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RESUMO

O veneno das serpentes € uma mistura com grande diversidade molecular que possui
implicagdes inter e intraespecificas e, consequentemente, acarreta na variedade das
atividades fisiopatolégicas e complexidade na producao de soros antiofidicos. Dentre
esta diversidade molecular, as fosfolipases s&o enzimas hidroliticas majoritarias nos
venenos ofidicos e causadoras de uma ampla gama de efeitos farmacoldgicos. O
presente estudo busca padronizar ensaios para a dosagem de atividade fosfolipasica
para um perfil “screening” voltado para o Laboratério de Toxinologia do Centro de
Estudos e Pesquisas Biologicas da PUC Goias mediante os ensaios descritos por
Marinetti (1965) e Gutiérrez, Ownby e Odell (1984), além de executar um ensaio
complementar de hemolise indireta em placa. Ambos os ensaios foram padronizados
para as condigcdes do Laboratério de Toxinologia do CEPB e sao caracterizados,
comumente, por serem simples, rapido e barato. A padronizagao do substrato revelou
as concentracdes 2,5 mg/ml e 3,125 mg/ml como ideais para os ensaios de Marinetti
(1965) e Gutiérrez, Ownby e Odell (1984), respectivamente. Adicionalmente, uma
padronizacao de veneno foi realizada utilizando como pardmetro o veneno de
Bothrops moojeni, sendo a concentracdo de até 0,5 mg/ml considerada adequada
para ambos os ensaios. O ensaio complementar de hemdlise indireta em placa
também exibiu similaridades entre as concentragdes de 0,5 e 1 mg/ml. As amostras
de veneno de Bothrops jararacussu, Bothrops alternatus, Bothrops atrox e Crotalus
durissus collilineatus foram testadas pelos ensaios padronizados indicando uma
atividade fosfolipasica (geral e PLA2) alta e similar para B. jararacussu e C.d.
collilineatus, moderada para B. atrox e baixa para B. alternatus. Nao obstante os
ensaios tratados se caracterizem como menos recomendados para a dosagem de
atividade  fosfolipasica, enfatizamos a importdncia  desses  ensaios
espectrofotométricos simples para testes preliminares na pesquisa cientifica,
ponderando a padronizagdo de ensaios bioquimicos como fundamental na area de

biologia experimental.

Palavras-chaves: Padronizacao; Ensaio; Fosfolipase; Veneno; Serpentes.



ABSTRACT

Snake venom is a mixture with great molecular diversity that has inter and intraspecific
implications and, consequently, leads to a variety of pathophysiological activities and
complexity in the production of antivenom. Among this molecular diversity,
phospholipases are major hydrolytic enzymes in snake venoms and cause a wide
range of pharmacological effects. The present study seeks to standardize assays for
the measurement of phospholipase activity for a screening profile aimed at the
Toxinology Laboratory of the Centro de Estudos e Pesquisas Bioldgicas at PUC Goias
through the assays described by Marinetti (1965) and Gutiérrez, Ownby and Odell
(1984), beyond to performing a complementary indirect hemolysis plate assay. Both
assays were standardized for the conditions of the CEPB Toxinology Laboratory and
are commonly characterized by being simple, fast and inexpensive. Substrate
standardization revealed concentrations of 2,5 mg/ml and 3,125 mg/ml as ideal for the
assays by Marinetti (1965) and Gutiérrez, Ownby and Odell (1984), respectively.
Additionally, a venom standardization was performed using the Bothrops moojeni
venom as a parameter, with a concentration of up to 0,5 mg/ml considered appropriate
for both assays. The complementary indirect hemolysis plaque assay also exhibited
similarities between concentrations of 0,5 and 1 mg/ml. Bothrops jararacussu,
Bothrops alternatus, Bothrops atrox and Crotalus durissus collilineatus venom samples
were tested by standardized assays indicating a high and similar phospholipase
activity (general and PLA2) for B. jararacussu and C.d. collilineatus, moderate for B.
atrox and low for B. alternatus. Notwithstanding that the treated assays are
characterized as less recommended for the measurement of phospholipase activity,
we emphasize the importance of these simple spectrophotometric assays for
preliminary tests in scientific research, considering the standardization of biochemical

assays as fundamental in the area of experimental biology.

Keywords: Standardization; Assay; Phospholipase; Venom; Snakes.
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1. INTRODUGAO

As serpentes (Classe Reptilia: Ordem Squamata) constituem uma subordem de
vertebrados que apresentam um corpo alongado escamoso, auséncia de membros
locomotores e um cranio especializado com articulagdes flexiveis, permitindo maior
cinetismo e, consequentemente, alimentagdo de presas extensas (BERNARDE,
2014). Atualmente, estima-se o registro de 430 serpentes brasileiras e, ainda,
contabilizando as subespécies, soma-se 457 (COSTA; GUEDES; BERNILS, 2021).
Uma faceta dessa diversidade de serpentes € de carater pegonhento, as quais
possuem gléndulas de veneno e aparelho inoculador com o propdsito central e
evolutivo de captura da presa e auxilio nas atividades digestivas, assim como a defesa
na posicao de funcdo secundaria. No Brasil, as serpentes peconhentas estao
agrupadas em duas familias: Elapidae (majoritariamente o género Micrurus) e
Viperidae (géneros Bothrops, Crotalus e Lachesis) (BERNARDE, 2014; PEREIRA
FILHO; VIEIRA; FRANCA, 2020).

Uma parte dos representantes da familia Viperidae possui uma distribuicao
geografica predominantemente em areas de cerrado, destacando os géneros
Bothrops e Crotalus (PEREIRA FILHO; VIEIRA; FRANCA, 2020). Nesse contexto,
essas serpentes exibem um grande interesse médico em despeito dos amplos
acidentes ofidicos ocorridos principalmente em areas tropicais e subtropicais.
Conforme o banco de dados do Sistema de Informacado de Agravos de Notificagao
(SINAN) do Ministério da Saude, na regido centro-oeste ha majoritariamente
envenenamento por serpentes do género Bothrops, totalizando 6.619 notificagdes dos

trés ultimos anos, enquanto que Crotalus obtiveram apenas 933 (Figura 1).

Os efeitos farmacoldgicos do envenenamento sdo dependentes de dois fatores:
a toxicidade intrinseca e a quantidade de veneno injetado. Em geral, as manifestagoes
clinicas abrangem paralisia neuromuscular, hemorragia e coagulopatia, edema local,
bolhas e necrose do tecido muscular (KOH; ARMUGAM; JEYASEELAN, 2006;
CASEWELL et al., 2020).

O veneno de serpente apresenta como uma novidade adaptativa por meio de
uma transigdo de um meio mecéanico (constrigdo) para um meio quimico (veneno) com
o propésito de imobilizar e digerir as presas (CALVETE; JUAREZ; SANZ, 2007;
LOMONTE; RANGEL, 2012; AGUIAR et al., 2019). Evolutivamente, a toxicidade do



veneno mediante a selecdo natural recrutou genes ancestrais que codificavam
proteinas atdxicas e, ao longo da linhagem evolutiva processos de duplicacao e
divergéncia culminaram em uma neofuncionalizag&o, ou seja, o surgimento de toxinas
potentes capazes de interferir nos processos fisiolégicas da presa (LOMONTE;
GUTIERREZ, 2011; BRAHMA et al., 2015).

Regiao Centro-Oeste
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Figura 1. Notificagdes de acidentes ofidicos por serpentes dos géneros Bothrops e Crotalus
na regido Centro-Oeste nos ultimos trés anos. Adaptado do SINAN (2022).

No aspecto composicional, 0 veneno € uma mistura complexa de proteinas,
peptideos, enzimas, toxinas, lipidios e cations inorganicos que detém uma extensa
pluralidade de atividades biolégicas em um organismo (GOSWAMI; SAMANT;
SRIVASTAVA, 2014; D'AMELIO et al., 2021). Entretanto, essa composicdo esta
sujeita a uma heterogeneidade fundamentada em mecanismos genéticos e
ambientais que agindo em conjunto resulta em uma plasticidade fenotipica adaptativa.
Este dinamismo evolutivo € uma tematica amplamente estudada ocorrendo em niveis
taxondmicos mais elevados e intraespecificamente, abordando fatores de variagao
como distribuicdo geografica, ontogenia, sexo, dieta, sazonalidade, manutencdo em
cativeiro, frequéncia de extracdo e até processamento (CHIPPAUX; WILLIAMS;
WHITE, 1991; MODAHL; DOLEY; KINI, 2010; BRAHMA et al., 2015; AMAZONAS et
al., 2019). A variagao qualitativa e quantitativa do veneno gera um impacto na eficacia

do diagnostico e tratamento dos casos de envenenamento, ocasionando uma



instabilidade na producdo de soro antiofidico (FRANCISCHETTI et al., 2000;
OLIVEIRA et al., 2018; CASEWELL et al., 2020).

“wa

As técnicas “Omicas” (gendbmica, protebmica e transcriptbmica) foram
importantes para um estudo mais aprofundado da composi¢cdo do veneno e o termo
“Venbmica” foi cunhado para referir-se a catalogagcdo de todas as toxinas e genes
envolvidos na toxicidade (CALVETE; JUAREZ; SANZ, 2007; BRAHMA et al., 2015;
AMORIM et al., 2018; MODAHL et al., 2019). Essas abordagens colaboraram para a
determinacdo completa da composicdo do veneno, compreensdo dos pontos de
diversidade que fornecem informacdes sobre a histdria evolutiva das serpentes,
identificacdo de novas toxinas que podem ser ferramentas para o desenvolvimento de
agentes terapéuticos e auxilio na previsdo de manifestagdes clinicas de

envenenamento (BRAHMA et al., 2015; ABD EL-AZIZ; SOARES; STOCKAND, 2020).

As enzimas exercem uma funcido importante na atividade do veneno das
serpentes e estao envolvidas em uma série de implicagoes fisiopatoldgicas. Dentre as
mais comuns estdo as metaloproteases, fosfolipases, serinoproteases, L-aminoacido
oxidases, acetilcolinesterases, nucleotidases (5'-nucleotidases, ATPases,

fosfodiesterases e DNases) e hialuronidases (KANG et al., 2011).
1.1. Fosfolipases

As fosfolipases s&o uma classe de enzimas hidrolases ubiquas que atuam no
metabolismo e regulagéo dos fosfolipidios presentes nas membranas celulares, além
da sinalizagao, digestao, processos inflamatérios e até desempenham uma funcéo na
patogénese e viruléncia microbiana (KOHLER et al., 2006; JIA et al., 2017; TEIXEIRA
et al., 2020). A classificagdo em A1, A2, B, C e D é conforme seu sitio de clivagem no
substrato (Figura 2) (PAULA et al., 2009; CEDRO et al., 2018; STABELI et al., 2012;
TEIXEIRA et al., 2020). As enzimas fosfolipases A (PLA) hidrolisam o fosfolipidio na
posicao 1-acil-éster (PLA1) ou 2-acil éster (PLA2), enquanto que, as fosfolipases C
(PLC) e D (PLD), clivam ligacbes fosfodiéster. A fosfolipase B (PLB) presente em
alguns organismos como os fungos, em exemplificagédo, hidrolisa ambos os grupos
acil resultando na produgdo acumulada de lisofosfolipidio (KOHLER et al., 2006;
STABELI et al., 2012).

As PLA2s sdo a categoria mais comum no ambiente, classificadas basicamente

em intracelulares e extracelulares. As intracelulares estio envolvidas no metabolismo



de fosfolipidios das membranas e outras fungdes metabdlicas celulares. Em
contrapartida, as extracelulares estdo presentes nos sucos pancreaticos de
mamiferos, venenos de alguns invertebrados e serpentes (ARNI; WARD, 1996). Sua
funcado esta vinculada na hidrélise especifica da ligagao 2-acil-éster na posigao sn-2
da estrutura do glicerol e liberando como produtos os lisofosfolipidios e acidos graxos
(KINI; EVANS, 1989; KINI, 2003; LOMONTE; GUTIERREZ, 2011; QUACH; ARNOLD;
CUMMINGS, 2014; CEDRO et al., 2018). Por sua vez, os produtos podem gerar
segundos mensageiros importantes como o acido araquidénico, um precursor dos
eicosanoides (prostaglandinas, tromboxanos, prostaciclinas e leucotrienos) envolvido
em uma série de atividades fisiologicas (ARNI; WARD, 1996; SOARES; FONTES;
GIGLIO, 2004; PAULA et al., 2009).
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Figura 2. Sitios de acdo das fosfolipases. Adaptado de Kholer et al. (2006).

Coletivamente, compéem um conjunto categorizado em seis classes conforme
sua estrutura, mecanismo catalitico, fonte e histéria evolutiva (QUACH; ARNOLD;
CUMMINGS, 2014; TEIXEIRA et al., 2020) (Quadro 1). As sPLAzs representam a
categoria mais diversificada envolvida em uma ampla abundéncia de atividades
bioldgicas e exigindo a presenga de Ca?* como um cofator essencial para a catalise
dos fosfolipidios (KANG et al., 2011; TEIXEIRA et al., 2020). Em serpentes, a PLA2
integra uma variedade de residuos de cisteina que formam ligagbes dissulfeto
estabilizando sua estrutura tridimensional o que a torna termoestavel, além de possuir
uma baixa massa molecular e uma rede catalitica conservada composta por quatro
residuos de aminoacidos, His48, Asp49, Tyr52 e Asp99 (PAULA et al., 2009;
LOMONTE et al., 2009; JIA et al., 2017; CEDRO et al., 2018). Quanto a forma de



estado, as PLA2s estdo sob formas monoméricas e, em alguns casos, como
complexos entre os componentes constituintes da enzima, tal como a crotoxina da
espécie Crotalus durissus, ou com outras proteinas por meio de interagdes covalentes
ou nao covalentes (DOLEY; ZHOU; KINI, 2010).

Quadro 1. Classes de fosfolipase A..

Classe Abreviatura
PLA; citosdlica cPLA;
PLA: independente de calcio iPLA,
PLA; secretora sPLA;
PLA: lisossomal LyPLA;
Fator de ativacéo plaquetaria acetil-hidrolases PAF-AH
PLA; especifica para o tecido adiposo AdPLA;

Sob um aspecto evolutivo, as enzimas PLA2 de serpentes foram submetidas a
um processo de evolugao acelerada que permitiu adaptagdes nas fungdes realizadas
pelo veneno que inclui ndo somente na digestdo do alimento, como também na
toxicidade que resulta em um vasto espectro de efeitos farmacologicos (KINI, 2003).
A toxina surgiu por intermédio do recrutamento independente de duas linhagens
ancestrais de PLA2 relacionadas, porém estruturalmente distintas: familia Elapidae
(Grupo 1) e familia Viperidae (Grupo IlI). Houve uma submissao a selegao natural,
provocando o aparecimento de mutacdes e convertendo sua caracteristica ndo toxica
em toxinas potentes de alta atividade fisiopatologica (LOMONTE et al., 2009;
LOMONTE; GUTIERREZ, 2011). Dessa forma, esses eventos evolutivos exemplifica
um caso de evolugdo convergente (Figura 3) (LOMONTE; GUTIERREZ, 2011;
LOMONTE; RANGEL, 2012; FERNANDES et al., 2014).

Os fatores genéticos e evolutivos sdo fundamentais para a existéncia de um
grande numero de isoformas de toxinas, o que favorece a variabilidade existente na
composi¢ao do veneno das serpentes (CASEWELL et al. 2020). As isoformas de PLA2
diferem quanto ao seu ponto isoelétrico, caracterizando em acido, basico ou neutro,
sequéncia de aminoacidos e, ainda, em alguns casos, em sua capacidade de
agrupamento em multimeros (JIA et al., 2017). PLA2s de serpentes do grupo |l
possuem variantes acidas e basicas, sendo que as mais recorrentes sao os dois
subtipos basicos, a Asp49 e Lys49 (OBANDO et al. 2014; JIA et al., 2017). Outras
variantes na posigéo 49 foram relatadas como Ser, Arg, Asn ou GIn (LOMONTE et al.,
2009; FERNANDES et al., 2014; TEIXEIRA et al., 2020). A forma variante Asp49-PLA2



retrata uma atividade enzimatica enquanto que a Lys49-PLAz é praticamente inativa
para a atividade catalitica (SOARES; FONTES; GIGLIO, 2004; OBANDO et al. 2014).

Mamifero )
' ) Nao toxico
Ancestral X
comum do \/ €2 PLA2 pancreatica
grupo |
PLA2
Elapidae 2 / —
Nao toxico '\ ’ Neuotwnoo' :

PLA2 de veneno

Ancestral Evolugao
comum da Convergente
PLA2 | |
{‘m\m Neurotoxico

Viperidae

PLA2 de veneno
Ancestral
comumdo | |
grupo Il
No téxico Mamifero A Ny e
PLA2 sinovial

Figura 3. Evolugao convergente das atividades toxicas das fosfolipases Az (PLA2) do veneno
de serpentes em Elapidae e Viperidae. Adaptado de Lomonte e Gutiérrez (2011).

Predominantemente, a toxicidade de uma proteina PLA2 esta vinculada ao seu
carater basico devido, provavelmente, a frequéncia de residuos de aminoacidos de
carga positiva (Lys e Arg) em sua estrutura (KINI, 2003; PAULA et al., 2009;
LOMONTE; GUTIERREZ, 2011). Asp49-PLA: possui atividade catalitica dependente
do ion cofator Ca?*, diferentemente da Lys49-PLA2 que é incapaz de se ligar ao cofator
essencial e, portanto, apresentam baixa atividade enzimatica ou ausente (LEITE et
al., 2004; STABELI et al., 2012; CEDRO et al., 2018). N&o obstante, esta Gltima induz
toxicidade relacionada a um grupo de residuos de aminoacidos catibnicos e
hidrofdbicos localizados na regidao C — terminal, o segmento 115-129 (LOMONTE et
al., 2009; TEIXEIRA et al., 2020). Essas duas variantes podem coexistir em espécies

de viperideos contribuindo em conjunto para o efeito patoldgico, isso propicia um



importante valor adaptativo para as serpentes (OBANDO et al. 2014; BUSTILLO et al.,
2019).

Ha uma diversidade de efeitos farmacologicos importantes para o campo médico
proveniente dessas enzimas (KINI; EVANS, 1989; KINI, 2003; DOLEY; ZHOU; KINI,
2010; LOMONTE; GUTIERREZ, 2011). Em envenenamentos foram relatados a
indugdo de efeito miotdxico, neurotéxico, hemolitico, citotdxico, anticoagulante,
edematogénico, inibicdo ou ativagdo da agregacao plaquetaria, efeitos bactericidas e
pré-inflamatérios (STABELI et al., 2012; CEDRO et al., 2018; D, AMELIO et al., 2021).
Alguns dos efeitos podem ser estimulados de forma dependente ou ndo da atividade
enzimatica (KINI, 2003; JIA et al., 2017; D, AMELIO et al., 2021). Nos mecanismos
dependentes da catalise, a hidrélise provocada pela enzima PLA:z libera os produtos
que podem desencadear os efeitos farmacolégicos. Por outro lado, ha o mecanismo
o qual a ligagao da enzima na proteina-alvo pode resultar também nesses efeitos
(KINI, 2003).

E importante elucidar que nem todas as enzimas PLA2 exibem os efeitos
farmacoldgics, algumas induzem efeitos especificos em locais ja pré-determinados.
Foi proposto um modelo alvo e especificagdo farmacoldgica o qual ha locais-alvo na
membrana celular que sdo complementares aos sitios farmacolégicos especificos na
PLA2, possibilitando um reconhecimento e alta afinidade para a ligagdo. Ha uma
probabilidade de que proteinas de membrana, as glicoproteinas, operam como
componentes alvo designando uma ligagao especifica das PLAzs. Portanto, o modelo

de interagao exposto é estilo proteina-proteina (KINI; EVANS, 1989).

A acdo enzimatica em um sitio especifico no substrato por sua fosfolipase
correspondente resulta em mudancas fisicas que podem ser utilizadas para a
dosagem da enzima. Ademais, alguns parametros sao importantes para a medigao da
fosfolipase, tais como a temperatura, pH, concentragao do substrato, sele¢cao dos
agentes de apoio, tempo de incubagdo e disponibilidade de ions cofatores para a
atividade catalitica (HABERMANN; HARDT, 1972). Diversos ensaios de dosagem

fosfolipasica foram desenvolvidos como um aparato na pesquisa cientifica.
1.1.1. Ensaios de dosagem fosfolipasica

A selecao de um ensaio enzimatico esta associada a alguns aspectos como o

grau de sensibilidade requisitada, disponibilidade do substrato, especificidade da
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enzima, presenca de reagdes colaterais incompativeis, automacao, entre outros. Cada
ensaio possui um limite de detecgado enzimatica, o qual indica a sensibilidade geral
que por sua vez depende da quantidade de enzima disponivel e de sua atividade
especifica. Um ensaio extremamente sensivel significa que este pode detectar
fosfolipases de origem intracelular, pois hd uma quantidade minima quando
comparados com outras fontes como veneno de serpente ou pancreas de mamiferos.
Outra questéo relevante € o uso de alguns ensaios para enzimas purificadas, porém

incompativeis com sistemas brutos e, vice-versa (REYNOLDS et al., 1991).

O ensaio de titulacdo pH-stat consiste na titulagdo de um dos produtos da
hidrolise, os acidos graxos, o qual a atividade enzimatica pode ser calculada por
intermédio da quantidade de reagente alcalino utilizado para neutralizar a reagédo. Os
acidos graxos sao extraidos por solventes como o cloroférmio e metanol, contudo, a
problematica é decorrente da extragao de fosfolipidio dificultando a determinacéo dos
acidos graxos livres (BOSCH; AARSMAN, 1979). Dole (1956) desenvolveu uma
metodologia rapida de extragdo envolvendo camadas de heptano/isopropanol-agua
em seu estudo de determinagéo da concentragédo de acidos graxos nao esterificados
em plasma, apontando o heptano como um solvente mais adequado pela facilidade
de retirada da fase que contém lipidios e o alcool isopropilico em reunir o heptano e
agua em um estado monofasico. Em suma, o pH-stat € um ensaio relativamente
simples e testado para outras categorias de fosfolipase como C e D, contudo, n&o
possui funcionalidade para estudos que visam a deteccdo de fosfolipases A
intracelular (REYNOLDS et al., 1991).

A espectrofotometria € um método de analise de densidade dptica mais utilizado
em laboratorio. Alguns ensaios de fosfolipase utilizam substrato sintético cromogénico
(HOLZER; MACKESY, 1996) ou um substrato fluorescente (HENDRICKON; RAUK,
1981), monitoramento continuo da alteracdo de pH por meio de um indicador
(ARAUJO; RADVANY]I, 1987), observagao da diminuigédo de turbidez de uma emuls&o
de fosfolipidios (MARINETTI, 1965) e medi¢cdo da liberacdo de hemoglobina dos
eritrocitos (HABERMANN; HARDT, 1972). Em geral, sdo ensaios mais visados por
serem relativamente rapidos e podem se adequar para um grande numero de
amostras (REYNOLDS et al., 1991).

Posto que os procedimentos radiométricos sejam raramente aplicados em

laboratdrio devido as condi¢des limitadas, sdo os ensaios de maior sensibilidade. Sob

8



0 uso de substratos radioativos, a separagao dos produtos radiomarcados pode ser
efetuada por solventes como cloroférmio/metanol e um processo cromatografico em
camada fina (TLC) ou cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) para que possa
ocorrer a mensuragao da radioatividade dos produtos da hidrélise. Sdo processos
extremamente delicados, laboriosos e de longa duragao, o que o torna menos aplicado

em laboratérios que realizam muitos ensaios de rotina (BOSCH; AARSMAN, 1979).

Reynolds et al. (1991) citou alguns ensaios raramente relatados em estudos
como o de monocamada, polarografico, siblinks, fosfato, sabonete de acido graxo,
acoplado a CoA, acoplado a plasmalégeno e de ressonancia de spin de elétron. No
primeiro sdo formadas monocamadas de fosfolipidios e a atividade € mensurada pela
diminuigao da area de superficie do fosfolipidio que € necessaria para a manutengao
constante da pressao superficial. O ensaio polarografico usa uma reagao acoplada
com lipoxigenase de soja, monitorando a absorgédo de oxigénio apds a oxidagcédo dos
produtos de acidos graxos por esta familia enzimatica. No ensaio de ressonéancia de
spin de elétron, um substrato de fosfolipidio, o 1-palmitoil-2-(4 doxilpentanoil)
glicerofosfocolina, € marcado com uma sonda de spin e ha um monitoramento da

mudanca no sinal espectral do acido 4-doxilpentanoico apds a hidrélise do substrato.

Os demais ensaios sao considerados espectrofotométricos que envolvem,
respectivamente: o uso de um substrato sintético denominado Siblinks contendo p-
nitrofenol ligado a posigéo correspondente a agado enzimatica da PLA2 e sua hidrdlise
acarretando na liberagao de acido graxo livre que cicliza e elimina um componente de
facil deteccao espectrofotométrica, o p-nitrofendxido; o ensaio fosfato em conjunto
com o ensaio TLC quando os fosfolipidios radiomarcados nao estdo disponiveis; a
formacgao de sabbes de Co?* pela incubagdo dos acidos graxos extraidos com uma
solucdo aquosa de nitrato de cobalto que, posteriormente, sdo extraidos para uma
fase organica e a quantidade de cobalto determinado por uma reagao colorimétrica; a
acoplagao ao metabolismo da coenzima A; e a hidrdlise de plasmalogénio produzindo
um produto lisoplasmalogénio que € hidrolisado pela lisoplasmalogenase em
glicerofosfocolina e um aldeido livre. Este ultimo é reduzido pela alcool-desidrogenase
com oxidagado concomitante do NADH sendo que a reacdo é acompanhada

espectrofotometricamente observando o desaparecimento do NADH.

Morikawa et al. (2007) relata um método que utiliza espectrometria de massa de

ionizagao por eletrospray (ESI-MS) para a testagem de PLA1, quantificando os acidos
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graxos livres sem necessitar de substratos fluorescentes ou radiomarcados. Este
ensaio pode ser aplicado também para PLA2z e, além disso, detecta uma variedade de
atividade fosfolipasica mediante o uso de dois ou mais fosfolipidios de diferentes

composicdes de acidos graxos como substratos.

Por conseguinte, a padronizagao de ensaios bioquimicos para a dosagem de
atividade fosfolipasica nos venenos de serpentes, apresenta-se como fundamental
para a caracterizacdo e comparatividade dessas enzimas. Considerando o elevado
grau de importancia dos ensaios aplicados em laboratérios para o desenvolvimento
continuo da pesquisa cientifica, € primordial a contribuicdo para a area de biologia
experimental padronizando ensaios de dosagem de um dos principais componentes

dos venenos das serpentes.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Padronizar ensaios para a dosagem de atividade fosfolipasica em veneno de
serpentes para um perfil “screening” voltado para o Laboratério de Toxinologia do

Centro de Estudos e Pesquisas Biologicas da PUC Goias.
2.2. Objetivos especificos

o Determinar uma concentragdo maxima de substrato e veneno para os ensaios
descrito por Marinetti (1965) e Gutiérrez, Ownby e Odell (1984).

o Mensurar a atividade fosfolipasica do veneno das serpentes.
° Estabelecer um paralelo entre os ensaios de dosagem fosfolipasica.
o Realizar um ensaio de dosagem fosfolipasica complementar.

o Analisar comparativamente a atividade fosfolipasica das amostras de veneno

das diferentes espécies.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Amostra de veneno

Foram utilizadas amostras de veneno (pool) de Bothrops moojeni (BM), Bothrops
alternatus (BA), Bothrops jararacussu (BJS), Bothrops atrox (BAT) e Crotalus durissus
collilineatus (CD) depositadas e conservadas no Banco de Venenos do Centro de
Estudos e Pesquisas Biologicas (CEPB) da PUC Goias. As amostras
liofilizadas/cristalizadas estavam contidas em tubos de medida aproximada de 5cm e
conservadas a temperatura de -20°C. Cada tubo estava rotulado para a identificagao

da espécie.
3.2. Dosagem de substrato

Foi realizada uma curva padrao do substrato (emulsdo de gema de ovo) para
determinar a maxima absorbéancia pelo aparelho espectrofotométrico Biospectro SP-
220. Uma diluigdo seriada em PBS (1,37 mM NacCl, 26,8 mM KCI, 10 mM NazHPOs4,
17,6 mM KH2PO4, pH 7,4) foi executada a partir da concentragédo 200 mg/ml a 1,56

mg/ml e a absorbancia lida a 925 nm zerando o aparelho com PBS.
3.3. Atividade fosfolipasica pelo ensaio turbidimétrico

O ensaio é baseado de acordo com o descrito por Marinetti (1965) pelo

clareamento da gema de ovo.

3.3.1. Teste de variacdo do substrato

Para a determinacdo de uma concentracao ideal de substrato para este ensaio,
realizou-se uma diluicdo seriada da gema de ovo em Tris HCI 0,1 mM pH 8,0 a partir
da concentragdo de 10 mg/ml a 0,625 mg/ml. Em seguida, foi adicionado 750 uL da
emulsdo em uma cubeta e a absorbancia foi lida a 925 nm zerando o aparelho com
tampao Tris. Apos a leitura e registro da absorbancia do substrato, foi adicionado 50
ML da amostra de veneno de B. moojeni (1 mg/ml) cronometrando 5 minutos para o
registro da absorbéncia final. A atividade enzimatica especifica corresponde a
quantidade de enzima capaz de causar um decréscimo de 0,01 unidades de

absorbancia.
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3.3.2. Teste de variagao do veneno

Para a determinagao de uma concentracao ideal de veneno para este ensaio, foi
feita uma diluicdo seriada do veneno de B. moojeni em PBS a partir da concentragao
de 4 mg/ml a 0,125 mg/ml. Em uma cubeta, foi adicionado 750 pL da emulsdo de
gema de ovo na concentracao identificada no ensaio anterior e a absorbancia foi lida
a 925 nm zerando o aparelho com tampao Tris. Apos a leitura e registro da
absorbancia do substrato, foi adicionado 50 uL da amostra de veneno cronometrando
5 minutos para o registro da absorbancia final. A atividade enzimatica especifica
corresponde a quantidade de enzima capaz de causar um decréscimo de 0,01

unidades de absorbancia.
3.3.3. Teste de variagao interespecifica

Apds a determinacdo das concentracdes maximas de substrato e veneno, o
ensaio foi repetido utilizando venenos de diferentes espécies: B. alternatus, B.
jararacussu, B. atrox e C.d. collilineatus. Em uma cubeta, foi adicionado 750 pL da
emulsédo de gema de ovo e a absorbancia foi lida a 925 nm zerando o aparelho com
tampéao Tris. Apos a leitura e registro da absorbancia do substrato, foi adicionado 50
ML da amostra de veneno cronometrando 5 minutos para o registro da absorbancia
final. A atividade enzimatica especifica corresponde a quantidade de enzima capaz

de causar um decréscimo de 0,01 unidades de absorbancia.
3.4. Atividade fosfolipasica pelo ensaio de hemdlise indireta em tubo

O ensaio é baseado de acordo com o descrito por Gutiérrez, Ownby e Odell

(1984) com algumas modificacoes.
3.4.1. Teste de variagao do substrato

Para a determinacdo de uma concentracao ideal de substrato para este ensaio,
foi feita uma diluicdo seriada da gema de ovo em PBS a partir da concentracao de 25
mg/ml a 0,78125 mg/ml. O ensaio foi empregado em tubos contendo 400 pL de PBS,
250 uL de emulsao de ovo, 500 pyL de uma suspensao de eritrocitos humanos 2,5%
previamente lavados em PBS, 50 uL de solucédo de CaCl2 10 mM e 50 uL da amostra
de veneno de B. moojeni (1 mg/ml). Um tubo branco foi preparado como controle

negativo, porém substituindo-se o volume correspondente as amostras por PBS. Os

13



tubos foram incubados a 37°C durante 30 minutos e, logo apds, as reagdes foram
interrompidas com a adi¢ao de 50 yL de EDTA 100 mM. Todos os tubos de reacao
foram centrifugados durante 5 minutos e a absorbancia dos sobrenadantes foi medida
em 540 nm. A atividade especifica foi definida como a quantidade de enzima que

provocou o aumento de 0,001 unidade de absorbancia por mg de veneno.
3.4.2. Teste de variagao do veneno

Para a determinacdo de uma concentracéo ideal de veneno para este ensaio,
foram utilizadas as concentragdes do veneno de B. moojeni de 0,125 mg/ml a 4 mg/ml.
O ensaio foi empregado em tubos contendo 400 uL de PBS, 250 puL de emulséo de
gema de ovo na concentragao identificada, 500 uL de uma suspensao de eritrocitos
humanos 2,5% previamente lavados em PBS, 50 uL de solugdo de CaClz 10 mM e 50
ML da amostra de veneno. Um tubo branco foi preparado como controle negativo,
porém substituindo-se o volume correspondente as amostras por PBS. Os tubos foram
incubados a 37°C durante 30 minutos e, logo apds, as reag¢des foram interrompidas
com a adicdo de 50 yL de EDTA 100 mM. Todos os tubos de reagdo foram
centrifugados durante 5 minutos e a absorbéancia dos sobrenadantes foi medida em
540 nm. A atividade especifica foi definida como a quantidade de enzima que

provocou 0 aumento de 0,001 unidade de absorbancia por mg de veneno.
3.4.3. Teste de variagao interespecifica

Apds a determinacdo das concentracdes maximas de substrato e veneno, o
ensaio foi repetido utilizando venenos de diferentes espécies: B. alternatus, B.
jararacussu, B. atrox e C.d. collilineatus. Em tubos, foram adicionados 400 pL de PBS,
250 uL de emulsao de ovo, 500 pyL de uma suspensao de eritrocitos humanos 2,5%
previamente lavados em PBS, 50 uL de solucédo de CaCl2 10 mM e 50 puL da amostra
de veneno. Um tubo branco foi preparado como controle negativo, porém substituindo-
se o0 volume correspondente as amostras por PBS. Os tubos foram incubados a 37°C
durante 30 minutos e, logo apos, as reagdes foram interrompidas com a adigdo de 50
ML de EDTA 100 mM. Todos os tubos de reacdo foram centrifugados durante 5
minutos e a absorbéncia dos sobrenadantes foi medida em 540 nm. A atividade
especifica foi definida como a quantidade de enzima que provocou o aumento de

0,001 unidade de absorbancia por mg de veneno.
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3.5. Atividade fosfolipasica pelo ensaio de hemodlise indireta em placa

Um ensaio de hemolise indireta em placa foi realizado de acordo com o descrito
por Gutiérrez et al. (1988) com algumas modificagbes. Foram utilizadas as
concentragdes do veneno de B. moojeni a partir de 0,0625 mg/ml a 1 mg/ml. A placa
de agarose 1% foi preparada com 2,5 ml de eritrocitos humanos previamente lavados
em PBS, 2,5 ml de emulsao de gema de ovo a 250 mg/ml, 0,5 ml de solugéao de CaCl2
10 mM e azida sodica. Apos a solidificagdo do gel, 8 uL das amostras foram aplicadas
em orificios de 2 mm de didmetro, seguido de incubagao a 37 °C durante 20h. Como
controle, foi testado 8 pL de solugao PBS. A atividade enzimatica é determinada pela

medicado do diametro dos halos em centimetros.
3.6. Analise estatistica

Todos os ensaios foram executados em triplicata e os dados sao apresentados
como média + desvio padrao (SD) e em graficos com o auxilio do software OriginPro®

versao 7.0.

A analise de variancia unidirecional (ANOVA One-Way) foi empregada mediante
o software Jamovi versao 2.3.7, seguida do teste de Tukey ou Games-Howell para
comparar a atividade fosfolipasica das amostras de veneno das diferentes espécies.
Os dados foram expressos como média + SD. Diferengcas com p < 0,05 foram

consideradas estatisticamente significativas.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

As fosfolipases s&o enzimas lipoliticas abundantes nos organismos, estando
presentes intracelularmente, em secrecdes celulares ou associadas as membranas
bioldgicas. De forma geral, ha dois conjuntos: as acilhidrolases (PLA1, PLA2 e PLB) e
as fosfodiesterases (PLC e PLD) (ALOULOU et al., 2018). O veneno de serpente
contém principalmente enzimas PLA2 que além de contribuir para o papel digestivo,
induz uma seriedade de efeitos farmacologicos em vitimas de envenenamento
(DOLEY; ZHOU; KINI, 2010).

O substrato alvo para a agao enzimatica utilizado nos ensaios foi uma emulsao
de gema de ovo, um substrato natural que fornece nutrientes essenciais (proteinas,
lipidios, vitaminas e minerais) para a fase embrionaria de um organismo oviparo. Esta
é dividida em quatro fragbes: uma de baixa densidade (70%), uma de baixa densidade
do granulo' (4%), uma hidrofilica (8%) e a de fosvitina-lipovitelina? (18%). A fragéo
correspondente a de baixa densidade possui um alto teor de lipidios constituidos
principalmente de triacilglicerol (TAG), fosfolipidio e colesterol. As classes de
fosfolipidios integram majoritariamente a fosfatidilcolina (PC - 70%), seguida por
fosfatidiletanolamina (PE - 24%), esfingolipidio (4%), fosfatidilserina (PS - 1%) e
fosfatidilinositol (PI - 1%) (ABOUSALHAM; VERGER, 2000; ANTON, 2007).

A gema de ovo por ser um substrato rico em lipidios, de facil acessibilidade e
barato, tornou-se uma opgao viavel para varios ensaios de fosfolipase. Alguns estudos
utilizam fosfatidilcolina purificada, um produto comercial. Primeiramente, realizou-se
uma dosagem de substrato com o intuito de aferir uma concentragdo maxima pelo
aparelho espectrofotométrico Biospectro SP-220 para a realizacdo posterior dos
ensaios enzimaticos. Verificou-se que a capacidade maxima de absorbancia pelo
aparelho é de até 2,5 UA. Nesse caso, concentragcdes muito altas como 100 e 200
mg/ml atingiram a capacidade maxima e, dessa forma, poderiamos considerar as

concentragdes de 25 ou 12,5 mg/ml para a execugao dos ensaios (Figura 4).

Para a determinagao de uma concentracio ideal tanto de substrato quanto de
veneno, foram seguidos os ensaios de Marinetti (1965) e Gutiérrez, Ownby e Odell
(1984).

" Particula de gema.
2 Concentragdo de proteina.
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Figura 4. Curva padrao do substrato.

O ensaio de Marinetti (1965) resultou em uma concentragdo maxima de 2,5
mg/ml, pois concentragdes acima embora obtivessem uma reagao catalitica, nao
ocorria com uma velocidade maxima, uma vez que havia um excesso de substrato
para uma quantidade limitada de enzima e, nesse caso, a enzima estaria
sobrecarregada (Tabela 1) (Figura 5). Apos o ponto de 2,5 mg/ml, é possivel verificar
graficamente a formagdo de uma tendéncia platd. Com o intuito de uniformizar a
apresentacgao dos dados obtidos de ambos o0s ensaios para padronizagao, os graficos
também foram elaborados na configuracdo de funcao logaritmica expressando uma

melhor observagao em relagdo a concentragao ideal para cada ensaio.

Tabela 1. Atividade enzimatica pelo ensaio de Marinetti (1965) para a padronizagdo do
substrato.

Concentragao substrato (mg/ml) Atividade enzimatica (U/mg/min)
0,625 38,563 + 1,62
1,25 95,07 + 2,20
2,5 213,6 £ 1,06
5 398,4 + 1,60
10 632,4 + 1,06
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Figura 5. Atividade enzimatica pelo ensaio de Marinetti (1965) para a padronizagao do
substrato. (A) Representacdo da atividade enzimatica em configuragdo normal. (B)
Representacao da atividade enzimatica em configuragao de fungao logaritmica acompanhada
de uma curva dose-resposta (linha vermelha).
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Ponderando o grafico de Log, apesar de haver distingao entre as concentracdes
testadas, a medida em que a concentracdo do substrato se intensifica, o fator de
diferenciagdo entre a atividade enzimatica das concentragbes tende a decrescer
principalmente a partir de 2,5 mg/ml. A curva dose-resposta comumente utilizada na
area da farmacologia para estabelecer a relagéo entre o efeito de diferentes doses de
um composto em um organismo, pode funcionar como um outro parametro de
observagao da reagao enzimatica conforme o aumento da concentragéo de substrato.
Consideramos graficamente a concentragcédo de substrato como dose para obter uma
resposta enzimatica correspondente, seguindo o principio central da curva dose-
resposta. E possivel constatar pelo comportamento da curva, um ponto coincidente

em 2,5 mg/ml antes de entrar gradativamente em uma constante.

Marinetti (1965) por meio de um modelo de clareamento de gema de ovo,
determinou a atividade fosfolipasica geral e confirmagao por uma cromatografia em
papel, uma vez que alguns reagentes utilizados no ensaio poderiam influenciar no
clareamento da suspensdo caso a enzima nao estivesse presente, o que traria uma
conclusao equivocada. Dessa forma, a diminuicdo da turbidez da suspensao foi

acompanhada espectrofotometricamente.

O ensaio de Gutiérrez, Ownby e Odell (1984) aponta o melhor ponto como
3,125 mg/ml para um aproveitamento maximo da reacdo enzimatica. E possivel
verificar nos graficos que uma tendéncia constante estda em formag&o apods a
concentragdo de 3,125 mg/ml, significando que a velocidade de reacgédo foi

decrescendo (Tabela 2) (Figura 6).

O fator de diferenciacao entre as atividades enzimaticas decresce ativamente
no ponto de 3,125 mg/ml, embora haja diferencas entre as concentragdes. As de 12,5
e 25 mg/ml estdo muito préximas no quesito de reagdo enzimatica ao observarmos o
grafico de Log. Ademais, a curva dose-resposta denota um ponto coincidente em

3,125 mg/ml previamente a formagéao de um platé.

Tabela 2. Atividade enzimatica pelo ensaio de Gutiérrez, Ownby e Odell (1984) para a
padronizagao do substrato.

Concentragao substrato (mg/ml) Atividade enzimatica (U/mg)
0,78125 4.040 £ 124,90

1,5625 11.473,33 £ 378,59

3,125 19.466,67 + 415,85

6,25 28.073,33 £ 391,07

12,5 33.660 + 249,80

25 35.706,67 + 369,50
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Figura 6. Atividade enzimatica pelo ensaio de Gutiérrez, Ownby e Odell (1984) para a
padronizagdo do substrato. (A) Representacdo da atividade enzimatica em configuragcao
normal. (B) Representagdo da atividade enzimatica em configuragdo de fungao logaritmica
acompanhada de uma curva dose-resposta (linha vermelha).
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O principio de Michaelis-Menten estabelece que conforme aumenta a
concentracao de substrato fixando a de enzima, a atividade sai do estado estacionario
ampliando de forma hiperbdlica até atingir uma velocidade maxima (Vmax), 0 qual ha
uma saturagdo da enzima devido a formacdo do complexo enzima-substrato. A
constante de Michaelis (Km) € uma informagao que € caracteristica para cada enzima
agindo sobre determinado substrato, entdo, tanto a Vmax quanto Km possuem
especificidade para diferentes enzimas. Simplificando, a cinética de Michaelis-Menten
aplica-se a maioria das enzimas com excegdo de enzimas alostéricas e é
principalmente indicada para ensaios com enzimas purificadas, o que nao € o caso,

visto que outros componentes do veneno podem influenciar na reagéo enzimatica.

ApOs a padronizagédo do substrato para ambos os ensaios, foi executada uma
padronizac¢ao do veneno utilizando como parametro o veneno de B. moojeni. O ensaio
de Marinetti (1965) indica, principalmente no grafico de Log, a estabilizagdo da reagao

apo6s 0,5 mg/ml (Tabela 3) (Figura 7).

Tabela 3. Atividade enzimatica pelo ensaio de Marinetti (1965) para a padronizagdo do
veneno.

Concentragao veneno (mg/ml) Atividade enzimatica (U/mg/min)
0,125 174,93 + 2,27

0,25 187,73 £+ 1,22

0,5 192,93 + 0,23

1 198,4 £ 0,80

2 201,47 £ 0,23

4 201,2+ 0,40

Tabela 4. Atividade enzimatica pelo ensaio de Gutiérrez, Ownby e Odell (1984) para a
padronizag¢ao do veneno.

Concentragao veneno (mg/ml) Atividade enzimatica (U/mg)
0,125 2.460 + 121,66

0,25 4.533,33 + 254,82

0,5 7.373,33 £ 332,47

1 11.380 + 105,83

2 15.080 + 113,14

4 16.466,67 + 241,94

Em altas concentragées como 2 e 4 mg/ml, ha uma saturacdo do complexo
enzima-substrato formando-se um platd. No ensaio de Gutiérrez, Ownby e Odell
(1984) é possivel inferir a mesma observagao, sendo 0,5 mg/ml um ponto interessante

para a atividade enzimatica (Tabela 4) (Figura 8).
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Figura 7. Atividade enzimatica pelo ensaio de Marinetti (1965) para padronizagédo do veneno.
(A) Representacao da atividade enzimatica em configuragcdo normal. (B) Representacao da
atividade enzimatica em configuragao de funcao logaritmica acompanhada de uma curva
dose-resposta (linha vermelha).
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Os ensaios de mensuracgao da atividade catalitica das lipases, em geral, podem
envolver métodos quimicos ou fisicos. O quimico esta relacionado com a dosagem da
quantidade de perda de substrato ou de produto liberado apds a hidrélise, enquanto
que o fisico se baseia em alteragcdes nas propriedades fisicas conforme o tempo, em
exemplificagdo, a condutividade, tensao interfacial ou turbidez (ABOUSALHAM,;
VERGER, 2000). O ensaio de Marinetti (1965) € um método baseado na redugao da
turbidez da emulséo de gema de ovo pela lisolecitina conforme o tempo. E um ensaio
considerado simples, rapido, barato pela exigéncia minima de maquinario e substrato
acessivel abundante em lipoproteinas que representam o estado natural dos
fosfolipidios em células in vivo. Entretanto, possui pouca sensibilidade e é
semiquantitativo, fornecendo atividade enzimatica relativa (REYNOLDS et al., 1991).
E importante elucidar que as emulsdes de gema de ovo ndo serdo uniformes e isso
pode gerar diferentes velocidades de reagdo pela enzima, contudo, € uma
eventualidade incontrolavel (MARINETTI, 1965).

O ensaio de hemoalise indireta oferece maior especificidade a detec¢cdo de uma
categoria de fosfolipase, a PLAz, diferentemente do ensaio de clareamento de gema
de ovo que detecta atividade geral de fosfolipase. Uma das atividades bioldgicas
ocasionadas pela fosfolipase € a lise de eritrdcitos, o qual o substrato é hidrolisado
pela enzima e um dos produtos, os lisofosfolipidios, possuem agao de ruptura da
membrana dos eritrocitos liberando hemoglobina. Dessa forma, é possivel realizar
uma dosagem da atividade fosfolipasica mediante a a¢ao indireta da enzima (VOGEL
etal., 1981).

Tal como o ensaio de clareamento descrito por Marinetti (1965), o de hemdlise
indireta propdée uma analise semiquantitativa presente em uma amostra, contudo,
caso haja uma purificagcdo da enzima fosfolipase A2 antes de testar a atividade, a
dosagem sera absoluta (VOGEL et al., 1981). O presente trabalho tratou de utilizar
veneno bruto para a mensuracdo da atividade fosfolipasica e padronizagdo dos
ensaios, uma vez que o objetivo geral esta voltado para um perfil "screening" de
laboratdrio, especificamente o Laboratério de Toxinologia do CEPB e n&o para fins de

pesquisa refinada.

Alguns componentes do ensaio de hemdlise indireta sdo importantes como o uso
de uma solucgao de cloreto de calcio para fornecer cofator para a acdo enzimatica da

PLA2, ao passo que no ensaio de Marinetti (1965) ndo é utilizado pois como ja foi
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relatado, detecta atividade fosfolipasica em geral e ndo uma categoria especifica.
Ademais, os eritrécitos utilizados no ensaio s&o provenientes de humano,
diferentemente de alguns estudos que utilizaram de porquinho-da-india (VOGEL et
al., 1981), cavalo (LEITE et al., 2004) ou ovelha (GUTIERREZ et al., 1988). Al-Abdulla,
Sidki e Landon (1991) pontua que eritrécitos de diferentes espécies podem diferenciar
entre si na capacidade de resisténcia a lise e isso pode ser um fator interferente nos
resultados. A ordem crescente de resisténcia seria Porquinho-da-india < Humano <
Coelho < Cavalo < Ovelha. Nesse caso, por questao de acessibilidade do laboratério,
foi utilizado eritrécitos de humano assim como alguns estudos, apresentando como

segundo lugar no patamar de susceptibilidade a lise.

A execugao do ensaio de hemolise indireta pode ser em tubo ou em placa. De
acordo com as observagbes obtidas da incubagcdo da placa de agarose, a
concentracdo de 1 mg/ml apresentou um halo de cerca de 2,2 cm de didmetro,
exibindo uma similaridade com a de 0,5 mg/ml por uma diferenca de cerca de 1 mm
(Figura 9). Por outro lado, as demais concentragdes exibiram um diferencial de 2 mm
de didmetro. A placa realizada como um ensaio complementar demonstra
simplicidade, baixo custo e um numero abundante de amostras podem ser testadas
simultaneamente. No preparo da placa, o gel de suporte deve ser cuidadosamente
manuseado pois pode afetar o processo de difusdo da enzima no substrato e resultar
em dados inexatos (HABERMANN; HARDT, 1972).

O ensaio de placa poderia ser avaliado como "tudo ou nada" ja que teria mais
funcionalidade para deteccado ou auséncia da atividade fosfolipasica Az ao invés de
fornecer uma informagédo quantitativa garantida. Gutiérrez et al. (1988) utilizou o
ensaio de hemdlise em placa para a avaliar a qualidade dos antivenenos e, dessa
forma, reduzindo o uso de camundongos em larga escala para testar a poténcia dos
mesmos. Pode-se supor que este ensaio seria vantajoso para um perfil "screening”
em pesquisas iniciais por exemplo na area de bioprospecc¢ao, e, ainda € uma das
melhores opcdes em se tratando de amostras com tonalidade que venha interferir no

resultado como alguns extratos vegetais.

Os demais ensaios de dosagem fosfolipasica compreendem processos de
titulagdo, espectrofotometria, fluorometria e radiagdo. Araujo e Radvanyi (1987)
executaram um experimento baseado na mudanca de pH devido a liberacédo de acidos

graxos pela enzima PLA:2 de diferentes fontes. Alguns corantes indicadores de pH
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foram testados e o vermelho de fenol foi um dos mais sensiveis. E considerado um
ensaio simples, rapido e multiplas amostras podem ser analisadas. Contudo, alguns
pontos tém que ser avaliados como a probabilidade de uma alta inibicdo enzimatica
por alguns corantes ocasionando resultados qualitativamente corretos, mas
quantitativamente erréneos. Ainda, ndo seria um ensaio especifico para a detecgao
de PLA2, pois outras enzimas que catalisam um fosfolipidio e produz acidos também

seriam detectadas, a menos que uma purificagdo da enzima seja feita previamente.

Os ensaios fluorométricos utilizam substratos fosfolipidicos sintéticos marcados
com um fluoréforo, sob o uso de reagentes acil-NBD3: NBD-PC (Fosfatidilcolina),
NBD-PE (fosfatidiletanolamina), NBD-PG (fosfatidilglicerol) ou NBD-PA (acido
fosfatidico) (REYNOLDS et al., 1991; STABELI et al., 2012). Hendrickon e Rauk
(1981) desenvolveram um ensaio para a PLA2 utilizando um excimer emissor de
lecitina marcado com pireno que atribui fluorescéncia de mondmero quando

hidrolisado.

Figura 9. Atividade enzimatica pelo ensaio de hemodlise indireta em placa. (CN) Controle
Negativo; (1) 1 mg/ml; (2) 0,5 mg/mil; (3) 0,25 mg/ml; (4) 0,125 mg/ml; (5) 0,0625 mg/ml.

3 Norbornadieno (NBD) & um hidrocarboneto biciclico ligante a metais cujos complexos s&o Uteis para
a catalise homogénea.
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Grande parte das pesquisas utilizam os substratos sintéticos cromogénicos que
se assemelham a um fosfolipidio a fim de evitar a problematica de especificidade
enzimatica. Holzer e Mackessy (1996) desenvolveram um ensaio em microplaca
utilizando o substrato sintético acido 4-nitro-3-octanoiloxibenzoico, o qual induzia a
formacdo de um produto detectavel a 425 nm. E um ensaio avaliado como rapido,
barato, requerendo um minimo de equipamento especializado e analisando um
grande numero de amostras. Utilizou-se Triton X-100 como um reagente de apoio para
pausar a reagao pois o teste com EDTA demonstrou ser danoso por provocar a
extincdo do cromdforo. No ensaio de hemdlise indireta que foi executado neste
trabalho, EDTA foi adicionado para pausar a reagcao enzimatica produzindo um
complexo enzima-Ca?*-EDTA indissociavel e, dessa forma, obter mais estabilidade na

leitura da absorbancia.

Estabelecendo um viés comparativo dos ensaios relatados, alguns exigem
equipamento especializado, monitoramento continuo do pH, produtos comerciais
caros e uma técnica bastante laboriosa. Os ensaios radioativos, por exemplo,
fornecem resultados com grande grau de confiabilidade, embora demandem muita
automacao, além de ser um processo demorado. Para um modelo de laboratério
simples como o de Toxinologia do CEPB, os ensaios laboratoriais devem se adequar

conforme as condigdes do ambiente, avaliando os possiveis pontos inconvenientes.

Posteriormente a padronizacao do substrato e veneno, amostras de veneno de
diferentes espécies foram testadas. O ensaio de Marinetti (1965) (Tabela 5) (Figura
10A) e o de Gutiérrez, Ownby e Odell (1984) (Tabela 6) (Figura 10B) evidenciaram,
respectivamente, maior atividade fosfolipasica geral e PLA2 pelas espécies B.
jararacussu e C.d. collilineatus em relagdo as outras. As concentracdes de 0,5 e 1
mg/ml foram testadas simultaneamente ndo apresentando, em geral, uma diferenga
muito significativa na atividade enzimatica, assim como foi observado no ensaio de

padronizagao da concentragcado de veneno.

Tabela 5. Atividade enzimatica pelo ensaio de Marinetti (1965) em amostras de veneno de
diferentes espécies.

Concentragao veneno (mg/ml)

Espécie

0,5 1
B. alternatus 57,6 £ 2,23 66,4 + 2,40
B. jararacussu 207,2+12,13 228,93 + 1,40
B. atrox 114,17 + 3,09 202,13 + 15,27
C.d. collilineatus 216,13 £ 6,99 192,13 + 11,47
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Tabela 6. Atividade enzimatica pelo ensaio de Gutiérrez, Ownby e Odell (1984) em amostras
de veneno de diferentes espécies.

Concentragao veneno (mg/ml)

Espécie

0,5 1
B. alternatus 1.020 £ 197,99 1480+ 0
B. jararacussu 23.446,67 £ 620,11 27.780 £ 413,28
B. atrox 13.900 + 314,32 15.180 + 138,56
C.d. collilineatus 22.273,33 + 599,11 22.260 + 590,25

Para o ensaio de Marinetti (1965), a analise de varidncia constatou uma
diferenca significativa entre as espécies para a duas concentragdes, com excegao de
B. jararacussu e C.d. collilineatus. Dentre todas as espécies, B. alternatus exibiu uma
diferenga muito significativa em relagdo as demais com uma atividade fosfolipasica
baixa. B. atrox na concentracédo de 0,5 mg/ml apresentou uma diferenga significativa
das outras espécies, entretanto, ja na concentragdo de 1 mg/ml a atividade enzimatica
apontou similaridades com as espécies B. jararacussu e C.d. collilineatus. Nesse
caso, houve um aumento significativo entre as concentragbes de 0,5 e 1 mg/ml.
Inferimos que ha uma probabilidade de que haja uma variagdo prépria do veneno e
que, possivelmente, seria interessante uma padronizagdo futura a parte para a

especie.

Todas as espécies no ensaio de Gutiérrez, Ownby e Odell (1984) manifestaram
uma diferenciagao consideravel entre si na concentragdo de 1 mg/ml. B. jararacussu
e C.d. collilineatus destacaram novamente com maior atividade de PLA2. B. alternatus
obteve uma atividade de PLAz baixa, enquanto que B. atrox expressou uma atividade

mais moderada.

As amostras de veneno das espécies de serpentes utilizadas no trabalho
possuem uma ocorréncia no Brasil. A espécie B. moojeni é amplamente distribuida
em areas do cerrado e causa muitos acidentes ofidicos na regido centro-oeste (D'
AMELIO et al., 2021). B. jararacussu é uma espécie presente em varios estados
brasileiros, recorrente em florestas tropicais, pantanos e margens de rios (AGUIAR et
al., 2020). A regido amazdnica abriga a espécie endémica B. atrox que €é responsavel
pela maioria dos casos de envenenamento na regido (MONTEIRO et al., 2020). Ja a
B. alternatus esta presente no Mato Grosso do Sul e Goias até a regiao central da
Argentina e limite meridional do Uruguai (ROCHA; FURTADO, 2005). Outro grupo de
serpentes de grande importancia € C. durissus que é uma espécie neotropical

encontrada na maior parte da América do Sul e suas subespécies (C.d. terrificus, C.d.
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cascavella e C.d. collilineatus) diferem-se entre si por aspectos morfologicos e
distribuicao geografica (SANTOS et al., 2004; TASIMA et al., 2020). A subespécie C.d.
collilineatus possui uma distribuicdo geografica compreendendo as regides Sudeste e
Centro-Oeste do Brasil (BOLDRINI-FRANCA et al., 2009).

I 0,5 mg/ml
1 1 mg/ml

250 ~

Atividade enzimatica (U/mg/min)

A
B. alternatus B. jararacussu 8. atrox C.d. collilineatus
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B. alternatus B. jararacussu 8. atrox C.d. collilineatus
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Figura 10. Atividade enzimatica pelo ensaio de Marinetti (1965) (A) e Gutiérrez, Ownby e
Odell (1984) (B) em amostras de veneno de diferentes espécies.
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O veneno do género Bothrops possui um efeito fisiopatoldgico mais relacionado
a miotoxicidade resultando em dano no tecido muscular (LOMONTE et al., 1990;
ANDRIAO-ESCARSO et al., 2000). Dentre os principais componentes desse veneno,
destacam-se as PLA2s e as metaloproteases (KASHIMA et al., 2004). A espécie
dominante na regidao centro-oeste B. moojeni, utilizada neste trabalho como veneno
parametro para a padronizagdo dos ensaios, expressa maior quantidade de
metaloproteases, seguido por serinoproteases e fosfolipases (AMORIM et al., 2017).
Ainda, ja foram relatados duas isoformas de PLA2 miotdxica responsavel pela grande
toxicidade, MjTX-1 e MjTX-Il. Ambos s&o analogos da variante Lys49-PLA2 e a variante
MjTX-Il apresentou um comportamento promissor nos estudos de atividade

antimicrobiana, antitumoral e antiparasitario (STABELI et al., 2006).

B. jararacussu apresenta duas classes predominantes de toxina: PLA2s e
metaloproteases (KASHIMA et al., 2004; AGUIAR et al., 2020). Expressam
principalmente PLA2s com uma potencialidade aproximada da espécie C.d. terrificus
(MARUNAK et al., 2007). A botrotoxina (BthTX-ll) € uma PLA2 miotoxica basica
homologa a Asp49-PLA: isolada da B. jararacussu e compreendendo grande
percentual do veneno. HOMSI-BRANDEBURGO et al. (1988) fracionaram o veneno
identificando pelo menos quatro PLAzs, duas acidas e uma neutra, que sao

consideradas menos toxicas em comparagao com as basicas.

A composicao do veneno de C. durissus € basicamente por crotoxina, crotamina,
giroxina e convulxina. A crotoxina € o principal componente téxico e foi isolada pela
primeira vez por Slotta e Fraenkel-Conrat (1938). E uma B-neurotoxina formada por
uma associagéo sinérgica de uma subunidade basica (CB) que contém alta atividade
de PLA2 porém baixa toxicidade e uma subunidade &acida (CA) desprovida de
atividade enzimatica e toxicidade, denominada de crotapotina (SANTOS et al., 2004;
BOLDRINI-FRANCA et al., 2009; ARAUJO et al., 2016).

C. durissus apresenta isoformas com grande variabilidade entre as espécies e a
presenca destas isoformas de crotoxina é resultante das diferentes associacdes de
suas subunidades (FAURE; POROWINSKA; SAUL, 2017). Faure e Bon (1987)
isolaram e identificaram pelo menos 15 isoformas de crotoxina da espécie C.d.
terrificus e que essa propor¢cao pode ser variavel de uma espécime para a outra
considerando que pode haver diversos genes que codificam as diferentes isoformas.

Beghini et al. (2000) estudaram a crotoxina da espécie C.d. cascavella isolando e
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identificando 4 isoformas de CA e apenas uma de PLA2 que poderia suceder

combinagdes distintas.

No veneno de B. afrox ha uma predominéncia de metaloproteases, seguida por
PLA2s e serino proteases (NEIVA et al., 2009). As PLA2s da espécie exercem
atividade miotoxica em conjunto com outras enzimas (MONTEIRO et al., 2020).
Lomonte et al. (1990) isolaram uma miotoxina de B. afrox que parecia estar
intimamente relacionada com a miotoxina | da B. asper, com uma atividade de PLA2
e anticoagulante. Kanashiro et al. (2002) isolaram e caracterizaram duas PLA2s,
BaPLA:zl e BaPLA:lll, sendo a primeira um analogo da variante K-49/Lys-49 PLAz e a
BaPLAzlll como D-49/Asp-49 PLA2. Ambas possuiam alta atividade miotdxica,
edematogénica e afins, contudo, isoladamente a variante BaPLA2l exibiu baixa

atividade de PLA2, enquanto que a outra apresentou alta atividade enzimatica.

Dentre as Bothrops testadas, a B. alternatus obteve baixa atividade fosfolipasica
geral e de PLA2. A analise transcriptomica da glandula de veneno realizada por
Cardoso et al. (2010), revelou como principais grupos de transcritos de toxinas as
metaloproteases, peptideos potenciadores de bradicinina/peptideos natriuréticos tipo
C, fosfolipases Az, serino proteases e lectinas do tipo C. As metaloproteases foram o
grupo dominante com destaque para a classe Plll e as PLA2 eram essencialmente
acidas. Dessa forma, a maior presenga de PLA2s acidas atribui uma menor

miotoxicidade para o veneno quando comparadas com outras espécies de Bothrops.

A presengca da enzima PLA2 em veneno de serpentes € demasiada em
comparagao com outras categorias de fosfolipase. A poténcia das atividades
enzimaticas de cada espécie, especificamente a fosfolipase, diferem-se por fatores
genéticos e ambientais o que torna a variabilidade inter e intraespecifica uma tematica

imensamente discutida em pesquisas cientificas.
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5. CONCLUSAO

Os ensaios descritos por Marinetti (1965) e Gutiérrez, Ownby e Odell (1984)
foram padronizados para as condigdes do Laboratério de Toxinologia do CEPB da
PUC Goias. Embora sejam relatados na literatura como metodologias menos
recomendadas por se tratar de uma analise semiquantitativa, enaltecemos a
importancia desses ensaios simples para testes preliminares chamados de

"screening" em pesquisas cientificas.

O ensaio de Marinetti (1965) possui uma abordagem mais geral de fosfolipase,
distintivamente do ensaio de hemdlise indireta descrito por Gutiérrez, Ownby e Odell
(1984) que possui uma maior especificidade voltada para a PLA2. Além disso, o de
Marinetti € um ensaio de diminuigdo da turbidez pelo clareamento da gema de ovo e
o de hemdlise ha uma quantificagcdo de hemoglobina liberada pela acao indireta da
enzima nos eritrécitos. Ambos s&do ensaios espectrofotométricos simples com

produtos acessiveis e exigindo o minimo de equipamento.

Conforme as observacodes obtidas da padronizacdo do substrato para ambos
0s ensaios, inferimos as concentracoes ideais de 2,5 mg/ml e 3,125 mg/ml para o de
Marinetti (1965) e Gutiérrez, Ownby e Odell (1984), respectivamente. Concentragdes
maiores embora apresentassem uma reacdo, ndo havia um aumento muito
consideravel na velocidade de hidrolise da enzima, iniciando uma tendéncia

constante, assim como é postulado no principio de Michaelis-Menten.

A padronizagdo do veneno bruto revelou uma concordancia para os dois
ensaios. O ponto de 0,5 mg/ml foi considerado interessante, pois 1 mg/ml dependendo
da espécie ndo apresentava uma diferenca extrema em relagdo a 0,5 mg/ml. O ensaio
complementar de hemolise indireta em placa conforme Gutiérrez et al. (1988) apontou

similaridades nos halos nessas duas concentragoes.

ApOGs a padronizagao dos ensaios, amostras de veneno de diferentes espécies
com ocorréncia no Brasil foram testadas. As espécies B. jararacussu e C.d.
collilineatus obtiveram alta atividade fosfolipasica geral e especifica para a PLA,
apresentando similaridades na poténcia. Em contrapartida, a espécie B. alternatus
exibiu um veneno menos ativo para esta atividade e B. atrox indicou uma atividade

mais moderada.
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Portanto, a padronizacdo de ensaios para as atividades bioquimicas é
fundamental no campo da biologia experimental com a finalidade de otimizacao de
tempo, possiveis redugdes de custo com reagentes e maquinario especializado. Para
o Laboratério de Toxinologia do CEPB, as padronizagdes se mostraram viaveis e
aplicaveis para os futuros pesquisadores que ainda nao utilizaram esses ensaios

espectrofotométricos.
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