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RESUMO

As serinoproteases e metaloproteases sdo as principais enzimas do
veneno de Bothrops jararaca, elas agem sobre as proteinas dos tecidos das
vitimas ou presas, e como resultado de suas acbes diretas, essas proteases
podem gerar peptideos com acbes especificas em células ou ainda afetar
mecanismos fisioldgicos. As fontes mais comuns de peptideos bioativos séo as
proteinas precursoras naturais. No entanto, estudos recentes tém mostrado
que existem outras fontes de peptideos bioativos, as cripteinas, que fazem
parte de uma nova classe de proteinas que nao sao consideradas precursoras,
mas sob certas condi¢Bes, originam peptideos bioativos, assim eles sédo
denominados criptideos. Os criptideos podem provocar efeitos relevantes na
questdo do envenenamento, causando efeitos secundarios ou indiretos. Neste
trabalho, esses criptideos gerados pela acdo das serinoproteases do veneno e
pela acdo da tripsina sobre substratos enddgenos, foram isolados, e em
seguida foram caracterizados bioquimicamente e biologicamente de acordo
com suas acdes em células. As serinoproteases do veneno de B. jararaca
foram separadas do veneno total utilizando CLAE com uma coluna de excluséo
molecular, estas serinoproteases foram entdo incubadas com o substrato
mioglobina. Como também foi utilizado a tripsina, foram escolhidos os
seguintes substratos, mioglobina, hemoglobina, immunoglobulina G e
colageno, que foram incubados com a tripsina.Os criptideos gerados foram
separados por fracionamento por CLAE e as fracdes foram testadas em
culturas de células para observar efeitos citotoxicos ou proliferativos. As
fracOes ativas foram repurificadas para obter criptideos puros. Com a atividade
desses criptideos confirmada, estes foram sequenciados e sintetizados. A acao
da tripsina sobre a mioglobina gerou criptideos (ALELFR, TGHPETLEK,
GLSDGEWQQVLNVWGK) que apresentaram atividade proliferativa em células
do tipo fibroblastos e endoteliais. Utilizando um programa de bioinformatica,
Cn3D, observou-se que os criptideos gerados pela hidrolise da mioglobina com
a tripsina, estdo localizados na parte externa da proteina integra. Também
foram encontradas fracdes bioativas depois da incubacdo dos outros

substratos, mencionados acima, utilizando a tripsina, mas nao foi possivel



sequencia-los. A incubacédo da mioglobina com as serinoproteases isoladas do
veneno de B. jararaca gerou um cromatograma similar ao obtido com a
incubacdo da tripsina, mostrando que estas serinoproteases podem gerar
criptideos que podem ter efeitos secundarios ndo neutralizados por soroterapia.
Este estudo sugere que as serinoproteases do veneno de Bothrops jararaca
podem gerar criptideos com efeitos relevantes através de suas ac¢des nas

proteinas (substratos) que estao altamente disponiveis no local da picada.



ABSTRACT

Serineproteases and metalloproteases are the main Bothrops jararaca
venom enzymes acting on the victim’s tissues and proteins. As a result of their
direct actions on tissue proteins, these proteases could generate peptides with
specific actions in cells or other mechanisms. The most common sources for
bioactive peptides are natural precursor proteins. Recent studies have shown
that a new class of proteins not named as precursors, the crypteins, may, in
some conditions, originate bioactive peptides, or cryptides. New cryptides
generated by the action of the venom serinoproteases and by commercial
trypsin on endogenous substrates, were isolated, then biochemically and
biologically characterized. Serineproteases from B. jararaca venom were
separated from the whole venom using an HPLC molecular exclusion column,
verifying the activity of the fractions on the chosen substrates (myoglobin,
hemoglobin, immunoglobin G and collagen). These substrates were incubated
with the venom serineproteases as well as with trypsin. The resulting peptides
were separated by fractionation by HPLC and the fractions were tested on cell
cultures for proliferative or cytotoxic effects. Active fractions were
rechromatographed in order to obtain the pure bioactive peptides. After the
activity was confirmed, the peptides were sequenced and synthesized. Trypsin
activity on myoglobin generated peptides (ALELFR, TGHPETLEK,
GLSDGEWQQVLNVWGK) presenting proliferative activity on fibroblasts and
endothelial cells. 3D modeling of myoglobin, using Cn3D software, showed that
the three peptides are located on the surface of the protein. Bioactive fractions
were also found after digestion of the other substrates mentioned above with
trypsin, but they were not yet isolated and sequenced. Digestion of myoglobin
with the venom serineproteases generated an HPLC profile similar to the one
obtained with trypsin. This suggests that the cryptides here described may
indeed be generated at the the snake bite site, causing secondary effects, not
neutralized by serumtherapy. This study suggests that the venom
serineproteases may generate cryptides with relevant effects through their

actions on highly available protein substrates at the bite site.
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1. Introducéo

1.1 Aspectos gerais dos acidentes ofidicos no Brasil

O ofidismo encontra-se impregnado de forma negativa no imaginario
popular, principalmente relacionado ao aspecto anatbmico repulsivo das
serpentes. Entretanto a apreensao gerada, ndo tem sido suficiente para o
controle dos acidentes. Historicamente, os acidentes ofidicos ja sdo descritos
desde o ano de 1838, segundos dados da Santa Casa do Rio de Janeiro, onde
registraram um total de 1.044 6bitos, e um caso refere-se a picada de cobra e o
registro feito pela Princesa Isabel em seu diario, datado de 8 de Novembro de
1884, onde o entdo principe herdeiro da coroa Brasileira, Dom Pedro de
Orleans e Braganca, quase teve um acidente com Bothrops jararaca (Karasch,
2000).

As serpentes sao animais que despertam grande interesse na sociedade
pela capacidade que alguns grupos apresentam em causar acidentes graves.
O Brasil possui uma fauna de serpentes composta por aproximadamente 265
espécies, classificadas dentro de aproximadamente 73 géneros, em 9 familias
(Ministério da Saude,2001)

Segundo o Ministério da Saude (2001), no Brasil ha quatro tipos de
acidente que sdo considerados de interesse em saude: botropico, crotélico,
laguético e elapidico. J& os acidentes por serpentes ndo peconhentas que séo
relativamente frequentes, mas, ndo determinam acidentes graves, e, por isso,
sao considerados de menor importancia médica.

O género Bothrops representa 0 grupo mais importante de serpentes
peconhentas, com mais de 60 espécies encontradas em todo territorio
brasileiro (incluindo os géneros Bothriopsis e Bothrocophias). As principais
espécies sao: Bothrops atrox, € o ofidio mais encontrado na Amazobnia,
principalmente, em beiras de rios e igarapés; Bothrops erythomelas, abundante
nas areas litorAneas e Uumidas da regido Nordeste; Bothrops jararaca, tem
grande capacidade adaptativa, ocupa e coloniza areas silvestres, agricolas e

periurbanas, sendo a espécie mais comum da regido Sudeste; Bothrops
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jararacussu, é a espécie que pode alcancar maior comprimento e a que produz
maior quantidade de veneno dentre as serpentes do género, predominante no
Sul e Sudeste; Bothrops moojeni, principal espécie dos cerrados, capaz de se
adaptar aos ambientes modificados, com comportamento agressivo e porte
avantajado e Bothrops alternatus, vive em campos e outras areas abertas,
desde a regido Centro-oeste até o Sul, como pode ser observado na figura
1(Melgarejo, 2003).

Bothrops alternatus Bothrops atrox

£ Bothrops jararaca

Bothrops moojeni Bothrops neuwiedi

Figura 1: Distribuicdo das espécies de Bothrops no Brasil, adaptado de Melgarejo, 2003.

24



Nos primeiros instantes ap0s a picada, o acidente botropico se evidencia
com a presenca de edema, dor e equimose na regido da picada, que progride
ao longo do membro acometido. As principais acdes do veneno de Bothrops
jararaca séo: agdo proteolitica, coagulante e hemorragica. J& as complicacdes
locais sé@o decorrentes da necrose e da infeccado secundaria que podem levar a
amputacdo e/ou déficit funcional do membro. Também pode haver
manifestacfes sistémicas como, sangramento em pele e mucosas, hematuria,
hematémese e hemorragia em outras cavidades que podem determinar risco
ao paciente. Estudos mostram que, bioquimicamente, essas complicacfes sao
resultados do consumo sequencial dos fatores da coagulacdo, especialmente o
fibrinogénio, com drastico aumento da fibrindlise, complexo trombina-
antitrombina, presenca de produtos da degradacdo do fibrinogénio (FfDP —
Fibrinogen degradation products) e severa trombocitopenia (Kamigutti et al.,
1991; Santoro ET AL., 2008; Santoro e Sano-Martins, 2004).

A administracdo do soro antiveneno € realizado de acordo com o
acidente, ou seja, € utilizado o soro antiveneno especifico, respeitando a
gravidade do envenenamento e também respeitando as doses indicadas como

mostra na figura 2.

Acidentes Soros Gravidade N° ampolas
. _ Leve: quadro local discreto, sangramento em pele ou
Antibotropico (SAB) 2 o 2ad
mucosas; pode haver apenas disturbio na coagulacio
) Moderado: edema e equimose evidentes, sangramento sem
Botropico comprometimento do estado geral; pode haver disturbio 5a8
Antibotrépico-laquético Na coagulacio
(SABL) Grave: alteracdes locais intensas, hemorragia grave, 12
hipotensao, andria
Moderado: quadro local presente, pode haver 10
sangramentos, sem manifestacdes vagais
. Antibotropico-laquético  Grave: quadro local intenso, hemorragia intensa, com 20
Laquético (SABL) manifestagdes vagais
Leve: alteracdes neuroparaliticas discretas; sem mialgia, 5
escurecimento da urina ou oligdria
Moderado: alteragbes neuroparaliticas evidentes, mialgia e 10
mioglobindria (urina escura) discretas, porém discretas
Crotalico Anticrotalico (SAC)
Grave: alteracdes neuroparaliticas evidentes, mialgia e 20
mioglobintria intensas, oligdria
T Antielapidico (SAE) Considerar todos os casos potencialmente graves pelo risco 10
P de insuficiéncia respiratoria

Figura 2: NUumero de ampolas de soro antiofidico indicado para cada tipo de gravidade do
acidente (Ministério da Saude,2009).
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Os antivenenos sdo produtos feitos essencialmente de imunoglobulina
G, estes séo produzidos pelo fracionamento do plasma de animais, equinos,
que sdo hiperimunizados com o veneno do animal especifico. A fabricacédo
destes antivenenos tem uma longa histéria de eficacia e induz poucas reacfes
adversas devido a natureza heter6loga mas, pode causar reacdes de
hipersensibilidade imediata. Por outro lado os testes de sensibilidade cutanea
ndo sédo recomendados, pois, além de terem baixo valor preditivo, retardam o
inicio da soroterapia( Segura ET AL., 2009; Chippaux ET AL., 1998; Gutierrez
ET AL., 2006).

De acordo com o Guia de Vigilancia Epidemiolégica (Ministério da
Saude, 2009), o numero de notificacbes de ofidismo tem aumentado
consideravelmente desde 2001, alcancando o maior indice em 2005 (Figura 3).
Desde entdo vem apresentando decréscimo, com registro de 26.156 acidentes
em 2008, correspondendo a incidéncia de 13,8 casos por 100.000 habitantes
no Brasil, a menor desde 2005. Apresentando uma variagao significativa por
regido, com os coeficientes mais elevados no Norte e Centro-oeste como

mostra a figura 4.
35

30

25

Milhares de notificagdes

Figura 3: Incidéncia dos acidentes ofidicos ocorridos no Brasil, 1987 a 2008 (Ministério da
Saude, 2009).
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Norte 8.065 52,6
Nordeste 6.865 13,2
Sudeste 6.689 8.3

Sul 3.071 1.1
Centro-oeste 2.215 16,4
Brasil 26.905 12,8

Figura 4: Incidéncia de acidentes ofidicos por regiées.(Ministério da Salde, 2009).

Dos quatro géneros de serpentes peconhentas, verifica-se o predominio
do acidente botrépico, dos casos de ofidismo notificados no pais, seguidos do
crotélico, laguético e elapidico, como pode ser visto na figura 5, havendo
pequenas variagcdes de acordo com a regido e distribuicdo geogréafica das

serpentes.

Tipo de envenenamento

2% 1% 3%

10%
W Botropico

Crotdlico
W Laquético
M Elapidico

m Ndo peconhentas

Figura 5: Ocorréncia por tipo de envenenamento indicando predominio dos acidentes
botropicos em todo o pais, dados do Ministério da Saude. (Ministério da Saude, 2001).

A variacdo regional é bastante significativa, se comparado a regido
Sudeste com as Regibes Norte e Centro-oeste € possivel verificar que existe

de 7 a 2 vezes mais acidentes ofidicos nestas regides respectivamente.
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E importante ressaltar que, estes acidentes ocorrem predominantemente
nas areas rurais, principalmente adultos jovens do sexo masculino, mas
existem diferencas regionais, ou seja, o ofidismo apresenta sazonalidade
marcada pelo predominio de casos Nnos meses quentes e
chuvosos,constituindo-se em frequente agravo a saude dos trabalhadores
dessas regifes onde, em geral, 0 acesso aos servicos de saude é precario.
(Franca e Mélaque, 2003).

Apesar do baixo indice de letalidade dos acidente botropicos, esses tém
grande importancia em saude uma vez que podem resultar em severas
complicagbes locais gerando sequelas permanentes como perda de fungéo ou

amputacdo do membro afetado (Gutierrez et al., 2007).

1.2 Principais atividades do veneno de Bothrops jararaca

Os venenos de serpente tém como seus componentes neurotoxinas,
citotoxinas, cardiotoxinas, fator de crescimento neural, lectinas, proteinas de
ligacdo do fator de Von Willebrand (VWF), proteinas de ligacdo do fator IX/X,
disintegrinas, peptideos potenciadores de bradicinina (BPP — Bradykinin-
potentiating peptides), peptideos natiuréticos, varias enzimas (exemplo:
proteases, fosfodiesterases, aminotransferases, L-aminoacido oxidase,
catalase, ATPase, hialuronidase, entre outras) e também enzimas inibitorias
(Matsui, Fujimura e Titani, 2000).

Considerando-se que os venenos sdao uma fonte abundante de material
com variada atividade biolégica, que sdo produzidos e armazenados em um
ambiente altamente especializado, a glandula de veneno (Warrel, 1989), estes
tém a principal funcdo de paralisacdo da presa para obtencédo de alimento e
sua digestdo. As varias enzimas inoculadas podem também dar inicio ao
processo de digestdo dos tecidos da presa e a sua morte € devido ao
comprometimento no sistema respiratério ou circulatério causados por varias
neurotoxinas, cardiotoxinas, fatores coagulantes e outros fatores que agem de
forma isolada ou sinergicamente. Deste modo, 0 veneno contém substancias

destinadas a afetar processos vitais, atuando no sistema nervoso,
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cardiovascular, locomotor, afetando a coagulacdo do sangue, a migracéo
celular e a permeabilidade de membranas (Melgarejo, 2003).

A maior parte das toxinas de serpentes exibe suas atividades
farmacoldgicas, no entanto, algumas proteinas de forma covalente ou nédo
covalente formam complexos com outras proteinas para expor com mais
poténcia suas atividades farmacoldgicas. Essas interagfes sinérgicas entre as
proteinas do veneno sdo capazes de aumentar a poténcia letal do veneno de
serpente (Kini, 1990; Doley e Kini, 2009).

Adicionalmente o0s venenos de serpentes e outras secrecOes toxicas
contém um numero significativo de substancias farmacologicas ativas com um
modo de acdo especifico. Nos venenos de serpentes da familia Viperidae as
proteinas podem ser hidrolases como as lectinas, desintegrinas e precursores
de peptideos bioativos (Kamigutti, 1991). Entre os peptideos biologicamente
ativos conhecidos encontram-se o0s peptideos potenciadores de bradicinina,
peptideos natriuréticos, etc.

O estudo desses venenos tem propiciado a elucidacdo de diversos
mecanismos farmacolégicos. Dentre eles, é destacado o descobrimento da
bradicinina e, posteriormente o peptideo BPPs, que levou ao desenvolvimento
do farmaco Captopril®,(Rocha e Silva et al., 1949) que é um inibidor da enzima
conversora de angiotensina (ECA)(Ferreira, 1965).

Os envenenamentos causados pelas serpentes Bothrops jararaca, sao
caracterizados com fisiopatologia complexa incluindo danos teciduais rapidos e
drasticos e manifestacfes sistémicas (Franca e Malaque,2003).

1.2.1 Atividade inflamatoria aguda

A atividade inflamatéria aguda é causada por um conjunto de frac6es do
veneno botropico, bioquimicamente heterogéneas, com especificidades
diversas, responsaveis pelos fenbmenos locais.

O estudo sobre a atividade inflamatéria tem evidenciado que apés o
envenenamento, 0s principais componentes mediadores da formacdo do
edema induzido pelo veneno da serpente Bothrops jararaca, tem sido os
derivados do &cido araquiddnico (Trebien e Calixto, 1989; Perales et al., 1992;

Gongalves et al., 2000). Adicionalmente também foi demonstrado que o veneno
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de B. jararaca induz aumento das concentracdes de leucotrieno B 4 e
tromboxano A ;, correlacionando o aumento destes mediadores ao acumulo de
células inflamatorias (Farsky et al., 1997).

Evidéncias mostram que varios mediadores enddgenos participam do
processo inflamatorio induzido por veneno botrépico. Dentre eles, podemos
citar componentes do sistema complemento, 6xido nitrico e citocinas, como o
TNF-a, interleucina (IL)-1B e IL-6 (Farsky et al., 2000; Zamuner et al., 2001;
Moura-da-Silva et al., 1996; Rucavado et al., 2002). Esses mediadores podem
agir em um ou em alguns tipos de células, terem varios alvos ou mesmo
apresentar efeitos em diferentes tipos celulares, sendo uma vez ativados e
liberados pelas células, a maioria desse mediadores tém uma meia-vida curta
(Kumar et al., 2005).

Em resumo, segundo Cabral et al. (2005), o processo inflamatério inclui a
liberacdo de substancias pré- e antiinflamatérias pelo organismo afetado, na
tentativa de regular o processo, retornando a homeostasia

1.2.2 Atividade sobre a coagulacao e plaquetas

A atividade sobre a coagulacdo ocorre pelo fato do veneno botrépico
possuir capacidade de ativar fatores da coagulacdo sanguinea, ocasionando
consumo de fibrinogénio e formacgédo de fibrina intravascular, induzindo
frequentemente, incoagulabilidade sanguinea. S&o descritos fatores com
atividades sobre agregacdo e aglutinacdo plaquetaria (Franca e Malaque,
2003).

A hemostasia envolve ndo somente a formacdo do coagulo, mas
também sua dissolu¢do, como pode ser visualizado na figura 6, os dois
processos opostos estdo em equilibrio, mantendo as propriedades
hemodinamicas constantes (Braud et al., 2000).

A injuria causada pelos venenos botropicos, ativa, de modo isolado ou
simultaneo, o fator X e a protrombina. Possuem também acdo semelhante a
trombina, convertendo o fibrinogénio em fibrina. Essas ac¢des produzem
distarbios da coagulagédo, caracterizados por consumo dos seus fatores,

geracdo de produtos de degradacdo de fibrina em fibrinogénio, podendo
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ocasionar incoagubilidade sanguinea. Este quadro é semelhante ao da
coagulacao intravascular disseminada. Também podem levar a alteracdo da
funcdo plaquetaria, bem como plaquetopenia (Kamigutti, 1991; Braud et al.,
2000).
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1.2.3 Atividade hemorragica

A atividade hemorragica é atribuida por componentes especificos,
denominados hemorraginas, metaloproteinases que contém zinco. Sendo que
essas hemorraginas podem romper a integridade do endotélio vascular e tém
atividade de desintegrina, degradando véarios componentes da matriz
extracelular, como colageno tipo 1V, fibronectina e laminina. Além disto, séo
potentes inibidores da agregacao plaquetaria (Franca e Malaque, 2003).

A inoculacdo do veneno de B. jararaca, em dose baixa, na bolsa escrotal
de ratos, demonstram alteragdes importantes no tecido conjuntivo, tais como
desestruturacdo de fibras coldgenas préximas a vasos e feixes nervoso,
desgranulacdo de mastocitos e hemorragia (Gongalves e Mariano, 2009).

Embora a principal responsavel pelo sangramento nos envenenamentos
por viperideos seja a a¢do das metaloproteinases, as alteracdes da coagulacdo
podem contribuir para a hemorragia local e sistémica. A maioria desses
venenos tem enzimas coagulantes, sendo a mais comum a enzima tipo
trombina, que atua diretamente sobre o fibrinogénio, produzindo microtrombos
de fibrina e originando deplecdo dos niveis de fibrinogénio com consequente
incoagulabilidade, contribuindo para a hemorragia (Matsui, Fujimura, Titani,
2000).

1.3 Composicédo do veneno

O veneno de Bothrops jararaca, contém uma grande quantidade e
diversidade de proteinases, como a bothrombina, que tem atividade especifica
na coagulacédo (Nishida et al.,1994). PA-BJ é outra serinoprotease do veneno
de B. jararaca, que foi isolada como uma enzima que induz a agregacao
plaguetaria (Serrano et al.,1995). Portanto, venenos de serpentes da familia
Viperidae contém uma grande variedade de enzimas proteoliticas que
evoluiram por milhdes de anos no sentido de adquirir alta especificidade e
poténcia contra sistemas vitais de suas presas, sendo que, desempenham

papel importante no quadro do envenenamento.
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1.3.1 Complexos das proteases

Os venenos de serpentes, particularmente das familias Viperidae e
Crotalidae, contém proteases que afetam a cascata de coagulagdo sanguinea
e ajudam na digestdo das presas. Embora a maioria delas serem
farmacologicamente ativas por si s, algumas exigem componentes adicionais

para exibir uma atividade ideal (Kini, 1990, Doley e Kini, 2009)

1.3.1.1 Metaloproteinases:

As metaloproteinases sdo enzimas abundantes em venenos de serpente
da familia Crotalines e Viperides. Elas sédo relevantes na fisiopatologia do
envenenamento, sendo responsavel pela acéo local e sistémica da hemorragia,
freqientemente observadas nas vitimas.

As SVMPs (Snake Venom Metaloproteinase), juntamente com as
ADAMs (A Disintegrin And Metalloproteinase) e as ADAMTs (A Disintegrin And
Metalloproteinase with Thrombospondin motifs), comp&em a subfamilia M12B
das metaloproteinases, também conhecidas como reprolisinas. Essas enzimas
apresentam grande homologia no dominio metaloproteinase e em alguns
casos, nos dominios localizados na por¢éo carboxi-terminal subsequente (Fox;
Serrano, 2008). As reprolisinas fazem parte de uma superfamilia de
metaloproteinases, conhecida como metzincinas, que também incluem as
astacinas, MMPs (Matrix Metalloproteinases) e serralisinas. As metzincinas séo
caracterizadas por sua dependéncia catalitica por ions metalicos,
especialmente o zinco, e sdo amplamente expressas em eucariotos e
procariotos (Bode, Gomis-Ruth, Stocker, 1993).

Assim, nos ultimos anos, ha um crescente esforco para compreender os
mecanismos induzidos por SVMP responsavel pela reag¢édo inflamatoéria e os
determinantes estruturais do efeito (Teixeira et al., 2005). Anteriormente as
metaloproteinases/desintegrinas isoladas dos venenos, eram agrupadas, em
quatro classes estruturais, relacionadas de acordo com a presenca de seus
dominios, P-I, P-Il, P-lll e P-IV (Bjarnason e Fox, 1994; Hite et al, 1994).
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Recentemente Fox e Serrano (2008), propuseram uma classificacdo onde 11
classes e subclasses de SVMPs foram identificadas: P-la, P-lla, P-llb, P-lic, P-
lid, P-lle, D-I, P-llla, P-lllb, P-llic e P-llid.

A diversidade estrutural das SVMPs €& muito grande e confere as
mesmas a capacidade de interferir em diversos sistemas fisioldégicos. Essas
atividades dependem da presenca de cada um dos dominios, organizados
durante a biossintese das SVMPs. Portanto, as metaloproteinases tém suas
acOes gerais ndo apresentando alta seletividade pelo substrato como as

serinoproteases.

1.3.1.2 Serinoproteases

As serinoproteases sdo enzimas proteoliticas com um unico residuo de
serina ativo no seu sitio catalitico. Elas representam aproximadamente 0,6% de
todas as proteinas do genoma humano (Yousef et al., 2003).

As serinoproteases exibem preferéncia para catalisar a hidrélise de
ligagbes peptidicas adjacentes a uma classe particular de aminoacidos. No
grupo das enzimas semelhantes a tripsina, as proteases catalisam a hidrdlise
de ligacdes peptidicas envolvendo os aminoacidos basicos, arginina (Arg) e
lisina (Lis), uma vez que elas tém um residuo de aspartato ou glutamato no
sitio de ligacdo do substrato, que pode formar uma forte ligacdo eletrostatica
com aqueles residuos (Yousef et al., 2003), assim como as serinoproteinases
de mamiferos que regulam a hemostasia (Serrano e Maroun, 2005).

As serinoproteases desempenham um papel importante na regulacao de
muitos processos biologicamente relevantes, como por exemplo, a tripsina na
digestdo e a trombina na cascata da coagulacdo sanguinea. Esta classe de
enzimas é um importante alvo na quimica medicinal contemporédnea uma vez
que, muitas doengas séo decorrentes do mau funcionamento desta regulacéo.
Assim, compostos que interagem especificamente com as serinoproteases
podem ser uteis no tratamento de varias doencas (Talhout e Engberts, 2001).

A tripsina € uma das serinoproteases mais bem estudadas e
caracterizadas; por isso, € uma das enzimas melhor compreendidas tanto na

sua estrutura, especificidade como no seu mecanismo catalitico. Em virtude
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disso, a tripsina € uma enzima utilizada como modelo experimental para
estudos de caracterizacdo de outras serinoproteases. A tripsina é uma enzima
proteolitica com ampla especificidade com relacdo ao substrato. O seu centro
ativo é constituido de um sitio aniénico, ao qual ligam-se substratos e
inibidores, carregados positivamente; um sitio hidrofébico, adjacente ao sitio
anidnico, ao qual ligam-se substratos e inibidores, por suas cadeias
hidrocarbonadas, e o sitio catalitico propriamente dito, que é constituido da
triade catalitica His57, Ser195 e Aspl102 (Mares-Guia et al., 1965). Ela catalisa
a hidrélise de ligacbes peptidicas envolvendo a carboxila terminal dos
aminoéacidos Arg e Lis nas proteinas (Craik et al., 1985).

As serinoproteinases de venenos de serpentes (SVSPs — Snake Venom
Serine Proteases) sdo enzimas que afetam o sistema hemostético, agindo em
uma variedade de componentes da cascata de coagulacdo, do sistema
fibrinolitico e do sistema calicreina-cininas das células, sendo capaz de
provocar um desequilibrio do sistema hemostatico (Seegers e Ouyang,
1979; Markland, 1997; Pirkle, 1998).

Sendo assim, as serinoproteases podem agir sob substratos endégenos

gerando compostos bioativos.

1.4 Geracdo de compostos bioativos a partir de componentes

presentes em venenos

Os peptideos bioativos podem ser obtidos através de proteinas
adquiridas na alimentacao (Kitts, 1994). Além da digestdo, é possivel obter
peptideos bioativos pela protedlise de macromoléculas enddégenas (Richter et
al., 1999), de origem bacteriana, fungos e/ou através da acdo de venenos
animais, como de serpentes, vespas, anfibios, entre outros.

Esses peptideos encontram-se na forma inativa dentro das cadeias
polipeptidicas das proteinas originais, chamadas de precursores peptidicos.
Diversos resultados indicam que os fragmentos peptidicos gerados apds a
hidrolise dessas macromoléculas sdo capazes de atravessar as membranas
biolégicas, atingindo os tecidos periféricos, via circulagdo sistémica, podendo

apresentar acdes especificas no local ou em sitios mais distantes, alterando o
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metabolismo celular ou ainda, atuando como vasorreguladores, fatores de
crescimento, liberadores de hormdénios ou neurotransmissores (Roberts &
Zagola, 1994).

A biossintese de peptideos bioativos envolve, entre outros processos, a
acado de enzimas proteoliticas. Segundo Robert & Zagola (1994), esta classe

de enzimas atua em processos vitais do organismo que podem ser:

» Gerais, como na nutricdo, no reparo de estruturas somaticas, €;

» Especificas, em reacfes de agressao e defesa, onde a atividade
proteolitica € capaz de desempenhar funcdes especializadas ou
em cascata, neste caso é denominada protedlise limitada como,
por exemplo, a cascata da coagulacdo ou a geracdo de

peptideos a partir de precursores.

Foi demonstrado (Murayama et al, 1997) que o0s peptideos
potenciadores de bradicinina (BPPs) encontram-se em uma proteina
“precursora” no veneno de Bothrops jararaca, podendo ser considerado como
um exemplo de “criptideo precursor’. Os BPPs, inicialmente isolados e
identificados no veneno da Bothrops jararaca, foram os primeiros inibidores
naturais da enzima conversora da angiotensina (ECA) descritos, e constituem
uma familia de moléculas, cuja diversidade estrutural parece ser fundamental
para determinar e modular a sua atividade biologica (Rioli et al., 2008). A
utilizacdo de métodos de bioquimica associados a tecnologia de espectrometria
de massas, para a andlise de amostras de individuos ou de grupos de
espécimes determinados, permite identificar novas estruturas destas moléculas
até entdo desconhecidas. Além disto, o estudo farmacolégico permite
determinar que as atividades dos BPPs ndo se restrinjam a sua capacidade de
inibicdo da ECA. Por fim, o uso das técnicas de biologia molecular, permitem a
determinacdo da sequéncia da proteina precursora destes peptideos, além de
proporcionar ferramentas para a determinacdo da distribuicdo destes peptideos
em tecidos além da glandula de veneno da serpente. Além disso, podem
possibilitar a identificacdo de seu correlato enddégeno expresso em mamiferos,

onde devem agir como peptideos vasoativos.
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Segundo Autelitano et al. (2006), ha evidéncias crescentes de que a
clivagem proteolitica da origem a peptideos “escondidos” com atividade
biolégica que sdo muitas vezes imprevisiveis e totalmente distinta da proteina
“precursora”. Um amplo espectro de proteases tem sido implicadas na geragao
de cripteinas naturais, que parecem desempenhar um papel na modulacdo de
diversos processos bioldgicos, tais como a angiogénese, funcdo imune e
crescimento celular. A liberagdo proteolitica das cripteinas com novas
atividades, representa um mecanismo importante para a crescente diversidade
da funcdo da proteina e, potencialmente, oferece novas oportunidades para a
terapéutica utilizando como base as proteinas.

Ueki et al. (2007), propds que ha um numero nédo identificado de
peptideos funcionais na natureza, pelas seguintes razdes: i) multiplos
fragmentos de peptideos que sdo produzidos a partir de cada uma das
proteinas precursoras de mensageiros peptidérgicos, que parecem ter varias
atividades bioldgicas, ii) muitos fragmentos de peptideos que sédo produzidos
durante a maturacdo ou processos de degradacdo de proteinas funcionais,
como enzimas mitocondriais e outras proteinas reguladoras, tém diversas
atividades biologicas, muitas vezes distintas das proteinas “precursoras”. Esses
peptideos funcionais, sdo chamados de criptideos, que estdo “escondidos” em

estruturas de proteinas.

1.5 Cripteinas

As cripteinas séo definidas como proteinas que ndo sao consideradas
precursoras especificas para peptideos bioativos, mas sdo capazes de, sob
certas condicdes, gerar peptideos bioativos com propriedades fisioldgicas
relevantes (Pimenta e Lebrun, 2007).

Com isso, podemos citar como dois exemplos importantes; uma proteina
precursora multifuncional a POMC (Préopiomelanocortina) que é capaz de
gerar diversos peptideos biologicamente ativos dependendo da forma pela qual
€ processada, e varias proteinas existentes no leite como a caseina e a
lactoglobulina que s&o consideradas cripteinas (Ueki et al. 2007; Autelitano et

al. 2006).
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Existe também cripteinas que sdo derivadas da matriz extracelular,
como o colageno. Segundo Autelitano et al (2006), as cadeias a do colageno
além de suas propriedades estruturais, tém sido, inequivocamente,
demonstrado que contém varios polipeptideos cripticos que podem ser
liberados da matriz extracelular para atuar como moduladores da angiogénese

e crescimento de células tumorais, como mostra a figura 7.
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Figura 7: Dominios estruturais e peptideos cripticos de colageno XVIII e colageno IV de
mamiferos. (a) Uma Unica cadeia de colageno XVIII é composto por um dominio N-terminal, em
dominio central composto por varios dominios helicoidais triplos e ndo colagennosos e um
dominio C-terminal NC1. (b) O dominio NCl1 do colageno XVII &
composto de subdominios, incluindo uma regido responsavel pela trimerizagdo, uma dobradica
de dominio que € alvo de vérias proteases e um componente anti-angiogénico, a endostatina,
gue pode ser liberado apoés a clivagem. (c) A estrutura linear de uma Unica cadeia de colageno
IV a1 é retratado, mostrando o tipico N-terminal do dominio 7S rico em cisteina, o dominio
central helicoidal triplo interrompido por pequenas regides ndo colagenosas e um dominio C-
terminal globular NC1. (d) Feixes helicoidais triplos de colageno tipo IV sdo monatdos através
de uma interacdo entre os dominios NC1 e associacdo covalente do dominio 7S. Varias
proteases podem atuar para liberar fragmentos cripticos anti-angiogénico, como “canstatina,
tumstatina e arresten”, a partir de dominios NC1 de varias cadeias. Fonte: Autelitano et al.,
2006.
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As cripteinas sao classificadas em tres tipos de classes (Autelitano et al.,

2006). Essas classes se diferenciam pela sua funcionalidade e tipo de

protedlise, como mostra a tabela 1.

Tabela 1: Classificacdo das cripteinas em trés tipos

Classes das cripteinas

Tipo 1

Tipo 2

Tipo 3

Clivagem proteolitica natural da proteina “mae”
gerando produtos com nova atividade biolégica ou
nao relatada.

Clivagem proteolitica natural da proteina “mae”
gerando produtos com atividade biolégica similar a
molécula “mae”, mas com mudancas nas suas
propriedades.

Geracao de fragmentos de proteinas-peptideos in
vitro com atividades biolégicas novas. Fragmentos
idénticos ou similares nao precisam,
necessariamente, serem gerados naturalmente.

Fonte: Autelitano et al, 2006.

1.6 Proteinas consideradas cripteinas

Ja4 existem diversas proteinas que, atualmente, estdo sendo

consideradas como cripteinas, tendo também suas fun¢Bes descritas. A figura

8 mostra as principais proteinas enddgenas que tem gerado peptideos

bioativos com propriedades biol6gicas relevantes enquanto que a figura 9

revela a possivel correlacao evolutiva entre estas proteinas o que sugere que

estas proteinas tém desempenhado este papel ao longo da evolucdo e que

esta “funcao” analogamente a diversas outras proteinas tem se conservado.
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Protein name Accession number  UniRef 90 cluster Peptide/cryptide function Notation

Angiotensinogen P0O1019 12 vC ANGT_HUMAN
Atrial Natr. Peptide P0O1160 8 HO ANF_HUMAN
Beta-amyloid® POS06T 28 ? A4 HUMAN
Calcitonin P01258 2 HO CALC_HUMAN
Casein (bovine) PO2662 9 AMP CASA1 BOVIN
Casein o® P47710 11 PEI, HYP, AMP, AT and OP CASA1 HUMAN
Cytochrome C* P99999 13 AMP CYC_HUMAN
Collagen a-1(XV)* P39059 5 HO COFA1 HUMAN
Collagen a-1(XVII)* P35060 6 HO COIA1 HUMAN
Collagen «-3(IV)® Q01955 15 HO CO4A3 HUMAN
Creatine kinase M* PO6732 24 vC KCRM_HUMAN
Fibronectin® QSSEH1 6 HO Q5SEH1_HUMAN
Glucagon P01275 24 HO GLUC_HUMAN
Hemoglobin a® PE9S05 33 HYP, BFP, OP, PEl, ANG, AMP and HR HBA HUMAN
Hemoglobin g® Peggr1 52 HYP, BFP, OP, PEl, ANG, AMP and HR HBB_HUMAN
Histone H1® PO7305 10 AMP H10_HUMAN
Immunoglobulin y-chain® P0o1857 3 HO IGHG1_HUMAN
Insulin P0O1308 9 HO INS_HUMAN
Kininogen PO1042 7/ HO and HYP KNG1 HUMAN
Lactalbumin® P0O0O709 5 HO and AMP LALBA HUMAN
Lactoferrin® P0o2788 13 PEI and HYP TRFL_HUMAN
Lactoglobu]inb P0O2755 15 OP and PEL LACB_BUBBU
Myoglobin® P02144 13 AMP MYG_HUMAN
Neurotensin P30950 8 HO NEUT _HUMAN
Oxytocin/vasopressin F01178 6 HO NEU1_HUMAN
Peptide YY P10082 5 HO PYY_HUMAN
POMC PO1189 13 HO COLI_HUMAN
Prolactin P01236 11 HO PRL_HUMAN
Proline-rich protein P04280 4 AMP PRP1 HUMAN
Protachykinin 1 P20366 16 HO TEN1_ HUMAN
Serum albumin® PO2768 9 op ALBU HUMAN
Snake BPPs precursor® QOPW5S6 3 BPP and HO BNP2_BOTJA
'l"r)"ps:’l‘n'i PO7477 15 - TREY1_HUMAN
Urotensin 095392 2 HO UTS2_HUMAN
Vasointestinal pep. POo1282 4 HO VIP_HUMAN

Figura 8: Peptideos humanos classicos e precursores cripticos, sendo: AMP: peptideo
antimicrobiano; HYP: hipotensivo; VC: vasoconstritor; OP: opioide; BPP: peptideo potenciador
de bradicinina; PEI: inibidor de enzima proteolitica; ANG: analgésico; HR: liberador de
horménio; AT: antitrombético; HO: hormonal. ? Cripteinas; ® Proteina bovina, ndo encontrada
em humanos; ¢ Proteina de serpente; ? Proteina de controle.

Fonte: Pimenta e Lebrun, 2007.
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Figura 9: Possivel correlacao evolutiva das cripteinas, arvore criptica (Pimenta e Lebrun, 2007).

Baseado nesta nova classificacdo das proteinas, foi observado quais os
principais tecidos afetados pela picada e foram escolhidos os substratos que
estdo mais envolvidos nos acidentes ofidicos. Lembrando também de sua
funcd@o no organismo, por sua localizacdo nos tecidos e 6rgdos, e também por
serem alvos primarios da acdo das enzimas presentes nos venenos botropicos.
Para os testes realizados no presente, foram selecionados a partir dos
criptideos descritos (Figura 8 e 9), aqueles que estédo localizados na superficie
(Coladgeno), na musculatura (Mioglobina), na circulacdo (Hemoglobina) e
também a porcao Fc da cadeia pesada da Imunoglobulina G (Fc IgG).

A atuacdo de proteases exdgenas como as de venenos, bactérias ou
proteases toxicas sobre proteinas endogenas pode ter importancia na geracao
de peptideos que podem atuar como sinalizadores nos processos fisioldégicos

do individuo analogamente aos peptideos bioativos gerados a partir dos
precursores enddgenos.
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Baseado neste conceito avaliou-se até que ponto proteinas endogenas
sdo passiveis de sofrer a agdo de proteases como no caso do envenenamento
e, apods sua digestao gerarem peptideos bioativos que poderiam atuar sobre o
hospedeiro de forma indireta, acarretando efeitos néo relacionados aos
componentes do veneno e ainda néo descritos.

Desta forma além das acfes proprias do veneno, neste trabalho sera
possivel verificar principalmente se as enzimas proteoliticas presentes no
veneno da Bothrops jararaca séo capazes de gerarem compostos ativos sobre
a acao de componentes enddgenos, o que explicaria, em parte, a ineficacia da
neutralizacdo dos anticorpos contidos no soro antibotrépico para algumas
acOes encontradas no envenenamento.

Em constatacdo, as principais enzimas contidas no veneno de Bothrops
jararaca, que sdo capazes de gerar peptideos bioativos sdo as
metaloproteases e as serinoproteases. Devido as serinoproteases serem mais

especificas, estas foram utilizadas neste trabalho.
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2 Objetivos

O objetivo principal deste trabalho foi estudar a geracdo de
peptideos bioativos a partir de proteases do veneno de Bothrops jararaca sobre
substratos enddgenos para melhor compreender o fenbémeno do
envenenamento.

Sendo assim, 0s objetivos especificos séo:
Isolar as serinoproteases do veneno total de Bothrops jararaca.
Identificar o melhor tempo de hidrdlise.
Isolar os possiveis peptideos bioativos provenientes das hidrélises.

Sequenciar e sintetizar os peptideos.

ok~ 0N

Caracterizar bioguimicamente os peptideos e verificar as propriedades

bioldgicas desses em cultura de células.
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3. Material e Métodos

3.1 Material

3.1.1 Veneno

Neste trabalho foi utilizada uma mistura de 10 mg de veneno total de
Bothrops jararaca, de animais adultos, na forma liofilizada obtido da Secéo de

Venenos do Instituto Butantan.

3.1.2 Células

Foram utilizadas neste trabalho, linhagens de células do tipo
Fibroblastos Humanos Normais (FN-1) (ATCC PCS-201-012) e Células
Endoteliais (Human Umbilical Vein Endothelial Cell - HUVEC's) (ATCC PCS-
100-010). Estas células foram, gentilmente, cedidas pelo Prof. Dr. Durvanei
Augusto Maria do Laboratorio de Bioquimica e Biofisica do Instituto Butantan.

3.1.3 Lista de reagentes

Tripsina comercial (Sigma Aldrich);

Solugéo de bicarbonato de aménio 0,2 M pH 8,1 (Merck);
Colageno tipo | (Sigma Aldrich);

Mioglobina de cavalo (Calbiochem);

Hemoglobina de cavalo (Sigma Aldrich);

NN N N N

Porcao Fc da cadeia pesada da imunoglobulina G (Secéao de producéo
de soros e vacinas do Instituto Butantan);
v Solucgéo de Tris HCI 50 mM pH 8,0 (Sigma Aldrich);
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Solucéo de acido acético 0,1 N (Vetec);

Solucéo de 0,1% de &cido Trifluoroacético (TFA) (Sigma Aldrich);

Solucéo de 90% de acetonitrila (ACN) (J.T.Baker) com 10% de solucao

de 0,1% de TFA;

Meio de cultura RPMI 1640 (Cultilab);

Soro fetal bovino inativado (Cultilab);

Solucéo tripsina/EDTA 250 mg% (1:250) (Cultilab);

Solucéo de MTT [3 -(4,5-dimetiltiazol-2-1)2,5-difenil tetrazolio brometo]

(5 mg/mL) (Sigma Aldrich);
Alcool Metilico (Synth);
Solucéo de Bowin;
Solucéo de 4cido picrico;
Solucédo de HCI 0,01 M;
Solucéo de NaOH 0,1 M;
Soroalbumina bovina (Sigma Aldrich);
Reagente de Bradford (Biorad);
Tampao de amostra:

o 350 mM de Tris/HCI;

o 10% de SDS;
30% de glicerol;

O

o 1,2 mg de azul de bromofenol;

o 9,3% de 2-mercaptoetanol.
Azul de Coomassie R-250;
Solucdo de EDTA 10 mM (Reagen);
Tampao fosfato 100 mM pH 7,4;
Acido tricloroacético (TCA) 5%;
Solugdo 1% de caseina (Merck);
Benzoil-Arginil-p-nitroanilida (BApNA) (Sigma Aldrich);
Solucéo de 0,01 M de acido cloridrico (HCI);
Solucéo de 0,1 M de NaOH;
Padréo de massa molecular (Sigma Aldrich).
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3.1.4. Lista de equipamentos

v" pHmetro Jenway 3510;
coluna Protein Pak Glass (200 SW) 8 x 300 mm (Waters);

CLAE (Hewlett Packard), série 1100, com injector manual, detector UV

AN

variavel, bomba binaria;

Banho-maria (Cientec);

Espectrofotdmetro (Ultrospec Ill, Pharmacia-Biotech);

Coluna C18 fase reversa;

Aparelho de sequenciamento automéatico, PPSQ-21A (Shimadzu);
Aparelho de sintese de peptideo automatizado (Shimadzu);
Centrifuga (Sorvall Super speed RC2-B);

SR N N N N SR

Banho-seco (Accu block Digital Dry Bath, Labnet).

3.2 Métodos

3.2.1 Isolamento de Serinoproteases do veneno de Bothrops

jararaca

Para o isolamento das serinoproteases do veneno de Bothrops jararaca
foi realizada uma cromatografia por exclusdo molecular de acordo com Ponce-
Soto (2007) com modificacdes. O procedimento foi realizado utilizando 10 mg
do veneno total de Bothrops jararaca dissolvido em 400 pL de solucédo de
bicarbonato de aménio 0,2 M com pH 8,1 e essa solucdo final do veneno
dissolvido foi centrifugada por 2 (dois) minutos e o sobrenadante sendo
reservado para aplicacdo no CLAE, que foi estabilizado com agua ultra pura
(Milli-Q) e depois com a solucdo de bicarbonato de amoénio 0,2 M pH 8,1.
Depois de estabilizado a coluna e a lampada UV a 280 nm, ressaltando que a
coluna permaneceu refrigerada em banho de gelo, foi entéo injetado 320 uL da
amostra, contendo 8 mg do veneno total. A analise da amostra foi programada
para ter um tempo total de 145 minutos com 100% da concentracdo da solucao
de bicarbonato de amdnio 0,2 M pH 8,1, com pressdo maxima de 30 bar, fluxo
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de 0,3 mL/minutos, sendo monitorado no comprimento de onda de 280 nm e as
fragcOes foram coletadas no intervalo de 2 minutos, liofilizadas e armazenadas a
-20 °C. Esse procedimento foi realizado por 5 (cinco) vezes para obtencdo da

guantidade necessaria de serinoproteases.

3.2.2 Dosagem de proteinas

As proteinas foram dosadas pelo método de Bradford (Bradford, 1976).
A soroalbumina bovina (BSA) foi utilizada como padrédo de referéncia. As
amostras foram incubadas com 200 pyL do reagente de Bradford por 5 minutos
a temperatura ambiente. Logo apos, a densidade Optica foi medida em um
espectrofotbmetro com comprimento de onda a 595 nm e a concentracdo de
proteinas calculada a partir de uma curva padrdo com BSA, utilizando o

programa GraphPad InStat 3.

3.2.3 Eletroforese em Gel de Poliacrilamida com SDS

As proteinas foram analisadas por eletroforese em gel de poliacrilamida
na presenca de SDS (Laemmli, 1970). As amostras foram diluidas em um
mesmo volume de tampéo de amostra (350 mM de Tris/HCI; 10% de SDS; 30%
de glicerol; 1,2 mg de azul de bromofenol; 9,3% de 2-mercaptoetanol) e
fervidas em banho seco por 5 minutos. O material foi entdo aplicado em um gel
de empacotamento de 5% e gel de resolucdo de 15% de poliacrilamida e
submetido a eletroforese com corrente constante de 110 volts. Os géis foram
corados com azul de Coomassie R-250 e também com nitrato de prata. Da
mesma maneira também foi utilizado um gel de resolucdo de 12,5% de

poliacrilamida.
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3.2.4 Atividade proteolitica das fracOes isoladas do veneno de

Bothrops jararaca

Para determinacdo da atividade proteolitica das fracfes isoladas do
veneno de Bothrops jararaca foi utilizado o método de Kunitz (1947) modificado
por Lomonte & Gutierrez (1983). As amostras foram incubadas previamente
com 100 pL de solucdo de EDTA 10 mM, com 1 mL de caseina 1% em tampéao
fosfato 100 mM, pH 7,4, durante 30 minutos a 37 °C. Apo6s 30 (trinta) minutos
foi adicionado 1 mL &cido tricloroacético (TCA) 5%, posteriormente submetidos
a centrifugacao a 23.500 g, durante 15 minutos sendo a densidade Optica dos
sobrenadantes determinada em espectrofotdmetro Ultrospec Ill, Pharmacia-
Biotech a 280 nm. Para determinar a atividade proteolitica das fracdes isoladas
também foi realizado o mesmo experimento, mas utilizando uma caseina com
fluoréforo (leitura com excitacdo a 365 nm e emissao a 525 nm) e também foi
utilizado Benzoil-Arginil-p-nitroanilida (BAPNA) (leitura a 410 nm).

3.2.5 Hidrdlise dos substratos endbégenos

Os substratos foram hidrolisados utilizando a enzima tripsina (T), ou a
mistura contendo as serinoproteases isoladas do veneno total de B. jararaca
(pSPBJ — pool serinoproteases Bothrops jararaca). Para a hidrolise foi pesado
2 mg do substrato enddgeno e dissolvido em solucdo de Tris/HCI 50 mM pH
8,0. O tubo contendo essa solucdo adicionado o substrato foi colocado no
banho maria a 37 °C e entdo adicionado a enzima de escolha, sendo que a
tripsina foi adicionada em uma concentracdo de 100 pg e a mistura das
serinoproteases do veneno de Bothrops jararaca na concentracdo de 200 ug.
Antes de adicionar as serinoproteases no tubo com o substrato endégeno, foi
adicionado 100 pL de solugdo de EDTA 10 mM, para inibir as
metaloproteinases que poderiam gerar uma hidrélise ndo desejada. Em
seguida, as amostras permaneceram em banho maria por 18 e 36 horas, para

T ou pSPBJ, respectivamente. Esse tempo foi pré-estabelecido levando-se em
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conta a cinética de hidrélise. Esta cinética de hidrélise, que determinou o
melhor tempo para geracéo de peptideos, foi realizada coletando aliquotas das
amostras incubadas seguindo os seguintes tempos: 0 minutos, 30 minutos, 1
hora, 2 horas, 4 horas, 6 horas, 8 horas, 10 horas, 12 horas, 14 horas, 16
horas, 18 horas e 24 horas. Essas aliquotas foram analisadas de acordo com

seu perfil cromatografico.

3.2.6 Precipitacdo dos hidrolisados

Depois da hidrélise de 18 e 36 horas, os hidrolisados foram precipitados
utilizando a solucdo de acido acético 0,1 N, em banho de gelo, obedecendo a
relacdo volume: volume (v:v), e 30 (trinta) minutos depois os hidrolisados foram
centrifugados, em uma ultra centrifuga SORVAL refrigerada a 4 °C, por 1
(uma) hora a 7.600 g, e o sobrenadante foi coletado e liofilizado, o precipitado

foi descartado.

3.2.7 Purificacdo dos peptideos obtidos pela hidrélise dos

substratos endégenos

Uma aliquota da amostra hidrolisada e ja precipitada foi injetada no
CLAE para analise, sendo que o aparelho ja estava programado para uma
analise de 45 minutos, com fluxo de 1 mL/minuto, com gradiente de 5% a 90%
de solucdo B, monitorado com comprimento de onda de 214 nm, com pressao
maxima de 300 bar, com coluna C18, fase reversa. Os picos gerados foram
coletados, liofilizados e armazenados a -20 °C. Esse procedimento foi realizado

mais de uma vez para obter a quantidade necessaria de material.

3.2.8 Sequenciamento de peptideo
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Apés a purificacdo dos peptideos pelo método de CLAE, esses
peptideos foram analisados pela Dra. Isabel de Fatima Correia Batista e ao Dr.
Rafael Marques Porto, laboratério de Bioquimica e Biofisica do Instituto
Butantan, para serem submetidos ao sequenciamento por degradacdo de
Edman. Pehr Edman estabeleceu um método para marcar o aminoacido N-
terminal e cliva-lo sem romper as ligacdes peptidicas entre 0s outros
aminoacidos. A degradacdo de Edman remove sequencialmente um
aminoéacido por vez da extremidade aminica do peptideo. Esse peptideo reage
com fenilisotiocinato que se combina com o grupo amino do N-terminal,
levando esse peptideo a tratamento com &cido diluido em baixas temperaturas
onde ocorre a remoc¢ao do residuo N-terminal, que pode ser identificado por
cromatografia. O restante da cadeia sera submetida a outra série destas
reacbes, permitindo a identificacdo do novo residuo N-terminal. Assim a

sequéncia pode ser determinada (Edman, 1950).

3.2.9 Sintese de peptideos

Os peptideos, depois de sequenciados, foram submetidos a sintese, que
foi realizada pelo Dr. Robson de Mello, no Laboratorio do CAT/CEPID do
Instituto Butantan. A sintese foi feita pelo método de fase soélida, utilizando um
sintetizador automético, empregando a estratégia Fmoc. Essa estratégia € um
processo pelo qual as transformacdes quimicas podem ser realizadas em
suporte soélido a fim de preparar uma vasta gama de compostos sintéticos
(Merrifield, 1963).

3.2.10 Cultura de células

As células foram cedidas pelo Dr. Durvanei Augusto Maria, do
Laboratério de Bioquimica e Biofisica do Instituto Butantan. As células foram
distribuidas em placas e foram levadas para a incubadora a uma atmosfera de

37 °C e 5% CO, e examinadas ao microscopio invertido, 3 vezes por semana.
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O meio de cultura foi trocado neste mesmo intervalo de tempo. Ao atingirem a
confluéncia, as células foram tripsinizadas e plaqueadas em garrafas de 25
cm?. Ao atingirem a confluéncia nesta nova garrafa foi desprezado o meio da
garrafa e adicionado 2 mL de tripsina 0,4% para remover as células da
superficie da garrafa. A tripsina foi retirada depois das células se soltarem e
assim adicionou-se o meio RPMI com soro fetal bovino (SFB). As amostras de
células foram transferidas para um tubo e esse foi centrifugado a 270 g, por 10
minutos em centrifuga refrigerada a 5 °C. Depois de centrifugado o
sobrenadante foi descartado e o sedimento foi ressuspendido em 10 mL de
meio RPMI. Apés homogenizacédo, a concentracao de células foi ajustada para
2 x 10° células por placa.

3.2.11 Teste de viabilidade celular

A viabilidade celular foi determinada pelo método colorimétrico do MTT
[3 -(4,5-dimetiltiazol-2-1)2,5-difenil tetrazolio brometo]. Este método é baseado
na reducdo do MTT a cristais de formazan pelas células vivas. Foi determinada
a atividade proliferativa das suspensdes das linhagens celulares, incubadas em
placas de 96 pocos. Foram adicionados 10 mL de MTT (5 mg/ml) as células, e
estas incubadas por trés horas em estufa contendo 5% de CO, a 37°C. Apos
este periodo, o meio foi removido e acrescentou-se 100 mL de alcool metilico
para dissolver os cristais de formazana formados e precipitados. A
guantificacdo da absorbéancia foi realizada em leitor de ELISA com
comprimento de onda de 540 nm. Através deste ensaio colorimétrico foi
avaliada a atividade proliferativa do composto nas linhagens celulares, e a
determinacdo mateméatica pela equacdo da reta para a definicdo da melhor

concentracgéao proliferativa (Wilson,2000; Mosman, 1983).

3.2.12 Quantificagdo de producdo de coladgeno pelos peptideos

bioativos por espectrofotometria com Picrosirius red

53



Inicialmente foram preparadas solu¢Bes de colageno tipo | bovino
(Sigma®) em PBS. A solugdo mae de colageno foi preparada na concentracdo
de 1 mg/mL e realizada a curva padrédo (1) nas seguintes concentracdes: 300;
200; 100; 50; 25; 12,5 e 6 ug/mL e a curva padrao (2) nas concentracdes: 160;
80; 60; 40; 20; 10 e 5 pg/mL.

Como controle do meio de cultura o procedimento também foi realizado
com colageno diluido em RPMI (10% de SFB) a mesma utilizada nas culturas
de fibroblastos e HUVEC's.

Apés a adicdo de 50uL de cada uma das diluicbes de colageno em
placas de 96 pocos de fundo chato em quadruplicata as placas foram secas em
estufa a 37 °C overnight. Apdés 24 horas as culturas foram fixadas com 200 pL
de solucdo saturada de bowin por 1 hora preparada no momento de sua
utilizacdo. O fixador foi removido cuidadosamente de cada poco e adicionado
300 pL de agua destilada e remocao dos precipitados. As placas foram secas a
temperatura ambiente durante 2 horas e acrescentado 200 puL do corante
picrossirius-red diluido em solucdo saturada de acido picrico por 1 hora, sob
leve agitagdo, ao abrigo da luz. Removido o corante cuidadosamente em
bomba de vacuo por succéo, lavados com 250 pL de &cido cloridrico (HCI) a
0,01 M para remocao do corante ndo aderido. Apés a adicdo de 150 pL da
solucdo da NaOH a 0,1 M em cada poco sob agitacdo por 30 minutos. O
corante aderido foi eluido. A leitura da placa foi realizada em espectrofotdmetro
com comprimento de onda de 550 nm. Os valores médios foram plotados e
construido um gréfico de dispersdo com as concentracfes conhecidas de
colageno com os valores do eixo X e as densidades 6ticas correspondentes a
cada concentracdo com os valores do eixo Y e calculado a equacéo da reta e 0
coeficiente de correlagéo R?.

A determinacéo da quantificacdo da producéo de colageno das amostras

foi baseado na curva padrao.

3.2.13 Andlise por bioinforméatica
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Com os peptideos obtidos foi feito uma analise utilizando trés tipos de
software de bioinformatica, um para avaliar as caracteristicas bioquimicas dos
peptideos (Programa Hidropathicity Plots, disponibilizado pelo site

http://www.vivo.colostate.edu/molkit/hydropathy/index.html, outro software para

analise das possiveis regides de clivagem da proteina (Peptide Cutter,

disponibilizado no site http://ca.expasy.org/tools/peptidecutter/) e foi utilizado o

programa de modelagem, Cn3D que € um software de livre acesso, obtido pelo
site do NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/CN3D/cn3d.shtml), com

esse programa foi feito a localizacdo dos peptideos na molécula integra de

mioglobina.

4 Resultados
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4.1 Isolamento de serinoproteases do veneno de Bothrops jararaca

Nesta primeira etapa, foi realizada uma CLAE, por exclusdo molecular,
com tempo total de 145 minutos, onde a mistura do veneno total de Bothrops
jararaca foi fracionado, com o objetivo de isolar a mistura contendo as
serinoproteinases (pSPBJ). A coleta foi realizada a cada 2 minutos. As fracdes
foram agrupadas seguindo a seguinte ordem: fragéo | (tempo 60 a 65), fragéo Il
(65 a 72), fracao Ill (72 a 90), fracao IV (90 a 99), fragéo V (99 a 105), fragcéo VI
(105 a 126) e fracao VII (126 a 145), como pode ser visto na figura 10.

Para obter a quantidade necesséaria de material, foram realizados 5

procedimentos de isolamento para a coleta das fracdes.
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Figura 10: Cromatograma obtido por CLAE, mostrando as fracfes coletadas, correspondente
da mistura de serinoproteinases provenientes do veneno total de Bothrops jararaca, onde
foram obtidas 7 (sete) fracdes, indicadas pelos numeros em vermelho, pelas linhas rosa
observa-se as areas das fracBes coletadas, mostrando comeco e fim do pico em relagdo a
fracdo. Esse cromatograma foi obtido a 280 nm, utilizando uma coluna de exclusdo molecular,
equilibrada e eluida com solu¢éo de bicarbonato de aménio 0,2 M pH 8,1, por 145 minutos com

fluxo de 0,3 mL/minuto.

Posteriormente, essas fracoes foram analisadas em eletroforese
(SDS-PAGE 15%), para avaliar a massa molecular das proteinas contidas nas

fracOes coletadas, como pode ser visualizado na figura 11.
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Figura 11: Gel de SDS-PAGE 15% corado com azul de Coomassie R-250 mostrando as
fracbes obtidas do veneno total de Bothrops jararaca. 1- Marcador de massa molecular —
Fermentas. 2- Fragdo 1 proveniente do isolamento de serinoprotease. 3- Fracdo 2. 4- Fragéo
3. 5- Fragéo 4. 6- Fracdo 5. 7- Fracdo 6. 8- Fragéo 7.

Foi observado por SDS-PAGE 15%, a presenca de contaminacdes entre
as fracdes coletadas, mas sendo possivel verificar a diferenca entre as fracdes
2 e 3, onde na fracdo 2 observa-se uma banda mais concentrada entre 50 kDa
a 120 kDa e na fragdo 3 uma banda concentrada entre 20 kDa a 40 kDa. A
partir da fracdo 4 observa-se que essas bandas que aparecem mais fortemente
coradas permanecem aparecendo nas outras fracdes coletadas. Para saber
qual destas fracbes era a de interesse, no caso pSPBJ, avaliamos

subsequentemente a atividade proteolitica das fracdes.

4.2 Atividade proteolitica das fracdes isoladas do veneno de Bothrops

jararaca
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A atividade proteolitica das fracdes obtidas por CLAE, foi avaliada
utilizando diferentes substratos, com o intuito de localizar a fracdo de interesse,
pSPBJ.

Primeiro, para avaliar se as fracOes coletadas apresentavam atividade,
foi feito o teste de atividade proteolitica utilizando uma caseina acoplada a um
fluoréforo, sendo testadas todas as fracdes (I a VII). Este teste mostrou que
todas as fracOes testadas apresentavam atividade proteolitica. Entretanto, foi
observado que a fracdo Il e Ill, apresentaram uma atividade maior, como

mostra a figura 12.
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Figura 12: A atividade proteolitica das frag6es obtidas do fracionamento do veneno total de
Bothrops jararaca por CLAE.
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Com as fracdes que revelaram maior atividade proteolitica, fracao Il e Il

foi realizado outro teste de atividade proteolitica, utilizando caseina 1%, para

observar se as fragOes coletadas reproduziam os resultados anteriores. Entéo,

de acordo com as bandas resultantes da eletroforese SDS-PAGE 15% e com

os resultados anteriores, foram selecionados para este teste as fracdes Il e lll,

que apresentaram maior atividade proteolitica e também a fracdo IV, pois

observando o gel de SDS-PAGE 15% ¢€ visto que esta fracdo tem menos

contaminantes, portanto foi testada, no intuito de poder utiliza-la.

Com as fracdes ja determinadas, foram incubadas com caseina e

solugdo de Tris 0,1 M pH 8,0. Para controle foi feito um branco, onde foi

colocado agua ultra pura (Milli-Q) com caseina 1% e solu¢éo Tris 0,1 M pH 8,0,

nas mesmas condi¢cdes, estas foram incubadas em tempos determinados.

Assim, foi visto quais fracbes coletadas tinham atividade proteolitica,

confirmando o teste anterior, como mostra a figura 13.
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Figura 13: A atividade proteolitica das fragcdes obtidas por CLAE do veneno total de Bothrops
jararaca, utilizando como substrato caseina 1%.
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Posteriormente foi realizado o teste de atividade proteolitica, utilizando
caseina 1%, mas na presenca de EDTA para inibir a atividade das
metaloproteases, que podem estar presentes nas fragbes coletadas, assim
evitando acdes ndo desejadas. Portanto, neste ensaio foi visto que nas duas
fracOes, fracdo Il e lll, houve uma reducado na atividade proteolitica, indicando a
inibicdo das metaloproteases. Na figura 14 € possivel notar que a densidade
Optica que é referente a atividade proteolitica, tem uma diminuicdo maior na
fracdo Il, assim indicando que a fracdo Il tem mais metaloproteases do que

serinoproteases, quando comparado a fracéo lll.
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Figura 14: A atividade proteolitica das fragdes obtidas por CLAE, do veneno total de Bothrops
jararaca, utilizando como substrato a caseina 1% na presenca de EDTA.

Visto que houve uma diminuicdo da atividade proteolitica quando
colocado EDTA, e essa diminuigdo foi maior na fragéo Il, foi feito o teste de
atividade proteolitica utilizando BAPNA, substrato especifico para
serinoproteases, onde foram colocadas as amostras e adicionado BAPNA, e
em intervalos de 10 minutos foi lida a densidade Optica a 410 nm. Com este
teste de atividade proteolitica foi visto que a fragdo Il continha as
serinoproteases, pois neste teste na fracdo Il ndo houve atividade, ja a fracédo
[ll apresentou atividade, pois somente as serinoproteases sao capazes de
clivar o substrato BAPNA como mostra a figura 15.

Estes testes de atividade proteolitica foram feitos de forma pontual,
somente uma vez, sO para descartar as fracbes que continham as
metaloproteases. Determinado que a fracdo Ill era a que continha as
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serinoproteases, e que estas estavam ativas, foi realizado a hidrdlise dos
substratos utilizando a fracao Ill que passou a ser chamada de pSPBJ.
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Figura 15: A atividade proteolitica utilizando BAPNA, um substrato que as metaloproteinases
ndo sdo capazes de clivar. Observa-se que a fragcéo Il ndo teve atividade sobre o substrato
BAPNA diferente da frag&o lll, que teve atividade proteolitica.

4.3 Hidrdlise dos susbtratos enddgenos

Antes de hidrolisar as proteinas (substratos) escolhidas com o pSPBJ,
foi feito a hidrélise desses substratos (mioglobina, hemoglobina, colageno tipo
I, porcdo Fc da cadeia pesada da IgG) utilizando a tripsina como controle,
sendo que a tripsina é uma enzima da classe das serinoproteinases. Apds 0s
testes com a tripsina foi entdo utilizado o pSPBJ. Assim, foram incubados os
substratos com tripsina, inicialmente para determinacdo do melhor tempo de
hidrélise dos substratos

Depois de feita a hidrdlise, foi realizada a precipitacdo das proteinas
remanescentes utilizando acido aceético 0,1 N, e os peptideos obtidos foram
purificados por CLAE.
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Feito a precipitacdo, o sobrenadante foi liofilizado e entdo utilizado o
método de Bradford para observar a quantidade de peptideos presentes, como
mostra a tabela 2.

Tabela 2: Concentragdo estimada das amostras hidrolisadas, determinado por
Bradford.

Substrato Concentracao (ug)
Mioglobina 28,76
Porcao Fc da cadeia pesada da IgG 48,64
Colageno 5,93
Hemoglobina 22,47

Os hidrolisados também foram observados por eletroforese em gel SDS-
PAGE 15%, corado por nitrato de prata, como mostra a figura 16. No gel foi
aplicado 0,06 ug da hidrolise de colageno com T, 0,22 pug de hemoglobina com
T, 0,48 pug de IgG com T e 0,3 pg de mioglobina com T. As amostras foram
aplicadas no gel em concentragbes diferentes pois o volume total destas
amostras eram pequenos e foi somente uma averiguacao se a hidrélise tinha

ocorrido da forma esperada.
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Figura 16: Gel de SDS-PAGE 15%, corado com nitrato de prata mostrando a hidrélise dos
substratos pela tripsina. 1- Hidrélise do substrato 1gG. 2- Hidrdlise mioglobina.3- Hidrélise
hemoglobina.4- Hidrélise colageno.5- Marcador de massa molecular — Sigma.
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Baseado nas bandas de baixa massa molecular que sao vistas neste gel
de SDS-PAGE, é possivel afirmar que a hidrélise foi realizada com sucesso e
gerou fragmentos de baixa massa molecular, os peptideos, pois sabendo as
massas moleculares das proteinas antes da hidrdlise que s&o: mioglobina (17
kDa); hemoglobina (cada cadeia 16 kDa); colageno (193 kDa) e Fc IgG (45
kDa).

Para fazer uma comparacdo também foi feito uma eletroforese SDS-
PAGE 12,5%, utilizando as proteinas antes da hidrélise, em duas diferentes
concentracdes. A figura 17 mostra as bandas das proteinas antes da hidrolise,
podendo confirmar, em comparacdo com a figura 16, que a hidrélise ocorreu
com sucesso, pois é possivel visualizar as bandas referentes a massa

molecular de cada proteina integra.

Figura 17: Gel de SDS-PAGE 12,5%, corado com azul de Comassie R-250, mostrando as
proteinas integras, antes da hidrélise. 1- Marcador de massa molecular — Sigma. 2- Colageno
10 pg. 3- Colageno 5 pg. 4- Mioglobina 5 pg. 5- Mioglobina 10 pg. 6- Fc IgG 5 pg. 7- Fc 1gG 10
Hg. 8- Hemoglobina 5 pg. 9- Hemoglobina 10 ug.
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4.4 Determinacdo do tempo ideal de incubacdo para a hidrolise dos

substratos

Apés a incubacdo dos substratos com tripsina durante o tempo
determinado, as amostras foram submetidas a precipitacdo, para
posteriormente ser analisada e determinar o melhor tempo para cada amostra,
utiizando CLAE para avaliar o rendimento e a qualidade da hidrélise destes
substratos.

Foi investigado o melhor tempo de hidrdlise para cada substrato,
realizando a cinética com tempo méaximo de hidrélise de 24 horas. Nesse
periodo, foram coletadas aliquotas de 100 pL nos tempos determinados,
sendo: 0 minutos, 30 minutos, 2 horas, 4 horas, 6 horas, 8 horas, 10 horas, 12
horas, 16 horas, 18 horas e 24 horas. Essas aliquotas foram analisadas por
CLAE, observando o perfil dos cromatogramas.

As figuras 18, 19, 20 e 21, mostram os perfis desses hidrolisados
utilizando como enzima a tripsina, no tempo de 18 horas. Esta determinacao do

melhor tempo foi padronizada utilizando os substratos com tripsina.
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Figura 18: Cromatograma do hidrolisado de mioglobina com T, por 18 horas. Analise feita em
45 minutos, com fluxo de 1 mL/minuto, com gradiente de 5% a 90% de solucdo B (90% de ACN
com 10% de solugéo 0,1% de TFA), monitorado com comprimento de onda de 214 nm, com
pressdo maxima de 300 bar, com coluna C18fase reversa.
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Figura 19: Cromatograma do hidrolisado de hemoglobina com T, por 18 horas.Andlise feita em
45 minutos, com fluxo de 1 mL/minuto, com gradiente de 5% a 90% de solucdo B (90% de ACN
com 10% solugéo 0,1% TFA), monitorado com comprimento de onda de 214 nm, com pressao
méaxima de 300 bar, com coluna C18 fase reversa
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Figura 20: Cromatograma do hidrolisado da porcdo Fc da cadeia pesada da IgG com T, por 18
horas.Andlise feita em 45 minutos, com fluxo de 1 mL/minuto, com gradiente de 5% a 90% de
solucdo B (90% de ACN com 10% de solugdo 0,1% TFA), monitorado com comprimento de
onda de 214 nm, com pressao maxima de 300 bar, com coluna C18 fase reversa.
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Figura 21: Cromatograma do hidrolisado de colageno com T, por 18 horasAnalise feita em 45
minutos, com fluxo de 1 mL/minuto, com gradiente de 5% a 90% de solu¢édo B (90% de ACN
com 10% de solucdo 0,1% TFA), monitorado com comprimento de onda de 214 nm, com
pressdo méxima de 300 bar, com coluna C18 fase reversa.

4.5 Isolamento e caracterizacdo dos compostos obtidos através da
hidrélise da mioglobina com tripsina

Estabelecido o tempo de hidrdlise, sendo de 18 horas, os peptideos
gerados foram separados utilizando CLAE. Primeiro esses peptideos foram

separados por fragcdes e avaliados quanto sua atividade em cultura celular.

4.5.1 Isolamento das fracbes obtidas do hidrolisado de
mioglobina com tripsina

Feito a hidrélise da mioglobina com tripsina durante 18 horas e esse
hidrolisado, ja precipitado,foi purificado utilizando CLAE.

Primeiro o hidrolisado foi coletado em fracdes, conforme mostra a figura
22.
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Figura 22: Coleta das fragcbes do hidrolizado de mioglobina com T, utlizando o
cormatograma obtido por CLAE, com uma analise de 45 minutos, com fluxo de 1 mL/minuto,
com gradiente de 5% a 90% de solug&o B, monitorado com comprimento de onda de 214
nm, com pressdo méxima de 300 bar, com coluna C18 fase reversa.

4.5.2 Teste de viabilidade celular (Fnl1) com as fracdes da hidrélise
de mioglobina com tripsina

Essas fracdes coletadas foram testadas em cultura de células, linhagem
fibroblastos humanos normais (Fnl), onde foram incubadas, por 24 horas Apos
esse periodo foi verificada a viabilidade celular utilizando a técnica de MTT.
Com esta técnica foi analisado a viabilidade celular e assim consequentemente
a proliferacdo celular, com base na porcentagem do crescimento celular de
acordo com o composto aplicado. Como controle foi utilizado somente as
células. Essas foram incubadas durante 0 mesmo periodo somente com meio
de cultura.

A técnica de MTT foi empregada para um teste preliminar, com o intuito
de verificar quais fracdes obtidas apds a digestdo da mioglobina com a tripsina
alterariam o crescimento celular.

Com isso, pbde ser visualizado que as fracdes peptidicas do hidrolisado
de mioglobina com tripsina induziram atividade proliferativa. De acordo com

esta atividade proliferativa foram determinadas algumas fracdes para serem
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repurificadas e retestadas para confirmar sua atividade proteolitica e assim
identificar novos peptideos. As fragbes escolhidas foram, VI, VII e VI, do
hidrolisado de mioglobina com tripsina, que apresentaram um pouco mais de

atividade proliferativa neste teste, como pode ser visto na figura 23.
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Figura 23: Teste de viabilidade celular utilizando a técnica de MTT com as fragbes do
hidrolisado da mioglobina com T. As setas demonstram que as fracdes que tiveram maior
atividade proliferativa e que foram escolhidas para novos experimentos.

4.5.3 Purificacédo dos peptideos

Ap6s a confirmacdo das fragcdes com maior atividade, utilizou-se o
mesmo principio do técnica de MTT e a mesma metodologia, foi possivel
determinar que a fracdo VIl tinha um maior rendimento na purificacao, visto
qgue na atividade proliferativa as diferencas entre as fracdes ndo eram muito
significativas. Esta fragdo, VI, foi submetida novamente a etapa de
purificacdo, utilizando CLAE. Nesta nova etapa de purificacdo foram coletados
0s picos referentes a fracéo VIIl, como mostra a figura 24.

Esses picos coletados serdo testados e sequienciados para caracterizar
novos peptideos, sendo que estes, depois de coletados foram liofilizados e

armazenados a -4 °C.
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Figura 24: Cromatograma do hidrolisado de mioglobina com T, por 18 horas. Andlise de 45
minutos, com fluxo de 1 mL/minuto, com gradiente de 5% a 90% de solu¢édo B (90% de ACN
com 10% de solucdo 0,1% TFA), monitorado com comprimento de onda de 214 nm, com
pressdao méaxima de 300 bar, com coluna C18 fase reversa. Este cromatograma mostra a coleta
dos picos referentes a fracéo VIII, da hidrélise de mioglobina com T, podendo visualizar pelas
setas, quais sdo o0s picos coletados e seus respectivos niimeros.

4.5.4 Sequenciamento de peptideo

Apods os picos purificados, estes foram submetidos ao sequenciamento de
peptideo por degradacdo de Edman, para determinar sua sequencia de
aminoacidos e assim poder fazer também a localizacdo desses peptideos na
estrutura da proteina integra.

Pela degradacdo de Edman, foi observado a sequéncia dos peptideos
proveniente da hidrolise da mioglobina com T por 18 horas, sendo que foram
obtidos a sequéncia de 3 peptideos (tabela 3). Sendo que o peptideo referente
ao pico 25 e ao pico 26 nao foram sequenciados, por ndo haver quantidade

suficiente de material.
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Tabela 3: Sequéncia, obtida por degradacao de Edman, dos peptideos gerados

pela hidrolise da mioglobina com T.

Pico da hidrolise de mioglobinacom T Sequéncia do peptideo

Pico 24 TGHPETLEK
Pico 27 GLSDGEWQQVLNVWGK
Pico 28 ALELFR

Obtido as sequéncias dos peptideos foi entdo analisado as

caracteristicas bioquimicas, como mostrado na tabela 4.

Tabela 4: Peptideos sequenciados com suas caracteristicas bioquimicas

determinadas pelo programa de bioinformética Expasy.

N° Massa )
Peptideo o pl Polaridade
aminoacidos molecular
GLSDGEWQQVLNVWGK 16 1816.0 4.37 Anfipatico
TGHPETLEK 9 1011.1 5.37 Hidrofilico
ALELFR 6 747.8 6.05 Hidrofébico

A polaridade destes peptideos, foram analisados, utilizando o programa
Hidropathicity Plots, disponibilizado pelo site
http://www.vivo.colostate.edu/molkit/hydropathy/index.html, como mostram as
figuras 25, 26 e 27, também foi analisado a possibilidade destas clivagens
ocorrerem nestes locais, como mostrado na figura 27. Essas analises foram
feitas utilizando o programa PeptideCutter, disponibilizado no site

http://ca.expasy.org/tools/peptidecutter/.
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Figura 25: Analise da polaridade do peptideo GLSDGEWQQVLNVWGK (27), utilizando a
escala de Kyte-Doolittle (traco amarelo) que representa a hidrofobicidade e Hoop-Woods (traco
roxo) que representa a hidrofilicidade.

_ kiyte-Daolittle St drophobicity)

Figura 26: Analise da polaridade do peptideo TGHPETLEK (24), utilizando a escala de Kyte-
Doolittle (traco amarelo) que representa a hidrofobicidade e Hoop-Woods (traco roxo) que
representa a hidrofilicidade.

Figura 27: Andlise da polaridade do peptideo ALELFR (28), utilizando a escala de Kyte-Doolittle
(traco amarelo) representando a hidrofobicidade e Hoop-Woods ( traco roxo) representando a
hidrofilicidade.
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Figura 28: Andlise das possiveis clivagens, indicadas em azul (porcentagem), que podem
ocorrer na hidrélise da mioglobina utilizando como enzima a tripsina, utilizando o programa de
bioinformética PeptideCutter, marcado com o retadngulo vermelho estdo os peptideos que foram
sequenciados.

Determinada as sequéncias dos peptideos, foi realizado a localizacéo
desses peptideos na proteina integra para observar se estes peptideos
estavam na parte externa ou interna da proteina integra. Utilizando o programa
Cn3D 4.1, disponibilizado pelo site NCBI,

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/CN3D/cn3d.shtml, foi observado que os

peptideos gerados se localizavam na parte externa da proteina, assim sendo
de fato um alvo mais evidente para as proteases. Essa localizagdo pode ser

vista na figura 29 (A e B).
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Figura 29: A e B - Localizagédo dos peptideos, obtidos através da hidrélise da mioglobina com
T, na proteina integra da mioglobina, utilizando um programa de modelagem, Cn3D.
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4.5.5 Sintese de peptideos

O peptideo referente ao pico 28, ALELFR, foi submetido a sintese de
peptideo, pois o rendimento era mais baixo do que o esperado e assim seria
preciso muito tempo para conseguir a quantidade necessaria deste peptideo.

A sintese deste peptideo foi realizada pela estratégia de Fmoc, onde foi
obtido o peptideo sintético do peptideo de referéncia ALELFR e este foi

analisado por CLAE e visto que o sintético estava puro.

45.6 Teste de viabilidade celular (Fnl) com os picos

purificados da hidrolise da mioglobina com tripsina

Depois de identificado as fragcfes ativas, sendo a fracdo VIII da hidrélise
da mioglobina, essa frag&o foi purificada utilizando CLAE, e os picos coletados
foram testados novamente na mesma linhagem celular, Fnl, para avaliar qual
pico contido na fracdo VIl teve atividade proliferativa.

Neste experimento foram testados apenas os picos 24, 27 e 28, sendo
que os peptideos 24 e 27 apresentaram melhor rendimento na purificacdo e o
peptideo 28 foi sintetizado, pois seu rendimento era abaixo do esperado.

A atividade proliferativa dos picos 24, 27 e 28 desta fragcéo, foi analisada
pelo teste ANOVA com valor de significancia de P<0,05. Esses picos induziram
proliferacdo celular, sendo que para os picos 24 e 27 tiveram essa inducao
diminuida de acordo com a diminuicdo da concentracdo aplicada do peptideo
(figura 30 e 31 respectivamente). Utilizando o peptideo 28 observou-se uma
proliferagcdo, mas diferentemente da inducdo de proliferacdo dos outros
peptideos, nas concentracdes intermediarias houve uma inducdo de

proliferagdo maior, como pode ser visto na figura 32.
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Figura 32: Teste de MTT, utilizando o peptideo 28 em diferentes concentragbes em cultura de
células do tipo Fn-1 Os resultados deste teste foram analisados pelo teste ANOVA com

significancia de P<0,05.

Depois de testados os picos referentes a fracdo VI, foi também testado

0 peptideo sintético para observar a atividade, podendo ser comparado com o

peptideo natural, obtido pela purificagdo do hidrolisado de mioglobina. Com

este teste foi possivel observar que o sintético induziu a proliferacdo celular tal

como o peptideo natural (figura 33).
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Figura 33: Teste de MTT, utlizando o peptideo sintético, referente ao peptideo 28, em
diferentes concentracdes em cultura de células do tipo Fnl. Os resultados deste teste foram
analisados pelo teste ANOVA com significancia de P<0,05.

4.5.7 Quantificacdo da producdo de coldgeno por

espectrofotometria com picrosirius red

Depois de realizado o MTT, foi feito também o ensaio de Picrosirius red,
para quantificar o colageno produzido pela interacdo da amostra aplicada com
a cultura celular, pois sabe-se que a linagem Fnl tem como sua funcédo
produzir coldgeno e com este ensaio foi possivel observar que quando
incubado as células com os peptideos, obtidos da mioglobina, a producao de
colageno nao foi igual a producao de colageno das células controle, que foram
incubadas somente com meio de cultura, esse resultado se observa para todos
0s peptideos aplicados nas células com execec¢do do peptideo 28 e sintético
que a diminuicdo nao foi tdo significativa ja que se pode observar que em
concentracdes intermediarias ficou muito semelhante ao controle (figura 34, 35,

36 e 37 respectivamente).
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Figura 34: Grafico obtido pelo resultado do teste de Picrosirius red, para quantificar a

porcentagem de estimulacédo da producéo de colageno, utilizando o peptideo 24 em diferentes
concentracdes em cultura de células do tipo Fn-1.
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Figura 35: Gréfico obtido pelo resultado do teste de Picrosirius red, para quantificar a

porcentagem de estimulacao da producéo de colageno, utilizando o peptideo 27 em diferentes
concentragdes em cultura de células do tipo Fn-1.
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Figura 36: Grafico obtido pelo resultado do teste de Picrosirius red, para quantificar a
porcentagem de estimulacao da producéo de colageno, utilizando o peptideo 28 em diferentes
concentracdes em cultura de células do tipo Fn-1.
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Figura 37: Grafico obtido pelo resultado do teste de Picrosirius red, para quantificar a
porcentagem de estimulacdo da producdo de colageno, utilizando o peptideo sintético em
diferentes concentra¢des em cultura de células do tipo Fn-1.
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4.5.8 Teste viabilidade celular em HUVEC's com peptideos da

mioglobina

As sequéncias dos peptideos obtidos da mioglobina apds a hidrolise
com tripsina, foram testados também em linhagem celular, HUVEC's, para
observar se também induziam atividade proliferativa. Neste ensaio foi visto que
todos os peptideos utilizados induziram a proliferacdo celular desta linhagem,

em diferentes concentracfes, como pode ser visto nas figuras 38, 39 e 40.
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Figura 38: Teste de MTT, utilizando o peptideo 24 em diferentes concentra¢cdes em cultura de
células do tipo HUVEC's. Os resultados deste teste foram analisados pelo teste ANOVA com
significancia de P< 0,05.
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Figura 39: Teste de MTT, utilizando o peptideo 27 em diferentes concentra¢cdes em cultura de
células do tipo HUVEC's. Os resultados deste teste foram analisados pelo teste ANOVA com
significancia de P< 0,05.
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Figura 40: Teste de MTT, utilizando o peptideo sintético em diferentes concentragbes em
cultura de células do tipo HUVEC's. Os resultados deste teste foram analisados pelo teste
ANOVA com significancia de P< 0,05.

Com este teste de MTT, para avaliacdo da atividade proliferativa dos
peptideos obtidos pela hidrolise da mioglobina com T, foi possivel observar que
0s peptideos apresentaram atividade proliferativa, que foi determinada como
significante utilizando o teste ANOVA com P< 0,05, sendo que entre esses
peptideos, o mais ativo foi a concentracdo de 0,00775 do peptideo sintético,

ALELFR.
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4.6 Isolamento e caracterizacdo dos compostos obtidos através da

hidrélise da hemoglobina com tripsina

4.6.1 Isolamento das fracbes obtidas do hidrolisado de

hemoglobina com tripsina

Com o objetivo de produzir outros peptideos, realizamos o0s
experimentos empregando a hemoglobina como substrato e utilizando a
mesma metodologia empregada para a mioglobina. Apds a incubacédo por 18
horas foi feito o procedimento de precipitagdo. As amostras foram fracionadas
utilizando CLAE. Essas fragcdes foram, primeiro, separadas por fragdes e essas
fracbes foram coletados para observar sua atividade em cultura celular. As

fracGes foram coletados como mostra a figura 41.
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Figura 41: Cromatograma do hidrolisado de hemoglobina com T, por 18 horas.Andlise de 45

minutos, com fluxo de 1 mL/minuto, com gradiente de 5% a 90% de solu¢édo B (90% de ACN
com 10% de solucdo 0,1% TFA), monitorado com comprimento de onda de 214 nm, com

pressdo maxima de 300 bar, com coluna C18 fase reversa.
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4.6.2 Teste de viabilidade celular (FN1) com as fracdes da

hidrolise de hemoglobina com tripsina

A viabilidade celular foi testada nas linhagens Fnl, que foram tratadas,
primeiro com as fracdes coletadas por CLAE. Essa atividade foi analisada pela
metodologia do MTT, onde foi determinada a atividade proliferativa destas
fracGes nas culturas de células. Com este ensaio, foi possivel observar que as
fracOes coletadas do hidrolisado de hemoglobina com T induziram proliferacéo
celular discreta. A melhor inducdo de proliferacdo foi obtida com as duas

primeiras fragdes (figura 42).
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Figura 42: Teste de MTT com as fra¢des do hidrolisado da hemoglobina com T em cultura de
células do tipo Fnl. As setas indicam as fracdes que induziram melhor uma proliferacao,
mesmo sendo discreta.

Estas fracbes foram testadas novamente em cultura de células,
utilizando a mesma metodologia, foi determinada a utilizacdo da fracdo | do
hidrolisado da hemoglobina com T, pois a indugéo de proliferacdo permaneceu,

em outros ensaios, maior.
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4.6.3 Purificacédo dos peptideos

Com a fragéo escolhida, fracéo |, esta foi purificada utilizando CLAE, e
os picos foram coletados e testados em células, utiizando a mesma
metodologia ja descrita do teste de viabilidade celular utilizando o MTT.

Os picos referentes a fracao |, da hidrolise da hemoglobina com T, foram
coletados como mostra a figura 43, e depois esses picos foram testados.
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Figura 43: Cromatograma do hidrolisado de hemoglobina com T, por 18 horas.Andlise de 45
minutos, com fluxo de 1 mL/minuto, com gradiente de 5% a 90% de solugédo B (90% de ACN
com 10% solucdo 0,1% TFA), monitorado com comprimento de onda de 214 nm, com pressao
maxima de 300 bar, com coluna C18 fase reversa. As setas indicam os picos que foram
coletados.

4.6.4 Teste de viabilidade celular (Fnl) com picos da hidrélise

de hemoglobina com tripsina

Depois de identificada a fracdo ativa, fracdo | da hidrélise da
hemoglobina com T, essa fragao foi repurificada e os picos coletados. Esses
picos foram testados, utilizando o teste de MTT na mesma linhagem celular,
Fnl. Dos picos testados, o pico 1 apresentou maior inducédo de proliferacao

celular.
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O pico 1, proveniente da fracéo | da hidrdlise da hemoglobina com T, foi
testado em diferentes concentragdes. E possivel observar na figura 44 que o
pico 1 induziu proliferagéo celular nas diferentes concentra¢des, sendo que em
concentracfes menores teve maior inducdo de proliferacdo. Essa inducao da
atividade proliferativa foi avaliado utilizando o método ANOVA com significancia
de P< 0,05.
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Figura 44: Teste de MTT com o pico 1, proveniente da fracéo I, em diferentes concentragcfes
em cultura de células do tipo Fnl. Os resultados deste teste foram analisados pelo teste
ANOVA com significancia de P<0,05.

4.6.5 Picrosirius red

Apos feito o teste de MTT para avaliar a atividade proliferativa do pico 1, foi
realizado o ensaio de picrosirius red, para quantificar o coladgeno produzido
pela interacdo do peptideo, pico 1, com a cultura de células do tipo Fnl. Os
resultados deste experimento foram expressos em porcentagem, de acordo
com o controle, sendo que neste teste utilizando o pico 1 proveniente da fracao
| da hidrélise de hemoglobina com T. Foi observado que este pico apresenta
estimulacdo da producéo de colageno nas culturas de células do tipo Fnl,

como & mostrado na figura 45.

85



*%

N
(@)
i

[EEN
a1
<

100+

% estimulacado colageno

an
e

Controle 5,095 254750 1.27375 063680 0,31840 0,15921
[ ] pg/mL

Figura 45: Grafico obtido pelo resultado do teste de picrosirius red, para quantificar a
porcentagem de estimulacdo da producdo de coldgeno utilizando o pico 1, proveniente da
fracdo | da hidrélise da hemoglobina com T, em diferentes concentra¢des em cultura de células
do tipo Fnl.

4.6.6 Analise de peptideos gerados pela hidrélise de

hemoglobina com tripsina

Foi realizado a analise das possibilidades de ocorrerem as clivagens na
proteina da hemoglobina, utilizando um programa de bioinformatica,
PeptideCutter, disponibilizado pelo site

HTTP://ca.expasy.org/tools/peptidecutter/. Essa andlise pode ser visualizada na

figura 46.
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Figura 46: Analise das possiveis clivagens que podem ocorrer na hidrélise de hemoglobina
utilizando como enzima a tripsina. Para isto foi utilizado o programa Peptidecutter.

4.7 1solamento e caracterizagcdo dos compostos obtidos através da
hidrolise do colageno com tripsina

4.7.1 Isolamento das fracdes obtidas dos hidrolisados de

colageno com tripsina

Seguindo a mesma metodologia empregada para 0s outros substratos,
foi feito o mesmo com o colageno. ApGs incubacédo por 18 horas, precipitacdo e
fracionamento utilizando CLAE (figura 47). As amostras foram, primeiro,
separadas por fracdes e essas coletadas coletadas para observar sua atividade

em cultura celular.
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Figura 47: Cromatograma do hidrolisado de colageno com T, por 18 horas, utilizando CLAE,
com uma andlise de 45 minutos, com fluxo de 1 mL/minuto, com gradiente de 5% a 90% de
solucdo B, monitorado com comprimento de onda de 214 nm, com pressdo maxima de 300 bar,
com coluna Cyg fase reversa. Este cromatograma mostra a coleta das fracdes (quadrados
pretos) da hidrélise de coldgeno com T.

4.7.2 Teste viabilidade celular com fragcbes da hidrolise de

colageno com tripsina

A viabilidade celular foi testada nas linhagens Fnl, que foram tratadas,
primeiro com as fragdes coletadas por CLAE, para assim observar a atividade
destas fracOes. Essa atividade foi observada pela metodologia do MTT, onde
foi determinada a atividade proliferativa induzida pelas fracées nas culturas de
células. Neste ensaio foi possivel observar que as fracdes testadas induziram
proliferacdo celular, sendo que as fragbes VIII, IX e X apresentaram maior

inducao de proliferacao celular, como pode ser visto na figura 48.
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Figura 48: Teste de MTT utilizando as fragBes do hidrolisado do colageno com T, onde é
mostrado com setas as fragBes que tiveram maior atividade proliferativa em cultura de células
do tipo Fnl, e que foram testados novamente e depois purificados.

4.7.3 Purificacédo dos peptideos

Cada fragao coletada foi testada e observada sua atividade proliferativa.
Essas fracbes que induziram atividade proliferativa em células foram
novamente testadas em cultura de células. No segundo teste celular foi
confirmada as atividades proliferativas das fracdes, portanto foi determinado

gue as fracdes IX e X fossem repurificadas, como pode ser visto na figura 49.
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Figura 49: Cromatograma do hidrolisado de coldgeno com T, por 18 horas.Andlise de 45
minutos, com fluxo de 1 mL/minuto, com gradiente de 5% a 90% de solu¢édo B (90% ACN com
10% solucdo 0,1% TFA), monitorado com comprimento de onda de 214 nm, com presséo
maxima de 300 bar, com coluna C18 fase reversa. Este cromatograma mostra a coleta dos
picos (setas), referentes a fracéo IX e X da hidrélise de colageno com T.

Como pode ser visto o colageno ndo obteve um rendimento muito bom

de peptideos, inviabilizando a realiza¢do do teste de viabilidade celular apés a
incubacéo com os picos purifcados.

4.8 Isolamento e caracterizacdo dos compostos obtidos através da
hidrolise da porcédo Fc da cadeia pesada da IgG com tripsina

4.8.1 Isolamento das fracdes obtidas dos hidrolisados da

porcéo Fc da cadeia pesada da lgG com tripsina

Seguindo a mesma metodologia empregada para os outros substratos,
foi feito 0 mesmo com a porgdo Fc da cadeia pesada da IgG. Apos incubacgéo

por 18 horas e precipitacdo, a amostra foi fracionada utilizando CLAE (figura
50).
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Figura 50: Cromatograma do hidrolisado da porcdo Fc da cadeia peasada da IgG com T, por
18 horas.Analise de 45 minutos, com fluxo de 1 mL/minuto, com gradiente de 5% a 90% de
solucdo B (90% ACN com 10% de solucdo 0,1% TFA), monitorado com comprimento de onda
de 214 nm, com pressdo maxima de 300 bar, com coluna C18 fase reversa. Este
cromatograma mostra a coleta das fra¢des (quadrados pretos).

4.8.2 Teste viabilidade celular com fragc6es da hidrolise de Fc

lgG com tripsina

A viabilidade celular foi testada nas linhagens Fnl, que foram tratadas,
primeiro com as fracdes coletadas por CLAE, para assim observar a atividade
destas fragOes. Essa atividade foi observada pela metodologia do MTT, onde
foi determinada a atividade proliferativa destas fracdes nas culturas de células,

como pode ser visto na figura 51.
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Figura 51: Teste de MTT utilizando as fragdes coletadas do hidrolisado da por¢&o Fc da cadeia
pesada da IgG com T, em cultura de células do tipo Fnl, onde pode ser visto que ndo houve
uma atividade significativa de nenhuma das fragdes.

Como pode ser observado na figura 51 as fracdes coletadas do
hidrolisado da Fc IgG com T, ndo apresentaram atividade proliferativa
significativa. Por outro lado a fragcéo IV apresentou citotoxicidade, sendo assim
a fracdo IV foi submetida novamente a purificagdo, com a tentativa de isolar

algum peptideo.

4.8.3 Purificacdo dos peptideos

Essas fracGes foram purificadas novamente utilizando CLAE, e estes

picos coletados foram também testados em cultura de células do tipo Fnl, pelo

teste de MTT, para avaliar novamente sua atividade proliferativa ou citotoxica.

A coleta desses picos foi realizada como mostra a figura 52.
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Figura 52: Cromatograma do hidrolisado da porcdo Fc da cadeia pesada da IgG com T, por 18
horas.Andlise de 45 minutos, com fluxo de 1 mL/minuto, com gradiente de 5% a 90% de
solucdo B (90% ACN com 10% de solucdo 0,1% TFA), monitorado com comprimento de onda
de 214 nm, com pressdo maxima de 300 bar, com coluna C18 fase reversa. Este
cromatograma mostra a coleta dos picos (setas) referentes a fracdo IV da hidrélise da porcao
Fc da cadeia pesada da IgG com T.

Como pode ser visto na figura 52, a hidrolise da por¢cdo Fc da cadeia
pesada da IgG ndo apresentou um cromatograma satisfatorio, pois 0s picos
presentes neste cromatograma nao se apresentaram muito bem separados,
sendo assim esses picos coletados ndo foram testados em cultura de células

do tipo Fnl.

5. Determinar o melhor tempo de hidrélise dos substratos utilizando
pSPBJ

Com relacdo ao controle de hidrélise com T e visto que este tempo foi
estabelecido com 18 horas, foi entdo feito a hidrolise com pSPBJ, isolada do
veneno total de Bothrops jararaca. Para isso foi preciso determinar o tempo de
hidrélise utilizando a pSPBJ, realizando uma cinética até o tempo total de 36
horas. Durante o periodo da cinética foram coletadas aliquotas da seguinte

forma: 0 minutos, 30 minutos, 2 horas, 4 horas, 6 horas, 8 horas, 10 horas, 12
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horas, 16 horas, 18 horas, 24 horas, 26 horas, 28 horas, 30 horas, 32 horas, 34
horas e 36 horas. ApGs a cinética essas aliquotas foram analisadas por por
CLAE.

Nesta etapa foi utilizado como substrato a mioglobina, pois foi o
substrato que apresentou melhor hidrélise utilizando T e também o substrato
que gerou peptideos que foram sequienciados.

Estabelecido entdo o substrato para incubar com pSPBJ, foi
determinado o melhor tempo de hidroélise utilizando analise dos cromatogramas

obtidos e definido como sendo 36 horas.

5.1 Precipitacéo do hidrolisado com pSPBJ

Determinado o tempo de hidrélise, (36 horas), foi entdo empregada a
mesma metodologia utilizada com a hidrolise da mioglobina pela T,
obedecendo o protocolo de v:v de acido acético 0,1 N e quantidade de

hidrolisado.

5.2 Purificacdo dos peptideos gerados a partir da hidrdolise de

mioglobina com pSPBJ

O hidrolisado precipitado foi analisado por CLAE, onde foi comparado
com o perfil do hidrolisado de mioglobina com T, como mostram as figuras 53
(A, B, C e D) onde o traco azul é hidrolise da mioglobina com T e a vermelha é

a hidroélise com pSPBJ.
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Figura 53: Cromatograma comparativo das hidrélises de mioglobina com T (traco azul) e
pSPBJ (traco vermelho), por 18 e 36 horas respectivamente. Foi utilizado CLAE, com analise
de 45 minutos, fluxo de 1 mL/minuto, gradiente de 5% a 90% de solugdo B (90% ACN com
10% solugéo 0,1% TFA), monitorado com comprimento de onda de 214 nm, pressao maxima
de 300 bar, em coluna C18 fase reversa. A — Comparagdo entre 0s cromatogramas com
escala de -40 a 100 mAU e escala de tempo de 0 a 30 minutos; B — Comparacédo entre 0s
cromatogramas com escala de -40 a 80 mAU e escala de tempo de 17 a 22 minutos; C —
Comparacao entre os cromatogramas com escala de -40 a 80 mAU e escala de tempo de 17 a
25 minutos; D — Comparacéo entre os cromatogramas com escala de -40 a 80 mAU e escala
de tempo de 11 a 22 minutos.
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No conjunto da figura 53, € possivel observar que os picos 24, 27 e 28
referentes a hidrélise da mioglobina com T, sdo semelhantes aos picos da
hidrélise da mioglobina com pSPBJ, tendo o tempo de retencdo muito
semelhante.

No geral, os perfis apresentaram um tempo de retencdo semelhante,
mas com relacdo aos picos encontrados na hidrélise utilizando a pSPBJ, foi
determinado que esses picos seriam analisados através de sequenciamento
de aminoéacidos. Por outro lado, como a concentracdo destes picos
apresentavam-se abaixo do necessario pelo aparelho de sequenciamento, foi
preciso mudar a estratégia e posteriormente esses criptideos serdo
sequenciados através de andlise por espectrdmetro de massas. Assim sera
possivel avaliar a homologia existente entre os criptideos gerados por T e 0s

criptideos gerados por pSPBJ.
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6. Discussao

Os acidentes ofidicos passaram a ser de notificacdo obrigatéria no pais
em 1987, estabelecendo-se, entre o Ministério da Saude e as Secretarias
Estaduais de Saude, um sistema de troca de soros por informacgdes
epidemiologicas (Cardoso et al., 2003). A implantacdo desse sistema,
incorporando elementos do sistema de vigilancia epidemiologica ja existente
em Sao Paulo, permitiu um melhor dimensionamento do ofidismo (Cardoso et
al., 2003).

O Brasil possui uma riquissima fauna de serpentes e, apesar de contar
com tradicionais instituicdes e especialistas no assunto, muitas espécies dessa
fauna sao ainda mal conhecidas ou pouco estudadas, embora essa situagéo
venha se modificando nos dltimos anos. O género Bothrops possui algumas
das espécies mais importantes do ponto de vista médico, ja que produzem a
maioria dos acidentes ofidicos no Brasil (Melgarejo, 2003). Quando ocorre um
acidente botrépico, na maioria dos casos ha uma inoculagdo subcutanea ou
intramuscular de veneno na vitima. O sangramento, no sitio de inoculacdo do
veneno, é frequentemente observado, porém sua presenca nem sempre indica
comprometimento sistémico, também ocorrendo o edema precocemente,
sendo firme, rigido, com coloragcéo violacea em decorréncia do sangramento
subcutaneo (Franca e Malaque, 2003). Ja o quadro clinico sistémico apresenta
pequenos sangramentos, sem repercussdao hemodinamica, sendo comum
gengivorragia, hemataria microscépicas, purpuras e sangramentos em feridas

recentes (Kamiguti, 1991).

O tratamento é feito utilizando o antiveneno, sua indicacdo baseia-se
nos critérios clinicos de gravidade. O antiveneno tem sido utilizado mesmo
tardiamente no acidente botropico. A demonstracdo da presenca do veneno
botropico no soro de pacientes, num periodo superior a 72 horas apés o
acidente, mostra a necessidade da administracdo de soro antibotropico,
mesmo apos a admisséo tardia da vitima ao atendimento hospitalar.(Barral-
Netto, 1991). Entretanto, permanece ainda por ser definido até quando a

soroterapia ainda é benéfica.

97



A presenca do edema e sua extensdo, € utilizada como critério de
gravidade, mas a utilizacdo desse critério como Unica variavel na avaliagdo
deve ser feito de modo criterioso, sendo que a capacidade neutralizante do
processo inflamatdrio pelo antiveneno é limitada. E discutivel a administracéo
de dose adicional de antiveneno aos pacientes, baseado apenas na progressao

do edema (Franca e Malaque, 2003).

A constatacdo de que a eficicia dos antivenenos na neutralizagdo dos
efeitos locais é limitada (Gutierrez ET AL., 1998; Homma e Tu, 1970), abre
espaco para investigacdes sobre possiveis drogas a serem associadas a
soroterapia (Leon ET AL., 1998; Rucavado ET AL., 2000).

Com isso neste trabalho pode ser visto até que ponto proteinas
endodgenas sao passiveis de sofrer a acdo de proteases como no caso do
envenenamento e, apés sua digestdo gerarem peptideos bioativos que podem
atuar sobre o hospedeiro, acarretando efeitos nao relacionados aos
componentes do veneno e ainda ndo descritos. Assim, verificou-se que é
possivel as enzimas proteoliticas presentes no veneno de B. jararaca gerarem

compostos ativos sobre componentes enddgenos.

Neste trabalho foi visto que € possivel a obtencdo desses peptideos
bioativos a partir de serinoproteinases, como ja foi publicado por outros
autores, como Richter et al. (1999), que afirmam ser possivel a obtencédo de
peptideos bioativos pela protedlise de macromoléculas enddgenas. Esses
componentes podem ter origem bacteriana, fingica e podem ser provenientes
da acdo de venenos animais, como de serpentes, vespas, anfibios, entre
outros. Esses peptideos encontram-se na forma inativa dentro das cadeias

polipeptidicas das proteinas originais, chamadas de precursores peptidicos.

Atualmente existem trabalhos publicados mostrando que os peptideos
bioativos ndo séo provenientes somente de proteinas precursoras, mas podem
ser provenientes de cripteinas, como Ueki et al., (2007) que sugerem que 0S
peptideos bioativos podem estar ‘escondidos’ nas proteinas de varios
organismos, no entanto, podem néo estar envolvidos na regulagéo fisiologica.
Smith et al. (2006) nomearam este processo de busca por peptideos bioativos

produzidos pela digestdo enzimatica de varias proteinas, como criptoma.
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Segundo Pimenta e Lebrun (2007), o criptoma é um subconjunto Unico
de proteinas que tem a capacidade de gerar peptideos bioativos, quando
submetidos a clivagem proteolitica, em vez dos caminhos de transformacgéo

classica.

Utilizando a digestdo enzimética, Tsuruki et al. (2003) encontraram o
‘soymetide’, um peptideo derivado da soja B-conglicinina pela digestao triptica,

sendo um promotor de fagocitose de neutrofilos.

Baseado nesta nova classificacdo, foram utilizados substratos que
primeiro foram hidrolisados com tripsina. A tripsina foi utilizada como proteina
padrdo de hidrélise para que pudéssemos através de um estudo comparativo
compreender o mecanismo de geracdo de peptideos bioativos utilizando

serinoproteases do veneno botrépico como modelo de estudo.

Os substratos foram escolhidos por sua biodisponibilidade, ou seja,
quais destes tem mais acessibilidade com o veneno no momento da picada.
Portanto foram escolhidos 0s seguintes substratos; presente na pele, o
colageno; no musculo, mioglobina; na circulacdo, hemoglobina e presente na
resposta imune a Fc IgG, apesar de atualmente o soro ser fabricado somente
com a porgéo F(ab), na tentativa de diminuir as reagdes adversas (Otero et al,
1998), mas ha estudos que demonstram que ndo ha vantagem na clivagem
enzimatica das imunoglobulinas com relacdo ao poder neutralizante e
especificidade em soros produzidos com a molécula de 1gG ou F(ab”), contra o
veneno de Bothrops (Leon et al, 2001). Assim a por¢cdo Fc IgG tem a
capacidade de ligar-se a componentes do sistema complemento (Basta &
Dalakas, 1994; Basta, 1996). Sendo assim alguns efeitos do envenamento nao
sdo provenientes somente do veneno, mas também de possiveis peptideos
obtidos através da hidrolise destes substratos pela acdo da serinoprotease do

veneno de B. jararaca.

Destes substratos utilizados, o que gerou melhor hidrélise foi a
mioglobina, sendo esta, uma proteina bastante utilizada como padréo para
espectrometria de massa, juntamente com a tripsina (Zaia et al, 1992). A

hidrélise da mioglobina com a tripsina permitiu a obtencdo de alguns peptideos
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que puderam ser comparados com 0s peptideos gerados para padrao de

espectrometria de massas (Zaia et al, 1992).

Além da mioglobina, a hemoglobina também apresentou um bom
resultado na geracdo de peptideos bioativos, mostrando que foi possivel isolar
dois peptideos com atividade proliferativa em células Fnl, sendo um deles com
maior atividade. Ja existe publicado alguns trabalhos descrevendo o tratamento
proteolitico da hemoglobina gerando uma série de peptideos, como no trabalho
de Brantl et AL. (1986), que encontrou uma série de peptideos, denominados

hemorfinas com atividades similares a opidides.

Somente em 1990 se tornou claro que a hemoglobina serve in vivo como
poderosa fonte de peptideos bioativos que deve ter um papel profundo na

homeostase, como descrito por lvanov et al. (1997).

Diferentemente da mioglobina e da hemoglobina, o colageno tipo | e a
porcdo Fc da cadeia pesada da imunoglobulina G (Fc IgG), que também foram
utilizados neste trabalho, ndo apresentaram obtencdo de peptideos bioativos
significantes. Houve a geracdo de peptideos, mas estes ndo puderam ser
testados como peptideo puro devido ao baixo rendimento da hidrolise. Esse
baixo rendimento pode ser dado, talvez, pelo tempo da hidrélise desses
substratos.

Existem 24 tipos de colageno e cada um deles apresenta caracteristicas
préprias, tanto em sua natureza quimica como no padrdo de organizacao
estrutural. As moléculas de coladgeno também estdo envolvidas, direta ou
indiretamente, na adesao e diferenciacdo celular, quimiotaxia e outras funcées
importantes para o desenvolvimento e funcionamento do organismo (Bateman,
1996).Existem na literatura, trabalhos que mostram a atividade dos fragmentos
gerados por protedlise derivados do colageno tipo IV, XV e XVIII, da membrana
basal, que esta envolvido com reguladores de angiogenese (Marneros & Olsen,
2001).

Com os peptideos obtidos da mioglobina e da hemoglobina, foram
realizados testes em células, gerando um resultado positivo para atividade

celular proliferativa, sendo que para mioglobina chegou-se até 3 (trés)
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peptideos isolados e puros, sendo um deles sintetizado. Ja os peptideos da
hemoglobina, foram testados puros, mas ndo foi possivel determinar a
sequeéncia, pois o tempo de retengdo muito curto, assim quando analisado
pelo sequenciador, pela técnica de degradacdo de Edman, tem a interferéncia

de alguns aminoacidos livres.

Com o intuito de ampliar o conhecimento sobre esses peptideos, foram
utilizados programas de bioinformatica para a caracterizacdo das propriedades
fisico-quimicas dos peptideos, analisando massa molecular, Pl, nimeor de
aminoéacidos e polaridade. Com isso foi possivel verificar que os peptideos
eram totalmente diferentes, o peptideo 24 € constituido por 9 aminoacidos,
possuindo caracteristica hidrofilica. J& o peptideo 27 € constituido por 16
aminoacidos e possui caracteristica anfipatica, e por fim o peptideo 28, que foi
sintetizado devido ao seu baixo rendimento, que € constituido de 6

aminoacidos, tendo caracteristica hidrofébica.

Além da caracterizacdo das propriedades fisico-quimicas, foi também
analisado por bioinformética a localizacdo desses peptideos na molécula
integra, no caso a mioglobina. Com essa andlise foi possivel observar que
esses peptideos encontram-se na parte externa da proetina, assim sendo
realmente um alvo mais evidente para as serinoproteases do veneno de B.

jararaca.

Com o peptideo da hemoglobina e os peptideos da mioglobina, foi
observado a porcentagem da inducdo de proliferacdo celular pela técnica de
MTT, um método colorimétrico fundamentado na capacidade de enzimas do
tipo succinato desidrogenases, presentes na mitocondria, quando as células
viaveis degradam o substrato fornecido pelo reagente MTT (Mosman, 1983;
Wilson, 2000). Com esta metodologia foi possivel observar, em cultura de
célula FN1, que houve proliferacdo celular desde a concentracdo de 0,159
pg/mL até 5,09 ug/mL do peptideo da hemoglobina e do peptideo 24 da
mioglobina. A melhor atividade foi na concentracao de 2 pg/mL, sendo que nas
outras concentracdes também houve proliferacdo celular. Por outro lado, a
melhor atividade foi na concentragéo inicial do 27, a melhor atividade foi na
concentracéo inicial de 1,66 pg/mL e no 28 a melhor atividade foi obtida com a
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utilizacdo de 0,25 pg/mL, assim com o peptideo sintético foi visto que a
atividade proliferativa se confirma, tendo uma melhor atividade nas

concentragdes de 0,25 e 0,5 pg/mL.

Nas culturas de células da linhagem endotelial, HUVEC's, os peptideos
da mioglobina também apresentaram a atividade de proliferacdo celular, sendo
que com a utlizacdo do peptideo 24 a melhor atividade proliferativa foi
observada obtida na concentracdo de 1 pg/mL, com o peptideo 27 a melhor
atividade foi obtida na concentracdo de 0,41 pg/mL e como ja havia sido visto
gue o peptideo 28 e o sintético possuem a mesma atividade, como deveria ser,
foi utilizado nas HUVEC’s o peptideo sintético, onde foi obtido a melhor

atividade na concentracéao de 0,25 pg/mL.

Com o intuito de ampliar o conhecimento sobre a acdo destes peptideos
foi realizado a avaliacdo da degradacdo oxidativa dos &cidos graxos presentes
no sobrenadante das células (lipoperoxidacao lipidica —LPO) tratadas com o
peptideo da hemoglobina (dados ndo mostrados). A lipoperoxidacao lipidica &
iniciada pela reacdo de um radical livre com um acido graxo insaturado e
propagada por radicais peroxilas, resultando na formacdo de hidroperoxidos
lipidicos e aldeidos, tais como malonaldeido, 4-hidroximonenal e isopostanos,
gue podem ser detectados em amostras bioldgicas e utilizados para se avaliar

0 estresse oxidativo (Lima et al, 2001).

Para isso, foi utilizada a técnica de Ohkawa et al (1979), baseada na
formacdo de susbstancias reativas ao &cido tiobarbitirico (TBARS),
predominantemente o malonaldeido, que ocorre ap6s a lipoperoxidagdo das
membranas celulares. Baseado nesta técnica foi visto que quando utilizou-se o
peptideo da hemoglobina ndo houve uma significativa degradacéo oxidativa
dos &cidos graxos. Por outro lado, na concentracdo de 5,09 pg/mL houve um
aumento da quantidade da degradacgéo oxidativa dos acidos graxos,medida de
nmol MDA/mL. Diferente do peptideo da mioglobina que foi obtido uma
guantidade significativa de nmol MDA/mL que o controle (dados né&o

mostrados).

A maioria dos estudos biolégicos de LPO, envolvem metais de transi¢ao,

e é geralmente aceito que o ferro é fundamental para catalisar mudancas
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oxidativas nos tecidos (Gutteridge e Halliwell, 1990). Por outro lado, o
mecanismo pelo qual a mioglobina induz peroxidacdo de &cidos graxos
polinsaturados ainda é uma questdo de disputa, Baron e Andersen (2002),
sugerem que a peroxidacao induzida pela presenca de mioglobina é altamente

dependente do pH.

Depois de obtidos os peptideos bioativos pela acdo da tripsina, foi entdo
feito a hidrdlise da mioglobina com pSPBJ, lembrando que foi o substrato que
obteve melhor rendimento com a tripsina. Para essa hidrélise foi feito uma
cinética de hidrdlise utilizando pSPBJ, onde constatou-se que o melhor tempo
de hidrdlise foi 0 36 horas, baseado na analise do perfil cromatografico feito por
CLAE.

Com isso, esta hidrdlise foi possivel observar que também houve a
obtencado dos peptideos, e se comparado ao perfil do hidrolisado de mioglobina
com tripsina, é possivel ver a semelhanca. O cromatograma mostrou a eluicdo
de peptideos com tempos de retencdo muito semelhantes, indicando dessa
forma, que a hidrolise com pSPBJ pode gerar peptideos com potencial bioativo

sobre a mioglobina.

Dessa forma, utilizando a clivagem de varios substratos utilizando
tripsina como molécula de referéncia, esse estudo permitiu a padronizacao
detalhada de testes que viabilizem a utilizacdo da pSPBJ como modelo para
geracdo de peptideos bioativos em cultura celular, a partir da hidrélise de
diferentes substratos. A padronizacao foi detalhadamente realizada utilizando a
tripsina como molécula de referéncia para estudos futuros com pSPBJ. Ensaios
futuros em culturas celulares poderdo contribuir para a compreensdo do
fenbmeno do envenenamento botrépico a partir da acdo de serinoproteases na

hidrolise de substratos endogenos, gerando peptideos bioativos (criptideos).
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7. Concluséao

De acordo com os resultados obtidos, até o presente momento, neste

trabalho pode-se concluir previamente que:

v" A mioglobina e a hemoglobina tem em sua estrutura, peptideos que ao

serem liberados pela hidrélise apresentam atividade proliferativa.

v" Os peptideos gerados pela hidrolise de mioglobina utilizando a tripsina
tiveram atividade em cultura de célula FN1 e HUVEC's.

v Os peptideos gerados pela hidrolise da hemoglobina, utilizando a
tripsina tiveram atividade em cultura de célula FN1

v' Os aspectos fisico-quimico destes peptideos provenientes da hidrélise
da mioglobina apresentaram diferengcas sendo hidrofilico (24),
hidrofébico (28) e anfipatico (24).

v" A localizacao dos peptideos na proteina integra, viu-se que os peptideos
estdo na parte externa da proteina.

v A trispina pode ser utilizada como serinoproteinase de referéncia, visto
que tanto a tripsina quanto a serinoproteinase isolada do veneno de
Bothrops jararaca, gerou fracdes peptidicas semelhantes quanto ao seu

perfil de hidrdlise pelo tempo de retencao.
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ABSTRACT

Serineproteases and metalloproteases are the main Bothrops jararaca
venom enzymes acting on the victim’s tissues and proteins. As a result of their
direct actions on tissue proteins, these proteases could generate peptides with
specific actions in cells or other mechanisms. The most common sources for
bioactive peptides are natural precursor proteins. Recent studies have shown
that a new class of proteins not named as precursors, the crypteins, may, in
some conditions, originate bioactive peptides, or cryptides. New cryptides
generated by the action of the venom serinoproteases and by commercial
trypsin on endogenous substrates, were isolated, then biochemically and
biologically characterized. Serineproteases from B. jararaca venom were
separated from the whole venom using an HPLC molecular exclusion column,
verifying the activity of the fractions on the myoglobin. This substrate was
incubated with the venom serineproteases as well as with trypsin. The resulting
peptides were separated by fractionation by HPLC and the fractions were tested
on cell cultures for proliferative or cytotoxic effects. Active fractions were
rechromatographed in order to obtain the pure bioactive peptides. After the
activity was confirmed, the peptides were sequenced and synthesized. Trypsin
activity on myoglobin generated peptides (ALELFR, TGHPETLEK,
GLSDGEWQQVLNVWGK) presenting proliferative activity on fibroblasts and
endothelial cells. 3D modeling of myoglobin, using Cn3D software, showed that
the three peptides are located on the surface of the protein. Digestion of
myoglobin with the venom serineproteases generated an HPLC profile similar to
the one obtained with trypsin. This suggests that the cryptides here described

may indeed be generated at the the snake bite site, causing secondary effects,
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not neutralized by serumtherapy. This study suggests that the venom
serineproteases may generate cryptides with relevant effects through their
actions on highly available protein substrates at the bite site.

INTRODUCAO

As serpentes sao animais que despertam grande interesse na sociedade
pela capacidade que alguns grupos apresentam em causar acidentes graves.
O Brasil possui uma fauna de serpentes composta por aproximadamente 265
espécies, classificadas dentro de aproximadamente 73 géneros, em 9 familias
(Ministério da Saude,2001)

Segundo Melgarejo (2003), o género Bothrops representa 0 grupo mais
importante de serpentes peconhentas, com mais de 60 espécies encontradas
em todo territorio brasileiro (incluindo os géneros Bothriopsis e Bothrocophias).

Nos primeiros instantes ap0s a picada, o acidente botrépico se evidencia
com a presenca de edema, dor e equimose na regido da picada, que progride
ao longo do membro acometido. As principais a¢gdes do veneno de Bothrops
jararaca séo: acdo proteolitica, coagulante e hemorragica. J4 as complicacdes
locais sdo decorrentes da necrose e da infeccdo secundéaria que podem levar a
amputacdo e/ou déficit funcional do membro. Também pode haver
manifestacfes sistémicas como, sangramento em pele e mucosas, hematuria,
hematémese e hemorragia em outras cavidades que podem determinar risco
ao paciente. Estudos mostram que bioquimicamente essas complicacbes sao
resultados do consumo sequencial dos fatores da coagulacdo, especialmente o
fibrinogénio, com drastico aumento da fibrindlise, complexo trombina-
antitrombina, presenca de produtos da degradacdo do fibrinogénio (FfDP —
Fibrinogen degradation products) e severa trombocitopenia (Kamigutti et al.,
1991; Santoro ET AL., 2008; Santoro e Sano-Martins, 2004).

Apesar do baixo indice de letalidade dos acidente botrdopicos, esses tém
grande importancia em saude uma vez que podem resultar em severas
complicagbes locais gerando sequelas permanentes como perda de fungdo ou
amputacao do membro afetado (Gutierrez et al., 2007).

Os venenos de serpente tém como seus componentes neurotoxinas,
citotoxinas, cardiotoxinas, fator de crescimento neural, lectinas, proteinas de

ligacdo do fator de Von Willebrand (VWF), proteinas de ligacdo do fator IX/X,
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disintegrinas, peptideos potenciadores de bradicinina (BPP — Bradykinin-
potentiating peptides), peptideos natiuréticos, varias enzimas (exemplo:
proteases, fosfodiesterases, aminotransferases, L-aminoacido oxidase,
catalase, ATPase, hialuronidase, entre outras) e também enzimas inibitérias
(Matsui, Fujimura e Titani, 2000).

Os envenenamentos causados pelas serpentes Bothrops jararaca, sao
caracterizados com fisiopatologia complexa incluindo danos teciduais rapidos e
drasticos e manifestacfes sistémicas (Franca e Malaque,2003).

Os venenos de serpentes, particularmente das familias Viperidae e
Crotalidae, contém proteases que afetam a cascata de coagulacdo sanguinea
e ajudam na digestdo das presas. Embora a maioria delas serem
farmacologicamente ativas por si s, algumas exigem componentes adicionais
para exibir uma atividade ideal (Kini, 1990, Doley e Kini, 2009).

As metaloproteinases s&o enzimas abundantes em venenos de serpente
da familia Crotalines e Viperides. Elas sédo relevantes na fisiopatologia do
envenenamento, sendo responsavel pela acéo local e sistémica da hemorragia,
freqientemente observadas nas vitimas.

Portanto, as metaloproteinases tém suas a¢des gerais ndo apresentando
alta seletividade pelo substrato como as serinoproteases.

As serinoproteases exibem preferéncia para catalisar a hidrélise de
ligacdes peptidicas adjacentes a uma classe particular de aminoacidos. No
grupo das enzimas semelhantes a tripsina, as proteases catalisam a hidrdlise
de ligagcbes peptidicas envolvendo os aminoacidos basicos, arginina (Arg) e
lisina (Lis), uma vez que elas tém um residuo de aspartato ou glutamato no
sitio de ligacdo do substrato, que pode formar uma forte ligacao eletrostéatica
com aqueles residuos (Yousef et al., 2003), assim como as serinoproteinases
de mamiferos que regulam a hemostasia (Serrano e Marroun, 2005).

As serinoproteases desempenham um papel importante na regulagéo de
muitos processos biologicamente relevantes, como por exemplo, a tripsina na
digestdo e a trombina na cascata da coagulacdo sanguinea. Esta classe de
enzimas € um importante alvo na quimica medicinal contemporéanea uma vez
que, muitas doencgas séo decorrentes do mau funcionamento desta regulagéo.
Assim, compostos que interagem especificamente com as serinoproteases

podem ser Uteis no tratamento de varias doengas (Talhout e Engberts, 2001).
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Os peptideos bioativos podem ser obtidos através de proteinas
adquiridas na alimentagédo (Kitts, 1994). Além da digestdo, é possivel obter
peptideos bioativos pela protedlise de macromoléculas enddégenas (Richter et
al., 1999), de origem bacteriana, fungos e/ou através da acdo de venenos
animais, como de serpentes, vespas, anfibios, entre outros.

Segundo Autelitano et al. (2006), ha evidéncias crescentes de que a
clivagem proteolitica da origem a peptideos “escondidos” com atividade
bioldgica que sdo muitas vezes imprevisiveis e totalmente distinta da proteina
“precursora”. Um amplo espectro de proteases tem sido implicadas na geragao
de cripteinas naturais, que parecem desempenhar um papel ha modulacédo de
diversos processos bioldgicos, tais como a angiogénese, funcdo imune e
crescimento celular. A liberacdo proteolitica das cripteinas com novas
atividades, representa um mecanismo importante para a crescente diversidade
da funcdo da proteina e, potencialmente, oferece novas oportunidades para a
terapéutica utilizando como base as proteinas.

As cripteinas séo definidas como proteinas que ndo sdo consideradas
precursoras especificas para peptideos bioativos, mas sdo capazes de, sob
certas condi¢des, gerar peptideos bioativos com propriedades fisiologicas
relevantes (Pimenta e Lebrun, 2007).

A atuacdo de proteases exdgenas como as de venenos, bactérias ou
proteases toxicas sobre proteinas endégenas pode ter importancia na geracao
de peptideos que podem atuar como sinalizadores nos processos fisiol6gicos
do individuo analogamente aos peptideos bioativos gerados a partir dos
precursores enddégenos.

Baseado neste conceito avaliou-se até que ponto proteinas endogenas
sdo passiveis de sofrer a acdo de proteases como no caso do envenenamento
e, apods sua digestao gerarem peptideos bioativos que poderiam atuar sobre o
hospedeiro de forma indireta, acarretando efeitos ndo relacionados aos
componentes do veneno e ainda nao descritos.

Desta forma além das acfes proprias do veneno, neste trabalho sera
possivel verificar principalmente se as enzimas proteoliticas presentes no
veneno da Bothrops jararaca sédo capazes de gerarem compostos ativos sobre

a acdo de componentes enddgenos, o0 que explicaria, em parte, a ineficacia da
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neutralizacdo dos anticorpos contidos no soro antibotrépico para algumas

acOes encontradas no envenenamento.

MATERIAL E METODOS

Isolamento de Serinoproteases do veneno de Bothrops jararaca

Para o isolamento das serinoproteases do veneno de Bothrops jararaca
foi realizada uma cromatografia por exclusdao molecular de acordo com Ponce-
Soto (2007) com modificacdes. O procedimento foi realizado utilizando 10 mg
do veneno total de Bothrops jararaca dissolvido em 400 puL de solucéo de
bicarbonato de aménio 0,2 M com pH 8,1 e essa solucdo final do veneno
dissolvido foi centrifugada por 2 (dois) minutos e o sobrenadante sendo
reservado para aplicacdo no CLAE, que foi estabilizado com &agua ultra pura
(Milli-Q) e depois com a solucdo de bicarbonato de amdénio 0,2 M pH 8,1.
Depois de estabilizado a coluna e a lampada UV a 280 nm, ressaltando que a
coluna permaneceu refrigerada em banho de gelo, foi entdo injetado 320 uL da
amostra, contendo 8 mg do veneno total. A analise da amostra foi programada
para ter um tempo total de 145 minutos com 100% da concentracdo da solucdo
de bicarbonato de amdnio 0,2 M pH 8,1, com pressdo maxima de 30 bar, fluxo
de 0,3 mL/minutos, sendo monitorado no comprimento de onda de 280 nm e as
fragcOes foram coletadas no intervalo de 2 minutos, liofilizadas e armazenadas a
-20 °C. Esse procedimento foi realizado por 5 (cinco) vezes para obtencdo da

guantidade necessaria de serinoproteases.

Atividade proteolitica das fragcBes isoladas do veneno de Bothrops
jararaca

Para determinacdo da atividade proteolitica das fracdes isoladas do
veneno de Bothrops jararaca foi utilizado o método de Kunitz (1947) modificado
por Lomonte & Gutierrez (1983). As amostras foram incubadas previamente
com 100 pL de solugdo de EDTA 10 mM, com 1 mL de caseina 1% em tamp&o
fosfato 100 mM, pH 7,4, durante 30 minutos a 37 °C. Apos 30 (trinta) minutos
foi adicionado 1 mL &cido tricloroacético (TCA) 5%, posteriormente submetidos
a centrifugacdo a 23.500 g, durante 15 minutos sendo a densidade Optica dos

sobrenadantes determinada em espectrofotbmetro Ultrospec Ill, Pharmacia-
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Biotech a 280 nm. Para determinar a atividade proteolitica das fracdes isoladas
também foi realizado o mesmo experimento, mas utilizando uma caseina com
fluoréforo (leitura com excitacdo a 365 nm e emissao a 525 nm) e também foi

utilizado Benzoil-Arginil-p-nitroanilida (BAPNA) (leitura a 410 nm).

Hidrélise da mioglobina

A mioglobina foi hidrolisada, primeiro utilizando a enzima tripsina (T) e
depois também a mistura contendo as serinoproteases isoladas do veneno total
de B. jararaca (pSPBJ — pool serinoproteases Bothrops jararaca). Para a
hidrolise foi pesado 2 mg do substrato endogeno e dissolvido em solucéo de
Tris/HCI 50 mM pH 8,0. O tubo contendo essa solucéo adicionado o substrato
foi colocado no banho Maria a 37 °C e entdo adicionado a enzima de escolha,
sendo que a tripsina foi adicionada em uma concentracdo de 100 pg e a
mistura das serinoproteases do veneno de Bothrops jararaca na concentracao
de 200 pg. Antes de adicionar as serinoproteases no tubo com o substrato
enddgeno, foi adicionado 100 pL de solugdo de EDTA 10 mM, para inibir as
metaloproteinases que poderiam gerar uma hidrolise ndo desejada. Em
seguida, a amostra permaneceu em banho maria por 18 e 36 horas, para T ou
pSPBJ, respectivamente. Esse tempo foi pré-estabelecido levando-se em conta
a cinética de hidrolise. Esta cinética de hidrélise, que determinou o melhor
tempo para geracdo de peptideos, foi realizada coletando aliquotas das
amostras incubadas seguindo os seguintes tempos: 0 minutos, 30 minutos, 1
hora, 2 horas, 4 horas, 6 horas, 8 horas, 10 horas, 12 horas, 14 horas, 16
horas, 18 horas e 24 horas. Essas aliquotas foram analisadas de acordo com

seu perfil cromatografico.

Precipitacéo dos hidrolisados

Depois da hidrélise de 18 e 36 horas, utilizando tripsina e pSPBJ,
respectivamente, os hidrolisados foram precipitados utilizando a solugéo de
acido acético 0,1 N, em banho de gelo, obedecendo a relagdo volume: volume
(v:v), e 30 (trinta) minutos depois os hidrolisados foram centrifugados, em uma
centrifuga SORVAL refrigerada a 4 °C, por 1 (uma) hora a 7.600 g, e o

sobrenadante foi coletado e liofilizado, o precipitado foi descartado.

Purificacdo dos peptideos obtidos pela hidrolise da mioglobina
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Uma aliqguota da amostra hidrolisada e ja& precipitada foi injetada no
CLAE para analise, sendo que o aparelho ja estava programado para uma
analise de 45 minutos, com fluxo de 1 mL/minuto, com gradiente de 5% a 90%
de solucdo B, monitorado com comprimento de onda de 214 nm, com pressao
méxima de 300 bar, com coluna C18, fase reversa. Os picos gerados foram
coletados, liofilizados e armazenados a -20 °C. Esse procedimento foi realizado

mais de uma vez para obter a quantidade necessaria de material.

Sequenciamento de peptideo

Apos a purificacdo dos peptideos pelo método de CLAE, esses
peptideos foram submetidos ao sequenciamento por degradacdo de Edman. A
degradacdo de Edman remove sequencialmente um aminoacido por vez da
extremidade aminica do peptideo. Esse peptideo reage com fenilisotiocinato
gue se combina com o grupo amino do N-terminal, levando esse peptideo a
tratamento com acido diluido em baixas temperaturas onde ocorre a remogao
do residuo N-terminal, que pode ser identificado por cromatografia. O restante
da cadeia serda submetida a outra série destas reacdes, permitindo a
identificacdo do novo residuo N-terminal. Assim a sequéncia pode ser
determinada (Edman, 1950).

Sintese de peptideos

Os peptideos, depois de sequenciados, foram submetidos a sintese pelo
método de fase sdlida, utilizando um sintetizador automético, empregando a
estratégia Fmoc. Essa estratégia € um processo pelo qual as transformacdes
quimicas podem ser realizadas em suporte sélido a fim de preparar uma vasta

gama de compostos sintéticos (Merrifield, 1963).

Cultura de células

As ceélulas foram distribuidas em placas e foram levadas para a
incubadora a uma atmosfera de 37 °C e 5% CO, e examinadas ao microscépio
invertido, 3 vezes por semana. O meio de cultura foi trocado neste mesmo
intervalo de tempo. Ao atingirem a confluéncia, as células foram tripsinizadas e

plaqueadas em garrafas de 25 cm? Ao atingirem a confluéncia nesta nova
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garrafa foi desprezado o meio da garrafa e adicionado 2 mL de tripsina 0,4%
para remover as células da superficie da garrafa. A tripsina foi retirada depois
das células se soltarem e assim adicionou-se o meio RPMI com soro fetal
bovino (SFB). As amostras de células foram transferidas para um tubo e esse
foi centrifugado a 270 g por 10 minutos em centrifuga refrigerada a 5 °C.
Depois de centrifugado o sobrenadante foi descartado e o sedimento foi
ressuspendido em 10 mL de meio RPMI.  Apdés homogenizacdo, a

concentracdo de células foi ajustada para 2 x 10° células por placa.

Teste de viabilidade celular

A viabilidade celular foi determinada pelo método colorimétrico do MTT
[3 -(4,5-dimetiltiazol-2-1)2,5-difenil tetrazolio brometo]. Este método é baseado
na reducdo do MTT a cristais de formazan pelas células vivas. Foi determinada
a atividade proliferativa das suspensdes das linhagens celulares, incubadas em
placas de 96 pocos. Foram adicionados 10 mL de MTT (5 mg/ml) as células, e
estas incubadas por trés horas em estufa contendo 5% de CO, a 37°C. Apos
este periodo, o meio foi removido e acrescentou-se 100 mL de alcool metilico
para dissolver os cristais de formazana formados e precipitados. A
quantificacdo da absorbéancia foi realizada em leitor de ELISA com

comprimento de onda de 540 nm (Wilson,2000; Mosman, 1983).

Analise por bioinformatica

Com os peptideos obtidos foi feito uma analise utilizando trés tipos de software
de bioinformatica, um para avaliar as caracteristicas bioquimicas dos peptideos
(Programa Hidropathicity Plots, disponibilizado pelo site

http://www.vivo.colostate.edu/molkit/hydropathy/index.html, outro software para

analise das possiveis regibes de clivagem da proteina (Peptide Cutter,

disponibilizado no site http://ca.expasy.org/tools/peptidecutter/) e foi utilizado o

programa de modelagem, Cn3D que € um software de livre acesso, obtido pelo
site do NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/CN3D/cn3d.shtml), com

esse programa foi feito a localizacdo dos peptideos na molécula integra de
mioglobina.
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RESULTADOS

Nesta primeira etapa, foi realizada uma CLAE, por exclusdo molecular,
com tempo total de 145 minutos, onde a mistura do veneno total de Bothrops
jararaca foi fracionado, com o objetivo de isolar a mistura contendo as
serinoproteinases (pSPBJ). A coleta foi realizada a cada 2 minutos. As fracdes
foram agrupadas seguindo a seguinte ordem: fracéo | (tempo 60 a 65), fracéo Il
(65 a 72), fracao Il (72 a 90), fracdo IV (90 a 99), fracédo V (99 a 105), fracéo VI
(105 a 126) e fracao VII (126 a 145), como pode ser visto na figura 1.
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Figura 1 — Cromatograma obtido por CLAE, mostrando as fra¢des coletadas, correspondente
da mistura de serinoproteinases provenientes do veneno total de Bothrops jararaca, onde
foram obtidas 7 (sete) fracdes, indicadas pelos nimeros em vermelho, pelas linhas rosa
observa-se as areas das fracBes coletadas, mostrando comeco e fim do pico em relagdo a
fracdo. Esse cromatograma foi obtido a 280 nm, utilizando uma coluna de exclusdo molecular,
equilibrada e eluida com solucéo de bicarbonato de ambénio 0,2 M pH 8,1, por 145 minutos com

fluxo de 0,3 mL/minuto.

Posteriormente, essas fracdes foram analisadas em eletroforese
(SDS-PAGE 15%), para avaliar a massa molecular das proteinas contidas nas
fracOes coletadas. Ha presenca de contaminacdes entre as fragdes coletadas,
mas sendo possivel verificar a diferenca entre as fracdes 2 e 3, onde na fracao
2 observa-se uma banda mais concentrada entre 50 kDa a 120 kDa e na fracao

3 uma banda concentrada entre 20 kDa a 40 kDa. A partir da fragéo 4 observa-
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se gue essas bandas que aparecem mais fortemente coradas permanecem
aparecendo nas outras fracdes coletadas (figura 2). Para saber qual destas
fracOes era a de interesse, no caso pSPBJ, avaliamos subsequentemente a

atividade proteolitica das fracdes.
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Figura 2 — Gel de SDS-PAGE 15% corado com azul de Coomassie R-250 mostrando as
fracbes obtidas do veneno total de Bothrops jararaca. 1- Marcador de massa molecular —
Fermentas. 2- Fracdo 1 proveniente do isolamento de serinoprotease. 3- Fracdo 2. 4- Fragéo
3. 5- Fragdo 4. 6- Fracdo 5. 7- Fracdo 6. 8- Fragéo 7.

A atividade proteolitica das fracdes obtidas por CLAE, foi avaliada
utilizando diferentes substratos, com o intuito de localizar a fracdo de interesse,
pSPBJ e foi determinado que a fracdo que continha a pSPBJ era a fracéo lll
(dados nédo mostrados).

Com isso, essa fracdo foi incubada com mioglobina. Da mesma maneira
também foi incubado a mioglobina com tripsina, gerando fracGes peptidicas,
gue foram testadas previamente por teste de viabilidade celular para observar
suas acdes. ApOs os testes prévios, foram isoladas as fracdes peptidicas de
interesse como mostra a figura 3.
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Figura 3 — Cromatograma do hidrolisado de mioglobina com T, por 18 horas. Analise de 45
minutos, com fluxo de 1 mL/minuto, com gradiente de 5% a 90% de solug&o B (90% de ACN
com 10% de solucdo 0,1% TFA), monitorado com comprimento de onda de 214 nm, com
pressdao méaxima de 300 bar, com coluna C18 fase reversa. Este cromatograma mostra a coleta
dos picos referentes a fracdo VIII, da hidrolise de mioglobina com T, podendo visualizar pelas
setas, quais sdo 0s picos coletados e seus respectivos nimeros.

Estes picos coletados foram submetidos a seqiienciamento de amino&cidos.
Somente os picos 25 e 26 ndo puderem ser seqlenciados, pois a concentragao
era baixa. Por outro lado, os peptideos 24, 27 e 28 foram seqlenciados (tabela
1), sendo que o peptideo 28 teve pouco rendimento por isso este foi
sintetizado.

Tabela 1 — Sequéncia, obtida por degradacdo de Edman, dos peptideos

gerados pela hidrélise da mioglobina com T.

Pico da hidrolise de mioglobinacom T Sequéncia do peptideo

Pico 24 TGHPETLEK
Pico 27 GLSDGEWQQVLNVWGK
Pico 28 ALELFR

Com a sequéncia desses peptideos foi realizada analises de bioinformatica
para maiores informacdes fisico-quimicas destes. Sendo que foi visto que o
pico 24 é hidrofilico, o pico 27 € anfipatico e o pico 28 € hidrofébico. Assim para
aprofundar o estudo sobre esses peptideos foi realizado, com ajuda de um
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programa de modelagem, a localizacdo desses peptideos na molécula integra
da mioglobina (figura 4).

Figura 4 — A e B - Localizacdo dos peptideos, obtidos através da hidrélise da mioglobina com
T, na proteina integra da mioglobina, utilizando um programa de modelagem, Cn3D.

Adicionalmente foi realizado o teste de viabilidade celular, em células do
tipo Fnl. Com este teste de viabilidade celular foi possivel observar que os
peptideos induziam a proliferagéo celular (figura 5, 6, 7).
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Figura 5 — Teste de MTT, utilizando o peptideo 24 em diferentes concentrac6es em cultura de
células do tipo Fn-1. Os resultados deste teste foram analisados pelo teste ANOVA com
significancia de P<0,05.
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Figura 6 — Teste de MTT, utilizando o peptideo 27 em diferentes concentra¢des em cultura de

células do tipo Fn-1. Os resultados deste teste foram analisados pelo teste ANOVA com
significancia de P<0,05.
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Figura 7 — Teste de MTT, utilizando o peptideo 28 em diferentes concentracées em cultura de
células do tipo Fn-1 Os resultados deste teste foram analisados pelo teste ANOVA com
significancia de P<0,05.
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Da mesma maneira que foi possivel gerar peptideos bioativos utilizando como
enzima a tripsina, também pode-se observar a geracdo de fracdes peptidicas
com tempo de retencdo semelhante aos encontrados na hidrélise da
mioglobina com a tripsina (figura 8).

K893

Figura 8 — Cromatograma comparativo das hidrélises de mioglobina com tripsina (trago azul) e
pSPBJ (trago vermelho), por 18 e 36 horas respectivamente.

No geral, os perfis apresentaram um tempo de retencdo semelhante,
mas com relacdo aos picos encontrados na hidrdlise utilizando a pSPBJ, foi
determinado que esses picos seriam analisados através de sequenciamento
de amino&cidos. Por outro lado, como a concentracdo destes picos
apresentavam-se abaixo do necessario pelo aparelho de sequenciamento, foi
preciso mudar a estratégia e posteriormente esses criptideos serdo
sequenciados através de analise por espectrdbmetro de massas. Assim sera
possivel avaliar a homologia existente entre os criptideos gerados por T e 0s
criptideos gerados por pSPBJ.

DISCUSSAO

A constatacdo de que a eficacia dos antivenenos na neutralizacdo dos
efeitos locais € limitada (Gutierrez ET AL., 1998; Homma e Tu, 1970), abre
espagco para investigacbes sobre possiveis drogas a serem associadas a
soroterapia (Leon ET AL., 1998; Rucavado ET AL., 2000).
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Com isso neste trabalho pode ser visto até que ponto proteinas
enddgenas sdo passiveis de sofrer a acdo de proteases como no caso do
envenenamento e, apos sua digestdo gerarem peptideos bioativos que podem
atuar sobre o hospedeiro, acarretando efeitos nao relacionados aos
componentes do veneno e ainda néo descritos. Assim, verificou-se que é
possivel as enzimas proteoliticas presentes no veneno de B. jararaca gerarem

compostos ativos sobre componentes enddgenos.

Neste trabalho foi visto que € possivel a obtencdo desses peptideos
bioativos a partir de serinoproteinases, como ja foi publicado por outros
autores, como Rudolf et al. (1999), que afirmam ser possivel a obtencédo de
peptideos bioativos pela protedlise de macromoléculas enddgenas. Esses
componentes podem ter origem bacteriana, fingica e podem ser provenientes
da acdo de venenos animais, como de serpentes, vespas, anfibios, entre
outros. Esses peptideos encontram-se na forma inativa dentro das cadeias

polipeptidicas das proteinas originais, chamadas de precursores peptidicos.

Atualmente existem trabalhos publicados mostrando que os peptideos
bioativos ndo sao provenientes somente de proteinas precursoras, mas podem
ser provenientes de cripteinas, como Ueki et AL., (2007) que sugerem que 0S
peptideos bioativos podem estar ‘escondidos’ nas proteinas de varios
organismos, no entanto, podem néo estar envolvidos na regulacao fisiologica.
Smith et al. (2006) nomearam este processo de busca por peptideos bioativos

produzidos pela digestdo enzimatica de varias proteinas, como criptoma.

Segundo Pimenta e Lebrun (2007), o criptoma € um subconjunto Unico
de proteinas que tem a capacidade de gerar peptideos bioativos, quando
submetidos a clivagem proteolitica, em vez dos caminhos de transformacéo

classica.

Com os peptideos obtidos da mioglobina e da hemoglobina, foram
realizados testes em células, gerando um resultado positivo para atividade
celular proliferativa, sendo que para mioglobina chegou-se até 3 (trés)
peptideos isolados e puros, sendo um deles sintetizado. Ja os peptideos da
hemoglobina, foram testados puros, mas nao foi possivel determinar a

sequeéncia, pois o0 tempo de retencdo muito curto, assim quando analisado
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pelo sequenciador, pela técnica de degradacdo de Edman, tem a interferéncia

de alguns aminoacidos livres.

Com o intuito de ampliar o conhecimento sobre esses peptideos, foram
utilizados programas de bioinformatica para a caracterizacdo das propriedades
fisico-quimicas dos peptideos, analisando massa molecular, Pl, nimeor de
aminoéacidos e polaridade. Com isso foi possivel verificar que os peptideos
eram totalmente diferentes, o peptideo 24 é constituido por 9 aminoécidos,
possuindo caracteristica hidrofilica. J& o peptideo 27 € constituido por 16
aminoacidos e possui caracteristica anfipatica, e por fim o peptideo 28, que foi
sintetizado devido ao seu baixo rendimento, que é constituido de 6

aminoacidos, tendo caracteristica hidrofébica.

Além da caracterizacdo das propriedades fisico-quimicas, foi também
analisado por bioinformética a localizacdo desses peptideos na molécula
integra, no caso a mioglobina. Com essa andlise foi possivel observar que
esses peptideos encontram-se na parte externa da proetina, assim sendo
realmente um alvo mais evidente para as serinoproteases do veneno de B.

jararaca.

Depois de obtidos os peptideos bioativos pela acdo da tripsina, foi entdo
feito a hidrdlise da mioglobina com pSPBJ, lembrando que foi o substrato que
obteve melhor rendimento com a tripsina. Para essa hidrélise foi feito uma
cinética de hidrdlise utilizando pSPBJ, onde constatou-se que o melhor tempo
de hidrélise foi 0 36 horas, baseado na andlise do perfil cromatografico feito por
CLAE.

Com isso, esta hidrélise foi possivel observar que também houve a
obtencado dos peptideos, e se comparado ao perfil do hidrolisado de mioglobina
com tripsina, é possivel ver a semelhanca. O cromatograma mostrou a elui¢éo
de peptideos com tempos de retencdo muito semelhantes, indicando dessa
forma, que a hidrolise com pSPBJ pode gerar peptideos com potencial bioativo

sobre a mioglobina.

Dessa forma, utilizando a clivagem de varios substratos utilizando

tripsina como molécula de referéncia, esse estudo permitiu a padronizacao
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detalhada de testes que viabilizem a utilizacdo da pSPBJ como modelo para
geracdo de peptideos bioativos em cultura celular, a partir da hidrélise de
diferentes substratos. A padronizagéo foi detalhadamente realizada utilizando a
tripsina como molécula de referéncia para estudos futuros com pSPBJ. Ensaios
futuros em culturas celulares poderdo contribuir para a compreensdo do
fenbmeno do envenenamento botrépico a partir da agdo de serinoproteases na

hidrélise de substratos enddgenos, gerando peptideos bioativos (criptideos).

CONCLUSAO

De acordo com os resultados obtidos neste trabalho pode-se concluir
que a mioglobina tem em sua estrutura, peptideos que ao serem liberados pela
hidrolise apresentam atividade proliferativa. De acordo com 0s aspectos fisico-
quimicos destes peptideos provenientes da hidrélise da mioglobina que
apresentaram diferencas sendo hidrofilico (24), hidrofébico (28) e anfipéatico
(24) e sua localizacdo dos peptideos na proteina integra (parte externa), pode-
se afirmar que a trispina pode ser utilizada como serinoproteinase de
referéncia, visto que tanto a tripsina quanto a serinoproteinase isolada do
veneno de Bothrops jararaca, gerou fracdes peptidicas semelhantes quanto ao

seu perfil de hidrolise pelo tempo de retencgéo.
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Determination of isotretinoin in pharmaceutical formulations
by reversed-phase HPLC
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ABSTRACT

The development of facile and rupid qusnoficsoos of
bicl emically acive biomolerales mock a5 isomediom n
therapeucc drogz comcsined i mawy seneric forme-
Lations iz far their

and theis ey 5y imprure the hecaan healih cars
Latremitom finds iz applicatioss in the moimenance
of epitbelial Gssue:. Different procezses o date ech
a3 mormal phase HPLE, or gas chromsiresraphy am-
omz otbers are sble o separace and gqusnofy Dwede-
imoizm. Hewever, the extractom iz gquice complex azd in
the caze of HPLL, the smabhrds requires loss redes-
ton tmes. Im roch comiemi, an isscrats reversed-

rmsmce liquid chromatesraphy

erﬂdﬂﬂ'ﬂ-m hmﬂ
dezcribed bere for easy separaton and qeasnficwtion
of 13-az-retinodc (Dotrefinoin) from soft pelatin cap-
male formmlagens. The isocrednein was extracoed
lrtr:lt:l:'u'El:'an'ET}:-nh‘rlth procedure chat
csm be compleied in lezs than 10 mismres. Sebseqoeni
peparation asd dficution were scoomplizbed in
lezz deam = m.ll'::nd-rmmd-pm
condirions em 2 Lichrecpher EF1S colnmn and 5 me-
bile phaze comsicime of 0.01% TFA'scetonimile
(1385, v} ar 2 flow rase of 1.0 mL/min Izotretoin
was dedected for the three 1amples vin im Thovs ab
sorbance at 347 mm The mechod was validwied and
curacy for semsicve sod selecove gquamtiiviire deter-
mination of Coreinein iz the diferenr pharmaces-
tical formelstion: We found dhar the average izor-
redinoin combent in e of the thres commercial pro-
duct fell owmide the #0110% Umdted Seates Pha-
exiracoon and che precse method for the biomaole-

Pubilshed Online May 2010 In SoRes. pipotwws soim orfiogmalbizs

rule quancficados opes up Temendon:

nwmq:&tqul:nmuﬂﬂ'dr.::nith
exizt o differest penernic bramds.

Erpmords: 1370 Fetmoic Aod Reoxned-Phaso
Chmopsviograply; Isotettoin Exraction; [wobwtinodn
QuantiBoation; Parmcenticals Formmlation

1. INTRODUCTION
Fetimodc acdd is a wery pobat bioewleculs in promoting
of epithelial Sssue for viemin A debciont aniesls. In-
dlHrars-metinoic acd (fetinoin) appears o be ac-
tive form of vitamin A W all Gewees wooept te mima,
end 3 is 10-105-80ld mome: potent them retnol o vaboes
yiems m vitm. [vomerization of this cospound in the
bedy yimlde to 13-cir-minoic acd (sorebmon), which
is moarhy a5 potnt 2 trefzoin in meey of s actoms oo
spithalia] thenes. Viemnm A and ofer mincids hew
E.unﬂ.'n.ﬂwh:nmmﬂ:ﬂ-m-:fhndlm
ﬁn.ra:n.ﬂ. mies in cancar chamwopre-
1.1I.|:l:||:|:|.::|.|i i
':ue{ﬂu:mrtrha:a]]j'u.ﬁum.'l.ﬂn.mm
is 13 ci-reiimoic add (somizedm). It was approved In
19E2 to mear sovers mecakiirant nodobr ame and m-
Tsotetinomm is te onfy teatment thart affects all the mm-
jor facioms imvohed i dw pathopenesis of acme. Is ex-
kot wveral acindties. in particuler a ity to da-
oeans sebaceo gland actiwity, to comect e karariei-
tion defect in acmo and to reducs the populstion of tha
Tsotetnom & & sirong Lpophilic molerle, almest in-
soluble im wter and onby partially soluble in od It i

Sl
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Immtfors wpon formilation options. For msomes, the
dezradation of sotetmon (I its whbd sax) o the
Fresance of arr is an aufocatalytic process Sat proceeds
rapidly and a wmple dry powdar formmiation wold not
have 2 suffickent shelf-hifs. A vepencie o ol s oo
mhh-[“j Enrpmn-:n.meila]mmmd:mml

numbar. b besn thown t anhencs
mhilﬂ:_r[i-“] Dnugh:l:]:npl-ct-:-lahﬂ.ﬂ.ya:d.-mmqh:
heat amd cxidadiom of the rednodds, dheir quntitamos
determinatom in pharmaceutical 1 partoulariy tmportant
for the quality conirol of fmihed products and dor sir-
bﬂ.ﬂamwmﬁm[] acal of e most

or ooe

mm&mﬁmﬂfﬂr@
o patent is eapoeed to. Pevions studies comparing the

quality of a vanety of genoric with mnovaior prodects
bae revealed inporant deficiencies n the amount of

acizve insredient apweng genancs [4.7]. orstoom and
it tRAn-homa, Teinodmse, 2w kmown to be wratcgens
that can case &al malformatons domg oo
mtance [&.7]. It & possible EIEPMIFT.:Y
with 2 diferent isotretinoin-tased peneric product dur-
qamdwm&mmmh
‘penaric isotretineing’ ame sssentalhy identical and bio-
ngm‘alntmﬂmrmn:-rl:-r]:n'-:dud.tfmhrﬂmmmm-
hecomm of
T b of prions asteds fo el
twomwinom have tesn desoribed in the hitwrareme The
amiyical pwhod penemlly wploved o the Unded
5 a nooml HPLC
S et (5 {2
chroomsography in soft and bard capsules formshitions
[F] A rwered plase HPLC pedhod with finorescancs
detection has bean described [1] for the detensnation of
rednodds in prarmmceatcal formn. Sinmlanecus
determination of tetinoin and isofeinoin in dema-
tological formabitons has bean alvo reported 113 normml
phass FPLC (100 HPLC (1], !tﬁam.l.m-u::.f[ll] Y
mim'nlmwchummm:T[li] nq:l-

Althoegh the sbove medhods are able i separxie and
quamtify 1sofretinging e sxtraction procedurs is guis
complex and HPLC amabysis imvwhwes long metenfion
s [10]. In that comext, the aim of this W o
devalop a rapid mwdéed wing an isocatic kigh parform-
ance biqed chromaography (HPLC) coupled to LN Ssis
desecior to dessrming and quantify the lsotretinomm in soft
= fornmalaticns Som three compsercal samoples.
Tha validation methed with s precision and acouracy
was chedked and the isotetnein quamtification was car-

Copyright © 2010 SciRea.

ned out for three commnarcial prodocts for which the
ceofent of the biomwlecule was cooypared to Sw United
Staies Pharmeacopeda specifications.

1. MATERTALS AND METHODS

1.1. Chemicals and Bearents

The conmre of hwototinoin was determrimed from the
concamrations of stzndamd sohrtions. The sandwrds for
Dvi-remoic acd wew Som Unied Soiss Pheom-
Tmm&'ﬂmm Tha thres commer-
Fnﬂnct:mpn‘:h.mdﬁ‘mfnu-d:ﬁrﬂphm*
macgutcal conpanes (el zames hove besm omimed

for commarcial mawors) named as Bmovied
Product A (Prodnct 4), Genaric Prodoct B (Prodact H)
and Gananic Prodect C). All doos copmer-
cal woft-gal capsnles commined 20 mg of otetinoin
E’Jlg:gmﬂl’ll: grade and purchased from Meeck

1.2_Laboratery Precaution

AT expariments wwre parformed wiing ambar glass voli-
meimic fhsks mder wllow Lght condmion: to awvedd
degradarion of ixotwtinoin.

3. HPLC Inzoremenitrion azd Conditions

The HFLC svvem comsivtmg of Aglent model 1100
['1..n:|'.l.|I:l'_'LiE-.F:.]|:-:-mn:I:n-:1t-:a UV iuible absortance

phaze chropsaoeraphic

splar BPUE (7 pem D127 - 4z i, Mamck, TURAJL
WAL dnh-:hq:l.l:l]'ﬂ:ﬂ-[ﬁ-ﬂ. shsarbanca at

HI mm [E] with the semdtiwity wet af 0.1 aborbance wmit

il scals (Anf).

The motile uzed was of 0.01% -
mﬁﬁﬁmmfnﬂuaﬂﬂ
e of 1 0 ml/min The mjecton voime was 20 ul. and
the colerm was pormamned at 41T

2.4. Stamdard Preparation Procedures

Stock solutons were proparsd 2
mmd:mmxmﬁ l1.|:-n-1-:t'
workdng stenderd sohitions was produced by ditwting
abquets of the stock wolotioms o ghve the desined coo-
cemtations: of e anahes. For the mwéhed Encanty as-
sessmant, the comceniranion range was 5.0 o 30.0 pgiml
(e coocammation: were detwmned wing the cabbe-
atcam grzphs. The standard solotiom: ware sizble for at
ksast 3 days at 4°C).

15 Ertraction of Soft-Crel Caprules
Formulacions

Lometmolm capsules wame opaned carefalhy wmimg a
sharp blade and the conmert of these capsales was ex-
JBiSE
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tracted dmctly with THF sclvent The solefion comti-
ning isotetinoin was thaked for 5 min. 1 mL of aliquot
for the resulting woletion was dilmed n acstomtile o
chizin the fnal scletion comcsmtaton (20 pgioel) dat
was anaiymed by HFLC I comparison with the appro-
priz stamdard sohrticn

16 Umannficarion of Isotretmoin

A vanderd cumve was consmucsd by mecteg sammlki
com@ming sorenoin vandsrd ar concenation: rang-
ing from 3.0 to 300 ppiml. Tho peak area was dewr-
puned and vars the concemmaten of o
tmoin For the recovary studie:. knoam volomos of e
abrolete recovery was calcelaied by comparing the peak
aro2 chiamned Som soretmom W the commnarcial cap-
e wid e pezk ama of samples deoved fom the
scndand woloboms

3. RESULTS AND DISCTSSION
The chjectve of this work was to davelop 2 rapid me-

A, b e (A LN

C. A Guimarde: or af. ' J. Biopedical Saence and Enginearimg 3 (20105 434438

oA bigh parformance hqmd chore-
mﬁ.—%qmmm IIIII'H:I:':HII'_'."
the sotretmon m hard pelatin foommilaibces. In

:l'dnbc-mhdi:q-mq-ﬁnmtmﬂmﬂ.ﬁrmlgﬁu of
tdrugs in pharmaceutical formiations, preliminary st
wurs parformed with the ohjective 1o wlect adeqom and
oot conditions. Paramemrs wach 25 detection wave-
length, ideal pwhils phase and thedr proporbozs. con-
camtration of the stamdand solubions, and How ebe weee
sxhastely wsted and the iee determmaticn of
isotretoin m the el capsule: was made posstble undar
the ideal condificos desczibed m this papar The po-
poed method s sinple ad do mof imohw labonoms

fime-ronsuring sampls proparation

3.1. Chromategraphy

The condmions for & mepid and simple FIFLC weparation
with UV detecton ware davsloped nsing an soganc -
tion with 2 moobile phase of 0.01% triffeo-
macsiic acd and acetonrmile (1583, v7). Thews condi-
tons g2iw well reschied charp peaics (Figure 1) for

I|
||I'-

e g
_-:-- -ll- -‘- -I- -
i}

i
|
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| T i’ ' .
[

!
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Figars 1 Chmssiogres of ceples (&) doletinsin saadead (20 pgfml); )
Proclind A (20 pgisly, <) Prodes B (M0 pihml ) (0 Prodes C (20 pgiml )
Conditiom: Liclhesspler BP IR ooduren (5 g, 115 = £ ma id, WMenck), sashile
ploiss 000134 TRA Sacetonesle (1585 vi ), Dow gl 1.0 &l ires, 1TV dstsstion a
M nmand asdkesl esperalere (14 = 100
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rwooeinom sfandads. The mmniicn tme was of ap-
proxataly 3.8 min. The shorker elotion time makes the
mathnd especially el for rring anahyh of somed-
noin in pharmaceuiical feermiation: The validation ax-
peeimeres 25 desadied in the followims secton wars
completed to determing if the method could achiens the

fommixtions.
3.2 Aleched Valbidadom

3.11. Method Validation

The quanithcaton of the chreeedomam was performed
using the peak amea of ixotwdnomin sandard: for known
comiat of sotretmnoin and 2: references for the detarnd-
nation of &e coment for e commearcial samples o which
we dotermined the peak areas of thedr mepectie chro-
patogany. Fhe standard solufioss ranging froes 50 o
300 pgml o ccocemration (thes replicates sach),
ware imected imo the FHIFLC mntem The alibmton
greph wa chimed by plotting the peakr amwas of the
standard solotioes agaimst the theomedical stamdand com-
cenrzoons. The lincanty was svalnated by loear leasi-
SquaTes re@eiidon amabhnds. The corslaticn costhcant
chizin with e mgeasion of cune was 1557, Smos-
ocal amabynis mdcated wxcellent hnsanty as ibowm m
Tsble 1.

.11 Aconracy

To sl the acomacy of the proposed method, mo-
covay tests ware camed out wih all sanpies. The
Me2URERGNT. W by adding knomm ame-
unts. of standard swolztion: %o sumple followsd by amlbysis
using the methed The valoas ob-
tained ware 101.2, 99.4 and #2.3% (winy dom't you beng
100%) for the three soff gulaon capsele formmlitons,
comfirming the acomracy of the proposed methnd Tha
percantagzs of moovery msults ame presamed n Table 1.

3.1.3. Precion

The precizion of propowed method wes avanaed thre-
ugh mue-dery mpeatbilty of meepenses alar replicats (o
= 10} mjectom of sample solubicns (200 pe'ml). The
preciion & expredeed as de relative standerd dendaton
(RS0} amongst responses. The standard deviarion
amonzst replicate respomss: and milxme sandard decia-
b:-::.n]:nn.-"EED]nmLu:H:ml{l"u indicating prec-
sbon of the mothed The stafistical data mesalts obtned

m e aoalhii of conmmrrially svailable saocyples aw
shomm in Table I.

According to e resuis obained coby cne formmals-
tion (Product A (randed somed])), was found o be good
agreamant with the claimed content of the dmm Indeod,
the rrurage parcentags of hotmetinoin comdent {Tshle
hﬁnﬁnﬂmﬁwnﬁuﬂmlﬁ:&ﬂgﬂﬂ
finn with United Stases Pharmacopaia (UEF) specifica-
timns. In contrast, the corfent for the pencric product:
formmlations Produch (Product B and Prodact C), il
ootdde the United Soves Prarmacopeda (USP) specfica-
ticns. The coment of isotretinom was found
o be 1265 = 008 and 1153 = 004 = Prodoct B and
Prodact C, mspacthely. The UEP 3K [§] monograph
for isoretinoin capeeles simbes that tho & st
contain not Jess tam 50.0% and mot mee tham 1107 of

the atcled amormnts of isotretimotn The results and the
accuracy of the mwéhod showes that it is necessary o con-
trol twe comtum of & active biomclecule for dug safety,
Tt also that the precion of the methed and raped acqui-
uitiom of the dat can be a pus for phereacautical mdns-
trias for S quality conirod of twir prodacts.

Table 1. Satisticsl sslis of Bacar regresssn aealyeis in the
determinaiaen of salretinein by propsed meihel

Sadvscal parssHss Emwelm
Ipierepi of cerve (b -1 T T
o ol e GE) 135
Lisesr comuisbon cocifioos [ L)

Table 1. Begovery dals of sanden] ssbadions added = e
icasaplel anadycal by wang The propetcd HPLT meiled

A rasamr Arreaeril Skean
Sampde P S ol Frenz* Hacavars "al rasas -
jpgmly  ipmml [a i
2200 T ] LR
[Pz 1t Hil ] 5.0 B2
A F2.03 L8| |HLE
150 & PO
"‘m:m Hil HE 1. w4
1200 L iR b
150 B, L1 rdii]
[Fad i Hil el PO W
L 1240 nE ED

" enrnge ol thror deicrrerabes

Toble d. Ststmia=al dats cbstaingd in e by of danples usisyg he proposad bl

Semb  copeomrason l| _oscesatn ety O MSBCNR) o s e 00
Proguc & 300 20 18 D43 D& O
Procuct H 300 247 134 o3 134 & 0%
Progect £ 300 21 Jor) nw 1155 & 00

11 Avvorage o e deserrnrmbse (™) V200 aaeskerar lowsl
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4. CONCLUSIONS

The propowed HPLC methods Sor quamtitaiie debarmsi-
nation thomed good hnsarity, precisien and acommacy for
sanitive and salective quantitive deteomination of iso-
wtinoin in pharmacamical formabitons. This method is
not time-consmming and 5 sasy to parform in amy Labe-
ravory. We sltmasely chow. accordmg the Uzmted Haes
FPrarmmoacope & that the average amount of
teomwtinoin m I of the 3 commercial product renged
cubide the B0-110%. Safe use of isoiretinoin, pestcn-
larhy with respect bt teramEgenicity, remain: a canmal
twwe for tharzpesnics development Tharufors, i i m-
mhmm&m-m
stady with pharmacatical qmlity of isotetimom prod-
wots om patient axposms by Botretinoin by conparathe
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