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teria

permanecido na infância, no estado de insfin'ro animal; por isso, lhe fez do

?rabalho

uma necessidade e lhe disse: Procura e acharás, trabalha e produzirós;

dessa maneira,

será o filho de ªruas obras, delas "terá o mérito e serás recompensado

segundo o que

tiverdes feito".

Evangelho segundo o Espiritismo.



() F ERÉ (Ç? [MENTC)

Ofereço este Trabalho & minha querida mãe Dione, sempre amiga e

companheira em ªrodos os momenªros de minha vida. Seu esforço,
dedicação e carinho fez de mim uma pessoa muito feliz.

Amo você.



vi

i-XGRADECSIMENTÚS

Ao meu amigo e orientador Fábio de Oliveira. Juntos, conseguimos desenvolver
bons trabalhos graças à sua sabedoria e dedicação. Nosso convívio ao longo do
meu curso fez-me admirar-lhe intensamente enquanto pessoa e prolissional.
Minha eterna gratidão.

Á Cristiani Baldo (Cris), pela parceria no desenvolvimento de vários trabalhos.
Sua ajuda foi essencial para o meu engrandecimento e aprendizado. Obrigada
pelo seu companheirismo e dedicação durante esses anos...

Á Profª Maria Inês Homsi Brandeburgo, por ter me acolhido neste laboratório.
Obrigada pela oportunidade de trabalhar contando sempre com os seus
ensinamentos.

Á Profª Amélia Hamaguchi, pelo incentivo incondicional na busca contínua de
novas descobertas e realização de novos trabalhos.

Ao meu amigo e colega Gilvan. Sua simplicidade e prontidão em ajudar as
pessoas torna-o uma pessoa grandiosa. Torço sempre por você para que consiga
tudo o que almejar na vida, pois você merece.

Ao divertidíssimo Luiz Carlos, pelo dom de fazer-me rir mesmo nos momentos
estressantes. Continue sempre com o seu bom humor....

Aos colegas do Laboratório de Química de Proteínas e Produtos Naturais: Luiz
Fernando, Rodrigo, Veridiana, Fábio Moroni, Francislene, Renata, Míriam, Luiz



vii

Henrique, Rone, Ana Flávia, Willliam, Helen, Poliana, Elizângela. Meus

sinceros agradecimentos.

Ao Cleuber, pela paciência e disposição em ensinar-me muito do que aprendi
em informática. Tenho uma longa dívida com você ( muitas folhas A4, alguns

disquetes, sem falar nos arquivos que eu achava que tinha perdido e quando eu

menos esperava, o súper Cleuber salvaval). Obrigada, por poder contar com a

sua ajuda.

A Tianinha, pelo seu carinho e amizade durante a nossa convivência. Gosto
muito de você.

Á donaNenzinha, pela ajuda indispensável.

Á Marlene, que apesar de sempre me chamar de Nubinha (brincadeira), ajudou-

me sempre que precisei.

Ao seu Vilmar, sempre prestativo e educado.

Ao CNPq e FAPEMIG pelo indispensável apoio Enanceiro.

Ao Rafael e Sandra, funcionários da Diretoria de Pesquisa e Pós-Graduação,
pela prontidão e educação que sempre me atenderam. Rafael, funcionários como
você não são comumente encontrados. Você e' uma raridade...

Ao Pablo Veras Peixoto, pelo inestimável auxilio durante os meus trabalhos.

Ás minhas avós Aurora e Aparecida, por tudo que fizerampor mim.



viii

Ao Luís Antônio, por tratar—me como uma lilha e fazer muito por mim.

Ao Beto e à Denise por tratar—me como alguém da família. Este trabalho e vários

outros foram realizados confortavelmente graças a vocês.

Ao meu namorado Michel, sempre paciente e amoroso mesmo nos momentos
mais difíceis. Minha vida tornou-se mais alegre depois que te conheci. Você é

muito importante para mim.

Amo você!!!

A Carla, que se mostrou prestativa e amiga durante nossa convivência. Obrigada

por sempre ter podido contar com você.



ix

ÍNDICE

1. INTRODUÇÃO............................................................................................... 1

2. OBJETIVOS.................................................................................................... 7

3. MATERIAL E MÉTODOS............................................................................ 8

3. 1 . Material........................................................................................................ 8

3.1.1. Peçonha bruta de Bothrops alternatus ....................................................... 8

3.1.2. Cromatograiia e eletroforese..................................................................... 8

3.1.3. Padrões para determinação do peso molecular.........................................
9

3.1.4. Determinação das atividades enzimáticas e biológicas.............................. 9

3.2. Métodos...................................................................................................... 10

3.2.1. Fracionamento da peçonha de Bothrops alternatus .................................. 10

3.2.1.1. Fracionamento da peçonha bruta de Bothrops alternatus em

gel de DEAE Sephacel...................................................................................... 10

3.2.2. Cromatografia da fração Dó em gel Sephadex G—75 ................................ 10

3.2.3. Cromatograiia em gel de afinidade da fração D6G2 em

Heparina Agarose............................................................................................. 11

3.2.4. Quantificação de proteínas...................................................................... ll
3.2.5. Ensaios Enzimáticos............................................................................... 12

3.2.5.1. Teste de degradação do fibrinogênio bovino ........................................ 12

3.2.5.2. Teste de degradação do coágulo de fibrina.......................................... 12

3.2.5.3. Atividade coagulante sobre o plasma bovino....................................... 12

3.2.5.4. Teste de degradação da caseína........................................................... 13

3.2.5.5. Ensaio de incoagulabilidade sanguinea................................................ 13

3.2.5.6. Teste com inibidores enzimáticos........................................................ 13



3.2.6. Efeitos do pH sobre a atividade proteolítica.............................................. 13

3.2.7. Eletroforese em gel de poliacrilamida....................................................... 14

3.2.7.1. Eletroforese em gel de poliacrilamida em condições

desnaturantes para a determinação do peso molecular........................................ 15

4. RESULTADOS............................................................................................... 17

4.1. Fracionamento da peçonha bruta de Bothrops alternatus em gel de

DEAE Sephacel................................................................................................... 17

4.1.1. Eletroforese em gel de poliacrilamida a 14 % em condições

desnaturantes....................................................................................................... 19

4.1.2. Atividade librinogenolíticapH dependente............................................... 20

4.1.3. Atividade caseinolítica pH dependente..................................................... 21

4.1.4. Atividade fibrinogenolíticatempo dependente......................................... 22

4.1.5. Atividade caseinolítica tempo dependente................................................ 23

4.1.6. Atividade coagulante sobre o plasma bovino............................................ 24

4.1.7. Ensaio de incoagulabilidade sanguínea..................................................... 24

4.2. Cromatografia em gel iiltração da fração D6 em

SephadexG-75 .................................................................................................... 25

4.3. Cromatografia em gel de afinidade da fração D6G2 em

Heparina Agarose................................................................................................ 25

4.3.1. Eletroforese em gel de poliacrilamida a 14 % com agentes

desnaturantes para determinação do peso molecular........................................... 26

4.3.2. Atividade proteolítica da MPA sobre o fibrinogênío, fibrina e

caseína................................................................................................................. 27

4.3.3. Efeito dos agentes inibidores sobre a atividade fibrinogenolítica

da enzimaMPA................................................................................................... 29

5. DISCUSSÃO................................................................................................... 30



xi

6. CONCLUSÃO................................................................................................
35

7. REFERÉNCIASBIBLIOGRÁFICAS............................................................
36



LISTA DE ABREVll—XTLÍRAS

AMBIC — Bicarbonato de amônio

Bis acrilamida — N, N” metileno—bis—acrilannda

CaClz - Cloreto de cálcio

DEAE — Dietilaminoetil

DFP — diisopropiltluorfosfato

8 - Coeficiente de extinção

EDTA — Ácido etilenodiaminotetrace'tico

HCl — Ácido clorídrico

M — Molar

MM — Massa molecular

MPA — Metaloprotease de Altematus

NaOH — Hidróxido de sódio

nm — Nanômetro

PAGE — Eletroforese em gel de poliacrilamida

PB — Peçonha bruta

PLAz - Fosfolipase A2

PMSF — Fenilmetilsulfonil fluoreto

rpm — Rotações por minuto

SDS — Dodecil sulfato de sódio

SDS-PAGE: Eletroforese em gel de poliacrilamida em presença de SDS

TEMED —N, N, Nº, Nº — tetrametiletilenodiamino

Tris — Tris (hidroximetil) aminometano



Este trabalho foi desenvolvido no Laboratório de Química de

Proteínas e Produtos Naturais do Instituto de Genética e

Bioquímica da Universidade Federal de Uberlândia.



RESUMO

O presente trabalho descreve o fracionamento da peçonha bruta de Bothrops
alternatus e a caracterização de suas frações isoladas quanto à atividade

proteolítica e perfil eletroforético. A peçonha foi fracionada em DEAE
Sephacel, previamente equilibrada em tampão bicarbonato de amônio 0,05 M,

num gradiente de concentração de 0,05 a 1,0 M, apresentando um perfil
cromatográfrco de seis frações principais, denominadas de Dl a D6. Todas as

nações (Dl a Dó) degradaram a caseína e as cadeias A-oc e B-B do fibrinogênio
bovino em pH 7,0-9,0. Uma fibrinogenase, denominada MPA, foi puriiicada a
partir do refracionamento da fração D6 em Sephadex G-75, seguida por
Heparina Agarose. Em eletroforese em gel de poliacrilamida, MPA se

comportou como uma proteína de cadeia simples com peso molecular aparente
de 29.000, na presença de B-mercaptoetanol. A enzima degrada a caseína e

Íibrina. A MPA hidrolisa a cadeia A—oc mais rapidamente que a cadeia B—B, mas

não altera a cadeia 7 do Íibrinogênio. A atividade frbrinogenolítica da MPA foi

inibida pela 1,10-fenantrolina. Resultados preliminares mostraram que MPA foi

capaz de tornar o sangue de camundongos incoagulável.

Palavras-chave:Bothrops alternatus, peçonha, fibrinogenase.



1. INTRODUÇÃO

As serpentes Bothrops alternatus são conhecidas popularmente, no Brasil,

como “um ”, “urutu—cruzeiro” ou “cruzeira”, são consideradas monotípicas e

de ampla dispersão, com grande distribuição na América do Sul (CAMPBEL &

LAMAR, 1989). São terrestres, utilizam microambientes diversificados e

ocupam diversas comunidades vegetais, mostrando uma grande capacidade de

adaptação, ocupando vários biomas, o que justifica sua ampla distribuição

(MESQUITA, 1997). Possuem atividade predominantemente noturna, embora

possam apresentar atividades durante todos os horários do dia.

Os acidentes oÍidicos são mais comuns do que aparentam e ocorrem
amplamente em muitas regiões do globo terrestre. Dos vários tipos de serpentes
existentes no Brasil, destacam-se as dos gêneros Bothrops, Lachesis e Crotalus.
As serpentes botrópicas são responsáveis por 90% dos acidentes no território
nacional (CARDOSO et al., 1993).

Muita controvérsia tem sido encontrada na literatura sobre as peçonhas de

serpentes. Isto se deve, em parte, às diversas ações dos múltiplos componentes
dessas peçonhas (JORGE et al., 1995). Esses componentes consistem

principalmente de proteínas e peptídeos (cerca de 90 - 95 %), compreendendo
grande variedade de enzimas e toxinas não enzimáticas (SCHMIDT et al.,

1976). A porção não protéica é representada por íons metálicos, carboidratos,



nucleosídeos, aminas e em menor proporção, lipídeos e aminoácidos livres

(CHIPPAUX et al., 1991).

Para que se possa entender as ações biológicas das peçonhas de serpentes,

deve-se conhecer as suas propriedades mais relevantes — proteólise, efeitos sobre

a coagulação, efeitos cardiovasculares e renais e efeitos sobre o sistema nervoso

(JORGE et al., 1990, 1994, 1995).

Enzimas proteolíticas são comumente encontradas em peçonhas de

serpentes, especialmente nas famílias Crotalidae e Viperidae. Muitos substratos

como a insulina, colágeno, caseína e substratos cromogênicos têm sido usados

para detectar atividade proteolítica de peçonhas (FABIANO & TU, 1981;

BJARNASON & FOX, 1987; SHANNON et al., 1989; ORTHNER et al, 1988;

OLIVEIRA et al., 1999).

As proteases das peçonhas de serpentes são um grupo heterogêneo de

proteínas com uma larga escala de massas moleculares entre 15 e 380 kDa

(KINI & EVANS, 1992). Muitas são proteínas de cadeia única (EVANS, 1984;

GAO, 1998) e outras são proteínas com multi-subunidades (ZAGANELLI,

1996; FRY, 1999). As proteases documentadas bioquímicamente até o

momento, podem ser classificadas de acordo com suas interações com

inibidores, em dois grupos: serino e metaloproteases.

As metaloproteases são enzimas dependentes de íons metálicos para

exercer sua função biológica. São inibidas por agentes quelantes como o EDTA

e 1,10 fenantrolina, os quais eliminam completamente sua atividade. As

metaloproteases fibrinogenolíticas hidrolisam preferencialrnente a cadeia A-oc

do fibrinogênio, seguida da hidrólise da cadeia B—B. Raramente a cadeia y do

fibrinogênio é hidrolisada.

As serinoproteases possuem um resíduo de serina altamente reativo, o

qual exerce um papel crítico na catálise. Inibidores de serinoproteases como o

diisopropilfluorfosfato (DFP) e o fenilmetilsulfonil fluoreto (PMSF) reagem

com a serina do sítio ativo, inativando irreversívelmente essas proteases. As



enzimas que degradam a cadeia B—B do fibrinogênio sem ação de fibrinólise

pertencem à classe das serinoproteases (MARKLAND, 1998).

As proteases encontradas nas peçonhas de serpentes exibem uma

variedade de atividades biológicas como ação coagulante (KORNALIK, 1990),

anticoagulante (SEKYIA et al., 1993), hemorrágica (TU, 1991) e hipotensiva

(MEBS, 1990).

A necrose tecidual é também gerada pela atividade de enzimas

proteolíticas, sendo responsáveis pelas alterações locais habitualmente

encontradas nos acidentes botrópicos e, eventualmente, laquéticos.
Os sinais locais decorrentes do envenenamento botrópico são equimoses,

bolhas, isquemia, necrose e até gangrena (BARRAVIEIRA, 1999; BOZOLA et

al., 1995; QUEIROZ et al., 1985). Algumas manifestações sistêmicas

encontradas são náuseas, vômitos, sudorese, hipotensão arterial e mais

raramente choque. Entretanto, as manifestações sistêmicas mais marcantes estão

relacionadas às alterações da coagulação. A peçonha botrópica e'

predominantemente coagulante e necrosante (ESTRADE et al., 1989).

Trombose venosa e embolia pulmonar parecem decorrer da inoculação da

peçonha diretamente na veia (RIBEIRO et al., 1995). A coagulação

intravascular disseminada e' uma complicação frequentemente fatal (RIBEIRO et

al., 1995).

A natureza pró-coagulante dessas peçonhas que causam este tipo de

coagulação, é devida às proteases que ativam zimogênios na cascata de

coagulação (HUTTON & WARRELL, 1993). Estas proteases, análogas aos

fatores endógenos da coagulação, ativam a cascata em etapas específicas.

Baseadas em sua especificidade, são categorizadas como ativadoras do fator X,

da protrombina e como enzimas “thrombin—like”. Os ativadores do fator X são

ou metaloproteases (por exemplo ativador do fator X designado como RVV-X

isolado da peçonha da serpente Vipera russellíi, WILLIAMS& ESNOUF, 1962;

TAKEYA et al., 1992) ou serinoproteases (MORITA, 1998).



As enzimas “thrombin—like” possuem especificidade de hidrólise

semelhante à trombina, devido ao efeito proteolítico sobre o librinogênio,

resultando em monômeros de Íibrina. Tais enzimas liberam preferencialmente o

Íibrinopeptídeo A (por exemplo Batroxobina isolada da peçonha da serpente

Bothrops atrox), não ativam o fator XIII e não são inibidas pela heparina

(SOUTAR& GINSBERG, 1993).

O fator XIII da cascata de coagulação não é ativado em fatorXllla, assim,

somente o coágulo “frouxo” é formado, pois não existe ligação cruzada entre os

monômeros de fibrina. Dessa forma, esse coágulo é rapidamente removido da

circulação tanto pela frbrinólise, como pela Via do sistema retículo endotelial.

Por esse motivo, as enzimas “thrombin—like” apresentam um comportamento

paradoxo conhecido como “Desfrbrinogenação Terapêutica”: elas induzem

coagulação in vitro mas causam incoagulabilidade in vivo. Essas enzimas

tornam o sangue incoagulável, pela depleção do estoque de fibrinogênio

(MAHIR et al., 1987).

As proteases das peçonhas das serpentes Trimeresurus flavovirídís

(KOSUGI et al., 1986), Bítis gabonica (PIRKLE et al., 1986), Cerastes vipera

(FARID & TU, 1989), Cerastes cerastes (LARABA-DJEBARA et al, 1992),

Trímeresurus stejnegeri (ZHANG et al., 1998) e Agkistrodon caliginosus (CHO

et al., 2001) induzem coagulação do plasma, enquanto proteases das peçonhas

de Naja nigricollís (EVANS, 1981), Bothrops castelnaudi (KAMIGUTI et al.,

1985), Cerastes cerastes (DAOUD et al., 1986a, 1986b, 1987), Bothrops

alternatus (SMOLKA et al., 1998), Echís carínatus (TENG et al., 1985),

Crotalus adamanteus (MARKLAND & DAMUS, 1971), Vipera lebetína

(SIIGUR & SIIGUR, 1991), Bothrops atrox (STOCKER & BARLOW, 1976)

prolongam a coagulação do plasma.

A peçonha de serpentes tem uma ação coagulante que dura alguns

minutos. Esta ação no local da picada limita a absorção da peçonha pela

coagulação local na lesão (KOUYOUMDJIAN & POLIZELLI, 1989;



MARUYAMA et al., 1990; MILANI et al., 1997). A ação anticoagulante é mais

frequentemente encontrada e o acompanhamento do tempo de coagulação é um

dos parâmetros utilizados na estimativa da gravidade do acidente ofidico

(MONTEIRO et al., 1998). O mecanismo envolve três situações: ação

fibrinolítica, ativação enzimática do plasminogênio e ativação da fosfolipaseAl
Este quadro decorre do fato de que as peçonhas podem conter diversas

frações afetando a coagulação em várias etapas, variando seus efeitos na

dependência da quantidade e local da inoculação. O efeito sobre a circulação

pode ser sinérgico ou antagônico (JORGE et al., 1995).

As plaquetas são também afetadas podendo ocorrer tanto adesão, a

agregação e a desagregação, podendo conduzir à plaquetopenia (KAMIGUTI et

al., 1991; KOUYOUMDJIAN & POLIZELLI, 1989; MARUYAMA et al.,

1990; MYINT—LWINet al., 1985).

Alguns fenômenos cardiovasculares podem decorrer de alterações

endoteliais provocadas pelas peçonhas proteolíticas. Envenenamentos crotálicos

e botrópicos produzem efeitos cardiovasculares semelhantes (ESTRADE et al.,

1989).

As enzimas fibrinogenolíticas encontradas nas peçonhas de serpentes

podem ser classificadas em três grupos, dependendo da especificidade de

hidrólise das cadeias do fibrinogênio. O primeiro grupo são aquelas com

preferência de hidrólise pela cadeia A-a (LEONARDI et al, 2002; ESTEVÃO-

COSTA et al., 2000), o segundo pela cadeia B-B (GUO et al., 2001; SAMEL et

al., 2002) e o terceiro pela cadeia y do iibrinogênio (NIKAI et al., 1984).

Muitas enzimas proteolíticas de peçonhas de serpentes, com atividades

fibrinogenolítica e anticoagulante, assim como as “thrombin—like”, podem ser

utilizadas no desenvolvimento de drogas para o tratamento de doenças

trombóticas, tais como em transplantes de órgãos e cirurgias vasculares, para a

prevenção de formação de trombos na superficie desses órgãos ou prótese e para



o melhoramento da circulação sanguínea em
diversas desordens vasculares, pela

redução da viscosidade do sangue (BELL, 1988; STOCKER& MEIER, 1988).

A alta atividade proteolítica é uma característica importante da peçonha

da serpente Bothrops alternatus. Este foi o principal motivo que nos levou a

interessar pelo efeito proteolítico causado pela peçonha
desta serpente.



2. OBJETIVOS

O presente trabalho teve como objetivos fracionar a peçonha da serpente

Bothrops alternatus e caracterizar suas frações quanto à atividade proteolítica e

perfil eletroforético.



3. MATERIAL E MÉTODOS

3.1.Material

3.1.1. Peçanha bruta de Bothrops alternatus

A peçonha bruta de Bothrops alternatus foi gentilmente doada pela Profª.

Drª. Vera Lúcia de Campos Brites, do Instituto de Biologia da Universidade

Federal de Uberlândia (INBIO—UFU) e pelo Biólogo Luiz Henrique Anzaloni

Pedrosa, da Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto (FMRP). A peçonha bruta

foi dessecada a vácuo e armazenada a — 20 0C até o momento do uso.

3.1.2. Cromatografia e eletroforese

DEAE Sephacel (AmershamPharmacia Ltda)

Sephadex G—75 (AmershamPharmacia Ltda)

Heparina agarose (AmershamPharmacia Ltda)

Acrilamida, bis-acrilamida, TEMED, SDS, Comassie BrilliantBlue R—

250, EDTA, soroalbumina bovina, azul de bromofenol, B-mercaptoetanol,

persulfato de amônio (Sigma Chem. Co).



3.1.3.

3.1.4.

Padrões para determinação do peso molecular

- Padrão de peso molecular LMW (Low Molecular Weight): fosforilase

b (97.000), albumina bovina (66.000), ovoalbumina (45.000), anidrase

carbônica (30.000), inibidor de tripsina (20.100) e oc—lactoalbumina

(14.400).

- Padrão de peso molecular Dalton Mark VII—L: soroalbuminabovina

(66.000), ovoalbumina (45.000), gliceraldeído-3-fosfato—desidrogenase

(36.000), anidrase carbônica (29.000), tripsinogênio (24.000), inibidor de

tripsina (20.100) e a-lactoalbumina (14.400).

Determinação das atividades enzimáticas e biológicas

- Fibrinogêniobovino (Sigma Chem. Co)

- Caseína pura (Lafan, Química Fina Ltda)

- Trombina bovina (SigmaChem. Co)

- O plasma bovino foi gentilmentedoado pelo Hospital Veterinário da

Universidade Federal de Uberlândia (UFU).

- Animais experimentais (camundongos albinos da raça Swiss) foram

gentilmente doados pela Pentapharm do Brasil (Uberlândia-MG) e

mantidos no Laboratório de Química de Proteínas e Produtos Naturais da

Universidade Federal de Uberlândia (UFU) na fase de experimentação.

Os demais reagentes utilizados eram de grau analítico.
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3.2. Métodos

3.2.1. Fracionamento da peçonha de Bothrops alternatus

3.2.1.1. Fracionamento da peçonha bruta de Bothrops alternatus em gel de

DEAE Sephacel

Cerca de 200 mg da peçonha bruta de Bothrops alternatus foram

dissolvidos em 2 mL de tampão bicarbonato de amônio 0,05 M, pH 7,8,

centriliigados a 10.000 rpm por 10 minutos em temperatura ambiente. O

sobrenadante límpido obtido foi aplicado a uma coluna de troca iônica em gel de

DEAE Sephacel (1,5 x 15 cm), equilibrada com o mesmo tampão. A amostra foi

eluída em temperatura ambiente com um gradiente convexo de concentração de

bicarbonato de amônio (0,05-LOM), pH 7,8, utilizando uma câmara de mistura

com um volume de 150 mL. Frações de 3,0 mL foram coletadas num fluxo de

20 mL/hora por um coletor de frações GILSON. Cada fração coletada foi

acompanhada em absorbância à 280 nm em um espectrofotômetro SPEKOL UV

VIS (Zeiss). Em seguida um gráfico foi construido, sendo as amostras

delimitadas, reunidas em “pools”, dosadas, lioiilizadas e armazenadas a - 20 ºC.

3.2.2. Cromatografia da fração D6 em gel SephadexG—75

A sexta fração da cromatografia em DEAE Sephacel, denominada D6, foi

liofilizada , ressuspendida em tampão bicarbonato de amônio 0,05M, pH 7,8 e

aplicada a uma coluna de Sephadex G-75 (2,0 )( 100cm). As amostras foram

eluídas com o mesmo tampão e &ações de 3,0 mL foram coletadas, num Íluxo

de 20 mL/hora por um coletor de frações GILSON. Cada fração coletada foi

acompanhada conforme descrito no item anterior 3.2.1 . 1).
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3.2.3. Cromatografia em gel de afinidade da fração D6G2 em Heparina

Agarose

A fração denominada D6G2 (obtida da cromatografia da &ação D6 em

Sephadex G-75), depois de liofilizada, foi ressuspendida em 2,0 mL de tampão

Tris—HCl 20 mM pH 7,0 em CaClz 5 mM e aplicada a uma coluna de Heparina—

Agarose (1,7 x lScm). A amostra foi eluída com tampão Tris-HCl 20 mM, pH

7,0 contendo NaCl 1,0 M e frações de 2,0 mL foram coletadas num fluxo de 40

mL/hora. A absorbância de cada fração foi acompanhada conforme descrito no

item 3.2.1.1.

3.2.4. Quantificação de proteínas

Para quantificar as proteínas presentes nas amostras de peçonha, soluções

contendo de 0,1 a 2,0 mg de proteínas foram submetidas à dosagem pelo método

do microbiureto, conforme descrito por ITZHAKI e GILL (1964). A curva

padrão foi construída utilizando-se soroalbumina bovina, que apresenta um

coeficiente de extinção a ªº fºg/m* em 278 nm de 0,666 (DOTY e GEIDUSCHEC,

1953). As amostras de proteínas foram completadas para o volume de 1,0 mL

com água deionizada, aos quais foram acrescidos 500 uL dos reagentes Rl ou

R2 (previamente preparados em nosso laboratório). A seguir, foi realizada a

leitura em espectrofotômetro SPEKOL UV VIS da Zeiss a 310nm, contra um

branco sem proteína. O reagente Rl é composto por 0,21% CuSO4.5HzO

dissolvido em NaOH 30,4% e o R2 e' formado por uma solução de NaOH a

30%.
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3.2.5. Ensaios Enzimáticos

3.2.5.1. Teste de degradação do fibrinogênio bovino

Foi realizado segundo OLIVEIRA et al. (1999). Em SOuL de uma solução

de flbrinogênio bovino (1,5 mg/mL salina) foram adicionados 5 ug de proteínas

e a solução incubada por até 60 min a 37 ºC. As amostras foram dissolvidas em

25 uL de tampão Tris HCl 0,06 M, pH 6,8, contendo glicerol a 10% (v/v), B-

mercaptoetanol a 10% (v/v), SDS a 2% (m/v) e azul de bromofenol 0,05%. Em

seguida, foram aquecidas a 100 ºC por 3 minutos e submetidas à eletroforese em

gel de poliacrilamida a 14% com SDS, como agente desnaturante.

3.2.5.2. Teste de degradação do coágulo de fibrina

O coágulo de fibrina foi formado adicionando-se cerca de 10 unidades de

trombina bovina em 50 uL de uma solução de fibrinogênio bovino (1,5 mg/mL

de salina). A atividade fibrinolítica foi realizada e analisada conforme descrito

no item anterior (3.2.5.1).

3.2.5.3. Atividade coagulante sobre o plasma bovino

Amostras contendo 5 ug de proteinas foram diluídas para um volume final

de 50 uL em salina e aplicadas a 200 uL de plasma bovino a 37 0C. A atividade

foi caracterizada pelo imediato aparecimento da rede de fibrina em comparação

com o tempo de coagulação do controle, no qual contém cloreto de cálcio na

concentração final de 0,04M.
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3.2.5.4. Teste de degradação da caseína

Foi realizada conforme descrito no item 3.2.5.1, substituindo o

fibrinogênio bovino pela caseína.

3.2.5.5. Ensaio de incoagulabilidadesangíiínea

O ensaio de desfibrinogenação foi realizado segundo o método descrito

por GENE et al. (1989), com algumas modificações. Cerca de 20 ug de

proteínas foram injetados intraperitonealmente em camundongos, num volume

final de 200 uL de salina. Após uma hora, os animais foram sacrificados com

éter e a atividade foi determinada medindo-se o tempo de coagulação do sangue,

obtido por punção cardíaca. Camundongos controles receberam 200 uL de

salina.

3.2.5.6. Teste com inibidores enzimáticos

O efeito dos inibidores de proteases foi estudado utilizando EDTA 10

mM, 1,10 fenantrolina lO mM, PMSF lO mM, aprotinina 10 mM, leupetina 1

mM e B—mercaptoetanol lO mM sobre a atividade Íibrinogenolítica. Para cada

ensaio, a enzima era pré—incubada durante 30 minutos à temperatura ambiente

com o inibidor. Em seguida, a atividade era realizada como descrita

anteriormente (3.2.5.1).

3.2.6. Efeitos do pH sobre a atividade proteolítica

Cerca de 5 ug de amostra foram dissolvidos para um volume fmal de 50

”L de salina e incubados a 37 ºC, durante 60 minutos, em diferentes pHs (3, 7 e
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9) ou em tempos diferentes (15, 30, 45 ou 60 min) em pH 7,0. Em seguida as

amostras foram colocadas em banho de gelo e as atividades proteolíticas sobre o

fibrinogênio bovino e caseína foram determinadas como descrito nos itens

3.2.5.1 e 3.2.5.4, respectivamente.

3.2.7. Eletroforese em gel de poliacrilamida

Preparaçãodos géis

Dois espaçadores em forma de fita foram utilizados para formar entre

duas placas de vidro (9,5 x 10,5 x 0,2 cm), um espaço retangular de

aproximadamente 1,0 mm de espessura. Com o auxílio de um suporte de

montagem, as placas foram imobilizadas verticalmente, formando assim uma

câmara que era preenchida com a solução do gel.

Terminada a polimerização do gel, a placa foi colocada em uma cuba de

acrílico e conectada aos eletrodos. A eletroforese foi conduzida por uma

corrente constante de 25 mA por aproximadamente 50 minutos.

Após a eletroforese, os géis foram retirados da placa e mergulhados em

uma solução flxadora (metanol 50%; ácido acético 10%) por 5 minutos, sendo

posteriormente corados por aproximadamente 10 minutos com Coomassie

Brilliant Blue R—250 0,2% (rn/v) em água-metanol- ácido acético (40:50:10 v/v).

Em seguida, os géis foram descorados por uma solução de etanol a 30% e depois

prensados entre duas folhas de papel celofane poroso através de bastidores

fixados por garras e deixados à temperatura ambiente por aproximadamente 2 a

3 dias para a secagem. Neste procedimento, os géis se desidratam,

transformando—se numa fina película entre as folhas de celofane, que são

recortadas e guardadas para análise posterior e fotografadas.
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3.2.7.1. Eletroforese em gel de poliacrilamida em condições desnaturantes

para a determinação do peso molecular

As eletroforeses para a estimativa dos pesos moleculares foram realizadas

segundo o método de LAEMMLI (1970), utilizando-se géis de poliacrilamida

com SDS (dodecil sulfato de sódio) como agente desnaturante. Na preparação

dos géis & 5% e 14% foram utilizadas as seguintes soluções:

SOLUÇÓESESTOQUES VOLUME(uL)
Gel de Gel de empilhamento

separação (14%) (5%)

Tris-HCl ZM pH 8,8 1.170

Tris-HCl ZM pH 6,8 - 167

EDTA 200mM 63 27

Acrilamida:bis (30: 0,8) 2.920 435

Água deionizada 2015 1.990

TEMED 7,5 2,5

Persulfato de amônio (10%) 37,5 18

A solução trizma base O,] M, EDTA 7,8 mM, glicina 0,77 M e SDS 0,3%

(m/V) pH 8,3 foi utilizada como tampão para o cátodo e a mesma solução, porém

sem glicina, para o ânodo.

As amostras foram dissolvidas em água deionizada. Em seguida foi

adicionado 50% de tampão STOP (Tris—HCl 187 mM pH 6,8, SDS 6%, EDTA 6

mM, azul de bromofenol 1% e glicerol 27%) e 10% de B-mercaptoetanol.

Posteriormente, as amostras foram aquecidas a 100 ºC durante 3 minutos e

aplicadas ao gel de poliacrilamida.

Foram utilizados os seguintes padrões para determinação dos pesos

moleculares: 1 - LMW (Low Molecular Weight): fosforilase b (97.000),

albumina bovina (66.000), ovoalbumina (45.000), anidrase carbônica (30.000),

inibidor de tripsina (20.100) e oc-lactoalbumina (14.400); 2 - Dalton Mark VII—L:
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soroalbumina bovina (66.000), ovoalbumina (45.000), gliceraldeído-3-fósfato-

desidrogenase (36.000), anidrase carbônica (29.000), tripsinogênio (24.000),

inibidor de tripsina (20.100) e cx-lactoalbumina (14.400).
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4. RESULTADOS

4.1. Fracionamento da peçonha bruta de Bothrops alternatus em gel de

DEAE Sephacel

O fracionamento da peçonha bruta de Bothrops alternatus
foi inicialmente

realizado em gel de DEAE Sephacel em um gradiente convexo de concentração

em tampão bicarbonato de amônio 0,05 a 1 M em pH 7,8. O perfil

cromatográfrco está mostrado na âgura 01. A peçonha total foi resolvida em seis

frações proteolíticas denominadas de Dl a D6. Sua recuperação protéica

realizada por absorbância total à 280nm foi de aproximadamente 64,6 % (tabela

01).
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Figura 01: Fracionamento de 200 mg da peçonha bruta de Bothrops alternatus em coluna de DEAE Sephacel

(1,5 X 15 cm), equilibrada com tampão bicarbonato de amônio 0,05M, pH 7,8. As amostras foram eluídas num

gradiente convexo de concentração (0,05 — 0,3 M e 0,3 — 1,0 M) do mesmo tampão, num fluxo de 20 mL/h à

temperatura ambiente. Frações de 3 mL foram coletadas.

Tabela 01: Recuperação protéica por absorbância à 280nm das frações obtidas

do fracionamento da peçonha bruta de B. alternatus em DEAE Sephacel

Amostras Recuperação Protéica (%)**
Unidades totais de A280n|n

PB* 182,87 100,00

Dl 29,53 16,15

D2 28,68 15,68

D3 10,19 5,57

D4 7,76 4,24

D5 10,45 5,71

D6 31,52 17,24

Total 118,13 64,59

* PB - Peçonha bruta de Bothrops alternatus.

** Recuperação protéica realizada pela absorbância total à 280 nm
de cada fração.
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4.1.1. Eletroforese em gel de poliacrilamida a 14 % em condições

desnaturantes

A figura 02 mostra o resultado da eletroforese em gel de poliacrilamida a

14% em condições desnaturantes da peçonha bruta e das frações obtidas a partir

do fracionamento em gel de DEAE Sephacel. Nesta mesma figura podemos

observar que a fração DZ é formada por uma proteína majoritária com um peso

molecular próximo à 23.000. Todas as demais frações são constituídas por

várias proteínas.

kDa 12345678

Figura 02: Eletroforese em gel de poliacrilamida a 14% com agentes desnaturantes da peçonha bruta de

Bothrops alternatus e das nações obtidas no fracionamento com a resina DEAE Sephacel. Linha 1- Padrão de

peso molecular LMW (Low Molecular Weight): fOSforilase b (97.000), albumina bovina (66.000), ovoalbumina

(45.000), anidrase carbônica (30.000), inibidor de tripsina (20.100) e a-lactoalbumina (14.400); 2- Peçonha

bruta de Bothrops alternatus ; 3- D1; 4- D2; 5- D3; 6- D4; 7- DS; 8- D6.

Condições: corrente: 25 mA; tempo de corrida: 50 minutos; solução fixadora: metanol 50 % - ácido acético 10

%; solução corante: solução 0,2% de Coomassie Brilhante Blue R—250 em metanol 50 %; solução descorante:

etanol a 30%.
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4.1.2. Atividade fibrinogenolíticapH dependente

Os resultados obtidos para a atividade fibrinogenolítica em diferentes

pHs (3, 7 e 9) da peçonha bruta e das frações isoladas (Dl a Dó) estão

apresentados na figura 03. A peçonha bruta, assim como as frações Dl a D6

degradaram melhor o librinogênio bovino em pH 7,0 ou 9,0. Podemos, ainda,

observar que a peçonha bruta e todas as frações foram capazes de degradar

em maior ou menor intensidade, as cadeias A—a e 8-6, mas nunca a cadeia 7

do tibrinogênio bovino. Por outro lado, podemos observar que a peçonha

bruta e as frações Dl, D2, D3 e Dó, apresentam pouca ou nenhuma atividade

fibrinogenolítica em pH 3,0. As frações D4 e DS parecem hidrolisar as

cadeias A—oc e B-B independentementedo pH do meio.

12345678 12345678

A ,, “_
A0.

sua;

Blª gwªªªgawwª lip 3w« »-ªâw

pH 3,0 PH 770

12345678

Aa

pH 9,0

Figura 03: Eletroforese em gel de poliacrilamida a 14% com agentes desnaturantes dos produtos de hidrólise do

fibrinogênio bovino, causada pela peçonha bruta (PB) e pelas frações isoladas por troca iônica em DEAE

Sephacel. Linha 1- flbrinogênio bovino controle, linhas 2 a 8: fibrinogênio incubado durante 60 min com PB e as

&ações D1 21 D6, respectivamente.
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4.1.3. Atividade caseinolítica pH dependente

A figura 04 mostra os resultados obtidos da atividade caseinolítica em

diferentes pHs (3, 7 e 9) da peçonha bruta e das fraçõesDl a Dó. Assim como

na atividade fibrinogenolítica, a peçonha bruta e todas as íiações

apresentaram uma maior degradação da caseína em pH 7,0 ou 9,0. As frações

Dl e D4 em pHs 7,0 ou 9,0, hidrolisaram completamente a caseína. A

peçonha bruta e as frações Dl, D2 e D3 quase não apresentaram atividade

caseinolítica em meio ácido (pH 3,0). As frações D4, D5 e D6 apresentaram

uma elevada atividade caseinolítica, independente do pH do meio.

12345678 12345678

%ªâtmuãfim &

pH3,0 pH7,0

12345678

pH 9,0

Figura 04: Eletroforese em gel de poliacrilamida & 14% com agentes desnaturantes dos produtos de hidrólise da

caseína, causada pela peçonha bruta (PB) e pelas íi'ações (D] a D6) isoladas por troca iônica em DEAE

Sephaoel. Linha l— caseína controle, linhas 2 a 8: caseína incubada durante 60 min com PB e as fraçõesDl a D6,

respectivamente.
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4.1.4. Atividade fibrinogenolíticatempo dependente

O teste de degradação do fibrinogênio bovino incubado com a peçonha

bruta e com as frações (Dl a D6) por um período de 15 a 60 minutos, em pH

7,0, está mostrado na figura 05. Podemos observar que a hidrólise do

fibrinogênio aumentou com o decorrer do tempo. A peçonha bruta e as frações

Dl, D2 e D3 apresentaram uma maior atividade fibrinogenolítica quando

comparadas às demais frações. Todas as amostras testadas hidrolisaram a cadeia

A-a mais rapidamente que a cadeia B-B e parece não alterar a cadeia y do

fibrinogênio bovino.

12345678 12345678

Aa
'

Au BB ._.. :; É fªt
BB “ª v ª“ » ii a no É ª "'
“] “ªº“ km ªai &.» a»: Lí ªiª inª

15 min

12345678

Au
BB a.“ «

, , »»
7 »» M,. M.,. »» &; "EJ tu?—â iii

45 min

30 min

12345678

Aª nª;ªº É....

60 min

Figura 05: Eletroforese em gel de poliacrilamida & 14% com agentes desnaturantes dos produtos de hidrólise do

librinogênio bovino, causada pela peçonha bruta (PB) e pelas frações obtidas por troca iônica em DEAE

Sephacel. Linha 1- fibrinogênio bovino controle, linhas 2 a 8: fibrinogênio incubado por até 60 min com PB e as

fraçõesDl a D6, respectivamente.
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4.1.5. Atividade caseinolítica tempo dependente

A figura 06 mostra a atividade proteolítica sobre a caseína da peçonha

bruta e das frações Dl a D6 quando incubados por até 60 min em pH 7,0. A

degradação da caseína não foi muito diferente com os tempos de incubação de

15 a 60 minutos. A peçonha bruta e as frações Dl a D4 apresentaram uma maior

atividade caseinolítica quando comparadas às demais frações (DS e D6).

12345678 12345678

12345678 12345678

ZÉ
:
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45 min 60 min

Figura 06: Eletroforese em gel de poliacrilamida a 14% com agentes desnaturantes dos produtos de hidrólise da

caseína, causada pela peçonha bruta (PB) e pelas frações obtidas por troca iônica em DEAE Sephacel. Linha 1-

caseína controle, linhas 2 a 8: caseína incubada por até 60 min com PB e as &ações D1 21 D6, respectivamente.
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4.1.6. Atividade coagulante sobre o plasma bovino

A atividade coagulante sobre o plasma bovino da peçonha bruta de

Bothrops alternatus e das frações obtidas do fracionamento em gel de DEAE

Sephacel está mostrada na tabela 02. A atividade coagulante ficou restrita

somente à fração D3, a qual coagulou o plasma ligeiramente mais rápido do que

a peçonha bruta.

Tabela 02: Atividade coagulante sobre o plasma bovino da peçonha bruta de

bothrops alternatus e das nações obtidas a partir da resina DEAE Sephacel

Amostras Tempo de coagulação (s)

CaClz 0,2M 188.00

PB* 44.16

Dl > 240.00

D2 > 240.00

D3 31.64

D4 > 240.00

DS > 240.00

D6 > 240.00

* Peçonha bruta de Bothrops alternatus

Amostras contendo 5 ug de proteínas foram diluídas para um volume íinal de 50 ul de

salina e aplicadas em 200 ul de plasma bovino incubados à 37º C, conforme descrito em

material e métodos.

4.1.7. Ensaio de incoagulabilidadesangiiínea

As frações Dl a D6 foram injetadas intraperitonealmente em

camundongos. As frações D1, D3 e D6, tornaram o plasma incoagulável, mesmo

após 24 horas da sua inoculação.



25

4.2. Cromatografia em gel filtração da fração D6 em Sephadox G—75

A cromatografia da fração D6 foi realizado em gel de Sephadex G-75 em

tampão bicarbonato de amônio 0,05 M, pH 7,8. O perfil oromatográiico está

mostrado na figura 07. A fração Dó foi resolvida em três subfrações

denominadas de D6Gl, D6G2 e D6G3, respectivamente.

D6G2
0,06
0,05
0,04
0,03
0,02
0,01

0 1 1
1 1 1

1

0 20 40 60 80 100 120 140

Número de tubos

Absorbância

280nm

Figura 07: Cromatografia da fração D6 em coluna de Sephadex G-75 (2,0 X 100 cm), equilibrada com tampão

bicarbonato de amônio 0,05M, pH 7,8. As amostras foram eluídas num fluxo de 20 mL/h à temperatura

ambiente. Frações de 3 mL foram coletadas.

4.3. Cromatografia em gel de afinidade da fração D6G2 em Heparina

Agarose

A subfração D6G2 foi cromatografada em gel de Heparina Agarose. Esse

passo resultou em duas frações denominadas de D6G2Hl e D6G2H2,

respectivamente. (Figura. 08).
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Figura 08: Cromatogratia da fração DõGZ em coluna de Heparina Agarose (1,7 x 15 em), equilibrada com

tampão Tris HCl 20 mM + CaClz 5 mM, pH 7,0. As amostras foram eluídas com Tris HCl 20 mM pH 7,0

contendo NaCl 1,0M, num fluxo de 40 mL/h à temperatura ambiente. Frações de 2 mL foram coletadas.

4.3.1. Eletroforese em gel de poliacrilamida a 14 % com agentes

desnaturantes para determinação do peso molecular

A figura 09 mostra o resultado da eletroforese em gel de poliacrilamida a

14% da peçonha bruta e da fração D6G2Hl (agora chamada de MPA:

Metaloprotease de Alternatus), a qual apresentou banda única, com atividade

proteolítica sobre o fibrinogênio, flbrina e caseína. A enzima não apresentou

atividade coagulante, PLA2 e nem hemorrágica. O peso molecular aparente da

MPA encontrado foi de aproximadamente29.000, sob condições redutoras.

Figura 09: Eletroforese em gel de poliacrilamida com agentes desnaturantes a 14%.

Linha 1- Padrão de peso molecular Dalton Mark VII-L: soroalbumina bovina (66.000), ovoalbumina (45.000),

gliceraldeído—3—fosfato—desidrogenase(36.000), anidrase carbônica (29.000), tripsinogênio (24.000), inibidor de

tripsina (20.100) e a-lactoalbumina (14.400); 2- Peçonha bruta de Bothrops alternatus; 3- MPA.
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4.3.2. Atividade proteolítica da MPA sobre () fibrinogênio, fibrina e caseína

As figuras 10, 11 e 12 mostram o resultado da eletroforese em gel de

poliacrilamida a 14% da atividade proteolítica da fração MPA sobre o

tibrinogênio, Íibrina e caseína, respectivamente. Dentre todas as atividades

testadas, a atividade iibrinogenolítica foi a melhor evidenciada. A enzima MPA

foi capaz de hidrolisar primeiro a cadeias A—oc, depois a cadeia B-B, mas não

mostrou nenhum efeito sobre a cadeia 7 do fibrinogênio bovino.
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Figura 10: Eletroforese em gel de poliacrilamida a 14% com agentes desnaturantes dos produtos de digestão do

fibrinogênio bovino pela enzima MPA.

Linha 1 - Fibrinogênio Controle, linhas 2 a 6—F1br1nogenio incubado com MPA por 15, 30, 45, 60 e 180 min,

respectivamente.

Uma pequena atividade tibrinolítica da enzima MPA pode ser evidenciada

pelo aparecimento de subprodutos de hidrólise de Íibrina (figura 11).
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Figura 11: Eletroforese em gel de poliacrilamida a 14% com agentes desnaturantes dos produtos de digestão da

tibrina bovina pela enzima MPA. Linha 1 - Fibrina Controle; linhas 2 a 7 — Fibrina incubada comMPA por 15,

30, 45, 60, 180 e 300 min, respectivamente.
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Os resultados mostrados pela figura 12 sugerem que a enzima MPA

apresenta uma baixa atividade caseinolítica, mesmo quando ineubada por um

período de até 24 horas.

seªge
Figura 12: Eletroforese em gel de poliacrilamida & 14% com agentes desnaturantes dos produtos de digestão

da

caseína pela enzima MPA. Linha 1 - Caseína Controle; linhas 2 a 5 - Caseína incubada comMPA por 1, 3, 6 e

24 horas, respectivamente.
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4.3.3. Efeito dos agentes inibidores sobre a atividade fibrinogenolítica da

enzima MPA

A figura 13 mostra o efeito dos agentes inibidores de proteases sobre a

atividade fibrinogenolítica da enzima MPA. Dentre os inibidores testados,

somente a 1,10 fenantrolina foi capaz de inibir completamente a atividade da

enzima. Os demais inibidores (PMSF, aprotinina, EDTA, B-mercaptoetanol e

leupeptina) não mostraram efeitos sobre essa atividade.
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Figura 13: Eletroforese em gel de poliacrilamida a 14 % com agentes desnaturantes dos produtos
de digestão do

iibrinogênio bovino, causada pela enzima MPA tratada com inibidores de proteases. l-Hbrinogênio bovino

controle; 2— iibrinogênio incubado com MPA por 180 minutos; 3 a 8- fibrinogênio
mais MPA incubada por 60

minutos com PMSF 10mM, aprotinina 10mM, EDTA 10mM, B—mercaptoetanol 10mM e 1,10 fenantrolina

10mM e leupeptina lmM, respectivamente.
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5. DISCUSSÃO

O estudo da peçonha de Bothrops alternatus, popularmente chamada de

urutu—cruzeiro, é particularmente interessante, pois, esta é uma das serpentes

mais abundantes do Triângulo Mineiro, embora sua peçonha tenha sido pouco

explorada.
Uma característica importante dessa peçonha é sua alta atividade

proteolítica, responsável pelos efeitos locais e sistêmicos observados durante o

envenenamento.
O trabalho ora proposto teve como objetivo fracionar a peçonha bruta de

Bothrops alternatus, identificando as frações que apresentaram atividade

proteolítica.
Para os dois primeiros &acionamentos realizados foram utilizados tampão

bicarbonato de amônio, pois este sal e' volátil e, portanto, facilmente retirado das

amostras durante a liolilização. Dessa forma, não houve necessidade de

submeter as frações obtidas ao processo de diálise após cada etapa

cromatográlica.

Após o fracionamento, as frações isoladas foram quantificadas pelo

método do microbiureto, liofilizadas e armazenadas a —20 ºC até o momento da

realização dos ensaios enzimáticos.
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A peçonha bruta de Bothrops alternatus foi inicialmente cromatografada

em gel de DEAE Sephacel em pH 7,8. Este é o pH ótimo para a maioria das

enzimas proteolíticas já isoladas e descritas na literatura (ZAGANELLI et al,

1996; LOBO DE ARAÚJO et al, 1998; SMOLKA et al, 1998; CASTRO et al,

1998; OLIVEIRA et al, 1999; SOARES et al, 1999; RODRIGUES et al., 2000).

Desse fracionamento foram obtidas seis frações principais denominadas de Dl a

D6 (figura 01), as quais mostraram atividade proteolítica (Íibrinogenolítica e

caseinolítica).
A recuperação protéica foi estimada por meio da absorbância total à 280

nm, obtendo-se cerca de 64,6 %. Este percentual de recuperação pode ser

considerado baixo quando comparado com os valores encontrados para outras

peçonhas botrópicas. Segundo NISENBOM et al., (1986), resinas

frequentemente usadas no fracionamento de outras peçonhas não apresentaram

recuperação protéica satisfatória para a peçonha de Bothrops
alternatus.

Na eletroforese em gel de poliacrilarnida a 14% com agentes

desnaturantes da peçonha bruta e das frações obtidas a partir do fracionamento

realizado em gel de DEAE Sephacel observou-se que a fração DZ possui uma

proteína majoritária com um peso molecular próximo à 23.000. Todas as
demais

frações eram constituídas por várias proteínas (figura 02). Estudos posteriores

poderão ser realizados com a fração D2 pela possibilidade de obtenção de

proteína mais pura e possivelmente uma melhor caracterização da sua atividade

proteolítica.

Nossos resultados demonstraram que a peçonha bruta e as frações

apresentaram atividade fibrinogenolítica em pH 7,0 ou 9,0, em um tempo de

incubação de até 1 hora (figuras 03 e 05, respectivamente). Por outro lado, as

frações D1, D2, D3, D6 e a peçonha bruta não apresentaram atividade em pH

3,0 (figura 03).

A especificidade de hidrólise das cadeias do fibrinogênio pode ser

observada nas figuras 03 e 05, onde observamos que todas as frações foram
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capazes de hidrolisar o librinogênio bovino, porém de maneira diferente. É

interessante ressaltar que a peçonha bruta e as frações Dl, D2, D3 e D6, em pH

7,0 ou 9,0, degradaram primeiro a cadeia A-oc e depois a B—B do fibrinogênio

bovino (figura 03). Nenhuma fração foi capaz de hidrolisar a cadeia 7. Esse

padrão de especificidade e comum para a maioria das fibrinogenases isoladas de

peçonhas de serpentes (OLIVEIRA et al., 1999; XIUXIA et al., 2001). As

frações D4 e DS parecem hidrolisar preferencialrnente a cadeia A-oc,

independentementedo pH testado (figura 03).

Foi observado que a hidrólise do fibrinogênio aumentou com o decorrer

do tempo. A peçonha bruta, assim como Dl, D2 e D3 apresentaram uma maior

atividade fibrinogenolíticaquando comparadas às demais frações (figura 05).

A peçonha bruta e todas as frações também degradaram melhor a caseína

em pH 7,0 ou 9,0 (figura 04). As frações Dl e D4, em pHs 7,0 ou 9,0,

hidrolisaram completamente a caseína. Essas duas frações apresentaram uma

atividade caseinolítica maior que a peçonha total. A peçonha bruta e as frações

Dl, D2 e D3 quase não apresentaram atividade proteolítica em meio ácido (pH

3,0) (figura 04).

A degradação da caseína não foi muito diferente com os tempos de

incubação de 15 a 60 minutos (figura 06). Esses resultados mostraram que a

peçonha da serpente Bothrops alternatus é muito rica em enzimas proteolíticas.

A fração D6, obtida a partir da cromatografia da peçonha bruta de

Bothrops alternatus em gel DEAE Sephacel, foi submetida a outros dois passos

distintos de fracionamento: Sephadex G-75 (gel filtração) e Heparina Agarose

(gel de afinidade). Esses procedimentos resultaram no isolamento de uma

enzima altamente fibrinogenolítica.

O fracionamento em Sephadex G-75 resultou em três frações

denominadas de D6Gl, D6G2 e D6G3 (figura 07). Neste gráfico, é possível

notar que D6G2 apresentou-se mais simétrica em relação às demais frações. Por

esse motivo, esta fração foi cromatografada em gel de Heparina Agarose,
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resultando em duas frações denominadas de D6G2Hl (MPA) e D6G2H2 (figura

08). A enzimaMPA (Metaloprotease de Altematus), quando analisada em
SDS-

PAGE a 14 %, apresentou cadeia única e massa molecular aparente de 29 kDa,

na presença do agente redutor B-mercaptoetanol
(figura 09).

Nenhum resultado satisfatório por eletroferese em gel de poliacrilamida,

em condições nativas, foi obtido para a enzima MPA (resultado não mostrado).

Nossos resultados revelam que as metaloproteases purificadas a partir das

peçonhas de serpentes não apresentam boa resolução para esse tipo de

eletroforese.
A enzima MPA apresentou elevada atividade fibrinogenolítica, mas não

apresentou nenhuma atividade coagulante, fosfolipásica
A2 ou hemorrágica.

Os testes de degradação das cadeias do tibrinogênio bovino mostraram

que a enzima MPA degrada a cadeia A-oc mais rapidamente que a cadeia B—B,

enquanto que a cadeia y permanece inalterada. Esses resultados sugerem
que a

enzimaMPA pertence à classe das oc-librinogenases (figura
10).

Aparentemente, a enzima MPA apresentou pouca atividade proteolítica

sobre as cadeias da fibrina e caseína. A atividade proteolítica dessa enzima,

sobre esses substratos, pode ser evidenciada pelo aparecimento de subprodutos

de hidrólise, quando analisada em SDS-PAGE a 14 % (figuras 11 e 12).

A diferença de hidrólise nos diferentes substratos (fibrinogênio, fibrina e

caseína) sugere que a enzima MPA possui uma alta atividade librinogenolítica,

apresentando baixa ou nenhuma atividade fibrinolíticae
caseinolítica.

A atividade proteolítica sobre o fibrinogênio bovino foi inibida pelo

agente quelante 1,10 fenantrolina. Os inibidores B—mercaptoetanol, PMSF,

leupeptina e aprotinina não apresentaram efeito sobre essa atividade (figura 13).

Esses resultados são concordantes com a literatura e sugerem que a MPA

pertence à família das metaloproteases (OWNBY et al., 1994).

As enzimas íibrinogenolíticas, assim como as “thrombin—likes”,

despertaram interesse no uso terapêutico para o tratamento de doenças
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trombóticas e oclusão arterial (MARKLAND, 1998). Em síntese, o estudo do

mecanismo de ação dessas enzimas tem revelado que elas causam uma rápida e

eficiente trombólise, ou seja, desfazem os coágulos de iibrina, formados quando

há disfunção do sistema hemostático. Por esse motivo, essas enzimas têm

despertado grande interesse para a clínica médica (WILLIS et al., 1989;

AHMED et al., 1990; MAO et al,l995; GASMI et al, 1997).

Nossos resultados mostraram que a enzima MPA, quando injetado

intraperitonealrnente, tornou o sangue de camundongos incoagulável. Esses

dados são promissores e podem sugerir um possível uso terapêutico para essa

enzima em Várias disfunções circulatórias. Entretanto, é necessário a realização

de outros estudos para melhor caracterizar a enzima MPA e verificar sua

possível aplicação terapêutica como agente antitrombótico.
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6. CONCLUSÃO

Nossos resultados mostraram que a peçonha da serpente Bothrops

alternatus é rica em enzimas proteolíticas capazes de degradar vários substratos,

tais como () fibrinogênio bovino e a caseína.

Os procedimentos cromatográíicos utilizados neste trabalho nos

permitiram purificar uma nova metaloprotease da peçonha de B. alternatus, a

qual denominamos MPA. Essa enzima foi caracterizada como uma oc-

fibrinogenase de cadeia simples, com peso molecular aparente de 29.000 e

mostrou ser capaz de tornar o sangue de camundongos incoagulável.
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