PLA,-homologa Lys49, BnuTX-Il, do veneno da serpente Bothrops
neuwiedi: Isolamento, caracterizagcdo quimica e antiparasitaria
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As fosfolipases A,, variantes, PLA,-Lys49, apresentam na posicdo 49 um residuo
de aminoéacido Lisina (Lys), o que resulta na pouca ou nenhuma atividade
enzimatica sob substratos artificiais ou naturais. Entretanto, estas proteinas
podem interagir com membranas bioldgicas provocando efeitos toxicos nas
células, por mecanismos nao totalmente esclarecidos. Os objetivos deste estudo
foram isolar e caracterizar bioquimica e antiparasitaria uma PLA,-Lys49, BnuTX-
I, do veneno de B.n.urutu. A purificagdo de BnuTX-I foi realizada por dois passos
cromatograficos: 1) Troca anidnica, utilizando coluna-DEAE-Sepharose (10x30
cm), e 2) Fase reversa, em coluna Discovery C18 (25cm x 4.6 mm). O
fracionamento em coluna aniénica produziu nove fracbes (F1 a F9), onde apds
atividade fosfolipasica sobre o substrato 4-nitro-3-octanoiloxi-benzoico (4N30OBA)
e SDS-PAGE 1D, observou-se a presenca de BnuTX-l na fragdo F1, que
foi recromatografada em coluna de fase reversa, obtendo-se sete fracbes (F1 a
F7), sendo a fracdo F4 contendo a proteina de interesse. A massa molecular
relativa (Mr) e a pureza, avaliadas por eletroforese, mostraram uma banda Unica
de ~14 kDa. A determinacdo da massa molecular absoluta/real foi obtida por
espectrometria de massa (MALDI-TOF)com um m/z de 13.733 Da e a
averiguagcdo da atividade fosfolipasica sobre 4N3OBA mostrou que a toxina €
inativa. Os ensaios de citotoxidade com macrofagos peritoneais e 0s ensaios
leishmanicidas com Leishmania (L.) amazonensis (IFLA/BR/67/PH) in vitro foram
determinados por MTT, enquanto os ensaios tripanocidas com T. cruzi (cepa CL
clone B5) foram revelados por resazurina. A Toxina BnuTX-l apresentou apenas
atividade sobre cepas de L. amazonensis com ICso de 52 pg; CCso de 22,91
pug/mL e com indice de seletividade (IS) de 0,44. Os resultados, embora similares
a toxinas Lys49 de peconhas de ofidios do mesmo género, demonstraram
potenciais biotecnoldgicos para atividades antiparasitarias.
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