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1 - INTRODUCAO



Os venenos das serpentes brasileiras sdo ricos em enzimas proteoliticas
que atuam numa grande variedade de substratos naturais, tais como: caseina,
hemoglobina, coldgeno, gelatina, elastina, fibrinogénio, insulina e glucagon
(IWANAGA e SUZUKI, 1979). Algumas dessas enzimas sdo toxinas -
hemorragicas que degradam proteinas da matriz extracelular (MATRISIAN
1992), outras afetam a coagulagdo do sangue, agindo como procoagulante,
convertendo o fibrinogénio em fibrina (MARKLAND e DAMUS, 1971;
OUYANG e YANG, 1974; STOCKER ¢ BARLOW, 1976; SELISTRE e
GIGLIO, 1987), enquanto outras agem como anticoagulante por exercer
atividade fibrogenolitica e fibrinolitica (BATWA et al., 1980, KOMORI et
al., 1985; DAOUD et al., 1986),

Muitas dessas enzimas foram isoladas e caracterizadas como
metaloproteases (BJARNASON e FOX, 1988; KINI e EVANS, 1992), pois
constituem uma familia de enzimas proteoliticas dependente de metal (HITE et
al., 1992; BODE et al., 1993). Essas enzimas podem ser classificadas em dois

“grupos, de acordo com sua especificidade ao substrato: toxinas hemorragicas
enzimas com alta especificidade ao substrato que induzem hemorragia quando
injetadas em animais (MANDELBAUM et al., 1984; MORI et al., 1987,
SANCHES et al., 1987; TU, 1982), Toxinas nfio hemorragicas _ enzimas com
ampla especificidade ao substrato que ndo induzem hemorragia ( ASSAKURA
etal., 1985; MORI et al., 1987; SANCHES et a!., 1987; TU, 1982).

WAGNER e PRESCOTT (1968) investigaram a importancia dos ions
metalicos na atividade proteolitica, quando estudavam a protease mais
abundante do veneno de Agkistrodon piscisorus leucostoma, a peptidase A de
leucostoma, uma enzima de peso molecular 22.500, ativa sobre a caseina e
hemoglobina ¢ que contém 2 dtomos-gramas de célcio € 1 atomo-grama de

zinco por molécula. A remogdo de fons zinco pela 1,10-fenantrolina, na



presenga de ions- calcio, inibi a agdo da peptidase A da leucostoma, a qual
pode ser reativada pela adi¢do de ions zinco. Dessa forma, esses autores
concluiram que os jons metdlicos sdo essenciais para a manutengio da
conformacéo nativa dessa enzima (WAGNER e PRESCOTT, 1968).

SUZUKI et al. (1968) também fizeram um importante estudo da fung¢éo
dos ions metalicos sobre a atividade proteolitica dessas metaloproteases. Eles
isolaram trés proteinases do veneno de Agkistrodon haly blomhoffii: proteinase
a, b e c, ativas em varios substratos naturais, tais como: caseina, hemoglobina,
gelatina, elastina, coldgeno, fibrinogénio, fibrina, insulina, glucagon e
bradicinina. As trés proteinases sfo inibidas por EDTA e suas atividades so
reduzidas por agentes redutores de grupo -SS. A proteinase ¢ possui um peso
molecular de 92.000 e contém aproximadamente 2 atomos-gramas de calcio
por molécula de enzima. A remogio dos ions metalicos da proteinase ¢ (Halys
blomhoffii) resulta numa mudanga conformacional desta enzima com
concomitante perda irreversivel da atividade proteolitica. Parece, portanto, que
os ions metalicos e as pontes -SS estdo envolvidos na atividade e na
estabilizagdo da proteinase c.

Estudos bioquimicos tém mostrado que a maioria das toxinas
hemorragicas purificadas dos venenos de serpentes sdo metaloproteases
dependentes de zinco (BJARNASON e FOX, 1988) e que as atividades
hemorragica e proteolitica sdo inibidas por agentes quelantes tais como EDTA
e 1,10 fenantrolina (BJARNASON e FOX, 1988).

As hemorragias locais e sistémicas sdo conseqiiéncias comuns do
envenenamento por serpentes das familias Crotalidae ¢ Viperidae. Essas
metaloproteinases hemorragicas sdo responsaveis pela degradagdo das
proteinas da matriz extra celular e pelo efeito citotoxico direto sobre as células

endoteliais; sua agdo ocorre basicamente ao nivel da membrana basal dos



vasos capilares. KAMIGUTI et al. (1996) descreveram os efeitos de uma
metaloproteinase hemorragica de alto peso molecular, a jaragina (B. jararaca),
sobre os componentes do plasma e das plaquetas envolvidos no mecanismo
hemostatico. As alteragbes desses componentes hemostaticos resultam em
hemorragia.

Sdo sugeridos dois mecanismos pelos quais as hemdcias e os
componentes do sangue podem escapar dos vasos danificados pelas toxinas
hemorragicas: um deles € através das jungGes entre as células endoteliais, € o
outro através dos espagos vagos dentyo dessas células danificadas.
(LOMONTE etal, 1994) /b 7

Algumas vezes duas metaloproteases isoladas do mesmo veneno podem
hidrolisar os mesmos substratos, mas uma € hemorragica € a outra ndo.

Segundo KAMIGUTI et al. (1996) a diferenga entre proteinas com
atividade hemorragica e ndo hemorragica esta localizada na regifio entre os
aminoacidos 51-130 da molécula. Entretanto, as posi¢Bes especificas dos
aminoacidos determinantes ou responsaveis pela ligagdo a8 membrana basal que
induzem hemorragia, ndo foram ainda determinadas.

Estudos comparativos das  propriedades imunologicas  de
metaloproteinases ( fatores hemorragicos e proteases) isoladas dos venenos de
Bothrops jararaca, B neuwiedi e B moojeni, mostraram que os fatores
hemorragicos contém determinantes antigénicos comuns, enquanto que as
proteases sdo imunologicamente distintas. Os anti-soros especificos contra os
fatores hemorragicos foram capazes de neutralizar tanto a atividade
hemorragica dos homologos como as atividades dos outros fatores
hemorragicos (MANDELBAUM e ASSAKURA, 1988).

As serpentes pertencentes ao gé€nero Bothrops sdo responsaveis por

cerca de 90 % dos acidentes ofidicos ocorridos no Brasil e se caracterizam por



afetar principalmente o mecanismo hemostatico (ROSENFELD, 1971;
KAMIGUTI e CARDOSO, 1989; HUTON e WARRELL, 1993; KAMIGUTI
é SANO-MARTINS, 1995). As alteragdes da coagulagdo sangiiinea causadas
pelos venenos ofidicos tém sido investigadas “in vitro” (DENSON, 1972;
NAHAS et al.,, 1964; NAHAS et al., 1979; SLOTTAK, 1964) e¢ “in vivo”
(AMARAL et al, 1980; JORGE e RIBEIRO, 1988; KAMIGUTI e
CARDOSO, 1989; KAMIGUTI et al., 1986; MINISTERIO da SAUDE, 1986)
desde a década de 60 no Brasil. O veneno dessas serpentes atua na atividade
coagulante do sangue por meio de diversos mecanismos; entre eles podemos
citar a agfo direta sobre o fibrinogénio, ativagdo do fator X, fator V, e da
protrombina, por ag¢do plaquetdria e por ter atividade semelhante 2
tromboplastina. O veneno botrdpico é uma mistura contendo diferentes serino
proteases, particularmente a “thrombin-like”, enzima responsavel pela
formagdo do coagulo de fibrina na fase final do processo de coagulagio do
sangue. O evento central da coagulagdio ¢ a conversdo do fibrinogénio, uma
glicoproteina plasmatica soluvel formada por trés pares de cadeias
polipeptidicas ndo idénticas (Aa, Bf, 8)2, em fibrina insoluvel. A trombina
exerce um papel crucial nessa reagdo enzimatica. Ela hidrolisa as cadeias a e f§
do fibrinogénio pela remogdo de pequenos fragmentos designados
fibrinopeptideos A e B, respectivamente.

Apos a remogdo dos fibrinopeptideos, os mondmeros de fibrina
resultante se polimerizam para formar uma rede de fibrina representando a
composigio: [(at+P+8)2]n. Este polimero de fibrina se caracteriza pela
solubilidade em solu¢bes concentradas de uréia e se transforma em fibrina
insoltivel por agdo do fator XIII (LAKI e LORAND, 1948). Esta enzima ¢
ativada pela trombina através de uma protedlise limitada e, em presenga de

calcio, catalisa a formagdo de ligagGes entre residuos lisil e glutamil, formando



a fibrina insolivel, de composigdo: [(a+B+8)2]n" (SEEGERS e OUYANG,
1979). Muito embora a liberagdo do fibrinopeptideo B pela trombina ocorra
numa velocidade muito menor que a do fibrinopeptideo A , ela aumenta
substancialmente durante a formagdo da fibrina (BLOMBACK et al., 1978).

A figura 01 mostra a cascata da coagulacio sangiiinea e os diferentes

pontos onde os venenos de serpentes podem agir sobre ela.
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Figura 01. Cascata da coagulagfo sangiiinea. Um coagulo de fibrina é formado

pela agdo conjugada das vias intrinseca e extrinseca. Esta figura mostra os

diferentes pontos onde os venenos de serpentes podem agir na cascata da

coagulagdo sangilinea.



Varias enzimas coagulantes com especificidade semelhante & trombina
foram purificadas a partir do veneno de serpentes das familias Crotalidae e
Viperidae ( MAGALHAES et al., 1981; PIRKLE e STOCKER, 1991;
LARABA-DJEBARA et al. 1992; ARAGON-ORTIZ ¢ GUBENSEK, 1993;
KOMORI et al., 1993; NISHIDA et al., 1994; CHANG ¢ HUANG, 1995).

STOCKER et al. (1974) purificaram um grande numero dessas enzimas
a partir de venenos botropicos: Bothrops alternatus, Bothrops asper, Bothrops
cotiara, Bothrops jararaca, Bothrops jararacussu, Bothrops lanceolatus,
Bothrops neuwiedii, Bothrops marajoensis ¢ Bothrops moojeni. Algumas
clivam preferencialmente o fibrinopeptideo A do fibrinogénio ¢ outras
preferencialmente o fibrinopeptideo B (PIRKLE e STOCKER, 1991). A
maioria delas difere da trombina porque libera somente o fibrinopeptideo A,
ndo ativa o fator XIII e ndo ¢ inibida pela heparina.

Essas enzimas causam uma rapida defibrinogenagdo quando
administradas endovenosamente, devido ao efeito proteolitico sobre o
fibrinogénio, formando mon6meros de fibrinas (fibrinas sem ligagdo cruzada)
que podem ser rapidamente removidos da circulagdo, tanto pela fibrindlise
como pela via do sistema reticulo endotelial (MAHIR et al., 1987;
SILBERMAN et al., 1973). Tais enzimas “thrombin-like” tém sido usadas
clinicamente na prevengdo e tratamento de desordens trombéticas sob certas
condig¢des, tais como em transplantes de orgdos e cirurgias vasculares, para a
prevengdo de formagdo de trombos na superficie desses 6rgdos ou protese, e
para o me]horamento da circulagdo sangiiinea em varias desordens vasculares

pela redugdo da viscosidade do sangue ( BELL, 1988; STOCKER e MEIER,
1988).

A tabela01 mostra a relag@o das enzimas coagulantes “thrombin’like”
isoladas do veneno de varias espécies de serpentes.



Tabela 01. Relagdo das enzimas coagulantes do tipo trombina isoladas do veneno de varias espécies de serpentes.

Espécies Peso Fibrinopeptideo Inibigéo por Retragdo do Ativagdo Referéncias
Molecular Liberado DFP  Heparina Coagulo Fator XIII
A. accutus 33,500 SIM NAO - Ouyang et al (1971)
(Acutin)
A. blomhaffi 36,000 A NAO NAO Ugarova et al. (1985)
A. caliginosus (a) 34,000 - 37,000 Suzuki e Takahashi (1984)
(b) 42,000 - 43,000 Suzuki e Takahashi (1984)
A. e. controtrix 68,000 B(A) SIM NAO - Herzig et al. (1970
(Venzyme) e Welchers(1988); Dyr
et al (1983)
A. halys pallas 43,000 BA) SIM SIM  Guan et al (1984, 1985)
B. garbonica 40,000 AB NAO SIM  Gaffney et al. (1973)
(Garbonase)
B. asper 30,000 A SIM NAO SIM  Aragon-Ortiz e Gubensek
(Asperase)
B. atrox 42,000 A SIM NAO ++ NAO  Stocker e Barlow(1976)
(subespecies propostas: Blombéck (1958)
B. marajoensiis, Batroxobin,
Reptilase - R)
B. insularis 45,000 SIM NAO  Selistre e Giglio(1987)
B. jararacussu 50.600 - 60.000 AB NAO Zaganelli et al. (1996)
B. moojeni 35,800 A SIM  NAO ++ SIM  Stocker (1978);Blomback
(Batroxobin, Defibrase) (1958)
C. rhodostoma 35,000 A SIM SIM - Bell (1974,1980); Reid e
(A. thodostoma CHAN (1968)
(Ancrod, Arvin)
C. vipera 38,000 AB SIM Farid e Tu (1989)
(Cerastobin)
C. adamanteus 32,700 A SIM - Markland e Damus
(Crostalase) (1971)
C. horridus 19,500 A + Bonilla (1975)
(Defibrizyme) 29,500 Shu et al. (1983)
D. typus 55,000 - 67,700 Hiestand e Hiestand (1979)
L. muta noctivaga 36,300 A SIM Magalhdes et al. (1981)
(Clotase) .
T. flavorividis 65,000 - 70,000 A NAO - NAO  Kosugi et al. (1986)
T. gramineus 45.400 + - Chang e Huang (1995)
T. okinavensis 35,000 A Anderson (1972)
Okinaxobin 1 37.500 B Nose et al. (1994)
Okinaxobin I~ 37.500 AB SIM Nose et al. (1994)

T. stejenegeri 29,500

Ouyang e Yang (1974)
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Por outro lado existem enzimas no veneno de serpentes que atuam
diretamente sobre o fibrinogénio e/ou a fibrina levando a incoagulabilidade
sangiiinea, em contraste com as enzimas “thrombin-like” mencionadas
anteriormente (OUYNG et al., 1992). SHIMOKAWA e TAKAHASHI (1995)
fizeram um importante estudo comparativo dos mecanismos de degradagéio do
fibrinogénio humano trabalhando com hidrolases de éster arginina, isoladas do
veneno de Agkistrodon caliginosus e designadas de CPl-enzima-1, CPI-
enzima-2, cininogenase-1 e cininogenase-2. Durante a degradagdo do
fibrinogénio, a CPI-enzima-2 libera o fibrinopeptideos A e B, enquanto que a
cininogenase-1 libera somente o fibrinopeptideo A. Entretanto, essas enzimas
nfio apresentaram atividade “thrombin-like”. Comumente a trombina induz a
formagdo de um coagulo de fibrina quando esses fibrinopeptideos sdo
liberados. Em particular, a liberagdo do fibrinopeptideo A ¢ condigio essencial
para a formagdo de um codgulo visivel de fibrina (BLOMBACK, 1978).
Considerando este fato, os autores sugeriram que a CPl-enzima-2 e
cininogenase-1 clivam as mesmas ligagdes peptidicas na molécula do
fibrinogénio, mas que um dominio de importancia na formagdo do coagulo de
fibrina é de algum modo perdido € que o coagulo nfo pode ser formado, muito

embora os fibrinopeptideos A e B sejam liberados.

As enzimas fibrin(ogen)oliticas encontradas nos venenos de serpentes
podem ser classificadas em trés grupos de acordo com a especificidade de
hidrolise das cadeias do fibrinogénio. O primeiro grupo das fibrinogenases do
veneno sdo aquelas com especifidades pela cadeia o do fibrinogénio. Essas
enzimas foram isolada a partir do veneno de Crotalus atrox (PANDYA e

BUDZYNSKI, 1984), Agkistrodon c. contortrix (MARKLAND et al., 1988),
A. rhodostoma (OUYANG e HUANG, 1983), Trimeresurus mucrosquamatus
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(OUYANG et al., 1977; OUYANG e YANG, 1976; OUYANG e HUANG,
1979), T. gramineus (OUYANG e HUANG, 1979), Bothrops moojeni
(ASSAKURA et al., 1985), A. calinorus (SHIMOKAWA et al., 1994), B.
Jararacussu (ZAGANELLI et al., 1996), B. moojeni (SERRANO et al., 1993a,
1993b) e B. jararaca MARUYAMA et al., 1992). As fibrinogenases cadeia
A-o. sdo metaloproteinases contendo zinco e s3o completamente livres de
atividade arginina esterasica. Elas possuem pesos moleculares entre 20.000 e
26.000. Essas enzimas apresentam pontes dissulfetos que sio importantes para
sua estrutura e fungdo. Aparentemente, degradam primeiro a cadeia o do
fibrinogénio e depois a B. Um subgrupo desta classe de metaloproteinases com
atividade fibrinogenase cadeia A-o. apresenta pesos moleculares entre 46.000 a
58.000, o qual ¢é significativamente mais alto que o de outras fibrinogenases
cadeia A-o. Enzimas deste subgrupo foram isoladas em venenos de Croralus
atrox (PANDYA, 1984) e Naja nigricollis (EVANS, 1984; EVANS, 1988).

O segundo grupo das fibrin(ogen)ases do veneno s3o aquelas com
especificidade pela cadeia B-p do fibrinogénio. Essas enzimas sio serino
proteases, possuem atividade arginina esterasica e sdo inibidas por
diisopropilfluorfosfato (DFP) ou fenilmetilasulfonil fluoreto (PMSF), mas ndo
por EDTA. Essas enzimas foram encontradas nos venenos de C. atrox
(SAPRU, 1983; PANDYA, 1984), T' gramineus (OUYANG, 1979) e T
macrosquamatus (OUYANG, 1977, OUYANG, 1976, TENG, 1985). As
fibrinogenases cadeia B-f3 apresentam pesos moleculares entre 23.000 a
31.000 e sdo mais estdveis ao calor que as fibrinogenases cadeia A-q
(MARSHALL, 1983; OUYANG, 1979).

NIKAI e col. (1983) descreveram uma fibrinogenase A-a do veneno de
C. atrox que apresenta caracteristicas diferentes das demais j4 isoladas. Trata-

se de uma enzima com atividade arginina esterase, que ¢ inibida pelo
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diisopropilfluorfosfato, mas ndo por EDTA, com um peso molecular aparente
de 31.000 e que cliva preferencialmente a cadeia A-o.. Essa enzima pode
representar outra classe de fibrin(ogen)ase, mas sdo necessarios estudos
adicionais para confirmar essa hipotese.

O terceiro grupo das fibrin(ogen)ases do veneno sdo aquelas com
especificidade pela cadeia & do fibrinogénio. Esse tipo de fibrinogenase é

bastante rara, tendo sendo sido purificada a partir do veneno de C. atrox

(toxina hemorragica) com peso molecular de 64.000 (NIKALI et al., 1984)

As serpentes do género Bothrops habitam preferencialmente ambientes
tmidos como matas, areas cultivadas e locais de proliferacio de roedores.
Possuem habitos noturnos, sdo muito agressivas ¢ quando se sentem
ameagadas atacam em siléncio.

HOGE (1965) descreveu a espécie Bothrops moojeni, de nome popular
caissaca, com distribuido geografica restrita as areas de formagdo aberta,
estendendo-se do Brasil central até o sul do Estado do Parana (HOGE e
ROMANO, 1972; CAMPBELL ¢ LAMAR, 1989).

Embora sejam raros os acidentes fatais por serpentes do género
Bothrops , os casos se agravam devido a intensidade dos efeitos locais.

Em nossa regido, entre 1984 a 1991, a maioria dos acidentes ofidicos
confirmados e registrados pelo Hospital das Clinicas de Uberlandia (UFU) foi
por Bothrops moojeni (NISHIOKA e SILVEIRA, 1992). Este foi o principal
motivo que nos levou a estudar a pegonha desta serpente.

A pegonha de Bothrops moojeni tem sido muito estudada por diversos
pesquisadores. ASSAKURA et al. (1985), descrevendo o isolamento de uma
metaloproteinase desta serpentes (protease A de moojeni), mostraram por

eletroforese que esse veneno apresenta uma quantidade significante de
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proteinas basicas. Também foram isolados do mesmo veneno uma enzima
coagulante denominada batroxobina (STOCKER e BARLOW, 1976), uma
fosfolipase A2 acida (REICHL et al. 1989), uma fosfolipase basica (MOURA -
DA-SILVA, 1991), duas miotoxinas basicas de baixo peso molecular
(LOMONTE et al., 1990), uma metaloproteinase basica, ativa sobre a caseina
e duas serino proteases (SERRANO et al., 1993a, 1993b). Muito recentemente
duas miotoxinas basicas, também de baixo peso, semelhante aquelas isoladas
por LOMONTE et al. (1990). Uma delas, denominada de M7 foi amplamente
estudada (seqiiéncia aminoterminal, cristalografia e estudo da transigéo nativo
e desenovelado) (SOARES, 1997).

A principal caracteristica do veneno de Bothrops moojeni ¢ a sua alta
atividade proteolitica, responsavel pela maioria dos efeitos locais e sistémicos
observados durante o envenenamento por essa serpente.

O presente trabalho teve como objetivo purificar e caracterizar

parcialmente uma enzima proteolitica presente no veneno de Bothrops moojeni



2 - MATERIAIS
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2.1. Veneno bruto

O veneno bruto de Bothrops moojeni cedido pelo bidlogo Luiz Henrique

A. Pedrosa (FMRP), foi dessecado a vicuo a temperatura ambiente e

conservado a -20 °C

2.2. Eletroforese e cromatografia

- Acrilamida, Bis-acrilamida (N,N -metilenobisacrilamida), TEMED
(N.NN° N’-tetrametiletilenodiamino), SDS (dodecil sulfato de s6dio),
Coomassie Brilliant Blue R-250, PadrGes de peso molecular (LMW), EDTA
(acido etilenodiaminotetracetico), Soralbumina bovina, Azul de bromofenol. -
B-mercaptoetanol, Persulfato de aménio, Desoxicolato de Sédio (Sigma Chem.
Co)

- CM Sepharose fast flow (Pharmacia, Suécia)

- Soro anti-botropico (Instituto Butantan)

- Buffalyet pH 8,5 (Picrce)

2.3. Padrées para determinac¢io de Peso Molecular

fosforilase b (97.000), soroalbumina bovina (P.M.
67.000),sorovoalbumina (P.M. 43.000), anidrase carbénica (P.M. 30.000),
inibidor de tripsina (20,100) e a-lactoalbumina (P.M. 14.400) (Sigma Chem.

Co)
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2.4. Determinagio do aminoicido N-terminal

- Dansyl-cloreto (1- dimetilaminonaftaleno 5-sulfonil cloreto), Dansyl
aminoacidos padrdes (Sigma Chem. Co;)

-Fenil isotiocianato (PITC), Pierce;

- Acido trifluoracético, Merck

2.5. Determinacio da composi¢io em aminoacidos

- Acido cloridrico 5 N destilado até P.E. constante (106-107 °C) em

aparelhagem de pyrex;
- Peréxido de Hidrogénio a 120 V (Carlo Erba)

- Acido formico a 98 %, (Merck)
2.6. Determinacio das atividades enzimaticas

- O plasma humano foi gentilmente doado pelo Hemominas-Nucleo

Regional de Uberlandia
- Animais experimentais (camundongos albinos da raca Swiss) foram

gentilmente doados pelo Instituto Vallée e pela Pentapharm do Brasil e

mantidos no laboratério de Bioquimica da UFU.

Todos os demais reagentes usados eram de grau analitico.




3 - METODOS



18

3.1 Fracionamento do veneno bruto de Bothrops moojeni:

3.2 Cromatografia de troca jionica em gel de CM Sepharose fast flow

3.2.1 Reciclagem da resina:

A principio a resina foi reciclada segundo a indicagdo do fabricante.
Apos, utilizando-se um sistema a vacuo em funil de placa sinterizada, a resina
foi reciclada em 500 ml de NaOH 0,5 N, abaixando-se o pH da mesma para
7.0 com exaustivas lavagens com agua destilada; repetiu-se a operagdo com
500 ml de CH3COOH 1,0 N, ressuspendendo o pH para 7,0 da mesma forma

anterior. Finalmente a resina foi suspensa em tampdo Tris-HC1 0,05 M pH=

7,0 KC10,1 M.

3.2.2 Fracionamento em gel de CM Sepharose fast flow:

Cerca de 150 mg de veneno bruto de Bothrops moojeni foram

s em 3,0 ml de tampdo Tris-HCI 0,05 M pH=7,0 ¢ KC1 0,1 M,

dissolvido
centrifugado a 3.000 rpm por 10 min em temperatura ambiente e aplicados a
uma coluna de CM Sepharose fast flow (1,5 X 30 cm) equilibrada com o

mesmo tampdo. A amostra foi eluida com um gradiente convexo de

concentragio de tampao KCl 0,1 M a 0,45 M (utilizando de uma cimara de

mistura com um volume de 150 ml), e fragdes de 3 ml foram coletadas, num

fluxo de 20 ml/hora, num coletor de fragdes BIO RAD. A absorbancia de cada

fragdio coletada foi lida em 280 nm, num espectrofotometro SPECKOL.
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3.2.3 Determinacdo quantitativa de proteinas:

As dosagens protéicas, em solugdo contendo 0,1 a 2,0 mg de proteinas,
foram realizadas pelo método do microbiureto, conforme descrito por
ITZHAKI e GILL (1964).

A teta padrio foi construida utilizando-se soroalbumina bovina, que

apresenta um coeficiente de extingo ™™ em 278 nm de 0,666 (DOTY e

GEIDUSCHC, 1953).

3.3 Ensaios Enzimaticos:
3.3.1 Atividade coagulante sobre o fibrinogénio

A atividade coagulante foi determinada pelo método descrito po WARE
e SEEGERS (1949), modificado como descrito:

Amostras do veneno total ou das fragdes foram diluidas em tampao Tris-
HC10,1 M pH 7,4 de modo a se obter um tempo de coagulagéo entre 13 e 17
segundos, por haver, neste intervalo de tempo, uma relagdo linear entre os
inversos dos tempos de coagulagdo ¢ respectivas concentragdes protéicas.

A atividade coagulante foi determinada medindo-se o tempo de
coagulagdo ao primeiro sinal de formag¢do da rede de fibrina, ap6s adicionar
0,4 ml da solugdo do veneno ou fragdes a 0,1 ml de solugdo de fibrinogénio
bovino a 0,1 % (m/v, em termos de proteinas coagulaveis) em tampao Tris-HCl
0,1 MpH 7.4, contendo CaClp 1,0 mM, a 37 °C.
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O ntimero de unidades de coagulagéo foi determimnado através da curva

padrio obtida com a trombina purificada de plasma bovino, nas mesmas

condigdes do ensaio.

3.3.2 Atividade coagulante sobre o plasma humano.

Amostras contendo 20ug de proteinas foram diluidas para um volume
final de 50 pl de salina e aplicadas em 200ul de plasma humano incubados a
37°C.

A atividade é caracterizada pelo imediato aparecimento da rede de

fibrina em comparagdo com O tempo de coagulagdo do controle contendo

cloreto de calcio 0,2 M. Para verificar a influéncia de agentes inibidores sobre

a atividade coagulante, a fragdo MOOQO3 foi pré-incubada por 30 minutos com

EDTA 10 mM, leupeptina 1 mM ou B-mercaptoetanol 10 mM

3.3.3 Atividade fosfolipasica (PLA2):

Foi realizado segundo o método descrito por DE HAAS e col. (1968).
Como substrato foi utilizado uma emulso aquosa de gema de ovo (uma gema

para 50 ml de solugdo ) em presenga de desoxicolato de sodio e ions Catt,

Para o ensaio, 10 ml da emulsdo acima foram diluidos para 30 ml, sendo a

concentragdo final de desoxicolato de sodio e CaCly 2,7 x 10-3Me 6,0 x 103

M, respectivamente. Os 4cidos graxos liberados enzimaticamente foram
titulados com solugdo padrdo de NaOH 0.0935 N em pH=8,0 e temperatura
ambiente (28 °C). A atividade fosfolipasica foi expressa em microequivalentes

de base consumida por minuto ¢ a atividade especifica pelo mimero de
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microequivalentes de base consumida por minuto, por miligrama de proteina.

Em cada ensaio foram utilizados 20pg de proteinas.

3.3.4 Atividade hemorragica:

Esta atividade foi determinada segundo a técnica descrita por NIKAI et
al. (1984). As amostras com cerca de 20,0 ug de proteinas eram injetadas num
volume de 0,1 ml de salina por via subcutinea no dorso de camundongos
machos de 20,0 g ligeiramente anestesiados com éter. Apos 5 horas, os

animais eram sacrificados, as peles removidas e era observada a presenga de

halos hemorragicos na face interna da pele.

3.3.5 Atividade Esterasica sobre o TAME

A atividade esterasica foi determinada sobre 0 TAME (hidrogenocloreto

de p-toluenosulfonil-L-arginina metil éster) segundo o método descrito por
EHREMPREIS e SCHERAGA (1957). A titulagio potenciométrica foi feita
pelo método descontinuo com solucdo de KOH 0.0448 N, e ndo com NaOH

em vista da inibigdo da atividade esterésica pelo fon Na (ROSSI et al., 1972).
Uma unidade de TAME foi definida como a quantidade de enzima que libera
0.1 pmol de acido em 10 minutos, a 37 °C, de uma solugdo a 0,01M de TAME

em pH 8,0, contendo KC1 0,15 M.
3.3.6 Atividade amidasica sobre o DL-BAPNA

Esta atividade foi realizada conforme descrito por ERLANGER et al.

(1961), monitorizando o aumento da absorbédncia a 410 nm. Uma unidade de
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atividade amidolitica foi definida como a quantidade de enzima que hidrolisa 1
mM de p-nitroanilida de benzoil-arginina (DL-BAPNA) por minuto a 37 °C em
Tris- HC1 0,1 M pH 8,0.

3.3.7 Atividade proteolitica sobre a azocaseina e sobre a azoalbumina

Esta atividade foi realizada segundo a técnica descrita por
MARKLAND et al (1988). Cerca de 100 pg de amostra foram adicionados a
200 pl de Tris-HCl 50 mM pH = 7,4 em NaCl 150 mM e mcubada por 3
minutos com 100ul de uma solugdo de azocaseina ou azoalbumina (1 mg/ml).
A reagdo foi interrompida pela adi¢cdo de 100 pl de acido acético 50 % e as
absorbancia das amostras foram lidas a 405 nm. Uma unidade de atividade

azoproteolitica corresponde a um acréscimo de 0,01 em absorbancia 405 nm

nas condigdes de reagio acima definidas.
3.3.8 Teste de degradacio do fibrinogénio bovino e da caseina

Foi realizado segundo EDGAR e PRENTICE (1973), com algumas
modificagdes. Em 50 pl de uma solucéo de fibrinogénio bovino (1 mg/ml H,O
destilada) foram adicionados 5 pg de proteinas e a solugdo depois incubada
por até 2 horas a 37° C. O coagulo foi dissolvido em 25 pul de tampéo Tris HCI
0,06 M, pH 6,8, contendo glicerol a 10 % (v/v), B-mercaptoetanol a 10 %
(v/v), SDS a 2 % (w/v) e azul de bromofenol 0,05 %. Em seguida as amostras

foram submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida a 16% com SDS

como agente desnaturante
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A influéncia de agentes inibidores de proteases foi verificada quando a
fragdo MOO3 foi pré-incubada por 30 minutos com EDTA 10 mM, leupeptina
1 mM ou B-mercaptoetanol 10 mM.

Para o teste de degradagdo da caseina as condigdes utilizadas foram as

mesmas citadas acima, porém o tempo de incubagdo da caseina com a proteina

foi de até 24 horas.

3.4. Caracteristicas Quimicas

3.4.1 Anslise do conteiido de carboidratos neutros

Foi utilizado o método do fenol-acido sulfirico (DUBOIS et al., 1956)
para a determinagdo de agucares neutros da fragdo proteolitica isolada.

Solugdes padroes de glicose contendo de 5 a 40 pg por ml de solugéo
foram misturadas com 25 pl de fenol a 80% (v/v) e 2,5 ml de écido sulfurico
concentrado (d=1,84 g/em’, 95 - 97%). Apdés 30 minutos a 25° C, as
absorbancias das solugdes foram lidas a 490 nm e a reta padrio determinada.

As amostras foram também dissolvidas na solugdo fenol-sufirica em

concentragOes diferentes € em duplicatas.

3.4.2 Eletroforese em gel de poliacrilamida sem agentes desnaturantes

para proteinas basicas.

A eletroforese em placa de gel de poliacrilamida sem SDS foi realizada

segundo a técnica descrita por REISFELD (1962) para proteinas basicas,

utilizando-se, porém, somente 0 gel de separagdo a 10 % (m,/v) em acrilamida,

mantendo-se a relagdo acrilamida : bis-acrilamida em 60:0,4.
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O tempo de eletroforese foi determinado pela migragdo do indicador
fucsina basica, preparado em solugdo aquosa saturada de sacarose € o tampao
usado foi B-alanina/ acido acético glacial 0,035 M pH 4,3.

Amostras de proteinas, contendo de 5 a 50 pg, foram dissolvidas em
agua com glicerol a 10 % ¢ aplicadas no gel polimerizado num volume de 5 a
30 pl aproximadamente € submetidas a uma corrente constante de 20 mA
obtida de uma fonte de eletroforese POWER SUPPLY da Pharmacia. Foi
realizada uma pré-corrida de 30 minutos antes da aplica¢do da amostra.

A eletroforese foi realizada a temperatura ambiente, € apos a corrida, o
gel foi cuidadosamente retirado da placa, mergulhado em agua e em seguida
corado com Coomassie Blue R-250 (0,2 % em agua: metanol 1:1 v/v), durante

30 minutos. O descoramento foi feito com uma solugdo de acido acético a 7%

(V/v).

3.4.3 Eletroforese em gel de poliacrilamida com agentes desnaturantes

para estimativa do Peso Molecular

Foi realizada eletroforese com agente desnaturante (SDS) a 16%,
segundo a técnica descrita por LAEMMLI (1970) para a determinagdo do
peso molecular. Foi utilizado um gel de empilhamento a 5 % pH 6,8, contendo
0,125 M de Tris-HC1 (pH 6,8) € 0,1 % de SDS e um gel de separagio a 16 %
pH 8.8 ¢ 0,1 % de SDS, mantendo a relagdo acrilamida:bis-acrilamida de
30:0,8.

Amostras contendo de 5 a 50 pg de proteinas foram dissolvidas em
tampdo Tris-HCI 0,0625 M pH 6,8; 10 % (m/v) B-mercaptoetanol, 10 % (v/v)
de glicerol; 0,2 % de SDS e 0,001 % de azul de bromofenol como corante. As

proteinas foram completamente dissociadas por imersdo da amostra por um a



25

cinco minutos em 4gua fervente. Foram aplicados no gel cerca de 5 a 30 ul de
amostra, sendo também aplicados padrdes de peso molecular dissolvidos no
mesmo tampdo. Os padrdes de peso molecular utilizados foram: fosfon'lase b
(97.000), soroalbumina bovina (P.M. 67.000), ovoalbumina (P.M. 43.000),
anidrase carbonica (P.M. 30.000), imbidor de tripsina (20,100) e -
lactoalbumina (P.M. 14.400), numa concentragio de 2 mg/ml.

O tampéo do eletrodo continha Tris 0,025 M, Glicina 0,192 M ¢ SDS
0,1 % (m/v) em pH 8,3.

A eletroforese foi realizada com uma corrente constante de 20 mA até o
indicador azul de bromofenol alcangar o final do gel (cerca de 100 minutos).
As proteinas foram coradas por 30 minutos numa solugdo de 0,2 % (m/v) de
Coomassie Brilhant Blue R-250 em agua : metanol na proporgdo de 1:1. O gel
fdi descorado numa solugfo de 4cido acético a 7 % (v/v).

A distancia de migragdo de cada padrédo foi determinada em centimetros
e a curva padrio para a determinagdo do peso molecular foi tragada

relacionando os logaritmos dos valores de peso molecular dos padrdes com as

distdncias de migragdo.
3.4.4 Identificacio do residuo aminoterminal

O residuo N-terminal foi determinado pelo método do dansil (p-

dimetilamino naftaleno 5- sulfonil cloreto: DNS-Cl) descrito por GRAY

(1972).
Ao tubo de hidrdlise contendo cerca de 2 nmoles da amostra seca, foram

adicionados 10 pl de uma solugdo de NaHCO3 0,2 M. Apés a secagem em
dessecador a vacuo contendo P205, a amostra foi tratada com 10 ul de agua

destilada e 10 pl de uma solugdo de DNS-CI (2,5 mg/ml de acetona). O tubo
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foi selado com parafilme, mcubado por 1 hora a 45 °C e a amostra novamente
seca em dessecador & vacuo, contendo P,Os. A seguir, foram adicionados 50
ul de HC1 5,3 N destilado, o tubo fo1 selado e incubado a 110 °C por 14-18
horas, sendo depois aberto € a amostra seca a vacuo sobre NaOH. O dansil-
aminoécido obtido foi identificado por cromatografia em placas de poliamida,

como segue:

Cromatografia em camada delgada em placa de poliamida

A placa de poliamida utilizada possui dimensées de 7,5 X 7,5 cm. A
amostra seca foi suspensa em 10 pl de etanol a 95 %, centrifugada e pipetada
na origem de ambos os lados da placa de poliamida. Em um dos lados da placa
foram também aplicados 2 pl de uma solugéo padrio de dansil aminoacidos (1
nmol/ pl).

A cromatografia desenvolveu-se em duas dire¢es, em cinco solventes,
sendo que no solvente I por 20 minutos, no solvente II por 15 minutos, ap6s foi
examinada sob luz U.V. (360 nm), no solvente III por 15 minutos, sendo ento
novamente examinada sob luz U.V. Para separagdo de DNS-His, DNS-Lys e
DNS-Arg, corria-se o solvente IV por 20 minutos e o V por 30 minutos.

Os solventes utilizados foram: I- H20: acido formico (200:3 v/v); II-
bezeno: acido acético (9:1 v/v), III- acetato de etila: metanol: acido acético
(20:1:1 v/v); IV- 4cido acético: piridina: H2G etanol (16:9:1000:375, v/v) e V-
Na3PO4 0.05M: etanol (3:1, v/v).

Apés o uso, as placas de poliamida foram lavadas com solugio de

acetona: 4cido formico 90 % (9:1, v/v), durante 12 horas ou mais.
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3.4.5 Focalizacio Isoelétrica

A eletrofocalizagdo da fragio MOO3 purificada foi realizada segundo
método descrito por VESTERBERG (1972) e modificado como descrito a
seguir. Os experimentos foram realizados no Departamento de Fisica e
Quimica da Faculdade de Ci€ncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto - USP,
com a colaboragéo do pos-graduando Andreimar Martins Soares e supervisio

da Profa. Dra. Eliane C. A. Braga.

3.4.5.1 Preparacio do gel:

O gel foi preparado a 5 % em acrilamida bis-acrilamida (0,8 : 30),
contendo 10 % (m/v) de sacarose, 1 % (v/v) de anfolitos, 0,15 % (vIv) de
TEMED ¢ 0,070 % de persulfato de aménio. O gel foi polimerizado em placa
de vidro de 12 X 14 cm, com espessura de 0,14 cm. A face interna da placa foi
coberta com uma folha de poliéster (Retrophane) aderida as mesmas por meio

de agua destilada. A polimerizagdo do gel foi feita sempre no dia anterior a

eletroforese
3.4.5.2 Aplicacgio da Amostra e Focalizacido Isoelétrica

O gel foi colocado sobre uma placa refrigerada ligada a um banho
termostatizado a 4 °C. Cinco tiras de papel Whatman nimero 3 sobrepostas
foram utilizadas para contactar o gel e os eletrodos, sendo o catodo embebido
em uma solu¢do de NaOH 1 M e o anodo em acido fosforico 1 M.

A fonte de alta voltagem foi ajustada para valores maximos de 200 Vv,

30 mA e entiio realizada uma pré-focalizagdo por 30 minutos.
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Pedacgos de papel de filtro da LKB de 1,0 x 0,5 cm foram embebidos nas
amostras e colocados sobre o gel; sendo retirados apds 60 minutos de
Focaliza¢do em 300 V e 30 mA. A focalizagdo prosseguiu por mais de 2 horas
a 450 V e 20 mA, e por 1 hora a 900 V e 20 a 30 mA e por mais 30 minutos
em 1200 Ve 5a2mA

3.4.5.3 Deteccio das proteinas e determina¢io do gradiente de pH

Ap6s a focalizagdo isoelétrica, foram desprezados 0,5 cm das laterais do
gel, sendo entdo seccionadas tiras de 1,0 X 2,0 cm do mesmo e colocadas em
tubos de ensaio contendo 0,2 ml de 4gua "millipore”, para leitura do pH apds 2
horas em repouso. Essas tiras foram cortadas nas laterais do gel
intercaladamente, de forma a obter valores médios de pH para cada 0,5 cm do
gel.

O restante do gel contendo as amostras foi entio colocado em uma
solugdo de acido tricloroacético a 10 % (m/v) e metanol a 50 % (m/v) por 15
minutos, lavado com agua destilada e corado por 2 horas em uma solugdo de
Coomassie Brilliant Blue R-250 0,2 % em d&gua: metanol, 1: 1. O

descoramento foi feito com uma solu¢do de metanol; acido acético: agua, 3: 1:

9 (VIVIV).
3.4.6 Determinacio da composicio em aminodcidos

Para a analise da composi¢do em aminodcidos cerca de 6 nmoles da
fragio MOO3 foram colocados em tubos de pyrex de 5 x 0,4 cm, proprios para

hidrolise e secados a vacuo.
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3.4.6.1 Hidrolise acida total com HCl

A cada tubo foram adicionados 100 ul de HCI 5,3 N destilado. Os tubos
foram selados a vacuo e as amostras hidrolisadas por 30 horas a 110 °C. Apos
a hidrélise, os tubos foram abertos e dessecados a vacuo sobre 0 NaOH. As
amostras foram ressuspensas em tampéo citrato de sodio 0,2 M pH 2,2
contendo 15 % de glicerol e centrifugadas; aliquotas dos hidrolisados foram
cromatografadas, segundo SPACKMANN et al. (1958) modificado no Centro
de Quimica de Proteina (CQP) da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto-
USP, sob responsabilidade do Professor Dr. Lewis J. Greene.

A concentragdo molar de cada aminoacido no hidrolisado foi
determinada pela comparagdo das area dos picos com as areas dos picos dos
aminoacidos correspondentes num cromatograma obtido a partir de uma
mistura padrio contendo 5 nM de cada aminodcido. A composi¢gio em
aminodacidos da fragdo MOO3 foi calculada através das relagdes molares dos

residuos encontrados no hidrolisado

3.4.6.2 Determina¢io dos residuos de meia cistina. Oxida¢do com acido

performico
3.4.6.2.1 Preparacio do acido performico

O acido performico foi preparado adicionando-se 0,1 ml de perdxido de
hidrogénio a 120 V a 0,9 ml de é4cido formico a 98 %. A solugéo obtida

permaneceu €m repouso a temperatura ambiente por 1 hora e foi a seguir

resfriada a 0 °C por 15 minutos
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3.4.6.2.2 Oxidacao e Hidrolise

Aproximadamente 1 mg de proteina seca foi incubada com 0,5 ml de
solugdo de acido perfomico durante 5 horas a 0°C. A reagio foi interrompida
com adi¢do de 0,5 ml de agua destilada e liofilizacdo. A amostra foi entdo
hidrolisada com 100 ul de HC1 5,3 N a 110 °C por 30 horas a vacuo. Apés a

hidrolise, a amostra fo1 dessecada a vacuo sobre NaOH e analisada.
3.4.7 Imunoeletroforese

Para a verificagdo da pureza da fragdo MOO3 realizou-se a técnica de
imunoeletroforese descrita por CAMPBELL et al. (1970). As laminas de
microscopia foram recobertas com uma pelicula de agar a 2,5 % e, em seguida,
adicionou-se 3 ml de agar a 1,25 %, formando uma camada de 2 a 4 mm de
espessura. Cortou-se dois orificio no 4gar e foi colocado nos mesmos amostras
contendo de 5 a 50 ug da fragdo MOO3.

As laminas foram colocadas em cubas de eletroforese contendo tampdo
veronal pH 8,2 e forga i6nica 0,05 e, apos estabelecer conexdo entre as
laminas e o tampdo, aplicou-se uma corrente elétrica constante de 5 mA por
lamina durante 80 minutos. Apds a eletroforese, cortou-se uma canaleta no
centro da camada de dgar, em sentido paralelo ao eixo de migracdo. Nesta
canaleta colocou-se o soro anti-botropico procedente do Instituto Butantan,
Sédo Paulo.

As laminas foram deixadas em cimara umida a temperatura ambiente
por 48 horas para o desenvolvimento de arcos de precipitagio. Depois desse

periodo, as laminas foram lavadas por 24 horas com NaCl 0,3 M e em seguida

com NaCl 0,15 M, também por 24 horas.
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As laminas foram secadas em papel de filtro e coradas com negro de
amido 0,1 % em solugio de metanol: acido acético (9:1 v/v) por 10 minutos,

lavadas em solugfio de acido acético a 2 % e secadas em estufas a 45° C.



4 - RESULTADOS



33

4.1 Purificacao e Atividades Enzimaticas
4.1.1 Cromatografia de troca idnica em gel CM Sepharose fast flow

O fracionamento do veneno total de Bothrops moojeni foi realizado em
um tnico passo de purificagdo em gel de CM Sepharose fast flow em gradiente
convexo de concentragdo em tampdo Tris HCI 0,05 M (KC1 0,1 a 0,45 M) pH
7,0 (item 3.2.2). O perfil cromatografico é mostrado na figura 02. O veneno
total foi resolvido em sete picos principais designados de MOO1 a MOO?7.
Nesta mesma figura podem ser observadas as atividades coagulante sobre o
plasma humano (item 3.3.2) e proteolitica sobre a azocaseina ¢ sobre a
azoalbumina (item 3.3.7). A fragdo MOO4 apresentou a maior atividade
coagulante sobre o plasma (tabela 03), enquanto que a fragio MOO2
apresentou uma maior ag¢do proteolitica sobre a azocaseina e sobre a
azoalbumina (tabela 02). A atividade fosfolipasica A2, sobre a lecitina da gema
de ovo, ficou restrita somente a fragdo MOO1 ( resultados ndo apresentados).

A fragio MOO3 ndo apresentou nenhuma atividade fosfolipasica ou
hemorragica com até 20 pg de proteina ou atividade amidasica sobre o DL-
BAPNA, com até 100 pg.

A fragio MOO3 apresentou somente tragos de atividade coagulante
sobre o plasma humano e fibrinogénio bovino e uma elevada atividade

proteolitica sobre o fibrinogénio e caseina
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4.1.2 Recuperaciio Protéica

Na tabela 02 estdo representados a recuperagdo de proteinas por
absorbancia em 280 nm ¢ dosagem pelo microbiureto das fragcdes obtidas do
veneno de Bothrops moojeni cromatografadas em gel de CM Sepharose fast
flow. Como pode ser observado nesta tabela a recuperagdo foi de
aproximadamente 65 % em relagdo ao veneno total, sendo que a fragio MOO3
corresponde a aproximadamente 1,4 % deste veneno. Também pode ser
observado nesta tabela a atividade esterasica especifica sobre 0 TAME, sendo
a fragdo MOO4 a de maior atividade especifica, enquanto a fragdo MOO2
apresentou maior
atividade proteolitica especifica sobre a azocaseina e azoalbumina, 352 U/mg e
466 U/mg, respectivamente. A fragdo MOO3 apresentou uma baixa atividade
esterasica especifica sobre o TAME (29,66 U/mg) e ndo mostrou nenhup

efeito sobre os substratos cromogénicos.
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Figura 02. Cromatografia de 150 mg de veneno bruto de B. mogjeni em coluna de CM Sepharose fast flow (30 x 1,5 cm), equilibrada em tampdo
Tris-HC1 0,0§ M pH 7,0 contendo KCl 0,1 M. A coluna foi lavada com 180 ml de tamp&o de aquilibrio e posteriormente foi estabelecido um
gradiente convexo de concentragiio de KC1 (0,1 a 0,45 M) KCl, num fluxo constante de 20 ml/hora & temperatura ambiente e fragcdes de 3,0 ml foram

coletadas
* Atividade coagulante sobre o plasma humano.
*» Atividade proteolitica sobre a azocaseina



36

Tabela 02 - Atividades enzimdticas especificas e os rendimentos das fra¢des do veneno de B. moojeni obtidas por cromatografia em gel de CM

Sepharose fast flow.

f‘racﬁes cromatograficas de troca idnica Atividade esterasica sobre o Atividade proteolitica sobre a  Atividade proteolitica sobre a
em CM Sepharose fast flow TAME azocaseina azoalbumina
A2sonm % A280 nm Proteina Recup. Atividade. Especifica. Atividade. Especifica. Atividade Especifica.

Totalmg) (%) (U/mg) (U/mg) (U/mg)

V.B. 150,8 100,0 60,0 100,0 62 304 364
MOO1 35,53 24,75 13,06 21,76 45 318 416

MOO2 39,56 26,11 13,48 22,47 18,33 352 466
MOO3 2,16 1,42 0,81 1,35 29,66 0,0 0,0
MOO4 2,8 1,84 0,88 1,47 118 0,0 0,0
MOOS 3,18 2,05 1,11 1,85 45,33 0,0 0,0
MOOGs’ 1,8 1,20 0,21 0,35 75,33 0,0 0,0
MOO6 9,83 6.48 6,21 10,35 41,33 0,0 0,0
MOO7 4,74 3,13 2,98 4,97 29,34 0,0 0,0

Total 99,6 66,04 38,74 62,93
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A figura 03 mostra o resultado da eletroforese em gel de poliacrilamida a
16 % com agentes desnaturantes das fragGes obtidas do veneno bruto de
Bothrops moojeni submetido a cromatografia de troca i6nica em gel de CM
Sepharose fast flow (Item 3.4.3).
Estes resultados mostram que as fragdes MOO1 (linha 3), MOO3 (linha
5) e MOO4 (linha 6), responsaveis pela quase totalidade da atividade
coagulante, apresentam componentes majoritarios totalmente distintos. A
fracdo MOO?2 (Linha 4) que também apresentou atividade coagulante ndo pode
ser analisada, pois se encontra muito heterogénea
A Figura 04 mostra o alto grau de pureza da fragio MOOQO3, cerca

de 92 %, quando submetida a analise de densitometria
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Figura 03. Eletroforese em gel de poliacrilamida com agentes desnaturantes a
16 %. Tampdo Tris-glicina pH 8,3. Tempo de corrida: 100 minutos a 20 mA
constante. Corante: coomassie blue G-250 0.2 % em agua:metanol, 1:1 (V/v)

corado por 30 minutos. Descorante: dcido acetico a 7 % (v/v)

1- Padrio LWM fosforilase b (97.000), soroalbumina bovina (67.000),
ovoalbumina (P.M. 43.000), anidrase carbonica (30.000), inibidor de tripsina
(20.100) e a-lactoalbumina (14.400); 2- VB Bothrops moojeni; 3- MOOL1; 4-
MOOQ2; 5- MOO3; 6- MOO4; 7- MOOS5; 8- MOOG6; 9- MOO7
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TOTHL FREOTEIN.

Figura 04 Densitometria da fragdo MOO3, purificada do veneno de B.

moojeni, por eletroforese em gel de poliacrilamida com agentes desnaturantes

a16 %.
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A tabela 03 mostra a atividade coagulante sobre plasma humano do
veneno bruto de Bothrops moojeni comparado com as fragdes MOO3 e
MOO4. A fragio MOO4 apresentou a maior atividade coagulante, enquanto

que a fragio MOO3 apresentou uma atividade muito baixa (cerca de 4 vezes

menor que o veneno bruto).

Tabela03. Atividade coagulante, sobre o plasma humano, do veneno bruto de

Bothrops moojeni e das fragdes MOO3 e MOOA4.

Enzima Tempo de coagulagio (s)
Veneno bruto 23

MOO3 91

MOO4 6

Estes resultados se referem a média de 3 ensaios. Cada ensaio foi realizado
com 20 pg de proteina.

4.15.\DEfeito dos agentes inibidores da atividade coagulante da fracio

MOO3 sobre o plasma humano

A tabela 04 mostra o efeito de agentes inibidores sobre a atividade
coagulante da fragio MOO3 sobre o plasma humano. O EDTA 10 mM foi
mais efetivo na inibi¢do da atividade coagulante sobre o plasma humano (83,62
%), enquanto que 0 B-mercaptoetanol menos efetivo (41 %), nas concentragdes
utilizadas por nds. A Jeupeptina, mesmo em concentragdes 10 vezes menor,

apresentou uma alta taxa de inibigdo (81,27 %) da atividade coagulante.
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Tabela 04. Efeito dos inibidores da atividade coagulante sobre o plasma

humano induzida pela fragdio MOO3.

Enzima Inibidor concentragio Recup da Atividade.
coagulante (%)
MOO3 100,00
EDTA 10 mM 16,38
Leupeptina 1,0 mM 18,73
p-mercaptoetanol 10 mM 59,00

* O controle foi realizado com a fragio MOO3 na auséncia de inibidores,
conforme descrito no item 3.3.2. Estes resultados se referem a média de 3

ensaios. Cada ensaio foi realizado com 20ug da fragdo MOO3
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4.1.4 Atividade proteolitica da fracio MOOS3 purificada do veneno total

de Bothrops moojeni
Fibrinogénio

No teste de degradagdio do fibrinogénio (item 3.3.8), a cadeia o é
degradada mais rapidamente que a cadeia B, enquanto que a cadeia &
permanece inalterada, o que foi claramente observado pela eletroforese em gel
de poliacrilamida com agéntes desnaturantes a 16 % (figura 05), sendo que
apos 120 minutos a cadeia o foi quase que totalmente digerida (linha 7).

A influéncia de alguns agentes inibidores da atividade proteolitica
(EDTA, B-mercaptoetanol e leupeptina) pode ser observada nas figuras 05
(linhas 8 e 9) ¢ 06 (lmha 2) pela andlise da digestdo dos coagulos em
eletroforese em gel de poliacrilamida com agentes desnaturantes a 16 %. O B-
mercaptoetanol e a leupeptina inibiram completamente a atividade proteolitica
sobre o fibrinogénio bovino, enquanto que o EDTA parece inibir parcialmente

esta atividade

Caseina

Na figura 07 observamos a hidrélise da caseina pela fragio MOO3 em
eletroforese em gel de poliacrilamida com agentes desnaturantes a 16 %, por
tempo que varia de 1 hora a 24 horas. Observa-se que a caseina esta quase
totalmente hidrolisada apds 24 horas. Nesta figura podemos observar também
que a segunda banda principal da caseina quase desaparece apos uma hora
(linha 3) e que ocorre formagio de subprodutos que também sofrem a agfio

proteolitica (tempo-dependente) pela fraggo MOO3.
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Figura 05. Eletroforese em gel de poliacrilamida com agentes desnaturantes a
16 % dos produtos de digestdo do fibrinogénio bovino pela fragdo MOO3

linha 1- fibrinogénio controle incubado sem MOO3 por 120 min.; linhas 2, 3,
4, 5, 7 e 6- fibrinogénio incubado com MOO3 por 15, 30, 45, 60, 90 e 120
min., respectivamente; linhas 8 e 9 - fibrinogénio incubado com MOO3 +
EDTA e B-mercaptoetanol 10 mM por 120 min., respectivamente. Para cada
ensaio 50 pl de uma solugdo de fibrinogénio bovino (I mg/ml) foram

incubados com 5 pg da fragio MOO3 a 37°C, conforme descrito em materias e

métodos.
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Figura 06. Eletroforese em gel de poliacrilamida com agentes desnaturantes a

16 % dos produtos de digestdo do fibrinogénio bovino pela fragio MOO3

tratada com leupeptina

1- Fibrinogénio controle incubado sem MOO3 por 120 min. 2- Fibrinogénio
incubado com MOO3 + leupeptina 1 mM por 120 min. As condicoes

utilizadas foram as mesmas descritas para a figura 05.
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Figura 07. Eletroforese em gel de poliacrilamida com agentes desnaturantes a

16 % dos produtos de hidrolise da caseina pela fragio MOO3.

Linha 1- Padrdo LWM: fosforilase b (97.000), soroalbumina bovina (67.000),
ovoalbumina (43.000), anidrase carbonica (30.000), inibidor de tripsina
(20.100) e a-lactoalbumina (14.400); linha 2- caseina controle incubada sem
MOO3 por 24 horas; linhas 3, 4, 5, 6 e 7, caseina incubada com MOO3 por 1,
3, 6, 12 e 24 horas, respectivamente. Para cada ensaio 50 pl de uma solugdo de

caseina (1 mg/ml) foram incubados com 5 pg da fragdio MOO3 a 37°C,

conforme descrito em materias € métodos.
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4.2. Caracteristicas Quimicas

4.2.1 Eletroforese em gel de poliacrilamida com agentes desnaturantes e

determinac¢do do peso molecular

A eletroforese em gel de poliacrilamida com agentes desnaturantes a 16
% (item 3.4.3) foi realizada para estimar o peso molecular da fragio MOO3.
Foram utilizadas duas amostras, uma reduzida em J-mercaptoetanol e outra
sem PB-mercaptoetanol. O peso molecular aproximado da fragdo MOO3 foi
obtido pela curva padrdo tragada considerando-se a mobilidade eletroforética
em funcdo do logaritmo do pesos moleculares das proteinas padrdes, conforme
mostra a figura 08. O peso molecular aparente da fragdo MOO3 encontrado foi
de 26.600, tanto na auséncia quanto na presenga de B-mercaptoetanol (figura
09). Por apresentar banda unica em ambas as condigOes, sugere-se que a

proteina seja formada por cadeia simples.
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Figura 08. Eletroforese em gel de poliacrilamida com agentes desnaturantes a
16 % para a determinagfo do peso molecular da fragdo MOO3 segundo
LAEMMLI (1970). Tampdo Tris-glicina pH 8,3. Tempo de corrida: 100
minutos a 20 mA constante. Corante: coomassie blue G-250 0,2 % em

agua:metanol, 1:1 (v/v) corado por 30 minutos. Descorante: 4cido acético a 7

% (v/v)

1- Padrio LWM: fosforilase b (97.000), soroalbumina bovina (67.000),
ovoalbumina (P.M. 43.000), anidrase carbénica (30.000), inibidor de tripsina
(20,100).

2 e 4- VB Bothrops moojeni com € sem B-mercaptbetanol, respectivamente.

03 e 5 - MOO3 com e sem -mercaptoetanol, respectivamente.
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Figuré 09. Curva padrio para a determinagéo do peso molecular da fragdo
MOO3. na auséncia € presenga de agente redutor, em gel de poliacrilamida

com agentes desnaturantes a 16 % pelo método de LAEMMLI (1970)

o Padrdes: ovoalbumina (PM=43.000)
anidrase carbonica (PM=30.000)
inibidor de tripsina (PM=12.100)
a-lactoalbumina (PM=14.400)

x  FragOes: MOOQ3 (com e sem B-mercaptoetanal)
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4.2.2 Anilise da composicio em aminoacidos

Na tabela 05 estdo representados os resultados da andlise da composi¢io em
aminoacidos da fragdo MOO3 purificada do veneno de Bothrops moojeni,

inclusive o contetido de meia-cistina.

Tabela 05. Composigio de aminoacidos da fragio MOO3 isolada de Bothrops
moojeni.

AMINOACIDOS Fragio MOO3
Asx 30
Thr 17
Ser 26
Glx 23
Pro 11
Gly 19
Ala 16
Y, Cys 14
Val 18
Met 03
Ile 11
Leu 19
Tyr 06
Phe 07
Lys 12
His 05
Arg 12

Trp nd
TOTAL 249 + Trp
PESO MOLECULAR 26.766

1 ]yeterminagdo apos oxidagdo com acido performico. (nd) ndo determinado.
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4.2.3 Analise do contetido de carboidratos neutros

Os testes para a quantificagio de carboidratos neutros da fragdo MOO3,
conforme descrito no item 3.4.1 mostraram que a fragio MOO3 ndo apresenta

carboidratos neutros.
4.2.4 Critérios de Pureza

4.2.4.1 Eletroforese em gel de poliacrilamida sem agentes desnaturantes

para proteinas basicas

A figura 10 mostra o resultado da eletroforese em gel de poliacrilamida
para proteinas basicas a 10%, em pH 4,3 (conforme descrito no item 3.4.2), do
veneno bruto e da fragdo MOO3, a qual apresentou banda unica, com atividade

proteolitica sobre o fibrinogénio e caseina e esterasica sobre 0 TAME.
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Figura 10. Eletrofprese em gel de poliacrilamida para proteinas basicas a 10 %,
Tampdo B-alanina/acido acético pH 4,3. Tempo de corrida: 50 minutos a 20
mA constante. Corante: coomassie blue G-250 0,2 % em agua:metanol, 1:1

(v/v) corando por 30 minutos. Descorante: acido acético a 7 % (V/v)

1- VB Bothrops moojeni
2-MOO3.
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4.2.4.2 Identificacio do residuo aminoterminal

A identificagdo do residuo aminoterminal da fragdio MOO3, conforme
descrito no item 3.4.4, apresentou a alanina como o principal residuo N-
terminal, sendo representada por uma banda muito forte, e um outro N-terminal
contaminante representado pela valina, mas com uma banda muito mais fraca

(resultados ndo mostrados).

4.2.4.3 Focalizagio Isoelétrica

Apés focalizagdo isoelétrica, realizada como descrito no item 3.4.5, a
fragio MOO3 apresentou uma banda principal € uma contaminante. A curva
experimental tragada, que relaciona o pH em fungéo da distincia de migragio

esta apresentada na figura 11 ¢ indicou pI = 7,8 para o componente majoritario

da fragdo MOO3.
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Figura 11. Gradiente de pH obtido na focalizagfo isoelétrica da fragio MOO3

e utilizado para determinago de pL
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4.2.4.4 Imunoeletroforese

A figura 12 mostra a identificagdo e a andlise de pureza da fragdo
MOO3 isolada do veneno de Bothrops moojeni frente ao soro anti-botrépico.
Podemos observar claramente uma linha principal de precipitagdo e outra

contaminante bem mais difusa.

e el e e — 3

- g

M3

Figura 12. Analise imunoeletroforética da fragdo MOO3 purificada do veneno

de Bothrops moojeni.

Eletroforese em tampao veronal pH 8,2, corrente de 5 mA constante por

80 minutos. Apods eletroforese colocou-se soro anti-botropico na canaleta

central.
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Este trabalho teve como objetivo principal purificar e caracterizar
parcialmente uma enzima proteolitica do veneno Bothrops moojeni.

O veneno bruto foi submetido a uma cromatografia de troca i6nica em
gel de CM Sepharose fast flow com gradiente convexo de concentragio em
tampdo Tris-HCI 0,05 M pH 7,0 (0,1 M - 0,45 M KCI), onde obtivemos 7
fragdes principais, denominadas de MOO1 a MOO7 (Fig. 02). A figura 03
mostra o perfil eletroforético dessas fragdes.

Houve a necessidade de dialisar as fragdes obtidas, pois o sal do
tampdo, além de interferir na dosagem de proteinas pelo método do
microbiureto, realizado para a quantificagdo dos ensaios biologicos e
enzimaticos, também interferia na atividade coagulante. Depois da dosagem de
proteinas as fragdes foram liofilizadas e armazenadas a - 20 °C.

Neste fracionamento a atividade coagulante sobre o plasma humano foi
encontrada nas fragdes MOO1, MOO2, MOO3 e MOO4, com uma atividade
especifica mais elevada para a fragdo MOO4 (Tabela 03). A fragio MOO4
também coagulou o fibrinogénio. A julgar pela andlise eletroforética em gel de
poliacrilamida com agentes desnaturantes, sugerimos que a pn'nc@pal proteina
da fragio MOO4 seja idéntica a batroxobina, uma enzima coagulante, tipo
trombina, de peso molecular 37.000, purificada do veneno de Bothrops
moojeni por STOCKER e BARLOW (1976). Esta enzima tem sido muito
usada como agente terapéutico na prevencdo e tratamento de desordens
trombéticas (BELL, 1988; STOCKER, 1988). A batroxobina ¢ atualmente
isolada da pegonha de Bofrhops moojeni que sdo criadas e mantidas em
cativeiros pela Pentapharm, aqui em Uberlandia.

Um grande niimero de enzimas “thrombin-like” tem sido isolado a partir
de venenos de serpentes tais como Agkistrodon blomhoffii (UGAROVA et al.,
1985), Agkistrodon rhodostona (NOLAN et a., 1976), Bothrops asper
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(ARAGON e GUBENSEK, 1981), Bothrops atrox (STOCKER, 1978),
Bothrops moojeni (STOCKER, 1978), Crotalus adamanteus (MARKLAND e
DAMUS, 1971), Crotalus horridus (SHU et al, 1983), Trimeresurus
Sfavoviridis (SHIEH et al., 1985) e Bothrops jararaca (ZANGALLI et al.,

1996). Essas enzimas liberam preferencialmente o fibrinopeptideo A. Por outro

lado, as enzimas isoladas de Agkistrodon halys pallas (GUAN et al., 1984),
Agkistrodon contortrix contortrix (SHIMIZU et al., 1987) e Agkistrodon
bilineatus (KOMORI et al, 1993), liberam preferencialmente o
fibrinopeptideo B. MOO3 é uma enzima purificada do veneno de Bothrops
moojeni com um peso molecular aparente de 26.600 sob condi¢oes redutoras e
ndo redutoras, libera preferencialmente o fibrinopeptideo A, apresenta somente
tragos de atividade coagulante sobre o plasma e sobre o fibrinogénio. Esta
enzima purificada por nés pode ser diferente da “thrombin-like” que foi
previamente purificada por STOCKER e BARLOW (1976), a partir do mesmo
veneno, desde que MOO3 apresenta um peso molecular mais baixo, menor
atividade especifica, diferente pl e auséncia de carboidratos neutros. Seu
residuo N-terminal ¢ a alanina ao contrario da valina encontrada nas outras
enzimas “thrombin-like”.

As enzimas “thrombin-like” purificadas de varios venenos de serpentes
sdo glicoproteinas de cadeia unica e massa molecular cerca de 37.000, liberam
preferencialmente o fibrinopeptideo A e ndo sdo mibidas pela heparina.
Entretanto ha muitas diferengas em outras propriedade tais como ponto
1soelétrico, fatores ativadores da coagulagdo sangiiinea, atividade coagulante

especifica e os efeitos de inibidores. Algumas exceg¢des tém sido descritas: a

Cerastobina proveniente da Cerastes vipera ndo contem carboidratos, RP 34

proveniente da Cerastes cerastes, com duas subunidades de 48.5000 Da

(LARABA-DJEBARA et al., 1992), a enzima “thrombin-like” oriunda da

— o
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Agkistrodon contortrix contortrix (HERZIG et al., 1970), Agkistrodon halys
pallas (GUAN et al., 1984) e Agkistrodon bilineatus (KOMORI et al., 1993)
as quais liberam preferencialmente o fibrinopeptideo B, e enzimas purificadas
a partir de Bothrops insularis (SELISTRE e GIGLIO, 1987), Crotalus viridis
oreganus (MACKESSY, 1989) e Agkistrodon bilineatus (KOMORI et al.
1993) que séo inibidas por heparina.

A identificagfio do residuo amino-terminal, a focalizagio isoelétrica e a
imunoeletroforese séo técnicas muito sensiveis € que servem tamém para
mostrar o grau de pureza de uma enzima. Pela analise do N-terminal, a fragdo
MOOQ3 apresentou a alanina como o principal residuo amino-terminal e um
contaminante com o residuo N-terminal valina (resultados ndo apresentados).
A valina ¢ encontrada na maioria das enzimas coagulantes botrépicas do tipo
trombina. Interessantemente a histidina foi encontrada como residuo N-
terminal no veneno de Crofalus atrox (BIANASON et al. , 1983) e o 4cido
aspartico no veneno de Trimeresurus gramineus (CHANG et al., 1995).

Podemos .entdo, considerar 2 situagdes: Primeiro, os contaminantes
seriam os responsaveis pela fraca agdio coagulante da fragdo MOO3, o que
reforcaria a presenca de enzimas “thrombin-like” entre eles e justificaria a
presenca de contaminante(s) com a valina como residuo N-terminal. Segundo,
os contaminantes ndo seriam os responsaveis pela fraca atividade coagulante,
atribuindo, dessa forma, a agdo coagulante somente a principal proteina dessa
fragdo. Neste caso, poderiamos estar diante de uma nova classe de enzimas
coagulantes que atuam sobre o fibrinogénio, que apresenta a alanina como
residuo amino-terminal e ndo € glicoproteina. Sdo necessarios mais estudos
para confirmar uma destas hipoteses. Dos critérios de pureza utilizados, com
excegdo da eletroforese em gel de poliacrilamida sem agentes desnaturantes,

que mostrou banda tinica para a fragdo MOQO3, todos os outros evidenciaram a
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presenca de pelo menos mais uma proteina na fragdo MOO3, que apresenta pl,
peso molecular e N-terminal diferentes da proteina principal.

A atividade fosfolipasica A2 ficou restrita a fragdo MOO1 (resultados
ndo apresentados), enquanto que a atividade proteolitica sobre a azocaseina e
sobre a azoalbumina foi encontrada nas fragbes MOO1 e MOO?2 (Figura 02).
A fragiio MOO3 apresentou atividades esterasica sobre 0 TAME, proteolitica
sobre a caseina e fibrinogénio. Estudos de especificidade usando substratos
cromogénicos mostraram que a enzima purificada ndo hidrolisa 0 DL-BAPNA,
azocaseina e a azoalbumina.

A fragio MOO3 apresentou uma unica banda em gel de eletroforese
para proteinas basicas (Figura 10). Resultados ndo apresentados mostraram
que mesmo com uma maior concentragdo de proteina a fragdo MOO3
apresentou uma unica banda uniforme, caracteristica de proteinas que ndo
contem carboidratos. Entretanto, MOO3 néo se encontra totalmente pura, visto
que pequenos contaminantes sao observados por eletroforese em gel de
poliacrilamida com agentes desnaturantes (Figura 08) ¢ outras técnicas.

Mas, ¢ interessante ressaltar que mesmo com uma recuperagio
relativamente baixa (em torno de 66 %), 0 tnico passo de purifica¢do utilizado
por nos foi bastante satisfatorio. A Figura 03 mostra que quase toda a proteina
MOQ3, presente no veneno total, ficou restrita a essa fragdo e com um grau de
pureza consideravel, cerca de 92 % ( Figura 04). A fragdo MOO3 representa
1,35% do veneno total de Bothrops moojeni (Tabela 02).

A composigio em aminodcidos da fragio MOO3 indica que a proteina
possui um peso molecular em torno de 26.766, um pouco maior daquele
determinado por eletroforese em gel de poliacrilamida (provavelmente devido &
presenca de pequenos contaminantes),.e cerca de 249 residuos de aminoacidos

(tabela 05). Esta proteina € uma enzima de cardter basico e rica em residuos de
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serina e com alto nimero de residuos de meia-cistina, o que sugere a presenga
de pontes dissulfetos intercadeias, tornando-a estavel e rigida.

Os resultados apresentados na figura 07 mostram que a caseina &
praticamente hidrolisada depois de 24 horas, quando incubada com MOOS3.

De acordo com os resultados apresentados no teste de degradacio do
fibrinogénio pela fragdo MOO3, a cadeia o foi hidrolisada mais rapidamente
que a cadeia B, enquanto que a cadeia 3 permaneceu inalterada (Figura. 05).
As fibrinogenases de venenos de serpentes podem ser classificadas em 3
grupos, dependendo da especifidade de hidrélise das cadeias do fibrinogénio,
conforme foi descrito na wtrodugdo deste trabalho. Sugerimos, portanto, que
MOO3 seja uma o fibrinogenase.

As o-fibrinogenases apresentam atividade hemorragica sem atividade
esterasica sobre o TAME, enquanto que as B-fibrinogenases possuem
atividade esterasica sobre o TAME sem atividade hemorragica. E interessante
ressaltar que a fragdo MOO3 apesar de apresentar atividade esterasica sobre o
TAME libera preferencialmente o fibrinopeptideo A e nfio apresenta atividade
hemorragica.

As Figuras 05 e 06 mostram os efeitos de agentes inibidores da atividade
proteolitica da fragdo MOO3 sobre o fibrinogénio. Entres esses componentes a
leupeptina e o P-mercaptoetanol foram capazes de inibir completamente a
atividade da enzima, enquanto que 0 EDTA inibiu parcialmente. Resultados
adicionais (ndo apresentados) mostraram que MOO3 também ¢é inibida
completamente por PMSF e parcialmente por DTT e aprotinina. Esses
resultados sugerem que MOO3 pertence a familia das serino proteases e que as
pontes de dissulfetos s@o essenciais na manutengdo da conformagfio nativa
desta enzima. Esta enzima deve apresentar dominios diferentes, mas proximos,

responsaveis por estas atividades, desde que o agente redutor B-
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mercaptoetanol inibiu totalmente a atividade proteolitica (F igura 05) e somente
parcialmente (cerca de 40%) a atividade coagulante sobre o plasma humano
(Tabela 04). A atividade esterolitica sobre 0 TAME associada com a auséncia
da atividade amidasica sobre 0 DL-BAPNA e os efeitos inibitorios do EDTA e
leupeptina na atividade coagulante dessa enzima refor¢am a sugestio de que se
trata de uma serino protease . Além do mais, a inibigdo parcial pelo EDTA da
atividade proteolitica dessa enzima sobre o fibrinogénio sugere que a estrutura
do sitio ativo da molécula da enzima difere daquela da trombina.

Duas serino proteinases, MSP1 e MSP2, foram isoladas do veneno de
Bothrops moojeni (SERRANO et al., 1993a) ambas sdo glicoproteinas basicas
e em eletroforese em gel de poliacrilamida, MSP1 apresenta duas bandas de
proteinas correspondente a 34.000 e 32.500. MSP2 se comporta como uma
proteina de cadeia simples com um peso molecular de 38.000. Os mesmos
autores (1993b) isolaram uma metaloproteinase do mesmo veneno,
denominada MPB. Assim como MOO3, a MPB ¢ desprovida de atividade
hemorragica e apresenta somente tragos de atividade coagulante. MPB também
¢ uma glicoproteina basica, apresentando em eletroforese em gel de
poliacrilamida com agentes desnaturantes duas cadeias de peso molecular de
65.000 e 55.000 . Como muitas fibrinogenases de venenos, as trés proteinases
iniciam a hidrélise do fibrinogénio a partir da cadeia «, com MPB sendo mais
efetivo. MPB, MSP1 e MSP2 também digeriram a cadeia 8, o que ndo é
comum para a maioria das proteinases de venenos ¢ que as diferem de MOO3.

PANDYA ¢ BUDZYNSKI (1984) descreveram diferengas na
especificidade fibrinogenolitica entre a metalo e serino proteinases do veneno
Jus atrox. Esses autores mostraram que duas metaloproteinases

de Crota
hidroliséram todas as cadeias do fibrinogénio, enquanto que duas serino

proteases digeriram somente a cadeia f3.
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Cinco proteinases fibrin(ogen)oliticas PofibC1, C2 , C3, H e S foram
1soladas do veneno de Philodryas olfersii (green snake) por ASSAKURA et al.
(1994). Assim como MOO3, PofibCl, C2, C3 ¢ H sfo metaloproteinases
inibidas por EDTA ou 1,10 fenantrolina. Somente PofibH é uma serino
protease, inibida por PMSF. Todas as cinco enzimas sfo inibidas por DTT.
PofibC1 ¢ C2 apresentam o mesmo peso molecular de 47.000 e sdo proteinas
acidas de pl 6,2. PofibC3 € uma proteinase basica de pl 8,5 e peso molecular
de 45.000. A proteinase hemorragica PofibH tem um peso molecular de 58.000
e pl 4,6 e PofibS tem um peso molecular de 36.000 e pI 4,5. As cinco
proteinases degradam fibrina e fibrinogénio. PofibCl, C2 e C3 degradam
preferencialmente a cadeia o, enquanto PofibS cliva concomitantemente ag
cadeias A-a. ¢ B-p do fibrinogénio. Nenhuma dessas enzimas cliva a cadeia §.
Quando correlatadas com o tempo de coagulagdo da trombina, a enzima mais
ativa foi a PofibS, enquanto que PofibH e C1 mostraram apenas tragos dessa
atividade.

Seis metaloproteinases também foram isoladas do veneno de Bothrops
asper: trés delas, denominadas BaH1, BH2 e BH3 apresentam caracteristicas
diferentes da fragdo MOO3: sdo proteinas dcidas de 64.000, 26.000 e 55.000,
respectivamente € induzem hemorragia erh ratos (BORKOW et al., 1993). Ao
contrario, G e I, embora apresentem uma atividade proteolitica muito intensa
siio desprovidas de atividade hemorragica. BaP1 ¢ uma enzima de 24.000 ativa
na caseina e fibrinogénio; suas atividades hemorrdgica e proteolitica sio
inibidas por agentes quelantes. Essa enzima possui algumas similaridades com

a protease A de moojeni (ASSAKURA et al., 1985), outra metaloproteinase

com baixa atividade hemorragica.



Tabela 06. Relagdo de fibrinogenases isoladas do veneno de serpentes do género Bothrops e Philodryas.

ESPECIES  TOXINA P.M. pl DEGRADACAO DO INIBIDORES
FIBRINOGENIO ENZIMATICOS
B. asper' BaP1 24.000 >70 Ao.> Bp EDTA
B. moojeni’  MOO3 26.600 7.8 Ao > BB DTT, EDTA, leupeptina,
Aprotinina, 3-mercaptoetanol, PMSF

B. moojeni*  MSPI1 34¢32.500  >7.0 Aa>BB >3 PMSF
B. moojeni>  MSP2 38.000 >17.0 Ao>Bp>5 PMSF
B. moojeni2 MPB 65 e 55.000 >17.0 Aa>Bp >3 DTT, EDTA, 1,10 fenantrolina
B. moojeni>  Protese A 22.500 7.7 Ac.>Bp EDTA
P. olfersii* PofibC1 47.000 6.2 Aa (lenta) DTT, EDTA, 1,10 fenantrolina
P. olfersii4 PofibC2 47.000 6.2 Ao (rdpida) DTT, EDTA, 1,10 fenantrolina
P. olfersii4 PofiC3 45.000 8.5 Ao >Bp DTT, EDTA, 1,10 fenantrolina
P. olfersii* PofiH 58.000 4.6 Ac. (rapida) DTT, EDTA

P. olfersii* PofibS 36.00 45 Ao =Bp DTT, PMSF

Referéncias:; (1) GUTIERREZ et al. (1994); (2) SERRANO et al. (1993a, 1993b); (3 JASSAKURA (1985); (4) ASSAKURA et al. (1994),

(*) PRESENTE TRABALHO.

64
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Na Tabela06 estio relacionadas varias enzimas encontradas nos
venenos de Bothrops moojeni e Philodryas olfersii. Podemos observar que as
toxinas BaP1 e Protease A sdo as enzimas que apresentam caracteristicas mais
proximas da MOO3. Elas degradam predominantemente a cadeia A-o do
fibrinogénio, e por um periodo longo de incubagdo, a cadeia B-B. A cadeia &
permanece inalterada. Este modelo de digestdo ¢ similar para muitas
fibrinogenases tais como uma purificada de Bothrops jararaca (MARUYANA
et al., 1992) e Lachesis muta (RAN et al., 1988). As demais toxinas
apresentadas nesta tabela mostram varias diferencas entre seus pesos
moleculares, pontos isoelétricos e especificidade de hidrolise ao substrato,
quando comparadas com a MOO3. Isto mostra que hd uma grande variedade

de enzimas com atividade proteolitica sobre o fibrinogénio presentes nos

venenos de serpentes.
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Em conclusdo, os procedimentos utilizados neste trabalho nos
permitiram purificar uma enzima proteolitica presente no veneno de Bothrops
moojeni. A enzima foi caracterizada como uma serino proteinase devido a sua
inibigdo frente a inibidores especificos de enzimas pertencentes a essa classe .
Muitas de suas propriedades sdo diferentes de um grande nimero de proteases

ja isoladas e descritas na hiteratura.
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A agdo proteolitica das proteinases do veneno de serpentes tém sido
determinada em um grande numero de substratos sintéticos e naturais. Uma
serino proteinase bésica, ativa sobre a caseina e fibrinogénio foi purificada a
partir do veneno de Bothrops moojeni usando um simples passo de
cromatografia em coluna de CM Sepharose fast flow equilibrada com tampao
Tris-HC1 0,05 M pH 7,0 em KC1 0,1 M e eluida com gradiente convexo de
concentragdo ( 0,1 M - 0,45 M KCI) do mesmo tampfio. A enzima |,
denominada MOO3, ndo ¢ hemorrdgica e apresenta somente tragos de
atividade coagulante. Substratos sintéticos ou cromogénicos (DL-BAPNA,
azocaseina e azoalbumina) ndo s3o hidrolisados pela MOO3. Em gel de
eletroforese em poliacrilamida pH 4,3, MOO3 apresentou uma banda tnica.
Em eletroforese em gel de poliacrilamida com agentes desnaturantes, MOO3
se comportou como uma proteina de cadeia simples com um peso molecular
aparente de 26.600, na presenga ¢ auséncia de P-mercaptoetanol. A enzima
ndo contem carboidratos neutros, seu aminodcido N-terminal é a alanina e tem
pl 7.8. A composigdo em aminodcidos mostrou 249 residuos/mol, um alto
conteado de aminoacidos hidrofilicos e 14 residuos de meia-cistina, os quais
possibilitam até 7 pontes de dissulfetos. A proteinase cliva a cadeia o mais
rapidamente que a cadeia do fibrinogénio bovino e ndo mostrou nenhum
efeito sobre a cadeia 8. As atividades coagulante e proteolitica foram inibidas
quando MOO3 foi tratada com EDTA, B-mercaptoetanol e leupeptina. A
atividade esterolitica de MOO3 sobre -N-tosyl-Arginina metil éster (TAME) ¢
de 29,66 pMol min® mg’. A recuperagio total em absorbancia foi de

aproximadamente 66 %, com MOO3 representando 1,42 % (p/p) do veneno

bruto inicial.
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Proteolytic action of snake venom proteinases has been determined on a great
number of natural and synthetic substrates. A basic serine proteinase active on
casein and fibrinogen was purified from Bothrops moojeni venom using only
one step by chromatography on CM Sepharose fast flow column previously
equilibrated with 0.05 M, pH 7.0 Tris-HC] 0.1 M KCl and eluted with a
convex concentration gradient (0.1 M - 0.45 M KCl) of the same buffer. The
enzyme, named MOO3, is not hemorrhagic and presents only traces of blood-
clotting activity. Synthetic chromogenic substrates (azoacasein and
azoalbumin) where not hydrolyzed by MOO3. On polyacrylamide gel
electrophoresis at pH 4.3, MOO3 presented a single protein band. On sodium
dodecyl sulfate-polyacrylamide electrophoresis MOO3 behave as a single-
chain protein with a mol. wts of 26,600 in the presence and absence of p-
mercaptoethanol and pI 7.8. The enzyme does not contain neutral
carbohydrates and its N-terminal amino acid is alanine. The amino acid
composition showed 249 residues/moles a high contents hydrophilic amino
acids and 14 half-cys residues, which should account for 7 dissulfide bonds.
The proteinase cleaves the A-o. chain faster than the B-B of bovine fibrinogen
and shows no effect on the 8-chain. Both coagulant and proteolytic activities
where inhibited when the MOO3 was treated with EDTA, B-mercaptoethanol
and leupeptin. Specific esterolytic activities of MOO3 on alfa-N-tosyl-I-
arginine methyl ester (TAME) are 29.64 pmol min-1 mg-1. Total absorbance
recovery for column was around 66%. MOO3 represented 1.42% (w/w) of the

initial desiccated venom.
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