéo do peptideo bruto seco.

Quando feito em escala preparativa, 120 - 150 mg de peptidil-Rink amida foram
colocadas em solucao para clivagem do peptideo da resina e desprotecédo total foram

agregados e a precipitacdo do peptideo feita com 8 mL de éter diisopropilico gelado.

3.3.3 Andlise dos peptideos brutos por RP-HPLC

Uma solucédo de cada peptideo (1 mg.mL™?) em solvente A (TFA 0,1 %/agua) ou
DMSO 10 %/Solvente A foi feita. Desta solugdo, 10 ou 20 uL foram utilizados para a
analise por cromatografia.

Estas analises foram feitas no sistema LDC que consiste em duas bombas
(ConstaMetric 3200 e 3500), um detector UV (Spectronic Monitor 3100), um injetor de
amostras manual (Rheodyne 7125), um integrador Waters 745 B e uma coluna analitica

(Vydac Cis, 5 um, 300A, 0,46x25 cm) que foi equilibrada com o Solvente A.
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O registro dos perfis cromatogréaficos foi feito usando o software Clarity HPLC
Data System (Laserchrom, UK). As cromatografias foram feitas usando o solvente A
(TFA 0,1 %/agua) e o solvente B (60 % ACD/ TFA 0,1 %/agua) em gradiente linear de
5-95 % do solvente B por 30 min com fluxo de 1 mL.mint. A detecc¢do foi a 210 nm.
Previamente foi feita uma cromatografia sem injecdo de peptideo nas mesmas

condicbes experimentais (branco).

3.3.4 Caracterizacdo dos peptideos brutos e purificados por LC/ESI-MS

Para confirmar a presenca dos peptideos desejados nos brutos, 5 pL da solugéo
do peptideo bruto ou purificado foram injetadas em um sistema de RP-HPLC da
Shimadzu Corporation (Kyoto, Japan) composto por um degaseificador modelo DGU-
20A3, duas bombas modelo LC-20AD, um injetor Rheodyne 8125, um forno de coluna
modelo CTO-20A (T=32°C), uma coluna Cis (0,46 cm x 25,00 cm, didmetro de particula
de 5mm e o diametro do poro de 300A, Grace-Vydac, Hesperia, CA, USA) acoplada a
um espectrometro de massas AmaZon X da Bruker Daltonics (Fahrenheitstrasse,
Germany) com fonte de ionizacdo do tipo electrospray, modo ESI positivo e com
analisador do tipo lon trap. A voltagem aplicada no capilar foi de 4500V e a voltagem na
saida do capilar (End plate offset) foi de 500V (para 0 modo positivo).

Nas cromatografias foi usado o solvente A (TFA 0,1 %/agua) e o solvente B (60
% ACD/ TFA 0,1 %/agua) em gradiente linear de 5-95 % do solvente B por 30 min com
fluxo de 0,8 mL.min?. A deteccdo foi a 210 e 280 nm. Os perfis de UV e de
concentracdo total de ions (TIC) foram obtidos e analisados com a ajuda do software

HyStar 3.2.
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3.4 Purificacdo do peptideo desejado por RP-HPLC em escala preparativa

Confirmada a presenca do peptideo desejado nos materiais brutos, foram
estabelecidas as condicdes Otimas de separacdo dos peptideos dos demais
subprodutos (Tabela 7 de Resultados).

A massa total dos peptideos brutos obtidos depois da liofilizacdo (Tabela 7),
foram dissolvidos em 7 mL de solvente A (TFA 0,1 %/Agua), as solucbes foram
centrifugadas e os sobrenadantes foram injetados em um sistema RP-HPLC Waters
(EUA), modelo 600E preparativo, composto de uma bomba Delta 600, um detector UV
2487 Dual Absorbance Detector, um injetor de amostras manual Rheodyne 3725i-119,
um controlador de gradiente (Waters 600 Controller), um registrador Kipp & Zonen SE
124 e uma coluna preparativa (Vydac C18, 10 ym, 300 A, 2,2 x 25 cm) que foi
equilibrada com o Solvente A.

Os solventes A e B usados e as condi¢cdes de purificacdo estdo descritas na
Tabela 7 de Resultados. Em todas as purificacdes o fluxo foi de 10 mL.mint e a
deteccdo a 210 nm. As fracdes foram coletadas manualmente em tubos de vidro.

Todas as fracdes que poderiam ter o peptideo de interesse foram analisadas por
LC/ESI-MS ou por infusédo direta no ESI-MS. As fracbes que mostraram conter s6 0
peptideo puro foram colocados em um frasco para liofilizacdo, foram juntadas,

congeladas e liofilizadas para pesagem e analise.
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3.5 Determinacao dos graus de pureza dos peptideos sintéticos purificados

Um volume de 20 pL dos peptideos purificados (1 mg.mL™?) diluidos em solvente
A (TFA 0,1 %/agua) ou DMSO 10 %/ Solvente A foram injetados em um sistema RP-
HPLC analitico (ver item 3.3.6).

As cromatografias foram feitas usando o solvente A (TFA 0,1 %/agua) e o
solvente B (60 % ACN/ TFA 0,1 %/agua) a um gradiente linear de 5-95 % do solvente B
por 30 min. A deteccdo foi a 210 nm. O software Clarity HPLC Data System
(Laserchrom, UK) também foi usado para calcular o grau de pureza dos peptideos, pela

integracdo dos picos e comparacao com o branco.

3.6 Determinacdo do contetdo peptidico dos purificados

O peptideo foi submetido a hidrélise acida gasosa com HCI 6N em presenca de
fenol cristalizado e sob atmosfera de N2 a 110 °C por 24 horas em uma estacao de
trabalho Pico Tag da Waters. Posteriormente, as amostras foram secas utilizando uma
bomba de vacuo acoplada a estacéo de trabalho Pico-Tag. Os hidrolisados secos foram
dissolvidos em H20 e analisados no Dionex BioLC® Chromatography System (Dionex,
EUA) que emprega um método de separacao dos aminoacidos livres por HPLC de troca
ibnica, em uma coluna AminoPac PA10 (2,0 cm x 25 cm) da Dionex e deteccédo por
amperometria integrada, usando o detector eletroquimico ED50. As analises foram
feitas em triplicata (CLARKE et al, 1999; DING et al, 2002).

A propor¢cdo molar dos aminoacidos pertencentes ao peptideo foi calculada
baseando-se aos resultados obtidos de uma curva de calibracdo em triplicata,

resultante de uma solucéo padréao de aminoacidos de concentracdo conhecida.
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3.7 Ensaios antimicrobianos dos venenos e dos peptideos sintéticos

3.7.1 Acéo antibacteriana dos peptideos sintéticos

Foi determinada segundo o método de ensaio de inibicdo de crescimento celular
em meio liquido em microplaca (FEHLBAUM et al., 1994, MACHADO et al., 2007,
REMUZGO et al, 2014). O protocolo foi adaptado no nosso laboratério. As
concentracbes das solucbes-estoque de cada peptideo sintético apds diluicdo seriada
foram de 2, 1, 0,5, 0,25, 0,13, 0,063, 0,03, 0,015, 0,008, 0,004 mmol.L.

Resumidamente, em cada poco foram adicionados 10 pL de H20, 10 pL das
diluicbes descritas no paragrafo anterior e 80 pL de uma suspensdo de bactérias
(Abssgs nm = 0,001) em caldo LB (pH 7). Como controle de esterilidade, foram
adicionados 100 pL do meio de cultura nos pocos laterais da placa. Nos pocos dos
demais extremos foram colocados 20 pL de H20 e 80 uL da suspensao de células, esse
altimo para comparar com o crescimento celular sem a solucdo de peptideo via
espalhamento de luz (medida de absorbéncia). As microplacas foram mantidas em um
shaker a 37 °C por 18-24 h sob agitacéo orbital constante até 150 rpm (bactérias). Para
a quantificacdo do crescimento microbiano, as microplacas foram colocadas dentro de
uma leitora de microplacas Infinite®M200 (Mannedorf, Switzerland) ou na leitora de
SpectraMax Paradigm Multi-Mode Detection Platform da Molecular Devices
(Lagerhausstrasse, Austria). Para uma boa homogeneizacdo das células dentro dos
pocos, estas microplacas foram agitadas orbital ou linearmente por 2 ou 3 vezes por 1

ou 2 min. Depois foi lida a absorbancia em 595 nm.
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O valor da concentracdo minima inibitéria (MIC) obtida corresponde a menor
concentracdo do peptideo que causou 100 % de inibicdo do crescimento celular apés

incubacao.

3.7.2 Acéo antifungica dos peptideos sintéticos

Foi determinada usando o protocolo descrito acima no item 3.5.1. Todos estes
ensaios foram feitos com caldo PDB (pH 5). As microplacas foram mantidas sob
agitacdo orbital constante até 150 rpm em um shaker a 30 °C, fazendo leituras as 24 e

48 h.

3.8 Dosagem de proteina pelo método de Bradford

Com vistas a determinar a concentracdo proteica do veneno bruto e das fracdes
isoladas em diferentes etapas de fracionamento foi feita uma curva padrdo usando
albumina sérica bovina (BRADFORD, 1976). Brevemente, uma solug¢do 5 mg.mL" foi
diluida 100X, para produzir uma solucéo de 0,05 mg.mL™? (0,05 pg.uLt). Foram usados
diferentes volumes desta solucdo completando com H.O (Milli-Q) para a obtencédo de
solucdes entre 0,25 e 5 pg.uLt. Em cada poco da microplaca, foi colocado volume de
160 pL de H,O (Milli-Q) (branco) ou 160 pL de cada solucdo de albumina recém-
preparada e 40 pl do reagente “Protein Assay Dye Reagent Concentrate” (Bio-Rad Cat.
#5000-0006). Ap6s 5 min a temperatura ambiente, a absorbancia das misturas a 595
nm foi feita na leitora de microplacas SpectraMax Paradigm Multi-Mode Detection
Platform (Austria-Lagerhausstrasse). Foram feitas triplicatas e usados todos os valores

obtidos na construgéo da curva-padréo (Ver item 4.3.2 de resultados).
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Foi usada uma massa de 5 mg de cada veneno bruto e a essa massa foi
adicionado um volume de H20 (Milli-Q) para obter uma solucdo 5 mg.mL?, que foi
diluida 50X para gerar uma solugéo 0,1 mg.mL* (0,1 pg.uLt). Volumes variando de 10-
60 pL desta solucdo foram completados com H.,O (Milli-Q) para 160 uL finais aos quais
foram adicionados 40 pL do reagente de Bradford. A determinacédo foi feita segundo

descrito no item 3.4.1. Foram feitas triplicatas.

3.9 Ensaios antimicrobianos dos venenos, fracdes e proteinas purificadas deles

3.9.1 Acao antibacteriana

Os ensaios foram feitos segundo o item 3.7.1 com algumas modificacdes.

As concentra¢cdes das solucbes-estoque de veneno apoés diluicdo seriada foram
2,1, 0,5, 0,25, 0,13 mg.mL* e 62.5, 31.25, 15.63 pg.mL?* e 7.8, 3.9 ng.mL?. As
solucbes-estoque das fracdes resultantes do fracionamento do veneno e as proteinas
purificadas ndo necessariamente atingiram as concentracfes descritas. O ensaio com 0

veneno bruto foi feito em caldo Luria-Bertani (pH 7) sem e com NaCl 0,5 e 0,9 %.

3.9.2 Acédo antifungica

Foi determinada usando o protocolo descrito acima no item 3.7.2.

3.9.3 Acéo antimicrobiana observando a cinética de crescimento

Foi determinada em fragcbes ou proteinas isoladas do veneno. Foi utilizada o

protocolo descrito acima no item 3.9.1 com a diferenca de a placa ser colocada na
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leitora de SpectraMax Paradigm Multi-Mode Detection Platform da Molecular Devices
(Lagerhausstrasse, Austria), apds programa-la para manutencdo da temperatura a 37
‘C por 18-24 h, leituras a 595 nm a cada 30 min apds agitacdo linear por 30 s. Os

resultados sdo mostrados nas Figuras 39 e 48 de Resultados.

3.10 Eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE)

Foi feito segundo Laemmli (1970). A confeccdo dos géis foi realizada em um
molde formado por duas placas de vidro e separadores de acrilico. O molde foi
preenchido até 1,5 cm da borda superior com solucao de acrilamida de 8,10,12,15 ou
17 % (gel de corrida) e, ap6s a polimerizagdo, com acrilamida 4% (gel de
empilhamento). Neste gel foram moldadas cavidades para aplicagdo de amostras de 10
a 20 pL. O tempo da corrida eletroforética foi de 60 min, em cuba vertical de acrilico
contendo tampéao Tris-Glicina 50 m.mol.L%, pH 8,3 a 120 volts. As placas de gel foram
coradas com: 1) Brilliant Coomassie Blue R-250 por 1 h a temperatura ambiente,
descoradas em acido acético a 10 % (v/v) e 90 % de H20 miliQ:metanol (1:1). 2) Nitrato
de prata como descrito no item 3.10.5.

As bandas proteicas foram comparadas com as do padrao de massa molar (Bio-
Rad) contendo uma mistura de: fosforilase b (97,4 kDa), albumina de soro bovino (66,2
kDa), ovalbumina (45 kDa), anidrase carbonica (31 kDa), inibidor de tripsina (21,5 kDa)
e lisozima (14,4 kDa) e padrao de proteinas coradas (Bio-Rad #161-0374) de massas

molares 250, 150 100, 75, 50, 37, 25, 20, 15 e 10 kDa.
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A preparacao das diferentes amostras dos venenos ou fracdes foi feita tendo em
conta a concentracao proteica destas e a sua diluicdo com agua até uma concentracao
de 20, 30 ou até 80 ug de proteina.mL™.

Na preparacdo das amostras: 1) quando a concentracao de proteinas era baixa,
50 ou 100 pL da amostra foram colocadas em um tubo de plastico de 1,5 mL,
liofilizadas, e a elas adicionados 20 pL de tampédo de amostra [4X (Tris base 0,5 mol.L!
pH 6,8; SDS 10 %; B-mercaptoetanol, glicerol, azul de bromofenol, agua destilada)]; 2)
em amostras com alto contetdo proteico, volumes de 5, 10, 15 ou 20 pL de amostra
foram também colocados em tubos de plastico de 1,5 mL e depois acrescentados 10 ou
15 pL de tampéo de amostra. A mistura foi homogeneizada por agitacédo, centrifugada a
5000 g por 20 s, levada a banho por 4-5 min a 94 C para a desnhaturacao das proteinas.
Depois foi aplicada no gel.

No caso de condi¢cdes ndo redutoras, ndo foi usado o B-mercaptoetanol nem

SDS.

3.11 PAGE de peptideos em condicao redutora

Os perfis eletroforéticos de peptideos de massa molar inferior a 14 kDa foram
obtidos usando tampdo com Tricina e SDS (SCHAGGER, 2006) e diferentes
concentracdes de acrilamida nos géis: o gel de empilhamento a 4 % de acrilamida, um
centimetro do gel espacador a 10 % de acrilamida e o gel de separagéo a 16%/6 mol.L™*
uréia. A corrida ocorreu a 120 V por 50-60 min, sendo que apds a mesma os geis foram
mantidos em solugao corante de Brilliant Coomassie Blue R-250 a 0,25 % por1 -2 he

descorados em acido acético a 10 % (v/v) e 90 % de H20 miliQ:metanol (1:1, v:v). As
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massas molares dos peptideos foram determinadas utilizando-se como padrbes os
peptideos Hb40-61a de =2,5 kDa (MACHADO et al., 2007) e acetato de octreotida de
=~1,02 kDa (Bachem, Torrence, CA, EUA).

As amostras de peptideos vieram de solugées de 2 pg.puL*. Um volume de 5 pL
foi juntado com 15 pL de tamp&o de amostra [4X (Tris base 0,5 mol.L, pH 6,8, SDS 10
%, B-mercaptoetanol, glicerol, azul de bromofenol, agua destilada)] em tubos de plastico
de 1,5 mL. A mistura foi homogeneizada por agitacdo e depois centrifugada a 5000 g
por 20 s para concentrar a amostra no fundo do tubo. Depois o tubo foi deixado por 4-5

min a 94 C.A amostra foi aplicada no gel.

3.12 Coloracao dos géis de PAGE com nitrato de prata

As bandas de proteinas ou peptideos dos géis obtidos foram reveladas através
da coloragdo com nitrato de prata (GROMOVA; CELIS, 2006) com algumas
modificacdes. As etapas foram as seguintes: 1) fixar em solucdo a 50 % metanol, 12 %
acido acético, 0,05 % formaldeido por 20-30 min ou overnight; 2) Lavar com solu¢éo de
lavagem (35 % de etanol) por 5 min, seguida de sensibilizacdo com solucdo a 0.02 %
Na2S203 por 2 min; 3) Trés etapas de lavagem com agua destilada, sendo 5 min para
cada lavagem; 4) Coloracdo com solucao de nitrato de prata (0.2 % AgNOs, 0,076 %
formaldeido) por 10 min; 5) Trés etapas de lavagem com agua destilada, sendo 5 min
para cada lavagem, seguida de tratamento com a solucdo de revelagcédo (6 % Na2COs,
0,05 % formaldeido (35 % formaldeido), 0,0004 % Na2S203) por 5 min ou até aparecer
as bandas; 6) Interrupcdo da revelacdo usando solucdo Stop (50 % metanol, 12 %

acido acético).
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3.13 Fracionamento do veneno de B. oligolepis

3.13.1 Cromatografia liquida de alta eficiéncia em fase reversa (RP-HPLC)

As cromatografias dos venenos brutos (1,46-1,612 mg de proteina, Figura 19),
das fragBes obtidas da Fracdo F8 (0,147 mg de proteina, Figura 44) e Fracdo F4
(Figura 40) e dos peptideos sintéticos foram feitas utilizando um cromatografo da
marca Waters, o qual é composto de duas bombas Waters 510, um detector Waters
486, um injetor Rheodyne 7125, um integrador Waters 745B Data Module e uma coluna
de RP-HPLC Cis ou Cs Vydac (0,45 cm x 25,0 cm, 5um e 300 A).

Como solventes foi utilizado o solvente A (0,1 % TFA em &gua), e diversos
solventes B com diferentes concentragdes de 25-90 % ACN, 0,09 % TFA em agua. No
geral foi usado o gradiente linear de 5-95 % de solvente B e fluxo de 1 mL.mint. Todas
as cromatografias foram feitas a temperatura ambiente. A detecgcédo foi feita pela
absorbéancia a 210 nm. As amostras foram coletadas manualmente dependendo da

leitura de absorbancia feita pelo detector.

3.13.2 Cromatografia liquida rapida de proteinas (FPLC) de troca aniénica

Esta cromatografia foi feita no laboratério da Profa. Dra. lolanda Midea Cuccovia
no 1Q-USP com a supervisédo da Dra. Luciana Coutinho.

O veneno de B. oligolepis (64,5 mg de proteina) foi diluido em tampéo
bicarbonato de amdnio 0,05 mol.L, pH 8 (Solvente A), centrifugado a 5 000 g por 2-3
min, o sobrenadante foi coletado e centrifugado de novo. O sobrenadante sem o “pellet”

foi mantido no gelo até a inje¢cdo da amostra.
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Foi usado um cromatégrafo AKTA FPLC (Amersham Biociences) P-920 e uma
coluna DEAE-celulose 16 x 300 mm equilibrada com o solvente A que foi utilizado para
diluir o veneno. Para a eluicdo e separacdo dos componentes proteicos do veneno foi
empregado o tampdo bicarbonato de amdnio 0,05 mol.L%, pH 8 suplementado com 1
mol.Lt de NaCl (Solvente B), o gradiente linear de NaCl 0 — 1,0 mol.L* em pH
constante a 20 °C e um fluxo de 19,8 mL.ht. A deteccéo foi feita pela leitura de
absorbancia a 280 nm. As fracfes de 2 mL foram coletadas automaticamente em tubos
de vidro utilizando o coletor Frac-920. Imediatamente, as fracBes foram colocadas em
tubos de plasticos e depois armazenadas no gelo. Apés finalizar a cromatografia, as

fracGes foram estocadas a -20 °C para posterior analise e combinacao.

3.13.3 FPLC de troca catibnica

A cromatografia foi feita sob supervisdo da Dra. Elizabeth Cheng no Laboratério
de Bioprocessos do Centro de Biotecnologia do Instituto Butantan (S&do Paulo).

A fracdo F2 (3 mg de proteina) do veneno de B. oligolepis, que continha
proteinas com carga liquida positiva no pH usado (Figura 30 de Resultados) estava
diluido em tampéao bicarbonato de aménio 0,05 mol.L%, pH 8 (Solvente A).

A cromatografia foi realizada utilizando um cromatografo AKTA FPLC (Amersham
Biociences) P-920 e uma coluna Hiprep CM FF 16/10, 16 x 100 mm (GE Healthcare)
que foi equilibrada com o Solvente A. Para a eluicdo e separacdo dos componentes
proteicos da fracdo foi empregado o tampéo bicarbonato de aménio 0,05 mol.L, pH 8

suplementado com 1 mol.L* de NaCl (Solvente B), o gradiente linear de NaCl 0 — 1,0
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mol.L! foi feita em pH constante a 20 °C com um fluxo de 5 mL.mLt. A deteccéo foi
feita pela leitura de absorbancia a 280 nm.

As fracdes de 1 mL foram coletadas automaticamente em tubos de plastico
utilizando o coletor Frac-920, as fracdes foram armazenadas no gelo imediatamente.

Apos finalizar a cromatografia, as fracfes foram estocadas a -20 °C.

3.13.4 FPLC de filtragdo em gel

Esta cromatografia também foi feita no laboratorio da Profa. Dra. lolanda Midea
Cuccovia no 1Q-USP com assisténcia da Dra. Luciana Coutinho usando as fracdes
ativas contra o crescimento de S. aureus provenientes da cromatografia de troca
anibnica: F2, F6, F7. Para isso, 2 mL de cada fracdo diluida em tampéao bicarbonato de
amonio 0,05 mol.L%, pH 8, foi liofilizada até atingir um volume de 0,5 mL que foi injetado
num cromatografo AKTA FPLC (Amersham Biociences) P-920 e uma coluna Superose
12™ 10/300 (GE Healthcare) equilibrada com tampéo Tris-HCI 0,05 mol.L, pH 7,4. A
eluicéo foi feita usando 0 mesmo tampé&o em pH constante a 20 °C com um fluxo de 18
mL.h21. As fracdes de 0,5 mL foram coletadas de acordo com a absorbancia a 280 nm.

Ja a cromatografia com a fracdo F8 (1,5 mg prot) foi feita no laboratério da Profa.
Dra. Carla Columbano no IQ-USP com a assisténcia do Dr. Fernando Gonzales. A
amostra estava diluida em tampao bicarbonato de amonio 0,05 mol.Ll, pH 8. A
cromatografia foi feita no mesmo tipo de equipamento j& mencionado e a amostra foi
eluida com o mesmo tampé&o em pH constante a 20 °C com um fluxo de 0,2 mL.h. As

fracOes de 0,25 mL por tubo de acordo com a absorbéancia a 280 nm.
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Nas cromatografias, as fracdes foram coletadas automaticamente em tubos de
plastico utilizando o coletor Frac-920, as fracfes obtidas foram imediatamente
armazenadas no gelo. Apos finalizar a cromatografia, as fracées foram estocadas a -

20°C.

3.14 Identificacdo de proteinas nas fracdes com atividade antibacteriana

3.14.1 Digestéo das proteinas presentes nos géis de SDS-PAGE

As regibes de migracado das proteinas de interesse foram recortadas dos géis e
colocadas em tubos tipo Eppendorf de 1,5 mL, um tubo para cada banda. Os pedacos
foram descorados ao serem agitados por 3-5 min em 200 yL de solugdo aquosa de
etanol 30 % (quando as proteinas estavam coradas com Azul de Coomassie) ou em
uma solucédo de 50 % de NH4HCO3 100 mmol.L* em ACN 50 % quando as proteinas
foram coradas com AgNOs e depois com ACN. O procedimento foi seguido de uma
lavagem com 400 L de solugdo de 50 % de ACN em 25 mmol.L* NH4HCO3 por 15 min
sob em agitacdo vigorosa, sendo este repetido por trés vezes. Aos geéis foram
adicionados 200 pL de ACN 100 % e as misturas foram agitadas vigorosamente por 5
min e secas em um SpeedVac por 5-10min. A cada uma foram adicionados 20 pL de
solugdo de tripsina (10 ng.uL?) diluida com 40 mmol.L! bicarbonato de aménio em
ACN a 10 %. Ap6s 30 min em banho de gelo, a mistura recebeu um volume de 20 uL
de solugdo NH4HCO3 50 mmol.L? e a nova mistura foi incubada por 17 h a 37 °C. A sua
secagem foi feita em SpeedVac por 1 h com resfriamento. Os tubos foram selados para
evitar umidade e para futuros analises por espectrometria de massas feitas como citado

abaixo (3.14.2).
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3.14.2 Espectrometria de massa por MALDI-TOF das amostras tripsinizadas para

identificacdo de proteinas

As andlises foram feitas com um espectrometro de massas Bruker UltraFlex Il
(Bruker Daltonics, Bilerica, MA) pertencente ao Laboratorio de Espectrometria de Massa
(LEM) de EMBRAPA Recursos Genéticos e Biotecnologia - EMBRAPA (Empresa
Brasileira de Pesquisa Agropecuaria), Brasilia, DF, Brasil. As analises e
sequenciamentos dos peptideos foram feitos pelo ou sob supervisdo do Dr. Marcelo
Porto Bemquerer.

Para as analises por MALDI, a matriz era a mistura de uma solugao de a-CHCA
20 mg.mL* diluido em ACN/TFA 0,1 % (70:30, v:v) que foi chamado aqui de: solugdo a-
CHCA.

As amostras de peptideos foram dissolvidas com 20 yL de agua. Para a
dessalinizacdo das amostras, a ponteira ZIP-TIP contendo coluna C18 no seu interior
foi ativada pipetando 10 yL de ACN 100 % por duas vezes, depois foi pipetada 10 pL
d’agua também por duas vezes. Com a ponteira ativada, foi introduzido 10 uL da
amostra (por dez vezes) para saturar a coluna e depois a coluna foi lavada duas vezes
com 10 uL de agua. Para liberar os peptideos retidos na coluna, a lavagem dela foi feita
com 10 yL de ACN 50 %, sendo cada uma chamada de solugao peptidica.

Um volume de 10 yL da solugdo a-CHCA foi pipetado e colocado na placa para
MALDI. A matriz foi seca a temperatura ambiente por 5-10 min. Depois um volume de
10 uL da solugao peptidica foi colocada na matriz que foi também seca a temperatura

ambiente por 5-10 min. A placa ja pronta foi colocada dentro do aparelho.


https://www.embrapa.br/
https://www.embrapa.br/
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A ionizacéo foi feita em modo refletido positivo usando os seguintes parametros
no aparelho: Fonte de ion 1: 25,00 kV; Fonte de ion 2: 21,50 kV; Lentes: 9,00 kV,
Refletores 1: 26,30 kV; Refletores 2: 13,70 kV. Os dados foram salvos na faixa de m/z
de 600 a 4.000 e analisado pelo software Flex Analysis (Bruker Daltonics, Bilerica, MA).
A fragmentacdo do peptideo foi feita pela metodologia LIFT™ (SUCKAU et al., 2003)
com 0s seguintes parametros de voltagens: IS1, 8,00 kv, 1S2, 7,15 kV; LIFT 1, 19,00
kV. lons no espectro MS com intensidade (em unidades arbitrarias) mais alta que 10% e
sem contaminantes em uma faixa de m/z de 5-10 foram selecionadas para a
fragmentacdo LIFT™ (com tipica faixa de m/z de 8-10). O sequenciamento de
peptideos foi feito manualmente usando o software Flex Analysis para assinalar as
séries y e b. Algumas fragmentacbes preferenciais da cadeia peptidica foram
consideradas.

Os peptideos foram usados para identificacdo das proteinas, das quais sao
fragmentos, usando o programa Flex Analysis e o banco de dados NCBI (National

Center for Biotechnology Information).

3.15 Atividades enzimaticas dos venenos, fracdes e/ou proteinas isoladas

3.15.1 Atividade gelatinolitica de proteinas isoladas

As fracdes F2-1 (0,5 pug de proteina) contendo a metalo-peptidase e F4-Il (1 pg
de proteina) contendo a serino-peptidase foram dissolvidas com 20 pL de tampéo
bicarbonato de amonio 0,05 mol.L%, pH 8.

Foi feita uma zimografia mediante PAGE em condicdo n&o redutora e nao

desnaturante. O procedimento € similar ao descrito no item 3.10 com a diferenca da


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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auséncia do B-mercaptoetanol ou DTT e a incorporacao de gelatina (0,3 %) no gel de
acrilamida. Depois da eletroforese, o gel foi lavado duas vezes em uma solugéo de 0,5
% Triton X-100 (v/v) por 30 min cada para a remocao do SDS. Depois, o gel foi
incubado em 50 m.mol.L* de Tris-HCI pH 8.0 e 5 m.mol.L* CaCl> a 37 °C por 20 h e
corado com Azul de Coomasie R-250 e depois descorado para visualizacdo (ZAQUEO
et al., 2014a).

A verificacdo de bandas transparentes no gel confirma a atividade proteolitica

das proteinas.

3.15.2 Atividade hemaglutinante (AHE)

Foi feita no Laboratério de Bioquimica de Proteinas e Peptideos do Instituto
Biolégico sob supervisao da Dra. Sumika Kiyota.

As amostras do veneno bruto (1Img de proteina.mL™) ou da fracdo F8-Il (0,064
mg de proteina.mL!) foram diluidas em tampé&o bicarbonato de aménio 0,05 mol.L, pH
8. Como controle positivo foi usado uma lectina Dg-Lec isolada de sementes de Dioclea
grandiflora diluida na agua. Uma suspensao de eritrocitos a 2 % (v:v) foi feita usando
amostras de sangue humano de pessoas saudaveis do grupo sanguineo O Rh+: um
volume de 3 mL de sangue foi coletado usando 1 mL de citrato 0,08 % (p/v) como
anticoagulante, o sangue foi centrifugado a 2000 rpm por 3 min e depois o plasma foi
desprezado, os eritrocitos foram lavados por centrifugacédo (2000 rpm por 3 min) trés
vezes com tampéo fosfato salino (NaCl 137 m.mol.L%, fosfato 10 m.mol.Lt, KCI 2,7
m.mol.L%, pH 7,4) e o precipitado foi resuspendido no mesmo tampéo, gerando uma

suspensao final de eritrocitos a 2 % (v:v).
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O ensaio foi feito em placas de microtitulacdo de 96 pocos, os quais foram
incubados com 50 pL da solucéo stock do veneno bruto ou da fracdo F8-Il e 50 pL de
suspensao de eritrécitos a 2 % (v:v). A incubacéo foi feita a temperatura ambiente por

30 min. Como controle negativo foi utilizado o tampéao fosfato salino.

3.15.3 Atividade coagulante

Este ensaio também foi feito sob supervisdo da Dra. Elizabeth Cheng no
Laboratorio de Bioprocessos, no Centro de Biotecnologia do Instituto Butantan (Sao
Paulo).

As amostras do veneno bruto (1mg de proteina.mL™?), a fracdo F8 (0,74 mg de
proteina.mL™?) e a fracdo F8-IlI (0,064 mg de proteina.mL™), foram diluidas em tampéo
bicarbonato de amdnio 0,05 mol.L%, pH 8 ou em Tampao Imidazol (0,1 mol.I%, pH 7,3).
O plasma humano pobre em plaquetas (PPP) foi doado pelo laboratério da Dra.
Elizabeth Cheng, que recebeu doacdo do Colsan-Associacdo Beneficiente de Coleta de
Sangue de diferentes doadores.

Um volume de 20 pL de cada amostra diluida foi colocado no tubo de teste
contendo 80 pL de PPP, 80 uL de APT (Tromboplastina parcialmente ativada) e uma
pequena barra magnética. O tubo foi deixado em banho-Maria por 3 min a 37 °C. Para
as medicbes do tempo de coagulacdo o tubo de teste foi colocado dentro de um
coagulometro (Modelo Raf ® Clot-1a), nesse momento a barra magnética comeca a
girar e imediatamente foi agregado no tubo 80 puL de solugdo de CaClz2 (0,025 mol.L?)

para comecar a coagulacdo. O tampé&o imidazol foi utilizado como branco. O tempo em
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segundos que demora a barra magnética para parar de girar € o tempo que a amostra

demora causar a coagulacao.

3.16 Prospeccdo e desenho de potenciais AMPs derivados das proteinas

detectadas nas fragdes com agédo antibacteriana do veneno de B. oligolepis

Os peptideos gerados por tripsinizacdo (Tabela 19 de Resultados) das proteinas
ativas do veneno foram localizadas por alinhamento com as sequéncias de
aminoacidos e nas estruturas cristalogréficas de proteinas similares a elas pertencentes
a familia Viperidae disponiveis na base de dados GenBank NCBI.

Para localizar os peptideos pertencentes a metalo-peptidases identificadas foi
eleita a estrutura 3D da cadeia A da metaloproteinase/desintegrina Vap2 do veneno de
Crotalus atrox (PDB: 2DWO0_A); para os peptideos da serino-peptidase identificada no
veneno foi eleita a estrutura 3D da serino-peptidase Aav-sp-i de Agkistrodon acutus
(PDB: 10P0_A); para os peptideos da lectina tipo C identificados foi eleita a estrutura 3D
da Botrocetina (Lectin Type C) do veneno de Bothrops jararaca (PDB: P22029.2) (Figura
52 de Resultados).

Para a escolha dos peptideos a serem sintetizados foram também considerados
as sequéncias de aminoacidos, as cargas liquidas em pH 5 e 7,4, os potenciais
antimicrobianos teoricos, os potenciais de agregacao tedrica e as predicdes tedricas de

suas estruturas secundarias, como descrito nos itens 3.2.2, 3.2.3, 3.2.4.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Estabelecimento de condi¢cdes para uso dos micro-organismos disponiveis

A primeira etapa do presente trabalho foi conseguir as cepas de bactérias e
fungos de nosso interesse ja indicados, bem como estabelecer os procedimentos de
sua estocagem e dos ensaios de atividade em nosso proprio laboratério. Como néo
tinhamos grande experiéncia com leveduras, precisavamos saber qual era o tempo e a
absorbancia adequada para obter as aliquotas na fase exponencial de crescimento.
Portanto, foram feitas curvas de crescimento de trés leveduras. A 30°C as cepas de
Candida apresentaram um 6timo crescimento no meio de cultura usado comparavel aos
resultados obtidos por Cobian (2007). A fase lag (fase de adaptacéo) cerca de 4 horas
foi seguida de uma fase exponencial [com densidade 6ptica (absorbancia) a 595 nm
variando entre 0,1 e 0,6] que durou aproximadamente 6 horas (Figura 7). Esta Ultima
forneceu as aliquotas para os testes antimicrobianos. Preferiu-se usar aquelas com

absorbéancia entre 0,3 e 0,4.

Y
0.6 -
£
s 0.4
D
(Ts]
o
a 0.2 —4—C. albicans ATCC 90028
== C. krusei ATCC 6258
C. parapsilosis ATCC 22019
0
0 2 4 6 8 10 12

Tempo (h)
Figura 7. Curvas de crescimento das leveduras usadas. Foi feita em
volumens de 50 mL de meio PDB, 30 °C, 150 rpm.
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As curvas de crescimento das bactérias ndo foram feitas porque tinhamos
experiéncia e elas sdo bem conhecidas, existindo algumas variacdes no tempo de

acordo com os meios de cultura e as cepas utilizadas.

4.2 Desenvolvimento de novos AMP derivados da sequéncia aminoacidica da

PLA2 de B. pictus

A tentativa de confirmar que novos AMPs podem ser prospectados em proteinas
de venenos ainda ndo estudados, elegemos a sequéncia de aminoacidos da PLA2 da
serpente B. pictus (GenBank NCBI: AAF91498) como proteina de partida, segundo os
critérios descritos, quatro peptideos foram eleitos. A localizacdo dos peptideos no
modelo por homologia da estrutura tridimensional da proteina € mostrada na Figura 8.
Esta etapa do trabalho pdde ser feita porque a sequéncia de PLA2 de B. pictus foi
alinhada com a sequéncia aminoacidica da PLA2 do veneno de Agkistrodon halys pallas

(PDB: 1M8R_A), tendo demonstrado 77 % de identidade.

() (b)

Figura 8. Localizacdo (em amarelo) dos peptideos PLA2-1, PLA2-2 (a) e PLA2-3,
PLA2-4 (b) na estrutura tridimensional de PLA2 do veneno de B. pictus.
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4.2.1 Predicdo do potencial antimicrobiano dos peptideos PLA2-1, PLA2-2, PLA2-3
e PLA2-4
Os resultados sdo mostrados na Tabela 4. Pode-se observar uma similaridade de
36,36 a 45,45 % dos AMPs descritos com 0s peptideos eleitos para sintese e estudo.

Esta porcentagem é alta, pois sdo sequéncias compostas por poucos aminoacidos.

4.2.2 Predicao da estrutura dos peptideos

A préxima etapa do trabalho foi feita com o auxilio do servidor PEP-FOLD3, um
método de novo que possibilita modelar entre 5 e 50 residuos de aminoacidos em
solucdo aquosa de uma maneira rapida. Os modelos graficos aceitos segundo o
Diagrama de Ramachandran e visualizados usando o software PyMOL estdo
apresentados na Figura 9. No caso dos peptideos PLA2-3 e PLA2-4 foram feitas trocas
de Cys por Ser e de Asp por Ala, respectivamente com o objetivo de evitar oxidagao,

aumentar a anfipaticidade e carga liquida em pH 7.

PLA2-2 (KKQISESDR)

PLA2-1 (KIAKRSGVWEFY)

/ |

PLA2-3 (YGKVTASAPK) PLA2-4 (VSFRANK)
1.

Figura 9. Predi¢do de estrutura dos peptideos derivados da PLA, de B. pictus. Aminoacidos
hidrofébicos (vermelho), aminoacidos polares (ciano), aminoacidos com carga positiva (azul),
aminoacidos com carga negativa (magenta).
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fquga _Codgode e
Peptideo Sequéncia a alinhamento (% de Alinhamento q Atividade antimicrobiana Fonte natural Referéncia
em pH L em pH
7 similaridade) 7
PLA2-1 KIAKRSGVWFY +3 AP02351 (46.15 %) AligResult:QKIAEKFSGTRRG +3 Anti Gram (+) Bos taurus (STRUB et al., 1995)
Input Seq :+KIA+KRSGVWFY
) ) Anti Gram (+) e (-), Paenibacillus
AP02201 (36,36 %) Alig Result:KI+KFLKV+LT +3 antiftingico ehimensis B7 (HUANG et al., 2013)
Input Seq : KIAKRSGVWEY
PLA2-2  KKQISESDR +1 AP02034 (36,36 %)  Alig Result: +EQCREEEDDR -4 Antiviral, a’:_t"r\ljng'co' anti- Cocos nucifera (WANG; NG, 2005)
Input Seq : KKQ++ISESDR
AP02351 (35,71 %)  Alig Result: QK+IAEKFSGTRRG +3 anti-Gram (+) Bos taurus (STRUB et al., 1995)
Input Seq : KKQISE++S++DR+
PLA2-3 YGKVTASAPK 0 AP02347 (40.0 %) Alig Result:++KVTKSVKSIPVKI +41 Anti Gram (+) e (-) Paenibacillus sp. (Gszglezt) al.,
Input Seq: YGKVT+++ASAP+K+
‘ Anti Gram (+) e (- R (CHEN et al.
AP024 .36 % Alig Result: AY++V+LDEPK - N ,
02438 (36.36 %) ig Resu +HV+ 1 ),antifingico Ovis aries 2015)
Input Seq: +YGKVTASAPK
PLA2-4 VSFRANK +1 AP01714 (37.5 %) Alig Result: KV+FLGLK +2 anti-Gram (+) e (-) Jatropha curcas (Xlégﬁt) o
Input Seq : +VSFRANK
AP02624 (36,36 %) Alig Result: EVASFDKSKLK +1 anti-Gram(+) e (), Paracentrotus lividus (SCHILLACI et al., 2014)

Input Seq: +V+SF++RANK

Antibiofilme

Nos estudos que se seguem a a) Cys foi trocada por Ser, b) o Asp foi trocado por Ala.



http://aps.unmc.edu/AP/database/query_output.php?ID=02351
http://aps.unmc.edu/AP/database/query_output.php?ID=02201
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Os resultados mostram peptideos com estrutura secundaria a-hélice (peptideo
PLA2-1 e PLA2-2) e randbmica (peptideo PLA2-3 e PLA2-4). Véarios AMPs tém
estrutura a-hélice e, portanto, o PLA2-1 e PLA2-2 poderiam ter atividade
antimicrobiana. O PLA2-1 mostra uma estrutura anfipatica, a diferenca de outros AMPs
anfipaticos com estrutura secundaria a-hélice por exemplo, que tem um lado hidrofilico
e outro lado hidrofébico como a hemocidina Hb 98-114 (BELMONTE et al., 2012), o
PLA2-1 tem o lado hidrofilico formado pela estrutura a-hélice e o lado hidrofébico
formado por uma cadeia randémica de residuos de aminoacidos hidrofébicos. O PLA2-
2 ndo apresenta os lados hidrofilico e hidrofébico como o PLA2-1, mas devido a
estrutura a-hélice, este poderia interagir com a membrana celular. A atividade
antimicrobiana nao se limita a peptideos com estrutura a-hélice, AMP com estrutura
randédmica como o Hb33-6la (SFORCA et al., 2005) também tem atividade
antimicrobiana, portanto, os peptideos PLA2-3 e PLA2-4 também poderiam ter

atividade.

4.2.3 Sintese, analise, purificacdo e caracterizacdo quimica dos peptideos

A Figura 10 mostra que, no geral, os peptideos apresentaram baixos potenciais
de agregacédo, com excecdo do peptideo PLA2-3 e, portanto, ndo seriam esperados
problemas sintéticos relacionados a agregacao peptidica. Na Tabela 5 estéo listados os

peptideos amidados que foram sintetizados.



a)

Figura 10. Potencial de agregacdo dos peptideos a) PLA2-1, b) PLA2-2, c) PLA2-3, d) PLA2-4. Neste programa 0s

Potencial de aareaacéo
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primeiros 4 aminoacidos na diregdo C—N nao sdo considerados (CSPS PHARMACEUTICALS, 1994).

A

Tabela 5. Sequéncias de aminoacidos e propriedades dos peptide
escolhidos para sintese e estudo.

Peptideo
PLA2-1
PLA2-2
PLA2-3
PLA2-4

Sequéncia
KIAKRSGVWFY-NH:2
KKQISESDR-NH:2
YGKVTASAPK-NH:
VSFRANK-NH:

Massa molar (Da) teérica
1,353.65
1,089.23
1,020.21

819.97

Carga ibnica
+4
+2
+3
+3

Uma vez que a maioria dos AMPs sdo moléculas catidnicas (MACHADO et al.,

2007; REMUZGO et al., 2014) foi feita amidacao para aumentar as cargas liquidas em

pH 7 de todos eles (tabela 5). O processo de alongamento das sequéncias peptidicas

na resina Rink-amida a 60 °C ocorreu sem problemas, com excecdo de alguns

aminoacidos que requereram ser reacoplados. Em todas as sinteses houve um ganho

na massa da resina evidenciando que elas foram bem-sucedidas.

A Tabela 6 mostra as condicbes de clivagem de cada peptideo da resina e

desprotecao total das cadeias laterais. Os cromatogramas obtidos para os peptideos

brutos (Figura 11) mostraram diversos subprodutos. Para confirmar se o analito mais
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abundante era o peptideo desejado, foi feita a analise por LC/ESI-MS (Figura 11 inset).
Os resultados mostraram que os analitos mais abundantes eram mesmos 0s peptideos
desejados, confirmando o sucesso das sinteses.

Tabela 6. Condicdes da clivagem do peptideo da resina e desprotecédo total das
cadeias laterais.

Peptideo Coquetel de clivagem Tempoda  Temperatura

reacao(min) (°C)
i Reagente K (TFA/Agua/Fenol/Tioanisol/EDT
PLA2-1 [82,5:5:5:5:2,5]) 60 60
) Reagente K (TFA/Agua/Fenol/Tioanisol/EDT
PLA2-2 [82,5:5:5:5:2,5]) 60 60
PLA2-3 TFA/Agua/Tioanisol (95:2,5:2,5) 60 60
PLA2-4 TFA/Agua/Tioanisol (95:2,5:2,5) 60 60

A preparacdo semi-preparativa dos peptideos brutos a partir de 150 mg das
peptidil-resinas e forneceram 59, 54, 78 e 75 mg, que foram dissolvidas em solvente B e
injetados em um sistema de RP-HPLC preparativo para a separacdo dos peptideos
desejados dos demais subprodutos da sintese em maior escala. Os cromotagromas da
purificacdo de cada peptideo por RP-HPLC preparativa sdo mostrados na Figura 12 e
0os cromatogramas dos purificados na Figura 13. As condicbes de purificacéo,
rendimentos, graus de pureza dos purificados e 0s seus conteludos peptidicos estao
listadas na Tabela 7.

Depois da purificacéo, foi realizada a LC-MS/ESI de cada peptideo purificado e
os valores de massa molar obtidos confirmaram a sua identidade: PLA2-1 (1353,65 Da),
PLA2-2 (1089,23 Da), PLA2-3 (1020,21 Da) e PLA2-4 (819,97 Da) (Figura 13). A
hidrélise total seguida de andlise do hidrolisado também confirmou a presenca dos

aminoéacidos esperados (dados ndo mostrados).
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Figura 11. RP-HPLC dos peptideos brutos e LC-MS/ESI (inset) do analito mais abundante,
indicando o peptideo desejado. a) PLA2-1: (M+H)*= 1353,87, (M+2H)*?= 677,46, (M+3)*3=
451,96; b) PLA2-2: (M+2H)*?= 545,34, c) PLA2-3: (M+H)*= 1020,64, (M+2H)*"?= 510,84, d)
PLA2-4: (M+H)*= 820,50, (M+2H)*?>= 410,77. CondicGes de analise por RP-HPLC: 0,1%
TFA/dgua como solvente A e 60 % ACN/0,09% TFA/agua como solvente B, fluxo de 1
mL.min-1 em temperatura ambiente usando gradiente linear de 5 a 95 % em 30 min do
solvente B, deteccdo em 210 nm. Condi¢des de andlise ESI-MS: voltagem no capilar: 4,5k
V, voltagem na saida do capilar: 500 V, modo de ionizacdo: ESI+, fonte de ionizagdo do
tipo electrospray, tipo de analisador: lon trap
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Figura 12. Perfil de RP-HPLC preparativo e perfis dos purificados (inset) dos peptideos. Condi¢cbes de
purificagcdo por RP-HPLC: a) PLA2-1: solvente A (0,1% TFA/agua), solvente B (60 % ACN/0,09% TFA/agua),
fluxo de 10 mL.min-1, gradiente linear de 30-70 % B/120 min do solvente B, b) PLA2-2: solvente A (0,1%
TFA/agua), solvente B (25 % ACN/0,09% TFA/agua), fluxo de 10 mL.min-1, gradiente linear de 5-50 % B/90
min, c) PLA2-3: solvente A (0,1% TFA/agua), solvente B (25 % ACN/0,09% TFA/agua), fluxo de 10 mL.min-
1, gradiente linear de 20-80 % B/90 min, d) PLA2-4: solvente A (0,1% TFA/agua), solvente B (60 %
ACN/0,09% TFA/4gua), fluxo de 10 mL.min-1, gradiente linear de 5-30 % B/100 min. Condi¢bes de andlise
por RP-HPLC (Inset): solvente A (0,1% TFA/agua), solvente B (60 % ACN/0,09% TFA/agua), fluxo de 1
mL.min-1 usando gradiente linear de 5 a 95 %/30 min do solvente B, detec¢cao em 210 nm.
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Figura 13. Perfil de RP-HPLC e ESI-MS (inset) dos peptideos purificados: a) PLA2-1, b) PLA2-2, ¢) PLA2-
3, d) PLA2-4. Condi¢bes de analise por RP-HPLC: solvente A (0,1% TFA/agua) e solvente B (60 %
ACN/0,09% TFA/agua), fluxo de 0,8 mL.min-1, temperatura ambiente, gradiente linear de 5-95 % em 30
min do solvente B, deteccdo em 210 nm. Condi¢Bes de andlise ESI-MS: voltagem no capilar: 4,5k V,
voltagem na saida do capilar: 500 V, modo de ionizacdo: ESI*, fonte de ionizacdo do tipo electrospray,
tipo de analisador: lon trap. (LC: Cromatografia liquida, TIC: Cromatograma de ions totais).
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4.2.4 Atividade antimicrobiana dos peptideos derivados da PLA2 de B. pictus

Como mostra a tabela 8, deste grupo de peptideos, desenhados, sintetizados,
purificados e caracterizados s6 o peptideo PLA2-1 foi ativo contra as bactérias Gram
negativas testadas (MIC de 200 p.mol.Lt), mas este peptideo mostrou atividade maior
contra todas as linhagens de Candida testadas, especialmente contra C. parapsilosis
ATCC 22019 (MIC de 6,25-3,25 p.mol.Lt).

Ha AMPs com potente atividade antimicrobiana que possuem Trp e Arg nha
estrutura, sendo que o residuo Trp da carater apolar e a Arg outorga ao peptideo carga
positiva, dando ao peptideo propriedades de interacdo com os componentes lipidicos da
membrana celular. Estes dois residuos participam em um tipo de interacdo cation-Tr,
facilitando a interacdo peptideo-membrana (CHAN; PRENNER; VOGEL, 2006; YAU et
al.,, 1998). O peptideo PLA2-1 (KIAKRSGVWFY-NH2) também contém Arg e Trp na
estrutura, residuos de Lys e outros residuos de aminoacidos como a Val e Phe. Estas
caracteristicas tornariam o peptideo um bom AMP anfipatico, o que também é apoiado

pela sua estrutura tedrica mostrada na Figura 9.



Tabela 8. Atividade antimicrobiana dos peptideos sintetizados
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MICs (umol.L™?)

Peptideo S. aureus E. coli P. aeruginosa Candida albicans Candida krusei Candida parapsilosis
ATTC 25923 ATCC 25922 ATCC 27853 ATCC 90028 ATCC 6258 ATCC 22019
PLA2-1 >200 200 200 25-12,5 25 6,25-3,25
PLA2-2 >200 >200 >200 >200 >200 >200
PLA2-3 >200 >200 >200 >200 >200 >200
PLA2-4 >200 >200 >200 >200 >200 >200

Os MICs foram obtidos em baixa concentracdo salina no meio LB 0,5 % de NaCl.
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4.3 Estudo do veneno de B. oligolepis: busca por enzimas envolvidas na atividade

antimicrobiana

4.3.1 Selecao do veneno pela atividade antimicrobiana

Como mostra a tabela 9, dentre os trés venenos disponiveis, apenas os de
Bothrops barnetti e Bothriopsis oligolepis foram ativos contra algumas linhagens
bacterianas testadas, mas nao contra as linhagens de leveduras (Candida), sendo o
de B. oligolepis de mais amplo espectro. Em comparacdo com as bactérias Gram
negativas, esses venenos foram mais ativos especialmente contra S. aureus ATCC
25922 (MIC de 0,78-50 pg.mL1). Este resultado é comparavel com o obtido por Samy
e col (2007), que estudaram diferentes venenos de serpentes e encontraram atividade
maior contra Gram positivos do que contra outras bactérias Gram negativas. Talan e
col (1991) também mostraram que venenos de espécies da familia Crotalidae
apresentaram maior atividade frente a S. aureus e S. epidermidis (MIC de 20 pg.mL™1)
do que frente a bactérias Gram negativas (MIC de 80 pg.mL1). A maior sensibilidade
das Gram positivas pode ser devido ao reconhecimento dos grupos aniénicos da
parede celular pelos AMPs do veneno e facilidade de sua interacdo com a membrana
plasmatica celular e, no caso de fosfolipases, de hidrélise dos seus fosfolipidios (DE
OLIVEIRA JUNIOR et al, 2013); as células das bactérias Gram negativas tém duas
membranas (externa e interna) com estrutura, composicao e funcionalidade diferentes,
sendo a membrana externa uma barreira seletiva que normalmente protege melhor a
bactéria da acdo de compostos antibidticos (BOS; TOMMASSEN, 2004; GUPTA,

2011).
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4.3.2 Determinacao da concentracao proteica dos venenos

A existéncia de proteinas e peptideos nos venenos foi comprovada com o auxilio
de uma curva padrao obtidas com reagente de Bradford e de Albumina sérica bovina

cujos dados estéo listados na Tabela 10 e na Figura 14.

Tabela 10. Absorbancia mostrada para cada concentragdo de Albumina

Albumina [pug.mL] 0 10 20 30 40 50

0.3188 0.6702  0.8496 1.0392 1.2391 1.4158

Absorbancias o500 g gea1 0.8674 11183  1.4296  1.4517
(595 nm)
03282 06595 0.8467 1.0263 1.226  1.4773
Média 0.3225 0.6646 0.8546 1.0613 1.2982  1.4483
Média-Branco 0 0.3421 05321 0.7388 0.9757 1.1258
1,2 -
1 -
go,s -
o
[a]
0,6 -
y =0,0201x + 0,1396
R2=0,9963
0,4 -
0,2 T T T T 1
0 10 20 30 40 50

Albumina [pug mL1]

Figura 14. Curva padrao da albumina.
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As concentracdes proteicas de cada veneno estdo descritas na Tabela 11 onde

se observa maior concentracéo proteica para o veneno de B. oligolepis.

Tabela 11. Concentragéo proteica dos venenos estudados

Veneno Hg de proteina/mg de veneno bruto (%)
Bothrops barnetti 73
Bothriopsis taeniata 75,3
Bothriopsis oligolepis 80,6

Muitos artigos da literatura descrevem concentracdes proteicas de venenos de
serpentes acima de 95 % (DE LIMA et al., 2005; NAIR et al., 2007), porém outros
descrevem porcentagens variaveis de 24 a 100 % (PERUMAL SAMY et al., 2007).
Estudando venenos de serpentes peruanas, Yarlequé e col (2012) obtiveram
concentracdes proteicas de 71 % para Lachesis muta e B. atrox, bem como 69 % para
B. pictus. E importante considerar que (YARLEQUE, 2000) descreveu que nos venenos
dos vipéridos sdo frequentes as associacfes de proteinas com carboidratos
(glicoproteinas), e que estes ultimos podem reduzir o grau de sensibilidade de reacfes
colorimétricas e medidas de absorbancia a 280 nm, geralmente usados para a
quantificacdo de proteinas. Adicionalmente, o0s venenos ofidicos contém
polinucleotideos, peptideos e pigmentos com anéis heterociclicos que poderiam
incrementar a absorbancia a 280 nm (YARLEQUE, 2000), superestimando as dosagens

de proteinas. Ademais, diversos fatores que poderiam afetar a produgdo do veneno
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como a idade, sexo, fonte de alimentacéo, as condi¢cdes de cativeiro poderiam também

afetar tal propriedade nos venenos.

4.3.3 Perfis proteicos e peptidicos dos venenos

A Figura 15 apresenta o perfil eletroforético dos venenos testados usando SDS-
PAGE Tris/Glicina. Pode-se observar que o perfil do veneno de Bothrops barnetti (Bb),
com atividade antimicrobiana, € diferente dos demais. Os perfis dos venenos de
Bothriopsis oligolepis (Bo) e Bothrops taeniata (Bt) foram muitos similares, apesar do
primeiro ter um espectro de atividade mais amplo.

Com base nas migracles eletroforéticas relativas das proteinas padrbes de
massas molares conhecidas, foi obtida a curva mostrada na Figura 16, que relaciona o
logaritmo de peso molecular (Log MW) e a mobilidade relativa das proteinas padréo
(Rf). A determinacdo da massa molar de cada proteina presente nos venenos, baseada

na curva padréo, mostrou trés grupos distintos: 14-18, 31-37 e 49-66 kDa.
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Figura 15. Perfil eletroforético e
Massa molar das proteinas (kDa)
gque compdem 0SS venenos
estudados por SDS-PAGE usando

Tris/Glycine. M: Marcador de
massa molar proteica; Bb:
Bothrops barnetti  venom; Bt:

veneno de Bothriopsis taeniatta;
Bo: veneno de Bothriopsis
oligolepis.

Condigoes: Gel de empilhamento:
5%; Gel de separagdo: 17%;
Massa de proteinas aplicada:
30ug.

Condicdes da eletroforese: 30V x
20 min, 120V x 70 min. Coloracgéao

feita com corante Azul de
Coomassie.
5 [
4,8 - y=-1,2146x + 5,1385
R2=0,9873
4,6 -
S
=
S
= 4,4 -
4,2 -
4 T T T 1
0,1 0,3 0,5 0,7 0,9
Rf

Figura 16. Variagdo massas molares (log MW) de proteinas padrdo em fungéo
de suas mobilidades eletroforéticas relativas.
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Nova analise por SDS-PAGE Tris/Tricina foi realizada com a finalidade de

verificar a presencga de compostos peptidicos de baixa massa molar nos trés venenos.
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Como mostra a Figura 17, compostos de aproximadamente 2,5 kDa foram detectados.

Nessas novas condicdes, o perfil proteico e peptidico dos venenos mostrou padrées

variaveis.
P1 P2 Figura 17. Perfil peptidico por SDS-PAGE
usando Tris-Tricina.
P1. peptideo Hb40-61a (=2,5 kDa); P2:
acetato de octreotida (=1,02 kDa); M:
0 ' -—— Marcador de massa molar proteica; Bb:
veneno de Bothrops barnetti; Bt: veneno de
. . . Bothriopsis taeniatta; Bo: veneno de
Bothriopsis oligolepis.
Condi¢des: Gel de empilhamento: 5 %; Gel de
separacdo: 10 % e 17 %; Concentracdo de
2.5 = proteinas: 2 ug.uL?; peptideo: 10 pg.uL?.
=1.02 Condicdes da eletroforese: 30 V x 20 min, 120

V x 70 min. Coloragéo feita com corante Azul
de Coomassie.

Os padrdes obtidos ndo permitem identificar as proteinas e peptideos que
compdem cada veneno em estudo, mas os célculos de suas massas molares poderiam
fornecer informagdes valiosas. De fato, eles corroboram os dados de Mackessy e col.
(2010), que descreveram que 0Ss componentes mais comuns dos venenos das
serpentes da familia Viperidae sdo proteinas de 85-150 kDa com atividade
fosfodiesterase, alcalino fosfomonoesterase e L-amino oxidase; proteinas de 53-82 kDa
que sao nucleotidases e hialuronidases; proteinas de 28-36 kDa que sao serino-
peptidases; proteinas de 13-15 kDa que séo fosfolipases Ao.

Ja que inicialmente observamos a presenca de componentes de baixa massa
molar (< 10 kDa), é possivel que eles sejam resultado de protedlise ocorrida em agua,

pois quando o veneno de B. oligolepis foi suspenso em tampdo a SDS-PAGE
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Tris/Tricina ndo detectou tais componentes. Esses resultados concordam com os de

Okubo et al (2012) que observaram no veneno de Bothrops mattogrosensis a presenca

de fragmentos peptidicos vindos da degradacédo da proteina Bm-LAAO com atividade

antimicrobiana.

4.3.4 Cromatografia liguida de alta eficiéncia em fase reversa (RP-HPLC) dos
venenos

Sabendo que os venenos brutos de Bothrops barnetti, Bothriopsis oligolepis
provavelmente continham AMPs de massa molar proxima de 2,5 kDa, foi feita a
cromatografia dos trés venenos.

A Figura 18 apresenta o perfil cromatografico obtido para cada veneno com as
condicdes ja estabelecidas (0,1% &cido trifluoroacético (TFA) em agua como solvente
A, 60% ACN/0,09% TFA/agua como solvente B, fluxo de A e B de 1 mL.min! cada,
temperatura ambiente, gradiente linear de B em funcdo de A de 5-95 % em 30 min,
deteccdo a 210 nm. Os resultados mostraram perfis diferentes, com componentes
comuns e distintos. Estas condicdes cromatograficas permitiram uma tentativa
preliminar de andlise por RP-HPLC acoplada a espectrometria de massas (LC-ESI/MS)
desses venenos que serviram de ponto de partida para futuro fracionamento. Mais
ainda, elas serviram para auxiliar na escolha de veneno de B. oligolepis como modelo
de estudo, pois demonstrou que ele contém um espectro amplo de componentes com
polaridades diversas a serem isolados e caracterizados que podem estar associados ao

seu amplo espectro de atividade antimicrobiana.



b)

Abs 210nm

300

250

200

150

100

50

200

150

100

50

300

250

200

150

100

50

103

A_L Iﬁ‘hﬁj L] L] L] L] L] L]
5 10 15 20 25 30 35 40
A L] L] L] L] L] L] L] 1
5 10 15 20 25 30 35 40
’.J L] L] L] L] L] L] L] o, 1
5 10 15 20 25 30 35 40

Tempo (min)

Figura 18. Perfis de RP-HPLC dos venenos brutos. a) Veneno de Bothrops barnetti, b)
Veneno de Bothriopsis taeniatta, ¢) Veneno de Bothriopsis oligolepis. Condi¢des de analise
das amostras: 60 pL de solucdes de 5 mg.mL? dos venenos, 0,1% &cido trifluoroacético
(TFA) em &gua como solvente A, 60% ACN/0,09% TFA/agua como solvente B, fluxo de A e
B de 1 mL.min cada, temperatura ambiente, gradiente linear de 5-95 % de B em 30 min,
deteccdo em 210 nm.
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4.3.5 Fracionamento do veneno de B. oligolepis

a) 12 tentativa: RP-HPLC

Com os resultados do perfil cromatogréfico obtidos na Figura 18, 200 yL de uma
solugdo de concentracdo de 10 mg.mL* do veneno bruto foi fracionado nas condi¢ées
ja estabelecidas e citadas. O perfil cromatografico e condigbes sdo mostrados na
Figura 19. As fracdes coletadas foram congeladas, liofilizadas, dissolvidas em agua e
armazenadas a -20 °C.

N&do foi observada uma boa separacdo entre 0s componentes como era
esperado, por exemplo: quando analisados por RP-HPLC analitica, as fracdes 4 e 5 do
veneno de B. oligolepis mostraram perfis muito similares ao do veneno bruto,
mostrando a necessidade de uso de outros métodos cromatogréaficos, para conseguir a
separacao entre eles.

De fato, os resultados de SDS-PAGE indicam que essas fracbes contém
componentes comuns, mas também diferentes (Figura 19). Os resultados da dosagem

de proteinas nas fragdes usando a curva padréo anterior estao descritos na Tabela 12.

Tabela 12. Concentracéo de proteinas das fracBes obtidas do fracionado do veneno de
B. oligolepis

Total de

Fracbes 1 2 3 4 5 6
prot (ug)

B. oligolepis pgprot 0 2,39 3639 11134 9049 O O O 240,61
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Figura 19. Perfis de fracionamento por RP-HPLC (a) e SDS-PAGE (b) do veneno bruto de B.
oligolepis. Condi¢cdes de RP-HPLC: 0,1 % TFA/agua como solvente A e 60% ACN/0,09%
TFA/agua como solvente B, fluxo 1 mL.min, temperatura ambiente, gradiente linear de 5 a 95
% de B em 30 min, deteccdo em 210 nm. SDS-PAGE usando Tris/Glycine. Coloracao feita
com corante azul de Coomassie. M: Marcador de peso molecular, V: Veneno bruto, 1-8:
fragbes, condigdes: 20 yL de cada veneno (2 pg.uL?), 1 yL do marcador, 15 yL de cada

fracdo, 30 V x 15 min e 120 V x 60 min.

Das fragcbes 2 a 5, nenhuma foi ativa contra as bactérias testadas como
representantes da atividade do veneno (S. aureus ATCC 25923 e E. coli ATCC 25922),
sugerindo que a atividade estava relacionada as proteinas do veneno e ndo a seus
peptideos. Portanto, a alta pressao, a interacdo das proteinas com o solvente organico
ACN ou com a superficie hidrofébica da coluna, podem ter comprometido a estrutura
nativa das proteinas relacionadas a atividade antimicrobiana ampla do veneno
(AGUILAR, 2004). Lindeberg e colaboradores (2009) descreveram que a RP-HPLC leva
a uma boa recuperacdo de compostos contendo menos do que 30-40 residuos de

aminoacidos, mas proteinas sdo desnhaturadas e a atividade enzimatica pode ser

perdida.



106

b) 22 tentativa: Cromatografia liquida de troca catiénica manual

Os resultados do perfil cromatografico obtido sdo mostrados na Figura 20. As
fracbes P1-P5 coletadas foram analisadas a 280 nm e depois foram congelados a -20
°C. Neste caso, uma vez que no pH usado a coluna apresentava carga negativa,
conclui-se que as proteinas presentes nas fracdes P1-P3 néo interagiram com ela por
apresentarem carga liquida negativa ou zero neste pH, o que significa que elas tenham

pl < 8. As proteinas de P4-P5 foram retidas, o que significa proteinas de pl > 8.

1
o5 { [P1P2[P3 P4 P5
nﬂ L 0,8
04 - >
Q
£ - 0,62
§0,3 e =
2 g
<o,2 A | 042
01 X J W \M 0,2
0 |1\ A}l L] L] L] 0
0 50 100 150 200 250

Fracao
Figura 20. Perfil cromatogréafico do veneno de B. oligolepis (55,2 mg) obtido nas seguintes
condigdes: coluna de 19 mm x 195 mm com resina CM-SEPHADEX C50-120 equilibrada
com tampé&o Bicarbonato de Amonia 0,05 mol.L?, pH 8, eluicdo com NaCl a 20 °C com um
fluxo de 20 mL.h, as fracGes coletadas de 1 mL/tubo, leitura de absorbancia a 280 nm.

Os ensaios antimicrobianos em microplaca de P1-P5 feitos novamente com S.
aureus ATCC 25923 e E. coli ATCC 25922 porgue estas duas espécies também sdo os
mais representativos pela classificacdo do meétodo de coloracdo de Gram, e séo
importantes sob o ponto de vista clinico (MCTAGGART et al, 1990; RANGEL et al.,

2001), mostraram que:
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a) as sub-fracdes P1 e P2 inibiram o crescimento de S. aureus ATCC 25923 e apenas a
P1 inibiu o crescimento de E. coli ATCC 25922 na auséncia e em alta concentracdo de
NacCl, o que ja havia sido observado para o veneno (Tabela 9).

b) como as concentragdes proteicas dessas fracdes ativas e do veneno bruto de B.
oligolepis, determinadas pelo método de Bradford usando a curva padrdo com albumina
sérica bovina obtida anteriormente (Tabela 14), P1 e P2 continham 14,0 mg e 2,53 mg
de proteina, respectivamente. Portanto, os MICs contra S. aureus ATCC 25923 foram
de 0,39 ug prot.mL* para P1, 12,5 ug prot.mL! para P2 contra 0,78 ug prot.mL para o
veneno bruto, indicando que P1 era duas vezes mais rico em componentes ativos em
comparacao com o veneno bruto e muito mais rico em relacéo a P2.

Tabela 14. Quantificacdo de proteinas das fracdes P1 e P2 em comparacdo com

o veneno de B. oligolepis bruto.

Fracao 1 Fracao 2 Veneno Bo bruto
Volume no tubo (mL) 12,5 11 5
Fator de diluicdo (FD) 1:30 1:8 1:20
0,497 0,412 0,438
D.0. 595 nm 0,504 0,412 0,392
0,516 0,4 0,417
0,517 0,408 0,417
Média 0,509 0,408 0,416
[prot ug.mL?] 1119,48 231,17 591,15
R? = 0.9963
14,0 2,53 32,568
[mg)

c) componentes proteicos de pl < 8 do veneno parecem estar relacionadas com a sua

ampla atividade antimicrobiana.
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A Figura 21 apresenta o perfil eletroforético de P1 e P2 ativos. Foi observado
que o Pl contém proteinas de massa molar de 31-95 kDa, o P2 contém
majoritariamente proteinas menores (massa molar de 14-20 kDa), e mais o componente
de = 33 kDa. Como eles também estao presentes no veneno e em P1 a proteina de
massa molar proxima de 33 kDa, e outras menores (14-20 kDa) poderiam ser os

agentes antimicrobianos do veneno de B. oligolepis.

Kda M Bo P1 P2

Figura 21. Perfil eletroforético do veneno
97,4 — de B. oligolipeis e das fracbes P1 e P2
66,2 ativos. M: Marcador de peso molecular;

- L
" -- Bo: veneno de B. oligolepis e das fracdes

P1 e P2 ativos.
Condi¢des: Gel de empilhamento: 5 %;

[ -
3 - . =33KDa  Gel de separagéo: 17 %; Concentragéo de
proteinas: 30 ug.

Condigbes da eletroforese: 30 V x 20 min,
21 120 V x 70 min. Coloragédo feita com

. ‘ corante azul de Coomassie.
14,4 ’ -

Na tentativa de identificar se existiam peptideos menores nas fracdes P1 e P2
ativas foram feitos géis usando 80 ug de proteina de cada fragao revelando-os com
Azul de Coomassie e Nitrato de Prata. Como mostra a Figura 22a, o primeiro corante
nao foi eficiente, o segundo corante permitiu propor que Pl e P2 nao continha
peptideos ou as continha em quantidade ndo detectavel nas condicbes de analises

empregadas.
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) kpa M Bo P1 P2 peptl pept2
Figura 22. Perfil eletroforético do

veneno de B. oligolipeis e das fracbes
P1 e P2 ativos.

a) Coloracao com azul de Coomasie
b) Coloracdo com Nitrato de Prata

M: Marcador de peso molecular; Bo:
veneno de B. oligolepis, fracbes P1 e
P2 ativos, peptl: peptideo Hb40-61a
(=2,5 kDa) (Machado et al, 2007);
pept2: acetato de octreotida (=1,02
kDa).

Condi¢des: Gel de empilhamento:
5%; Gel de separacdo: 10% (1 cm de
altura), 16 %/Ureia 6 mol.LY;
concentracao de proteinas: 80 ug.
Condicdes das eletroforeses: 30 V x

=25 20 min, 120V x 70 min.
=1,02

b) kba M Bo P1 P2 peptl pept2

A presenca de peptideos no veneno (Figura 17) e a auséncia desses nas
fracbes (Figura 22b) sugere que houve algum tipo de degradacdo de proteinas na
analise do veneno. Isso pode ter ocorrido por fatores enzimaticos, manuseio das
amostras ou armazenamento (temperatura, tampao). Novamente, a ocorréncia de
peptideos produtos da degradacdo de proteinas presentes nos venenos durante as
analises por SDS-PAGE de venenos e de suas fracdes tém sido descrita (DE OLIVEIRA
JUNIOR et al, 2013).

Diante desses resultados, as proteinas presentes na faixa 14-18 kDa na fragcéo
P2, por serem majoritarias em relacao a proteina de 33 kDa, foram tripsinizadas e os
fragmentos tripticos analisados por espectrometria de massas. Os resultados (Figura
23) permitiram o sequenciamento dos peptideos obtidos, que levou em consideracao

que leucina e isoleucina apresentam a mesma massa molar. O “protein blast”



110

(http://blast.st-va.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) com sequéncias aminoacidicas de
proteinas da familia Viperidae da sequéncia EINVWIGLR de E(I/L)NVW(I/L)G(I/L)R
(Figura 23a), mostrou uma identidade de 100 % com a subunidade alfa de proteinas
agonistas ou antagonistas da agregacdo plaquetaria como a Botrocetina-2 alfa de B.
jararaca [uma proteina heterodimérica formada por duas subunidades (a and ) com
uma massa molar de =25 kDa e que ademais tem motivos similares aos de lectina tipo
C (YAMAMOTO-SUZUKI et al.,, 2012)] e proteinas como a Rhodocetinina de
Calloselasma rhodostoma, um inibidor de agregacdo plaquetaria formado por duas
subunidades (a e B de 16 kDa e 15 kDa respectivamente) (WANG et al, 1999).

A sequéncia DIYVWIGLR de D(I/L)YVW(I/L)G(I/L)R (Figura 23b) mostrou 78-100
% de identidade com fragmentos de lectinas de tipo C como a bothroinsularina de B.
insularis (OLIVEIRA-CARVALHO et al., 2008) e glicoproteinas como a GPIb-BP
(KAWASAKI et al., 1996), bothrojaracina (AROCAS et al.,, 1997), Botrocetin-2 de B.
jararaca (YAMAMOTO-SUZUKI et al., 2012). Em todas elas, o peptideo esta presente
na subunidade a destas proteinas. Assim  também, 0  peptideo
HLVSIESQEEADFVAEVVSANIKR do  H(I/L)VS(I/L)ESQEEADFVAEVVSAN(I/L)KR
(Figura 23c) mostrou pertencer as proteinas mencionadas neste paragrafo sé que com

identidade de 74%.
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Fig 23. Espectros de massas (MS/MS) de fragmentos tripticos oriundos de proteinas isoladas
de 14-18 kDa presentes na fragdo P2. a) ion de (M+H)*= 1099,7, Sequéncia parcial:
E(I/L)NVW(I/L)G(I/L)R, b) (M+H) "= 1134,7, Sequéncia parcial: D(I/L)YVW(I/L)G(I/L)R, c) (M+H)*
= 2785,7, Sequéncia parcial: H(I/L)VS(I//L)ESQEEADFVAEVVSAN(I/L)KR.
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Portanto, as proteinas identificadas na fracdo P2 poderiam ser lectinas tipo C
(MORITA, 2005) e atuar como agonistas ou antagonistas para o GPIb plaquetario,
GPla/lla, fatores de coagulacédo IX e X e trombina (YAMAMOTO-SUZUKI et al., 2012).
4.3.6 Fracionamento da fragcdo P1 de B. oligolepis por cromatografia liquida de

troca anidnica manual

Sendo os componentes de P1 de pl < 8, foi escolhido este tipo de fracionamento,

cujos resultados estdo mostrados na Figura 24.
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Figura 24. Perfil cromatogréfico da fragdo P1 do veneno de B. oligolepis (14,0 mg) em
coluna de 19 mm x 195 mm com resina DEAE-celulose montada manualmente e
equilibrada com tampéo bicarbonato de amonio 0,05 mol.L2, pH 8, com eluicdo com NaCl
a 20 °C, fluxo de 20 mL.h! variando de 0,33 mL.min? até 4mL.min*, fracdes de 0,5
mL/tubo, leitura de absorbéncia a 280 nm. Os cortes indicam o0 agrupamento das novas
fracdes.

Infelizmente, o fluxo ndo foi constante durante a cromatografia, ndo permitindo
uma Otima separacao das proteinas. Mesmo assim tentamos coletar as fracfes e fazer
bioensaios.

O teste com S. aureus ATCC 25923 foi feito com todas as sub-fracdes de P1

revelando que as sub-fragfes 84-120 eram ativas. Os perfis eletroforéticos de algumas

s&o mostrados na Figura 25. E possivel observar que todas as fracdes contém duas
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proteinas ou dois tipos de proteinas de massas molares proximas a 33 e 59,4 kDa e
que as sub-fracdes 84-90 contém so elas, o que indica que uma ou as duas proteinas
poderiam ser o(s) agente(s) antimicrobiano(s) no veneno de B. oligolepis. Os resultados

descritos anteriormente sugerem que a proteina menor é a que tem atividade.
2 M Bo Pl B %08 0B WK% pigura 25. Perfis eletroforéticos do
2 . veneno de B. oligolipeis (Bo), P1 (P1)
=504 . . — ;. - =94 e das fracdes obtidas. M: Marcador de

. peso molecular. Gel de empilhamento:

97,4

- M 5 %; Gel de separagdo: 17 %; Massa

.
233 . . =33
N - . L - - de proteinas: 20 ug; 20 pyL de cada

fracédo.
2 Condigbes da eletroforese: 30 V x 20
- . . ~ .
min, 120 V x 70 min. Coloracao feita
144 -.‘ -8 e . ¢

com corante Azul de Coomassie.

Assim, as sub-fracdes foram agrupadas para gerar P1.1, P1.2 e P1.3 descritos
na Tabela 15. Estas novas fragBes foram congeladas a -20 °C e s6 a fracdo 1.3 (20,5
mL) foi liofilizado a vacuo até um volume final de 5 mL para dialise overnight a 4 °C em
tampao bicarbonato de aménia 0,05 mol.L%, pH 8.

Tabela 15. Fragdes da cromatografia de P1 do veneno de B. oligolepis

Fracao total Fracdes Volume das fracdes totais
(mL)
P1.1 84-90 3,5
P12 91-96 3,0
P13 97-137 20,5

As suas concentracdes proteicas determinadas pelo Bradford usando a curva

padrdo com albumina sérica bovina obtida anteriormente, sdo mostrados na Tabela 16.
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Tabela 16. Quantificacdo de proteinas de P1.1, P1.2 e P1.3.

P1.1 P1.2 P1.3
Volume no tubo (Vol) 3,5 3 20,5
Fator de dilui¢éo (FD) 1:10 1:15 1:15
0,294 0,314 0,429
D.0. 595 nm
0,296 0,317 0,428
Média 0,295 0,315 0,429
[prot ug.mL?] 19,16 20,92 30,66
[prot ug.mL*FD*Vol (mg.mL1) 0,67 0,94 9,43

Assim, as duas bandas de proteinas, de 59,4 kDa e de 33 kDa, foram também
tripsinizadas e analisadas por espectrometria de massas, gerando 0s espectros da
Figura 26.

Os resultados permitiram o sequenciamento dos peptideos obtidos a partir da
proteina de 59,4 kDa, que gerou duvidas sobre a existéncia de lisina ou glutamina nas
sequéncias. O “protein blast” (http://blast.st-va.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi) com
sequéncias aminoacidicas de proteinas da familia Viperidae do peptideo
AFTAE(K/Q)GR (Figura 26a) mostrou identidade de 88% com fragmento de jararagina
de B. jararaca (PAINE et al., 1992), uma metalo-peptidase do tipo IV que contém a
desintegrina na sua porcédo central e tem uma regido rica em cisteinas no seu C-
terminal. O peptideo DQHWR (Figura 26b) tem 100% de identidade com a porcédo da
metalo-peptidase do tipo | BOJUMET-I de B. jararacussu (KASHIMA et al., 2004), esse
peptideo também se encontra presente na sequéncia de uma metalo-peptidase similar

a crotastatina VAP1 de B. atrox (TAVARES et al., 2008).
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Fig 26. Espectros de massas (MS/MS) de fragmentos tripticos oriundos de proteinas
de 59,4 kDa contidas na fracdo P1.1. a) (M+H)*= 1103,6, Sequéncia parcial:
AFTAE(K/Q)GR, b) (M+H)*= 741,3, Sequéncia parcial: DQHWR

Os espectros obtidos a partir da banda de proteinas de 33 kDa mostraram que o
peptideo SPN(Q/K)DE(Q/K)TR (Figura 27a) tem 100% de identidade com a serino-

peptidase HS114 encontrada em exemplares adultos de B. jararaca (SAGUCHI et al.,

2005), 86 % de identidade com uma serinopeptidase similar a Trombina (BjussuSP-I) de
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B. jararacussu (SANT’ ANA et al., 2008) e 63 % de identidade com a serino-peptidase
conhecida como serinopeptidase BthaTL de B. alternatus (VITORINO-CARDOSO et al.,
2006).

O peptideo (I/L)MGWG(I/L)(I/L)SPTR (Figura 27b) tem 90 % de identidade com
a serino-peptidase similar a tripsina de B. jararacussu (KASHIMA et al., 2004), 78 % de
identidade a uma proteina similar & serino-peptidase de B. jararaca (SAGUCHI et al.,
2005).

O peptideo (I/IL)YMGWGS(I/L)P(I/L) (Figura 27c) tem 100% de identidade com a
serino-peptidase HS112, HS114 de B. jararaca (SAGUCHI et al., 2005) e 78 % com a
serino-peptidase BITSO1A de B. insularis (JUNQUEIRA-DE-AZEVEDO et al., 2006).

Como se mencionou anteriormente, a presenca de isoformas séo resultado de
duplicacdes e modificacbes de um mesmo gene. Estas enzimas estdo presentes em
muitos venenos. Guércio e colaboradores, (2006), trabalhando com B. atrox, e Serrano
e colaboradores (2005), trabalhando com Crotalus atrox e B. jararaca, também
observaram isoformas de metalo-peptidases, além de PLA:z, serino-peptidase, lectina
tipo C e L-amino oxidase. Uma andlise de P1.1 por SDS-PAGE em gradiente nao linear

de pH também revelou a presenca de isoformas da proteina de 33 kDa em estudo.
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Fig 27. Espectros de massas (MS/MS) de fragmentos tripticos oriundos de proteinas de 33
kDa contidas na fracdo P1.1. a) (M+H)*= 1074,6, Sequéncia parcial: SPN(Q/K)DE(Q/K)TR, b)
(M+H)*= 1202,7, Sequéncia parcial: (IIL)MGWG(I/L)(I/L)SPTR, ¢) (M+H)*= 1331,6, Sequéncia
parcial: (I/L)YMGWGS(I/L)P(I/L).
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4.3.7 Fracionamento da fragédo P1.3 do veneno de B. oligolepis por cromatografia
liquida de troca aniénica manual

Apés didlise de P1.3 (sub-fragbes 97-137 da tabela 15) foi feita nova
cromatografia, pois como explicado anteriormente, a variagado do fluxo do eluente nao
permitiu fazer uma boa separacgéo das proteinas contidas nesta fracdo. A quantidade de
proteina recuperada e re-cromatografada foi de 3,65 mg de proteina. O perfil

cromatografico obtido € mostrado na Figura 28.
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Figura 28. Perfil cromatografico do fracionamento de P1.3 do veneno de B. oligolepis feito
numa coluna de 19 mm x 195 mm com resina DEAE-celulose montada manualmente e
equilibrada com tampé&o bicarbonato de aménia 0,05 mol.L?, pH 8, eluicdo com NaCl a 20
°C, o fluxo de 20 mL.h (0,33 mL.mint), fracdes de 0,5 mL/tubo, a leitura de absorbancia
feita a 280 nm. Os cortes indicam o agrupamento das novas fracoes.

Neste caso, as proteinas presentes nas sub-fracdes 5-26 nao ficaram retidas na
coluna, mostrando que em pH 8 este grupo de proteinas apresenta carga liquida
positiva ou ndo era carregada. O aumento da concentracdo de NaCl mostrou que
outras foram retidas por apresentarem carga liquida negativa no pH de trabalho, mas a
baixa D.O. a 280 nm indicou baixa quantidade de proteina e, por isso, dificuldade de

visualizagéo dos picos no cromatograma.
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Por outro lado, atividade contra S. aureus ATCC 25923 foi detectada nas sub-
fracbes 13-26 que nao ficaram retidas na coluna. Por isso, elas foram juntadas e
liofilizadas, sendo esta nova fracdo chamada P1.3-1 (Figura 28). A concentracdo
proteica de P1.3-1 foi de 0,216 mg e o seu MIC de 0,107 pg prot.mL?, atividade 7,3
vezes maior em comparagao ao veneno bruto de 0,78 ug prot.mL™.

4.3.8 Repeticdo do fracionamento do veneno de B. oligolepis por cromatografia
liquida de troca aniénica

Como resultado da segunda tentativa de fracionamento do veneno de B.
oligolepis, foram obtidas P1 (que inibiu o crescimento de S. aureus ATCC 25923 e de E.
coli ATCC 25922) e P2 (que s6 inibiu a S. aureus ATCC 25923). A Figura 21 mostrou
que essas fracdes continham proteinas de 33, 14 e 17 kDa que poderiam ter atividade
contra S. aureus. P1 continha proteinas de maior massa molar em comparacdo com P2,
sugerindo que a proteina inibidora do crescimento de E. coli tem massa molar maior do
gue 33 kDa. Os MICs frente a S. aureus foram de 0,39 ug prot.mL? para P1, 12,5 ug
prot.mL? para P2 e do veneno bruto foi 0,78 ug prot.mL*, mostrando que P1 tinha
maior efeito inibidor do crescimento bacteriano.

No fracionamento posterior de P1 por cromatografia de troca cationica o fluxo
nado foi constante. As frac6es obtidas de P1 continham proteinas de massas molares
proximas de 33 e de 59,4 kDa, que mostraram ser uma serino-peptidase e uma metalo-
peptidase, respectivamente (MACKESSY, 2010) com ac¢do antimicrobiana. Resultado
posterior indicou que a proteina menor é a que poderia ter atividade contra S. aureus e
a maior ter atividade contra E. coli e, por isso, foram geradas as fragbes P1.1, P1.2 e

P1.3 que foram ativos, sendo o ultimo o menos purificado.
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A fracdo P2 mostrou conter proteinas de massa molar entre 14 e 17 kDa, que
poderiam ser fosfolipases (MACKESSY, 2010), proteinas importantes sob o ponto de
vista clinico por sua atividade antimicrobiana e que poderiam ser desnaturadas,
tripsinizadas e sequenciadas por MALDI-TOF para encontrar peptideos com tal
atividade que poderiam ser sintetizados, modificados e testados no nosso laboratorio
como j& haviamos feito com a PLA2 de B. pictus. Paramo e colaboradores(1998)
descreveram que um fragmento da proteina PLA2 do veneno de Bothrops asper contém
a porcao responsavel pela acao inibitoria do crescimento de bactérias Gram positivas e
Gram negativas (PARAMO et al., 1998b). Murillo e colaboradores (2007) também
descreveram peptideos derivados da PLA2 de B. asper ativos contra Candida albicans
(MURILLO et al., 2007).

Devido aos problemas de purificacdo feitos manualmente e pela presenca de
isoformas nas proteinas purificadas, resolveu-se realizar a purificacdo das proteinas
usando o sistema automatico AKTA FPLC (Amersham Biociences) P-920. Os
resultados obtidos sdo mostrados na Figura 29. As fracdes coletadas foram congeladas

a-20 °C.
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Figura 29. Perfil cromatogréfico do fracionamento do veneno de B. oligolepis (80 mg)
realizado por FPLC em coluna DEAE-celulose 16 x 300 mm equilibrada com tampéo
Bicarbonato de Amdnia 0,05 mol.L, pH 8, com eluicdo inicial com este tampé&o e depois
com um aumento linear da concentragdo de gradiente de NaCl (0-1,0 M) no mesmo
tampédo em pH constante a 20 °C com um fluxo de 19,8 mL.h. FragGes: 2 mL por tubo. A

leitura de absorbancia: 280 nm.
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Como se observa, as proteinas presentes nas fracbes 20-50 (F1) ndo foram

retidas na coluna reproduzindo os resultados do fracionamento anterior. As fracfes 28-

31 (F2), 49-65 (F4), 88-97 (F6), 93-98 (F7) e 102-105 (F8) se mostraram ativas contra

S. aureus ATCC 25923. Assim, comparando a Figura 29 e os resultados do teste

antimicrobiano, foi feito o perfil eletroforético destas fracbes ativas e as fracdes

préximas a elas (Ver Figura 30).



KDa M Bo 26 27 28

97,4 w—

66,2 w— — - -
o= -

30 31 32 33

31--- -...—

2
144

KDa

974

662

45

A

2
144

-

e —

M Bo 95 96 97 98 99 100 101 102

-
—
—

- -
.---:

e ¥

kKba M Bo 87 8 8 90 91 92 93 9%

974
66,2

45
i

21
144

KDa

974
66,2
45

A

21

144

l

!
L

.
__

ko

M Bo 103 104

-

105 106

Figura 30. Perfil eletroforético do veneno de B. oligolipeis, das fracbes com
atividade antimicrobiana e fracbes proximas a elas. M: Marcador de peso
molecular; Bo: veneno de B. oligolepis. Gel de empilhamento: 5 %; Gel de
separacao: 17 %; Concentracdo do veneno: 20 ug; e 20 uL de cada fracéo.
Condigoes das eletroforeses: 30 V x 20 min, 120 V x 70 min. Coloracao feita com
corante Azul de Coomassie.
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Pela similaridade de massas molares das proteinas que compdem cada sub-

fracdo, elas foram juntadas segundo a Tabela 17 para fornecer F1-F9. As suas

concentracfes proteicas e do veneno bruto de B. oligolepis foram determinadas pelo

método de Bradford usando a curva padrdo com albumina sérica bovina. Os resultados

estao mostrados na Tabela 18.

Tabela 17. Frac¢des obtidas do veneno de B. oligolepis

Fracéo total Fracdes
F1 21-27
F2 28-35
F3 36-48
F4 49-65
F5 66-81
F6 82-92
F7 93-98
F8 99-106
F9 107-120
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Um volume de 2 mL das fracBes de F2, F6 (rica na proteina de =33 kDa) e F7 foi

liofilizado até um volume de 0,5 mL, que foi cromatografado como mostra a Figura 31.
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Figura 31. Perfis de FPLC obtidos nos fracionamentos de (a) F2, (b) F6 e (c) F7 usando
coluna Superose 12 TM 10/300 equilibrada com tampédo Tris-HCI 0,05 mol.L?, pH 7,4,
temperatura de 20 °C, fluxo de 18 mL.h! e deteccdo em 280 nm. Volumes coletados: 0,5

mL/tubo.
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S0 as fragBes 20-22 de F2 mostraram ter atividade de inibir o crescimento de S.
aureus ATCC 25923, sendo que 20 e 21 se mostraram mais homogéneas como
mostrada na Figura 31 e, por isso, foram juntadas para dar F2-1 com MIC de 2 ug de
proteina.

Uma vez que as sub-fracbes F6 e F7 ndo se mostraram ativas, ndo foi possivel
explicar a perda dessa propriedade que existia em F6 e F7.

F2-1 e as sub-fracdes proximas dela foram submetidas a SDS-PAGE em
condicao redutora desnaturante (Figura 32).

kDa M Bo F2 20 21 22 23 24 25 26 kDa  Figura 32. Perfis eletroforéticos
F2, do veneno de B. oligolipeis

T4 - .,, © de subfragdes 20 a 26. M:
és,z - ] ' Marcador de massa molar; Bo:
”‘5‘ %4 veneno de Bothriopsis
v oligolepis. Gel de
empilhamento: 5 %; Gel de

- . - =2 . . separagao: 17 %; Concentragcao

do veneno: 20ug; e 20 uL de
cada fracdo. Condicbes da

2 eletroforese: 30 V x 20 min, 120
. V x 70 min. Coloracao feita com
144 o corante Azul de Coomassie.

Novamente, foi observado que na F2 e nas sub-fracdes ativas existiam proteinas
de massas molares de 59,4-72,8 kDa e de massas molares proximas de 33 kDa. A
maior (de 72,8 kDa) pode ser uma metalo-peptidase, mas ensaios enzimaticos teriam
que ser feitos para confirmar a suspeita, mesmo assim, a sua banda no gel foi
recortada, a(s) proteinas(s) extraida(s), tripsinizada(s) e analisada(s) por espectrometria

de massas, que forneceu os espectros da Figura 33.
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Figura 33. Espectros de massas (MS/MS) de fragmentos tripticos oriundos de proteinas de
72,8 kDa contidos na fracdo F2-1. a) (M+H)*= 932,5, Sequéncia parcial: YNPYGYR, (M+H)*=
1652, Sequéncia Parcial: (I/L)YE(I/L)VN(I/L)(IIL)NE(I/L)YR, (M+H)*= 1339,8, Sequéncia
parcial: YVE(I/L)V(I/L)VADYR.
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A sequéncia YNPYGYR (Figura 33a) mostrou 83 % de identidade com a metalo-
peptidase P-II Bilitoxin-1 do veneno de Agkistrodon bilineatus [proteina de massa molar
80 kDa em condi¢des nao redutoras e 48 kDa em condi¢des redutoras (NIKAI et al.,
2000)] e com a metalo-peptidase P-II [sequenciada de diferentes transcritos do veneno
de B. neuwiedi (MOURA-DA-SILVA et al., 2011)].

A sequéncia IYEIVNILNEIYR do peptideo (I/L)YE(I/L)VN(I/L)(I/L)NE(I/L)YR
(Figura 33b) mostrou 100 % de identidade com a sequéncia parcial de uma metalo-
peptidase de Echis coloratus, também da familia Viperidae (CASEWELL et al., 2011).
Esta sequéncia tem 92 % de identidade com a sequéncia parcial da metalo-peptidase
P-IIl dependente de zinco chamada HF3 de B. jararaca clonada por Silva e col (2004).

A sequéncia YVELVIVADYR de YVE(I/L)V(I/L)VADYR (Figura 33c) mostrou 91
% de identidade com metalo-peptidase tipo P-lll de B. neuwiedi caracterizada por
Moura-da-Silva et al., 2011).

Em conjunto, todos os resultados acima indicaram que metalo-peptidases podem
ser as proteinas mais abundantes no veneno estudado. Vindo de um exemplar adulto,
esse resultado foi relacionado com o trabalho de Guércio e colaboradores (2006) com
venenos de serpentes da espécie B. atrox, os quais descreveram que para exemplares
adultos as metalo-peptidases estavam presentes em grande quantidade e como
isoformas de diferentes graus de glicosilacao.

Assim, nesta terceira tentativa de purificacdo (repeticdo da 22 tentativa), foram
obtidas as fracbes F2, F4, F6, F7 e F8 ativas contra S. aureus e mostraram ter
proteinas de 14, 17, 33, 59,4 kDa que poderiam ser lectinas, serino-peptidase e um tipo

de metalo-peptidase segundo Mackessy (2010). A filtracdo em gel das fracbes F4 e F8



128

nao foram feitas porque os compostos majoritarios sdo proteinas com massa molar de
14-17 e 33 kDa, sendo a ultima ja identificada e as primeiras possivelmente separaveis
por RP-HPLC. A filtragdo em gel de F2 forneceu as fragdes 21, 22, 23 ativas contra S.
aureus ATCC 25923, tendo a SDS-PAGE (Figura 32) mostrado nelas proteinas de 59,4

e 72,8 kDa que confirmaram metalo-peptidases.

4.3.9 Fracionamento da fracdo F2 por cromatografia liquida de troca catidnica

Foi feito com a finalidade de otimizar a separagdo entre 0s componentes
majoritarios da fracdo F2 j& identificados. As fragcdes coletadas foram congeladas a -20
°C. Infelizmente, os resultados ndo foram melhores do que os obtidos anteriormente e,

por isso, ndo foram descritos.

4.3.10 Fracionamento de F4 por RP-HPLC

De acordo com a Figura 34, esta fracdo apresentou componentes de baixa
massa molar 25-30 kDa que poderiam suportar as condicbes empregadas para RP-
HPLC, pois serino-peptidases de 29 e 39 kDa de venenos de serpentes ja foram
purificadas usando RP-HPLC como ultimo passo de purificacdo (VALERIANO-ZAPANA
et al., 2012; ZAQUEO et al., 2014). O fracionamento do F4 em coluna Cs4 gerou 3
fracOes: F4-1, F4-Il e F4-lll (Figura 34). O analito F4-Il de = 27 kDa foi o Unico ativo
contra o crescimento de S. aureus ATCC 25923 com um MIC de 80 ug de prot.mL* de

proteina.
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Figura 34. RP-HPLC de F4 do veneno de B. oligolepis e SDS-PAGE dela e da proteina purificada,
sendo o gel corado com Azul de Coomassie (inset). Condi¢cbes de RP-HPLC: 0,1% TFA/agua como
solvente A e 25 % ACN/0,09% TFA/agua como solvente B, fluxo de 1 mL.min1, temperatura ambiente,
gradiente linear de 20 a 70 % em 95 min do solvente B, deteccdo em 210 nm.

A unica banda do gel corresponde a proteina(s) de = 27 kDa da fragcado F4 foi
extraida, tripsinizada e analisada por espectrometria de massas fornecendo os
espectros da Figura 35. Como nos demais sequenciamentos, foi considerado que
leucina e isoleucina apresentam a mesma massa molar. O alinhamento dos quatros
peptideos obtidos com sequéncias aminoacidicas de proteinas da familia Viperidae no
protein-BLAST, mostrou que eles aparecem em sequéncias aminoacidicas da familia
das serino-peptidases.

De fato, a sequéncia YPE(I/L)PAEYR (Figura 35a) tem uma identidade do 100 %
com uma das isoformas de serino-peptidase, como a HS114 isolado do B. jararaca
(SAGUCHI et al., 2005).

A sequéncia SEH(I/L)AP(I/L)S(I/L)PSSSPSVGSV (Figura 35b) tem 89 % de
identidade, tanto com a serino-peptidase HS114 assim como com muitas outras varias

isoformas de serino-peptidases.
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Fig 35. Espectros de massas (MS/MS) de fragmentos tripticos oriundos de proteinas de 27
kDa contidos na fracdo F4-1l. a) (M+H)*= 1279,548 Sequéncia parcial:YPE(I/L)PAEYR, b)
(M+H)*= 2180,9 Sequéncia Parcial: SEH(I/L)AP(I/L)S(I/L)PSSSPSVGSV, c¢) (M+H)*=
2552,045 Sequéncia parcial:  YPDVPHCAN(I/L)N(I/L)(IIL)DHTVC, d) (M+H)"=2323,179
Sequéncia parcial: PDVPYCA(I/L)(I/L)N(I/L)(I/L)DDAVC
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A sequéncia YPDVPHCAN(I/L)N(I/L)(I/L)DHTVC (Figura 35c) tem 89 % de
identidade com a serino-peptidase de Agkistrodon contortrix contortrix (ROKYTA et al,
2015) e 83 % com a serino-peptidase de Protobothrops flavoviridis (AIRD et al., 2013).

A sequéncia PDVPYCA(I/L)(I/L)N(I/L)(I/L)DDAVC (Figura 35d) tem identidade de
88 % também com outras isoformas de serino-peptidases como de Crotalus horridus
(ROKYTA et al, 2015) e Crotalus adamanteus (ROKYTA et al., 2012).

Resultados anteriores mostrados nas Figuras 11 e 14 também mostraram banda
de proteina com a massa molar de =33 kDa préxima a da proteina F4-1l de = 27 kDa e o
sequenciamento de aminoacidos por MALDI-TOF também mostrou que ela pertence a
mesma familia de proteases. Até onde sabemos, esta é a primeira observacdo de uma
serino-peptidase de veneno de serpente com atividade antimicrobiana. Tsuji e
colaboradores (1998) observaram atividade antimicrobiana de uma serino-peptidase de
Sarcophaga peregrine, um inseto, e propuseram que esta se deve a ligacao seletiva da
proteina aos fosfolipideos de carga negativa (mas ndo aos fosfolipideos com carga

neutra), da membrana bacteriana e ndo a atividade proteolitica.

4.3.11 Tentativa de fracionamento de F6 por filtracdo em gel

A Figura 36 mostra o perfil cromatografico obtido na tentativa do fracionamento
do F6 por cromatografia de exclusdo molecular. As fragcbes obtidas ndo mostraram
grupos proteicos com comportamentos cromatograficos diferenciados para a facil
separacao entre eles (Figura 37). Portanto, outras técnicas de separacao precisaréo

ser usadas para tal, o que evidencia a grande complexidade dos componentes do


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=8713
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veneno ja ilustrada pela deteccdo de diferentes tipos de proteinas e suas isoformas,
especialmente metalo-peptidases e serino-peptidases.
800 o
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Fig 36. Perfil cromatografico da fracdo F6 (=2 mg) do veneno de B. oligolepis obtido numa
coluna de Superose 12 TM 10/300 equilibrada com tampao bicarbonato de amdnio 0,05
mol.L?, pH 8 a 20 °C, fluxo de 500 yL.h?, fracdes de 0,75 mL/tubo, leitura de absorbancia

a 220 nm.
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Figura 37. Perfil eletroforético das fracdes de P6 do veneno de B. oligolipeis. M:
Marcador de massa molar. 46-98: frac6es obtidas. Gel de empilhamento: 5 %; Gel de
separacao: 15 %; 20 uL de cada fracdo. CondicGes da eletroforese: 55 mA x 40 min e
65 mA x 40 min. Colorac&do com Nitrato de Prata.
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4.3.12 Tentativa de fracionamento de F8 por RP-HPLC

O gel do SDS-PAGE corado da fracdo F8 (Figura 30 e Tabela 17) mostrou que
0S seus componentes majoritarios eram proteinas de baixa massa molar de 14-18 kDa,
que poderiam suportar as condi¢cdes empregadas em RP-HPLC. O fracionamento do F8
por esse tipo de cromatografia gerou 10 sub-fracdes. O gel de SDS-PAGE delas corado
com nitrato de prata (inset) € mostrado na Figura 38. Foi observado que cada uma

delas tinha varios componentes proteicos de massas molares entre 14 e 70 kDa.
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Fig 38. Perfil de RP-HPLC semipreparativa de F8 (200 pL) do veneno de B. oligolepis
(a) e SDS-PAGE das suas fracdes, corado com AgNO; (b). Condicbes de RP-HPLC:
0,1% TFA/agua como solvente A e 90% ACN/0,09% TFA/agua como solvente B, fluxo
de 3 mL.min?, temperatura ambiente, gradiente linear de 5 a 95 % em 30 min do
solvente B, detecgdo em 210 nm. M: marcador de massa molar proteica.

Sendo, portanto, fracdoes complexas, foi feita nova tentativa usando

cromatografia de filtracdo em gel. A Figura 39 mostra o perfil cromatogréafico obtido.
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Fig 39. Perfil cromatografico da fracdo F8 (=1,5mg) do veneno de B. oligolepis obtido
numa coluna de Superose 12TM 10/300 equilibrada com tampéao bicarbonato de amoénia
0,05 mol.L?, pH 8, 20 °C, fluxo de 250 pL.min, fracGes foram de 0,25 mL/tubo, leitura
de absorbéancia a 280 nm. Os cortes indicam o agrupamento das sub-fracdes.

As fracdes obtidas foram divididas em trés grupos (1-3), dependendo do perfil
eletroforético observado na Figura 40. O primeiro grupo tem proteinas de 38-70 kDa e
o segundo de 14-18 kDa. Segundo as massas molares, as proteinas do primeiro grupo
poderiam estar relacionadas com a familia das serino-peptidases e metalo-peptidases,
enquanto as proteinas do segundo grupo poderiam estar relacionadas a diferentes tipos
de lectina tipo C. O terceiro grupo F8-Ill, concentrado por liofilizacdo, contém material

proteico de aproximadamente 11 kDa (Ver Figura 41).

kDa M F8 36 37 38 39 40 41 42 43 43b 44 45 46 47 kDa ™ _F8 48 4950 51 52 53 54 55 56 57 58 -

97,4 - 974 -

66,2 = 66,2

. “Sggs=_ 2
- - -

31 - 31 -

2 |- 21 -
144 . >

Fig 40. Perfis eletroforéticos das fragdes de F8 do veneno de B. oligolipeis. M: Marcador
de massa molar. Gel de empilhamento: 5 %; Gel de separacdo: 15 %; 20 yL de cada
fracdo. Condicoes da eletroforese: 40 V x 90 min, 120 V x 90 min. Coloragdo com AgNOs.
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A sua tripsinizacdo e sequenciamento dos peptideos obtidos serdo feitos para
confirmar esta hipotese.

A Figura 42 mostra as cinéticas de crescimento de S. aureus ATCC 25923
obtidas no teste de inibicdo de seu crescimento por F8, F8-I, F8-Il, F8-lll. Sé F8-Il (14-

18 kDa) afetou totalmente no crescimento microbiano mostrando um MIC de 100 ug de

prot.mL,
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Fig 42. Resultados do efeito do veneno, F8 e das fragdes F8-1, F8-Il e F8-1ll na cinética de
crescimento de S. aureus ATCC 25923. Bo: Veneno bruto de B. oligolepis (10 pg de
proteina), F8: fracao F8 (45 ug de proteina); F8-1, F8-Il e F8-1lI: 10 ug de proteina.
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As bandas referentes as proteinas de 14-18 kDa da fracdo F8-Il foram tripsinizadas e os
peptideos gerados foram sequenciados por espectrometria de massas, fornecendo os
espectros da Figura 43. Dois deles foram alinhados com sequéncias aminoacidicas de
proteinas do veneno de serpentes da familia Viperidae mostraram que os peptideos
pertencem a familia das lectinas tipo C. De fato, resultados anteriores deste trabalho
mostrados nas Figuras 21 e 23 e obtidos a partir de proteinas da mesma faixa de
massa molar (14-18 kDa) serviram de suporte para esta conclusdo. A sequéncia
STDN(Q/K)W(I/L)SR (Figura 43a) mostrou ter 100 % de identidade com varias lectinas
tipo C e suas isoformas, como, por exemplo, lectinas Jerdunoxin purificadas do veneno
de Protobothrops flavoviridis, Protobothrops jerdonii (CHEN et al., 2011) e Sistrurus
miliarius barbouri (ROKYTA et al, 2015). A sequéncia WSDYSSVSYEN(I/L)V (Figura
43b) tinha 100 % de identidade com a sequéncia da sub-unidade alfa de uma lectina
tipo C isolada do veneno de B. jararaca chamado de GPIb-BP com potencial de
agregacdo de plaquetas (KAWASAKI, 1996). Ademais, esse peptideo apresenta
também 92 % de identidade com a estrutura alfa da lectina purificada do veneno de

Gloydius intermedius (NUmero de acesso: AIC75910).
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Fig 43. Espectros de massas (MS/MS) de fragmentos tripticos oriundos de proteinas na
faixa de 14-18 kDa contidos na fracdo F8-1l. a) (M+H)*= 1106,53 Sequéncia parcial:
STDN(Q/K)W(I/L)SR, (M+H)*= 1803 Sequéncia Parcial: WSDYSSVSYEN(I/L)V.
Foi considerado que Leu/lle e GIn/Lys apresentam mesmas massas molares.

4.4 Demonstracdo de atividades de metalo-peptidase, serino-peptidase e lectina

tipo C em fragdes do veneno de B. oligolepis ativas frente S. aureus

Como ja descrito, as proteinas contidas nas fragdes F2-I, F4-Il e F8-II inibiram o
crescimento de S. aureus foram selecionadas para a identificacdo via tripsinizacao
seguida de analise por MALDI TOF/TOF dos fragmentos gerados e comparacdo dos

mesmos a proteinas pertencentes ao veneno de serpente da familia Viperidae. Trés
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tipos de proteinas foram identificados: serino-peptidase em F4-ll, metalo-peptidase em

F2-1 e lectina tipo C em F8-1l. O mesmo foi feito com as fracbes P1 e P2. A Tabela 19

resume todos os fragmentos peptidicos sequenciados neste trabalho.

Tabela 19. Identificagdo de proteinas do veneno de B. oligolepis através da sequéncia
de aminoacidos de seus fragmentos tripticos.

Amostra  lon (m/z) Sequéncia peptidica Acesso no. Proteina
1279,548 YPELPAEYR
2323,179 PDVPYCA(I/L)(I/L)N(I/L)(I/L)DDAVCR o
Serine protease
E4-1I Q5W959.1 HS114"
2180,9 SEHIAPLSLPSSSPSVGSV
2552,045 YPDVPHCAN(I/L)N(I/L) (I/L)DHTVCR
“Serine protease
1331,6 (ILYMGWGS(I/L)P(I/L)L Q8QG86.1 BITSO1A”
1202,7 IMGWG(I/L)ISPTR Q7T220.1  Snake venom serine
P1 protease homolog
“Serine protease
1074,6 SPNKDEQTR Q2PQJ3.1 Thrombin-like enzyme
BjussuSP-1”
“C-type lectin GPIB-
1803.8 WSDYSSVSYEN(I/L)VR Q9PSM6.1 binding protein subunit
F8-I alpha”
“C-type lectin beta
1106,53 STDN(Q/K)W(I/L)SR AIC75911.1 (Gloydius intermedius)”
“C-type lectin GPIB-
2785,7 HLVSIESQEEADFVAEVVSANIKR Q9PSM6.1 binding protein subunit
alpha”
P2 1099,7 EINVWIGLR D2ywa3g.2  Rhodocetin subunit
gamma
1134,7 D(IL)YVWIGLR BAM94436.1 _ - ypelectn
Botrocetin-2 alpha
“Zinc
POC6E3.1 metalloproteinase-
1652 IYEIVNILNEIYR disintegrin bilitoxin-1”
ADO21507.1 MP_lIb2 SV,,MP
precursor
F2-1
ADI47653.1 “Metalloproteinase”
1339,8 YVELV(I/L)VADYR “Zinc
Q98UF9.3  metalloproteinase-

disintegrin-like HF3”
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Para confirmar que a identificacdo das proteinas feita por MALDI-TOF, foram

feitos testes com F2-1, F4-Il e F8-II.

4.4.1 Atividade gelatinolitica das fragc8es F2-l e F4-I

Como descrito, a determinacdo da atividade proteolitica usando gelatina como
substrato foi feita mediante zimografia usando 1 pg da F4-ll e 0,5 pg da F2-l. O gel
obtido mostrou regibes claras comprovando a atividade gelatinolitica-proteolitica
(Figura 44) e que F4-Il contém uma peptidase. A proteina também se mostrou ativa
frente ao substrato BAPNA (VALERIANO-ZAPANA et al.,, 2012), apesar da baixa
velocidade da atividade amidasica observada (método e dados ndo mostrados). A F2-I
apresentou atividade gelatinolitica mais significativa do que a de F4-ll e, quando
ensaiada frente a caseina (ABDEL-ATY; WAHBY, 2014) foi pouco ativa (método e

dados ndo mostrados).

F2- F4-l

Figura 44. Atividade gelatinolitica-proteolitica por zimografia
de a) F2-1 (0,5 ug de proteina) e b) F4-11 (1 ug de proteina).

4.4.2 Atividade hemaglutinante do veneno de B. oligolepis e da fragcéo F8-lI

Como mostra a Figura 45 tanto o veneno bruto (1 mg de proteina.mL™t) quanto a

proteina F8-11 ndo apresentaram atividade hemaglutinante em compara¢éo ao controle
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positivo (lectina de Dioclea grandiflora). Clemetson e colaboradores (2006)
descreveram que em veneno de serpentes existem dois tipos de lectinas tipo C: 1) as
que ligam calcio e tem um dominio que reconhece carboidratos (CRD), que sédo as
lectinas tipo C verdadeiras; 2) as similares a lectina tipo C (C-type lectin-like protein:
CLD), que nao tém estas propriedades e, portanto, ndo hemaglutinam os eritrocitos mas

tem propriedades coagulantes. Assim, € possivel que a nossa F8-1l seja do segundo

tipo.
Branco | '€ ¢} 1 o) (oyfe)
Bo () 4e) '_.f,-::;}'
Fragio F8 [ ' w) 4 @)~ Cay- L)
F8-I (DA (ol
ptee | (HED- W@

Figura 45. Test de hemaglutinizagdo. Branco: tamp&o Imidazol. Bo: Veneno
bruto de B. oligolepis. Dg-Lec: lectina de Dioclea grandiflora.

4.4.3 Atividade coagulante do veneno de B. oligolepis da fracdo F8 e da fracao F8-
[l em plasma humano

Na tabela 20, observa-se que o veneno bruto e a fracdo F8 mostraram ter
atividade coagulante. A alta atividade do veneno bruto estaria relacionada com a
presenca de serino-peptidases, além das lectinas e as suas isoformas. Diferentes
concentracbes da proteina F8-ll foram capazes de induzir a formacdo do coéagulo,
sendo 1,58 pg de proteina a quantidade minima necessaria. Tal capacidade ja foi

descrita para outras lectinas que ndo hemaglutinam eritrocitos como a Botrocetina-2
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recombinante de B. jararaca, que precisa de 0,5-1 pg de proteina (YAMAMOTO-
SUZUKI et al., 2012). Assim, foi confirmado que o veneno e a F8-1l contém lectina do
tipo CTL (C-type lectin-like protein: CTL), jA& que ela induz coagulacdo, mas nao
hemaglutinacdo. Cabe mencionar que as CTLs podem ter funcdes opostas como de
induzir a agregacéao plaquetaria e a aglutinacdo (ARLINGHAUS; EBLE, 2012).

Tabela 20. Tempo de coagulacéo do plasma.

Amostra Diluico Volume (L) g de proteina  Tempo de coagulagéo (seg)
Tampao Imidazol 1:1 20 - 31,3
Bo* 11 20 20 1
Fracédo F8 1:1 20 15 17,2
11 20 6,35 24,3
81l 1.2 20 3,18 25,5
14 20 1,58 27,6
1,8 20 0,79 31

*Veneno bruto de B. oligolepis

4.5 Desenvolvimento de novos AMPs derivado das sequéncias aminoacidicas das
metalo-peptidase, serino-peptidase e lectina tipo C isoladas do veneno de B.

oligolepis

4.5.1 Desenho de potenciais AMPs

Tendo as sequéncias de aminoacidos dos peptideos da tabela 19, foram
selecionados trés deles como ponto de partida para a obtencdo de novos AMPSs: um
derivado da serino-peptidase (YPELPAEYR), um derivado da metalo-peptidase
(IYEIVNILNEIYR) e um derivado da lectina do tipo CTL (DLYVWIGLR). Sabendo que a
carga liqguida em pH 7 e a anfipaticidade s&o propriedades determinantes na expressao
de atividade antimicrobiana de peptideos, foram incluidas modificacdes nas sequéncias

acima citadas para gerar os seguintes peptideos (Tabela 21):
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Bo-Metl: adicdo da sequéncia LGKIRTK que antecede a IYEIVNILNEIYR no N-terminal
e delecdo da sequéncia IYEIVNILNEI do C-terminal (Q98UF9.3): LGKIRTKIY.

Bo-Serl: inclusdo de Gly geralmente no N-terminal: GYPELPAEYR.

Bo-Lecl: adi¢do de Val no C-terminal: DLYVWIGLRV.

A seguir, as sequéncias de aminoacidos dos peptideos denominados de Bo-
Metl, Bo-Serl e Bo-Lecl (tabela 21) foram alinhados as sequéncias de proteinas
conhecidas encontradas em venenos de serpentes da familia Viperidae. O objetivo era
verificar se novos AMPs podem ser projetados em proteinas do veneno de B. oligolepis,
assim como foi feito para a PLA2 de B. pictus e, por isso, como contra-ponto foram
mantidos no Bo-Lecl os dois residuos de Glu originais.

O peptideo Bo-Metl da metalo-peptidase de B. oligolepis foi alinhado com a
sequéncia de aminodacidos da cadeia A da metalo-peptidase/desintegrina Vap2 do
veneno de Crotalus atrox (PDB: 2DWO0_A), o peptideo Bo-Serl (GYPELPAEYR) da
serino-peptidase de B. oligolepis foi alinhada com a sequéncia de aminoacidos da
serino-peptidase Aav-sp-i de Agkistrodon acutus (PDB: 10P0_A). O peptideo Bo-Lecl
se alinhou com a sequéncia da botrocetina (Lectin Type C) de Bothrops jararaca (PDB:
P22029.2). Os alinhamentos evidenciaram 90, 100, 80 % de identidade com os
fragmentos correspondentes dessas proteinas, respectivamente. A localizacdo desses
todos os peptideos nas estruturas 3D das proteinas para o alinhamento é mostrada na

Figura 46.
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(b) (€)

Bo-Serl

Figura 46. Localizacdo (em amarelo) de Bo-Metl, Bo-Serl e Bo-Lecl nas proteinas
Vap2 do veneno de Crotalus atrox (a), Aav-sp-i de Agkistrodon acutus (b) e botrocetina
de Bothrops jararaca (c).

Os resultados da predicdo do potencial antimicrobiano desses peptideos a partir

do seu alinhamento com AMPs conhecidos estdo mostrados na Tabela 21.
4.5.2 Predicao da estrutura dos peptideos

A proxima etapa foi feita com auxilio do servidor PEP-FOLD (MAUPETIT et al,
2009). Os modelos gréficos obtidos usando o software PyMOL estdo apresentados na

Figura 47.

Bo-Serl Bo-Metl Bo-Lecl

R

Figura 47. Predicdo da estrutura dos peptideos da F4-Il serino peptidase (Bo-Serl), F2-I Metalo
peptidase (Bo-Metl) e Lectina tipo C (Bo-Lecl). Aminoacidos hidrofébicos (vermelho), aminoacidos
polares (ciano), aminoacidos com carga positiva (azul), aminoacidos com carga negativa (magenta).




Tabela 21. Alinhamento dos peptideos com peptideos antimicrobianos da base de dados do APDS3.
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Carga Cadigo de Carga
Peptideo Sequéncia liquida alinhamento (% Alinhamento liquida Atividade antimicrobiana Fonte natural Referéncia
empH 7 de similaridade) empH7
. . anti-Gram (+) e (-), Bacillus sp. strain (SCOPEL E SILVA et
AP02450 (45.45 %)  Alig Result:EKYTEAP+EYT -2 antiviral P34 al, 2014)
Bo-Serl? GYPELPAEYR -1 Input Seq : +GYPELPAEYR
AP02336 (45.45 %) Alig Result:EKYTEVP+EYV -2 antifingico Bacillus thuringiensis ~ (ROY et al., 2013)
Input Seq : +GYPELPAEYR
Ali R 1t:ILGKIWEGIKSIF ..
AP02334 (46.15 %) 9 e +1 antiviral Heterometrus petersii (Hoglocif)t -
Bo Metlb LGKIRTKIY +3 Input Seq : +LGKI++RTK+IY
- Ali R 1t:ILPIIGKILST+IF .
APO1921 (42.85 %) 9 e : +2 anti-Gram(+) Rana chensinensis (ZHg‘Oolf)t al.,
Input Seq : +L+++GKI+RTKIY
AP01900 (46.15%)  Alig Result:FLPV+LAGVLSRA +1 anti-Gram (+) e (-) Rana ridibunda (Asoodeh et al, 2012)
Input Seq : DLYVWL+G+L+RV
- ¢ DLYVWLGLRV ] : .
Bo-Lecl 0 APO0OOY (45.4505) (119 Result: DAY+HHGVRVL 0 anti-Gram (+) e (-) Serratia plymuthica (JABRZ%'SZE) etal,
Input Seq : DLYVWLGLRV+
8Bo-Serl: inclusdo de Gly geralmente no N-terminal: GYPELPAEYR.
bBo-Lecl: adi¢io de Val no C-terminal: DLYVWIGLRV.

“Bo-Metl: adicdo da sequéncia LGKIRTK que antecede a IYEIVNILNEIYR no N-terminal e delecdo da sequéncia IYEIVNILNEI do C-terminal

(Q98UF9

.3): LGKIRTKIY.
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4.5.3 Sintese, andlise, purificacdo e caracterizacdo quimica dos peptideos
desenhados

A Figura 48 mostra que os peptideos Bo-Serl e Bo-Metl apresentaram baixos
potenciais de agregacao (<1,2) e que o0 mesmo nao ocorre com Bo-Lecl. Assim, ndo
seriam esperados problemas sintéticos relacionados a agregacao peptidica pelo menos
para os dois primeiros. Na Tabela 22 estao listados os peptideos amidados que foram
sintetizados. A amidacédo foi feita para aumentar as cargas liquidas em pH 5 e 7 de
todos eles, pois grande parte dos AMPs sdo moléculas catiénicas (MACHADO et al.,
2007).

Tabela 22. Sequéncias de aminoacidos e propriedades dos
peptideos escolhidos para sintese e estudo

Peptideo Sequencia Massa molar (Da) tedrica Carga ibnica
Bo-Serl GYPELPAEYR-NH:2 1193,33 0
Bo-Metl LGKIRTKIY-NH:2 1090,39 +4
Bo-Lecl DLYVWLGLRV-NH:2 1232,50 +1

Como previsto, o processo de alongamento das sequéncias peptidicas na resina
Rink-amida a 60 °C ocorreu sem grandes problemas. Em todas as sinteses houve
ganho de massa da resina evidenciando que elas foram bem sucedidas. A Tabela 23
mostra as condicbes de clivagem dos peptideos da resina e desprotecdo total das
cadeias laterais. Os cromatogramas obtidos para os peptideos brutos (Figura 49)
mostraram os produtos desejados e diversos subprodutos. Para confirmar se o analito
mais abundante era o peptideo desejado, foi feita a analise por LC/ESI-MS (Figura 49
inset). Os resultados mostraram que os analitos mais abundantes eram mesmo o0s

peptideos desejados, confirmando o sucesso das sinteses.
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Figura 48. Potencial de agregacao dos peptideos a) Bo-Serl, b) Bo-Metl, c) Bo-Lecl
Neste programa os primeiros 4 aminoacidos na diregdo C—N n&o sao considerados
(CSPS PHARMACEUTICALS, 1994)

Tabela 23. Condi¢bes da clivagem dos peptideos da resina e desprotecdo total das

cadeias laterais.

Peptideo Coquetel de clivagem Tempoda  Temperatura

reacao (min) °C)
Bo-Serl TFA/Agua/Tioanisol (95:2,5:2,5) 60 60
Bo-Metl TFA/Agua/Tioanisol (95:2,5:2,5) 60 60

Bo-Lecl TFA/Agua/Tioanisol (95:2,5:2,5) 60 60
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Figura 49. Perfil de RP-HPLC dos peptideos brutos e ESI-MS (inset) do analito mais
abundante, indicando o peptideo desejado. a) Bo-Serl: (M+H)*= 1193,69, (M+2H)"=
597,35; b) Bo-Metl: (M+H)*= 1090,79, (M+2H)*?>= 545,90 e c) Bo-Lecl: (M+H)*= 1233,8,
(M+2H)*?= 616,92. Condicdes de andlise por RP-HPLC: solvente A (0,1% TFA/agua) e
solvente B (60 % ACN/0,09% TFA/agua), fluxo de 1 mL.min-1, temperatura ambiente,
gradiente linear de 5-95 % em 30 min do solvente B, deteccdo em 210 nm. Condicbes de
andlise ESI-MS: voltagem no capilar: 4,5k V, voltagem na saida do capilar: 500 V, modo de
ionizacdo: ESI*, fonte de ionizacdo do tipo electrospray, tipo de analisador: lon trap.
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A preparacao semi-preparativa dos brutos a partir de 150 mg das peptidil-resinas
forneceram entre 61 e 62 mg de peptideo bruto, que foram dissolvidos em solvente B e
injetados em um sistema de RP-HPLC preparativo para a separacdo dos peptideos
desejados dos demais subprodutos da sintese em maior escala. Os cromotagramas da
purificacdo de cada peptideo por RP-HPLC sdo mostrados na Figura 50. As condi¢cGes
de purificacdo, rendimentos, graus de pureza dos purificados e 0s seus conteudos
peptidicos estdo listados na Tabela 24.

Depois da purificacéo, foi realizada a LC-MS/ESI de cada peptideo purificado e
os valores de massa molar obtidos confirmaram a suas identidades (Figura 51). A
hidrolise total seguida de analise do hidrolisado também confirmaram a presencia dos

aminoacidos esperados (dados ndo mostrados).

4.5.4 Atividade antimicrobiana dos peptideos

S6 um peptideo (Bo-Metl) foi ativo s6 frente a leveduras (Candida). Os MICs
obtidos estao descritos na Tabela 25.

E possivel que os peptideos derivados da serino-peptidase e da lectina tipo CTL
ndo tenham sido ativos dadas as suas caracteristicas estruturais, pois a estrutura
randdomica do Bo-Metl ativo, concorda com outros peptideos antimcrobianos que

apresentam este tipo de estrutura.
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Figura 50. Perfil de RP-HPLC preparativo dos peptideos. Condices de purificacao
por RP-HPLC: a) Bo-Serl: solvente A (0,1% TFA/agua), solvente B (25 % ACN/0,09%
TFA/agua), fluxo de 10 mL.min-1, gradiente linear de 50-95 % B/90 min do solvente B,
b) Bo-Metl: solvente A (0,1% TFA/agua), solvente B (60 % ACN/0,09% TFA/agua),
fluxo de 10 mL.min-1, gradiente linear de 5-40 % B/90 min, c) Bo-Lecl: solvente A
(0,1% TFA/agua), solvente B (60 % ACN/0,09% TFA/agua), fluxo de 10 mL.min-1,
gradiente linear de 30-85 % B/100 min, deteccdo em 210 nm.
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Figura 51. Perfil de RP-HPLC e ESI-MS (inset) dos peptideos purificados: a) Bo-Serl: (M+H)*=
1193,69, (M+2H)*?= 597,35; b) Bo-Metl: (M+H)*= 1090,79, (M+2H)*?>= 545,90 e c) Bo-Lecl:
(M+H)*= 1233,8, (M+2H)*?>= 616,92. Condicdes de andlise por RP-HPLC: solvente A (0,1%
TFA/agua) e solvente B (60 % ACN/0,09% TFA/agua), fluxo de 0,8 mL.min-1, temperatura
ambiente, gradiente linear de 5-95 % em 30 min do solvente B, detec¢do em 210 nm. Condi¢bes
de analise ESI-MS: voltagem no capilar: 4,5k V, voltagem na saida do capilar: 500 V, modo de
ionizacdo: ESI*, fonte de ionizacdo do tipo electrospray, tipo de analisador: lon trap. (LC:
Cromatografia liquida, TIC: Cromatograma de ions totais).
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A presenca de peptideos com potencial antimicrobiano proveniente da sequéncia
de aminoacidos de proteinas com ou sem atividade antimicrobiana também foi descrita.
Os peptideos pepMTX-I e pepMTX-Il derivados da regido 115-129 do dominio N-
terminal de duas PLA2 com atividade miotoxica (MTX-1 e MTX-Il, respectivamente) de B.
brazili, mostraram ter atividade contra C. albicans e E. coli (COSTA et al., 2008).
Peptideos derivados da hemoglobina também podem ser ativos contra 0 crescimento
de leveduras, por exemplo o peptideo Hb33-61a da a-hemoglobina bovina mostra
atividade contra C. albicans MDM8 com MICs entre 3,12 e 6,25 p.mol* (MACHADO et
al., 2007). Estes MICs sao similares aos obtidos com o Bo-Metl contra o crescimento
de C. parapsilosis. Peptideos antimicrobianos derivados da Lactoferrina como a HLR1r
mostra ter atividade contra bactérias Gram-positivas, Gram negativas e fungus como a
C. albicans com uma concentragdo de entre 3 e 50 pg.ult (BJORN et al., 2016). O
peptideo Bo-Metl € um peptideo catiénico. Portanto, a sua ac¢do pode ser similar a de
outros AMPs catidnicos, que interagem com grupos de carga negativa da superficie
celular microbiana e promovem a desestabilizacdo da membrana plasmatica com

consequente inibicdo de crescimento e/ou morte celular.
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5. DISCUSAO GERAL

5.1 Desenvolvimento de novos AMPs provenientes da PLA2 do veneno de B.
pictus

Como ja descrito anteriormente, um problema global de salude publica é a
aparicdo de micro-organismos resistentes aos antibiéticos, pois ela causa perda de
muitas vidas e gastos. O desenvolvimento de novos antibioticos que melhorem o
tratamento das doencas causadas por este tipo de micro-organismo € tema de
pesquisa relevante e urgente.

A maioria dos antibidticos presentes no mercado farmacéutico inibem o
crescimento das células microbianas na fase log, podendo deixar vidveis as células que
ainda estdo no estado de laténcia. Por isso, 0s novos antibiéticos deveriam também
atingir este tipo de células.

Os AMPs provenientes de fontes naturais, como secrecdes de animais, e dos
hidrolisados de inUmeras proteinas tém essa capacidade. De fato, sabe-se que a
hidrolise de proteinas ndo antimicrobianas, como as proteinas do leite, a hemoglobina e
as proteinas do musculo sdo fontes naturais de AMPs quando hidrolisadas in vivo ou in
vitro. Sendo o0 veneno de serpente peruana uma fonte natural de proteinas
antimicrobianas, é l6gico pensar que elas devam conter em suas sequéncias porcoes
gue possam ser AMPs.

A PLA:2 de B. pictus teve sua sequéncia de aminoacidos elucidada e depositada
no Genbank (GenBank NCBI: AAF91498), mas ndo foi estudada depois. Neste
trabalho, portanto, foram desenhados quatro peptideos provenientes de sua sequéncia

aminoacidica. Depois de observar a alta similaridade entre as suas sequéncias de
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aminoacidos com as sequéncias de aminoacidos de AMPs armazenados na base de
dados PDB3, eles foram sintetizados, purificados e, ap0s caracteriza¢cdo quimica, foram
ensaiados frente a micro-organismos. SO0 o peptideo PLA2-1, inibiu o crescimento de
bactérias Gram-negativas e de linhagens de Candida envolvidas em candidiase.
Portanto, este é o primeiro trabalho que descreve um AMP localizado na sequéncia de
residuos de aminoacidos da PLA2 proveniente do veneno de uma serpente de origem
peruana.

A estrutura do PLA2-1 (Figura 9) sugere anfipaticidade e similaridade com a
estrutura da porcao a que ele correspondente no modelo estrutural obtido da proteina-
enzima, o que também pode sugerir que essa pode ser a estrutura mais estavel para o
peptideo. Porém, ndo houve tempo habil para comprova-la experimentalmente. Muitos
AMPs apresentam estrutura a-hélice, mas AMPs de estrutura randémica como o Hb
98-114 (BELMONTE et al., 2012), leucrocina | (PATA et al., 2011), também foram
descritos. A observacédo de atividade do PLA2-1 amidado frente a linhagens de Candida
e bactérias Gram-negativas esta de acordo com a dos AMPs aos quais ele foi alinhado
e mostrou alta similaridade de sequéncia, tamanho, presenca de Lys e Arg (que
outorgam a carga liquida positiva +4 em pH > 5 necesséria para a interacdo com 0s
componentes lipidicos (que possuem carga negativa) da membrana celular, também
exibida por outros AMPs como o Hb33-61a (carga liquida +4) (MACHADO et al., 2007)
e a cheferina | (carga liquida +8) (REMUZGO et al., 2014) que vimos estudando, e
presenca de Trp, que também esta na sequéncia de outros AMPs como a tritrpticina
(YANG et al., 2002) e indolicidina (MATTILA et al., 2008). Este residuo de aminoacido

contribuiu para a anfipaticidade da molécula, facilitando a interagcdo com a bicamada
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lipidica das paredes e membrana plasmatica, ademais, observando a localizacdo do
Trp na sequéncia de residuos de aminoacidos do PLA2-1.

Esta descrito que a atividade antimicrobiana das PLAz esta mais relacionada as
PLA:2 basicas , mas nesse trabalho a PLA2 usada como proteina modelo foi a acida de
B. pictus. AMPs correspondentes a fragmentos das PLA2 basica no veneno de serpente
do género Bothrops foram descritos por: (i) Paramo e colaboradores (1998)
descreveram o peptideo miotoxina Il (115-129) (KKYRYYLKPLCKK), com carga liquida
+7 a pH>5 e atividade frente a bactérias Gram-negativas, cuja sequéncia de
aminoéacidos se localiza na regido C-terminal de uma PLA2 basica miotoxica isolada do
veneno de B. asper (PARAMO et al., 1998a); (i) Costa e colaboradores (2008),
isolaram PLA2s béasicas miotoxicas do veneno de B. brazili, descrevendo os peptideos
localizados na regido C-terminal das PLA2: pepMTX-l: SRKYMAYLRVLCKK!?® e
pepMTX-II: 115 KKYRYHLKPLCKK!?® com cargas liquidas +6 e +8, respectivamente, em
pH > 5 e atividade frente a E. coli e C. albicans. O PLA2-1 (*KIAKRSGVWFY?!) esta
localizado na porcdo N-terminal da PLAz &cida de B. pictus (COSTA et al., 2008).

Em resumo, este resultado positivo também da suporte a outros estudos que
mostram que sequéncias curtas peptidicas provenientes da hidrélise de proteinas in
Vivo ou em in vitro ou mesmo da analise de suas estruturas primarias e comparagao
com AMPs ja conhecidos podem gerar novos AMPs ou peptideos com outras funcdes

bildégicas importantes.
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5.2 Atividades antimicrobianas dos venenos das serpentes peruanas B. barnetti e
B. oligolepis

Tal resultado estimulou tentativas de isolamento de proteinas com atividade
antimicrobiana presentes em outros venenos de serpentes peruanas pouco ou nhao
estudados para usar estratégia similar no desenvolvimento de novos AMPs. Assim,
foram escolhidos os venenos de B. barnetti, B. taeniatta e B. oligolepis, que sé tinham
sido caracterizados em suas atividades enzimaticas e toxicidade. Pela primeira vez, a
atividade antimicrobiana dos venenos B. barnetti e de B. oligolepis foi observada, sendo
0 segundo o mais potente e de espectro de acdo mais amplo.

Dada a importancia clinica de S. aureus, causador de varios tipos de infeccdes e
morte da populacdo em nivel global, este micro-organismo foi escolhido para monitorar
o fracionamento do B. oligolepis. Também pela primeira vez foram obtidas fracGes
contendo proteinas capazes de inibir o crescimento de S. aureus. Cada fracdo continha:
uma metalo-peptidase, uma serino-peptidase ou uma lectina tipo C identificadas depois
da tripsinizacdo do material presente no gel de acrilamida, sequenciamento dos
peptideos obtidos e alinhamento dos mesmos com sequéncias proteicas conhecidas de
venenos do mesmo género e familia.

A P1 continha uma proteina de 59,2 kDa identificada como uma metalo-
peptidase. A fracdo F2-I continha proteina de mesma massa molar e outra de 72,8 kDa
também identificada como metalo-peptidase. Essas enzimas poderiam pertencer ao
grupo das metalo-peptidases tipo Il segundo a classificacdo de Fox e colaboradores
(FOX; SERRANO, 2008). A zimografia feita confirmou que a proteina na fracdo F2-I

tinha atividade proteolitica. Estes resultados concordam com o conhecimento de que
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este tipo de enzima € abundante nos venenos de serpentes, especialmente na fase
adulta (CALVETE, 2010) e o veneno de B. oligolepis veio de um espécimen adulto. Até
a atualidade, s6 Samy e colaboradores (2008) descreveram uma metalo-peptidase de
23,1 kDa isolada do veneno de Agkistrodon halys que apresenta atividade frente ao
crescimento de bactérias Gram-negativas e positivas, entre elas o S. aureus (SAMY et
al., 2008). Portanto, este seria 0 segundo trabalho que descreveria um novo tipo de
metalo-peptidase com agéo antimicrobiana neste tipo de veneno.

A fracdo (F4-1l) continha uma serino-peptidase de 27 kDa, massa molar similar
aos de outras serino-peptidases isoladas de diversos venenos de serpentes (SAGUCHI
et al., 2005; VALERIANO-ZAPANA et al., 2012). A zimografia feita, mostrou atividade
gelatinolitica evidenciando atividade proteolitica. Até agora nenhuma serino-peptidase
com atividade antimicrobiana isolada do veneno de serpente foi descrita. Portanto, este
seria outra observacao inédita deste trabalho de Tese.

A fracédo (F8-Il) continha uma lectina tipo C (14-18 kDa em condi¢des redutoras)
de massas molares similares as de lectina jerdonuxina isolada do veneno de
Trimeresurus jerdonii, cuja massa molar em condi¢cdes redutoras € de 14-18 kDa
(CHEN et al., 2011). A nossa lectina foi inativa no teste de hemaglutinagdo, mas no
teste de coagulacéo ela se mostrou ativa, evidenciando que ela pertence a um tipo de
lectina denominada de lectina CTLD (com dominio semelhante a lectina tipo C). De fato,
em venenos de serpentes podem existir dois tipos de lectinas: lectina tipo C e lectina
CTLD (CLEMETSON 2005). A lectina CTLD pode gerar coagulacdo, mas o outro tipo de
lectina tipo C que s6 gera aglutinacdo também pode ter atividade antimicrobiana, como

a crotacetina isolada do veneno de Crotalus durissus que se mostrou ativa frente ao
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crescimento bacteriano (RADIS-BAPTISTA et al., 2005). Portanto, também seria a
primeira vez que se descreve uma lectina CTLD com envolvimento na inibicdo de

crescimento de S. aureus.

5.3 Desenvolvimento de novos AMPs derivados das metalo-peptidase, serino-

peptidase e lectina tipo C isoladas do veneno de B. oligolepis

Uma vez que estas proteinas foram identificadas e tendo as sequéncias
aminoacidicas dos seus fragmentos tripticos listados na Tabela 19, foi feita a
localizac&o deles em sequéncias aminoacidicas de proteinas correlatas as identificadas
e todas as outras analises ja descritas no item acima 5.1. A partir dos resultados e do
conhecimento dos requisitos estruturais para a expressdo de atividade de AMP ja
citados acima, foi desenhado um peptideo derivado de cada proteina identificada para
sintese, purificacdo, caracterizacdo quimica e ensaio antimicrobiano. Todos eram
amidados, continham pelo menos um residuo de Arg ou Lys e dois residuos de
aminoéacidos hidrofébicos. Entretanto, um deles continha dois Glu e teria carga liquida
neutra em pH<5. Como esperado, o Bo-Serl nédo foi ativo frente aos micro-organismos
testados, mas o0 peptideo Bo-Metl (proveniente da metalo-peptidase) inibiu o
crescimento de linhagens de Candida relacionadas a candidiase, especialmente a C.
parapsilosis. A localizacdo deles em modelos 3D de proteinas correlatas as proteinas
identificadas revelou que boa parte do fragmento correspondente a Bo-Metl
apresentava estrutura secundaria a-hélice e aqueles correspondentes aos Bo-Serl e
Bo-Lecl apresentavam estrutura randdmica. A predicdo tedrica de estrutura de Bo-
Metl, entretanto, ndo revela tendéncia de formacédo de a-hélice, e sim estrutura

randémica, mas nota-se que as cadeias laterais dos aminoacidos com carga positiva e
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hidrofébicos estdo dispostas em faces opostas, o que também foi observado para o
novo AMP proveniente da PLA2 do veneno de B. pictus. Para comprovar se tais
consideracOes estruturais sdo, de fato, viaveis e suficientes para explicar a acéo
antimicrobiana observada, assim como a auséncia dela nas condi¢Ges de teste para os
trés peptideos desenhados, sera necessaria uma analise estrutural detalhada
empregando dicroismo circular (CD) e RMN em condi¢cdes que mimetizem o ambiente
membranar.

Se comparados entre si o PLA2-1 (KIAKRSGVWF-NH2) e o Bo-Met 1
(LGKIRTKIY-NH2) ativos apresentam as seguintes caracteristicas comuns: (i) atividade
antifingica e nenhuma acao em bactéricas até 100 umol.L-1; (ii) carga liquida +4 em pH
< 5; (iii) dez ou nove residuos de aminoacidos, sendo trés basicos carregados e 3-5
hidrofébicos, além dos polares ndo carregados Gly e Ser ou Tyr e/ouThr, sugerindo que
falta nos outros potenciais AMPs desenhados que ndo apresentaram atividade um ou
mais dos ultimos trés requisitos citados.

E interessante mencionar que o Bo-Metl esta localizado em regido central,
porém mais proxima da N-terminal, da metalo-peptidase Vap2 do veneno de Crotalus
atrox e importante ressaltar que, também pela primeira vez, um novo AMP foi

desenvolvido a partir de uma metalo-peptidase proveniente do veneno de B. oligolepis

peruana.
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6. CONCLUSOES

Os resultados do trabalho aqui descrito nos permitem concluir que os objetivos
citados se mostraram possiveis de ser atingidos, pois:
1. Pela primeira vez foi proposto um modelo 3D para a PLA2 do veneno da serpente
peruana de B. pictus, que tinha apenas a sua sequéncia aminoacidica conhecida;
2. Este é o primeiro trabalho que a utiliza como uma fonte natural para o desenvolvimento
de novos AMPSs; o peptideo PLA2-1 inibiu o crescimento de bactérias Gram-negativas e de
linhagens de Candida de interesse clinico.
3. Pela primeira vez foi verificada a atividade antimicrobiana dos venenos das serpentes
peruanas B. barnetti e B. oligolepis, sendo que o primeiro inibiu o crescimento de S. aureus
(Gram+) e o segundo os do S. aureus e M. luteus (Gram+), E. coli, P. aeruginosa e S.
choleraesuis (Gram-).
4. O fracionamento do veneno selecionado para estudo, o de B. oligolepis, e ensaios de
inibicdo do crescimento de S. aureus das fracbes geradas possibilitaram o isolamento de
duas metalo-peptidases do tipo Ill, de duas serino-peptidases e de uma lectina do tipo CTL.
5. Este seria o primeiro relato de serino-peptidases como componentes majoritarios de
fragcdo com atividade antimicrobiana proveniente do veneno de uma serpente peruana.
6. Pela primeira vez, uma metalo-peptidase do veneno da serpente peruana B. oligolepis foi
usada como fonte natural para o desenvolvimento de novos AMPs; o peptideo Bo-Metl
inibiu o crescimento de linhagens de Candida, especialmente C. parapsilosis.
7. Os dois novos AMPs apresentam caracteristicas comuns que devem ser melhor
investigadas, assim como 0s seus comportamentos conformacionais em solucdo e seus
mecanismos de acdo. Em outras palavras, esse trabalho abriu uma nova frente de pesquisa

para 0 nosso grupo e laboratério que devera ser continuada.
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Abstract We explored here the synthesis of copper
nanoparticles (CuNPs) by thermal decomposition of
copper(Il) acetate in diphenyl ether in the presence of
different capping ligands. To look for any specific role
in thermal decomposition, we performed reactions in the
presence of oleic acid, oleylamine, and 1,2-octanediol,
or in the presence of different combinations of these
capping ligands, or in the absence of them. The CuNPs
obtained in the presence of oleic acid and oleylamine (in
the presence or absence of 1,2-octanediol) were stabi-
lized as Cu(0) NPs, and the “naked” NPs prepared in
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solvent only easily oxidized to CuO. Therefore, both
oleic acid and oleylamine can act as capping ligands to
prepare air-stable Cu(0) NPs. The 1,2-alkyldiol is not
necessary for metal reduction during the synthesis, but
its presence improves size and morphology control. The
presence of capping ligands significantly reduced the
bactericidal activity exhibited by the Cu NPs against the
gram-negative bacteria Escherichia coli.

Keywords Copper - Nanoparticles - Thermal
decomposition - Oleic acid - Oleylamine - Composite
nanoparticle - Bactericidal effect

Introduction

Particles size and shape are physical attributes that
directly influence the physical and chemical properties
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