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1. RESUMO GERAL




Este trabalho descreve a purificacdo e a caracterizagao bioquimica parcial
de duas proteases das pegonhas de Bothrops alternatus (Balt-F1 e Balt-F2) e
uma de Bothrops moojeni (Bmoo-F). As enzimas foram purificadas em colunas
cromatograficas contendo as resinas DEAE Sephacel, Sephadex G-75 e
Heparina-Agarose. O peso molecular aparente analisado em SDS-PAGE sob
condicdes redutoras, mostrou bandas homogéneas de 26.200, 29.900 e 24.800,
respectivamente. Todas as enzimas hidrolisaram as cadeias A-o € B-p do
fibrinogénio bovino. A Balt-F1 nao apresentou atividades coagulante e
desfibrinogenante. As enzimas Balt-F2 e Bmoo-F, quando injetadas i.p. tornaram
o sangue de camundongos incoagulavel. A inibigdo da atividade proteolitica sobre
o fibrinogénio bovino das enzimas Balt-F1, Balt-F2 e Bmoo-F por agentes

quelantes de ions metalicos, permite classifica-las como metaloproteases.
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2. INTRODUCAO GERAL




O sistema responsavel pela producdo da peconha de serpentes &
composta por glandulas exécrinas modificadas que produzem a substancia téxica.

As pegonhas ofidicas, especialmente do género Bothrops, caracterizada
atualmente como a de maior importancia médica no Brasil, tem sido
extensamente estudada nos ultimos anos (PERALES e DOMONT, 2003).

O género Bothrops compreende cerca de 19 espeécies, distribuidas por todo

o territério nacional e sa@o responsaveis pela maioria dos acidentes na cidade de

Uberlandia e regido, causando varias complicagbes para a populagao local

(NISHIOKA e SILVEIRA, 1992).
Entre 1984 e 1991, a maioria dos acidentes ofidicos confirmados e

registrados pelo Hospital das Clinicas de Uberlandia (UFU), foi por Bothrops

moojeni (NISHIOKA e SILVEIRA, 1992). O segundo e terceiro lugar foram

ocupados pelas espécies Bothrops neuwiedi e Bothrops alternatus,

respectivamente.

As serpentes Bothrops alternatus sao geralmente encontradas em

vegetacio rasteira, perto de rios € lagos ou em plantagbes, ao passo que as

Bothrops moojeni vivem em areas mais secas. A distribuigdo geografica de ambas

as espécies se estende aos estados do Parana, Mato Grosso do Sul, Séo Paulo e

Minas Gerais, especialmente a regido do Tridngulo Mineiro.
As peconhas de serpentes possuem diversos componentes toxicos que

mostram caracteristicas clinicas que requerem tratamentos alternativos. As anti-

peconhas ofidicas especificas representam os antidotos mais eficazes para

neutralizar os efeitos dos envenenamentos e sao produzidas e utilizadas no

tratamento ha décadas (LALLOO e THEAKSTON, 2003).
O quadro clinico observado no envenenamento botrépico pode ser

didaticamente dividido em sistémico e local (MANUAL DE DIAGNOSTICO E

TRATAMENTO DE ACIDENTES POR ANIMAIS PECONHENTOS, 1999). As

manifestagbes sistémicas sdo caracterizadas principalmente por disturbios na

hemostasia, caracterizados por deficiéncia na coagulacdo, alteragdo na

agregacao plaquetaria € deplegao de fibrinogénio (HATI et al., 1999). A seqiiéncia

destes eventos culmina em sangr amentos de ferimentos cutaneos pré-existentes
e hemorragias a distancia, como por exemplo a gengivorragia. Ainda em nivel

sistémico, também se observa sudorese, hipotensdo arterial e hipotermia




(CARDOSO, 1997). As manifestacdes locais s@o caracterizadas por dor e edema
persistentes no local da picada, de intensidade variavel e, em geral, de instalagéo
precoce e carater progressivo. Equimoses (manchas roxas que resultam do
extravasamento de sangue no tecido celular) e hemorragias no ponto da picada
sdo frequentes e bolhas podem aparecer na evolugdo do quadro clinico,
acompanhado ou nao de necrose (CARDOSO, 1997). A associagdo entre
equimose € necrose pode ser atribuida aos componentes hemorragicos da
peconha (RIBEIRO et al., 2001)

Nos casos mais graves, o dano tecidual pode resultar em sérias seqielas,
tais como a perda funcional ou permanente do tecido ou do membro afetado. A
magnitude dos efeitos locais em envenenamentos botrépicos depende
basicamente da quantidade de peconha inoculada, do tempo entre a picada e o
inicio da soroterapia, do peso e idade do paciente, da regido anatdémica onde

ocorreu a picada e do eventual uso de torniquete (FRANCA, 1997).

Animais pegonhentos desenvolveram poderosas pegonhas, arsenais

quimicos com substancias capazes de atordoar, paralisar ou matar outros
organismos (MCCORMIC e MEINWALD, 1993).

f Pegonhas de serpentes séo ricas em compostos farmacolégicos ativos que
apresentam um largo espectro de atividades bioldgicas (BAILEY et al., 2001).
Essas pegonhas sao usualmente compostas de uma mistura complexa de
proteinas, enzimas, peptideos € componentes inorganicos. O estudo de peconhas

das serpentes apresentam informacgodes importantes em sistemas biol6gicos e em

introspecgdes a cerca de problemas médicos (BAILEY et al., 2001; BALSINDE, et

al., 1999; MARSH, 2001).”

) Estas pegonhas, partlcularmente as pertencentes as familias Crotalidae e

Viperidae, contém uma larga variedade de proteases que afetam diferentes

etapas da cascata de coagulagdo sanguinea. Pegonhas de serpentes da familia

Viperidae sdo compostas de enzimas proteoliticas que apresentam atividades
coagulante e anticoagulante (ESTEVAO-COSTA et al. 2000)

Este aparente paradoxo em que a peconha desencadela incoagulabilidade
in vivo e coagulagéo do plasma in vitro, tem sido atribuido & presenca de enzimas

coagulantes (Thrombin-like) presentes em pegonhas de serpentes (STOCKER,

1990b).



Um grupo importante de enzimas proteoliticas encontradas nas pegonhas
botropicas é formado pelas metaloproteases. As metaloproteases compreendem
uma série de enzimas dependentes de zinco com variada massa molecular que
S&0 responsaveis pelo efeito hemorragico caracteristico destes envenenamentos
(BJARNASON e FOX, 1994). As metaloproteases de pegonha de serpentes
(SVMP) também sao classicamente conhecidas como toxinas hemorragicas,
embora existam excecdes com relagao a sua atividade hemorragica. A estrutura
das metaloproteases contém, além do dominio catalitico, um dominio disintegrina

e um dominio rico em cisteina. A atividade hemorragica das diferentes

metaloproteases é variavel, dependendo de sua estrutura.
O cation sédio & o ion mais abundante em peconhas de serpentes, embora

sua funcédo ainda nao seja totalmente conhecida. Os ions zinco e calcio estdo

presentes em muitas metaloproteases de pegonhas ofidicas. Os carboidratos

estao principalmente presentes na forma de glicoproteinas (TU, 1982).

Com base em seus dominios estruturais, as metaloproteases de peconha

podem ser classificadas em 4 classes distintas (HITE et al., 1994):

- PI: Metaloproteases que possuem somente o dominio catalitico;
- Pll: Metaloproteases que possuém O dominio catalitico seguido por um dominio

disintegrina;
- Plil: Metaloproteases formadas pelo dominio catalitico, dominio disintegrina e o

dominio rico em cisteina;
- PIV: Compreende um grupo de enzimas que possuem, além dos trés dominios

descritos na classe Plll, um polipeptideo tipo lectina, ligado por uma ponte

dissulfeto a cadeia polipeptidica da metaloprotease.

A Basparina A, isolada da peconha de Bothrops asper, ¢ uma

metaloprotease da classe P-ll que induz trombose e desfibrinogenagéo (LORIA et
al, 2003). Da mesma forma, a jararagina, isolada da pegonha de Bothrops

jararaca, também & uma SVMP da classe P-Ill (PAINE et al.,, 1992).

Em contraste, BaP1 & uma metaloprotease da classe P-l, a qual consiste
de um Gnico dominio metaloprotease (GUTIERREZ et al., 1995 , WATANABE et
al., 2003).

Outras toxinas presentes no veneno botrépico também estéo envolvidas na

atividade hemorragica por agirem sobre fatores da coagulagdo e induzirem a
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transformacéo direta (componentes tipo-trombina) ou indireta (componentes pré-

coagulantes) do fibrinogénio plasmatico em fibrina (KAMIGUTI e SANO-

MARTINS, 1995).
A coagulagdo sistétmica e coagulopatia estdo associadas com

envenenamento por serpentes da familia Viperidae. Muitas metaloproteases
dessas peconhas sao importantes toxinas hemorragicas (BJARNASON e FOX,
1994) e outras contribuem para distirbios da coagulacgéao, ativando os fatores Il e
X (MARKLAND, 1998), degradando o fibrinogénio e o fator de von Willebrand
(KAMIGUTI et al., 1996a) e inibindo a agregacao plaquetaria dependente de
colageno (KAMIGUT! et al., 1996b; JIA et al., 1997 e ESTEVAO-COSTA et al.,

2000).
As serinoproteases presentes na peconha botrépica sdo caracterizadas

principalmente como proteases com atividade tipo trombina (KAMIGUTI e SANO-

MARTINS, 1995).

O mecanismo de coagulagdo sanglinea consiste em reagdes distintas

envolvendo a conversao de fatores inativos em serino proteases ativas. Durante o
titimo estagio do processo de coagulacéo, a trombina promove a conversao do
fibrinogénio em coagulo de fibrina e a estabilizagdo desse polimero, devido a

ativacao do fator Xl da cascata de coagulagéo. A liberagéo dos fibrinopeptideos

A (FPA) e B (FPB) requer a hidrolise das ligagdes Arg16---Gly e Arg15---Gly na

regiao amino-terminal das cadeias A e B do fibrinogénio, respectivamente

(BAILEY e BETTELHEIM, 1955).

Algumas enzimas coagulantes (“Thrombin-like”) de pegonhas de serpentes

exibem um mecanismo de acao semelhante a trombina. Baseado na velocidade
de liberagdo dos fibrinopeptideos A e B do fibrinogénio, tais enzimas séo
(MARKLAND, 1998). O primeiro libera

grupo venombin A) e este inclui Ancrod,

organizadas em trés grupos

preferencialmente 0 fibrinopeptideo A (
isolado de Agkistrodon rhodostoma (NOLAN et al., 1976), Batroxobina de

Bothrops atrox (STOCKER € BARLOW, 1976), uma thrombin-like analoga a
giroxina, purificada da pegonha de Lachesis muta muta (DA SILVA et al., 1989,
SILVEIRA et al., 1989 E MAGALHAES et al., 1993) e Crotalase, isolada de

Crotalus adamanteus (MARKLAND e DAMUS, 1971). Essas enzimas nao ativam




o fator Xl ou outros fatores da coagula¢do e nao causam agregacao plaquetaria
(HUTTON e WARRELL, 1993 e MARSH, 1994).

Algumas dessas thrombin-like, particularmente do grupo venombin A, tem
potencial uso clinico para 0 tratamento de doengas humanas, como agentes
desfibrinogenantes e sao largamente usadas em laboratérios na detecgdo de
fibrinogénio em amostras de sangue heparinizado. Essas enzimas tém sido
purificadas de diferentes espécies de serpentes (STOCKER, 1990b). O segundo
grupo (classe venombin AB) de enzimas coagulantes, que liberam ambos os
fibrinopeptideos A e B e ativam o fator XVIII, é representado pela enzima da
peconha de Bitis gabonica (Gaboon viper) (GAFFNEY et al., 1973). A figura 1
mostra o mecanismo de agéo das enzimas coagulantes da classe venombin AB.

A terceira classe de enzimas coagulantes (venombin B), que libera
nopeptideo B, & representado por uma enzima da

preferencialmente 0 fibri

pegonha Agkistrodon contortrix contortrix (HERZIG et al., 1970).
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Ha ainda na pegonha, componentes com acao fibrinolitica/fibrinogenolitica
direta (MARUYAMA et al., 1992) e proteinas que podem alterar a funcao
plaquetaria, inibindo ou ativando-a, contribuindo desta forma para que o quadro
hemorragico se agrave (KAMIGUTI e SANO-MARTINS, 1995).

As enzimas fibrinogenoliticas encontradas nas pecgonhas de serpentes sao
classificadas de acordo com a especificidade de hidrolise das cadeias Aa, Bp e y
do fibrinogénio. As o fibrinogenases foram isoladas a partir da peconha de
Crotalus atrox (PANDYA e BUDZYNSKI, 1984), Agkistrodon c. contortrix
(MARKLAND et al., 1988). A. rhodostoma (OUYANG e HUANG, 1983),
Trimeresurus mucrosquamatus (OUYANG et al., 1977; OUYANG e YANG, 1976;
OUYANG e HUANG, 1979), T. gramineus (OUYANG e HUANG, 1979), Bothrops
moojeni (ASSAKURA et al., 1985), B. jararacussu (ZAGANELLI et al., 1996), B.
moojeni (SERRANO et al., 1993 a, 1993b) e B. jararaca (MARUYAMA et al,
1992). As fibrinogenases com especificidade de hidrolise pela cadeia B-f foram
encontradas nas pegonhas de C. atrox (SAPRU, 1983; PANDYA e BUDZYNSKI,
1984), T. gramineus (OUYANG, 1979) e T. mucrosquamatus (OUYANG, 1977,

OUYANG, 1976; TENG, 1985). As fibrin(ogen)ases de pegonha que hidrolisam

preferencialmente a cadeia y do fibrinogénio séo bastante raras. Este tipo de

protease foi purificada da pegonha de C. atrox (toxina hemorragica) com peso

molecular de 64.000 (NIKAI et al., 1984).
Algumas enzimas fibrinogenoliticas, incluindo metaloproteases € enzimas

coagulantes, estdao sendo estudadas para uma possivel aplicagao clinica no
tratamento de doengas trombéticas vasculares (MARKLAND, 1998).

Ancrod e Batroxobina tém sido usadas em combinagdo com componentes
tromboliticos, como agentes desfibrinogenantes em algumas condigdes clinicas
em modelos caninos de trombose arterial (CERCEK et al., 1987; TOMARU et al.,
1988). A Batroxobina ativada previne a reoclusao coronaria arterial, enquanto
Ancrod eleva o efeito de agentes tromboliticos em modelos de trombose arterial

da carétida, provavelmente pela deplecao do fibrinogénio e prevenindo a

propagacéo do trombo existente.

Este trabalho descreve @ puri
othrops alternatus (Balt-F1 e Balt-F2) e uma de

ficacéo e a caracterizagio bioquimica de duas

proteases da pegonha de B

Bothrops moojeni (Bmoo-F).

10




UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLANDIA
' BIBLIOTECA

3. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

11




12

ASSAKURA, M. T.; REICHL, A. P.; ASPERTI, M. C. A.; MANDELBAUM, F. R.
Isolation of the major proteolytic enzyme from the venom of the snake Bothrops

moojeni (Caissaca). Toxicon, v. 23, p. 691-706. 1985,

BAILEY, K. and BETTELHEIM, F. R. The clotting of fibrinogen I. The liberation of
peptide material. Biochimica et Biophysica Acta, v. 18, p. 495-503, 1955.

BAILEY, P.; WILCE, J. Venom as a source of useful biologically active molecules.

Emerg. Med. (Fremantle), v. 13, p. 28-36, 2001.

BALSINDE, J., BALBOA, M. A., INSEL, P. A. and DENNIS, E. A. Regulation and
inhibition of phospholipase A2. Annu. Rev. Pharmacol. Toxicol, v. 39, p. 175-

189, 1999.

BJARNASON, J.B.; FOX, JW. Hemorrhagic metalloproteinases from shake
venoms, Pharmacol. Ther., v. 62, p. 352-372, 1994.

CARDOSO, J.L.C. Ofidios — Bothrops (jararaca, cruzeira). In: Nicolela A; Barros
E; Torres JB et al. eds. Acidentes com Animais Pegonhentos - Consulta Rapida

- Porto Alegre - Ministério da Satde, 1997.

CERCEK, A. S. LEW , H. HOD , J. YANO , B. LEWIS , K. N. N. REDDY ang W.
GANZ. Ancrod enhances the thrombolytic effect of streptokinase and

urokinase *« Thrombosis Research, v. 47, p. 417-426, 1987.

DA SILVA, N. J.; AIRD, S. D.; SEEBART, C. and I. I. A gyroxin analog from the
venom of the bushmaster (Lachesis muta muta) Toxicon, v. 27, p. 763-771, 1989

ESTEVAO-COSTA, M. I; DINIZ, C. R.; MAGALHAES, A.; MARKLAND, F. §.:
SANCHEZ, E. F. Action of metalloproteinases mutalysin | and Il on severs|
components of the hemostatic and fibrinolytic systems. Thromb Res. Vv, 99, n. 4,

p. 363-376, 2000.




FRANCA, F.0.S. Associagido da venenemia e da gravidade em acidentes
botrépicos, no momento da admissédo no Hospital Vital Brasil do Instituto
Butantan/SP, com variaveis epidemiolégicas, clinicas e laboratoriais. S3g

Paulo, 1997. Tese (Doutorado) -Faculdade de Medicina da Universidade de Sao

Paulo.

GAFFNEY, P and BRASHER, M. ANCROD AND ITS ACTIVITIES
CORRESPONDENCE. The Lancet, v. 302, p. 1502-1503 ,1973,

GUTIERREZ, J. M. et al. Skeletal muscle necrosis and regeneration after injection
of BaH1, a hemorrhagic metalloproteinase isolated from the venom of the snake
Bothrops asper (Terciopelo). Experimental and Molecular Pathology, v. 62, n. 1,

p. 28-41, San Diego. Feb. 1995.

HATI, R.;; MITRA, P.; SARKER, S.; BHATTACHARYYA, KK. Snake venom
hemorrhagins. Crit. Rev. Toxicol., v. 29, p. 1-19, 1999,

HERZIG, R. H.; RATNOFF, O. D.; SHAINOFF, J. R. Studies on a procoagulant
fraction of southern copperhead snake venom: the preferential release of

fibrinopeptide B. J. Lab. Clin. Med., v. 76, p. 451, 1970.

HITE, L.A.; JIA, L.G.; BJARNASON, J.B; FOX, J.W. cDNA sequences for foyr
snake venom metalloproteinases: structure, classification, and their relationship to
mammalian reproductive proteins. Arch. Biochem. Biophys., v. 308, p. 182-191,

1994,

HUTTON, R. A., WARREL, D. A. Action of snake venom components on the
haemostatic system. Blood. Rev., v. 7, p. 176-189, 1993,

JIA, L.G., WANG X.M., J.D. SHANNON, J.B. BJARNASON & J.W. FOX. Function
of disintegrin-like/cys—teine—rich domain of atrolysin A: inhibition of platelet
aggregation by recombinant protein and peptide antagonists. J. Biol. Chem,, v,

272: 13094-13102, 1997.

— e o




KAMIGUTI, A. S.; SANO-MARTINS, I. S. South American snake venoms affecting
haemotasis. J. Toxicol. Toxin Rev, v. 14, p. 359 — 374 1995,

KAMIGUTI, A. S.; HAY, C. R. M... THEAKSTON, R. D. G and ZUZEL, M.
Disruption of haemostasis by jararhagin, a haemorrhagic metalloproteinase from
Bothrops jararaca venom . Toxicon, v. 34, p. 731-732, 1996a.

KAMIGUTI, A.S.; HAY, C.R.M.; ZUZEL, M. Inhibition of collagen-induced platelet
aggregation as the result of cleavage of a2B1-integrin by the snake venom
metalloproteinase Jararhagin. Biochem. J., v. 320, p. 635-641, 1996p

LALLOO, D.G., THEAKSTON, R.D. Snake antivenoms. J. Toxicol. Clin. Toxicol.,
V. 41, p. 277-290; p. 317-327, 2003.

LORIA, G. D.; RUCAVADO, A.; KAMIGUTI, A. S.; THEAKSTON, R. D. G.: FOX, J.
W.; ALAPE, A. and GUTIERREZ, J. M. Characterization of ‘basparin A a
prothrombin-activating metalloproteinase, from the venom of the snake Bothrops
asper that inhibits platelet aggregation and induces defibrination and thrombosijs.
Archives of Biochemistry and Biophysics, v. 418, p. 13-24, 2003.

MAGALHAES, A.; FONSECA, B. C. B, DINIZ, C. R.: GILROY, J. ang
RICHARDSON, M. The complete amino acid sequence of a thrombin-ike
enzyme/gyroxin analogue from venom of the bushmaster snake (Lachesis muta

muta). FEBS Letters, v. 329, p.116-120, 1993.

MARKLAND, F. S. and DAMUS, P. S. Purification and properties of 3 thrombin-
like enzyme from the venom of Crotalus adamanteus (Eastern diamondback
rattlesnake). J Biol Chem, v. 246, p. 6460-6473, 1971,

MARKLAND, F. S.; REDDY, K. N. N; GUAN, A L Purufication ang
characterization of a direct- acting fibrinogenolytic enzyme from Southern
copperhead venom. In: Hemostasis and Animal Venoms, PIRKLE, H.-

MARKLAND, F. S. (Eds), Marcel Dekker, New York. 1988,




MARKLAND, F.S. 1998. Snake venoms and the hemostatic system. Toxicon, v.
36, p. 1749-1800, 1998.

MARSH, NA: Snake venoms affecting the haemostatic mechanism - g
consideration of their mechanisms, practical applications and biological
significance. Blood Coagul Fibrinolysis; v. 5, p.:399-410, 1994.

MARSH, NA. Diagnostic uses of snake venom. Haemostasis, v. 31, p. 211-217,
2001.

MARUYAMA, M.; SUGIKI, M.; YOSHIDA, E.; MIHARA, H.: NAKAJIMA, N.
Purification and characterization of two fibrinolytic enzymes from Bothrops

Jararaca (jararaca) venom. Toxicon, v. 30, p. 853-864, 1992.

MCCORMICK, K. D.; MEINWALD, J. Neurotoxic acylpolyamines from spider
venoms. J. Chem. Ecology, v. 19, p. 2411-2451, 1993.

MINISTERIO DA SAUDE. Fundag&o Nacional de Satide. Manual de Diagnéstico
e Tratamento de Acidentes por Animais Pegonhentos. Brasilia, 58p, 1999.

NIKAI, T.; MORI, N.; KISHIDA, M.; SUGIHARA, H.; TU, A. T. Isolation and

biochemical characterization of hemorragic toxin from the venom of Crotalus atrox.

Arch. Biochem. Biophys, p. 231-309, 1984,

NISHIOKA S. A e SILVEIRA P. V. P. A clinical and epidemiologic study of 292
cases of lance-headed viper bite in a Brazilian teaching hospital. American
Journal of Tropical Medicine and Hygiene, v. 47, p. 805-810, 1992.

NOLAN, C.: HALL, L. S. and BARLOW, G. H. Ancrod, the coagulating enzyme
from Malayan pit viper (Agkistrodon rhodostoma) venom. Methods in

Enzymology, v. 45, p. 205-213, 1976.




16

OUYANG. C. and FUN-YUN YANG, F-Y. The effects of the purified thrombin-like
enzyme and anticoagulant principle of Trimeresurus gramineus venom on blood

coagulation in vivo . Toxicon, v. 14, p. 197-201, 1976.

OUYANG, C: TENG, C. M. CHEN, Y. Physicochemical properties of a- and p-

fibrinogenases of Trimeresurus mucrosquamatus venom. Biochim. Biophys.

Acta, v.
481, p. 622-630,.1977.

OUYANG, C.; HUANG, T. F. a and p-Fibrinogenases from Trimeresurus

gramineus snake venom. Biochimica et Biophysica Acta (BBA) - Enzymology,

v. 571, p. 270-283, 1979.
OUYANG, C.; HUANG, T. F. A potent platelet aggregation inducer from

Trimeresurus gramineus snake venom. Biochimica et Biophysica Acta (BBA) -

General Subjects, v. 761, - 126-134, 1983.

PAINE, M. J. |.;
J. Biol. Chem., v. 267, p- 22869-22876, 1992.

PANDYA, B. V,; BUDZYNSKI, A. Z. Anticoagulant proteases from Western

diamondback rattesnake (Crotalus atrox) venom. Biochem. v. 23, p. 460-470,

1984,

PERALES. J.. DOMONT, G LIZANO, S. Natural phospholipase A2 myotoxin

inhibitor proteins from snakes, mammals and plants. Toxicon, v. 42, p. 963-977,

2003.

RIBEIRO. L. A JORGE, M. T LEBRAO, M. L. Prognostic factors for local
necrosis in Bothrops jararaca (Br azilian pit viper) bites. Transactions of the royal

society of tropical medicine and hygiene, V. 95, p. 630-634, 2001.

SAPRU, Z. Z; ANTHONY T. Tu, A. T. and GRAHAM S. BAILEY, G. S.

Purification and characterization of a fibrinogenase from the venom of Western

DESMOND, H. P., THEAKSTON, R. D. G. and CRAMPTON, J. M.




Diamondback rattlesnake (Crotalus atrox). Biochimica et Biophysica Acta
(BBA) - Protein Structure and Molecular Enzymology, v. 747, p. 225-231. 1983.

SERRANO, S. M. T.; MATOS, N. F. C.; MANDELBAUM, F. R.: SAMPAIOQ, C. A.

M. Basic proteinases from Bpthrops moojeni (caissaca) venom. | Isolation and
activity of two serine proteinases MSPI and MSPII on synthetic substrates and on
platelet aggregation. Toxicon, v. 31, p. 471-481, 1993a.

SERRANO, S. M. T.; SAMPAIO, C. A. M; MANDELBAUM, F. R. Basic proteinases
from Bpthrops moojeni (caissaca) venom. Il Isolation of the metalloproteinase
MPB. Comparison of the proteolytic activity on natural substrates by MPB, MSP}
and MSPIl. Toxicon, v. 31, p. 483-492, 1993b.

SILVEIRA, A. M. V.; MAGALHAES, A, DINIZ, C. R. and OLIVEIRA, E. B,
Purification and properties of the thrombin-like enzyme from the venom of
Lachesis muta mvta. International Journal of Biochemistry, v. 21, p. 863-871,

1989.

STOCKER, K. F.; BARLOW, G. H. The coagulant enzyme from Bothrops atrox
venom (Batroxobin). Methods in Enzymology, v. 45, p. 214-223, 1976.

STOCKER K. Snake venom protein affecting hemostasis and fibrinolysis. In
Medical Use of Snake Venom Proteins, ed. K. F. Stocker, pp. 97-160. CRC

press, Boca Raton, 1990b.

TENG, C. M.; YUNN-HWA, M. A. and OUYANG, C. Action mechanism of the
platelet aggregation inducer and inhibitor from Echis carinatus snake venom.
Biochimica et Biophysica Acta (BBA) - General Subjects, v. 841, p. 8-14, 1985.

TOMARU, T. ; UCHIDA, Y.; NAKAMURA, F.; SONOKI, H. and SUGIMOTO, T.

Fiberoptic angioscopy of cardiac chambers, valves, and great vessels using a




guiding balloon catheter in dogs. American Heart Journal, v. 115, p. 1297-1302,
1988.

TU, A. T. Chemistry of rattlesnake venoms. In: Rattlesnake venoms, their

actions and treatment. New York, Marcel Dekker. 1982

WATANABE, L., SHANNON, J.D., VALENTE, R. H, RUCAVADO, A,
ALAPEGIRON, A., KAMIGUTI, A.S., THEAKSTON, R.D.G, FOX, Jw,
GUTIERREZ, J.M., ARNI, R.K. Amino acid sequence and crystal structure of
BaP1, a metalloproteinase from Bothrops asper snake venom that exerts multiple

tissue-damaging activities. Protein Science. , v.12, p. 2273 - 2281, 2003.

ZAGANELLI, G. L.; ZAGANELLI, M. G. M.; DINIZ, C. R,, LIMA, M. E. Purification
and characterization of a fibrinogen-clotting enzyme from the venom of jararacugu

(Bothrops jararacussu). Toxicon, v. 34, p. 807-819, 1996.




4. CAPITULO 1

URIFICAGAO DE UMA ENZIMA FIBRINOGENOLITICA D
P PECONHA DA SERPENTE Bothrops alternatys




i

20

ABSTRACT: This work describes the purification of a fibrinogenolytic enzyme
from Bothrops alternatus snake venom. The enzyme, named Balt-F1, was purified
using a single step chromatography on DEAE Sephacel. Balt-F1 was shown to be

homogeneous with molecular weight of about 26,200 and 21,200, in the presence

and absence of B—mercaptoethanol, as demonstrated by sodium dodecyl sulfate-

polyacrylamide gel electrophoresis. Balt-F1 represents about 2.2 % of the total

venom protein and it is devoid of hemorrhagic, phospholipase A2, blood-clotting

and defibrinating activities and shows a high proteolytic activity towards A-o and
B-p chains of bovine fibrinogen. The inhibition of the fibrinogenolytic activity of

Balt-F1 by chelant compounds such as EDTA and 1,10-phenantrolin supports its

classification as a metalloproteinase.
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RESUMO: Este trabalho descreve a purificagdo de uma enzima fibrinogenolitica

da pegonha de Bothrops alfernatus. A enzima, denominada Balt-F1, foi purificada

utilizando um simples passo de cromatografia em coluna de DEAE Sephacel. A

analise por eletroforese em gel de poliacrilamida com agentes desnaturantes

(SDS-PAGE) mostra que essa enzima apresenta uma banda homogénea com

peso molecular aparente de 26.200 e 21.200, na presenca e ha auséncia do

agente redutor B—mercaptoetanol, respectivamente. A enzima Balt-F1 representa

cerca de 2,2 % da pegonha total e & desprovida de atividades hemorragica,

fosfolipasica A2, coagulante e desfibrinog
a e B-p do fibrinogénio bovino. A inibicdo da atividade

enante e possui atividade proteolitica

sobre as cadeias A-
fibrinogenolitica da enzima Balt-

EDTA e 1,10-fenantrolina permite classi

F1 por agentes quelantes de ions metalicos como

fica-la como metaloprotease.
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1. INTRODUGAO

As serpentes Bothrops alfernatus sao conhecidas popularmente, no Brasil,
como “urutu”, “urutu-cruzeiro” ou “cruzeira”, s&o consideradas monotipicas e de
ampla dispersdo, com grande distribuicdo na Ameérica do Sul. Sio terrestres,
utilizam microambientes diversificados e ocupam diversas comunidades vegetais,
mostrando uma grande capacidade de adaptagao, ocupando varios biomas, o que
justifica sua ampla distribuicdo (MESQUITA, 1997). Possuem atividade

predominantemente noturna, embora possam apresentar atividades durante todos

0s horarios do dia.
Os acidentes provocados por essas serpentes caracterizam-se por efejtos

locais e sistémicos. Os efeitos sistémicos mais comuns sdo a indugéo do estado
de choque, principal causa de morte, distlrbios na coagulagio sangtiinea,

alteragbes cardiovasculares, hemorragias gastrointestinais, nauseas, vémitos e

hematuria (MEBS; OWNBY, 1990) .

Quanto aos efeitos locais destacam-se dor, edema, hemorragia local e
necrose tecidual, que dependendo do local afetado, tempo decorrido entre o
acidente e aplicagdo do soro € quantidade de pegonha injetada, podem levar 3
perda do tecido e amputagéo do membro afetado (OLIVEIRA, 1999).

A complexa lesao causada por essa pegonha se deve a somatdria dos
efeitos isolados dos diferentes componentes, com agées biolégicas distintas oy
com agao sinérgica. Os principais constituintes das pegonhas relacionados com

os efeitos locais sdo as proteases, fosfolipases e miotoxinas.
Neste trabalho descrevemos a purificacéo de uma enzima fibrinogenolitica

presente na pegonha de Bothrops alternatus.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 Obtengio da pegonha bruta de Bothrops alternatus
A pecgonha bruta de B. alternatus foi gentilmente doada pela Prof®. Dra. Vera

Lacia de Campos Brites, do Instituto de Biologia da Universidade Federal de

Uberlandia (INBIO - UFU). A pegonha foi dessecada a véacuo e armazenada a -20

°C até o momento do uso.

2.2 Cromatografia, eletroforese
A resina DEAE Sephacel e os reagentes: acrilamida, bis-acrilamida, N, N, N,

N’ - tetrametiletileno-diamino (TEMED), dodecil sulfato de sédio (SDS), azul
brilhante de coomassie, acido etilenodiaminotetracetico (EDTA), soroalbumina

bovina, azul de bromofenol, B-mercaptoetanol e persulfato de aménio foram

adquiridos da Amersham Pharmacia Biotech.

2.3. Padrées para determinagdo do peso molecular
O padrao de peso molecular LMW: fosforilase b (97.000), albumina bovina

(66.000), ovoalbumina (45.000), anidrase carbénica bovina (30.000), inibidor de
tripsina (20.100), a-lactoalbumina (14.400), foi obtido da Sigma Chem. Co.

2.4 Atividades enzimaticas
O fibrinogénio e o plasma bovinos foram obtidos da Sigma Chem. Co e

pelo Hospital Veterinario da UFU, respectivamente,
Os animais experimentais (camundongos albinos da raga Swiss) foram

gentilmente doados pelo Instituto Vallée e pela Pentapharm do Brasil, os quais
foram mantidos no Laboratorio de Experimentagao Animal (LEA) da Universidade

Federal de Uberlandia (UFU).

Todos os demais reagentes utilizados eram de grau analitico

2.5 Fracionamento da pegonha bruta de Bothrops alternatus
Cerca de 200 mg da pegonha bruta dessecada de Bothrops alternatys foram

dispersos em 2,0 ml de tampao bicarbonato de aménio 0,05 M pH 78
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centrifugados a 10.000 x g por 10 min em temperatura ambiente e aplicados a
uma coluna de DEAE Sephacel (1,5 X 15 cm). As amostras foram eluidas com um
gradiente convexo de concentragdo de bicarbonato de amoénio (0,05 - 1,0 M) pH
7,8, utilizando uma camara de mistura com um volume de 150 ml. As fracses,
contendo 3,0 ml cada, foram coletadas num fluxo de 20 mi/hora, por um coletor de
fracdes Gilson. A absorbancia de cada fragao foi acompanhada em 280 nm, num

espectrofotémetro Spekol UV/VIS (Zeiss).

2.6. Determinagdo quantitativa de proteinas
As dosagens protéicas, em solugao contendo 0,1 a 2,0 mg de proteinas,

foram realizadas pelo método do microbiureto, conforme descrito por ITZHAKI e

GILL (1964). A curva padrao foi construida utilizando-se soroalbumina bovina, que

apresenta um coeficiente de extinggo £"°"™ em 278 nm de 0,666 (DOTY e

GEIDUSCHC, 1953).

2.7. Eletroforese em gel de poliacrilamida com agentes desnaturantes para a

estimativa da Massa Molecular
A determinagdo da massa molecular aparente das amostras foi realizada

por eletroforese em gel de poliacrilamida a 14 %, com agentes desnaturantes,
conforme a técnica descrita por LAEMMLI (1970). Foi utilizado um gel de
empilhamento a 5 % em pH 6,8 contendo 0,125 M de Tris-HCl e 0,1 % de SDS ¢
um gel de separagéo a 14 % em pH 8,8 e 0,1 % de SDS, mantendo a relacao

acrilamida:bis-acrilamida de 30:0,8 (m/m).

2.8. Teste de degradagio do fibrinogénio bovino
A atividade fibrinogenolitica foi realizada segundo EDGAR e PRENTICE

(1973), com algumas modificacées. Em 50 pl de uma solugéo de fibrinogénio
bovino (1,5 mg/ml salina) foram adicionados 5 ng da enzima Balt-F1 e a solugso
incubada por até 60 minutos a 37 °C. A amostra foi diluida em 25 pl de tampao
Tris HC1 0,06 M, pH 6,8, contendo glicerol a 10 % (v/v), B-mercaptoetano1 a 10 %,
(viv), SDS a 2 % (m/v) e azul de bromofenol a 0,05 %. Em seguida as amostras

foram submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida a 14% com SDS comg

agente desnaturante.



2.9 Efeito de agentes inibidores sobre a atividade fibrinogenolitica
A influéncia de agentes inibidores de proteases foi testada quando a
enzima Balt-F1 foi pré-incubada por 30 minutos com EDTA 10 mM, 1.10

fenantrolina 10 mM, PMSF 10 mM, aprotinina 10 mM e B-mercaptoetanol 10 mM.

2.10. Efeitos do pH e temperatura sobre a atividade fibrinogenolitica

Cerca de 5 pg da enzima Balt-F1 dissolvidos em um volume final de 50 ul
de salina, foram pré-incubados por 30 minutos em diferentes pHs (3, 4, 5, 6, 7, 8,
9,10 e 11) em temperatura ambiente ou em diferentes temperaturas (30, 40, 50,
60, 70 e 80 °C) por 15 minutos e em pH 8. Em seguida as amostras foram
colocadas em banho de gelo e a atividade fibrinogenolitica foi determinada como

descrito no item 2.8.

2.11 Atividade coagulante sobre o plasma bovino
Amostras de sangue foram coletadas em 3,8 % de citrato de sodio (9:1, v/v)

e centrifugadas a 2500 g a 4°C por 15 min para obtengao do plasma pobre em
plaquetas. A atividade coagulante foi determinada pela adigéo de 5 g da enzima

a 200 L de plasma bovino a 37 °C e o tempo de coagulagéo determinado.

2.12 Atividade hemorragica
A atividade hemorragica foi realizada segundo a técnica descrita por NIKA| et

al. (1984), com algumas modificagbes. As amostras com cerca de 50 g de
proteinas foram injetadas num volume de 0,1 mL de salina por via subcutanea no

dorso de camundongos machos de 20 g. Apds 5 horas, os animais foram

Sacrificados, as peles removidas e foi observada a presenga ou a auséncia de

halos hemorragicos na face interna da pele.

2.13 Atividade desfibrinogenante
A atividade desfibrinogenante foi ensaiada conforme o método descrito por

GENE et al. (1989), com algumas modificagGes. lnicialmente, 5 g da enzima
dissolvida em 200 ulL de salina foram injetadas i. p. em quatro camundongos da

raca swiss (18 - 20 g). Animais controle receberam 200 ul de salina. Ap6s uma




hora, os animais foram sacrificados com éter e a puncao cardiaca realizada. O

sangue total foi colocado em tubos e guardado a 25-30 °C e o tempo de

Coagulagéo determinado.

2.14 Atividade fosfolipasica A2 (PLA2)
A atividade fosfolipasica foi realizada segundo o método descrito por DE

HASS et al. (1968). Como substrato, foi utilizada uma emulsdo aquosa de gema

de ovo (uma gema para 50 mL de solugdo) em presenga de desoxicolato de sodio
e ions Ca*™ . Para o ensaio, 10 mL da emulséo acima foram diluidos para 30 mL,

sendo a concentragao final de desoxicolato de sédio e CaCl, 2,7 x 10° M e 6,0 x
107 M, respectivamente. Os acidos graxos liberados enzimaticamente foram

titulados com solugéo padrédo 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 e a atividade especifica pelo nimero de

Microequivalentes de base consumida por minuto, por miligrama de proteina. Em

cada ensaio foram utilizadas amostras contendo 20 ug de proteinas.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Fracionamento da pegonha bruta de Bothrops alternatus
O fracionamento da pegonha bruta de Bothrops alternatus foi realizado em

9el de DEAE Sephacel num gradiente convexo de concentracdo em tampao
bicarbonato de aménio 0,05 M a 1,0 M em pH 7,8. O perfil cromatografico esta
mostrado na figura 1. A peconha total foi resolvida em seis fragdes principais
designadas de D1 a D6. Todas essas fragbes foram capazes de hidrolisar o
fibrinogénio bovino (atividade fibrinogenolitica), em maior ou menor intensidade,
com a fraggo D3 apresentando a maior atividade dentre todas as fragées.

A analise por eletroforese em gel de poliacrilamida com agentes
desnaturantes (SDS-PAGE) da fragéo D3 (tubo a tubo) mostrou que os tubos 51 a
54 eram constituidos por banda Unica (resultado ndo mostrado). Esse material,
denominado de Balt-F1 (Fibrinogenase 1 de Bothrops alternatus), foi reunido,
liofilizado e armazenado a -20 °C. A recuperagéo protéica para a Balt-F1 mostrou
que essa enzima representa cerca de 2,2 % da peconha bruta de Bothrops

alfernatus (tabela 1).

3 1Dl pé
e -, -
5 2,5
© D2
N 2
0
[0}
° 1o A 3
‘ D
g 1 M Balt-F1
o) ait-I' D4
§os | 170 T 2

Cmmrtagan eepesd™ - ¥
oOe——  ————— T l o
. 50 100 150 200 250

Numero de tubos

Figura 1. Fracionamento de 200 mg da pegonha bruta de Bothrops alternatus em coluna de DEAE

Sephace| (1,56 X 15 cm), equilibrada com tamp&o bicarbonato de aménio 0,05M, pH 7.8, As
@Mmostras foram eluidas num gradiente convexo de concentragao (0,05 — 1,0 M) do mesmo
tampéo, num fluxo de 20 mih & temperatura ambiente e fracbes de 3 ml foram coletadas. O

radiente de con centracéo foi estabelecido a partir do inicio da cromatografia.
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Tabela 1. Recuperagéo protéica da enzima Balt-F1 purificada da pegonha bruta

de Bothrops alternatus.

Amostra Volume (ml) A2g0 nm U Azsonm TOtal  Recuperagéo (%)*
PB** 1,96 1,55 182,3 100,00
DI 23.0 1,28 29,44 16,15
D2 34,5 0,83 28,65 15,71
Balt-F1 1.5 0,35 04,02 2,20
D3 11,0 0,71 07,81 428
D4 17,0 0,45 07,65 4,20
D5 24,5 0,42 10,29 5,64
D6 210 1,50 31,50 17,28

* A Recuperagdo protéica foi realizada pela absorbancia total de cada fragéo a 280 nm

* PB - Peconha bruta de Bothrops alternatus 60 vezes diluida.
3.2 Eletroforese em gel de poliacrilamida com agentes desnaturantes para a

estimativa da Massa Molecular

Quando analisada em SDS-PAGE a 14 %, a enzima Balt-F1 apresentou
Cadeia Unica e massa molecular aparé
| e 21.2 kDa na auséncia desse agente redutor (figura 2).

ada pelo fato de a migracdo da molécula na

nte de 26.2 kDa, na presenga do agente

redutor B-mercaptoetano
Essa diferenca pode ser explic

eletroforese ser dependente do seu tam
anol a proteina sofre uma desnaturagdo mais efetiva

anho molecular. Considerando que na

Presenca de p-mercaptoet

devido ao rompimento das pontes dissulfetos, ela podera aumentar o seu

tamanho aparente e diminuir sua migragdo em relagdo a proteina sem (-

bragdo para a estimativa das massas moleculares

Mercaptoetanol. A curva de cali

estd mostrada na figura 3.
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Figura 2. Eletroforese em gel de poliacrilamida a 14 % com agentes desnaturantes para a

estimativa da massa molecular da enzima Balt-F1.

Linha 1. Padrao de massa molecular: fosforilase b
Ovoalbumina (45.000), anidrase carbonica (30.000), inibidor de tripsina (20.100) e o-lactoalbumina

(14.400); 2 - peconha bruta de Bothrops alternatus reduzida; 3 — Balt-F1 reduzida; 4- Balt-F1 néo

(97.000), albumina bovina (66.000),

reduzida,
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Figura 3: Curva padréo para a determinagéo da massa
fosforilase b (97.000), albumina bovina (66.000), ovoalbumina

O Padroes:
inibidor de tripsina (20.100) e o-lactoalbumina (14.400);

(45.000), anidrase carbonica (30.000),
® Balt-F1 (com e sem B-mercaptoetanol)




3.3 Teste de degradagao sobre o fibrinogénio bovino

Os testes de degradagdo das cadeias do fibrinogénio bovino mostraram

que a enzima Balt-F1 degrada a cadeia A-
rmanece inalterada, mesmo depois de 60 minutos

o, mais rapidamente que a cadeia B-§,

enquanto que a cadeia y pé
(figura 4). Esse mecanismo de hidrolise & comum para a maioria das
fibrinogenases isoladas de pegonhas de serpentes (OLIVEIRA et al., 1999;
XIUXIA et al., 2001). A enzima Balt-F1 apresentou elevada atividade

fibrinogenolitica, mas n&o apresentou nenhuma atividade coagulante,

fosfolipasica A2 ou hemorragica com até 50 p
As enzimas fibrinogenoliticas, encontradas nas pegonhas de serpentes,
grupos, dependendo da especificidade de

g de proteina.

podem ser classificadas em trés
hidrolise das cadeias do fibrinogénio. O primeiro grupo sdo aquelas com

preferéncia de hidrolise pela cadeia A- (LEONARDI et al., 200Z; ESTEVAO-
pela cadeia B-p (GUO et al., 2001; SAMEL et al.,

y do fibrinogénio (NIKAI et al., 1984). Nossos

COSTA et al., 2000), o segundo

2002) e o terceiro pela cadeia

esultados sugerem que a Balt-F1 pertence & classe a-fibrinogenases.

Muitas das enzimas fibrinogenoliticas de pegonha foram caracterizadas

Como metaloproteases dependentes de zinco. Membros desta familia s&o assim

chamados em virtude de apresentarem atomo de zinco em suas moléculas, o qual

€ essencial para sua agéo catalitica (STOCKER et. al.,1995).
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Figura 4: Eletroforese em gel de poliacrilamida & 14% com agentes desnaturantes dos produtos

de hidrélise do fibrinogénio bovino, resultantes da agao da enzima Balt-F1. 1- fibrinogénio bovino

Controle; 2 a 7- fibrinogénio incubado com Balt-F1 em pH 8.0 por 2, 5, 10, 15, 30 e 60 minutos,

respectivamente.

3.4 . Efeitos do pH e temperatura sobre a atividade fibrinogenolitica
aram que a enzima Balt-F1

Estudos de estabilidade enzimatica mostr
numa larga faixa de pH a
as. Quando aquecida acima de 60 °C, durante 15

€ ativa em elevadas temperatur
Minutos, a enzima perde completamente sua atividade fibrinogenolitica (figura

58).

apresenta atividade maxima Icalino (figura 5A), mas nao

Quanto a estabilidade enzimatica, a enzima Balt-F1 apresenta um

COmportamento semelhante a varias outr

Purificadas e descritas na literatura (SEL

1986; SHIEH et al., 1985).

as proteases de pegonha de serpentes ja
STRE: GIGLIO, 1987; KOSUKI et al.,
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Figura 5. Eletroforese em gel de poliacrilamida a 14 % com agentes desnaturantes. (A) Produtos

de digestso do fibrinogénio bovino pela enzima Balt-
F1: linhas 2 2 10-
Produtos de digestao do fibrinogénio bovino

F1 pré-incubada em varios pHs. Linha 1-

fibrinogénio bovino controle sem Balt- fibrinogénio acrescido de Balt-F1 pre-

cubada em pHs 3 a 11, respectivamente. (B)
da. Linha 1: fibrinogénio bovino controle sem Balt-

esultantes da acio da enzima Balt-F1 aqueci
t-F1 por 60 min; linhas 3 a 8 fibrinogénio

F1: linha 2- fibrinogénio controle incubado com Bal
Incubado com Balt-F1 aquecida por 30, 40, 50, 60, 70 € 80°C, respectivamente.
es sobre a atividade fibrinogenolitica

3.5 Efeito de agentes inibidor
ses testados para @ enzima Balt-F1 (figura

Dentre os inibidores de protea
). a 1,10-fenantrolina € O EDTA fora

atividade dessa enzima. Os demais
sobre esta atividade. Esses resultados sao

m capazes de inibir completamente a

inibidores (B-mercaptoetanol, PMSF e

aprotinina) nao apresentaram efeito

c
Oncordantes com a literatura € sugerem

Metaloproteases. (OWNBY et al. 1994).
eases em trés classes de

Bjarnason e Fox (1994) dividiram as metaloprot

acordo com suas massas moleculares. A classe P-l corresponde a toxinas

que a Balt-F1 pertence a familia das

Pequenas com atividade hemorragica relativamente fraca ou ausente e com

Massas moleculares entre 20 @ 30 kDa. Essas en
m do dominio protease ligante de zinco. Na

zimas possuem trés dominios

e . _ ]
Struturais: pré e pro-dominio, alé
cl

asse P-|| estao as toxinas deé tamanho M
6 e ik
0 kDa ¢ na classe P-lll as toxinas sao alta

édio com massas moleculares de 30 a

mente hemorragicas com massas

m
Oleculares de 60 a 100 kDa.
Com base na sua massa molecul

n .
8 classe P-| das metaloproteases, possuin

ar, a enzima Balt-F1 poderia ser incluida

do apenas O dominio protease da
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da classe P-l, essas enzimas pertenceriam ao subgrupo
P-IB, junto com as metaloproteases Htc e Ht-d de Crotalus atrox (BJARNASON;
FOX, 1994), protease A de Bothrops moojeni (ASSAKURA et al., 1985), LHF-Il de
Lachesis muta (SANCHES et al.,1991), BaPl de B. asper (GUTIERREZ et al.,
1995) e Neuwidase de Bothrops neuwied! (RODRIGUES et al., 2001). Todas

proteina madura. Dentro

e . P el
ssas enzimas possuem somente O dominio protease € apresentam atividade

hemorragica fraca ou ausente.
1 23 4 5 67T

Fi
gura 6. Eletroforese em gel de poliacrilamida a 14 % com agentes desnaturantes dos produtos

de gj . —
L? digestao do fibrinogénio bovino pela enzima Balt-F1 pré-incubada com inibidores de proteases.
in -

ha 1- fibrinogénio bovino controle, sem Balt-

60 mi ]
Minutos em pH 8,0; linhas 3 @ 7- fibrinogénio !

F1; linha 2- fiprinogénio incubado com Balt-F1 por
ncubado com @ Balt-F1 pré-tratada com PMSF 10

ptoetanol 10 mM e 1,10 fenantrolina 10 mM,

m i .
M, aprotinina 10 mM, EDTA 10 mM, p-merca
t-F1 foram pré-incubados por 30 minutos

Pectivamente. Para cada ensaio, 5 ug da enzima Bal

co - - ici 3 5 ibri i
M cada inibidor, como indicado acima, e depois adicionados a solugdo de fibrinogénio e

dei
Xados reagir em pH 8,0 durante 60 minutos.

As enzimas fibrinogenoliticas de pegonhas de serpentes, tém sido muito
Usadas para o tratamento € prevengao de disfungoes cardiovasculares. Essas
®nZimas levam & rapida diminuigao do fibrinogénio in Vvivo, causando um efeito
anticoagulante e a diminui¢ao da viscosidade do sangue. Varios estudos

e

Velaram que essas enzimas induzem t
S

gura (WILLIS: TU., 1989; GASMI etal., 1997)

rombolise de forma consistente, eficaz e

SISBI/UFU
215769



ios para melhor caracterizar a enzima

Estudos adicionais serao necessar
BatF1 e verificar sua possivel aplicagao terapéutica em doencas

cardiovasculares.

4. CONCLUSAO

Os procedimentos cromatograficos utilizados neste trabalho permitiram

purificar uma a—ﬁbrinogenase.presente na pegonha de Bothrops alternatus. A

é uma metaloprotease de cadeia simples e

enzima, denominada Balt-F1,
de 26.200 e 21.200, sob condigdes

apresenta massa molecular aparente

redutoras e nao redutoras, respectivamente.




o

35
5. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ASSAKURA, M. T.; REICHL, A. P.; ASPERTI, M. C. A.; MANDELBAUM, F. R.
Isolation of the major proteolytic enzyme from the venom of the snake Bothrops

moojeni (Caissaca). Toxicon, V. 23, n. 4, p. 691-706, 1985.

BJARNASON. K. B.; FOX, J. W. Hemorrhagic metalloproteinases from snake
venoms. Pharmac. Ther., v. 62, n. 3, p. 325-372, 1994.

DE HAAS, G. H.; POSTEMA, N. M.: NIEUWENHUIZEN, W.; VANDEENEN, L. L.
M. Purification and properties of phospholipase a from porcine pancreas.
Biochem. Biophys. Acta, v. 159, p. 103, 1968.

DOTY, P.: GEIDUSCHEC, E. P. In: The proteins. I-A. (NEURATH, H.; BAILEY, K.
Eds), 1953.

EDGAR, W.: PRENTICE, C. R. M. The proteolytic action of ancrod on human
fibrinogen and its polypeptide chains. Thromb. Res., v. 2, p. 85, 1973.

ESTEVAO-COSTA, M. I; DINIZ, C. R} MAGALHAES, A.; MARKLAND, F. S;
SANCHEZ, E. F. Action of metalloproteinases mutalysin | and Il on several

components of the hemostatic and fibrinolytic systems. Thromb Res. V. 99, n. 4,

p. 363-376, 2000.

GASMI. A.. CHABCHOUB, A.; GUERMAZI, S.; KAROUI, H.; ELAYEB. M,
DELLAGI, K. Further characterization and thrombolytic activity in a rat model of a
fibrinogenase from Vipera lebetina venom. Thromb. Res, v 86, n. 3, p. 233-
2421997,

GUO, Y. W.: CHANG, T. Y.; LIN, K. T.; LIU, H. W.; SHIH, K. C.; CHENG, S. H.
Cloning and functional expression of the mucrosobin protein, a beta-fibrinogenase
of Trimeresurus mucrosquamatus (Taiwan Habu). Protein Expr. Purif. v. 23, n. 3,
P. 483-90, 2001.



36

GUTIERREZ, J. M.; ROMERO, M,; DIAZ, C.; BORKOW, G.; OVADIA, M. Isolation
and characterization of a metalloproteinase with hemorrhagic activity from the
venom of the snake Bothrops asper (Terciopelo). Toxicon, v. 33, n. 1, p. 19-29,

1995.

ITZHAKI, R. F.: GILL, D. M. A micro- biuret method for estimating proteins. Anal.
Biochem., v. 9, p. 401-410, 1964.

KOSUKI, T.; ARIGA, Y, NAKAMURA, M.; KINJO, K. Purification and some
chemical properties of thrombin-like enzyme from Trimeresurus flavoviridis

venom.Thromb Haemost., v. 55, n. 1, p. 24-30, 1986.

LAEMMLI, U. K. Cleavage of structural proteins during the assembly of the head
of bacteriophage t4. Nature, v. 227, n. 259, p. 680-689, 1970

LEONARDI, A.; GUBENSEK, F.; KRIZAJ, 1. Purification and characterisation of
two hemorrhagic metalloproteinases from the venom of the long-nosed viper,

Vipera ammodytes ammodytes Toxicon. v. 40, n. 1, p.55-62, 2002.

MEBS, D.; OWNBY, C. L. Myotoxic components of snake venoms: their
biochemical and biological activities. Pharm. Ther., v. 48, n. 2, p. 223-236, 1990.

MESQUITA, D. O. Biometria, folidose e ecologia da populacao de Bothrops
alternatus Duméril, Bibron e Duméril, 1854 (Serpentes: Crotalinae) da zona
geografica do Triangulo Mineiro e Alto Paranaiba - MG. Uberlandia, 1997. 49f.
Monografia (Ciéncias Biologicas) - Curso de Ciéncias Bioldgicas, Universidade

Federal de Uberlandia.

NIKAI, T.: MORI, N.; KISHIDA, M.; et al. Isolation and biochemical characterization
of hemorrhagic toxin from the venom of Crotalus atrox. Arch. Biochem. Biophys,
V. 231, n. 3, p. 309-311, 1984.



37

OLIVEIRA, R. B. Fatores epidemiologicos e clinicos associados a
incoagulabilidade sanguinea no envenenamento por serpentes do género
Bothrops. Uberlandia, 1999. 95f. Dissertacdo (Mestrado em Clinica Médica) -

Curso de Poés-Graduagdo em Clinica Médica, Universidade Federal de

Uberlandia.

OLIVEIRA, F.; RODRIGUES, M. V; BORGES, M. H.; SOARES, A. M,
HAMAGUCHI, A.; GIGLIO, J. R, HOMSI-BRANDEBURGO M. I. Purification and
Partial Characterization of a New Proteolytic Enzyme from the Venom Bothrops

moojeni (Caissaca). Biochemistry and Molecular Biology International, v. 47,

n. 6, p 1069-1077, 1999.

OWNBY, C. L.; TERRY, R. C.: QUANZHI, L. Presence of heat-stable hemorrhagic

toxins in snake venoms. Toxicon, V. 32, n. 8, p. 945-054, 1994.

SAMEL, M.: SUBBI, J.; SIIGUR, J.; SIIGUR, E. Biochemical characterization of

fibrinogenolytic serine proteinases from Vipera lebetina snake venom. Toxicon, v.

40, n. 1, p. 51-54, 2002. /’

SANCHEZ, E. F.; DINIZ, C. R; RICHARDSON, M. The complete amino acid
sequence of the haemorrhagic factor LHFI!I, A metalloproteinase isolated from the
venom of the bushmaster snake (Lachesis muta muta) FEBS Lett, v. 282, n. 1, p.
178, 1991.

SELISTRE, H. S.; GIGLIO, J. R. Isolation and characterization of the thrombin-like
enzyme from the venom of the snake Bothrops insulares (jararaca ilhoa).
Toxicon, v. 25, n. 11, p. 1135-1144, 1987.

SHIEH, T. C.: TANAKA, S.; KIHARA, H.; OHNO, M.; MAKISUMI, S. Purification
and characterization of a coagulant enzyme from Trimeresurus flavoviridis venom.
J Biochem, v. 98, n. 3, p. 713-721, 1985.



38

STOCKER, W.; GRAMS, F; BAUMANN, U.; REINEMER, P.; GOMIS-RUTH, F.-
X.; MCKAY, D. B.; BODE. W. The metzincins-topological and sequential relations
between the astacins, adamalysins. serralysins, and matrixins (coltagenases)

define a superfamily of zinc-peptidases. Protein Science, v. 4, n. 5, p. 823-840,

1995,

XIUXIA, L.; JIASHU, C; YINGNA, Z.: PENGXIN, Q.; GUANGMEI, Y. Purification
and biochemical characterization of F Ii(a), a fibrinolytic enzyme from Agkistrodon

acutus venom. Toxicon. v. 39, n. 8, p. 1133-1139, 2001.

WILLIS, T.W.; TU,A. T. Purification and biochemical characterization of atroxase,
a nonhemorrhagic fibrinolytic protease from western diamondback rattlesnake

venom. Biochemistry, v. 27, n. 13, p. 4769-4777, 1989.



5. CAPITULO 2

PURIFICAGAO E CARACTERIZAGAO PARCIAL DE DUAS
PROTEASES ISOLADAS DAS PECONHAS DE Bothrops

alternatus e Bothrops moojeni
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ABSTRACT: Two fibrinogenolytic enzymes, Balt-F2 and Bmoo-F, were purified
from Bothrops alternatus and Bothrops moojeni snakes venoms by DEAE
Sephacel, Sephadex G-75 and Heparin-Agarose column chromatography. The
purified Balt-F2 and Bmoo-F ran as single protein bands on analytical
polyacrylamide gel electrophoresis and had mol. wts of 29,900 and 24,800,
respectively, by SDS-polyacrylamide gel electrophoresis. Both enzymes are
proteolytically active against bovine fibrinogen as substrate. When fibrinogen and
each enzyme were incubated at 37 °C, at a ratio of 1:100 by weight, Bmoo-F first
cleaved the Aa-chain then the Bp-chain. The action of Balt-F2 was similar, but
slower. None of the proteases degraded the y-chain of fibrinogen. The
fibrinogenolytic activity of the enzymes was inhibited by chelant compounds,
suggesting that both enzymes aré metalloproteases. Bmoo-F still was inhibited by
PMSF and p-mercaptoethanol. Since the both enzymes were found to cause
defibrinogenation when administered i. p. on mice, it is expected that it may be of
medical interest as a therapeutic agent in the treatment and prevention of arterial

thrombosis.
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RESUMO: As enzimas fibrinogenoliticas, Balt-F2 e Bmoo-F, foram purificadas das
peconhas das serpentes Bothrops alternatus e Bothrops moojeni,
respectivamente, em colunas cromatograficas de DEAE Sephacel, Sephadex G-
75 e Heparina-Agarose. A analise por eletroforese em gel de poliacrilamida com
agentes desnaturantes (SDS-PAGE) mostra que estas enzimas apresentam uma
banda homogénea com massa molecular aparenté de 299 e 24.8 kDa,
respectivamente. As proteases foram capazes de hidrolisar as cadeias Ax e Bp,
mas nao mostraram nenhum efeito sobre a cadeia y do fibrinogénio bovino. A
atividade fibrinogenolitica das enzimas foram inibidas por agentes quelantes,
classificando-as como metaloproteases. Bmoo-F foi inibida ainda por PMSF e B-
mercaptoetanol. Quando administradas intraperitonealmente em camundongos,
as enzimas purificadas tornaram o sangue desses animais incoagulavel, podendo
assim, despertar o interesse para o desenvolvimento de agentes terapéuticos no

tratamento e prevengao de trombose arterial.
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1. INTRODUGAO

As pegonhas botropicas contém diferentes proteinas que afetam o
mecanismo hemostatico. Algumas proteinas agem como pro e outras como
anticoagulantes (TAKEYA et al., 1992; LEE et al., 1995). Outras afetam a fungéo
plaquetaria (MARRAKCHI et al., 1995, 1997; FUJIMURA et al., 1996) enquanto
algumas produzem vasodilatacao (SANDRA et al., 1999). De acordo com suas
interagdes com inibidores de proteases, os componentes pro e anticoagulante de
peconhas de serpentes podem ser classificados em serino ou metaloproteases.
As metaloproteases fibrinogenoliticas degradam preferencialmente a cadeia Aa
do fibrinogénio, seguida da degradagéo da cadeia Bp. As enzimas que degradam
a cadeia Bp sem causar fibrindlise, pertencem a classe das serinoproteases
(MARKLAND, 1998). Algumas metaloproteases  possuem atividades
fibrinogenolitica ou fibrinolitica e sao denominadas fibrinogenases. Essas enzimas
tém sido classificadas como o, B ou y-fibrinogenases (OUYANG E HUANG, 1979;
MORAN E GEREN, 1981; PANDYA E BUDZYNSKI, 1984) de acordo com a
preferéncia de clivagem das cadeias polipeptidicas do fibrinogénio.

As proteases com propriedades fibrinogenoliticas e anticoagulantes podem
apresentar-se como uma ferramenta em potencial para o desenvolvimento de
drogas no tratamento ou prevengao de varias doencgas trombdticas.

Este trabalho descreve a purificacéo de duas enzimas proteoliticas, uma da
peconha de Bothrops alternatus e outra de Bothrops moojeni e mostra algumas
caracterizagoes bioquimicas, incluindo as atividades fibrinogenolitica e

desfibrinogenante.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Material

As peconha brutas de B. altematus e B. moojeni foram obtidas da
Pentapharm do Brasil, que mantém um serpentario em Uberlandia. O fibrinogénio
bovino, leupeptina, aprotinina,  fenilmetilsulfonil  fluoreto  (PMSF),
etilenodiaminotetracético (EDTA) e p-mercaptoetanol foram obtidos da Sigma
(USA). As resinas DEAE Sephacel, Sephadex G-75 e Heparina-Agarose foram
obtidas da Amersham Pharmacia Ltda. Os outros reagentes utilizados eram de

grau analitico.

2.2 Purificagio da Balt-F2

A peconha bruta de B. altematus (200 mg) foi dispersa em tampéo
bicarbonato de aménio 50 mM (pH 7,8) e centrifugada a 10.000 g por 10 min. O
sobrenadante foi cromatografado em coluna de DEAE Sephacel (1,7 x 15 cm),
previamente equilibrada com tampao bicarbonato de aménio, 50 mM, pH 7,8 e
eluida em gradiente convexo de concentragao (50 mM - 1.0 M) do mesmo
tampao.

Fracdes de 3,0 mL / tubo foram coletadas, a absorbancia foi lida a A = 280
nm e o pico D6 foi reunido, liofilizado, dissolvido em tamp&o bicarbonato de
aménio, 50 mM, pH 7,8 e aplicado & uma coluna de Sephadex G-75 (2 x 100 cm),
previamente equilibrada com 0 mesmo tampéo. A fragdo fibrinogenolitica (pico
D6G2) foi liofilizada e aplicada a uma coluna de Heparina Agarose (1,7 x 15 cm),
previamente equilibrada com Tris-HCI 10 mM, pH 7, contendo CaCl, 5 mM e
eluida com Tris-HC! 10 mM, pH 7,0, contendo NaCl 1 M. As amostras foram
eluidas num fluxo de 40 mL/h e fragdes de 2,0 mL foram coletadas.

2.3 Purificagao da Bmoo-F

A peconha bruta de B. moojeni (200 mg) foi fracionada em coluna de DEAE
Sephacel (1,7 x 15 cm). A fragao fibrinogenolitica (pico M2) foi reunida, liofilizada,
dissolvida em tampao bicarbonato de amdnio, 50 mM, pH 7,8 e aplicada & uma

coluna de Sephadex G-75 (2 x 100 cm), previamente equilibrada com o mesmo
tampao.




Os dois passos cromatograficos (DEAE Sephacel e Sephadex G-75)

seguiram as mesmas condicdes citadas anteriormente.

2.4 Determinagio do peso molecular

Os pesos moleculares de Balt-F2 e Bmoo-F foram determinados por
eletroforese em gel de poliacrilamida a 14 % em condi¢des desnaturantes de
acordo com o método de LAEMMLI (1970). A eletroforese foi conduzida a 20
mA/gel em tampao Tris-glicina, pH 8,3, contendo 0,01 % de SDS. O padréo de
peso molecular utilizado foi: fosforilase b (97.000), soroalbumina bovina (66.000),
ovoalbumina (45.000), gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (36.000), anidrase
carbdnica (30.000), tripsinogénio (24.000), inibidor de ftripsina (20.100) e o-
lactoalbumina (14.400). Os géis foram corados com 0,2 % (m/v) de Azul Brilhante

de Coomassie R-250, contendo acido acético, metanol e agua (1:5: 5).

2.5 Determinagdo quantitativa de proteinas
A concentragdo protéica foi determinada pelo método de ITZHAKI e
GILL (1964). A curva padréo foi construida utilizando-se soroalbumina bovina, que

apresenta um coeficiente de extinggo """ em 278 nm de 0,666 (DOTY e

GEIDUSCHC, 1953).

2.6 Atividade fibrinogenolitica

A atividade foi realizada segundo EDGAR e PRENTICE (1973), com
algumas modificagoes. O fibrinogénio bovino (5 pg) e as enzimas foram
misturadas na proporgao de 1:100 (m/m) e a mistura foi incubada a 37 °C por
diferentes intervalos de tempo (0 - 90 min). A reagao foi interrompida pela adigcao
de tampao da amostra (Tris HCI 0,06 M, pH 6,8, contendo glicerol a 10 % (v/v), -
mercaptoetanol a 10 % (v/v), SDS a2 % (miv) e azul de bromofenol a 0,05 %). Os
produtos de degradagéo foram analisados em SDS-PAGE a 14 %.

2.7 Atividade desfibrinogenante
A atividade desfibrinogenante foi ensaiada conforme o método descrito por
GENE et al. (1989), com algumas modificagoes. Inicialmente, 5 pg de cada

enzima dissolvida em 200 pL de salina foram injetadas i. p. em quatro
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camundongos da raca swiss (18 - 20 g). Animais controle receberam 200 pul de
salina. Ap6s uma hora, 0s animais foram sacrificados com éter e a puncao
cardiaca realizada. O sangue total foi colocado em tubos e guardado a 25-30 °C e

o tempo de coagulagao determinado.

2.8 Inibidores enzimaticos
A inibicao da atividade fibrinogenoilitica foi determinada pela incubagao de 5

ng de cada enzima em 200 uL de Tris-HCl, 50 mM, pH 7,8, por 15 min a
temperatura ambiente (25°C), contendo os seguintes inibidores: EDTA 10 mM,
EGTA 10 mM, PMSF 10 mM, aprotinina 10 mM, 1,10-fenantrolina 10 mM, B-
mercaptoetanol 10 mM e leupeptina 1 mM. A atividade proteolitica sobre o

fibrinogénio foi determinada como descrita anteriormente.

2.9, Efeitos do pH e temperatura sobre a atividade fibrinogenolitica

Cerca de 5 pug da enzima Bmoo-F dissolvidos em um volume final de 50 pL
de salina, foram pré-incubados por 30 minutos em diferentes pHs (3, 4, 5,6, 7, 9,
10 e 11) em temperatura ambiente ou em diferentes temperaturas (30, 40, 50, 60,
70, 80, 90 e 100 °C) por 15 minutos e em pH 8. Em seguida as amostras foram
colocadas em banho de gelo e a atividade fibrinogenolitica foi determinada como

descrito no item 2.6.

2.10 Atividade coagulante sobre o plasma bovino

Amostras de sangue foram coletadas em 3,8 % de citrato de sédio (9:1, viv)
e centrifugadas a 2500 g a 4°C por 15 min para obtengao do plasma pobre em
plaquetas. A atividade coagulante foi determinada pela adicdo de 5 ug de cada
enzima a 200 pL de plasma bovino a 37 °C e o tempo de coagulagao

determinado.

2.11 Atividade hemorragica

A atividade hemorragica foi realizada segundo a técnica descrita por NIKAI et
al. (1984), com algumas modificacoes. As amostras com cerca de 50 ug de
proteinas foram injetadas num volume de 0,1 mL de salina por via subcutanea no

dorso de camundongos machos de 20 g. Apos 5 horas, os animais foram




sacrificados, as peles removidas e foi observada a presenga ou a auséncia de

halos hemorragicos na face interna da pele.

2.12 Atividade fosfolipasica A2 (PLA2)

A atividade fosfolipasica foi realizada segundo o método descrito por DE
HASS et al. (1968). Como substrato, foi utilizada uma emulsao aquosa de gema
de ovo (uma gema para 50 mL de solucdo) em presencga de desoxicolato de sodio
e fons Ca®™* _ Para o ensaio, 10 mL da emuls&o acima foram diluidos para 30 mL,
sendo a concentracao final de desoxicolato de sodio e CaCl, 2,7 x 10° M e 6,0 x
10 ° M, respectivamente. Os acidos graxos liberados enzimaticamente foram
titulados com solugéo padrao 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 numero de
microequivalentes de base consumida por minuto, por miligrama de proteina. Em

cada ensaio foram utilizadas amostras contendo 20 pg de proteinas.

2.13. Atividade azocaseinolitica
Em 1 mL de solugdo de azocaseina (1 mg/mL de tamp&o Tris-HCI 0,2 M,

pH 8,8, contendo CaClz 4 mM), foram adicionados 20 ug de Bmoo-F e a solugéo
incubada por 60 minutos a 37 °C. A reacao foi interrompida pela adigdo de TCA
(4cido tricloroacético) a 5 %. Apds 20 minutos, as amostras foram centrifugadas a
10.000 g por 10 minutos. A absorbancia do sobrenadante foi acompanhada a 366

nm.

2.14 Efeito dos inibidores da atividade proteolitica sobre a azocaseina
induzida pela enzima Bmoo-F

Cerca de 20 pg da enzima Bmoo-F dissolvidos em um volume final de 50
uL de tampao Tris-HCI 0,2 M, pH 8,8, contendo CaCl; 4 mM, foram pré-incubados
em diferentes temperaturas (30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 e 100 °C) e com inibidores
de proteases (PMSF 10 mM, EDTA 10 mM, EGTA 10 mM, B-mercaptoetanol 10
MM e leupeptina 1 mM) por 15 minutos. Em seguida as amostras foram colocadas

em banho de gelo e a atividade azocaseinolitica determinada.
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3. RESULTADOS

3.1 Purificagdo da Balt-F2

A peconha de B. alternatus foi inicialmente fracionada em coluna de DEAE
Sephacel. O procedimento cromatografico estd mostrado na figura 1. Foram
obtidas seis fragbes principais denominadas de D1 a D6 (figura 1A). A fragdo D6
foi, posteriormente, purificada em Sephadex G-75 (figura 1B). A fragdo D6G2,
obtida desta filtracéo, foi aplicada em coluna de Heparina-Agarose (figura. 1C). A
fragdo nao adsorvida (denominada Balt-F2) apresentou atividades
fibrinogenolitica e desfibrinogenante. Esta fragdo nao apresentou atividades

coagulante, hemorragica e PLA2.

3.2 Purificagao da Bmoo-F
Inicialmente, a pegonha de Bothrops moojeni foi fracionada em coluna de

DEAE Sephacel. A figura 2 mostra o perfil cromatografico. Desse fracionamento
resultaram seis fragdes denominadas de M1 a M6 (figura 2A). A fragcdo M2 foi,
posteriormente, purificada em Sephadex G-75 (figura 2B). A fracao M2Gf1
(denominada Bmoo-F) apresentou atividades  fibrinogenolitica e
desfibrinogenante, porém, n3o apresentou atividades coagulante, hemorragica e

fosfolipasica A2.
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Figura 1. Purificagéo da Balt-F2 da peconha de Bothrops alternatus (A) Separac&o em DEAE
Sephacel: a peconha bruta (200 mg) foi aplicada & coluna (1.7 x 15 cm) e a eluicgo foi
conduzida a um fluxo de 20 mL/h com gradiente convexo de concentragéo (50 mM a 1,0 M) em
tampao bicarbonato de amoénio, pH 7,8. (B) Separagéo em Sephadex G-75: a fracéo ativa (D6)
foi aplicada a uma coluna (2,0 x 100 cm), eluida em tamp&o bicarbonato de aménio, 50 mM, pH
7,8, em um fluxo de 20 mL/h. (C) Separagdo em Heparina-Agarose: a fragdo D6G2 foi aplicada
em uma coluna de Heparina-agarose (1.7 x 15 cm) e eluida em um fluxo de 40 mL/h com
tampao Tris-HCI, 10 mM, contendo 1,0 M de NaCl em pH 7,0. O gradiente de concentrag&o foi
estabelecido a partir do inicio da cromatografia.
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Figura 2. Purificacso da Bmoo-F da pegonha de Bothrops moojeni (A) Separagdo em DEAE
Sephacel: a pegonha bruta (200 mg) foi aplicada & coluna (1.7 x 15 cm) e a eluicéo foi conduzida a
um fluxo de 20 mL/h com gradiente convexo de concentragdo (50 mM a 1,0 M) em tampéo
bicarbonato de aménio, pH 7,8. (B) Separagéo em Sephadex G-75: a fragéo ativa (M2) foi aplicada
a uma coluna (2,0 x 100 cm), eluida em tampao bicarbonato de aménio, 50 mM, pH 7,8, em um
fluxo de 20 mL/h. O gradiente de concentragao foi estabelecido a partir do inicio da cromatografia.
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3.3 Eletroforese em gel de poliacrilamida com agentes desnaturantes para a
estimativa da Massa Molecular

A eletroforese em gel de poliacrilamida a 14 % com agentes desnaturantes
foi realizada para estimar a massa molecular das enzimas Balt-F2 e Bmoo-F
(figura 3A e 3B, respectivamente). A massa molecular aproximada das enzimas
(29.900 e 24.800) foi obtido pela curva padrao tragcada, considerando-se a
mobilidade eletroforética em fungao do logaritmo das massas moleculares das

proteinas padrées, conforme mostra a figura 4A e 4B, respectivamente).

kba 1 2 3 kba 1 2 3
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Figura 3 — Analise em SDS-PAGE das enzimas purificadas. As enzimas purificadas foram
submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida a 14 %, contendo dodecil sulfato de sédio
Como agente desnaturante. (A): Linha 1, padréo de peso molecular: soroalbumina bovina (66.000),
Ovoalbumina (45.000), gIiceraldeido-3-fosfato-desidrogenase (36.000), anidrase carbbnica
(29.000), tripsinogénio (24.000), inibidor de tripsina (20.100) e a-lactoalbumina (14.400); 2 -
Peconha bruta de Bothrops alternatus reduzida: 3 — Balt-F2 reduzida. (B): Linha 1: padrao de peso
molecular: fosforilase b (97.000), soroalbumina bovina (66.000), ovoalbumina (45.000), anidrase
Carbonica (30.000), inibidor de tripsina (20.100) e o-lactoalbumina (14.400); 2 - Pegonha bruta de
Bothrops moojeni reduzida; 3- Bmoo-F reduzida. A eletroforese foi conduzida a 20 mA/gel em
tampéo Tris-glicina pH 8,3, contendo 0,01% de SDS. O gel foi corado com Azul Brilhante de

Coomassie R-250 e descorado com &cido aceético: metanol: agua (1:5:5, v/v).
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Figura 4: Curva padréo para a determinagéo da massa molecular das enzimas Balt-F2 e Bmoo-F

o Padrdes: fosforilase b (97.000), soroalbumina bovina (66.000), ovoalbumina (45.000),
anidrase carbonico (30.000), inibidor de tripsina

o Balt-F2 e Bmoo-F

(20.100) e a-lactoalbumina (14.400)

3.4 Atividade fibrinogenolitica da Balt-F2 e Bmoo-F
As figuras 5A e 5B mostram 0S resultados da analise em SDS-PAGE da

incubagzo do fibrinogénio bovi
linha controle (Fig. 5A e B - linha 1

has cadeias Aa, BB e 7. Quando incubado co
fibrinogénio comegou a desaparecer ap6s 15 min e desapareceu totaimente com

no com as enzimas purificadas. Como mostrado na
), o fibrinogénio bovino reduzido foi separado
m Balt-F2 (fig. 5A), a cadeia Aa do

45 min de incubagao. A cadeia Bp comegou @ desaparecer no mesmo tempo,

mas com uma velocidade menor que a cadeia Aa. e desapareceu completamente

Com 90 min de incubagao. Quando incubado com Bmoo-F (Fig. 5B), as cadeias
Ao e BB desapareceram completamente com 30 min de incubagéo.

Ambas enzimas apresentaram pouco ou nenhum efeito sobre a cadeia y do

fibrinogénio.
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Figura 5 — Proteolise do fibrinogénio bovino pelas enzimas Balt-F2 e Bmoo-F: (A) Linha 1 —

fibrinogénio controle incubado sem enzima por 60 min; 2, 3, 4, 5 e 6 - fibrinogénio incubado com
Balt-F2 por 15, 30, 45, 60 e 90 min, respectivamente. (B) Linha 1 — fibrinogénio controle incubado

sem enzima por 60 min; 2, 3, 4, 5, 6,7, 8 9e10- fibrinogénio incubado com Bmoo-F por 2, 4, 6, 8,

10, 15, 30 45, 60 min, respectivamente.

3.5 Efeito dos inibidores sobre a atividade de Balt-F2 e Bmoo-F

As figuras 6A e 6B mostram 0S efeitos dos varios inibidores sobre a

atividade fibrinogenolitica de Balt-F2 e Bmoo-F. A atividade fibrinogenolitica de

ambas enzimas depende da presenca de ion metal, desde que a pré-incubagao
com quelantes de ions metalicos inibiu completamente a atividade proteolitica.
Inibidores de cisteino e serino proteases — B-mercaptoetanol, PMSF e aprotinina,
respectivamente, apresentaram pouco ou nenhum efeito sobre a atividade
fibrihogenolitica de Balt-F2, embora 0S dois primeiros tenham desencadeado

inibicso completa da Bmoo-F.
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Figura 6 — Proteslise do fibrinogénio bovino pelas enzimas Balt-F2 e Bmoo-F. (.A): Linha 1 —
fibrinogénio controle incubado sem enzima por 60 min; 2 — fibrinogénio controle |ncubado- c'om
enzima por 60 min; 3,4, 5,6, 7€ 8 — fibrinogénio ap6s incubag&o com Balt-F2 + PMSF, éprotmma,
EDTA, B-mercaptoetanol, 1,10-fenantrolina € leupeptina, respectivamente. (B).: Linha 1 -
fibrinogénio controle incubado sem enzima por 60 min; 2 — fibrinogénio controle incubado com

enzima por 60 min; 3, 4, 5,6 € 7 — fibrinogénio apos incubagéo com Bmoo-F + PMSF, EDTA,

EGTA, p-mercaptoetanol e leupeptina, respectivamente.

Tabela 1. Efeito dos inibidores da atividade proteolitica sobre a azocaseina

induzida pela enzima Bmoo-F

Enzima Inibidor Concentracao Recuperacao da
atividade

azocaseinolitica (%)

Bmoo-F 100,00
EDTA 10 mM 96
EGTA 10 mM 10,67
PMSF 10 mM 20,27
Leupeptina 1 mM 63,2
B-mercaptoetanol 10 mM 25,87

" O controle foi realizado com a enzima Bmoo-F incubada com azocaseina na
auséncia de inibidores. Estes resultados se referem a média de 3 ensaios. Cada

ensaio foi realizado com 20 pg da enzima Bmoo-F.
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3.6 Atividade desfibrinogenante de Balt-F2 e Bmoo-F
As enzimas Balt-F2 e Bmoo-F causaram desfibrinogenagédo quando

administradas i. p. em camundongos. Apos 1 hora, o sangue dos animais estava

incoagulavel e o tempo de coagulagao voltou ao normal, somente apos 24 horas.

3.7. Efeitos do pH e temperatura sobre a atividade fibrinogenolitica da
Bmoo-F

Estudos de estabilidade enzimatica mostraram que a enzima Bmoo-F
apresenta atividade maxima numa larga faixa de pH alcalino (figura 7A), mas nao
é ativa em elevadas temperaturas. Quando aquecida acima de 50 °C, durante 15
minutos, a enzima perde completamente sua atividade fibrinogenolitica (figura

7B).
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Figura 7. Eletroforese em gel de poliacrilamida a 14 % com agentes desnaturantes. (A) Produtos
de digestso do fibrinogénio bovino pela enzima Bmoo-F pré-incubada em varios pHs. Linha 1-
fibrinogénio bovino controle sem Bmoo-F; linhas 2 a 10- fibrinogénio acrescido de Bmoo-F pré-
incubada em pHs 3 a 11, por 60 min., respectivamente. (B) Produtos de digestdo do fibrinogénio
bovino, resultantes da agéo da enzima Bmoo-F aquecida. Linha 1: fibrinogénio bovino controle
sem Bmoo-F; linha 2- fibrinogénio controle incubado com Bmoo-F por 60 min; linhas 3 a 10
fibrinogénio incubado por 15 min com Bmoo-F aquecida por 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 e 100 °C,

respectivamente.
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4. DISCUSSAO

A principal caracteristica das pegonhas de B. alternatus e B. moojeni € a
sua alta atividade proteolitica, responsavel pelos efeitos locais e sistemicos
observados durante o envenenamento por estas serpentes. Neste trabalho, Balt-
F2 e Bmoo-F, duas proteases ativas sobre o fibrinogénio, foram purificadas por
cromatografia em DEAE Sephacel, Sephadex G-75 e Heparina-Agarose (figuras 1
e 2, respectivamente). Ambas enzimas eram desprovidas de atividades
hemorragica, coagulante e fosfolipasica A2 e apresentaram atividades
fibrinogenolitica e desfibrinogenante.

As preparacbes finais de Balt-F2 e Bmoo-F foram analisadas por SDS-
PAGE sob condigdes redutoras (figura 3A e B). Em ambos os casos, as duas
enzimas isoladas mostraram banda tnica com pesos moleculares de 29.900 e
24.800, respectivamente (figura 4A e B). Estas observacoes indicam que as
enzimas isoladas siao compostas de uma unica cadeia polipeptidica (figura 3).

Com base em seu dominio estrutural, as metaloproteases de pegonhas de
serpentes (SVMPs) tém sido classificadas em quatro classes, P-1 a P-IV (HITE, et
al, 1994). As metaloproteases da classe P-l1 consistem apenas do dominio
protease, a classe P-ll consiste dos dominios protease e desintegrina-like e a
classe P-ill apresenta um terceiro dominio rico em cisteina. As SVMPs da classe
P-IV possuem, em adigao a0s dominios da classe P-lll, um dominio lectina-like.
As proteinas da sub-classe P-1A possuem alta atividade hemorragica, enquanto a
sub-classe P-1B apresenta pouca ou nenhuma atividade e inciuem a Neuwidase
da peconha de Bothrops neuwiedi (RODRIGUES et al., 2001), MOO3 de Bothrops
moojeni (OLIVEIRA et al, 1999) e Adamalysin Il da peconha de Crotalus
adamanteus (GOMIS, 1993). Nossos resultados sugerem que Balt-F2 e Bmoo-F
pertencem a classe PI-B. As SVMPs PI-B podem também apresentar atividade
fibrinogenolitica com especificidade de hidrélise para a cadeia Aa. do fibrinogénio
sem apresentar atividade arginina esterasica.

A atividade fibrinogenolitica das duas enzimas foi analisada em SDS-PAGE,
a qual mostrou que ambas as enzimas sdo capazes de degradar as cadeias do
fibrinogénio, com Bmoo-F sendo mais ativa que Balt-F2. Estas, hidrolisam

preferencialmente a cadeia Aa. do fibrinogénio, seguida da cadeia B. No entanto,




os produtos de degradagéo do fibrinogénio, revelaram que o padrao de clivagem
de Balt-F2 difere de Bmoo-F.
Com base na hidrolise preferencial das cadeias do fibrinogénio, as

fibrinogenases de pecgonhas podem ser classificadas em o, p ou y-fibrinogenases.

Nossos resultados sugerem que Balt-F2 e Bmoo-F pertencem a familia das o-

fibrinogenases.

Balt-F2 e Bmoo-F n&o degradaram a cadeia gama do fibrinogénio, o que &
comum para a maioria das proteases de peconhas de serpentes (figura 5A e B).
Esse padrao de hidrélise & similar para muitas fibrinogenases ja isoladas.

Com relagéo aos inibidores de proteases, a aprotinina & conhecida por
inativar a tripsina, kalicreina, quimotripsina € plasmina (TRAUTSCHOLD, 1967).

No entanto, esta ndo mostrou efeito sobre a atividade fibrinogenolitica de Balt-F2

(figura 6A). O PMSF apresentou pouco ou nenhum efeito sobre a atividade de
Balt-F2, mas inibiu completamente 2 atividade fibrinogenolitica da Bmoo-F (figura
6A e B, respectivamente). A atividade fibrinogenolitica das duas proteinas foi
antes como a 1,10-fenantrolina, EDTA e EGTA,

inibida por agentes quel
respectivamente (figura 6A e B).

A 1,10-fenantrolina & altamente especifica para ions Zn?*. O Ca** forma um
fraco complexo com a 1,10-fenantrolina, enquanto o Zn** forma complexos
estaveis com a mesma. Embora a reatividade especifica do ion Zn** com 1,10-
fenantrolina tenha inativado a Balt-F2, é interessante notar que o EDTA néo inibiu

sua atividade proteolitica (Fig. 5A — linha 5). O EDTA também mostra preferéncia

de afinidade por Zn?" quando comparada ao Ca”. Estes resultados indicam que
Balt-F2 e Bmoo-F pertencem 5 familia das metaloproteases, mas sao

susceptiveis a diferentes inibidores.

A analise quantitativa da recuperagdo da atividade azocaseinolitica da

enzima Bmoo-F, confirmou que & leupeptina apresentou um efeito de inibigao
menor quando comparado aos demais inibidores (tabela 1).

A atividade protealitica sobre a azocaseina mostrou que a enzima Bmoo-F

Perde a atividade quando aquecida acima de 50 °C (resultado nao mostrado).
Quanto 3 estabilidade enzimatica, a enzima Bmoo-F (figura 7A e B) apresenta um

comportamento semelhante a varias outras proteases de peconha de serpentes ja




purificadas e descritas na literatura (SELISTRE; GIGLIO, 1987; KOSUKI et al,

1986; SHIEH et al., 1985).
Varias proteases de pegonhas de serpentes apresentam um potencial para

0 uso clinico no tratamento de doencas humanas, as quais sdo utilizadas como

agentes desfibrinogenantes € largamente usadas em laboratério para deteccao de

fibrinogénio em amostras de sangue heparinizado (BELL, 1997). Estas enzimas

tém sido purificadas de peconhas de diferentes espécies de serpentes

(STOCKER, 1990a,b).
Balt-F2 e Bmoo-F induziram desfibrinogenagao quando administradas

i.p. em camundongos. Ambas enzimas agem como agentes desfibrinogenantes,

removendo o fibrinogénio do sangue. Depois de alguns minutos da administragao
de ambas enzimas, ocorre a deplecao do fibrinogénio plasmatico e, em 1 hora, os

niveis de fibrinogénio tornam-s€ muito reduzidos, permanecendo assim, por mais

de 24 horas.

Algumas enzimas fibrin(ogen)oliticas causam desfibrinogenacéo quando

administradas intravenosamente, reduzindo a viscosidade do sangue (LATTALLO,

1983: STOCKER e MEIER 1988; CHANG e HUANG, 1995) e aumentando o fluxo
sanguineo (BARRIE e SCHENK, 1976).

Algumas dessas proteases de pegonhas de serpentes tém sido usadas como

agentes desfibrinogenantes em varias condigbes clinicas, incluindo trombose
venosa, infarto do miocérdio, embolia pulmonar, doenca vascular periférica,

angina peitoral e em rejeicao de transplante renal (GENE et al., 1989;

ESCHENFELDER, 1996; BELL, 1997). Dessa forma, essas enzimas tém sido de
grande interesse para a clinica médica, principalmente, pelo alto grau de pureza e

por serem desprovidas de outros efeitos farmacologicos.
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5. CONCLUSAO

Duas proteases, Balt-F2 e Bmoo-F, foram purificadas da pegonha de
Bothrops alternatus e Bothrops moojeni, respectivamente. Ambas foram
classificadas como o-fibrinogenases € apresentam propriedades anticoagulantes
in vivo. Posteriormente, estudos de estrutura e fungido dessas enzimas serao
interessantes e, provavelmente, ajudarao no desenvolvimento de agentes

terapéuticos relacionados a desordens trombéticas.
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Neste trabalho, purificamos € caracterizamos parcialmente trés enzimas

fibrinogenoliticas: duas da peconha de B. alternatus (Balt-F1 e Balt-F2) e uma da

Pegonha de B. moojeni (Bmoo-F). Tod

fibrinogenases e parecem pertencer a
Balt-F2 e Bmoo-F sdo de especial interesse, pois apresentaram propriedades

tudos complementares podem propiciar o

as as enzimas foram classificadas como o

familia das metaloproteases. As enzimas

anticoagulantes. Dessa forma, €S
desenvolvimento de agentes antitrombaéticos.
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7. ANEXOS
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PURIFICACAO DE UMA ENZIMA FIBRINOGENOLITICA DA PECONHA DA

SERPENTE Botlirops alternatus

PURIFICATION OF A FIBRINOGENOLYTIC ENZYME FROM THE VENOM OF Bothrops

alternatus

RESUMO: Este trabalho descreve @ purificagdo de uma enzima fibrinogenolitica da pegonha

de . ore
| Bothrops alternatus. A enzima, denominada BaltF, foi purificada utilizando um simples passo de

Cl"()mato afa ,ye . . .
: grafia em coluna de DEAE Sephacel. A analise por eletroforese em gel de poliacrilamida

com H
- “Om agentes desnaturantes (SDS-PAGE) mostra que essa enzima apresenta uma banda homogeénea

@
™ massa molecular aparente de 75 kDa. A enzima BaltF representa cerca de 2,2 % da pegonha

i total i
: ¢ apresenta-se com um alto grau de pureza. A enzima ¢ desprovida de atividades hemorragica,

) f()gf s, e
olipssica A2 e coagulante € possui atividade proteolitica sobre as cadeias A-o. e B-f do

 fibrinoggnio bovino, A inibigio da atividade fbrinogenolitica da enzima BaltF por agentes

" Quel ) i i i
j antes de jons metalicos como EDTA e I,IO—fenantrolma permite classifica-la como
- Metaloprotease,

UNITERMOS: Bothrops alternatis, metaloprotease, fibrinogenase.




INTRODUCAC

As serpentes Bothrops alternatus sao conhecidas popularmente, no Brasil, como “vrutu”,

UNitu-cruzeiro” ou “cruzeira”, sdo consideradas monotipicas ¢ de ampla dispersdo, com grande

>

distribuigio na América do Sul. Sdo terrestres, utilizam microambientes diversificados e ocupam
diversas comunidades vegetais, mostrando uma grande capacidade de adaptagao, ocupando varios

biomas, o que justifica sua ampla distribuicio (MESQUITA, 1997). Possuem atividade

Predominantemente noturna, embora possam apresentar atividades durante todos os horérios do dia.
Y

Os acidentes provocados por €ssas serpentes caracterizam-se por efeitos locais e sistémicos.

Os efeitos sistémicos mais comuns s&o a indugao do estado de choque, principal causa de morte,

distirbios pa coagulagio sangiiinea, alteragdes cardiovasculares, hemorragias gastrointestinais,

Nauseas, vomitos e hemataria (MEBS; OWNBY, 1990) .

Quanto aos efeitos locais destacam-5€ dor, edema, hemorragia local e necrose tecidual, que

dependendo do focal afetado, tempo decorrido entre 0 acidente e aplicagdo do soro e quantidade de

Pegonha injetada, podem levar a perda do tecido e amputagdo do membro afetado (OLIVEIRA,

1999)

A complexa lesdo causada por essa pegonha se deve 3 somatéria dos efeitos isolados dos

dlferentes componentes, com agoes biologicas distintas ou com acdo sinérgica. Os principais
b

Constituintes das pegonhas relacionados com 0S8 efeitos locais sdo as proteases, fosfolipases e

Miotoxinag,

Neste trabalho descrevemos @ purificagdo de uma enzima fibrinogenolitica presente na

e
Peconha de Bothrops alternatus.



MATERIAL E METODOS

A pegonha bruta de B. allernatus foi gentilmente doada pela Prof’. Dra. Vera Licia de
Campos Brites, do Instituto de Biologia da Universidade Federal de Ubgrlé‘mdia (INBIO - UFU).

A pegonha foi dessecada a vacuo e armazenada a -20 °C até o momento do uso. A resina
DEAE Sephacel e os reagentes: acrilamida, bis-acrilamida, fenilmetilsulfonil fluoreto (PMSF), N,
N, N’, N’ - tetrametiletileno-diamino (TEMED), dodecil sulfato de sodio (SDS), azul brithante de
Coomassie, acido etilenodiaminotetracético (EDTA), soroalbumina bovina, azul de bromofenol, B-
mercaptoetanol, persulfato de aménio e os padrdes para determinagdo das massas moleculares:
fosforilase b (97.000), albumina bovina (66.000), ovoalbumina (45.000), anidrase carbonica bovina

(30.000), inibidor de tripsina (20.100), o-lactoalbumina (14.400), foram adquiridos da Amersham

Pharmacia Biotech. Os demais reagentes utilizados eram de grau analitico.

Cerca de 200 mg da pegonha bruta dessecada de Bothrops alternatus foram dissolvidos em
2,0 ml de tampdo bicarbonato de ambnio 0,05 M pH 7.8, centrifugados a 10.000 x g por 10 min em
temperatura ambiente e aplicados a uma coluna de DEAE Sephacel (1,5 X 15 cm). As amostras
foram eluidas com um gradiente convexo de concentragdo de bicarbonato de amonio (0,05 - 1,0 M)
PH 7.8, utilizando uma camara de mistura com um volume de 150 ml. As fragdes, contendo 3,0 ml
cada, foram coletadas num fluxo de 20 mi/hora, por ufit coletor de fragdes Gilson. A absorbancia de

®ada fragdo foi acompanhada em 280 nm, nuMm espectrofotdmetro Spekol UV/VIS (Zeiss).

As dosagens protéicas, em solucdo contendo 0,1 a 2,0 mg de proteinas, foram realizadas pelo

Método do microbiureto, conforme descrito por Itzhaki; Gill (1964). A curva padrio foi construida

utilizando-se soroalbumina bovina.



A determinagfio da massa molecular aparente das amostras foi realizada por eletroforese em
gel de poliacrilamida a 14%, com agentes desnaturantes, conforme a técnica descrita por Laemmli
{1970). Foi utilizado um gel de empilhamento a 5 % em pH 6,8 contendo 0,125 M de Tris-HCl e
0,1 % de SDS e um gel de separacao a 14 % em pH 8,8 € 0,1 % de SDS, mantendo a relac@o

acrilamida-bis-acrilamida de 30:0,8 (m/m).

A atividade fibrinogenolitica foi realizada segundo Oliveira ef al. (1999). Em 50 pl de uma
solugdo de fibrinogénio bovino (1,5 mg/ml salina) foram adicionados 5 pg da enzima BaltF e a
solugo incubada por até 60 minutos a 37 °C. A amostra foi dissolvida em 25 pl de tamp@o Tris
HC1 0,06 M, pH 6,8, contendo glicerol a 10 % (v/v), B-mercaptoetanol a 10 % (v/v), SDS a 2 %
(m/v) € azul de bromofenol a 0,05 %. Em seguida as amostras foram submetidas a eletroforese em

gel de poliacrilamida a 14% com S$DS como agente desnaturante.

A influéncia de agentes inibidores de proteases foi verificada quando a enzima BaltF foi

Pré-incubada por 30 minutos com EDTA 10 mM, 1,10 fenantrolina 10 mM, PMSF 10 mM,

aprotining 10 mM e B-mercaptoetanol 10 mM.

Cerca de 5 pg da enzima BaltF dissolvidos em um volume final de 50 L de salina, foram

Pré-incubados por 30 minutos em diferentes pHs (3, 4, 5, 6,7,9, 10 e 11) e temperatura ambiente
Ou em diferentes temperaturas (30, 40, 50, 60, 70 e 80 °C) por 15 minutos e em pH 8. Em seguida as

AMostras foram colocadas em banho de geloea atividade fibrinogenolitica foi determinada como

descrito acima,



RESULTADOS E DISCUSSAO

O fracionamento da pegonha bruta de Bothrops alternatus foi realizado em gel de DEAE
Sephacel num gradiente convexo de concentragdo em tampdo bicarbonato de aménio 0,05 M a 1,0
Mem pH 7,8. O perfil cromatografico esta mostrado na figura 1. A pegonha total foi resolvida em
seis fracdes principais designadas de D1 a D6. Todas essas fragdes foram capazes de hidrolisar o
fibrinogénio bovino (atividade fibrinogenolitica), em maior ou menor intensidade, com a fragdo D3
apresentando a maior atividade dentre todas as fragdes.

A anilise por eletroforese em gel de poliacrilamida com agentes desnaturantes (SDS-PAGE)
da fragio D3 (tubo a tubo) mostrou que OS tubos 51 a 54 eram constituidos por banda Gnica
(tesultado nio mostrado). Esse material, denominado de BaltF (Fibrinogenase de Bothrops
alternatus), foi reunido, liofilizado e armazenado a -20 °C. A recuperagiio protéica para a BaltF
Mostrou que essa enzima representa cerca de 2,2 % da pegonha bruta de Bothrops alternatus.

A enzima BaltF apresentou elevada atividade fibrinogenolitica, mas nfo apresentou
lenhuma atividade coagulante, fosfolipasica A2 ou hemorragica com até 50 pg de proteina.

| Quando analisada em SDS-PAGE a 14 %, a enzima BaltF apresentou cadeia tnica e massa
Molecular aparente de 25 kDa, na presenga do agente redutor f3-mercaptoetanol (figura 2) e 22 kDa
T2 auséncia desse agente redutor (resultado nao mostrado). Essa diferenca pode ser explicada pelo
fato de 5 migracio da molécula na eletroforese ser dependente do seu tamanho molecular.
Considerando que na presenga de B-mercaptoetanol a proteina sofre uma desnaturagdo mais efetiva
devido a0 rompimento das pontes dissulfetos, ela poderd aumentar o seu tamanho aparente e
diminyir sua migragio e;ﬁ relagfio & proteina sem B-mercaptoetanol.

Estudos de estabilidade enzimatica mostraram que a enzima BaltF apresenta atividade
Maxima numa larga faixa de pH alcalino (figura 3A), mas ndio € ativa em elevadas temperaturas.

Quando aquecida acima de 60 °C, durante 15 minutos, a enzima perde completamente sua atividade

ﬁbﬁmgenolitica. (resultado nfio mostrado).

L




Quanto i estabilidade enzimatica, a enzima BaltF apresenta um comportamento semelhante
a varias outras proteases de peconha de serpentes ja purificadas e descritas na literatura
(SELISTRE: GIGLIO, 1987; KOSUKI ef al., 1986; SHIEH ef al., 1985).

Os testes de degradagdo das cadeias do fibrinogénio bovino mostraram que a enzima BaltF
degrada a cadeia A-o. mais rapidamente que a cadeia B-B, enquanto que a cadeia y permanece
inalterada, mesmo depois de 60 minutos. Esse mecanismo de hidrolise € comum para a maioria das
fibrinogenases isoladas de pegonhas de serpentes (OLIVEIRA ef al., 1999; XTUXIA ef al., 2001).

As enzimas fibrinogenoliticas, encontradas nas pegonhas de serpentes, podem ser
classificadas em trés grupos, dependendo da especificidade de hidrolise das cadeias do
fibrinogénio.0 primeiro grupo sdo aquelas com preferéncia de hidrolise pela cadeia A-a
(LEONARDI ef af., 2002; ESTEVAQ-COSTA et al., 2000), o segundo pela cadeia B-B (GUO et

al, 2001; SAMEL et al., 2002) e © terceiro pela cadeia v do fibrinogénio (NIKAI ef al., 1984).

Nossos resultados sugerem que a BaltF pertence A classe a-fibrinogenases.
Muitas das enzimas fibrinogenoliticas  de peconha foram caracterizadas como

Metaloproteases dependentes de zinco. Membros desta familia s3o assim chamados em virtude de

dPresentarem stomo de zinco em Suas moléculas, o qual é essencial para sua acdo catalitica

(STOCKER et. al,1995).
Dentre os inibidores de proteases testados para a enzima BaltF (figura 3B), a 1,10-

fenantroling e o EDTA foram capazes de inibir completamente a atividade dessa enzima. Os demais

inibidores (B-mercaptoetanol, PMSF ¢ aprotinina) ndo apresentaram efeito sobre esta atividade.

Esses resultados sdo concordantes com a literatura € sugerem que a BaltF pertence a familia das

Metaloproteases. (OWNBY et al., 1994).

Bjarnason e Fox (1994) dividiram as metaloproteases em trés classes de acordo com suas

Massas moleculares. A classe P-I corresponde a toxinas pequenas com atividade hemorragica

elativamente fraca e com massas moleculares de 20 - 30 kDa. Essas enzimas possuem tres



dominios estruturais: pré e pro-dominio, além do dominio protease ligante de zinco. Na classe Pl
estdo as toxinas de tamanho médio com massas moleculares de 30 - 60 kDa e na classe P-III as
toxinas sio altamente hemorragicas com massas moleculares de 60 - 100 kDa.

Com base na sua massa molecular, 2 enzima BaltF poderia ser incluida na classe P-I das
metaloproteases, possuindo apenas O dominio protease na proteina madura. Dentro da classe P-1,
essas enzimas pertenceriam ao subgrupo P-IB, junto com as metaloproteases Htc e Ht-d de Crotalus
alrox (BJARNASON; FOX, 1994), protease A de Bothrops moojeni (ASSAKURA ef al., 1985),
LHF-II de Lachesis muta (SANCHES et al.,1991) ¢ BaPl de B. asper (GUTIERREZ et al., 1995).
Todas essas enzimas possuem somente o dominio protease e exercem fraca atividade hemorragica.

As enzimas fibrinogenoliticas de pegonhas de serpentes, tém sido muito usadas para o
tratamento ¢ prevengdo de disfungdes cardiovasculares. Essas enzimas levam a rapida diminuigdo
do fibrinogénio in vivo, causando um efeito anticoagulante e a diminui¢do da viscosidade do
sangue, Varios estudos revelaram que €ssas enzimas induzem trombolise de forma consistente,
eficaz e segura (WILLIS; TU., 1989; GASMI ef al., 1997).

Estudos adicionais serdo necessarios para melhor caracterizar a enzima BaltF e verificar sua

Possivel aplicagdo terapéutica em doengas cardiovasculares.



CONCLUSOES

a. A enzima foi
metaloprotease de cadeia simples e apresenta massa molecular aparente de 25 kD

caracterizada como uma a-fibrinogenase.



At

ABSTRACT: This work describes the purification of a fibrinogenolytic enzyme from the
venom of Bothrops alternains. The enzyme, termed BaltF, was purified using a single step
chromatography on DEAE Sephacel. BaltF was shown to be homogeneous with molecular mass of
about 25 kDa as demonstrated by sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis. BaltF
represents about 2.2 % of the total venom protein and was purified to a high degree of purity. The
enzyme is devoid of hemorrhagic, phospholipase A2 and blood-clotting activities and shows a high
proteolytic activity towards A-o and B-B chains of bovine fibrinogen. The inhibition of the
fibrinogenolytic activity of BaltF by chelant compounds such as EDTA and 1,10-phenantrolin

Supports its classification as a metalloproteinase.

UNITERMS: Bothrops alternatus, metalloproteinase, fibrinogenase.
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Figura 1. Fracionamento de 200 mg da pegonha bruta de Bothrops alternatus em coluna de DEAE
Sephacel (1,5 X 15 cm), equilibrada com tamp#o bicarbonato de amoénio 0,05M, pH 7,8. As
amostras foram eluidas num gradiente convexo de concentragéo (0,05 — 1,0 M) do mesmo tampao,
num fluxo de 20 ml/h & temperatura ambiente e fragdes de 3 ml foram coletadas. O gradiente de

co 50 foi - B
ncentragio foi estabelecido a partir do inicio da cromatografia.
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18ura 2. Eletroforese em gel de poliacrilamida a 14 % com agentes desnaturantes para a estimativa

da massa molecular da enzima BaltF.
Linha 1- Ppadrio de massa molecular: fosforilase b (97.000), albumina bovina (66.000),
Ovoalbumina (45.000), anidrase carbonica (30.000), inibidor de tripsina (20.100) e a-lactoalbumina

(14.400); 2 - pegonha bruta de Bothrops alternatus; 3 - enzima BaltF.
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Figura 3. Eletroforese em gel de poliacrilamida a 14 % com agentes desnaturantes. (A) Produtos de
digestdo do fibrinogénio bovino pela enzima BaltF pré-incubada em vérios pHs. Linha 1-
fibrinogénio bovine controle, sem BaltF; linhas 2 a 10- fibrinogénio acrescido de BaltF pré-
incubada em PHs 3 a 11, respectivamente. (B) Produtos de digestio do fibrinogénio bovino pela
enzima BaltF pré-incubada com inibidores de proteases. Linha 1- fibrinogénio bovino controle, sem
BaltF; linha 2- fibrinogénio incubado com BaltF por 60 minutos em pH 8,0; linhas 3 a 7-
fibrinogenio incubado com a BaltF pré-tratada com PMSF 10 mM, aprotinina 10 mM, EDTA 10

mM, B-mercaptoetanol 10 mM e 1,10 fenantrolina 10 mM, respectivamente. Para cada ensaio, 5 pg

da enzima Baj¢p foram pré-incubados por 30 minutos em cada pH, ou com inibidores de proteases,

COmo indicadg acima, e depois adicionados a solugdo de fibrinogénio e deixados reagir em pH 8,0

durante 60 minutos,




