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ABREVIATURAS

Asp - Aspartato

BhTL - “Thrombin-like’ de Bothrops moojeni
BM — Bothrops moojeni

CM - Carboximetil

DEAE - Dietilaminoetil

EDTA - Acido etilnodiaminotetracético

Glu - Glutamato

MA — Miliamper

MOO- 2 — Fosfolipase A, basica

MOO- 3 — Serino protease basica

MPB - Metaloprotease basica

nm - Nanometro

PAF - Fator de agregagdo plaquetaria

PAGE - Eletroforese em gel de poliacrilamida
P/ V - Peso por volume

PLA,; - Fosfolipase A,

SDS - Dodecil sulfato de sodio

rpm - rotagdes por minuto

TEMED - N, N, N’, N’- tetrametiletilenodiamino
Tris - tris (hidroximetil) aminometano

V/V - volume por volume



RESUMO

As fosfolipases A, (PLA;) estdo presentes em altas concentragdes em pegonhas de
serpentes. Estas enzimas catalisam a hidrolise do grupo 2 acil éster do fosfoglicerideo,
liberando acidos graxos e lisofosfatidedos. Um destes acidos € o araquidonico, precursor de
eicosanoides, que desencadeiam reagdes inflamatorias. Usualmente pegonhas de uma tnica
espécie contém varias isoformas de PLA,. Este trabalho teve como objetivo purificar as
isoformas de PLA;s acidas da peconha de Bothrops moojeni e comparar a atividade PLA;
especifica e o perfil eletroforético com o das pegonhas de irmds, nascidas e criadas em
cativeiro sob as mesmas condi¢des. As duas fragdes com atividade PLA;s (G5 e G6) foram
purificadas partindo de um “pool” de pegonhas de B. moojeni, por cromatografia em CM-
Sepharose Fast Flow seguida de uma DEAE-Sephadex A-25. Na eletroforese em gel de
poliacrilamida, em condigdes desnaturantes, ambas as fragdes apresentaram uma banda
principal de peso molecular de aproximadamente 15.000; em condi¢des nativas (pH 8,3) as
enzimas apresentaram bandas marjoritarias com mobilidade eletroforética diferentes. Nas
peconhas das irméds que apresentaram as duas PLA, (G5 e G6) observa-se duas bandas mais
fracas e de mesma intensidade, ja as outras que possuem somente uma PLA; (G5),
apresentaram banda tinica de maior intensidade. A atividade PLA; especifica das irmads com
as duas isoformas foi menor que a daquelas que possuiam somente uma PLA;. A
variabilidade observada deve-se a diferengas qualitativas e quantitativas na expressdo génica
desta isoformas.

Palavras Chaves; peconha, fosfolipase A, e isoforma.



SUMARIO

1- INTRODUCAO

2- OBJETIVOS

3- MATERIAL E METODOS
3. 1- Material

3. 2- Equipamentos
3. 3- Métodos
3. 3. 1- Fracionamento da pegonha de Bothrops moojeni em gel de CM-
Sepharose
3. 3. 2- Recromatografia da fragdo Mla da pegonha de B. moojeni
em DEAE- Sephadex A-25
3. 3. 3.-Dosagem protéica
3. 4- Eletroforese em gel de poliacrilamida
3. 4. 1- Preparagio dos géis
3. 4. 2- Em condig0es desnaturantes

. 3. 4. 3- Sem condigdes desnaturantes em pH alcalino

=5 N JEA - - B £ S

. 3. 5- Atividade fosfolipasica
4- RESULTADOS

4. 1- Fracionamento da pegonha de B. moojeni em CM- Sepharose Fast flow

4. 2- Recromatografia de Mla da peconha de B. moojeni em DEAE- Sephaedex — 25
4. 3- Eletroforeses
4. 3. 1- Condig¢des desnaturantes
4. 3. 2- Condigdes nativas em pH alcalino
4. 4- Atividade fosfolipasica
5- DISCUSSAO E CONCLUSOES
6- REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

01
08
09
09
10
10

10



1- INTRODUCAO

As serpentes da familia Viperidae sdo responsaveis pela maioria dos
acidentes ofidicos ocorridos no Brasil. Cerca de 20.000 casos sdao relatados
anualmente, com taxa de mortalidade de 0,5%. 80% dos casos ocorrem com as
serpentes do género Bothrops e Crotalus, excedendo aqueles causados por
serpentes do género Micrurus (familia Elapidae) e Lachesis (familia
Viperidae) (MINISTERIO DA SAUDE, citado por CHAVEZ-OLORTEGHI et
al, 1997). Na regido do Tridngulo Mineiro-MG os envenenamentos pelas
serpentes do género Bothrops representam 80% dos casos, em especial com a

espécie B. moojeni (caigaca) (NISHIOKA & SILVEIRA, 1992).

As serpentes botropicas habitam ambientes imidos; como matas, areas
de cultivo e locais de proliferacdo de roedores, possuem habitos noturnos, sdo
muito agressivas e quando se sentem ameacgadas atacam em siléncio. A
espécie B. moojeni tem distribuicdo geografica estendendo-se do Brasil
Central até o sul do estado do Parana (HOGE & ROMANO, 1972).

A pegonha destas serpentes € produzida e secretada por um par de
glandulas localizadas ao lado da maxila, cada uma ligada por um ducto ao
dente. As serpentes da familia Viperidae possuem um aparelho inoculador
mais eficiente em termo de velocidade e quantidade de pegonha injetada, pois

apresentam denti¢cdo solenoglifa (STORER et al, 1989). Esta consiste de um



par de dentes muito desenvolvidos, providos de um canal central que se
comunica com o canal secretor da glandula (BARRAVIEIRA, 1994). As
conexdes frouxas entre os ossos da cabega destas serpentes e a extrema
mobilidade dos mesmos devido a musculos craniais apropriados possibilitam
o direcionamento das presas para frente, em posigdo de ataque, permitindo
que a serpente possa ferir e inocular a pegonha enquanto sua boca permanece
aberta formando um angulo de 180° portanto sdo serpentes que picam suas

presas (POUGH et al, 1993).

As pegonhas sdo misturas complexas de componentes toOxicos que
possuem diversas formas de agdo em presas e que podem vitimar seres
humanos. Esses componentes consistem principalmente de proteinas (90%),
compreendendo grande variedade de enzimas e toxinas ndo enziméaticas
(SCHMIDT et al, 1976) que tém como fun¢des priméarias matar ou imobilizar
suas presas, e ajudar na digestdo. A parte ndo protéica é representada por
carboidratos, lipideos e compostos de baixo peso molecular como

nucleosideos e diversos ions (CHIPPAUX et al, 1991).

A a¢do da pegconha pode desencadear severas desordens metabolicas
devido a atividade proteolitica, coagulante, hemorragica e necrose local
(AMARAL et al, 1985). Embora raramente fatais, os casos de envenenamentos
ofidicos ocorridos com serpentes botropicas, se agravam devido a intensidade
dos efeitos locais. Observa-se eritema e edema, este ultimo tao intenso e
prolongado que pode causar a compressdo dos tecidos e vasos, resultando em
isquemias e aumentando a necrose do tecido. Dependendo do tempo
transcorrido até o tratamento da vitima, a amputagdo da area afetada podera
ser necessaria (OLIVEIRA, 1999). A necrose do cortex renal é uma freqiiente
e séria complicagdo do envenenamento botréopico (DA SILVA et al, 1979).
Vasoespasmos, nefrotoxicidade direta da pegonha e/ou coagulagdo
intravascular disseminada, levando a oclusdo vascular e isquemias, sdo
hipoteses do mecanismo patogénico que explicam a necrose observada (BASU

et-al 197 7).
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Toxinas € enzimas como as hemorraginas, proteases inespecificas,

fosfolipases Az entre outras provocam estas atividades por efeitos

cumulativos efou sinérgicos (GUTIERREZ & LOMONTE, 1995).
Os fatores hemorragicos (hemorraginas) sao metaloproteinas contendo

Zn'’, que apresentam grande diversidade em relagdo ao peso molecular. O

mecanismo de agdo destas enzimas consiste na degradagao das proteinas da

matriz extracelular e pelo efeito citotoxico direto nas células endoteliais, sua

acdo ocorre quase que exclusivamente na membrana basal dos vasos capilares

(BARRAVIEIRA, 1994), promovendo sua dissolu

quadros hemorragicos como: equimoses, sangramentos gengivais, viscerais.

¢io. Observa-se nas vitimas

A base do fendmeno de coagulagdo consiste na conversdo de pro-

trombina, uma alfa-2-globulina presente no plasma, para trombina. Esta

ultima age sobre o fibrinogénio, produzindo a fibrina que se polimeriza € se

deposita sob a forma de, formando uma rede tridimensional que aprisiona

eritrocitos, leucocitos e plaquetas, formando assim o coagulo sangiineo.

Dentre as proteases existem as enzimas fibrinogenoliticas que atuam
sobre o fibrinogénio, podendo hidrolisar suas cadeias (Aa, Bf e v), levando a

incoagulabilidae sanguinea (HUANG et al, 1993).

Outro grupo de proteases sio as enzimas “Thrombin-like”,que sdo
b

classificadas como serino-proteases. Estas enzimas convertem o fibrinogénio

em fibrina liberando os fibrinopeptideos A e B, formando, portanto O

microcoagulo de fibrina, porém as “Thrombin-like” ndo ativam o Fator X111,

responsavel por unir de forma cruzada os mondmeros de fibrina, aumentando

a forga de coagulo. Deste modo o coagulo fica mais suscetivel a degradagdo

pela plasmina, induzindo assim um estado de desfibrinogenagdo “in vivo”

(FAN et al, 1999).

Um dos componentes principais da peconha € a enzima termoestavel
fosfolipase Az (PLA2) (E.C.3.1.1.4), que tem como substrato os fosfolipidios
que sdo constituintes da membrana plasmatica celular. Com a ag¢do da enzima,
os fosfolipidios s@o hidrolisados, desestruturando a membrana €

comprometendo sua permeabilidade seletiva. A hidrolise ocorre especialmente



na ligagio acil na posi¢ao sn-2 do fosfoglicerideo (MOLLIER et al. 1990)

liberando acidos graxos ¢ lisofosfatideos. Muitas vezes um destes acidos
graxos € o acido araquidonico, que ¢ 0 precursor de eicosanoides, incluindo
prostaciclinas, tromboxanos € outras prostaglandinas, que desencadeiam
reagdes inflamatorias (KUDO et al, 1993). Os lisofosfatideos liberados podem
ser convertidos em fator de ativagao plaquetaria (PAF), o qual junto com 0S

eicosanoides sdo potentes mediadores celulares (DENNIS, 1997).

As PLA,s sio encontradas tanto no interior como no exterior da célula

(BOSCH, 1980). As PLA>s intraéelulares estio frequentemente associadas a
membranas e envolvidas com © metabolismo de fosfolipidios, transducdo de
sinais e outras variedades de fungdes celulares (MUKHERIJEE et al, 1994). As
extracelulares foram divididas em trés classes: I, IT e III, com base no numero

de residuos de aminoacidos ¢ posigao das ligagoes dissulfeto (RENETSEDER

et al, 1985, DENNIS, 1997), estas sao proteinas pequenas de 119 a 143

residuos de aminoacidos com peso molecular variando de 12.000 a 15.000. As

PLA,s de serpentes estdo todas reunidas nos grupos I e I. As do grupo I s@o

encontradas, principalmente em pegonhas elapidicas € hidrofidicas, e as do

grupo II nas pegonhas de serpentes crotalicas e viperideas. A principal
diferenga estrutural encontrada nestas classes de proteinas, esta localizada
nas pontes dissulfeto formadas entre os residuos de meia cistina 11 e 77 no

grupo I, e 51 e 133 para as PLA, do grupo II (ARNI & WARD, 1996).

A conformacio catalitica da PLA2 ¢ estabilizada pelo ion calcio ligada
no residuo de aspartato na posi¢do 49 (Asp 49) (VERHEIJ et al, 1980). A
substituicdo conservativa Asp—Glu 49 reduz a afinidade pelo calcio em ie

vezes levando a uma perda da atividade catalitica (LI et al, 1994).

Outras atividades toxicas independentes da fungdo catalitica primaria
também estio associadas as PLAs de pegonhas de serpentes: miotoxica
(GUTIERREZ & LOMONTE, 1995), edematogénica (LLORET & MORENO,
1993), agregagao plaquetaria (YUAN et al, 1993), hemolitica indireta
(CONDREA et al: 1981} hipotensiva (HUANG, 1984) e cardiotoxica

(FLETCHER et al, 1981).



A necrose muscular pode ser devida & agao direta de PLAGS

miotoxicas sobre a membrana plasmatica das células musculares, ou indireta,

como por conseqiéncia de degeneragoes vasculares e isquémicas, causadas

por hemorraginas. As PLA;S miotoxicas de serpentes botropicas podem ser

divididas em duas classes: uma com atividade catalitica, as miotoxinas Asp

49, e outra, onde 0 residuo Asp 49 € substituido por lisina 49, tornando-as

inativas (MARAGONORE et al, 1984). Também existem

nio enzimaticos, isolados de pegonhas de

cataliticamente

alguns polipeptideos basicos

cascavéis, tais como a crotamina de Crotalus viridis viridis, que danificam as

fibras musculares (CAMERON & TU, 1978).

£ comum a mesma espécie de serpentes conter varias isoformas de

PLA, (VALIENTE et al. 1992; FUKAGGAWA et al, 1993), como lem sido

demonstrado por cromatografia e eletroforese de pegonhas de serpentes

1987). HOMSI-BRANDEBURGO et al (1988) isolaram
s jararacussu duas PLA, acidas, uma neutra € duas
CHIOU et al (1991) isolaram da pegonha
DANIELE et al (1997) purificaram

(DUBORDIEU et al,
da pegonha de Bothrop
miotoxinas com estrutura de PLA;

de Naja naja atra trés isoformas de PLA3;
da peconha de B. neuwiedi com propriedades cromatograficas

uma nova PLA;
isoladas; LOBO de

e citotoxicas distintas das isoformas previamente

ARAUJO et al (1994) demonstraram que a pegonha de B. lanceolatus

apresenta uma mistura de varias isoformas, sendo que as duas mais

expressivas diferem em Seus pontos isoelétricos ¢ composigdo de

aminoacidos. A caracterizagao € comparagdo destas isoformas sdo importantes

para a compreensao do mecanismo fundamental de variagdo existente entre

estas proteinas.

MONTEIRO et al (1997; 1998), demonstraram que as pegonhas de

apresentam diferengas no conteado de toxinas

serpentes individuais
bilidade individual de

especificas. VALIENTE et al, (1992) detectaram a varia

isoformas de PLA, quando compararam a pegonha de oito individuos adultos

de B. asper, e evidenciaram que duas isoformas encontravam-se presentes em

somente duas amostras de pegonha. As causas atribuidas a esta variabilidade

individual podem ser: yariagdes sazonais, dieta, idade, sexo, alimentagdo



dentre outras (CHIPPAUX et al, 1991: LOMONTE & CARMONA. 1992;

FURTADO et al, 1991).

Trabalhando com a pegonha de B. moojeni, CARDOSO (2000),

observou a variabilidade no perfil eletroforético nas pegonhas de serpentes
irmas, nascidas e mantidas em cativeiro sob as mesmas condigodes.
Posterormente, MAGRIN (2000) isolou uma PLA, basica da pegonha e quando
comparou o perfil eletroforético desta enzima com o das pegonhas das irmas,

verificou que nem todas apresentaram a banda correspondente a PLA;. Esta

variacio observada pode ser devida a diferentes genes distribuidos na

populagdo (LOMONTE & CARMONA, 1992), pois todos os outros fatores que

poderiam causar a variabilidade (dieta, idade, etc) foram mantidos constantes.

O conhecimento da composigao e toxicidade das pegonhas individuais
de serpentes ¢ importante na selecio dos espécimes para a produgao dos
antisoros, pois a variabilidade pode limitar a sua capacidade de neutralizagdo
(MOURA-DA-SILVA et al, 1991). No momento da preparagdo das fragdes de
pegonhas com atividade farmacologicas para servirem de instrumentos de

pesquisa ou de terapia € essencial a escolha da pegonha que seja rica no

componente de interesse.

O isolamento de componentes presentes nas pegonhas € um
instrumento util na identificagdo de seus efeitos toxicos, possibilitando o
desenvolvimento de tratamentos mais eficientes para as vitimas de acidentes

ofidicos. A pegonha de B. moojeni ¢ muito estudada e abaixo seguem algumas

de suas toxinas ja isoladas:

e a Batroxobina, que tem atividade coagulante (STOCKER &
BARLOW, 1976);

e uma enzima proteolitica, a moojeni protease A (ASSAKURA et al,
1985) esta enzima hidrolisa imunoglobulinas (ASSAKURA &
MANDELBAUM, 1990), colageno tipo 1, gelatina, fibrinogénio,
fibrina ¢ a cadeia B oxidada da insulina (REICHL &

MANDELBAUM, 1993);



REICHL et al (1989) isolaram uma PLA; acida, a BM-PLA,, esta

nio ¢ toxica e também nao causa hemorragia e edema.

SERRANO et al (1993) isolaram a MPB, uma metaloproeinase

basica, esta possui agdo sobre a caseina, € nao causa hemorragia.

SOARES at al (1998) purificaram uma miotoxina denominada

Lys-49 Miotoxin IL.

uma PLA, basica, a MOO-1 que produz necrose nas células

musculares (MOURA-DA-SILVA et al 1991).

A MOO3, uma serino protease basica que ¢ ativa sobre a caseina ¢

fibrinogénio (OLIVEIRA, et al, 1999).

OLIVEIRA, (2001), isolou ¢ caracterizou uma enzima coagulante

(BthTL) e quatro novas fibrinogenases.



2- OBJETIVOS

- isolar por cromatografia de troca idnica, as PLA,(s) presente(s) na

fragdo Mla da pegonha de B. moojeni,

- determinar a atividade especifica, mobilidade eletroforética e peso

molecular aproximado da(s) enzima(s) purificada(s);

_ correlacionar por eletroforese em gel de poliacrilamida, a presenga
ou ndo destas enzimas em pegonhas de serpentes irmés nascidas e

criadas em cativeiro, sob as mesmas condigdes;

- comparar as atividades PLA, das pegonhas das serpentes irmas com

a(s) enzima(s) purificada(s).



3- MATERIAL E METODOS

3.1-Material

e As peconhas das serpentes irmds (S1 a S6) e o “pool” de peconhas usado para
o fracionamento foram cedidos pela Prof* Msc Vera Lucia de Campos Brites,
do setor de Répteis da UFU, sendo posteriormente liofilizados e armazenados a
-20° C.

e Os camundongos da raga Swiss (25 a 30g) machos foram cedidos pela
Pentapharm, sendo mantidos no Laboratério da Quimica de Proteina ¢
Produtos Naturais da UFU.

e Foram utilizadas as resinas:

- CM Sepharose Fasr Flow (Amersham Pharmacia)
- DEAE Sephadex A-25 (Amersham Pharmacia)

e Reagentes: Acrilamida, Azul de Bromo Fenol, [-mercaptoetanol, Bis-

Acrilamida, Coomasie Blue R-250, Desoxicolato de Sodio, EDTA, Fibrinogénio

bovino, Persulfato de Amoénio, SDS, Soroalbumina Bovina, TEMED, Tris,

produtos da Sigma Chem. Co. USA.

e Os demais reagentes utilizados como: HCI, NaOH, CaCl,, alcool etilico e

metilico foram utilizados em grau analitico.
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3.2- Equipamentos

Agitador magnético, banho- maria, balanga, centrifuga, coletor de fragoes, cuba para

eletroforese, espectofotometro, liofolizador e pHmetro,

3.3- Métodos

3.3.1- Fracionamento da peconha de Bothrops moojeni em gel de CM-

Sepharose Fast Flow

Cerca de 200mg da pegonha de B. moojeni foram dissolvidos em 1.5 mL de tampdao
bicarbonato de aménio 0,05 M pH 7.8. Em seguida a mistura foi centifugada a 13.000 rpm
por 10 min em temperatura ambiente. O sobrenadante foi aplicado a uma coluna de troca
i6nica CM- Sepharose Fast Flow (30 cm x 1,5 cm) e equilibrada com o mesmo tampdo. A
amostra foi eluida em temperatura ambiente pelo estabelecimento de um gradiente convexo
de concentragio com o tampdo bicarbonato de aménio 0,05 a 0,5M em pH 7,8; fragdes de 3,0
mL foram coletadas num fluxo de 20 mL por hora com auxilio de um coletor de fragoes
(GILSON).

A absorbancia de cada fragdo coletada foi lida em 280 nm em um espectofotémetro
(SPEKOL Zeiss).

3.3.2- Recromatografia da fragiio Mla da peconha de B. moojeni em DEAE-
Sephadex A-25.

41 mg da fragdo Mla obtida no fracionamento descrito no item 3.3.1 foram
ressuspendidos em 2 mL do tamp3o acetato de amdnio 0,05M, pH 5,5. Em seguida a amostra
foi aplicada a uma coluna de troca idnica em gel de DEAE- Sephadex A-25 (40 cm x 1,0 cm)
e equilibrada com o mesmo tampdo. A amostra foi eluida em temperatura ambiente pelo
estabelecimento de um gradiente convexo de concentragdo usando o tampao acetato de
amonio 0,05 a 1,0M em pH 5,5; fragdes de 3.0 mL foram coletadas exatamente nas mesmas

condigdes descritas para o item 3.3.1.
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3.2.3- Dosagem protéica

Para quantificar as proteinas presentes nas amostras de pegonha e fragoes, solugoes

e 0,1 a 2,0 mg de proteinas foram submetidas a dosagem pelo método do
crito por ITZHAKI e GILL (1964). Utilizou-se a soroalbumina

as de proteinas foram completadas para o volume

contendo d
microbiureto, conforme des

bovina para estimar a reta padrdo. As amostr

de 1,0 mL com agua, aos quais foram acrescidos 500 pl dos reagentes Rlou R2; a seguir

dmetro a 310nm, contra um branco sem proteina. O

foram feitas as leituras em espectrofot
5H,0 dissolvido em NaOH a 30,4% e o R2 e

reagente R1 é composto por 0,21% de CuSOa.

formado por uma solugao de NaOH a 30%.
3.2.4- Eletroforese em gel de poliacrilamida

3.2.4.1- Preparagdo dos géis:

Dois espagadores em forma de fitas foram utilizados para formar entre as placas um

espago retangular de aproximadamente 0,7 mm de espessura, as placas de vidro utilizadas na

preparagao dos géis medem aproximadamente 9,5 cm de largura, 10,5 cm de comprimento €

0,1 cm de espessura. Com o auxilio de um suporte de montagem, as placas foram

imobilizadas verticalmente, formando assim uma camara que foi preenchida com a solucdo do

gel.

Terminada a polimerizagao, a placa foi colocada em uma cuba de acrilico e

conectada aos eletrodos. A eletroforese foi conduzida, estabelecendo-se 0s seguintes

parametros: 20 mA, 600 volts e 30 watts, por aproximadamente 80 minutos.

Ap6s a eletroforese, 0S géis foram retirados da placa e mergulhados em uma solugao

fixadora (metanol 50%; 4cido acético 10%) por 5 minutos, sendo posteriormente corados por

aproximadamente 10 minutos com Coomassie Brilliant Blue R-250 0,1% (p/v) em agua —

metanol — acido acético (40:50:10 v/v) € 0 excesso desta solugdo corante foi retirado com uma

solugdo descorante (agua — etanol — acido acético (60:30: 10 v/v)). Em seguida, 0s géis foram

prensados entre duas folhas de papel celofane poroso, em bastidores fixados por garras €

deixados a temperatura ambiente por aproximadamente 2 a 3 dias para a secagem. Neste
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procedimento 0s géis se desidratam, transformando-se numa fina pelicula entre as folhas de

celofane, que sdo recortadas € guardadas para posterior analise € fotografadas.

3 2 4.2- Em condigdes desnaturantes:

As eletroforeses para a estimativa dos pesos moleculares foram realizadas segundo 0

método de LAEMMLI (1970), utilizando-se géis de poliacrilamida com agentes desnaturantes

na presenga de SDS (dodecil sulfato de sodio). Na preparagao dos ‘géis a 14%, foram

utilizadas as seguintes solugoes:

SOLUCOES ESTOQUES VOLUME (uL)
GEL DE SEPARAGCAO  GELDE EMPILHAMENTO

Tris-HCI1 2M pH 8,8 1175 -
Tris-HCI 2M pH 6,8 - 167
EDTA 200 mM 62,5 27
Acrilamida:bis (30 : 0,8) 2920 433
Agua desionizada 2015 1990
TEMED 15 25
Persulfato de amdnio (10%) 315 18

A solugdo tris HCl 0,1 M, EDTA 7,8 mM, glicina 0,77 M e SDS 0,3% (p/v) pH 8,3

foi utilizada como tampao para o catodo e a mesma solugdo, porém sem glicina, para o anodo.

as contendo cerca de 100 pg de proteina foram dissolvidas em 50 pl de

ampao STOP (Tris-HCl 187 mM pH 6,8, SDS 6%, EDTA 6

As amostr

agua desionizada e 25 pl de t

mM, azul de bromofenol 1% e glicerol 27%) e 5 uL de B-mercaptoetanol, aquecidas por 2

minutos a 100° C, e 10 a20uL de cada amostra foram aplicadas nos pogos de gel.



Foi utilizado o seguinte marcador de peso molecular (Low Markers Weight): o-

lactoalbumina (PM 14.400), inibidor de tripsina (PM 20.100), anidrase carbdnica (PM
30.000), ovoalbumina (PM 45000) e soroalbumina bovina (PM 66.000), fosforilase b

(97.000).
3.2.4 3- Sem agentes desnaturantes em pH alcalino:

Esta eletroforese surgiu da técnica descrita por LAEMMLI (1970) e DAVIS (1964),
com algumas modificagdes.

Na preparagdo dos géis a 14% foram utilizadas as seguintes solugdes:

SOLUCOES ESTOQUES VOLUME (uL)
Tris HC12 M pH 8,8 15
EDTA mM 63
Acrilamida-Bis (30: 0,8) 2092
Agua desionizada 2015
TEMED i
Persulfato de amonio (10%) 38

A solugdo do eletrodo foi constituida por Tris-glicina pH 8,3 (0,1 M de Tris e 0,77
M de glicina) tanto para o catodo quanto para o anodo.
As amostras contendo cerca de 50 ug de proteinas foram dissolvidas em tampao

Tris-HC1 0,1 M pH 8,8, contendo glicerol a 10% e azul de bromofenol a 0,1%.
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O procedimento dos passos da eletroforese segue as condigdes citadas no item

anterior.

3.2.5- Atividade Fosfolipasica

A atividade fosfolipasica As foi determinada por titulagado
potenciométrica segundo o metodo descrito por DE HAAS et al (1968).
Como substrato foi utilizada uma emulsio ‘aquosa de gema de ovO (uma
gema em 50 ml de agua desionizada) em presenca de desoxicolato de sodio e
de CaCl,, como segue: 15 ml da emulsdo aquosa da gema de ovo, 1ml de
CaCl, 0,6M e 10ml da solugdo de desoxicolato de sodio 0,03 M; o volume
foi completado para 100 ml com agua desionizada, 10 ml dessa solug@o

foram utilizados para cada ensaio enzimatico.

Os acidos graxos liberados enzimaticamente foram titulados com uma
solugdo padrao de NaOH em pH 8,0 e temperatura ambiente (28° C). A
atividade fosfolipasica especifica foi determinada utilizando- se 10 pg da
amostra, e calculada pela quantidade de microequivaequivalentes de base

consumida por minuto, por mg de proteina.
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4- RESULTADOS

4.1- Fracionamento da peconha bruta de Bothrops moojeni em CM-Sepharose

Fast Flow

A figura 1 mostra o perfil cromatografico obtido no fracionamento de 200 mg da
peconha bruta de Bothrops moojeni. As principais fragdes obtidas foram: Mla, MIb, Mlla,
MIIb, MIII, MIV, MV, MVI ¢ MVIL Apos a liofillizagdo e dosagem protéica estas fragdes
foram armazenadas a — 20° C. A recuperagao protéica foi aproximadamente 91% (Tabela 1).

Observe que a fragdo Mla representou a principal fracdo da pegonha (~ 32%) com

atividade PLA,, enquanto MV representou somente 4,6% da pegonha total.
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Tabela 1- Recupera

cdo protéica por absorbancia a 280 mm das fragdes obtidas

-
fracionamento em CM-Sepharose Fast Flow, e atividade PLA, especifica das fragdes.

AMOSTRA A 280 nm RECUPERACAO (%) ATIVIDADE PLA2 ESPECIFICA (U/ mg/ min)

PB 155.9 100 103
Mia 49,46 31,72 105
MIb 31,35 20.11 :
Mila 9 5.83 -

11,97 7.68 -
8.99 5,77 .
4,58 2,94 :
7,22 4,63 90.92
11,98 7.68 -
24k 4,56 .
141,75 90,92
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2.5
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]
AX\

T T ) 1
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180
TUBOS

Fig. 1- Perfil cromatografico de 200 mg da pegonha bruta de Bothrops moojeni em
coluna de CM-Sepharose Fast Flow (30 x 1,5 cm), equilibrada com tampdo bicarbonato de
amonio 0,05 M em pH 7.8, estabelecendo-se um gradiente convexo de concentrag@o 0,05 a
0,5 M , a partir do 60.° tubo, com fluxo de 20 ml/hora e coletadas fragdes de 3.0 mL/ tubo a

temperatura ambiente.

4. 2- Recromatografia da fracio Mla da peconha de B. moojeni em DEAE-
Sephadex A- 25.

O perfil cromatografico obtido na recromatografia de 41 mg da fracdo Mla resultou
em 10 fragdes designadas de G1 a G10, sendo que somente as fragdes G5 e G6 apresentaram
atividade fosfolipase.A, conforme a figura 2 A tabela 2 expressa os percentuais de

recuperagio protéica das fracdes.
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6 2
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E—-—A 280 nm —— Atividade PLA2(U/mL) |

Fig. 2- Perfil cromatografico de 41 mg de Mla em coluna de DEAE- Sephadex A- 25 (40x1,0
cm), equilibrada com tampdo acetato de aménio 0,05M em pH 5.5, estabelecendo um
gradiente convexo de concentragao (0,05 a 1,0M), a partir do 45° tubo, com fluxo de 20 mL/
hora e coletadas fragdes de 3,0 mL/ tubo a temperatura ambiente. A atividade fosfolipase Az
das fragdes G5 e G6 foi determinada por titulagdo potenciométrica com emulsao aquosa de
gema ovo como substrato.

G5- Tubos: 65 a 70

G6- Tubos: 71 a2 79
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Tabela 2- Recuperagdo protéica por dosagem de proteina (Método de Microbiureto) das

fragdes obtidas em DEAE- Sephadex A- 25

ome. | Srechperacio
41 100
Gl 0,424 1.03
G2 0,1216 0.29
G3 0.6 146
G4 0.51 124
G5 1,04 2.53
G6 1.42 3,46
G7 2.5 6.09
G8 5.9 14,39
G9 5.8 14,14
Gl 0.1 0,24
. 18.41 449

4. 3- Eletroforeses

4. 3. 1- Condi¢Ges desnaturantes

A figura 3 mostra o resultado da eletroforese em gel de poliacrilamida a 14%, em
condi¢des desnaturantes, da fragdo Mla resultante do fracionamento da pegonha bruta de B.
moojeni em CM- Sepharose Fast Flow e das fragdes G5 e G6 obtidas na recromatografia de
Mla em DEAE- Sephadex A- 25. As fragdes G5 e G6 (linhas 4 e 5 respectivamente)

apresentaram uma banda principal com peso molecular de aproximadamente 15.000 (seta).
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97000

66000

45000

30000

20100 @ . 8

14400

Fig. 3- Eletroforese em gel de poliacrilamida a 14% com agentes desnaturantes da pegonha
bruta, fragdo MIa obtida no fracionamento em CM Sepharose Fast Flow e das fragdes G5 e
G6 obtidas na recromatografia em DEAE- Sephadex A- 25.

Linha 1: Padrdo de peso molecular: Low Mark: fosforilase b (97000), albumina (66000),
ovoalbumina (45000), anidrasc carbonica (30000), inibidor de tripsina (20.100) e -
lactoalbumina (14.400);

Linha 2: pegonha bruta de B. moojeni;

Linha 3: fragdo Mla;

Linha 4: fragdo G5;

Linha §: fra¢do G6.

4. 3. 2- Condigdes nativas

A figura 4 mostra o resultado da eletroforese em gel de poliacrilamida a 14% em
condigdes nativas e pH alcalino. Observa-se que a banda principal da fragdo G5 (linha B)
apresentou menor mobilidade eletroforética que a fragio G6 (linha C). Para as pegonhas das
serpentes irmas (S4, S5 e S6) que apresentaram a duas PLA,s 4cidas (G5 e G6) observa-se

duas bandas mais fracas e de mesma intensidade (linhas D, E e F); ja as outras irmas (S1, S2 e
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S3) que possuem somente uma PLA; (GS5), apresentaram uma unica banda de maior

intensidade (linhas G, H, e I).

A BCDE FGH 1

PB G5 G6 S4 S5 S6 S1 S2 S3

Fig. 4- Eletroforese em gel de poliacrilamida a 14% em condigdes nativas, tampao
tris- glicina pH 8,3, para analisar proteinas de carater acido segundo LAEMMLI (1970) ¢

DAVIS (1964), com algumas modificagdes.

A- peconha bruta de Bothrops moojeni, F- Peconha da serpente irma - S6;
B- PLA; isolada da fracdo Mla - G5; G- Peconha da serpente irma - S1;
C- PLA,; isolada da fragao Mla - G6; H- Pegonha da serpente irmd - S2 |
D- Peconha da serpente irma - S4; I- Peconha da serpente irma - S3.

E- Pegonha da serpente irma - S5;

4- Atividade PLA;

A atividade PLA, especifica da pegonha de B. moojeni, das enzimas isoladas (G5 e
G6) e das peconhas individuais de B. moojeni irmads determinada por titulagao
potenciométrica esta apresentada na figura 5. A peconha bruta e a fragdo Mla possuem uma
atividade especifica com valores semelhantes (103 e 105 U respectivamente); as fragdes G5 e

G6 possuem uma atividade especifica cerca de trés vezes maior que Mla (296 e 314 U
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respectivamente). As pegonhas das irmds individuais (S1, S2 e S3) possuem uma alta
atividade especifica maior que Mla, enquanto que para as demais irmas (54, S5 e S6) esta
atividade enzimatica foi muito baixa. Foram realizados media de trés ensaios por

experimento.

350+
300-
250+
200+
= 150+
100+

50+

Atividade PLLA2
U

PB Mia G5 G6 51 52 53 54 55 86

Amostras

Fig. 5- Atividade fosfolipasica da peconha bruta de Bothrops moojeni, das fragdes Mla, G5 e
G6 e das pegonhas individuais de Bothrops moojeni irmas (S1 a S6) sobre emulsdo de gema
de ovo, por titulagio potenciométrica, utilizando-se 10 pg de proteina em cada ensaio a
temperatura ambiente (28° C), sendo a atividade expressa em U. Média da trés ensaios por

experimento.
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5- DISCUSSAO E CONCLUSAO

As pegonhas sio produzidas por muitas espécies. Os escorpides, as abelhas e as
serpentes possuem glandulas que preparam 0 liquido venenoso, € possuem tubos para

conduzi- lo a espinhos agudos ou dentes afiados que produzem ferimentos.

O isolamento dos componentes toxicos presentes nas pegonhas ¢ um instrumento util
na identificagdio de seus mecanismos de agdo e fisiopatologia, possibilitando o
desenvolvimento de tratamentos mais eficientes para as vitimas de acidentes ofidicos
(MOURA da SILVA et al, 1991).

A pegonha de Bothrops moojeni foi inicialmente cromatografada em uma resina
cationica (CM-Sepharose Fast-Flow), esta resina possul grupamentos fixos carregados
negativamente, que sdo utilizados para separar proteinas basicas. Dentre as fragdes obtidas
neste fracionamento (figura 1) somente Mla e MV apresentaram atividade PLA, (Tabela 1). A
fragio Mila foi inicialmente excluida ndo se ligando na resina, evidenciando assim o carater
acido de suas proteinas.

Esta fragdo além de ter alta atividade PLA, especifica, apresentou também atividades
hemorragica e fibrinogenolitica (dados nao apresentados). A atividade hemorragica ¢
provocada por enzimas que possuem agao lesiva na membrana basal dos vasos capilares
(MANDELBAUM, 1990). As enzimas fibrinogenoliticas podem hidrolisar as cadeias do
fibrinogénio causando a incoagulabilidade sanguinea (HUANG et al, 1993).

E bem conhecido que variantes naturais ou isoformas de PLA; estdo em pegonhas

individuais de serpentes (CHIOU et al, 1991). Com o objetivo de isolar as isoformas de PLA,
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banda parece mais forte e a sua isoforma (G6) esta ausente. Ja para as outras pegonhas

estio presentes, observa-se duas bandas

ndividuais (S4, S5 € S6) onde as duas isoformas

mais fracas ¢ de mesma intensidade.

Analisando as pegonhas individuais de serpentes de B. asper. LOMONTE et al (1992).
mostraram que nem todas as soformas e miotoxinas sa0 eXpressas em todos espécimes, €
pressao na populagdo, com variagdo na

também existem VArios tipos de padroes de ex

freqiiéncia.
tituida de duas subunidades

A proteina Bothrojararacin isolada de B. jararaca ¢ cons

nio idénticas (15.000 e 13.000

) ligadas por pontes dissulfeto. O ponto isoelétrico desta

priedades

teina varia de 4,0 a 4,2 devido & presenga de varias isoformas que possuem pro

pro
farmacologicas semelhantes (MONTEIRO et al, 1997).

A Bothrojara om a trombina bloqueando sua

cin forma um complexo nido covalente €

indugdo da agregacao plaquetaria € O coagulo ndo € formado

al, 1996). CASTRO et al (1999) demonstraram que as
einas de

atividade, com isto nao ha

(ZINGALI et al, 1993, AROSCAS et

em as Bothrojararacin-like, que sdo prot

outras espécies de serpentes botropicas possu

peso molecular 27.000, imunologicaménte relacionadas com a Bothrojaracin. Estas tambem
inibem a agregacao plaquetaria via trombina. A analise desse estudo mostrou queé a pegonha
de B. moojeni pode conter uma maior proporgao de uma unica isoforma de Bothrojaracin-like

com diferentes mobilidades eletroforéticas.

FAURE & BON (1987) identificaram ce

as de Crotalus durissus terrificus. Emb

rca de 15 isoformas da crotoxina de varios
grupos de pegonh ora relativamente grande este numero
era esperado ja que a crotoxina é formada pela associagdo a0 acaso das subunidades A e B,

es moleculares.
ma PLA, 4cida da pegonha de B. moojeni

contida na fragao G5, visto que esta que

em que ambas podem ter variant
REICHL et al (1989) isolaram u

BM-PLA,, pl 4,6, esta provavelmente ¢ a PLA;
_PLA.,, ndo € toxica, hemorragica € edematogénica.

denominada

isoforma aparece em todas irmas. BM

NONATO et al (2001) relataram 2 cristalizagdo ¢ estudos

Recentemente,

cristalograficos preliminares da BM-PLA:.

o letais ou exibem baixa letalidade em camundongos

Em geral, as PLA2 4cidas ndo sa

(DAVIDSON & DENNIS, 1991). DANIELE et al (1997) isolaram uma PLA, acida da

pegonha de B. neuwiedi e esta apresentou baixa letalidade e alta citotoxicidade in vitro. Esta
citotoxicidade ¢ dependente da atividade enzimatica (DONATO et al, 1997). A citotoxicidade
¢ a baixa letalidade podem oferecer vantagens no estudo de crescimento de tumores.
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Na figura 5, observamos que as fragdes G5 ¢ G6 possuem uma banda principal mais
ativa com atividade PLA, especifica semelhantes. Geralmente, as isoformas induzem
atividades similares com variagdo na intensidade (ROWAN et al, 1985).

Observamos também, na figura 5, que as pegonhas das irmds que possuem as duas
isoformas apresentaram uma atividade PLA, especifica menor que as pegonhas individuais
que possuem somente uma isoforma (G5).

A analise destas isoformas de PLA, acidas mostram claramente que existe uma
variabilidade quantitativa e qualitativa na expressio destas proteinas da pegonha de B.
moojeni.

As isoformas podem ser produtos de diferentes genes distribuidos na populagao ou,
diferentes modificagdes poOs-traducionais em uma unica proteina (LOMONTE &
CARMONA, 1992).

Estudos de clonagem da PLA, miotoxica de 7rimeresurus flavoviridis mostraram a
existéncia de seis isogenes diferentes (NAKASHIMA et al, 1993).

Na pegonha da espécie B. asper, as duas seqiiéncias das miotoxinas (I e II) diferem na
estrutura primaria (KAIZER et al, 1990; FRANCIS et al, 1991), sendo produtos de genes
distintos, provavelmente surgidos por duplicagio e divergéncia (DAVIDSON & DENNIS,
1990; NAKASHIMA et al, 1993).

A proteina Bothrojararacin € resultado de diferentes alelos ou expressdo de isogenes
para ambas as subunidades (MONTEIRO et al, 1997).

Tem sido demonstrado que a origem da multiplicidade de isoformas da crotoxina
resultam da combinagdo de diferentes modificagdes pos-transducionais de um Gnico precursor
da subunidade A da existéncia de mais de um DNA que codifica a subunidade B (FAURE &
BON, 1986).

O conhecimento da variabilidade individual de pegonhas de serpentes pode permitir a
descoberta de tratamentos mais eficientes para as vitimas, e seus sintomas poderdo auxiliar na

escolha do soro antipegonha mais adequado.
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