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“Devo ensinar-lhe no que consiste o conhecimento?
Quando souber algo reconhecer aquilo que sabe, e,
Quando nao souber, reconhecer que nao sabe.
Isso é conhecimento.”

Conflcio
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Resumo

A crotoxina (Ctx) € o principal componente toxico da peconha da cascavel
sulamericana Crotalus durissus terrificus. E um heterodimero composto por duas
subunidades: CB, uma PLA; toxica, e CA, que ndo apresenta atividade enziméatica
nem neurotoxica. No plasma da cascavel esta presente uma proteina, denominada
CNF, para fator neutralizante de C. d. terrificus capaz de inibir a atividade enzimatica
e letal do veneno homoélogo. A acéo inibidora de CNF se deve a substituicdo de CA
no complexo Ctx (CACB) formando um novo complexo estavel CB/CNF. No presente
estudo, uam nova metodologia para purificacdo de CNF foi desenvolvida. CNF esta
presente no plasma da serpente como uma mistura das formas glicosilada e
deglicosilada. Foi demonstrado que a glicosilacdo ndo € necessaria para sua
atividade inibidora de PLA,. A interferéncia de CNF na ligacdo do complexo Ctx
marcado radioativamente, formado por CA e uma isoforma de CB, CA-'*ICB,, a
sinaptossomas ceérebro corticais de rato foi avaliada em diferentes condicdes. A
competicdo por Ctx e CA ndao marcados foi feita em paralelo. CNF foi capaz de inibir
a ligacédo da toxina aos sinptossomas em todas as condi¢des testadas, incluindo o
deslocamento de Ctx apds a sua ligagdo a membrana sinaptossomal. O modelo de
interacdo entre Ctx, o receptor e CNF, previamente proposto, foi aprimorado. Os
segmentos de peptideos lineares, provavelmente envolvidos na interacdo entre as
proteinas nos complexos de CA ou CNF com duas isoformas de CB (CB; e CB))
foram determinados pela técnica se sintese multipla de peptideos lineares. Esses
segmentos foram identificados em um modelo tridimensional, proposto para as

isoformas de CB, como possiveis sitios de interacéo linear.



ABSTRACT

Crotoxi (Ctx) is the main toxic component of the venom of Crotalus durissus terrificus,
the South American rattlesnake. Ctx is a heterodimer of CB, a neurotoxic
phospholipase A, (PLA;) and CA, which is devoid of any enzymatic or neurotoxic
activity. The blood plasma of C. d. terrificus contains an endogenous inhibitor,
named CNF for Crotalus neutralizing factor that is able to inhibit both lethal and
enzymatic activities of the homologous venom. The biological action of CNF is due to
the replacement of CA in Ctx complex (CACB) and formation of a new stable
complex CNFCB. In the present work, a novel methodology for purification of active
CNF from the crude snake plasma was developed. CNF in nature exists as a mixture
of a glycosylated and a deglycosylated forms and the carbohydrate moiety was
shown to be unnecessary for its inhibitory activity. The interference of CNF on the
binding of radio iodinated Ctx, composed of CA and a single isoform of (CB CA-
125CB,), to rat brain synaptosomes was evaluated under different conditions.
Competition by unlabeled Ctx and CA was run in parallel. CNF was able to inhibit
the binding of Ctx to synaptosomes under all condition tested, including displacing
the toxin already bound to its membrane target. A model of interaction between Ctx,
target receptor and CNF, previously proposed, was updated. The linear peptide
segments probably involved in the interaction between the proteins in the complexes
of CA or CNF with two main isoforms of CB (CB; and CB;,) were mapped by spot
multiple peptide syntesis. These segments were identified in a three-dimensional

model proposed for the CB isoforms as possible linear interaction sites.
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1. Introducéao

1.1 Crotalus durissus terrificus

Crotalus durissus terrrificus € uma serpente da familia Viperidae, subfamilia
Crotalinae, género Crotalus, popularmente conhecida por cascavel, cascavel-quatro-
ventas, boicininga, maracamboia, maraca, dentre outras denominag¢des. A principal
caracteristica do género € a presenca de um chocalho ou guizo na ponta da cauda
que emite ruido caracteristico, denunciando a sua presenca. O corpo apresenta um
colorido de fundo castanho-claro, sobre o qual se destaca uma fileira de manchas
dorsais losangulares, marrons, mais ou menos escuras, marginadas de branco ou
amarelo (Figura 1) (CARDOSO et al., 2003; CAMPBEL e LAMAR, 1989).

No Brasil, o género Crotalus esta representado por uma Unica espécie,
Crotalus durissus, com cinco subespécies: Crotalus durissus terrificus, Crotalus
durissus cascavella, Crotalus durissus collilineatus, Crotalus durissus ruruima e
Crotalus durissus marajoensis. As serpentes desse género sdo encontradas em
regibes aridas e semi-aridas do Nordeste, &reas abertas do Sul, Sudeste e Norte,
raramente presentes na faixa litoranea, em florestas ou no Pantanal. A distribuicdo
geografica da subespécie Crotalus durissus terrificus se estende pelo oeste do pais,
até algumas areas abertas de Mato Grosso, Rondbénia, Amazonas e Para

(CARDOSO et al., 2003; Brasil, 1999).
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Figura 1- Foto da serpente Crotalus durissus terrificus, popularmente conhecida

como cascavel.
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O maior numero de acidentes ofidicos notificados no Brasil, se deve a picadas
por serpentes do género Bothrops (cerca de 70%), seguido daqueles causados por
Crotalus durissus, cujo percentual varia de 6 a 30% com a regido. No entanto, o
género Crotalus € responsavel pelo maior indice de letalidade devido a ofidismo no
Brasil, alcancando indices em torno de 1,5% (Brasil, 1999). Segundo dados da
Secretaria de Estado da Saude de Minas Gerais, foram notificados no estado, de
2001 a 2003, 1373 acidentes ofidicos causados por serpentes do género Crotalus.
Destes, chegaram a 06bito, 4 vitimas em 2001 e 3 em 2002.

Os sintomas e sinais apresentados pelos pacientes picados por Crotalus
durissus sd@o conseqientes as atividades neurotOxica, miotoxica e coagulante do
veneno, e em especial, da crotoxina, o seu principal componente (CARDOSO et al.,
2003). As manifestacdes locais do acidente crotalico sdo pouco expressivas; as
marcas das presas podem ser encontradas com edema e eritema discretos ou sem
qualquer alteragdo local. A dor, se presente, € de pequena intensidade (CARDOSO
et al., 2003). Os pacientes apresentam sintomas gerais como mal-estar, prostracéo,
nauseas e sonoléncia. A principal manifestacdo do envenenamento por Crotalus,
que inclusive, permite o diagndstico clinico, é a “facies miasténica”. Esse quadro
tipico apresenta ptose palpebral e flacidez da musculatura da face. Dores
musculares generalizadas, de aparecimento precoce e mais intenso nos casos mais
graves, sao manifestacfes clinicas decorrentes da atividade miotoxica do veneno.
S&o0 observados também escurecimento da urina, devida a excre¢do de mioglobina,
e alteracfes no tempo de coagulacdo sangiinea. Podem ainda ocorrer, insuficiéncia
respiratdria aguda ou paralisias respiratorias parciais e paralisias de grupos

musculares (CARDOSO et al., 2003; SILVEIRA e NISHIOKA, 1992).
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A principal terapéutica disponivel e eficaz no combate aos efeitos desastrosos

e até mesmo letais, ocasionados pela inoculacdo de peconhas através da picada de

serpentes, € a administracdo do soro antiofidico especifico (CUPO et al.,1991).

o

tratamento fundamental consiste na aplicacdo do soro antiveneno, por via venosa,

em dose adequada, 0 quanto antes possivel.

O soro anticrotélico € obtido através da purificacdo de imunoglobulinas do
plasma de animais (geralmente equinos), hiperimunizados com pool de veneno
extraido de serpentes da espécie Crotalus durissus. Os soros hiperimunes podem
conter moléculas de imunoglobulinas inteira ou sua fracado F(ab) ou F(ab’),. Por
serem heterdlogos, a aplicacdo dos soros antiofidicos em humanos, pode
desencadear reacdes indesejadas. Dependendo do caso, os efeitos colaterais
podem ser graves, causando inclusive choque anafilatico. A utilizacdo de partes
da molécula de imunoglobulina tem por objetivo diminuir os efeitos colaterais
causados pelo soro (CHIPPAUX e GOYFFON, 1998; CARDOSO et al., 2003). No
Brasil, os soros utilizados nos tratamentos de acidentes ofidicos sdo compostos
pela fracdo F(ab’),. Sdo produzidos por trés Laboratdios Oficiais, a Fundacao
Ezequiel Dias (FUNED), o Instituto Butantan (IB) e o Instituto Vital Brazil, e

distribuidos gratuitamente pelo Ministério da Saude para todo o territrio nacional.
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1.2 Crotoxina

A peconha de C. d. terrificus, tem como principal componente toxico a
crotoxina (Ctx), que se destacou por ser a primeira toxina de serpente a ser
cristalizada (HABERMANN e BREITHAUPT, 1978), e é uma das toxinas de
serpentes mais estudadas. Trata-se de uma [-neurotoxina composta por duas
subunidades, uma basica (CB) e outra acida (CA), com razao molar de 1:1. Apesar
de estas subunidades estarem unidas apenas por forcas eletrostéticas, sao
necessérias condi¢cdes drasticas para sua separacdo, como pH acido (em torno de
4) ou uréia 6M (RUBSAMEN et al., 1971, HENDON e FRAEKEL-CONRAT 1971,
BREITHAUPT, 1976a).

A subunidade basica, CB, possui cadeia polipeptidica Unica composta por 122
residuos de aminoacidos com massa molecular de 14,2 kDa (HENDON e FRAEKEL-
CONRAT, 1971; AIRD et al., 1986; CHEN et al., 2004). CB é uma fosfolipase A,
(PLA,, EC 3.1.1.4) que catalisa a hidrélise da ligagdo acil éster na posicdo sn-2 de
1,2-diacil-sn-fosfoglicerideos, de forma dependente de ions calcio (RADVANY!I et al.,
1989). Além da atividade enzimatica possui também atividade neurotoxica
(RUBSAMEN et al., 1971).

CA é constituida por 3 cadeias polipeptidicas A, B e C com 40, 35 e 14
residuos de aminoacidos respectivamente, ligadas por 7 pontes de dissulfeto
(BREITHAUPT et al., 1974, AIRD et al., 1985, AIRD et al., 1990). CA, isoladamente,
ndo apresenta atividade enziméatica nem neurotdxica. Apesar da inatividade
intrinseca, e auséncia de agdo farmacoldgica, tem um papel relevante na acao
neurotoxica da crotoxina (RUBSAMEN et al., 1971, BREITHAUPT, 1976b). CA,

qguando complexada a CB, é capaz de diminuir a atividade enzimatica in vitro de CB
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isolado. No entanto, a atividade neurotdxica intravenosa em camundongos, do
complexo CACB foi cerca de 12 vezes maior do que aquela apresentada por CB
isolado (RUBSAMEN et al., 1971, BREITHAUPT, 1976b).

Se aplicado sozinho, CB liga-se a membranas de eritrocitos ou membranas
ricas em receptores de uma maneira linear ndo saturavel, indicando que ele é
absorvido por um grande numero de sitios ndo especificos de baixa afinidade. Na
presenca de um excesso do componente A no entanto, essa ligacdo ndo saturavel &
prejudicada e o componente B, agora, liga-se apenas a um numero limitado de sitios
de alta afinidade. Portanto, CA evita a ligacdo de CB a “sitios de baixa afinidade”.
Por isso lhe foi atribuido um papel de chaperonina, uma vez que direciona CB para
sitios de maior afinidade. Tal acdo explicaria o aumento da neurotoxicidade do
complexo em relacdo ao componente B isoladamente (HABERMANN e
BREITHAUPT, 1978; JENG et al., 1978; BON e JENG,1979). Em estudos da ligacéao
da crotoxina a 6rgéo elétrico de Torpedo marmorata, Délot e Bon (1993), sugeriram
que a associacdo de CA com CB é capaz de tornar CB de uma fosfolipase (com
afinidade por fosfolipedes de membrana) em uma neurotoxina (com afinidade por
um receptor nas membranas neuronais). Essa acdo poderia ser devida ao fato de
CA mascarar o dominio responsavel pela ligacdo de baixa afinidade ou por modificar
a conformagédo no sitio toxico. CB isolado da Ctx € capaz de abolir a ligacdo de alta
afinidade de '*IAtx (amoditoxina, isolada de Vipera ammodytes ammodytes) a
membrana pré-sinaptica de Torpedo marmorata, em contraste com CB associado a
CA (KRIZAJ et al., 1997). Portanto, foi proposto que CA nao se comporta
simplesmente como uma chaperonina para CB, diminuindo a sua absor¢céo né&o
especifica, mas também confere uma especificidade de ligacdo distinta a crotoxina

(KRIZAJ et al., 1997).
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Quando da ligacdo da crotoxina aos seus alvos, o complexo CA/CB é
desfeito, CB liga-se a membrana e CA é liberado em solucdo. Ha dois modelos
propostos para explicar o mecanismo molecular envolvido na ligacdo de CB a
membrana: o da dissociacdo e do complexo ternario. No primeiro, CA e CB
dissociam-se antes da ligacdo de CB a seu sitio na membrana. Ja o0 modelo do
complexo ternario transiente, considera que a crotoxina liga-se a membrana antes
da dissociacdo de CA (BON et al., 1979, DELOT e BON, 1993, KRIZAJ et al, 1996).
Seja qual for o modelo, uma questéo é clara, a reversibilidade da ligacdo CA/CB é
de grande importancia para a acdo neurotoxica da crotoxina, pois a conversao de
um complexo dissociavel para um nao dissociavel abole completamente a sua
neurotoxicidade (HENDON e TU, 1979, LENNON et al., 1990).

Na peconha de C. d. terrificus a Ctx esta presente como uma mistura de
isoformas que, juntas, representam de 50 a 80% do total de proteinas (FAURE e
BON, 1987). Faure e Bon (1988) purificaram de uma Unica serpente, duas isoformas
de CA e quatro isoformas de CB. Dentre as isoformas analisadas observou-se que
estas apresentavam de um a sete residuos de aminodcidos diferentes. Varias
isoformas de crotoxina foram formadas pela combinacdo, ao acaso, das diferentes
isoformas de CA e CB. A comparacgdo quantitativa das propriedades enziméticas e
farmacoldgicas dos complexos de Ctx reconstituidos indicou que houve uma
diferenca, quanto a esses parametros, que foi independente de CA. Portanto, as
atividades enziméatica e farmacoldgica da Ctx séo influenciadas pela isoforma de CB
no complexo. Mais tarde demonstrou-se que a multiplicidade e a diversidade das
isoformas de Ctx resultam, no caso de CA, de modificacdes pds-traducionais que
ocorrem em um precursor e, no caso de CB, da expressao de diferentes RNAs

mensageiros (FAURE et al., 1994)
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A crotoxina, como outras [(-neurotoxinas (taipoxina, notexina, [3-
bungarotoxina) age principalmente a nivel pré-sinaptico na juncdo neuromuscular
bloqgueando a liberagdo de acetilcolina (Figura 2). A acdo das neurotoxinas é
geralmente trifasica; ha uma supressao inicial da transmisséo, seguida por uma fase
de aumento que evolui para uma terceira fase de declinio e completa auséncia da
transmissdo neuromuscular (HARRIS, 1985, citado por KINI e EVANS 1989).
Experimentos em eletroplaca de Electrophorus electricus (poraqué, peixe elétrico da
bacia amazbnica) e microsacos de Torpedo marmorata (peixe elétrico)
demonstraram que a crotoxina possui também uma acao pdés-sinaptica (BON et al.,

1979).
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Figura 2 - Representacdo esquematica de uma juncédo neuromuscular.
A figura ilustra, resumidamente, a acdo de PLA2 de neurotoxinas pré-sinapticas de
serpentes, inibindo a liberacéo de acetilcolina na fenda sinaptica.

(Fonte: “Clinical Toxinology web site”).
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Ja em 1966, Vital Brazil havia demonstrado que a crotoxina provavelmente
interage com receptores de acetilcolina e também com outros sitios na membrana
da fibra muscular, levando ao bloqueio da transmissdo neuromuscular. A acao pré-
sinaptica € responsavel pelo efeito paralisante no sistema respiratorio, que é o
principal mecanismo de toxicidade do veneno de C. d. terrificus. A crotoxina possui
atividade hemolitica e miotoxica e também é responsavel por causar nefrotoxicidade
aguda em rins isolados de ratos (BREITHAUPT, 1976b; MONTEIRO et al., 2001;
SALVINI et al., 2001). Essas a¢des explicam, portanto, os sintomas do
envenenamento pelo acidente crotalico descritos anteriormente.

Apesar das varias décadas de estudo das fosfolipases A, neurotoxicas e de
serem reconhecidas por se ligarem a receptores de membranas neuronais e néo
neuronais, o mecanismo molecular de acdo destas toxinas ainda nao esta
completamente esclarecido (BON, 2000; MONTECUCCO e ROSSETTO, 2000;
KRIZAJ e GUBENSEK, 2000). Ao longo dos anos, tém sido propostos alguns
modelos de mecanismo de ac¢ao havendo, inclusive, divergéncia entre eles.

Em 1989, Kini e Evans propuseram um modelo hipotético para explicar os
efeitos farmacoldgicos especificos, tais como neurotoxicidade pré-sinaptica,
miotoxicidade, cardiotoxicidade e anticoagulante, exibidos pelas PLA; de venenos.
Esse modelo de interagdo proteina-proteina considera que, para iniciar um ataque
especifico, o veneno apds entrar no sangue, permanece na circulacdo até alcancar
um 6rgdo ou tecido particular, pelo qual possui afinidade. Isto implica em um sitio
especifico como requisito primario, cuja presenca distingue uma célula alvo de outra
nao alvo. Os sitios alvo sédo reconhecidos por um sitio farmacoldgico especifico na
superficie da enzima, que sdo complementares um ao outro na distribuicdo da

densidade de carga, hidrofobicidade e conformacédo, tendo uma ligacdo de alta
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afinidade. Apds a ligacdo especifica, a PLA, pode hidrolisar os fosfolipides vizinhos,
0 que pode ou ndo ser necessario para a inducdo dos efeitos farmacologicos.
Portanto, este modelo propde que as moléculas alvo s&do proteinas (ou
glicoproteinas) localizadas na superficie das células alvo, porém consideram que os
dominios lipidicos em torno da molécula alvo tenham um papel significativo.

SIMPSON et al (1993), consideram que, diferente da maioria das toxinas
potentes que sdo enzimas, as neurotoxinas PLA, ndo sdo endocitadas para exercer
0s seus efeitos. Estas toxinas se ligam, portanto, a superficie celular e ocorre um
rearranjo, que da entdo acesso ao substrato na membrana. E é neste sitio que as
toxinas provocam o bloqueio da transmissdo neuromuscular.

O modelo proposto por Montecucco e Rossetto (2000) considera que haja a
endocitose das [3-neurotoxinas. Os autores sugerem que o complexo receptor-toxina
pode reagir na zona ativa pré-sinaptica, onde ocorre a fusdo de pequenas vesiculas
sinapticas (SSVs - “small synaptic vesicles”). Dessa forma as toxinas podem entrar
no limem das vesiculas durante a liberagdo do seu conteudo de neurotransmissores
e se tornarem internalizadas. Apos a fusédo da vesicula pelo fechamento das bordas,
a toxina residira dentro do limem do SSV, que é rico em fons Ca’+, necessarios
para manutencdo da atividade fosfolipasica. Acidos graxos e lisofosfolipides ser&o
gerados como produtos da hidrolise dos fosfolipides da membrana do Ilimem. Este
modelo explicaria o fato de que a lavagem da neurotoxina, ou a adicdo de anticorpos
antitoxina especificos ou fons inibitérios (Sr**), sdo eficazes na prevencdo da
paralisia, causada pelo envenenamento, quando feitos rapidamente apds o contato
da toxina. De fato, quanto mais tempo a juncdo neuromuscular é exposta a toxina,
espera-se que mais toxina seja internalizada, tornando-se portanto, inacessivel aos

anticorpos, Sr** e protegida de lavagens (MONTECUCCO e ROSSETTO, 2000).
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O modelo proposto por KRIZAJ e GUBENSEK (2000), leva em consideracao
o fato de haver uma heterogeneidade de ligacdo das B-neurotoxinas, porém, com
efeitos patofisiologicos semelhantes. Neste modelo, as -neurotoxinas, tém acesso
as terminacOes nervosas atraves de diferentes sistemas, como por exemplo, por
endocitose mediada via receptor, endocitose clatrina dependente ou endocitose
clatrina independente. Uma vez na célula nervosa, as B-neurotoxinas prejudicam a
funcdo das vesiculas sinpticas pela hidrélise dos fosfolipides na porcédo interna da
bicamada vesicular. Devido a mesma etapa final na acdo das [B-neurotoxinas, a
hidrolise de fosfolipedes teria, como consequéncia, os efeitos semelhantes de
envenenamento das [3-neurotoxinas.

Tem sido considerada, também, a hip6tese da participacdo dos produtos da
fosfolipase na atividade farmacoldgica da crotoxina. Os acidos graxos liberados dos
fosfolipides de membrana pelas fosfolipases sdo moléculas importantes de
sinalizacdo celular, podendo agir com moduladores ou segundo mensageiros. A
acao da crotoxina sobre preparacdes sinaptossomais gera palmitato e aracdonato.
Uma vez que o palmitato tem papel nos processos de acilacdo de proteinas e o
aracdonato participa de eventos de transducao de sinal, esses mecanismos podem
estar relacionados com as ac¢des neurotoxicas da crotoxina (KATTAH et al., 2002).

Uma questao importante que certamente auxilia na elucidagdo do mecanismo
de acgdo das B-neurotoxinas, é a identificacdo das moléculas envolvidas na interacao
das mesmas com o sitio alvo. Varias proteinas foram descritas como ligadoras de
fosfolipases secretdrias (para revisdo ver LAMBEAU e LAZDUNSKI, 1999;
VALENTIN e LAMBEAU, 2000). No caso da crotoxina, através de cromatografia de

afinidade com a mesma imobilizada, foram purificadas proteinas de fracbes de
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membranas sinapticas de cobaio e cérebro de suinos. De cobaio foram purificados
polipeptideos de 87, 65 e 50 kDa e dois polipeptideos de 50 e 18 kDa de cérebro de
suinos. Os peptideos de 65 e 18 kDa foram considerados componentes de proteinas
ligadoras de crotoxina até entdo nao identificadas (HSEU et al.,, 1997).
Posteriormente, a seqUéncia da proteina de 50Kda, denominada CBP-50, foi
elucidada através de sequenciamento de cDNA isolado de uma biblioteca de cérebro
de rato. Essa proteina possui 315 residuos de aminoacidos, com sequéncia sinal de
19 residuos e uma massa molecular calculada de 34.861 Da. Contém 6 dominios
potenciais de ligacdo a Ca®*, um sitio de glicosilagdo e uma grande quantidade de
aminoacidos acidos. Foi observada uma homologia com proteinas ligadoras de
calcio, e por isso foi proposto a substituicdio do nome de CBP-50 por Crocalbina,
para proteina ligadora de calcio e crotoxina. Crocalbina apresenta homologia de
sequéncia em torno de 40% com TCBP-49, uma proteina ligadora de calcio isolada
de rato que se liga a taipoxina, uma PLA; neurotdxica relacionada a crotoxina. Foi
demonstrado que TCBP-49 estd presente em estruturas vesicular e reticular
presumivelmente dentro do lumem. Tem sido sugerida a ligacdo da taipoxina a
TCBP-49, apos ser internalizada no sistema de membranas por endocitose seguida
da ligagcédo da toxina em receptores de membrana. A crocalbina pode comportar-se
de modo semelhante apds a crotoxina ser internalizada. Corrobora com essa
hipétese o fato de a maioria das proteinas homdélogas a crocalbina estarem
distribuidas nos sistemas de endomembranas, e tem sido sugerido que tenham
algum papel na sintese de proteinas, modificacdo, transporte intracelular ou
regulacdo dependente de célcio (HSEU et al., 1997 e 1999).

Usando a mesma abordagem de purificagcdo, ou seja, cromatografia de

afinidade em coluna com crotoxina imobilizada, foi purificada de membranas pré-
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singpticas de o6rgdo elétrico de Torpedo, uma proteina de 48 kDa. Essa foi
denominda CAPT, Proteina Aceptora de Crotoxina em Torpedo. CAPT apresentou
massa molecular semelhante a crocalbina; no entanto anticorpos anticrocalbina, ndo

a reconheceram (KRIZAJ et al., 1996; FAURE et al., 2003).
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1.3 Inibidores naturais de fosfolipases de serpente s

Relatos a respeito da resisténcia natural de certos animais a venenos de
serpentes, inclusive resisténcia de serpentes ao proprio veneno, foram descritos
pela primeira vez ainda no século XVIII. Varios mecanismos foram propostos para
justificar tal resisténcia como: 1) resultado de tolerancia dos tecidos, 2) presenca de
anticorpos herdados ou adquiridos pela imunizacdo no campo, ou 3) pela presenca
de antitoxinas humorais no sangue do animal (para revisdo ver DOMONT, PERALES
e MOUSSATCHE, 1991).

Atualmente, a resisténcia natural a venenos de serpentes ¢é
comprovadamente atribuida a dois mecanismos diferentes. No primeiro, uma
mutacdo no gene que codifica o receptor da toxina leva a uma insensibilidade em
relacdo & mesma, como ocorre, por exemplo, no mangusto (Herpestes ichneumon).
O outro mecanismo de resisténcia se deve a presenca de inibidores solaveis de
toxinas no plasma dos animais. Ambos 0s mecanismos podem ocorrer
simultaneamente em um mesmo animal, como € o caso da Naja naja atra. Essa
serpente possui um receptor de acetilcolina insensivel a cobratoxina e 0 seu soro
contém uma proteina antineurotoxica CSA (para revisdo ver DOMONT, PERALES e
MOUSSATCHE, 1991; FAURE, 2000; FORTES-DIAS, 2002)

No caso da resisténcia devido a presenca de proteinas soluveis no plasma
foram encontrados fatores com acdo antihemorragica, antimiotéxica e
antineurotéxica em diferentes animais (para revisdo ver THWIN e
GOPALAKRISHNAKONE, 1998). Os inibidores de fosfolipases A, toxicas, muitas
das quais exibem uma ampla variedade de efeitos, incluindo neurotoxicidade, danos

no tecido muscular e inflamacédo, foram isolados de serpentes venenosas, nao
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venenosas, mamiferos e também de extratos de plantas medicinais (para revisao ver
LIZANO et al., 2003).

As fosfolipases A, sdo classificadas em secretérias ou citoplasmaticas de
acordo com sua localizacdo. As fosfolipases secretdrias de venenos, por sua vez,
sdo subdivididas em 3 grupos; I, Il e Ill, de acordo com suas caracteristicas
estruturais especificas. As PLA, do grupo | sdo encontradas em serpentes das
familias Elapidae (cobras) e Hydrophidae (serpentes marinhas). No grupo I, estdo
as PLA, da peconha de serpentes da familia Viperidae (cascaveéis, "pit vipers" e
viperas do Velho Mundo). As PLA; desses dois grupos sao particularmente bem
conservadas quanto a sua estrutura primaria e terciaria, mas se distinguem pela
presenca ou auséncia de uma sequéncia propetidica chamada “volta pancreatica”,
uma extensao C-terminal, e um grupo especifico de ligacdes dissulfeto. As PLA; do
grupo Il foram primeiro identificadas no veneno de abelhas e depois de outros
invertebrados como agua-viva e escorpido. Contém 10 cisteinas e sdo compostas
por uma ou duas subunidades. S&o estruturalmente distintas das enzimas dos
grupos | e Il, mas apresentam uma homologia de seqiiéncia com as mesmas apenas
no “loop” de ligacdo ao Ca®" e regides do sitio ativo (GLASER et al., 1993;
VALENTIN e LAMBEAU, 2000).

De forma geral os inibidores de PLA; de serpentes (PLI) sédo glicoproteinas
oligoméricas com massa molecular que varia entre 75 a 180 kDa e foram
classificados, segundo a sua sequéncia de aminocidos em 3 grupos: PLla, PLIS,
PLly (OHKURA et al.,, 1997). Como pode ser observado na tabela 1, algumas
serpentes possuem simultaneamente inibidores de diferentes grupos. A. b. siniticus
possui inibidores das 3 classes (a, B e y), B. asper das classes a e (3, T. flavoviridis a
ey, e E. quadrivirgata B e y.
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Os inibidores de PLA, do tipo a caracterizam-se pela presenca de uma
sequéncia com o dominio de reconhecimento de carboidrato (CRD) de lectinas tipo
C, e foram purificadas do plasma de diferentes serpentes. O primeiro foi isolado de
Agkistrodon blomhoffii siniticus, possui massa molecular de 75 kDa com uma
estrutura trimérica composta por 166 residuos de aminodacidos por subunidade. Inibe
preferencialmente fosfolipases acidas do grupo Il (Ohkura et. al, 1993, Okumura et.
al, 1999). Inibidores da classe a foram também descritos nas serpentes
Trimeressurus flavoviridis, Bothrops moojeni, Bothrops asper, e Cerrophidion
godmani (Tabela 1). Como o inibidor de A. b. siniticus, eles atuam preferencialmente
em PLA; acidas do grupo Il do seu proprio veneno (para revisdo ver FAURE, 2000;
FORTES-DIAS, 2002; LIZANO et al., 2003).

A principal caracteristica dos inibidores de PLA, do grupo (3 é a presenca de
nove repeticdes ricas em leucina, seqiéncia que também esta presente em uma a2-
glicoproteina humana (LRG) de funcédo desconhecida. A primeira proteina descrita
deste grupo foi isolada do plasma de A. b. siniticus, como uma glicoproteina globular
acida de 160 kDa composta por 3 subunidades de mondémeros de aproximadamente
50 kDa. Neste caso, um trimero é capaz de formar um complexo estavel com 3
moléculas de PLA; basica, indicando uma estequiometria de 1:1 entre este PLIf e
PLA, (OHKURA et al.,, 1997; OKUMURA et al 1998). Outro representante desta
classe foi isolado da serpente ndo venenosa Elaphe quadrivirgata, e € composto por
duas subunidades, A e B que apresentam grande homologia entre si (OKUMURA et
al., 2002). Em sua revisédo LIZANO et al.. (2003), relataram o isolamento, ainda nao
publicado, de um PLI( purificado de B. asper. Esta proteina foi isolada usando o

mesmo esquema cromatografico descrito por Ohkura et al. (1997) e reage com
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anticorpos contra PLIB de A. b. siniticus. Os PLIB descritos até o0 momento inibiram
apenas fosfolipases do grupo Il (OHKURA et al. 1997, OKUMURA et al., 2002).

Os inibidores do tipo y comp&em o maior dentre os trés grupos. Até o
momento foram descritos em 16 espécies diferentes de serpentes (Tabela 1).
Possuem em comum uma estrutura altamente conservada de repeticbes de
cisteinas em sequUéncia, conhecida como motivos de trés dedos (“three-finger
motifs”). Esta caracteristica estrutural pode ser encontrada em proteinas com
diferentes funcbes biolégicas como as proteinas da super familia Ly-6, receptor
ativador de plasminogénio tipo urokinase (u-PAR) e Robo-1, esta Ultima expressa
em 0sso de ratos, e que pode estar envolvida em processos inflamatorios (para
revisdo ver FORTES-DIAS, 2002; LIZANO et al., 2003). Observou-se, no entanto,
que havia diferencas entre os membros desse grupo, o que levou LIZANO et al.
(2003) a propor uma subclassificacdo para os inibidores do tipo y. Esta classificacao
se baseou principalmente em analises bioquimicas e de sequéncia, bem como no
perfil de inibicdo de PLA; (Tabela 2). Os PLIys da subclasse | apresentam uma
composicao heteromérica de dois tipos de subunidades (conhecidas como o e 3 ou
A e B), com identidade entre as mesmas menor que 33%. Ja os inibidores da
subclasse Il possuem apenas uma subunidade.

A primeira explicagéo para a presenca de inibidores de toxinas nas serpentes
foi para a sua propria protecdo, no caso de um extravasamento de veneno das suas
glandulas veneniferas. No entanto, esses inibidores foram descritos, mais
recentemente, também em serpentes ndo venenosas como € o caso da Elaphe
quadrivirgata e Python reticulatus (OKUMURA et al., 1999 e 2002; THWIN et al., 2000), 0
gue sugere que eles possam ter outros papéis fisioldgicos importantes como, por

exemplo, na regulacdo da atividade local de PLA, (OKUMURA et al., 1999,).
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Tabela 1. Inibidores de PLA , isolados do plasma de serpentes

Classe Espécie identificada Nome Massa Molecular (kDa) |Referéncia
e estrutura oligomérica
a Agkistrodon blomhofii siniticus PLIa 75, homotrimero OHKURA et al., 1993
(CDR-like) Bothrops asper BaMIP 120, homopolimero | LIZANO et al., 1997
Bothrops moojeni BmjMIP homopolimero SOARES et al., 2003
Cerrophidion godmani CgMIP-II 120, homopolimero | LIZANO et al., 2000
Trimeresurus flavoviridis PLIA e PLIB 160, heteropolimero | KOGAK et al., 1989/INOUE et al., 1991
B Agkistrodon blomhofii siniticus PLIB 160, homotrimero OHKURA et al., 1997/OKUMURA et al., 1998
(rico em leucina) | Bothrops asper BaMIP( ? LIZANO et al., dados nao publicados
Elaphe quadrivirgata EqPLIB 150, heterotrimero OKUMURA et al., 2002
y Agkistrodon blomhofii siniticus PLIly 100, heteropolimero | OHKURA et al., 1997
(u-PAR-like) Bothrops asper BaMIPBCgM ? LIZANO et al., dados néo publicados
Cerrophidion godmani IP-I 110, homopolimero | LIZANO et al., 2000
Crotalus durissus terrificus CNF/CICS | 140-160, homopolimero | FORTES-DIAS et al, 1994/ PERALES et al.,
1995
Elaphe quadrivirgata EqPLIly 130, heteropolimero | OKUMURA et al., 1999
Lachesis muta muta LNF1,2 homoplimero FORTES-DIAS et al., 2003
Laticauda semifasciata LsPLly 100, heterotrimero OHKURA et al., 1999
Naja naja kaouthia PLI 90, heterotrimero OHKURA et al., 1994
Notechis ater NAI heteropolimero HAINS et al., 2000
Notechis ater serventyi NAslI heteropolimero HAINS e BROADY, 2000
Notechis scutatus NSI 110, heterotrimero HAINS e BROADY, 2000
Oxyuranos scutellatus osl heteropolimero HAINS e BROADY, 2000
Oxyuranos microlepidotus oMl heteropolimero HAINS e BROADY, 2000
Pseudonaja textilis PTI heteropolimero HAINS e BROADY, 2000
Python reticulatus PIP homopolimero THWIN et al., 2000
Trimeresurus flavoviridis PLI-I, Il polimero NOBUHISA et al., 1997
Sem classificacdo | Vipera palestinae ANF 56, ? OVADIA et al., 1977
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Tabela 2 - Subclassificacédo dos Inibidores de PLA, de serpentes da classe yem | e |l

Subclasse

Perfil de inibicdo

Estrutura oligomérica

Espécies

PLA, das classes I, Il e

Heteroméricas

(possuem subunidades

a[Ale B [B])

Naja Naja Kaouthia

Notechis ater

Notechis scutatus

Oxyuranus scutellatus

Elaphe quadrivirgata
Agkistrodon blomhoffii siniticus

Laticauda semifasciata

PLA, da classe Il

(preferencialmente)

Homoméricas

Bothrops asper
Cerrophidion godmani
Crotalus durissus terrificus
Trimeressurus flavoviridis

Python reticulatus

* Classificagao segundo LIZANO et al., 2003.
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1.4 Fator Neutralizante de C. d. terrificus - CNF

Em 1982, MIRANDA et al., estudaram a acao toxica do veneno de Crotalus
durissus terrificus sobre serpentes da mesma espécie e de Bothrops neuwiedii
diporus. O veneno de ambas as espécies foi extraido e injetado em exemplares das
serpentes citadas. Foi demonstrado que ambas as espécies apresentavam
tolerancia a quantidades de veneno de C. d. terrificus equivalentes a 5x10™ de seu
peso corporal. A poténcia antitoxica do soro de C. d. terrificus frente ao veneno
crotalico foi similar a do soro antiofidico monovalente obtido de cavalos hiperimunes.
Os soros de ambas as espécies de serpentes, em concentracdes adequadas, foram
capazes de proteger camundongos (Mus musculus), quando previamente incubados
com 4 DLsy do veneno de C. d. terrificus. A resisténcia ao veneno nao foi cruzada,
uma vez que espécimens de C. d. terrificus n&o resistiram a injecdo de quantidades
de veneno de B. neuwiedii perfeitamente toleradas pela espécie doadora. A
tolerancia observada foi explicada pela presenca no soro, das serpentes, de
componente(s) capaz(es) de inativar a crotoxina, presente na peconha de C. d.
terrificus. A auséncia de linhas de precipitacdo em ensaios de dupla difuséo do soro
frente ao veneno descartou a hipotese de que esses componentes fossem
imunoglobulinas. Entretanto, ficou sugerida a neutralizagdo da crotoxina pela
formacado de complexos inativos com componentes do soro.

A acao protetora do plasma de C. d. terrificus foi analisada, mais tarde, frente
a venenos de outras serpentes brasileiras das familias Viperidae e Elapidae.
FORTES-DIAS et al. (1990), demonstraram que o plasma de C. d. terrificus foi capaz
de neutralizar, muito eficientemente, o efeito letal em camundongos nédo s6 do

veneno de C. d. terrificus total, mas também da crotoxina isolada. Os camundongos
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foram injetados com 2 DLsy, de veneno, previamente incubadas ou ndo com o
plasma de C. d. terrificus. Observou-se uma neutralizagdo da atividade letal do
veneno de Bothrops alternatus, B. atrox, B. jararaca, B. jararacussu, B. moojeni, B.
neuwiedii e Lachesis muta muta, todas da familia Viperidae. No entanto o plasma de
C. d. terrificus néo foi capaz de neutralizar a atividade letal do veneno da serpente
Micrurus frontalis (familia Elapidae). Com o aumento da dose para 4 DLsg, ndo se
observou mais a protecédo contra os venenos de B. jararaca e B. neuwiedii. Esses
resultados demonstraram que o plasma de C. d. terrificus é capaz de neutralizar
parcial ou completamente, a toxicidade letal de todas as espécies de serpentes da
familia Viperidae testadas. O plasma de C. d. terrificus também foi capaz de inibir a
atividade fosfolipasica do veneno homologo in vitro, e essa atividade inibitéria foi
associada a fracdo aj-globulina plasmatica, através de eletroforese em Cellogel
(FORTES-DIAS et al., 1990).

O fator antitoxico presente no plasma de C. d. terrificus, foi purificado
posteriormente (FORTES-DIAS et al., 1991). Foram feitas 3 etapas cromatogréficas,
primeiro uma troca-anionica, seguida de uma troca-catibnica e uma cromatografia de
fase reversa. Todas as etapas foram acompanhadas por SDS-PAGE e ensaios de
atividade fosfolipasica in vitro. ApGs as duas primeiras etapas de purificacdo, onde
se obteve uma proteina com cerca de 95% de pureza, foi observado um aumento da
atividade antifosfolipasica em torno de 86 vezes, comparada ao plasma total. Nessa
etapa de purificacdo, a analise em SDS-PAGE apresentou uma banda principal em
torno de 23 kDa, acompanhada de uma banda menos expressiva, com massa
molecular em torno de 20 kDa e duas bandas contaminantes em torno de 50 kDa,
referentes a impurezas. Com a cromatografia de fase reversa, obteve-se uma banda

Gnica, com 100% de pureza, com massa molecular de aproximadamente 23 kDa. No
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entanto, o produto final ndo apresentou mais nenhuma atividade antifosfolipasica.
Na ocasido, a proteina purificada apresentou uma reacdo positiva com reagente de
Shiff, indicativo da sua natureza glicoproteica. A massa molecular da proteina
purificada foi calculada em 23,6 kDa a partir de SDS-PAGE e foi denominada CNF
(fator neutralizante de C. d. terrificus) (FORTES-DIAS et al., 1991).

Dando continuidade aos estudos de CNF, peptideos obtidos pela clivagem
com tripsina foram sequenciados quimicamente. A partir dessas sequéncias, foram
construidos oligonucleotideos usados como sonda no isolamento do cDNA
codificador para CNF de uma biblioteca de figados de C. d. terrificus. A seqiéncia
de aminoacidos de CNF foi deduzida a partir do cDNA e confirmada pelos peptideos.
Demonstrou-se que CNF é um polipeptideo de cadeia Unica, composto por 181
residuos de aminoacidos, com massa molecular calculada pela sequéncia de
aminoéacidos de 20,6 kDa, pl de 5,45 e contém 16 residuos de cisteina. Possui um
provavel sitio de ligacdo de carboidrato no residuo Asn™’. Em cromatografia de
filtracdo molecular e eletroforese em gel sob condigbes ndo desnaturantes, CNF
nativo exibiu uma massa molecular de 160+10 kDa, compativel com um oligbmero
de 6 a 8 subunidades (FORTES-DIAS et al., 1994).

O produto da interacdo de CNF com a crotoxina foi analisado em coluna de
gel filtracdo em sistema HPLC, seguida de fase reversa. Apos a integracdo dos
picos e o sequenciamento dos produtos, constatou-se que: 1) a amostra de
crotoxina usada no estudo era formada de CA e duas isoformas majoritarias de CB
(CB1 e CB3), com uma razdo molar de aproximadamente 1:1 de CA/CB, e uma
proporcao de CB; duas vezes maior em molaridade do que CB;; 2) CNF liga-se de
maneira saturavel a CB, formando um novo complexo, composto por uma molécula

de CB para uma subunidade de CNF; 3) das duas isoformas majoritarias de CB
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presentes no veneno analisado, CNF apresentou uma associacdo preferencial por
CB,. Demonstrou-se, portanto, que quando CNF é colocado em contato com a
crotoxina, ele se liga a CB, e que o complexo formado € composto por uma molécula
de CB para um mondémero de CNF. CB, separado de CA, € instavel e precipita em
solucdo. No entanto, quando CNF €& misturado ao precipitado, forma-se um
complexo soluvel que é estavel, sendo dissociado somente sob condi¢cdes
desnaturantes. Foi entdo proposto, o mecanismo de inibicdo da atividade
neurotoxica e fosfolipasica da crotoxina pelo fator presente no plasma da serpente.
Essa inibicdo se deve a substituicdo, no complexo Ctx, de CA por CNF, formando
um novo complexo estavel com CB. A reacdo de troca entre CA e CNF, formando
CNF-CB e liberando CA, se assemelha a interacédo da crotoxina com o receptor pré-
sinaptico na juncdo neuromuscular, sugerindo que possa haver semelhanca entre
CNF e o receptor da crotoxina (FORTES-DIAS et al., 1994).

Em 1995, outro grupo de pesquisadores purificou do soro de C. d. terrificus
uma proteina denominada CICS (inibidor de crotoxina do soro de crotalus)
(PERALES et al., 1995). Esta proteina apresentou caracteristicas muito semelhantes
a CNF e o mesmo mecanismo de acdo. A Unica diferenca significativa foi a descri¢cao
de que CICS seria formado por um oligdmero com duas subunidades nao
covalentemente associadas de 23 e 25 kDa. O sequenciamento dos 30 primeiros
residuos de aminoacidos das duas subunidades ndo apresentou diferenca entre si, e
quando comparados com a sequéncia de CNF, apresentou uma Unica diferenca no
residuo 27, onde se observou um residuo aspartil em CICS e um residuo cisteinil em
CNF. Apesar dessa diferenca, considera-se que CICS e CNF sejam denominacgdes

distintas para a mesma proteina.
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O primeiro inibidor de fosfolipase A, de serpente a ter sua seqUéncia de
aminoacidos elucidada foi o de Trimeresurus flavoviridis (INOUE et al., 1991). CNF
foi o segundo e nao apresentou homologia de seqiéncia primaria com o0
anteriormente descrito. Além disso, CNF foi o primeiro inibidor a ser clonado e se
tornou um importante ponto de referéncia para comparacdo entre a estrutura
primaria e espectro de atividade com os inibidores purificados desde entao.

Quanto ao espectro de inibicdo da atividade fosfolipasica, CNF foi capaz de
inibir, além da crotoxina, uma fosfolipase basica e 3 acidas purificadas do veneno de
Lachesis muta muta (FORTES-DIAS, et al., 1999), fosfolipases acidas do veneno de
Bothrops jararacussu (FORTES-DIAS, dados nao publicados) e PLA, de veneno de
abelha (Apis mellifera) (grupo Ill) (FORTES-DIAS, et al., 1994). Nenhum efeito
inibitorio significativo foi observado sobre a atividade enzimatica de PLA, secretoria
de pancreas suino (grupo 1) (FORTES-DIAS et al., 1994) e PLA; secretdria humana
(grupo IlIl) (FAURE et al.,, 2000). Também ndo inibiu a atividade da notexina
(Notechis scutatus), taipoxina (Oxyuranus scutelatus scutelatus) e B-bungarotoxina
(Bungarus multicinctus multicinctus), todas elas PLA, de veneno de serpentes da
familia Elapidae. No entanto, foi ativo na inibicdo da atividade fosfolipasica de
agkistrodotoxina  (Agkistrodon blomhoffii  brivicaudus), amoditoxina (Vipera
ammodytes ammodytes), CbICbll (Pseudocerastes fieldi) e Mojave toxina (Crotalus
scutulatus scutulatus), todas de serpentes da familia Viperidae (FAURE et. al, 2000).

Em 1997, quando Okhura et al. propuseram a classificacado dos inibidores de
PLA, de serpentes, descritos até entdo, em a, B e y, CNF foi classificado como
membro da classe y, juntamente como os inibidores de N. n. kaouthia e A. b.
siniticus. Apés a subclassificacdo dos inibidores da classe yem | e Il (LIZANO et al.,

2003), CNF e os inibidores de N. n. kaouthia, A. b. siniticus posicionaram-se em
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subclasses distintas (tabela 2). Considerando o amplo espectro de inibicdo
apresentado pelos membros da classe vy, foi sugerida uma provavel interacao de
PLIy com um elemento estrutural comum da molécula de PLA,, talvez a volta de

ligacdo de calcio, conservada em todas as classes de PLA; (INOUE et al., 1997).
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2. Justificativa

Os danos causados por acidentes ofidicos variam de acordo com fatores
relacionados a vitima, a serpente e ao tipo e quantidade de veneno injetado. As
consequéncias podem ser desde uma simples reacdo inflamatéria no local da
picada, passando pela amputacdo de membros e até mesmo chegar a letalidade. A
Unica terapéutica eficiente e disponivel para o tratamento das vitimas de acidentes
ofidicos sdo os soros hiperimunes especificos. A obtencdo destes envolve varias
etapas, desde a obtencdo dos antigenos (venenos) para a imunizacdo dos animais
até a purificacdo das imunoglobulinas. Apesar da sua eficacia comprovada por mais
de um século de utilizacdo, e dos avancos tecnoldgicos obtidos nos processos
produtivos, os soros hiperimunes podem causar efeitos colaterais, que nos casos
mais graves, pode chegar ao choque anafilatico.

A descricdo dos inibidores de toxinas naturalmente presentes no plasma das
serpentes venenosas abriu uma nova perspectiva quanto a possibilidade da sua
utilizacdo como antidoto para tratamento de acidentes ofidicos. Apesar de nos
ultimos anos ter aumentado o numero de inibidores descritos, o volume de
informacdes a respeito dos mecanismos moleculares de acéo, da sua interacdo com
as toxinas, estrutura, atividade farmacologica, toxicidade, etc, ainda é incipiente.

CNF é um inibidor que interage com a crotoxina, a qual durante décadas tem
despertado o interesse de varios grupos de pesquisa quanto a sua estrutura,
mecanismo de acdo e atividade enzimatica e neurotoxica. Embora muito se tenha
investigado, ainda ha questdes a serem respondidas. Uma vez que CNF tem sido
considerado um receptor soluvel da crotoxina, o estudo da interacdo de CNF/Ctx

pode fornecer informacdes relevantes que auxiliem no entendimento da interacdo da
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toxina com a membrana celular, mecanismo ainda por ser completamente
esclarecido.

CNF foi o primeiro inibidor do grupo y (o maior até o0 momento) a ser descrito.
Considerando a similaridade entre os inibidores desse grupo, o estudo de CNF
contribuira para o esclarecimento de questdes importantes da acdo dos inibidores de
PLA,. Além disso, CNF inibe além da crotoxina, PLA, presentes nas peconhas de
outras serpentes e nao se liga a PLA,; humana, o que corrobora para o seu potencial
de utilizac&o terapéutica.

Diante do exposto, o estudo de CNF e da sua interagdo com a crotoxina
contribui para o aumento do conhecimento na area da toxinologia no que se refere
as toxinas de serpentes e seus inbidores naturais. Além disso, CNF apresenta-se
como uma possibilidade para o desenvolvimento de terapias novas e alternativas
para casos de envenenamento por picadas de serpentes, quer seja em sua forma
nativa, ou como modelo molecular para o desenvolvimento de antidotos sintéticos ou

recombinantes.
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3. Objetivos

3.1 Objetivo Geral

Aprofundar o estudo de CNF quanto as suas caracteristicas estruturais,

funcionais e sua interacdo com a crotoxina.

3.2 Objetivos especificos

1. Desenvolver metodologia de purificacdo que permita a obtencdo de CNF com alto

grau de pureza e com manutencdo da sua atividade bioldgica.

2. Avaliar a importancia dos carboidratos presentes na molécula de CNF para a sua

atividade bioldgica.

3. Avaliar a acdo de CNF na interacdo da crotoxina com seu alvo biolégico em

membranas, utilizando sinaptossomas como modelo.

4. Mapear as possiveis regides lineares de interacdo intermolecular nos complexos

CA-CB (Ctx) e CNF-CB, através do método de sintese multipla de peptideos, “spot”,

e localiza-los na estrutura tridimensional de CB.

42



4. Metodologia

4.1 Obtencao da crotoxina e suas subunidades

A crotoxina foi obtida do veneno de Crotalus durissus terrificus por
cromatografia de gel filtracdo em Sephadex G-75 (Seki et al.,, 1980) e posterior
fracionamento de CA e isoformas de CB por cromatografia de fase reversa (Fortes-
Dias et al., 1994). Para isso, quinhentos microgramas de Ctx foram aplicados a uma
coluna Sephasil Peptide C18 5u 4.6/250 (Pharmacia Biotech). As fases modveis
foram TFA 0,1% em agua (A) e TFA 0,1% em acetonitrila (B). Fracbes de 0,5 mL
foram eluidas em um volume de 40 mL com um gradiente linear de 25 a 35% de B.
Separou-se a subunidade A das 3 isoformas de CB (CB;, CB, e CB3). Nos
experimentos foram usados tanto o complexo Ctx contendo misturas das isoformas
de CB, quanto formada pela combinacdo de CA e CB; apenas. CA usado foi uma

mistura de isoformas presente na preparacao.

4.2 Purificacdo de CNF

Para obtencdo do plasma de Crotalus durissus terrificus, a serpente,
previamente anestesiada em gelo seco, foi decaptada e seu sangue coletado sob
gravidade, individualmente, em béquer de 50 mL previamente heparinizado com

0,25 mL de liguemine diluidos 1:10 (500 U). O sangue foi deixado em repouso a
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temperatura ambiente por aproximadamente 4 horas. O plasma foi coletado e
centrifugado a 3.000 rpm, por 20 min a 4 °C . O plasma sobrenadante foi dialisado
contra agua, liofilizado e estocado a -20 °C.

CNF foi purificado do plasma da serpente Crotalus durissus terrificus em duas
etapas. Primeiro foi feito uma focalizacdo isoelétrica preparativa em ROTOFOR
Preparative IEF cell usando anfélitos com faixa de pH variando entre 3 e 10. Em
seguida o material obtido da focalizacao foi purificado em uma coluna de afinidade
com CB da crotoxina imobilizado. A coluna equilibrada com tamp&o Tris-HCI 0,1 M
pH 8,0, NaCl 0,5 M foi adicionado o CNF parcialmente purificado e a suspensao
incubada por inversdo por, no minimo, duas horas a 4°C. Eluiu-se com tampé&o
fosfato citrato pH 7,0, NaCl 0,5 M, recolhendo-se aliquotas de 1,5 mL até que a
leitura de absorbancia em comprimento de onda de 280 nm fosse zero. Em seguida
repetiu-se 0 mesmo procedimento porém variando-se o pH do tampéo fosfato citrato
de 6 a 2,85. Na eluicdo a pH 2,85 foram previamente adicionados 150 pL de Tris-

HCI 1 M pH 8,0 aos tubos onde foram coletadas as fragées contendo CNF.

4.3 Determinacao da atividade inibidora de PLA

A avaliacdo da acdo inibidora de CNF sobre a atividade fosfolipasica do
veneno de C. d. terrificus, foi feita através da medida da atividade fosfolipasica
residual sobre gema de ovo incorporada a agar (HABERMANN e HARDT, 1972),
com algumas alteragoes.

Bactoagar a 1,5% p/v foi fundido em PBS. Apos resfriamento em torno de

50°C foram adicionados, sob agitacdo, CaCl, para uma concentracdo final de
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100mM e 1% v/v de uma suspensdo de gema de ovo a 25% em PBS. Quinze mL
dessa suspensao foram solidificados em placas de Petri de 8 cm de diametro, a
temperatura ambiente. Foram feitos pequenos pocos no gel, nos quais foram
aplicados 14 uL das amostras a serem testadas. Tais amostras foram previamente
preparadas incubando-se CNF com diluigdes do veneno de C. d. terrificus a 37°C
durante 1 h. Em cada placa foi feito um controle positivo, onde se adicionou apenas
0 veneno crotélico previamente incubado com PBS nas mesmas condigfes. As
placas foram mantidas em camara Gmida a 37°C durante 20 h. O diametro do halo
transparente formado pela atividade fosfolipasica residual do veneno, foi medido

com paquimetro.

4.4 Teste da presenca de acucares ligados a CNF

CNF purificado foi submetido a tratamento com cinco diferentes enzimas
capazes de clivar ligagBes de carboidratos a proteinas, utilizando kit comercial de
deglicosilacdo (Deglycosylation Enhancement Kit - #170-6508 — BIO-RAD). O teste
de deglicosilagéo foi feito em condi¢cdes n&do desnaturantes e desnaturantes.

No primeiro caso, a 2,5ug de proteina em tampéo de reagdo (Na;HPO, 50
mM pH 7,5) foi adicionado 1pl de PNGase F (2,5U/ml) e incubou-se por 24 h a 37°C.
A cinco microtubos, foram adicionados 2,5ug de proteina em tampado de reacgéo
(Na,HPO,4 50mM pH 6,0) e cada um recebeu, separadamente, 1yl de uma das
seguintes enzimas: NANase Il (5U/ml), GALase Il (1,5U/ml), HEXase | (42U/ml) e O-

Glycosidase DS (1 U/ml). Incubou-se a 37 °C por 2 h.
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No teste de deglicosilagcdo em condi¢cdes desnaturantes, a 2,5ug glicoproteina
em tampédo de reacdo adicionou-se solugdo desnaturante para uma concentragéo
final de 0,1% de SDS e 50 mM de [(-Mercaptoetanol. Misturou-se gentilmente e
incubou-se a 100 °C por 5min, seguidos de 5min em banho de gelo. Adicionou-se
NP-40 (5% v/v), 1uL de PNGase F (2,5 U/mL) e incubou-se por 3 h a 37 °C. Para as
enzimas NANase Il, GALase lll, HEXase | e O-Glycosidase seguiu-se o0 mesmo
protocolo descrito para o teste com PNGase F em condi¢gGes desnaturantes, usando
o tampé&o de reacado Na,HPO, 50 mM pH 6,0 indicado para essas enzimas.

Todas as amostras foram analisadas em SDS-PAGE ap0s tratamento.

4.5 Teste de inibicdo da atividade fosfolipasica de CNF apos

deglicosilacéo

Para a deglicosilagéo, a 30 pg de CNF foram adicionadas 30 U da enzima
PNGaseF — New England Biolabs - (500.000 U/mL) em tampé&o fosfato de sédio 50
mM, pH 7,5, num volume final de reac&o de 50 pl e incubado a 37 °C por 24 h. Trinta
pHg de CNF, foram incubados com o mesmo tampéao e mesmas condi¢cdes descritas
anteriormente, porém sem a enzima. Das amostras de CNF, incubadas com ou sem
PNGAseF descritas anteriormente, foram tomados 27 ug (45 pl), aos quais foram
adicionados 20 pg de veneno crotalico (contidos em 5 pL).

Foram feitos os seguintes controles:
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- controle 1: 20 pug de veneno crotalico em tampao fosfato de sédio 50 mM, pH 7,5, e
27 ug de CNF (previamente incubada por 24horas a 37 °C em tampao fosfato de
sédio 50 mM, pH 7,5,)

- controle 2: 20 pg de veneno crotalico em tampéao fosfato de sédio 50 mM, pH 7,5

- controle 3: 20 ug de veneno crotalico em tampao fosfato de sédio 50 mM, pH 7,5, e
30 U da enzima PNGaseF.

As amostras foram incubadas a 37°C por 1 h e aplicadas nas placas de
bactoagar para medida da atividade de PLA; residual (item 4.3). Todos 0s pontos
foram feitos em duplicata. Ppara céalculo da porcentagem de inibicdo da atividade
fosfolipasica para CNF, deglicosilado ou na forma nativa, o controle 2 (contendo
apenas o veneno crotalico) foi tomado como referéncia (100% de atividade

fosfolipasica).

4.5 Experimentos de “Binding”

4.5.1 Preparo de sinaptossomas cérebro-corticaisd e rato

A preparacéo de sinaptossomas foi realizada segundo Dunkley et al., 1988.
Foram utilizados ratos Wistar fémeas do CEBIO (Centro de Bioterismo do ICB —
UFMG). ApOs decapitacdo, retirou-se imediatamente o cérebro e removeu-se o
cortex, que foi pesado e colocado em solucéo 1 (sacarose 0,32 M, EDTA 1 mM, DTT
0,25 mM, pH 7,4), para uma concentracdo final de 10% p/v. O tecido foi

homogeneizado em Potter-Elvejan (Thomas Scientific-Swedesboro, EUA) e
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centrifugado a 1.000 g durante 10 minutos (Sorvall 5 FB, DuPont Instruments). O
precipitado foi descartado e 2 mL do sobrenadante foram adicionados a tubos de
ensaio, sobre um gradiente de Percoll contendo 2 mL de solucdo a 23%, 15%, 10%
e 3% de Percoll, respectivamente, do fundo para o topo do tubo. As solucdes de
Percoll nas diferentes concentracfes foram preparadas na solugcéo 1. Centrifugou-se
a 32.500 g por 5 min.

A fracdo presente na interface do gradiente 23% - 15%, correspondente a
fracdo sinaptossomal, foi recolhida com uma pipeta Pasteur, e diluida 1:4 v/iv em
tampdao de incubacdo (HEPES 25 mM, glicose 10 mM, colina 140 mM, KCI 5,4 mM,
MgSO, 0,8 mM, CaCl, 1,8 mM, BSA 0,2%, pH 7,4). A mistura foi centrifugada a
15.000 g por 15 min, o sobrenadante foi descartado e o precipitado novamente
diluido 1:4 v/iv em tampao de incubacdo, homogeneizado com pistilo e centrifugado
como descrito acima. Este procedimento foi repetido quantas vezes foram
necessérias, até que todo o Percoll fosse retirado da amostra. O precipitado foi
ressuspendido em 2 mL de tampéo de incubacdo. Todo o procedimento descrito
acima foi feito a 4 °C.

A concentracdo de proteinas na preparacdo foi determinada pelo método

descrito por Lowry et al. (1951), usando soro albumina bovina como padréo.

4.5.2 Marcacdo de CB ,com '*I-Na

A iodacéo de CB, com Na'?| foi realizada usando cloramina T baseando-se
no trabalho de Degn et al. (1991). A 0,6 nanomoles de CB,, contidos em 10ul de

PBS, foram adicionados 10pl Na;HPO, 250 mM pH 7,4 e 1 mCi de Na'®I. A reac&o
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foi iniciada pela adicdo de 9 nM de cloramina T, preparada em Na,HPO, 50mM. A
mistura foi incubada por 45 seg a temperatura ambiente e em seguida diluida pela
adicdo de 0,3 uM de L-tirosina em 500 ul de PBS e 3uM K21 em 250 pl de
PBS/BSA (0,1%).

O complexo crotoxina (CA/CB) foi refeito pela adicdo a mistura de 10 pl de CA
(0,6 nanomoles), e incubacao por 15min a temperatura ambiente. Para a separacao
da toxina marcada, a mistura foi aplicada a uma coluna de filtracdo molecular,
Sephadex G-25 (0,8 X 18 cm), previamente equilibrada com PBS-BSA (0,1%), e
foram recolhidas fracées de 750 pL.

A radioatividade de cada fracdo foi determinada contando-se aliquotas de 3
uL em Contador Gama (Wallac, Uppsala, Sweden), durante 60 seg.

Para verificar o perfil de eluicdo do complexo CA/CB, na coluna de gel
filtracdo Sephadex G-25, fez-se uma purificacdo do complexo frio, anteriormente a
purificacdo do complexo marcado radioativamente. O complexo frio foi preparado
nas mesmas condicdes e propor¢cdes do marcado. Foram recolhidas fracées de 750

uL e medida a sua absorbancia em comprimento de onda de 280nm.

4.5.3 CondicOes gerais para os experimentos de “bi  nding”

Os experimentos de “binding” foram baseados no trabalho de Degn et al
(1991) como descrito abaixo. As modificacbes serdo destacadas.

Foram utilizados 30 pg de sinaptossoma (tecido) por ponto, contidos em 400
uL. Para determinar a ligacdo total, incubou-se CA-'*’ICB, e o tecido, e para a

ligacdo n&o especifica incubou-se CA-'?°ICB,, CA/CB; e o tecido. O volume final de
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cada reacéao foi 500 pl, o qual foi completado, sempre que necessario, com tampao
de incubacgdo. Os tubos foram mantidos a 37°C por 1 h sob agitacdo. Em seguida,
filtrou-se 400 pL (80% do volume) da mistura da reacao em filtro GFB (Millipore), que
foi imediatamente lavado por 2 vezes com 5 mL de tampé&o de lavagem (HEPES 5
mM, glicose 10 mM, colina 140 mM, KCI 5,4 mM, MgSO, 0,8 mM, CaCl, 1,8 mM
7,0% BSA pH 7,4). A contagem da radiacao foi feita em Contador Gama por 60 seg.
Todos os pontos foram feitos em triplicata.

A ligacdo nao especifica da toxina marcada ao filtro foi medida preparando-se
um tubo onde se incubou a toxina diluida em tamp&o de incubacdo (0 mesmo
tampdao usado para diluicdo do tecido, e das proteinas marcada e livre), nas mesmas
condi¢cbes do ensaio. A radioatividade dos filtros foi contada em Contador Gama por
60 s e este valor foi subtraido das amostras correspondentes.

Os dados de competicdo foram analisados a partir de uma curva dose-
resposta sigmoidal, de acordo com a equacao:

(Topo — Base)
Y = Base +

1+ 10 (X-Loglcso) x Inclinagdo de Hill

onde: Topo: valor de Y no platé da curva
Base:valor de Y na base da curva
ICs0: concentragdo do inibidor que compete pela metade da ligacdo especifica

Inclinagao de Hill: grau de cooperatividade

A analise dos dados foi feita usando o programa GraphPad Prism verséo 4. A

poténcia dos competidores foi expressa como ICsp.
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4.5.4 Teste de associacao

Para verificar a associacdo do complexo CA/CB, marcado ao sinaptossoma,
foram testadas 6 concentracdes diferentes de CA-'*ICB,: 10 M, 10"°M, 10°M, 5
x 10°M, 10°®M , 2,4 x 10®M . Para cada concentracéo de CA-'*ICB; (ligacéo total),
foi feito um ponto com CA/CB, ndo marcado 1000 vezes mais concentrado que o

complexo marcado (ligacdo néo especifica).

4.5.5 Cinética de Associacao

Avaliou-se a cinética de associacdo de CA-'*’ICB, ao sinaptossoma em
intervalos de tempo de incubacdo que variaram de 30 seg a 100 min. Nestes
experimentos foi utilizada uma concentracéo fixa de CA-**°ICB, de 10° M e de 10°

M de CA-CB..

4.5.6 Experimento de inibicdo da ligacdo de CA- '*ICB, por CA, CB ,

e CA/CB,

Para avaliar a interferéncia de CA, CB, e CA/CB; sobre a ligacdo de CA-

1251CB, foram feitos experimentos onde se trabalhou com uma concentracéo fixa de

51



CA-*ICB, de 10™° M variando a concentracdo de CA/CB,, CA ou CBy: 10 M, 10

M, 10°M, ,10°M, 5.10%M , 10'M, 5.107 M, 10° M.

4.5.7 Experimento de competicdo da ligacdo de CA-  *?°ICB, por CNF

Para verificar o efeito de CNF sobre a ligacdo de CA-'?°ICB, ao sinaptossoma
foram testados, preliminarmente, quatro condi¢cdes diferentes de incubacdo de CA-
1251CB,, CNF e o tecido:

1 - CA-**ICB,, CNF e tecido, incubacéo por 1 h a 37°C.

2 - incubac&o prévia de CA-'*ICB, e CNF por 1 h a 37°C, seguida da adicdo
do tecido e incubac&o por mais 1 h a 37°C.

3 - CA-'®°ICB, e tecido incubados por 1 h a 37°C, seguido da adicdo de CNF e
incubag&o por mais 1 h a 37°C.

4 - CNF e tecido incubados por 1 h a 37°C, seguido da adicdo CA-**°ICB, e
incubag&o por mais 1 h a 37°C.

Foi realizado um controle onde se fez a ligacéo total em que CA-'*ICB; foi
adicionado ao tecido e incubado por 1h a 37°C, e outro no qual CA-'*’ICB, e CA/CB;
foram adicionados ao tecido e incubados por 1 h a 37°C.

Em todas as condi¢cdes descritas acima se trabalhou com concentracdes

finais de 10° M de CA-**°ICB, , 10°M de CNF e 10" M de CA/CB,.
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4.5.8 Curva de competicdo de CA- '*ICB, por CNF

Foi feita uma curva de competicdo de CA-'?°ICB, por CNF em diferentes
concentracdes deste ultimo e em trés condi¢des diferentes de incubacéo.

Nestes experimentos os tubos nos quais todos 0os componentes da reacgao
foram adicionadas em uma s6 etapa, a saber CA-'*ICB,, CA/CB; e tecido; e CA-
125CcB,, CNF e tecido foram incubados a 37 °C por duas horas. O objetivo foi o de
padronizar o mesmo tempo de incubacédo para todos os pontos do experimento e
assim poder comparar esses pontos com as outras duas condi¢des cujo tempo total
de incubacéo foi de 2 h.

O esquema abaixo resume as condicdes testadas:

- CA-'*°ICB, + tecido — incubar por 2 h a 37°C (ligacao total)

- CA-'®ICB, + CA-CB, + tecido — incubar por 2 h a 37°C

- CA-**°ICB, + CNF + tecido — incubar por 2 h a 37°C

- CA-'®ICB, + CNF - incubar por 1 h a 37°C - + tecido — incubar por 1 h a 37 °C
- CA-**®ICB, tecido — incubar por 1 ha37°C - + CNF - incubar por 1 ha 37 °C

Os experimentos foram feitos em triplicata, usando-se uma concentracgéao fixa
de CA-'®ICB; de 10° M, e as seguintes concentracdes de CNF e de CA-CB, : 10

M, 10 M, 10°M, 10°M, 108 M, 5.108M , 107" M,10° M.
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4.5.9 Cinética de dissociacéo

Para verificar se CNF é capaz de deslocar CA-'?°ICB, ap6s sua ligacéo ao
sinaptossoma, foram feitos experimentos nos quais se incubou CA-'?°|CB, e tecido
por 45 min a 37°C e em seguida adicionou-se CNF, incubando-se novamente a 37
°C. Aliquotas foram retiradas em intervalos de tempo que variaram de 0 a 240 min
apos a adicdo de CNF para a leitura de radioatividade. A concentracdo final usada
de CA-'*ICB; foi de 10° M, e de CNF foi de 10° M. Cada ponto do experimento foi

feito em triplicata.

4.5.10 Experimentos de saturacdo da ligacao

A ligacdo especifica no equilibrio foi avaliada variando-se a concentracdo de
CA-'*ICB, de 10 M a 10° M, na presenca de um excesso de 1000 vezes de CA-
CB; ou CNF e 1pug de sinaptossoma. A constante de dissociacao no equilibrio (Kq)
foi determinada apds andlise dos dados da hipérbole retangular usando regresséo

nao linear.

4.6 Analise da interacdo entre CA /CB e CNF/CB pel a técnica de

sintese multipla de peptideos lineares
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4.6.2 Sintese de peptideos

Para mapear as regides lineares envolvidas nas interacdes entre CB/CA e
CBI/CNF, foi utilizado o método de sintese multipla de peptideos (SPOT).

Foram sintetizados 179 peptideos em membrana de celulose. Cada um dos
quais continha 12 residuos de aminoéacidos, superpostos em 11 residuos, cobrindo
0s 122 aminoacidos da sequéncia de duas isoformas da fosfolipase A, da crotoxina,
CB; e CB,, na sua forma madura (sem a sequéncia sinal). A Fig. 3 mostra as
estruturas primarias de CB; e CB; e a tabela 3 os peptideos sintetizados. A sintese
multipla foi realizada em sintetizador automatico de peptideos (Abimed Spot
Synthesis—ASP222, Langenfeld, Alemanha), conforme metodologia descrita por
Molina (1996), no laboratorio do Dr. Claude Granier (CNRS, Faculdade de Farmacia

de Montpellier, Franca).
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1 10 20 30 40 50

CB1 HLLQFNKM KFETRKNAI PFYAFYGCYCOANGGRGRPKDATDRCCFVHDCC

CB2 SLLQFNKM KFETRKNAVPFYAFYGCYCONGGQGERPKDAT DRCCFVHDCC

60 70 80 90 100

CB1 YGKLAKCNTKWDI YPYSLKSGYl TCGKGT'WCEEQ CECDRVAAECLRRSL

CB2 YGKLAKCNTKWDI YRYSLKSGYl TCEKGT'WCKEQ CECDRVAAECLRRSL

110 120
CB1 STYKYGYMFYPDSRCRGPSETC

CB2 STYKNEYM-YPDSRCREPSETC

Figura. 3 - Estrutura priméaria de CB; e CB,. A numeracao adotada foi a sugerida por
Renetseder et al., 1995. Em negrito estdo destacados os residuos substituidos nas

duas isoformas.
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Tabela 3- Relagdo dos peptideos sintetizados em membrana (técnica SPOT). Os peptideos contendo
substituicBes e os aminoacidos substituidos, nas duas isoformas, estdo em negrito.

Peptideo
1

© 0 NO O wWwN

a oo oo o0 a b DDA DSEDDDEDOOWWWWWWWWWNDNDNDDNDNDNDDNDNDNNMNNDNRERPRRRPRPRRERERERLPRLPRE
OO0 A WNPEFP OO WNOOOOPNWNREPOOWMNOOOGPNMWNEREOOOWNOUG™AWDNEREOOOWNOOOG™MWDNDLERELO

CBz
SLLQFNKM KFE
LLQFNKM KFET
LQFNKM KFETR
QFNKM KFETRK
FNKM KFETRKN
NKM KFETRKNA
KM KFETRKNAV
M KFETRKNAVP
| KFETRKNAVPF
KFETRKNAVPFY
FETRKNAVPFYA
ETRKNAVPFYAF
TRKNAVPFYAFY
RKNAVPFYAFYG
KNAVPFYAFYGC
NAVPFYAFYGCY
AVPFYAFYGCYC
VPEYAFYGCYCG
PFYAFYGCYCGY
FYAFYGCYCOAG
YAFYGCYCGWGE
AFYGCYCONGGG
FYGCYCOMECE
YGCYCGWEECGR
GCYCOWEECGRP
CYCGAGECGRPK
YCGWEGQGRPKD
CGWEECGRPKDA
GWGCECGRPKDAT
WGCCGRPKDATD
GCQGRPKDATDR
GCGRPKDATDRC
CGRPKDATDRCC
GRPKDATDRCCF
RPKDATDRCCFV
PKDATDRCCFVH
KDATDRCCFVHD
DATDRCCFVHDC
ATDRCCFVHDCC
TDRCCFVHDOCY
DRCCFVHDCCYG
ROCFVHDCCYGK
CCFVHDOCYGKL
CFVHDCCYGKLA
FVHDCCYGKLAK
VHDCCYGKLAKC
HDCCYGKLAKCN
DOCYGKLAKCNT
CCYGKLAKCNTK
CYGKLAKCNTKW
YGKLAKCNTKVD
GKLAKCNTKVDI
KLAKCNTKVDI Y
LAKCNTKWDI YR
AKCNTKWDI YRY
KCNTKVDI YRYS

CB1

HLLQFNKM KFE
LLQFNKM KFET
LQFNKM KFETR
QFNKM KFETRK
FNKM KFETRKN
NKM KFETRKNA
KM KFETRKNA
M KFETRKNAI P
| KFETRKNAI PF
KFETRKNAI PFY
FETRKNAI PFYA
ETRKNAI PFYAF
TRKNAI PFYAFY
RKNAI PFYAFYC
KNAI PFYAFYGC
NAI PFYAFYGCY
Al PFYAFYGCYC
| PFYAFYGCYCC
PFYAFYGCYCGV
FYAFYGCYCGAC
YAFYGCYCOWEC
AFYGCYCGAGCR
FYGCYCGWECRG
YGCYCGAGGRGR
GCYCGANGCRGRP
CYCGNGGRGRPK
YCGWGECRGRPKD
CGWGCRGRPKDA
GWECRGRPKDAT
WGCGRGRPKDATD
GCRGRPKDATDR
CRGRPKDATDRC
RGRPKDATDRCC
GRPKDATDRCCF
RPKDATDRCCFV
PKDATDRCCFVH
KDATDRCCFVHD
DATDRCCFVHDC
ATDRCCFVHDCC
TDRCCFVHDCCY
DRCCFVHDCCYC
RCCFVHDCCY&K
CCFVHDCCYGKL
CFVHDCCYGKLA
FVHDCCYGKLAK
VHDCCYGKLAKC
HDCCYGKLAKCN
DCCYGKLAKCNT
CCYGKLAKCNTK
CYGKLAKCNTKW
YGKLAKCNTKWD
GKLAKCNTKWDI
KLAKCNTKWDI Y
LAKCNTKWDI YP
AKCNTKWDI YPY
KCNTKWDI YPYS

Peptideo
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
91
92
93
94
95
96
97
98
99
100
101
102
103
104
105
106
107
108
109
110
111
112

CBz
CNTKWDI YRYSL
NTKWDI YRYSLK
TKWDI YRYSLKS
KWDI YRYSLKSG
VDI YRYSLKSCGY
Dl YRYSLKSGYI
| YRYSLKSGYI T
YRYSLKSGYI TC
RYSLKSGY! TCG
YSLKSGY! TCGK
SLKSGYI TCGKE
LKSGYI TCGKGT
KSGYI TOGKGTW
SGYI TCGKGTWC
GYl TCGKGTWCK
YI TCGKGTWCKE
| TOGKGTWCKEG
TCGKGTWCKEQ
CGKGTWCKEQ C
GKGTWCKEQ CE
KGTWCKEQ CEC
GTWCKEQ CECD
TWCKEQ CECDR
WCKEQ CECDRV
CKEQ CECDRVA
KEQ CECDRVAA
EQ CECDRVAAE
Q CECDRVAAEC
| CECDRVAAECL
CECDRVAAECLR
ECDRVAAECLRR
CDRVAAECLRRS
DRVAAECLRRSL
RVAAECLRRSLS
VAAECLRRSLST
AAECLRRSLSTY
AECLRRSLSTYK
ECLRRSLSTYKN
CLRRSLSTYKNE
LRRSLSTYKNEY
RRSLSTYKNEYM
RSLSTYKNEYMF
SLSTYKNEYMFY
LSTYKNEYMFYP
STYKNEYMFYPD
TYKNEYMFYPDS
YKNEYMFYPDSR
KNEYMFYPDSRC
NEYMFYPDSRCR
EYMFYPDSRCRE

YMFYPDSRCREP
MFYPDSRCREPS
FYPDSRCREPSE
YPDSRCREPSET
PDSRCREPSETC

CB1
CNTKWDI YPYSL
NTKWDI YPYSLK
TKWDI YPYSLKS
KWDI YPYSLKSG
VDI YPYSLKSGY
Dl YPYSLKSGYI
| YPYSLKSGYI T
YPYSLKSGYI TC
PYSLKSGY! TCG
YSLKSGY! TCGK
SLKSGYI TCGKE
LKSGYI TCGKGT
KSGYI TOGKGTW
SGYI TCGKGTWC
GYl TCGKGTWCE
YI TOGKGTWCEE
| TOGKGTWCEEG
TCGKGTWCEEQ
CGKGTWCEEQ C
GKGTWCEEQ CE
KGTWCEEQ CEC
GTWCEEQ CECD
TWCEEQ CECDR
WCEEQ CECDRV
CEEQ CECDRVA
EEQ CECDRVAA
EQ CECDRVAAE
Q CECDRVAAEC
| CECDRVAAECL
CECDRVAAECLR
ECDRVAAECLRR
CDRVAAECLRRS
DRVAAECLRRSL
RVAAECLRRSLS
VAAECLRRSLST
AAECLRRSLSTY
AECLRRSLSTYK
ECLRRSLSTYKY
CLRRSLSTYKYG
LRRSLSTYKYGY
RRSLSTYKYGYN
RSLSTYKYGYMF
SLSTYKYGYMFY
LSTYKYGYMFYP
STYKYGYMFYPD
TYKYGYMFYPDS
YKYGYMFYPDSR
KYGYMFYPDSRC
YGYMFYPDSRCR
GYMFYPDSRCRG
EYMFYPDSRCRG
YMFYPDSRCRGP
MFYPDSRCRGPS
FYPDSRCRGPSE
YPDSRCRGPSET
PDSRCRGPSETC
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4.6.2 Conjugacao de CA ou CNF a Fosfatase Alcalina

A preparacdo dos conjugados CA-Fosfatase Alcalina (CA-FA) e CNF-
Fosfatase Alcalina (CNF-FA), foi baseada no protocolo de conjugacdo de anticorpos
descrita por Harlow e Lane (1988).

Dois (2) mg de CA ou de CNF e 1 mg de fosfatase alcalina (SIGMA - P-3833)
foram ressuspendidos em 1 mL de PBS. A mistura foram adicionados 10 pL de uma
solucdo 1% de glutaraldeido grau EM 50% (SIGMA), e mantida sob agitacdo por 5
min. Apdés incubacgédo por 3h a temperatura ambiente, protegida da luz, adicionou-se
20 pL de etanolamina pH 7 a mistura. Incubou-se por 2 h a temperatura ambiente.
Dializou-se contra PBS a 4 °C por 12 h. Apds centrifugagdo a 14.000 rpm por 5 min
sob refrigeracéo, coletou-se o sobrenadante contendo o conjugado e neste foram
adicionados glicerol 50%, 1 mM de ZnCL,, 1 mM de MgCl, e 0,02% azida de sodio.
O conjugado foi estocado a 4 °C. A ligagdo da fosfatase alcalina @ CA ou CNF foi

confirmada através de ELISA.

4.6.3 ELISA para teste dos conjugados

Placas de 96 pocos foram sensibilizadas com 10 pg/mL CB (mistura de
isoformas) e incubadas a 37°C por 4h .

As placas foram bloqueadas com solucdo de caseina 2% em PBS por 1 h a
37 °C. Adicionou-se 10 pg/mL de CA-FA, CNF-FA ou FA em T-PBS (PBS com
0,05% de Tween 20) e incubou-se a 37 °C por 1 h. A cada poco foram adicionados

20ul de substrato (5 mg de paranitrofenilfosfato (pnPP) em 5 mL de Tris-HCI 1 M pH
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9,8 contendo MgCl, 0,3 mM). Apdés desenvolvimento da cor, a reacdo foi
interrompida com 10 pL de EDTA 0,1 M e a leitura foi realizada em leitor de ELISA

Labsystems Multiskan MS (Uniscience do Brasil) em comprimento de onda de 405

nm.

4.6.4 Ensaio de ligacdo de CA ou CNF aos peptideos lineares de

CB

A membrana contendo os peptideos imobilizados foi lavada por 3 vezes de 10
minutos com TBS (NaCl 137 mM, KCI 2,7 mM, Tris-HCI 50 mM ph 7,0), e em
seguida incubada com tampéao de saturacdo (TBS contendo 0,1% de Tween 20, 2%
de glicerol, 2% de soro fetal bovino, 2% de caseina, 2% de polivinil-polipirrolidona)
contendo 5% de sacarose, sob agitacdo a temperatura ambiente por cerca de 12 h.
Apos 3 lavagens de 10 min a temperatura ambiente com T-TBS (TBS contendo
0,05% de Tween 20) a membrana foi incubada com o conjugado (CA-FA ou CNF-
FA) em tamp&o de saturacdo por 90 min a 37 °C sob agita¢do. Em seguida lavou-se
por 3 vezes de 10 min com T-TBS, e novamente por 3 vezes de 10 min com CBS
(NaCl 137 mM, KCI 2,7 mM, acido citrico monohidratado 10 mM, pH 7,0).

A ligacdo dos conjugados CA-FA ou CNF-FA a membrana foi revelada pela
adicdo do substrato BCIP-MTT em CBS, seguida de incubacdo sob agitacdo a
temperatura ambiente num intervalo de 1 a 30 min, até o aparecimento de um
precipitado azul. A reacdo foi interrompida lavando-se a membrana com agua

ultrapura. A membrana foi digitalizada para analise posterior.
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A regeneracdo da membrana foi feita lavando-se com DMF
(dimetilformamida) por 3 vezes de 10 min a temperatura ambiente, seguida por 3
lavagens durante 2 min com agua ultrapura. Foram feitas mais 3 lavagens de 10 min
a temperatura ambiente com os seguintes reagentes, nesta ordem: Reagente A (8 M
uréia, SDS 10%) contendo 0,1% de [B-mercaptoetanol, reagente B (etanol 50%,
acido acético 10%) e metanol.

Foram feitos experimentos com 3 concentracdes dos conjugados (CA-FA e
CNF-FA): 1, 5 e 10 pg/mL. A intensidade dos pontos, chamada de sinal (S), foi
determinada através do software NIH-Image (Molina et al., 1996) em uma escala de
valores arbitrarios. A intensidade relativa foi calculada tomando o ponto de maior
coloracdo como 100%, em cada experimento. Dos valores de intensidade relativa
obtidos, foi feita a média de todos os valores menores que 10%. Essa média,
chamada ruido (R), foi usada para dividir todos os valores de intensidade real, dando
origem a razao sinal/ruido (S/R). Os resultados foram analisados através de graficos
da razdo de S/R em funcdo do numero do peptideo. Valores de corte de 4, 5 ou 10
S/R foram usados, dependendo do experimento.

Para identificacdo dos agrupamentos de peptideos reativos, consideraram-se
as seguéncias de aminoacidos que apresentaram reatividade em pelo menos 3
spots em sequéncia na membrana e que tenham sido observadas em todos os
experimentos feitos nas diferentes concentracdes do ligante (CA ou CNF). Dentro de
cada agrupamento reativo foram identificadas as sequéncias minimas de peptideos
reativas (SMPR). Tais sequéncias representam os residuos de aminoacidos que
estdo presentes em todos os peptideos de um grupo com um numero minimo de 3

peptideos (n = 3).
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4.6.4 Ensaios de Competicao

4.6.5.1 Ensaio com elevada concentracao de sal

O experimento foi feito com CA-FA ou CNF-FA nas mesmas condicfes
descritas no item 4.6.3, porém alterou-se a concentracdo de NaCl, de 150 mM para

500 mM nos tampdes de saturacao, TBS e T-TBS.

4.6.5.2 Ensaio de competicdo entre o conjugado e a  proteina livre.

Foram incubados, ao mesmo tempo, a membrana, o conjugado e um excesso
molar de 100X da proteina homologa livre em relacdo ao conjugado. Todos 0s

outros passos foram feitos essencialmente como descrito no item 4.6.3.

4.6.5.3 Competicéo entre CA e CNF

A membrana foi incubada com CA-FA ou CNF-FA na presenca simultanea de
um excesso molar de 10X de CNF ou CA ndo marcados, respectivamente. Todos 0s

outros passos foram feitos essencialmente como descrito no item 4.6.3.
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4.7 ldentificacdo das provaveis regides de interacd o entre CA/CB e

CNF/CB em um modelo tridimensional das isoformas

As sequéncias de CB1 e CB2 foram submetidas a analise por homologia de
sequéncia no sitio Swiss-Model, disponivel na rede internacioanal de computadores

no endereco http://www.expasy.ch/swissmodel/SWISS-MODEL.html. Esse servidor,

froneceu um modelo de estrtura tridimensional baseado na homologia da sequéncia
de aminoacidos das proteinas submetidas com outras proteinas, armazenadas em
bancos de dados, cujas estruturas terciarias ja foram elucidadas.

O arquivo com o resultado da analise de homologia, eviado pelo Swiss-Model,
foi examinado usando o programa Rasmol. No modelo da estrutura tridimensional
obtida para cada isoforma, foram identificadas as SMPR encontradas nos

experimentos de spot para CA e CNF.
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5 . Resultados

5.1 Purificacéo de CNF

A focalizagdo isoelétrica mostrou-se uma técnica eficiente como primeira
etapa do processo de purificacdo de CNF. O gel da figura 4A apresenta 0s
resultados, da analise por SDS-PAGE, de amostras obtidas de uma focalizacéo feita
a partir do plasma total. Observa-se que CNF estd concentrado principalmente na
faixa de pH que varia de 3,5 a 5,0, variando o grau de pureza de acordo com o pH.
As amostras contendo CNF parcialmente purificado podem ser agrupadas e
refocalizadas, o que permite a obtencéo de um produto de melhor qualidade quanto
a sua pureza. A purificacdo subsequente em coluna de afinidade das amostras
parcialmente purificadas da focalizagdo isoelétrica permitiu a obtencdo de bons

resultados em termos de pureza sem comprometimento da atividade (Fig 4B).
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Figura 4 — Perfil eletroforético das fragfes obtidas no processo de purificagédo de
CNF a partir do plasma de C. d. terrificus

A) SDS-PAGE a 12,5%, corado por azul de Comassie, das fracoes obtidas por
focalizacao isoelétrica do plasma de Crotalus durissus terrificus. Os pHs das fracdes
foram medidos em potenciémetro e estdo indicados no topo de cada canaleta onde
foi aplicado. A chave seleciona as bandas referentes ao CNF.

B) SDS-PAGE a 12,5%, corado por azul de Comassie, das fracOes eluidas da
cromatografia em coluna de afinidade CB-Sepharose. Canaleta 1, amostra de CNF
parcialmente purificado aplicada na coluna. Canaletas 2, 3, 4, 5 e 6 correspondem
ao produto obtido da eluicdo em tampao fosfato-citrato nos pHs, 7,4; 6,0; 5,0; 4,0 e
2,85 respectivamente. A chave seleciona as bandas referentes ao CNF. PM se

refere as bandas do padrédo de peso molecular utilizado.
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5.2 Determinacdo da presenca de acucares e sua inf Iuéncia na

atividade de CNF

Apos a purificacdo de CNF por cromatografia de afinidade, observou-se a
presenca de duas bandas na eletroforese em gel na presenca de SDS (fig. 4B). Uma

vez que CNF possui um possivel sitio de glicosilacdo, Asn™>’

, testou-se a acao de
enzimas capazes de retirar oligossacaridicos ligados a proteinas.

A andlise, em SDS-PAGE, de CNF apo6s tratamento com as enzimas
deglicosilantes NANase II, GALase lll, HEXase | e O-Glycosidase DS, mostrou que,
o seu perfil eletroforético de dois componentes com massa molecular de 23 kDa e
18 kDa se manteve, tanto na auséncia quanto na presenca de agentes
desnaturantes (dados ndo mostrados). Ja CNF tratado com PNGase-F, apresentou
apenas uma banda de cerca de 18 kDa (fig. 5), quer na presenca ou auséncia de
agente desnaturante. Como PNGase F € uma enzima capaz de clivar
oligossacarideos Asn-ligados, estes resultados confirmam a presenca de um acgucar
provavelmente ligado ao residuo de Asn*®’ (FORTES-DIAS et al., 1994). Com este
resultado conclui-se que CNF esta presente no plasma da serpente como uma
mistura das formas glicosilada e ndo glicosilada. Em todos os experimentos deste
trabalho usou-se a preparacdo de CNF na forma como esta se encontra no plasma
da serpente.

A tabela 4 apresenta os resultados obtidos no teste de atividade fosfolipasica
residual realizado com as amostras de CNF, tratadas ou ndo, com a enzima

deglicosilante PNGaseF. Os resultados mostram portanto, que a deglicosilacdo néo

afetou a atividade inibidora de fosfolipase de CNF.
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47.7

34.9
29.6

20.4

PNGaseF - +

Figura 5 - Perfil eletroforético das amostras de CNF purificado antes e depois da
deglicosilacao

SDS-PAGE a 12,5% impregnado por prata, de CNF (2,5 ug/ canaleta) antes e apés

deglicosilagéo por PNGase F.
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Tabela 4 - Atividade fosfolipasica residual do veneno crotalico (VC) na auséncia e

presenca de CNF, com e sem tratamento com enzima deglicosilante (PNGaseF)

Condicao testada Diametro do halo (mm) | Atividade PLA; residual (%)
VC 8,50+0,14 100,0
VC + PNGaseF 8,50 + 0,14 100,0
CNF +VC 6,80 + 0,14 80,0
(CNF + PNGseF) + VC 6,85 + 0,07 79,6
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5.3 Marcacédo de CB ,

Trabalhos anteriores de “binding”, nos quais marcou-se radioativamente o
complexo CA/CB, demonstraram que somente CB se liga a membrana
sinaptossomal (BON e JENG, 1979; DEGN et al., 1991; KRIZAJ et al., 1996).
Considerando este fato, aliado a preferéncia de ligacdo de CNF pela isoforma CB,
(FORTES-DIAS et al., 1994), optou-se por trabalhar com o complexo CA/CB,, ao
invés da crotoxina composta por varias isoformas, como € naturalmente encontrada
na peconha de C. d. terrificus (FAURE e BON, 1987). Para tanto, foi feita primeiro a
marcacao de CB,, seguida da reconstituicdo do complexo

O produto da marcacéao foi aplicado a uma coluna de gel filtracdo Sephadex
G-25. A purificacdo do complexo frio foi acompanhada através da absorbancia das
fracOes, e do complexo marcado, pela medida da radioatividade. Como mostra a
figura 6, ambas as preparacfes apresentaram um perfil bastante semelhante, com o

complexo sendo eluido entre 3,5 e 8,5 mL.
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Figura 6 - Cromatograma da purificacdo do complexo CA-CB; e CA-**°ICB, em
coluna de filtracdo molecular em Sephadex G-25.

A) Leitura da absorbancia em cumprimento em onda de 280nm das fracfes obtidas
apos aplicacéo, em coluna Sephadex G-25, do complexo formado CA-CB;

125|’

B) Leitura da radiotividade das fracdes obtidas apos, marcacédo de CB, com

formacado do complexo CA-'?’ICB; e aplicacdo em coluna Sephadex G-25
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5.4 Experimentos de ligacao

O sistema bioldgico usado neste trabalho, isto &, CA-'*ICB, como toxina e
sinaptossoma de cortex cerebral de rato como tecido alvo para a sua ligacdo, foi
primeiro validado. Para tanto, os resultados obtidos da curva de associacdo e
competicdo pela ligacdo com a Ctx e suas subunidades ndo marcadas, usados
neste sistema, foram comparados com resultados, ja relatados na literatura, para
sistemas analogos.

A curva de associacdo de CA-'*’ICB, é apresentada na figura 7, onde se
observa que CA-'*ICB; se liga ao sinaptossoma cérebro cortical de rato de maneira
saturavel, com um perfil semelhante ao encontrado em experimentos de ligacéo
usando ?ICtx total e sinaptossoma de cérebro de cobaia (DEGN et al. 1991) ou
membranas pré-sinapticas de 6rgéo elétrico de Torpedo marmorata (KRIZAJ et al.,
1997). Os experimentos de cinética da ligacdo de CA-**ICB; (fig. 8), demonstraram
que o equilibrio de ligacdo foi alcancado apds 40 minutos. Em experimentos com
sinaptossoma de cobaia, Degn et al. (1991) encontraram um tempo de equilibrio de
ligacdo da crotoxina marcada de cerca de 45 min.

Os resultados de inibicdo da ligacdo de CA-'**ICB, pelo complexo frio, e por
cada subunidade do complexo isoladamente (Fig. 9) seguiram o mesmo padréo ja
publicado para outras membranas neuronais (DEGN et al. 1991; KRIZAJ et al.,
1996; KRIZAJ et al., 1997). CA-CB, e CA foram capazes de inibir completamente a
ligacdo de CA-'*ICB, ao sinaptossoma de cérebro de rato, de maneira dose
dependente, com valores de ICso de 16 nM e 97 nM, respectivamente. CB; foi capaz
de inibir a ligacdo de CA-'*ICB, ao sinaptossoma de maneira dose dependente
apenas em concentracdes intermediarias (10% nM a 5 x 107 nM). Apds essa
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concentracdo houve uma tendéncia de aumento da ligacdo especifica de CA-
15CB,. Este efeito paradoxal apresentado por CB, também foi verificado
anteriormente em outros sistemas (DEGN et al. 1991; KRIZAJ et al., 1996; KRIZAJ
et al.,, 1997). Na tabela 5 esta representado um esquema das reaclOes de

competicdo considerando cada um dos competidores apresentados na figura 9.
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Figura 7 - Curva de associacdo de CA-'?°ICB, a sinaptossoma cérebro cortical de
rato.

A ligacdo de diferentes concentracdes de CA-**ICB; (ligacao total) foi avaliada por 1
h a 37°C. Para cada concentracéo de CA-'*ICB; foi feito um ponto com CA/CB, n&o
marcado 1000 vezes mais concentrado que o complexo marcado (ligacdo nao

especifica). A ligacdo especifica foi obtida pela diferenca entre a ligacdo total e a
nao especifica. Simbolos: ligacdo total; A ligacdo ndo especifica; O ligacao

especifica. Os valores estao expressos pela média + desvio padrao de triplicatas.
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Figura 8 - Cinética de ligacdo de CA-'*’ICB; a sinaptossomas cérebro cortical de
rato

A ligacdo de CA-'’ICB, (10"° M) ao sinaptossoma (ligacdo total), a 37 °C, foi
avaliada em diferentes intervalos de tempo de incubacdo. Para a ligacdo néo
especifica foram incubados 107° M de CA-'*ICB, e 10° M de CA-CB,, para cada

intervalo de tempo. A ligacao especifica foi obtida pela diferenca entre a ligacao total
e a nao especifica. Simbolos: (0) ligagdo total; (A) ligacdo ndo especifica; (®) ligacao

especifica
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Figura 9 - Inibicdo da ligacéo especifica de CA-**°ICB, & sinaptossoma cérebro
cortical de rato pelo complexo ndo marcado ou seus componentes isolados.

A ligacdo aos sinaptossomas, de 10*° M de CA-'?°ICB,, por 1 h a 37 °C, foi avaliada
na presenca de diferentes concentracdes de CA/CB, ou dos competidores (CA ou
CB,). By é a concentracdo de CA-'*ICB; ligado na auséncia de competidor, B é a

concentracdo de CA-'*ICB; ligado na presenca de uma concentracdo especifica do

competidor. Simbolos: (O) CA-CB,, (A) CA e (m) CB,. Os valores estdo expressos

pela média * desvio padréo de triplicatas.
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Tabela 5 - Reacgdes de competicdo entre CA-'*ICB,, CACB, CA e CB, pela ligacéo a

sinaptossomas (S) cérebro corticais de rato

Competidor Reacoes
* —> Qx
CACA CA*CB + S 2 S*CB + CA
S*CB + CACB _ > S*CB+CA
* _—> *
CA CA*CB+S _ S*CB + CA
S*CB+CA > S+ CA*CB
CB CA*CB+S -~ S*CB+CA CB
—> —>

S*CB+CB <« _SCB +*CB + CB «<__ S*CB +(CB)n ou (*CBCB)

S = Sinaptossoma

*CB = ®ICB,
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5.4.1 Competicdo da ligacédo de CA- *?°ICB, por CNF

Uma vez que o sistema ja estava validado, a acdo de CNF sobre a ligacdo de
CA-*ICB; ao sinaptossoma passou a ser avaliada. Primeiramente, foi usada uma
concentracdo fixa da toxina marcada (10*° nM) e uma concentracdo de CNF 10*
vezes maior, variando-se a ordem de adicdo dos reagentes (CNF, CA-'*ICB, e
tecido) na incubacdo. Tomou-se como controle, a ligacdo de CA-*?°ICB, na auséncia
de CNF. Como apresentado na figura 10, CNF foi capaz de inibir a ligacdo de CA-
125CB, ao tecido, e o percentual desta inibicdo foi dependente da condicao testada.
Na concentracdo de CNF usada, observou-se uma maior inibicdo da ligacédo de CA-
125CB, quando este foi previamente incubado com o inibidor. Quando foram
adicionados ao mesmo tempo CA-'*ICB,, CNF e o tecido e quando CNF foi
previamente incubado com o tecido, obtiveram-se resultados de inibicdo
intermediarios. A menor taxa de inibicdo da ligacdo da Ctx foi observada quando se
incubou CA-'?°ICB, e o tecido, antes da adicéo do inibidor, ou seja, apés a ligacdo
de CA-'?ICB; ao sitio alvo.

Uma vez comprovada a influéncia de CNF sobre a ligagdo de CA-*?°ICB, ao
sinaptossoma, usou-se uma concentracdo fixa de CA-'’ICB, e concentracdes
crescentes de CNF, para se obter curvas de inibicdo. A escala de adicdo dos
reagentes esta resumida na tabela 6 (B a D). A competicdo de CA-'?°ICB, pelo
complexo frio foi feita em paralelo e tomada como referéncia (tabela 6 A). CNF
mostrou-se capaz de inibir a ligacdo da toxina marcada, de maneira dose
dependente (Fig. 11), confirmando os resultados obtidos no experimento anterior.
Quando CNF foi incubado simultaneamente com CA-'?’ICB, e sinaptossoma (tabela
6 B) encontrou-se um ICsy de 100 nM, valor este muito proximo daquele determinado
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para CA como competidor (97 nM) (Fig. 9). A pré-incubacédo de CA-'*ICB, e CNF
seguida da adicdo do sinaptossoma (tabela 6 D), reduziu a razao inicial B/Bo para
60% (Fig. 11), com um ICso de 25 nM.

Quando a toxina marcada ja havia se ligado ao sinaptossoma (tabela 6 C), o
deslocamento por CNF foi parcial, alcancando um maximo de 45%, mesmo na maior
concentracdo testada do competidor (1uM). Nesse caso, CA-'?°ICB, ja havia
alcancado o equilibrio de ligagdo ao sinaptossoma quando CNF foi adicionado. O
inibidor teria, portanto, que deslocar CB do seu sitio de ligagéo.

Considerando a hipotese de esta inibicdo pouco pronunciada ser devido a
tempo de contato insuficiente entre CNF e *?°ICB2 ligado ao tecido, acompanhou-se
a cinética de dissociacdo. Apés incubacdo de CA-'#’ICB; e tecido por 40min, CNF foi
adicionado e aliquotas foram retiradas em intervalos de tempo de 0 a 3 h de
incubacéo. A figura 12 confirma que CNF foi capaz de deslocar parcialmente (40%)
125CB, j4 ligado ao sinaptossoma.

As curvas de saturacdo para a ligacdo da toxina marcada ao sinaptossoma,
na presenca de CA-CB; ou CNF como competidores, sado apresentadas na figura 13.
Constantes de dissociacédo no equilibrio (kq) de 1,2 + 0,3 nM e 3,2 + 1,2 nM foram

encontradas para CA-CB, e CNF, respectivamente.
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Figura 10 - Avaliacdo preliminar do efeito de CNF na ligacdo de CA-'*ICB, a
sinaptossomas cérebro corticais de rato.

Cncentracdes finais de 10° M de CA-'*ICB, (Ctx*), 10° M de CNF e 10" M de
CAI/CB, (Ctx) foram incubadas com os sinaptossomas(S) nas seguintes condi¢cdes
de incubacédo na ordem em que sao representados no gréfico:

- Ctx* + S (ligacéo total) incubados por 1h a 37°C,

- Ctx* + Ctx + S incubados por 1 h a 37 °C

- Ctx* +CNF + S incubados por 1 h a 37 °C.

- Ctx* + S incubados por 1 h a 37 °C, + CNF, incubag&o por mais 1 h a 37 °C.

- CNF +S incubados por 1 h a 37 °C, + Ctx*, incubacgdo por mais 1 h a 37 °C.

- Ctx* + CNF incubados por 1 h a 37 °C, + S, incubac&o por mais 1 h a 37 °C.
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Tabela 6 - Condi¢des de incubagéo e ICs, dos experimentos de “binding” de CA-**ICB, & sinaptossoma

de cérebro de rato (S), na presenca de CA-CB, ou CNF como competidores

Condicao Reacdes e tempo de incubacéo ICs0 Kyg
nM nM
A CA'ICB,+S+CA-CB, -~ S-ICB,+S-CB,+CA g  l2=oa
2h
B CA-"®ICB, +S+CNF - S-"*ICB, + CNF-'*’ICB, + CA 100 32%12
2h
+CNF
c CA-*®°ICB, + S —— SICB,+CA -~ CNF-"ICB,+ S-"®ICB, + CA  1200% g
1h 1h
S
D CA-®ICB, + CNF —— CNF-"®ICB,+ CA—=> CNF-®ICB,+S-"®ICB,+CA 25 n. d.
1h 1h

@ valor foi obtido por extrapolacéo da curva correspondente (C) da figura 11

n. d. = ndo determinado
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Figura 11 - Inibic&o da ligacéo especifica de CA-'*’ICB; a sinaptossomas (S) por
CNF.

A ligacdo de 10 M de CA-'®ICB; a sinpatossomas foi avaliada a 37 °C na
presenca de concentracbes crescentes de CA-CB, ou CNF em diferenetes
condicbes de incubacdo. By é a concentracdo de CA-'?°ICB, ligada na auséncia de
competidor, B é a concentracdo de CA-*’ICB; ligada na presenca do competidor em
uma concentracdo especifica. Simbolos e ordem de incubacdo dos reagentes:
(m)[CA-'?°ICB, + S + CA-CB,] (2 h); (O)[CA-**ICB, + S + CNF] (2 h); (A)[CA-'*°ICB;
+ S] (1 h), adicdo de CNF (1 h); (A) [CA-**°ICB, + CNF] (1 h), adicdo de S (1 h). Os
valores estdo expressos pela média + desvio padrao de triplicatas.
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Figura 12 - Deslocamento de CA-'?°ICB,, ligado ao sinaptossoma, por CNF

Ap6s incubacdo de 10° M de CA-'*ICB; e sinaptossomas por 45 min a 37 °C, 10°
M de CNF foram adicionados e incubados novamente a 37 °C. Aliquotas foram
retiradas em diferentes intervalos de tempo. Os valores estdo expressos pela média

+ desvio padrao de triplicatas.
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Figura 13 - Curva de saturacéo para ligacédo de CA-'?°ICB; a sinaptossoma na
presenca de CA-CB, e CNF como competidores.

Diferentes concentracdes de CA-'*’ICB,, na presenca de um excesso de 1000 vezes
de CA-CB; ou CNF e 1ug de sinaptossoma, foram incubados por 1 h a 37 °C.
Simbolos: (o) CA-CB, e (o) CNF. Os valores estdo expressos como a média *

desvio padréo de triplicatas.
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5.5 Ligacdo de CA-FA e CNF-FA aos peptideos linear es de CB; e

CB;

Para confirmacdo da conjugacdo da FA alcalina a CA e CNF foram feitos
ELISAS, nos quais as placas foram sensibilizadas com CB. Nos testes para avaliar a
conjugacao de CNF-FA, a média de leituras absorbancia foi de 1,085 e 0,309 para
CNF-FA e FA, respectivamente. No caso de CA-FA as leituras encontradas foram de
1,678 e 0,356 para CA-FA e FA, respectivamente.

O resultado da ligacdo de CA-FA e CNF-FA aos peptideos lineares de CB; e
CB; imobilizados em membrana é exemplificado na figura 14. Apos digitalizacédo da
mesma e calculo da intensidade dos pontos, os gréaficos resultantes sao
apresentados em duas formas:

1) em valores arbitrarios de intensidade, figuras 15 e 17 para CA-FA e CNF-FA,
respectivamente;

2) razédo sinal/ruido (S/R), figuras 16 para CA-FA e 18 para CNF-FA. A partir dos
resultados obtidos nas diferentes concentracdes dos conjugados, identificaram-se os
agrupamentos de peptideos reativos e dentro destes, as sequéncias minimas de

peptideos reativas (SMPR) na estrutura primaria de CB; e CB; (fig. 19).

5.5.1 Ligacdo de CA-FA aos peptideos lineares de C B, e CB,

Trés agrupamentos reativos foram encontrados em CB; (fig. 19), contendo
cinco SMPR: SMPR 1 (G®*- R¥), SMPR 2 (H* - K*®), SMPR 3 (1°%-S%"), SMPR 4

(S°-K’") e SMPR 5 (G*%° - R™9).
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Dois dos trés agrupamentos reativos de CB; (1 e 2), foram mantidos para
CB,. As SMPR 1, 2 e 4, com pequenas modificacdes, também foram encontradas
para CB,, mas ndo as SMPR 3 e 5.

Comparando-se dos resultados de CB; e CB; (fig.19), observa-se que
substituicGes de residuos de aminoacidos estdo presentes em 3 das 5 SMPR. A
substituicdo de R*/Q%, aparentemente, teve pouca influéncia na reatividade da
SMPR 1. Na SMPR 3, P®® em CB; é substituido por R®® em CB,, e esta regido
apresentou reatividade apenas na isoforma de CB1. A ultima SMPR, préxima a
porcao carboxiterminal de CB;, contém 3 substituices de residuos de aminoacios:

YIOoN® G10¢/E® e GMY/EM com reatividade apenas em CB.

5.5.2 Ligacdo de CNF-FA aos peptideos lineares de CB1 e CB2

Trés agrupamentos reativos foram identificados em CB; e dois em CB,. Em
CB, foram identificadas as SMPR 6 (K**- Y?!), SMPR 7 (Y?' - R*®), SMPR 8 (W°-
S%), e SMPR 9 (L'°-R*%). As SMPR 6 e 7 foram mantidas em CB, e apresentaram,
respectivamente, diferencas de 1 e 2 residuos de aminacidos. A SMPR 8 em CB; foi
antecipada em CB,, mas ainda incluiu a substituicdo P**/R®®, jA SMPR 9, na porcéo
C-terminal, ndo foi observada em CB,.

O agrupamento 1 foi antecipado quando comparado com os resultados
obtidos com CA-FA em CB; e CB,. Esta nova regi&o inclui as substituicdes I*¥/V8 e
R*/Q%. A SMPR 9, exclusiva para CBy, foi maior para CNF-FA quando comparada

com a mesma regiao reativa para CA-FA.
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Figura 14 — Fotografia das membranas apos ligacdo de CA-FA e CNF-FA na
concentracao de 10 pg/mL.

Os pontos na parte superior e inferior a linha correspondem aos peptideos das
isoformas CB, e CBy, respectivamente. A esquerda da membrana esta a numeracao
do primeiro peptideo de cada linha. Cada spot representa um peptideo, a coloracdo
dos spots variando do rsa ao violeta escuro representam a ligagdo de CA-FA ou

CNF-FA, e quanto mais escura (violeta) maior a intensidade de ligacéo.
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Figura 15 — Reatividade dos peptideos sobrepostos das subunidades da crotoxina
CB; e CB,, apés reacdo com 10 pug/ml de CA-FA e revelacdo com fosfatase alcalina
e BCIP/MTT como substrato. Os histogramas foram elaborados ap6s a membrane
ser escaneada, os dados analisados com o software NIH Image e estédo

representados em valores arbitrarios de intensidade.

88



CB2
o 22
—
A 20
o
a 18 I
2 16
% 14
=
© 12
i
10 TITTTTTITITT I TT ITITToT TTTTTITTITITITTTTT TTTTITTTITTITTITTT
1 11 21 31 41 51 61 71 81 91 101 111
Peptideos
CB1
22,0
QS 20,0 |
N
& 18,0 -
]
3 16,0 -
S
S 14,0 {118 ESEN X | EEEL B R =
I
& 12,0 1
1 11 21 31 41 51 61 71 81 91 101 111
Peptideos
B CB2 I CB1
22,0
o 20,0 —
—
A
x 18,0 |
)
$ 16,0 -
IS
°
= 14,0 1
3
"o ’ L o
1 11 21 31 41 51 61 71 81 91 101 111
Peptideos

Figura 16 - Reatividade dos peptideos sobrepostos das subunidades da crotoxina
CB; e CB,, apos reacdo com 10 pg/ml de CA-FA e revelacdo com fosfatase alcalina
e BCIP/MTT como substrato. Os histogramas foram elaborados ap6s a membrane
ser escaneada, os dados analisados com o software NIH Image e estdo
representados através da razao Sinal/Ruido (S/R).
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Figura 17 - Reatividade dos peptideos sobrepostos das subunidades da crotoxina
CB;1 e CB,, apés reacdo com 10 pg/ml de CNF-FA e revelacdo com fosfatase
alcalina e BCIP/MTT como substrato. Os histogramas foram elaborados ap6s a
membrane ser escaneada, os dados analisados com o software NIH Image e estédo
representados em valores arbitrarios de intensidade.
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Figura 18 - Reatividade dos peptideos sobrepostos das subunidades da crotoxina
CB; e CB,, apés reacdo com 10 pg/ml de CNF-FA e revelacdo com fosfatase
alcalina e BCIP/MTT como substrato. Os histogramas foram elaborados apés a
membrane ser escaneada, os dados analisados com o software NIH Image e estéao

representados através da razao Sinal/Ruido (S/R).
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CA-FA
1 10 20 30 40 50

CB1 HLLQFNKM KFETRKNAI PFYAFYGCY KDATDRCCF
CB2 SLLQFNKM KFETRKNAVPFYAFYGC KDATDRCCF

Agrupamento 1

SMPR
60 70 80 90 100
CB1 CNTKWDINBNSL GTWCEEQ CECDRVAAECLRRSL
CB2 CNTKWDI YRYSLK GTWCKEQ CECDRVAAECLRRSL
Agrupamento 2
SMPR 2 SMPR 3 SMPR 4
110 120
CB1 STYKYSINENPBSRERGPSETC

CB2 STYKNEYMFYPDSRCREPSETC
Agrupamento 3

SMPR 5

CNF- FA
50

CB1 HL LQFNKM KFI:_I' KDAT DRCCFVHDCC
CB2 SLLQFNKM KF KDATDRCCFVHDCC

Agrupamento 1

SMPR 6 SMPR 7

60 70 80 90 100
CB1 YGKLAKCNT LKSGY!| TCCKGTWCEEQ CECDRVAAECLRRS.
CB2 YG&KLAK YSLKSGYI TCGKGTWCKEQ CECDRVAAECLRRSL

Agrupamento 2

SMPR

110 120
CB1 SINKNGIVEYRDSRERGPSETC

CB2 STYKNEYMFYPDSRCREPSETC
Agrupamento 3

SMPR 9

Figura 19 - Mapeamento dos segmentos lineares de peptideos na sequéncia
primaria de CB; e CB; apos reacdo com CA-FA ou CNF-FA. Os agrupamentos e as

sequéncias minimas de peptideos reativas (SMPR) estdo coloridas de cinza e
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vermelho, respectivamente. As substituicbes de residuos de aminoacidos nas
isoformas de CB estado em negrito.

5.5.3 Ensaios de competicao

Foram feitos experimentos com CA-FA e CNF-FA usando concentragao
elevada de sal (500 mM de NaCl) nos tampdes TBS, T-TBS e de saturacéo.
Observou-se que né&o houve reatividade significativa; uma ligagdo pequena foi
encontrada na regiao carboxiterminal de CB; tanto para CA quanto para CNF (dados
nao mostrados).

Para verificar se o competidor livre prejudicaria a ligagao de CA-FA e CNF-FA
a membrana, usou-se um excesso do competidor livre na presen¢a do conjugado
analogo. Tanto para CA-FA quanto para CNF-FA, ndo foi observada ligacao
significativa, o que confirma a reversibilidade da ligacao (dados ndo mostrados).

J& nos experimentos com CA-FA em presenca de um excesso de CNF, os
agrupamentos de residuos reativos 1 e 3 foram observados, mas apenas para CB;
(fig. 20). No caso de CNF-FA na presenca de excesso de CA o agrupamento 1 foi
ligeiramente reativo, tanto para CB; quanto para CB,. Ja o agrupamento 3
apresentou reatividade mais significativa para CB;, sendo possivel identificar uma

SMPR (R% — G™®), semelhante & SMPR 9 (figura 19)

Os resultados obtidos aqui, entretanto, se referem a uma reatividade residual,
uma vez que a reatividade observada foi muito menor que aquela apresentada nos
experimentos com o conjugado sozinho (sem excesso do competidor), tanto que,
para encontrar os agrupamentos de reatividade, usou-se S/R > 4, enquanto que para

0s demais ensaios descritos usou-se S/R > 10.
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CA-FA + excesso de CNF

1 10 20 30 40 50
CB1 HLLQFNKM KFETRKNAI PFYAFYGCYCGWEERGRPKDATDRCCFVHDCC
CB2 SLLQFNKM KFETRKNAVPFYAFYGCYCGWEGQGRPKDATDRCCFVHDCC

60 70 80 90 100
CB1 YGKLAKCNTKWDI YPYSLKSGYI TCGKGTWCEEQN CECDRVAAECLRRSL
CB2 YGKLAKCNTKWDI YRYSLKSGYI TCGKGTWCKEQN CECDRVAAECL RRSL
110 120

CB1 STYKYGYMFYPDSRCRGPSETC
CB2 STYKNEYMFYPDSRCREPSETC

CNF-FA + excesso de CA

1 10 20 30 40 50
CB1 HLLQFNKM KFETRKNAI PFYAFYGCYCGANGGRGRPKDATDRCCFVHDCC
CB2 SLLQFNKM KFETRKNAVPFYAFYGCYCGWEEQGRPKDATDRCCFVHDCC

60 70 80 90 100
CB1 YGKLAKCNTKWDI YPYSLKSGY! TCGKGTWCEEQ CECDRVAAECL-
CB2 YGKLAKCNTKWDI YRYSLKSGY! TCEKGI'WCKEQ CECDRVAAECLRRSL
110 120

CH1 STYKYGYMFYPDSRORGPSE [ C
CB2 STYKNEYMFYPDSRCREPSETC

Figura 20- Mapeamento dos segmentos lineares de peptideos na sequéncia primaria
de CB; e CB; ap0s reacdo com CA-FA ou CNF-FA aos segmentos lineares de
peptideos de CB; e CB,. Os agrupamentos e as sequéncias minimas de peptideos
reativas (SMPR) estdo coloridas de cinza e vermelho respectivamente. As

substituicdes de residuos de aminoacidos nas isoformas de CB estdo em negrito.
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5.5.4 Identificacdo das provaveis sequéncias de int eracdo entre

CA/CB e CNF/CB em um modelo de estrutura de CB ;e CB,

A partir da homologia de squéncia de CB com PLA,, para as quais a estrutura
tridimensional ja foi esclarecida, foi obtida uma provavel estrutura tridimensional de
CB; e CB,. As SMPR encontradas foram localizadas na estrutura terciaria de CB; e
CB. (Figuras 21 e 22). Na estrutura obtida, as regides de reconhecimento tanto para
CA quanto para CNF, encontram-se preferencialmente nas alcas e voltas, ou seja,
aparentemente acessiveis para interagdo com outras proteinas. E possivel observar
melhor as semelhancgas e diferencas encontradas na interacao entre as isoformas de
CA e CNF com CB. Na porgao N-terminal as regides de interacdo entre as isoformas
de CB e CNF sdo mais proeminentes que a mesma regido de interagcédo para CA.
Entretanto, a regido de interacao central encontrada foi bem maior para CA do que
CNF. Ja a porcdo C-terminal, reativa apenas em CB; foi estruturalamente

semelhante tanto para CA quanto para CNF.
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Figura 21 - Identificac&o das regides reativas para CA na estrutura tridimensional de CB; e

CB,. Em vermelho, a SMPR N-terminal; em amarelo, as SMPR da regido central; em verde

a SMPR da regido C-terminal.
CB;

CB,
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Figura 22 - Identificag&o das regides reativas para CNF na estrutura tridimensional
de CB; e CB,. Em vermelho, as SMPR N-terminal; em amarelo, a SMPR da regiao

central; em verde a SMPR da regido C-terminal.
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6. Discussao

Uma etapa importante nos estudos bioquimicos sobre proteinas € a qualidade
do produto com o qual se pretende trabalhar. Geralmente essa qualidade vem de um
processo de purificacdo eficiente que alie alto grau de homogeneidade e atividade
da proteina. CNF estd presente, em pequena gquantidade, no plasma de C. d.
terrificus, representando menos de 0,1% do total de proteinas do mesmo. Neste
trabalho foram usadas preparacdes de CNF obtidas por focalizacdo isoelétrica e
cromatografia de afinidade, onde se obteve a proteina fucional com alto grau de
pureza (Fig. 4B).

CNF foi o primeiro membro de PLIs da classe y a ser purificado, e foi
caracterizado como um oligdbmero de subunidades do mesmo tipo na sua forma
nativa (FORTES-DIAS et al.,, 1994). Mais tarde, quando o PLI-y da serpente
Laticauda semifasciata foi descrito como composto por dois tipos diferentes de
subunidades polipeptidicas, a natureza homomeérica de CNF foi questionada
(OHKURA et al., 1999). A época, os autores concluiram que a banda de 20 KDa,
apresentada em SDS-PAGE, numa preparacdo de CNF anteriormente relatada por
Fotes-Dias et al. (1991), era, muito provavelmente, uma segunda subunidade de
CNF. O fato de Perales et al., (1995) terem se referido a CICS como sendo uma
glicoproteina oligomérica formada pela associagdo ndo covalente de duas
subunidades diferentes, também contribuiu para este questionamento.

O perfil de SDS-PAGE obtido antes e ap0s a deglicosilacdo de CNF (fig. 4),

entretanto, ndo deixa duvidas sobre a natureza homomérica de CNF. A inclusao de
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CNF na sub-classe Il de PLIsy (tabela 2) proposta por Lizano et al. (2003) fica
portanto confirmada.

Os agregados oligoméricos de CNF sdo formados por uma mistura de
monomeros glicosilados e néo glicosilados (fig. 4), e a propor¢ao das duas formas
varia entre as especimens de C. d. terrificus. Ainda ndo se sabe quais fatores
influenciariam em uma maior ou menor glicosilacédo do inibidor. Porém, a glicosilacdo
nao é fator relevante para a atividade inibidora de PLA, de CNF, como demonstrado
neste estudo. O mesmo ja havia sido esclarecido para os PLIs y de Laticauda
semifasciata (OHKURA et al. 1999) e de Notechis ater (HAINS et al., 2000). No
entanto a ndo influencia dos carboidratos na atividade de inibidores de PLA; nédo é
consenso. O PLIa de Agkistrodon blomhoffii siniticus recombinante expresso em
bactéria, apresentou atividade biol6gica comparavel a proteina nativa contra PLA;
acida, porém, nédo foi efetivo na inibicdo da atividade da PLA, basica homologa.
Essa auséncia de atividade foi atribuida ao fato do inibidor, expresso em bactéria,
nao ser glicosilado (OKUMURA et al., 1999).

Experimentos utilizando a técnica de “binding” oferecem informacdes
importantes quanto a ligacdo de proteinas a preparacdes de tecidos de diferentes
espécies animais, bem como sobre o efeito de competidores pelo mesmo sitio ou
sitios de ligacdo diferentes. As propriedades de ligacdo da crotoxina a membranas
sinapticas foi previamente analisada em preparacdes de cobaio (TZENG et al.,
1995a, DEGN et al., 1991) e peixe elétrico (DELOT e BON, 1993; KRIZAJ et al.,
1996). O objetivo principal com os experimentos apresentados neste trabalho foi
avaliar a influéncia de CNF sobre a ligacdo CA-'*ICB, a sinaptossomas cérebro

corticais de rato.
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Considerando estudos anteriores, de “binding” e “cross-linking”, 0os quais
determinaram que somente CB permanece ligado ao sinaptossomas (KRIZAJ et al.,
1996; KRIZAJ et al., 1997) e o fato de CNF ligar-se preferencialmente a CB,
(FORTES-DIAS et al., 1994), a estratégia de trabalho adotada foi utilizar um
complexo de crotoxina composto por apenas uma subunidade de CB (CB,) e CA
total, isto é, na forma como CA esta naturalmente presente no veneno da serpente.
No entanto, os resultados obtidos nos experimentos de competicdo da ligacdo de
CA-'*ICB, por CA-CB,, CA e CB, (fig. 8) estdo de acordo com os descritos na
literatura, para outros sistemas, alguns dos quais foram feitos com misturas de
isoformas de CB. Apesar de o complexo crotoxina ap0s a marcacao nao ter sido
analisado quanto a sua atividade, estudos anteriores mostraram que a estrutura e
funcdo da crotoxina ndo sao efetivamente afetadas pelo método de marcacao
utilizado neste trabalho (DEGN et al., 1991; TZENG et al., 1995a; KRIZAJ et al.,
1997). Os resultados de substituicdo de CA-'?’ICB, pelo complexo ndo marcado,
aliado aos perfis de competicdo homologa e pelos componentes do complexo,
semelhantes aqueles descritos por outros autores, nos quais se testou atividade do
complexo marcado, fornecem evidéncias indiretas de que a atividade de CA-**ICB,
nao foi comprometida pela marcacao.

A presenca de fons Ca®" nos estudos de ligacédo de toxinas com atividade
fosfolipasica tem sido uma questdo de discussdo na literatura. Os parametros
cinéticos para a ligacdo de Ctx a sinaptossoma de cobaia praticamente ndo foram
afetados pela presenca de fons Ca** (DEGN et al., 1991). J4 em um estudo no qual
se utilizou membrana de Torpedo marmorata, concentracdes entre 1 e 10 mM de
CaCl, foram consideradas ideais para a ligacdo especifica de Ctx (DELOT e BON,

1993). No entanto um aumento na ligagdo ndo especifica da Ctx foi observado apoés
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10 min. Este efeito, ausente quando os fons Ca?* foram omitidos, foi atribuido a
hidrolise da membrana devido a adicdo de uma grande quantidade de PLA;
(crotoxina ndo marcada), a qual hidrolizaria a membrana criando novos sitios de
ligacdo de baixa especificidade (DELOT e BON, 1993). Para sinaptossoma de
cérebro de rato, usado neste estudo, a ligacdo ndo especifica de CA-'*ICB;
manteve-se estavel até 100 min (fig 8) na presenca de 1,8 mM de CacCls,
concentracdo usada em todos os ensaios de “binding”.

Em um estudo da inibicdo da ligacdo de Ctx a sinaptossomas de cobaio,
varios competidores testados foram classificados como fortes, moderados, fracos,
muito fracos ou néo inbidores, baseado na sua forca de inibicdo (DEGN et al., 1991).
A crotoxina nativa ficou entre os competidores classificados como fortes, com ICsg
em torno de 10 nM. Um valor proximo deste foi encontrado nos nossos experimentos
em sinaptossoma de ceérebro de rato (ICsp = 16 nM), indicando uma boa
concordancia dos resultados de ambas as preparagdes biologicas. Ja CA parece ter
sua poténcia influenciada pela membrana biol6gica. CA foi tdo potente quanto Ctx
nas membranas sinaptossomais de cobaio (DEGN et al.,, 1991), mas seu ICsg
aumentou cerca de 10 vezes usando membrana de Torpedo (KRIZAJ et al., 1997) e
de cérebro de rato (presente trabalho). Portanto, baseado nos valores de ICso (em
torno de 100 nM), CA néo poderia ser considerado, como um inibidor forte, mas sim,
como um inibidor moderado para as duas ultimas preparacdes bioldgicas citadas.

O efeito paradoxal dose dependente de CB encontrado em experimentos com
sinaptossomas de cobaio (DEGN et al., 1991) e membranas de Torpedo (KRIZAJ et
al., 1996, 1997) foi confirmado para sinaptossoma de cérebro de rato (Fig. 9). No
caso de membrana sinaptica de Torpedo marmorata encontrou-se um perfil

semelhante ao de CB quando se testou como competidores as [3-neurotoxinas Agtx,
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AtxC e Atnl,, resultados que foram interpretados como indicadores de uma auséncia
de inibicdo (KRIZAJ et al., 1996 e 1997). O efeito de CB, de aumentar a ligacéo de
CA-*ICB, em doses maiores que 10° M, pode ser explicado, provavelmente, pela
tendéncia de CB, em formar agregados devido a seu carater altamente basico
(HABERMANN e BREITHAUP, 1978), a sua ligacdo a sitios ndo especificos na
membrana (KRIZAJ et al., 1996) ou ambos (tabela 5). Em uma ou outra situaco, o
resultado final seria uma diminuicdo na concentracdo de CB livre competindo pelo
receptor na membrana e a indu¢cdo de um aumento na ligacdo especifica da Ctx
marcada, como ja sugerido anteriormente (KRIZAJ et al., 1997).

Uma competicdo direta entre o receptor alvo e CNF por CA-*°ICB, foi
avaliada com incubacdo simultanea de CNF, CA-'?°ICB, e sinaptossoma (Tabela 6
B, Fig. 11). A comparagéao dos valores de ICso para CA-CB, e CNF indicam que, nas
condi¢cbes experimentais testadas, CA-CB, é cerca de 10 vezes mais potente que
CNF como competidor (Tabela 6 A e B). Tal resultado seria esperado levando-se em
conta o papel de chaperonina de CA na competicdo homdloga. Um ponto a ser
considerado é o de que, quando CNF é o competidor, parte de **°ICB, do complexo
CA-'*ICB,, é seqiiestrado por CNF, formando um novo complexo estavel CNF-
1251CB, (Tabela 6 B). A formac&o desse novo complexo com CNF substituindo CA na
Ctx (FORTES-DIAS et al., 1994), foi mais evidente quando CNF foi pré-incubado
com CA-'?°ICB,, antes da adicdo do sinaptossoma (tabela 6 D). Sob essa condi¢do
experimental, a raz&o inicial B/Bo foi reduzida para 60%, devido a formacdo do novo
complexo CNF-'?°ICB, na primeira etapa de incubac&o. Neste caso, a quantidade
real de CA-'*ICB; disponivel para ligacdo ao sinaptossoma no segundo periodo de
incubacéo, foi portanto, consideravelmente reduzida (Tabela 6 D, interior da Fig. 11).

Valores comparaveis de ICso foram encontrados para CNF e CA como
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competidores (100 e 97 nM, respectivamente). CA sozinho, obviamente, né&o
apresenta o papel de chaperonina. CNF pode ser considerado entdo, como um
competidor tdo potente quanto CA para a ligacdo da Ctx a sinaptossomas de
cérebro de rato (Fig. 9 e 11).

Apesar da Ctx ndo marcada ter sido tomada como referéncia para o0s
experimentos com CNF, o modelo molecular de competicio de ambos é
completamente diferente. O modelo de referéncia (Ctx) envolve dois ligantes (Ctx
marcada e ndo marcada) competindo pelo mesmo sitio receptor (R) ha membrana,
ou seja, sdo dois ligantes versus um receptor. Dois novos complexos seréo
formados, R-'*ICB, e R-CB,. Quanto & CNF, ele ndo é capaz de competir pelo
mesmo sitio receptor (R) mas, pelo ligante (CB), através de dois mecanismos
diferentes. Primeiro, a formacéo do complexo estavel CNF-'*°ICB, (Tabela 6 B), que
sequestrando parte de *ICB, reduz a quantidade de ligante marcado disponivel
para ligagcédo a sinpatossoma. Segundo, CNF age como um receptor alternativo para
1251CB; ja ligado ao sinaptossoma. Essas caracteristicas fazem da competicdo por
CNF um modelo Unico e complexo.

Na falta de um tratamento matematico mais adequado para descrever esta
competicdo particular, a equacdo da lei de acdo das massas, comumente
empregada para analise de experimentos de ligacdo de radioligantes, foi empregada
neste trabalho. A constante de dissociacdo no equilibrio (Kg) de R-'*ICB, foi
determinada como 1,2 £ 0.3 nM na presenca de CA-CB, como competidor (Fig. 13,
Tabela 5 A). Este valor é muito préximo daquele encontrado para Ctx e
sinaptossoma de cobaio (Kq= 2 nM) (DEGN et al.,, 1991). Quando CA-CB, foi
substituido por CNF, um K4 de 3,2 £ 1.2 nM foi obtido. Este aumento no valor de Ky

nao significa que CNF seja um melhor competidor que Ctx, porgue 0S mecanismos
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de competicdo para cada caso sdo diferentes, como ja discutido. Este Kq reflete um
aparente aumento na dissociacdo de R-'*ICB,, devido & uma diminuicdo da
concentracdo real de **°ICB;, disponivel para o receptor na membrana, associado a
competicéo de CNF por **’ICB; ligado ao sinaptossoma.

Na condicéo de incubacéo na qual CNF foi adicionado apos incubacéo prévia
de CA-'*ICB; e sinaptossoma, observou-se um deslocamento apenas parcial, com
maximo de 45%. Neste caso, CNF estaria competindo com *?ICB, ja ligado a
membrana. Apesar de ainda ndo estar completamente esclarecido o mecanismo
pelo qual ocorre a ligacdo de CB ao receptor e a liberacdo de CA em solucéo (BON
et al., 1979, DELOT e BON, 1993, KRIZAJ et al, 1996), a interacdo entre R-CB é
provavelmente mais forte que entre CA-CB. Como descrito anteriormente, seriam
dois receptores competindo pelo mesmo ligante. Apesar de os dados obtidos neste
trabalho ndo permitirem conclusées quanto a afinidade de ligacdo, acredita-se que
haja um provavel equilibrio de ligacdo do ligante (CB) aos dois receptores, o de
membrana e CNF.

Quanto as atividades farmacologicas de CNF, estudos anteriores ja haviam
demonstrado sua capacidade inibitéria da atividade fosfolipasica in vitro e sua
protecdo contra a neurotoxicidade do veneno crotalico e Ctx in vivo (FORTES-DIAS
et al., 1991, 1994, 1999; PERALES et al.,1995). Faure et al. (2000), utilizando
sinaptossomas de Torpedo marmorata, mostraram que CICS (mesma proteina que
CNF) inibe a liberacao de acetilcolina induzida por B-neurotoxinas de serpentes da
familia Viperidae como crotoxina, Mojave toxina e CbICbll (B-neurotoxina do veneno
de Pseudocerastes field). Quando as [3-neurotoxinas testadas foram pré-incubadas
por 1h com quantidades crescentes de CICS, e comparada com o controle (sem

CICS), foi observada uma inibicdo dose dependente da liberac&o primaria de Ach.
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Um ponto importante no presente trabalho sdo os resultados obtidos nas
diferentes condicdes testadas. Os experimentos de inibicdo das atividades
fosfolipasica e neurotoxica dos varios inibidores descritos, sdo, em sua grande
maioria, realizados com pré-incubacéo da toxina com o inibidor. Aqui, demonstrou-
se que CNF é capaz, ndo s6 de inibir a ligacdo de CB ao sinaptossoma quando
ambos sdo colocados em contato com o tecido ao mesmo tempo, como também de
deslocar CB ja ligado ao tecido. Ainda que a inibicdo neste ultimo caso nédo tenha
atingido 50%, nas condicfes testadas, este dado torna-se relevante quando se
projeta uma provavel utilizacdo de CNF no tratamento de envenenamento crotélico.
Neste caso, onde a toxina ja esta na circulacdo da vitima, seria desejavel que um
antidoto agisse ndo somente ligando-se a toxina circulante, neutralizando-a, como
também deslocasse a porcdo ja ligada. Deve-se considerar que CNF inibe néo
apenas PLA; da cascavel sulamericana, mas também PLA; neurotdxicas do veneno
de outras serpentes da familia Viperidae (Fortes-Dias et al., 1990; 2000, Faure et al.,
2000), e que ndo inibe PLA; secretoria humana (Faure et al., 2000). Assim sendo,
CNF poderia ser usado como um antidoto ndo apenas para envenenamento
crotalico, mas também como auxiliar no tratamento de envenenamentos por outras
serpentes, provavelmente nao interferindo na agéo de fosfolipases humanas.

Os resultados obtidos permitiram o aperfeicoamento do modelo esquematico,
anteriormente proposto, da interacdo da crotoxina com o seu receptor alvo e CNF
(FORTES-DIAS et al.,, 1994). Neste modelo foi incluida uma etapa adicional de
equilibrio entre CNF-CB e R-CB (receptor-CB), representando a competicdo entre R

e CNF por CB (Fig. 23).
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CNF-CB + CA
CNF N

CA-CB CNF R

A 4

R-CB + CA

Figura 23 — Representacdo esquematica das interacdes entre CA-CB, o seu receptor
na membrane pré-sinaptica (R) e CNF. O modelo foi atualizado em relacdo ao
anterior (FORTES-DIAS et al., 1994) com a introducdo do equilibrio entre CNF-CB e

R-CB na presenca de R e CNF, respectivamente.
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Os efeitos das fosfolipases de venenos sdo dependentes das respostas
mediadas pela interacdo entre a toxina e seus receptores, mas outros mecanismos
de interacdo PLAj/membrana, como a estrutura da molécula, podem também
contribuir para a toxicidade destas proteinas (CHIOATO e WARD, 2003). A crotoxina
€ um exemplo classico da importancia da estrutura quaternaria na toxicidade do
heterodimero, em comparagdo com cada subunidade individualmente
(HABERMANN e BREITHAUPT, 1978; FAURE et al., 1993).

Cada espécimem de C. d. terrificus sintetiza cinco a dez isoformas diferentes
de Ctx, formadas pela combinacdo 1:1 das isoformas de CA e CB, presentes em
proporcdes variaveis (FAURE e BON, 1987). Em um estudo com diferentes
complexos de Ctx formados, aleatoriamente, com duas isoformas de CA e quatro de
CB, demonstrou-se que as isoformas de CA sao funcionalmente idénticas no
complexo. No entanto, dependendo da isoforma de CB presente, duas classes de
complexos de crotoxina foram identificadas, uma enzimaticamente menos ativa e
farmacologicamente mais potente que a outra (FAURE e BON 1988). Uma vez que
as diferencas na funcdo néo foram observadas para as isoformas de CB isoladas, foi
sugerido que as alteracdes de funcdo dos complexos, fossem devidas as diferencas
nas interagbes entre suas subunidades (FAURE e BON, 1988). Mais tarde foi
proposto que as substituicbes de residuos nas isoformas de CB poderiam ser
responsaveis pelas diferengas nas interacdes entre as subunidades CA/CB (FAURE
et al., 1994), e consequentemente na sua atividade. No presente estudo, o qual teve
como um dos seus objetivos, analisar as interacbes entre CB/CA e CB/CNF,
observou-se que nas possiveis regides de interagdo identificadas estdo seis das oito

substituicdes de aminoacidos das isoformas de CB testadas (CB; e CB)).
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As PLA; neurotdxicas pré-sinapticas apresentam uma extensa superficie
biologicamente ativa, que vai da regido do “loop” C-terminal, passando pelo “loop” de
ligacdo ao Ca®', e inclui posicdes na hélice terminal e folha-p (CHIOATO e WARD,
2003). O estudo com sintese multipla de peptideos (“spot”) revelou 3 regibes de
reconhecimento em CB; e CB, tanto para CA quanto para CNF: uma na por¢gdo N-
terminal (nas proximidades dos aminoacidos 20 a 40 para CA e 10 a 40 para CNF),
na regido central (em torno do residuo 60) e outra na por¢do C-terminal, neste ultimo
caso somente para a isoforma CB; (Figura 19).

As regides N e C-terminal parecem ter um papel importante nas atividades
enziméticas e farmacoldgicas caracteristicas de CB. A clivagem de CB por CNBr,
resultou em 3 fragmentos, contendo as regides N-terminal, central e C-terminal. Tal
tratamento reduziu drasticamente a atividade enzimética, miotoxica e afetou
parcialmente a letalidade dentre outras fun¢des (SOARES et al., 2001). Além disso a
regido N-terminal tem sido considerada de importancia para a neurotoxicidade de
N6-PLA; (PLA; de venenos de serpentes com atividade miotoxica e neurotoxia e N
na posicao 6) (CHEN et al., 2004).

Tzeng et al, (1995b) fizeram mutacdo sitio dirigida na PLA, pancreatica
bovina, alterando F?* por Y?'. Essa modificacdo tornou a PLA, bovina capaz de
reduzir significativamente a especificidade de ligacdo da crotoxina a vesiculas
sinaptossomais de cobaio. Considerando o fato de que PLA,'s neurotdxicas tém Y
na posicao correspondente a F da enzima bovina, e que as fosfolipases que
possuem F?' apresentam pouca ou nenhuma toxicidade, Y** foi considerado um
determinante importante para a neurotoxicidade (TZENG et al, 1995b). No presente
estudo, Y?! est4 ao lado do agrupamento 1 para CA-FA e incluido em SMPR 6,

referente a interacdo de CNF-FA com os peptideos imobilizados em membrana.
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Inoue et al. (1997) em um estudo com o PLIy de Naja kaothia (um inibidor de
amplo espectro de acdo) sugeriram que este possa ligar-se as PLA; via um
elemento estrutural restrito comum, conservado dentre todos os grupos de PLA,. Foi
considerado que o sitio de ligacdo do inibidor envolvesse o “loop” de ligagéo ao Ca?*
das PLA,, o qual é conservado dentre todas as PLA; secretdrias, inclusive na Ctx.
No caso da Ctx, os residuos propostos como constituintes do “loop” nesta ligagédo
sdo Y¥, G®, G*, D*® (RADVANYI et al., 1989). Esses aminoacidos estdo
compreendidos nos agrupamentos de aminoacidos reativos de CB; e CB,, tanto
para CA quanto para CNF (exceto D* para CNF). No caso de CNF, este apresentou
um agrupamento de aminoacidos reativos maior do que o de CA, com duas SMPR.

Quando a membrana foi testada com CA-FA, encontrou-se um amplo
agrupamento de aminodacidos reativos na regiao central (residuos 45 a 80). Foi
proposto por Tsai et al., (1987) que os residuos 59, 65, 70, 72, 73 e 98 das enzimas
de serpentes das familias Crotalidae e Viperidae, estariam relacionados com a
neurotoxicidade. Segundo o autor, no contexto da estrutura tercidria das PLA;, 0s
residuos 59-65, 70-73 e 97 ou 98 estdo agrupados do lado de fora e proximos ao
sitio catalitico. Nas estruturas diméricas ou triméricas de toxinas, as subunidades
auxiliares, como é CA na Ctx, geralmente estabilizam ou protegem a subunidade
toxica. Essa acao evita a sua ligacdo nao especifica a varios tecidos, ou ainda, ajuda
a subunidade tOxica a interagir especificamente com seus sitios de reconhecimento
na membrana pré-sinaptica (CHEN et al., 2004). Considerando a acdo de CA de
potencializar a neurotoxicidade de CB e os residuos de aminoacidos envolvidos
nesta acao, os resultados mostrando a regido reativa na porcao central de CB,
guando a membrana foi analisada com CA (Fig. 19), sdo coerentes com a acédo de

chaperonina desta ultima. CNF, no entanto, apresentou uma regido de reatividade
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central menor do que a de CA, mas que também abrange os aminoacidos
envolvidos na neurotoxicidade. Possivelmente essa interacdo esta relacionada ao
fato de CNF ser capaz de inibir a toxicidade da Ctx.

A amoditoxina € uma PLA; neurotoxica pré-sinaptica de cadeia Unica,
presente no veneno de Vipera ammodytes ammodytes, e apresenta uma
similaridade imunologica na sequéncia de aminoacidos com CB. Em um estudo com
amoditoxina, demonstrou-se que a por¢ao C-terminal de CB esta envolvida na acéo
farmacoldgica da crotoxina (CURIN-SERBEC et al.,, 1994). Anticorpos contra
amoditoxina, foram capazes de reconhecer CB isolado, ja a crotoxina foi fracamente
reconhecida por todos os anticorpos contra peptideos de amoditoxina. Sugeriu-se
que a porcéo C-terminal de CB é mascarada ou sofre uma mudanca conformacional
no complexo crotoxina. Demonstrou-se também, que anticorpos policlonais
preparados contra CB reagiram mais fortemente com a sua por¢cao C-terminal do
que a N-terminal e central. Uma estrutura molecular gerada por computa¢cao mostrou
gue as cadeias laterais no peptideo N-terminal estdo muito menos expostas do que
0 peptideo C-terminal. A regido C-terminal é uma regido sabidamente relevante na
atividade ndo apenas da crotoxina. Essa regido exerce papel importante em
diferentes agcdes como miotoxicidade e citotoxicidade, rompimento de lipossomas
para os venenos de serpentes da familia Crotalinea, nas atividades biolégicas de
miotoxina 1l de Bothrops asper e atividades de miotoxicidade e danos em
membranas de miotoxinas K49-PLA; (SOARES et al., 2001;LOMONTE 1994,
CHIOATO e WARD, 2003).

Alguns modelos de estrutura tridimensional de CB foram propostos
(CHOUMET et al., 1992; CURIN-SERBEC, et al., 1994). As regides 53-70 e 85-91 e

90-108 tém sido propostas como partes envolvidas na toxicidade e interacdo entre
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CB e CA, baseado em métodos de mapeamento com anticorpos monoclonais
(CHOUMET et al., 1999). A regiao de peptideos 53-70, compreendida na regidao de
interacdo de CB com CA esta localizada na regido central (Figruas 19 e 21), tanto
para CB; quanto para CB, A regidao 93-108 é semelhante a provavel sequéncia
linear de interacdo encontrada na porcado C-terminal para CA/CB, mas apenas para
CB;. A principal diferenca de reatividade entre as isoformas CB; e CB, tanto para CA
quanto para CNF foi na regido C-terminal, onde se encontram 3 substituicoes
YIOIN'® GI%EYX® e GMY/EM em CBi/CB,. CA e CNF, sdo ambas, proteinas
acidas, o que justifica uma interacdo com a regidao C-terminal de CB; que é menos
negativamente carregada que CB..

CNF é um PLIy capaz de inibir ndo apenas sua PLA,; homdloga, mas também
PLA, de diferentes espécies de serpentes Viperidae (FORTES-DIAS et al, 1999;
FAURE et al 2000). As -neurotoxinas de serpentes da familia Viperidae (PLA; do
grupo 1) associam-se fortemente a CICS (CNF) (FAURE et al 2000). Ja as (-
neurotoxinas monoméricas de Viperidae, Atx e Agtx ligam-se menos efetivamente a
CICS do que as subunidades PLA, isoladas de B-neurotoxinas multiméricas de
Viperidae. O mesmo comportamento foi observado no caso de CbICbll, no qual
apenas a subunidade basica Cbll e a toxina total associaram-se a CICS. As
subunidades de PLA; (CB, CB Monjave e Cbll) quando isoladas dos seus complexos
ligaram-se a CICS mais rapidamente do que no complexo (valor de ko, foi 10 vezes
maior). Somente um excesso molar de 2 vezes de CICS foi suficiente para a inibicao
quase total da atividade fosfolipasica das subunidades de PLA;, enquanto um
excesso de 8 vezes foi necesséario para o0 mesmo grau de inibicdo no caso da toxina
total (FAURE et al 2000). Portanto, estes dados sugerem que CA e CNF competem

por sitios de ligacdo semelhante a CB como aqui demostrado (Fig. 22 e 23).
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Nos experimentos nos quais foi usada uma elevada concentracéo de sal, o
resultado encontrado de auséncia de reatividade era esperado, uma vez que as
subunidades do complexo Ctx estdo ligadas por forcas eletrostaticas (RUBSAMEN
et al., 1971; BREITHAUPT 1976a). Apesar do complexo CB/CNF, ser estavel e
dissociavel apenas em condi¢cbes desnaturante, acredita-se essa interacdo que néo
envolva ligacdes covalentes (FORTES-DIAS et al., 1994). Essa hipotese foi
reforcada pela auséncia de ligacdo, aos peptideos da membrana, quando se
incubou CNF em presenca de elevada concentracdo de sal. A ligacdo de CA-FA e
CNF-FA a membrana € reversivel, como demonstrado nos experimentos de
competicdo do ligante conjugado por excesso do mesmo nativo.

Diferentes ferramentas como predicdo computacional, mapeamento de
superficie, modificacdes quimicas, mutacao sitio dirigida, dentre outras, tém sido
Uteis para o entendimento da interacao entre as PLA; e outras proteinas (SOARES
et al., 2001; CHIOATO e WARD, 2003; CECCHINI et al., 2004) . No presente estudo,
utilizou-se o método de sintese multipla de peptideos para analisar a interacdo entre
CA/CB e CB/CNF.

Em 2004, Checchini et al.,, demosntraram que CA foi capaz de inibir
atividades farmacologicas como inducdo de edema, aumento nos niveis de creatina
quinase, e danos a membranas causados por PLA, de venenos de Bothrops. A partir
desses dados, levantou-se a hipétese do uso de crotapotina para fins terapéuticos
nos casos de envenenamento por Bothrops e outros venenos contendo PLA;,
(CECCHINI et al., 2004). O uso de CA foi considerado, pelos autores, como uma
ferramenta promissora para explorar a estrutura das PLA; e sua relagdo com a
atividade bioldgica. Da mesma forma, um melhor entendimento CNF, e sua

interacdo com PLA;, tdéxicas serd util na investigacdo do mecanismo de acdo e
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intoxicacdo por Ctx e outras PLA; toxicas, bem como no desenvolvimento de
terapéuticas futuras para o envenenamento por acidentes ofidicos. Embora se tenha
trabalhado com estrutura linear, os resultados aqui obtidos fornecem informacdes a
respeito da interacdo entre CA/CB e CB/CNF, uteis em estudos posteriores da

estrutura das moléculas.
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7. Conclusbes

* A purificacdo de CNF por focalizagao isoelétrica seguida de cromatografia de
afinidade, permitiu a obtencédo de um proteina com alto grau de pureza, com

manutencao da atividade bioldgica.

* CNF esta presente no plasma da C. d. terrificus, como uma mistura das

formas glicosilada e nao glicosilada.

* A presenca de carboidratos ndo é essencial para a atividade inibidora de

fosfolipase A2 de CNF.

* CNF é capaz de inibir a ligacdo de Ctx a sinaptossomas cérebro cortical de

ratos, de forma dose dependente, nas diferentes condi¢des testadas.

* CNF é capaz de deslocar, ainda que parcialmente, a ligacdo de Ctx a

sinaptossomas cérebro cortical de ratos.

* Os possiveis segmentos lineares de interacao entre CA-CB e CNF-CB foram
determinadas.

* Houve coincidéncia em algumas regides de reconhecimento para CA e CNF.

« Das 8 substituicbes de aminoacidos nas isoformas testadas, 6 estdo

envolvidas nas regides de reconhecimento.
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