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Resumo

Pegonhas de serpentes, particularmente aquelas encontradas no género Bothrops,
sdo conhecidas por conter muitas enzimas proteoliticas que alteram a coagulagdo
sanguinea, causam hemorragias, fibrinogendlises e necroses. O presente trabalho mostra a
purificagdo parcial de uma enzima proteolitica da pegonha de Bothrops pauloensis. A
peconha bruta foi submetida em CM-Sepharose fast flow e foram obtidas cinco fragdes
(CM1-CMS5). A fragdo CM4 foi submetida em Benzamidina Sepharose ¢ resultou em trés
fragdes (B1-B3). A fragio B3 mostrou uma banda majoritaria de 35kDa (estimado por
SDS-PAGE) e com carater basico em condigdes de PAGE-NATIVA. A atividade
coagulante usando 5ug de amostra sobre o plasma bovino foi realizada. A pegonha bruta de
Bothrops pauloensis induziu a coagulagdo do plasma em aproximadamente 60s e a fracfo
B3 induziu em 6s. Atividades proteoliticas sobre o fibrinogénio (tempo-dependente e dose-
dependente) e a caseina também foram determinadas, quando amostras de 75ul de
fibrinogénio bovino ou casefna (Img/mL PBS) eram incubadas com a fra¢io B3 (5ug).
Estas atividades foram analisadas em SDS-PAGE (14%). A fragdo B3 degradou a cadeia
Ao do fibrinogénio bovino mais rapidamente do que a cadeia Bf. A atividade p roteolitica
da fragdo B3 sobre a caseina, mostrou que a enzima ndo foi capaz de digerir a caseina
depois de 30 minutos de incubagdo. A fragdo B3 foi analisada sobre o TAME ¢ os
resultados mostram que a enzima obteve uma excelente a¢do sobre este substrato. Os
ensaios de incoagulabilidade sanguinea mostram que a fra¢do B3 tornou o sangue dos
animais incoagulavel. Este estudo mostra que a pegonha de Bothrops pauloensis possui

uma proeminente enzima proteolitica, a qual induz uma importante alteragdo hemostatica.

Palavras-chave: Bothrops pauloensis, pegonha, “thrombin-like’, coagulago, proteolitica,
serinoproteases.



1-) Introducio

O género Bothrops, pertencente a familia Viperidae, possui algumas das espécies
mais importantes do ponto de vista médico, ja& que por ano sdo relatados de acordo com
dados do Ministério da Satde, cerca de 18.000 acidentes botrdpicos, o que equivale a 90%
dos acidentes ofidicos que o Brasil registra. A letalidade aproxima-se de 0,3% nos casos
tratados (CARDOSO et al.. 2003). Este género ¢ formado por serpentes de médio a grande
porte e sdo conhecidas por serem muito ageis e agressivas. Particularmente, em regides
rurais e tropicas, picadas por elas causam morbidez e mortalidade nas vitimas (CASTRO et
al., 2001). Estas serpentes sdo conhecidas po pularmente como jararaca ou jararaca-de-rabo-
branco.

O complexo de espécies Bothrops neuwiedi estd presente numa vasta extensio
territorial da América do Sul, atingindo boa parte do Brasil com exce¢do da Bacia
Amazonica.

Bothrops pauloensis foi descrita por Amaral em 1925 como Bothrops neuwiedi
pauloensis, constituindo uma das doze subespécie de Borhrops neuwiedi. Recentemente,
com a revisdo sistematica do complexo Bothrops neuwiedi realizado por Silva (2000) as
doze subespécies passaram a ser consideradas sete espécies distintas, proposta esta aceita
pela Sociedade Brasileira de Herpetologia (SBH, 2005).

Bothrops pauloensis esta listada apenas no Brasil, tendo sido registrada em Minas
Gerais, Goias, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul ¢ Sdo Paulo (SILVA, 2000). Ocorre no
Cerrado da zona geografica do Tridngulo e Alto Paranaiba, inclusive em 4reas alteradas
(BRITES et al., 1988), tendo-se durante o verdo obtido 53,7 mg de produgdo maxima de
pegonha cristal (BAUAB et al, 1992).

As serpentes peconhentas, para se defenderem possuem glandulas exocrinas
modificadas que sintetizam, armazenam e secretam toxinas, as quais sdo formadas por
complexas misturas de 50-60 proteinas/peptideos de diferentes estruturas e com uma ampla
variedade de atividades bioldgicas (MATSUI et al., 2000). Na peconha encontram-se
também outros componentes em menor quantidade como cdtions metdlicos, citratos.

carbohidratos, nucleosideos. aminas, aminoacidos e lipideos (MARKLAND, 1998).
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Muitas toxinas de serpentes s30 enzimas, como as proteases, fosfolipases Az,
fosfodiesterases, 5° -nucleopeptidases. metaloproteinases e serinoproteinases (SVSPs),
diversas das quais sio particularmente interessantes ja que interferem no controle e
regulagdo do sistema hemostatico (BRAUD et al., 2000).

As enzimas proteoliticas podem apresentar agdo nos constituintes da propria
peconha. De fato, algumas proteinas s3o derivadas de grandes precursores que sao
quebrados durante a formagdo da peconha. Esta atividade proteolitica endogena aumenta a
variabilidade das toxinas fazendo assim com que diferengas individuais em uma mesma
espécie de serpente sejam observadas (SOUSA et al., 2000). Em 1996, DALTRY et al.
publicaram um interessante trabalho, no qual descreveram que a presenca de determinados
componentes da pegonha de uma mesma espécie de serpentes depende da variagdo
geografica em que estdo submetidas, em associacdo com a dicta utilizada por elas.

O envenenamento por serpentes botrépicas ¢ caracterizado primeiramente por
edema e dor, que sdo efeitos locais com mionecroses agravadas por hemorraginas. Em
seguida, ha infiltragdo de leucdcitos, hemorragia € formagdo de trombos intravasculares que
podem conduzir & destruigao severa dos tecidos (ROSENFELD, 1971).

Alteragdes sistémicas como hipotensao, incoagulabilidade sanguinea, com intenso
consumo de fibrinogénio e distarbios respiratorios sao comuns apdés o envenenamento
botropico. Ataques cardiovasculares freqlientemente causam a morte da vitima. Em adi¢@o
a isso, a pegonha pode conter determinados componentes que induzirdo mioglobintria na
vitima, além de liberar agentes bioativos como a histamina e bradicinina (ANDRIAO-
ESCARSO et al., 1996).

A principal agdo sistémica apos o envenenamento botropico é o desequilibrio da
hemostasia. Toxinas que alteram o sistema hemostatico de mamiferos sdo conhecidas por
apresentarem efeitos procoagulantes ou anticoagulantes (MARKLAND, 1998). Estes
componentes interagem com diversas proteinas do sistema de coagulagdo sanguinea e do
sistema fibrinolitico (MATSUIL, 2000; MARKLAND, 1998). Geralmente, elas séo
classificados em vdrios grupos tais como: enzimas com atividade coagulante sobre o
fibrinogénio. enzimas fibrino(geno)liticas, ativadores de plasminogénio, ativadores de
protrombina, ativadores de fator V e X, hemorraginas e inibidores da agregacdo plaquetaria
(MARKILAND. 1998). Evidentemente. essas atividades sdo extremamente complexas ¢
podem. usualmente. ser atribuidas a componentes especificos. No entanto, diferentes

toxinas podem atuar sinergicamente para induzir um mesmo efeito e uma dada toxina pode
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ter varias atividades (CARDOSO et al., 2003). Estes estudos tém atraido consideravel
atengdo ja que sfo Uteis como potentes ferramentas em testes laboratoriais, usos clinicos e
como modelos tedricos de hemostasia e trombose.

As principais classes de enzimas proteoliticas encontradas nas pegonhas de
serpentes sdo as metaloproteinases e serinoproteases (SVSPs). As metaloproteinases
apresentam massa molecular que varia de 20 a 100kDa ¢ podem apresentar o dominio
catalitico associado ou ndo com a desintegrina ou com dominio rico em cisteina ou ainda
com dominio lectina, estas proteases sdo dependentes de {ons metalicos para exercer a sua
funcdo bioldgica, sdo altamente toxicas € muitas apresentam agdo fibrinogenolitica, sendo
de grande interesse clinico no combate a formacdo de trombos (KAMIGUTI et al., 1996).

As SVSPs pertencem a uma grande familia de peptidases (conhecida como Tripsina
S1) que possuem estrutura semelhante a tripsina, entretanto apesar da similaridade
estrutural com a tripsina elas freglientemente atuam €m substratos macromoleculares
especificos (SERRANO et al., 2005). Estas proteases possuem a capacidade de interferir
em pontos distintos da coagulagdo sanguinea causando desordem no sistema hemostatico
das vitimas (JIN et al., 2004) e sdo abundantes nas pegonhas de Viperidae ¢ Crotalidae.
Geralmente, elas ndo causam letalidade, mas contribuem para o efeito toxico quando
associado com outras proteinas da pegonha. As SVSPs afetam a cascata de coagulacio
sanguinea por degradagdo proteolitica ou seletivamente, por ativacdo ou inibig¢do especifica
de fatores coagulantes envolvidos na agregagao plaquetaria, coagulagdo ¢ fibrinolise
(BRAUD et al.; 2000).

Muitas SVSPs ja foram identificadas em pegonhas de serpentes, por exemplo, a
enzima chamada balterobina isolada a partir da peconha de Bothrops alternatus (SMOLKA
et al.. 1997), as elegaxobinas | e 1l isoladas de Trimeresurus elegans (OYAMA et al., 1999;
OYAMA et al.. 2002), as calobinas I e Il isoladas de Agkistrodon caliginosus (HAHN et
al. 1996: CHO et al.. 2000), a jararacussina I isolada de Bothrops jararacussi
(BORTOLETO et al., 2002) e em 2004 YOU et al. publicaram um trabalho em que
caracterizaram funcionalmente a estrutura recombinante de uma SVSPs, isolada da toxina
da serpente de Pichia pastoris.

Estudos de seqiiéncias de aminodcidos dessa classe de proteases indicam que a
maioria delas possuem um dominio catalitico formado por uma triade de trés residuos:
His”. Asp'™ e Ser'”, os quais sdo conservados em posi¢Oes analogas em relagdo as
serinoproteases de mamiferos (MATSUI et al., 2000: BURKHART et al., 1992).
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A quimotripsina uma tipica serinoprotease de mamiferos de fungdo digestiva ¢
caracterizada por um mecanismo catalitico comum que inclui uma alta reatividade do
residuo de serina que exerce um papel-critico na formagdo de um complexo transiente acil
enzimatico, o qual é estabilizado pela presenga de residuos de histidina e acido aspartico
dentro do sitio ativo (BARRET et al., 1995 apud SERRANO et al., 2005). A alta
reatividade da serina ¢ demonstrada pela habilidade em reagir com
diisopropilfosfotluoridrato (DIPF), formando um complexo inativo que ¢ indefinidamente
estavel; estas reagdes ocorrem com a maioria das SVSPs. (RODWELL apud HARPER'S et
al.; 1996).

J4 ¢ bastante conhecido que as SVSPs interferem nas complexas reagoes do sistema
de coagulagio sanguinea. Em condigdes fisiologicas este processo pode ser iniciado por
duas vias: intrinseca e extrinseca. Estas vias convergem para a ativagdo do fator X que
culmina na formagdo do coagulo de fibrina (JOSHEP et al., 2002). Neste processo, a
trombina € a enzima chave pois apresenta a capacidade de formacdo e estabilizagdo de
coagulos de fibrina, através da conversio do fibrinogénio, além disto também induz
agregagdo plaquetdria ¢ € capaz de ativar os fatores V, VIII, X1 e XIII da coagulagdo
sanguinea (TANAKA-AZEVEDO et al., 2004).

O fibrinogénio ¢ uma molécula formada por trés unidades globulares, conectadas
por dois bastdes. Sua massa molecular ¢ de 340kDa ¢ é constituido de trés tipos de cadeias:
Aa, BB, y. A trombina atua clivando quatro ligagdes peptidicas arg inina-glicina na regido
globular central do fibrinogénio para liberar um fibrinopeptideo A de 18 aminodcidos de
cada uma das duas cadeias o e um fibrinopeptideo B de 20 aminoacidos de cada uma das
duas cadeias B, a molécula de fibrinogénio destituida deste s fibrinopeptideos ¢ chamada de
mondmero de fibrina (WEISEL; 1986 apud STRYER, L.; 1996).

Algumas SVSPs de peconhas ofidicas sdo freqiientemente referidas como enzimas
thrombin-like por possuirem a habilidade em clivar o fibrinogénio de forma semelhante a
trombina, liberando fibrinopeptideos A, fibrinopeptideos B ou ambos (BORTOLETO et al.,
2002). No entanto essas proteases ndo apresentam todas as multifun¢des da trombina,
apesar de muitas delas apresentarem o poder de ativar o fator VIII ou induzir a agregacdo
plaquetéria como a trombina (MATSUIL et al., 2000). Em adi¢do, algumas SVSPs de
peconhas também participam de diversos outros processos bioldgicos como ativagdo do

plasminogénio, proteina C. fatores Ve X ¢ fibrindlises (BORTOLETO et al.. 2002).
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Embora as thrombin-like sejam capazes de transformar fibrinogénio plasmatico em
fibrina, estas ndo ativam o fator XIII da cascata de coagulacdo, que ¢ responsavel pela
formagdo do coagulo denso; assim estas enzimas thrombin-like permitem apenas a
formagdo de um coédgulo frouxo, 0 qual é formado por pequenos polimeros que sdo
rapidamente dispersos e removidos por fibrindlise ou via sistema reticulo-endotelial
(FURUKAWA et al., 1990 apud CHO et al., 2001).

Baseado na liberagdo de fibrinopeptideos A e B do fibrinogénio, estas enzimas
thrombin-like sio organizadas em trés grupos (MARKLAND, 1998).

O primeiro grupo denominado de venombina A atua clivando o fibrinogénio e
liberando preferencialmente fibrinopeptideo A ¢ inclui enzimas coagulantes, com
especificidade semelhante & trombina, porém nao ativam o fator XIII da coagulagdo e ja
foram purificadas e descritas na literatura como a batroxobina isolada de Bothrops atrox
(STOCKER et al., 1976). a crotalase isolada de Crotalus adamanteus (MARKLAND et al.,
1971 apud SERRANO et al., 2005) ¢ a ancrod isolada de Calloselasma rhodostoma
(NOLAN et al., 1976 apud SERRANO et al., 2005).

O segundo grupo de enzimas coagulantes ¢ denominado de venombina B, as quais
liberam preferencialmente fibrinopeptideos B do fibrinogénio e sdo representadas pelas
proteases contortrixobinas isoladas da peconha de Agkistrodon contoririx contortrix
(AMICONI et al.; 2000), estas proteases néio causam agregagdo plaquetdria e nem ativam o
fator XIII da coagulagdo (MAGALHAES et al., 2003).

Por fim. o terceiro grupo de enzimas coagulantes sdo o grupo venombina AB, estas
sdo capazes de liberar ambos os fibrinopeptideos A e B do fibrinogénio e como a trombina
ativam o fator XII1 da coagulagdo e sdo representadas pelas enzimas gabonase (PIRKLE et
al., 1986 apud SERRANO et al., 2005) e bilineobina (KOMORI et al., 1993; NIKAI et al.,
1995 apud SERRANO et al., 2005).

As thrombin-like purificadas apresentam comportamento antagdnico, pois possuem
agdo coagulante “in vifro” ¢ causam incoagulabilidade “in vivo™ (MARKLAND, 1998).

Muitas dessas thrombin-like estdo sendo usadas na drea médica em tratamentos
clinicos de desordens do sistema de coagulagdo e de varias doencas trombdticas incluindo
trombose das veias de maior calibre, infarto do miocardio. embolismo pulmonar e isquemia
aguda (YOU et al., 2004). Estas enzimas também tém sido muito utilizadas no tratamento €
prevencdo de disfungdes cardiovasculares. ja que levam a rapida diminuigdo do

fibrinogénio “in vive™. causando um efeito anticoagulante e por conseqiiéncia ha uma
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diminui¢do da viscosidade do sangue, resultando por fim em melhoras na circulagdo
sanguinea (KOH et al., 2000).

S0 bastante conhecidas ¢ utilizadas como agentes desfribrinogenantes as enzimas:
ancrod, batroxobina e crotalase. Estas trés e nzimas apresentam atividades coagulantes “in
vitro”, proteolitica e esterasica, embora 0 mecanismo bésico da agio desfibrinogenante seja
um efeito proteolitico sobre o fibrinogénio circulante.

Ancrod e batroxobina tém sido usadas em pacientes com trombose de veias
profundas, infarto do miocéardio e trombose arterial periférica. O tratamento ¢ bem tolerado
e os efeitos colaterais sérios sdo raros (SHARP et al., 1968; STOCKER et al., 1976; apud
BRAUD et al., 2000).

SOSZKA et al. (1985) relataram que a batroxobina ¢ ancrod atuam principalmente
no sistema fibrinolitico por estimulagdo de células endoteliais vasculares que aumentam
seletivamente a secregdo de pro-urokinase.

A importancia do sistema fibrinolitico na agao dessas enzimas foi demonstrada pelo
uso de inibidores da fibrindlise em animais perfundidos com batroxobina ¢ ancrod. Este
tratamento conduziu a formagdo de coagulo “in vivo™ e morte. O mecanismo de agdo
desfibrinogenantes das thrombin-like pode ser entendido como descrito por esses autores. A
enzima estimula a secregdo dos ativadores de plasminogénio, que o convertem em
plasmina. A plasmina hidrolisa a cadeia B da fibrina e desfaz o coagulo.

Esses estudos permitem-nos inferir que estas toxinas podem ser utilizadas como
ferramentas para a investigagdo da fungdo plaquetdria, como também na elaboragdo de
farmacos, que atuam no equilibrio hemostatico, ¢ agentes desfibrinogenantes terapéuticos
(BORTOLETO et al., 2002)

As thrombin-like também sdo capazes de formar a “cola de fibrina”, que € um
efetivo agente hemostatico e selante para tecidos defeituosos e tém sido largamente
empregado em muitos processos cirdrgicos. Os componentes desta cola sao o fibrinogénio,
a trombina e jons calcio e seu mecanismo de agdo é imitar o sistema de coagulacdo para
interromper o extravasamento sanguineo. Em presenca de trombina e fons calcio, moléculas
de fibrinogénio sdo proteolicamente clivadas e convertidas em monodmeros de fibrina. Uma
vez aplicado no paciente, a cola ¢ aos poucos reabsorvida por fibrinolise (WANG, M-C et
al., 1995).

A cola de fibrina pode ser utilizada como agente hemostitico em varios

procedimentos cirurgicos. tais como esplenectomia. preservagdo esplénica. trauma
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hepatico, cirurgias cardiotoraxicas, utilizada também como selante em ruptura de tendodes,
de nervos, em neurocirurgias, em oftalmologia nas técnicas de microcirurgias, além de
muitos outros procedimentos cirtrgicos (KRAM et al., 1990; SILVER et al., 1995).

Sendo assim, temos mais um campo para a aplicagdo das enzimas coagulantes
thrombin-like, além daqueles j& existentes como auxiliares nos diagnosticos clinicos ou
agentes terapéuticos para provocar a desfibrinagdo no tratamento das tromboses.

Atualmente, o conhecimento da composigdo protéica das pegonhas de serpentes,
tem assumido uma importancia significativa, ndo apenas no aspecto terapéutico especifico
ligado a acidentes ofidicos, mas também por seu amplo potencial farmacoldgico, onde
toxinas isoladas tém se revelado como valiosos instrumentos de pesquisa nas diversas areas
do conhecimento.

O conhecimento humano sobre as substancias integrantes da pegonha de serpentes
tem exercido uma importancia maior que o entendimento da pegonha como um todo. Para
se compreender a extrema complexidade destes venenos ¢ importante extrairmos deles seus
diversos constituintes e examinarmos suas propriedades individuais. Uma vez identificados,
pode-se investir em pesquisas para combater ou explorar determinados efeitos causados por
componentes especificos da pe¢onha.

Assim, a utilizagio de enzimas proteoliticas como ferramentas poderosas para a
elucidagio de mecanismos de agao de fendmenos biologicos ¢ um campo aberto e
inesgotavel nas investigagdes cientificas.

Em nosso laboratério de pesquisa, muitos trabalhos ja foram realizados com toxinas
de Bothrops neuwiedi pauloensis, atualmente conhecida como Bothrops pauloensis. Desta
peconha ja foi isolada uma metaloproteinase denominada de neuwiedase (RODRIGUES et
al., 2000), a qual foi caracterizada estrutural e funcionalmente. Além disto, com esta mesma
protease foram realizados estudos para determinar alteragdes patoldgicas que porventura
provoca nas vitimas (RODRIGUES et al.. 2001) ¢ estudos de neutralizacao de algumas
alteracdes hematologicas e hemostaticas da neuwiedase por extrato aquoso de Casearia
mariquitensis (Flacourtiaceae) (1ZIDORO et al.. 2003).

Dessa mesma pegonha foram isoladas duas miotoxinas Lys-49, Bnsp-6 € Bnsp-7
(RODRIGUES et al., 1998) ¢ também duas fosfolipases Az Asp-49 (RODRIGUES et al.,
2004).

Portanto. ha interesse em conhecer melhor os componentes especificos desta

pegonha, pois além desta espécie de serpente ser muito comum na nossa regido. esse estudo
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permite-nos compreender melhor o fendmeno biolégico que estas toxinas provocam no
sistema hemostatico de mamiferos.

O presente trabalho teve como objetivo purificar parcialmente uma enzima
coagulante da pegonha de Bothrops pauloensis e caracterizar suas atividades proteoliticas e

bioldgicas.



2-) Material e Métodos

2.1-) Material:

Peconha bruta (PB) de Bothrops pauloensis: foi obtida a partir de extragdo
manual de espécimes adultos mantidos no Setor de Répteis (criadouro conservacionista) da

Universidade Federal de Ubetlandia e da Pentapharm do Brasil (criadouro comercial).

Plasma bovino: gentilmente doado pelo Hospital Veterinario da Universidade

Federal de Uberlandia (UFU).

Resinas: CM-Sepharose ¢ Benzamidina Sepharose (Amersham Biosciences do

Brasil Ltda).

Reagentes: Acrilamida, bis-acrilamida, TEMED, SDS, EDTA, azul de bromofenol,
Coomassie Brilliant Blue R-250, glicina, soroalbumina bovina, persulfato de amonio,
TAME, fibrinogénio bovino, caseina bovina, inibidores enzimaticos como: aprotinina,
benzamidina. 1,10-fenantrolina, leupeptina, PMSF ¢ B-mercaptoetanol (Sigma Chem. Co.)
e padrio de peso molecular (Amersham Biosciences do Brasil Ltda). Os demais reagentes

eram de grau analitico.

Animais experimentais: Foram utilizados camundongos da raga Swiss machos,
fornecidos pela Pentapharm do Brasil e mantidos no biotério do Laboratério de

Experimental Animal (LEA) da Universidade Federal de Uberlandia.
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2.2-) Métodos

2.2.1-) Cromatografia de troca ionica da peconha de Bothrops pauloensis em gel de
CM-Sepharose

Cerca de 200 mg da peconha bruta de Bothrops pauloensis foram dissolvidos em 2
mL de tampdo bicarbonato de amoénio 0,05 M, pH 7.8, centrifugados a 10.000 rpm na
centrifuga Sigma Chem. Co., por 10 minutos em temperatura ambiente. O sobrenadante
limpido obtido foi aplicado a uma coluna de troca idnica (1,8x34cm) contendo a resina
CM-Sepharose, equilibrada com o mesmo tampdo.

A amostra foi eluida em temperatura ambiente com um gradiente convexo de
concentragdo de bicarbonato de aménio (0,05 - 0,5 M), pH 7.8, utilizando uma cidmara de
mistura com um volume de 150mL. Frag¢des de 3.0mL foram coletadas num fluxo de
20mL/hora por um coletor de fragdes REDIFRAC (Amersham Biosciences do Brasil Ltda).
Cada fragdo coletada foi monitorada por absorbdncia a 280nm em um espectrofotdmetro
SPEKOL UV VIS (Zeiss). Em seguida o grafico foi construido, sendo as amostras protéicas

delimitadas, reunidas em “pools”, liofilizadas e armazenadas a -20° C.

2.2.2-) Cromatografia em gel de afinidade da fra¢io CM4 em Benzamidina Sepharose

Cerca de 10mg da fracdo CM4 obtida da cromatografia de troca idnica em CM-
Sepharose foram dissolvidos em 2mL de Tris-HCI 0,05M, pH 7.4. O material foi aplicado a
uma coluna de afinidade (4,5x1,0cm) contendo a resina Benzamidina Sepharose,
equilibrada com o mesmo tampao.

As amostras foram eluidas em trés tampdes: tampdo Tris-HCl 0,05M, pH 7.4;
tampdo Tris-HCI 0,05M, pH 7.4 contendo NaCl 0.5M; ¢ por fim. tampdo Glicina 0,02M,
pH 3.2. Fragbes de 3mL foram coletadas manualmente. Cada fra¢do coletada foi
monitorada por absorbancia a 280nm em um espectrofotometro Spekol UV VIS (Zeiss).
Em seguida. o gréfico foi construido. sendo as amostras protéicas delimitadas. reunidas em

“pools™. liofilizadas e armazenadas a -20°C.
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2.2.3-) Determinagio quantitativa de proteinas

Para quantificar as proteinas presentes nas amostras, solugdes contendo de 0,1 a
2,0mg de proteinas foram submetidas 4 dosagem pelo método do Microbiureto, conforme
descrito por ITZHAKI e GILL (1964). A curva padrdo foi construida utilizando-se a
soroalbumina bovina.

O Método do Microbiureto contém duas solugdes designadas de R1 (0,21 % de
CuSO;. 5 H,0 em NaOH a 30,4 %) e R2 (NaOH a 30,4%). Este método permite identificar
compostos com mais de duas ligagdes peptidicas (ou grupos amida) em meio alcalino,
devido a formagio de provaveis complexos com 0s fons chpricos, os quais absorvem luz a
310nm.

As amostras de protefnas foram completadas para o volume de ImL com 4gua
desionizada, aos quais foram acrescidos 500 pl. dos reagentes R1 ou R2, em seguida, foi
realizada a leitura em espectrofotdmetro SPEKOL UV VIS Zeiss a 310 nm, contra um
branco sem proteina. Apds a dosagem, o material restante foi separado em aliquotas de 100

e 200 pg que posteriormente foram liofilizados e armazenados a -20° C para ensaios.

2.2.4-) Eletroforese em gel de poliacrilamida com agentes desnaturantes

As eletroforeses em gel de poliacrilamida a 14% com agentes desnaturantes (SDS),
foram realizadas conforme a técnica descrita por LAEMMLI (1970).

Dois espagadores em forma de fita foram utilizados para formar entre as placas um
espago retangular de aproximadamente 0,2mm de espessura, as placas de vidro utilizadas
na preparagdo dos géis medem aproximadamente 10cm de largura, 10,5cm de comprimento
e 0.lcm de espessura. Com o auxilio de um suporte de montagem, as placas foram
' mobilizadas verticalmente, formando assim uma cimara que foi preenchida com a solugdo
do gel.

Para o gel de separagdo foram utilizadas as seguintes solugdes co m suas respectivas
proporgdes: Tris-HCl 2M pH 8.8 (1500uL), Acrilamida:Bis 30:0,8 (3600uL), agua
(2100pL). Temed 1% (400pL) e persulfato de amédnio 1% (400ul). Enquanto que. para o
gel de empithamento foram utilizados: Tris-HCI 2M pH 6.8 (500uL). Acrilamida:Bis 30:08
(400pL). dgua (700pl.). Temed 1% (100pL) e persulfato de amonio 1% (100uL).
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Terminada a polimerizagdo, a placa foi colocada em uma cuba de acrilico e
conectada aos eletrodos. A solugdo de trizma base 0,025M, glicina 0,192 M ¢ SDS 0,1%
pH 8,3 foi utilizada como tampdo para o catodo e a mesma solugdo para o anodo.

As amostras contendo 10ug de proteinas foram dissolvidas em 100uL do tampao
STOP (Tris-HCI 0,06M pH 6,8, Azul de Bromofenol 0,001% e Glicerol 10%) e 10puL de B-
mercaptoetanol. Em seguida, as amostras foram aquecidas por 3 minutos a 100°C ¢ 15uL
desta solugio foram aplicados nos pocinhos do gel. A eletroforese foi conduzida a 20mA de
corrente, por aproximadamente 80 minutos, até o indicador azul de bromofenol alcangar o
final do gel.

Terminada a migragdo os géis foram mergulhados em uma solugdo fixadora:
metanol 50% - 4cido acético 5%, e em seguida em uma solugdo corante: 0,2%(m/v) de
Coomassie Brilhante Blue R-250 em 4gua e metanol 50% na proporgdo de 1:1(v/v). O gel
foi descorado numa solugdo descorante formada por etanol a 30%, 4gua ¢ é4cido acético a

10%.

2.2.5-) Eletroforese em gel de poliacrilamida sem agentes desnaturantes para

proteinas basicas

Esta eletroforese foi realizada de acordo com REISFELD (1962), com
modificacdes. Na preparagdo dos géis a 10% foram utilizadas as seguintes solugdes:
solugio A (KOH IN), sendo que 48mlL desta solugdo teve o pH acertado para 4,5 com
acido acético glacial; em seguida, completou-s¢ 0 volume da solugdo para 100mL com agua
desionizada. Solugdo C (preparada com 30g de Acrilamida e 0.2g de Bis-Acrilamida,
dissolvidos em 4gua desionizada para 100mL de solugio).

A solucdo do eletrodo continha B-alanina ¢ 4cido acético 0,35M pH 4.5 (solugdo
estoque). sendo diluida 10 veze s no momento do uso ¢ foi realizada uma pré-corrida no gel
de aproximadamente 30 minutos.

As amostras contendo cerca de 10pg de proteinas, foram dissolvidas em 20pL do
tamp3o do eletrodo e 2uL de glicerol. A fucsina basica foi utilizada como marcador de
migracdo. A eletroforese foi conduzida a 25mA de corrente. por aproximadamente 30

minutos. até o indicador fucsina basica atingir 75% do gel.
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Terminada a migra¢do o gel foi mergulhado em uma solucao fixadora: metanol 50%

- 4cido acético 5%, ¢ em seguida em uma solugdo corante: 0,2%(m/v) de Coomassie
Brilhante Blue R-250 em 4gua e metanol 50% na proporgdo de 1:1(v/v). O gel foi
descorado com uma solugio descorante formada por etanol a 30%, agua e 4cido acético a

10%.

2.2.6-) Ensaios enzimaticos e biologicos

2.2.6.1-) Atividade coagulante

A atividade coagulante da pegonha de Bothrops pauloensis e fragdes parcialmente
purificadas foi realizada segund 0 ASSAKURA et al. (1992), utilizando 100 uL de plasma
bovino citratado como substrato para a reagdo e Sug de amostras protéicas diluidas em
20uL de salina.

Este experimento foi realizado com o aparelho coaguldometro Quick-Timer
(DRAKE LTDA) que determina o tempo de coagulagdo de uma amostra de plasma bovino,
até um tempo maximo de 120 segundos, utilizando um sistema Optico que detecta a
variagdo brusca da densidade optica da amostra no instante da coagulagdo (devido a

formagdo do coagulo de fibrina).

Assim que a amostra era adicionada ao plasma bovino, o crondmetro do aparelho
era acionado registrando o tempo (em segundos) necessario para a formagdo da rede de
fibrina. Os tempos obtidos foram comparados ao controle positivo (peconha bruta) para

verificar se houve ou ndo diminui¢@o do tempo de coagulagéo.

2.2.6.2-) Atividade fibrinogenolitica

A atividade proteolitica sobre o fibrinogénio foi realizada segundo o método de
EDGAR & PRENTICE (1973), com modificagdes como descrito a seguir. Em 50uL de
uma solugio de fibrinogénio bovino (1,5mg/mL 4gua) foram adicionados 5ug de proteinas
e a solucdo incubada por 50 minutos a 37°C. Ap0s a incubagdo a reacdo foi interrompida
adicionando-se 25uL de solu¢do STOP (Tris-HCI 0.06M pH 6.8. Azul de Bromofenol

0.001%. glicerol 10% e 10% de PB-mercaptoetanol). Em seguida. as amostras foram



14
aquecidas a 100°C por 3 minutos e submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida a
14% com SDS (PAGE-SDS), como descrito no item 2.2.4.

O mesmo procedimento foi realizado incubando-se 5ug de proteinas incubadas com
50uL de fibrinogénio bovino em diferentes intervalos de tempos (Oh, Smin., 15min.,
30min., 45min., Th e 2h) a 37°C. Esta atividade fibrinogenolitica tempo-dependente foi
analisada em PAGE-SDS.

Também foi realizado um teste fibrinogenolitico dose -dependente, adicionando-se
50ul. de uma solugao de fibrinogénio bovino (1,5mg/mL 4gua) a diferentes concentragdes
de proteinas (0,1ng; 0,5ng; 1ug; 3pg; Spg e 10ug) e incubadas por 50 minutos a 37°C.

O efeito dos inibidores Benzamidina 10Mm, Aprotinina 10Mm, EDTA 10mM, 1,10
fenantrolina 10mM, PMSF 10Mm, leupeptina ImM e B-mercaptoetanol 10mM sobre a
atividade proteolitica também foi avaliado. Para cada ensaio, inicialmente a enzima
parcialmente purificada foi pré-incubada por 1h a temperatura ambiente com o inibidor e
em seguida, estas amostras foram incubadas com o fibrinogénio bovino por 50 minutos a
37°C. Por fim, as amostras foram submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida a 14%

com SDS, conforme item 2.2.4.

2.2.6.3-) Teste de degradacio da caseina bovina

A atividade proteolitica sobre a caseina foi realizada preparando uma solugio de
caseina bovina a 1% (10mg/mL de tampdo AMBIC 0.1M pH 7.8), sendo esta centrifugada
por 15 minutos a 4000 rpm. O sobrenadante limpido foi separado para o preparo das
amostras. Cerca de 10pg de proteinas dissolvidas em solugdo salina foram incubadas por 30
minutos a 37°C com 50uL de caseina. Para interromper a reagdo foram adicionados 50% de

8l

solugdo STOP e B-mercaptoetanol ¢ em seguida, as amostras foram aquecidas por 3
minutos a 100°C.

O teste caseinolitico foi analisado em gel de poliacrilamida com agentes redutores
(PAGE-SDS) utilizando 15pL de amostras preparadas em cada pocinho do gel. A
eletroforese foi conduzida a 20mA, por aproximadamente 80 minutos, até o indicador azul

de bromofenol alcancar o final do gel.
Terminada a migracdo os géis foram mergulhados em uma solu¢io fixadora:

metanol 50% - acido acético 5%, ¢ em seguida em uma solugdo corante: 0.2%(m/v) de
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Coomassie Brilhante Blue R-250 em 4gua e metanol 50% na proporgdo de 1:1(v/v). O gel
foi descorado com uma solugdo descorante formada por etanol a 30%, agua ¢ dcido acético

a 10%.

2.2.6.4-) Atividade esterasica sobre o TAME

A atividade esterasica foi determinada sobre TAME (N-p-tolueno-sulfonil arginina
metil éster) segundo Hummel (1959), com modificagdes: como substrato foi utilizada uma
solucao de TAME 1,04uM em Tris-HC1 0,02M, pH 8,1 em KC1 0,15M ¢ 5ug de proteinas.

A quantificagdo da atividade foi realizada por andlise espec trofotométrica a 244nm

durante os 10 primeiros minutos de reagao.

2.2.6.5-) Ensaios de incoagulabilidade sanguinea

O ensaio de desfibrinogenagfo foi realizado segundo o método descrito por GENE
et al. (1989), com algumas modificagdes. Camundongos da raga Swiss, machos, de
aproximadamente 35g foram divididos em 3 grupos (n=3) conforme descrito a seguir:

GI — animais receberam por via i.p. apenas 50uL de solugio PBS.

GII — animais receberam por via i.p. S0uL de pegonha bruta na propor¢do de Img/kg do
peso do animal.

GIII — animais receberam por via i.p. 50uL da fragdo B3 na propor¢do de Img/kg do peso

do animal.
Ap6s 6 horas os animais foram anestesiados com éter de petrdleo, o sangue
esgotado por pungdo cardiaca na auséncia de anticoagulante, em seguida depositado

imediatamente em tubo de vidro ¢ o tempo gasto para formar um coagulo de fibrina visivel

foi cronometrado.

2.2.6.6-) Analise Estatistica

Os resultados obtidos foram submetidos ao teste de Kruskal-Wallis (Systat for

Windows) (ZAR. J. H.; 1984).
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3-) Resultados

3.1-) Purificacgio parcial e caracteriza¢iio bioquimica

3.1.1-) Cromatografia de troca i6nica da pegonha bruta de Bothrops pauloensis em gel

de CM-Sepharose

O fracionamento da pegonha de Bothrops pauloensis foi inicialmente realizado em
resina CM-Sepharose, como descrito em métodos no item 2.2.1. Foram realizadas varias
cromatografias de troca i6nica para se adquirir material suficiente para a realizagfio de
testes enzimaticos e biologicos.

O perfil cromatografico padrdo obtido estd mostrado na figura 01. A pegonha total
foi resolvida em cinco fracdes denominadas CM1 a CM35. Todas as fragdes foram ensaiadas
para verificar a presenca de atividade coagulante, no entanto somente a fragdo CM4

apresentou tal atividade de forma significativa (resultados ndo apresentados).

3.1.2-) Cromatografia em gel de afinidade da fracio CM4 em Benzamidina

Sepharose

A fragdo CM4, depois de liofilizada foi submetida em resina de afinidade
Benzamidina Sepharose, como descrito em métodos item 2.2.2. O perfil cromatografico
obtido estd mostrado na figura 02. A fragdo total foi resolvida em trés fragdes denominadas
Bl aB3.

A fragdo B3 ¢é o terceiro pico e mostrou excelente atividade coagulante “in vitro” e

por isso foi escolhida para a realizagdo de atividades bioldgicas e enzimaticas.
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Figura 01: Fracionamento de 200mg da peconha bruta (PB) de Bothrops pauloensis em
coluna de CM-Sepharose (1.8 X 34 em), equilibrada com tampéo bicarbontato de aménio
0,05M, pH 7.,8. As amostras foram eluidas num gradiente convexo de concentragdo (0,05-
0,5M) do mesmo tampdo, num fluxo de 20mL/h & temperatura ambiente. Fragdes de 3mL

foram coletadas.
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Figura 02: Fracionamento de 10mg de CM4 em coluna de Benzamidina Sepharose
(4,5X1,0), equilibrada com tampéao Tris-HCI 0,05M, pH 7.,4. As amostras foram ¢luidas em
tampdo Tris-HCI1 0,05M, pH 7,4; 0.5M NaCl e tampao Glicina 0,02M, pH 3,2; num fluxo

de 3ml/tubo coletados manualmente.
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3.1.3-) Recuperacio protéica das fragdes obtidas nos fracionamentos

Na tabela 01 est representada a recuperagdo p rotéica pelo método do microbiureto,
das fragdes obtidas a partir do fracionamento em CM-Sepharose da pegonha de Bothrops
pauloensis. Como pode ser observado, a recuperagdo total de proteinas foi de
aproximadamente 76% em relagio a PB, sendo que a fragdo CM4 corresponde a 7,6% desta

pegonha.

Tabela 01: Rendimento protéico das fragdes obtidas n o fracionamento da PB de Bothrops

pauloensis em CM-Sepharose.

Amostras mg (totais) Recuperagdo protéica (%)*

PB 122 100,00

CMI 63,75 52,25

CM2 7,35 6,03

CM3 8.4 6,89

CM4 9,28 7.6

CM5 3.4 2,79

Total 92,18 75,56

"Recuperacio protéica realizada pelo método do Microbiureto (Itzhaki e Gill, 1964).
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Na tabela 02 esta mostrado o rendimento protéico da fragdo principal obtida da
recromatografia em Benzamidina Sepharose. Nota-se que a fragdo B3 corresponde a

aproximadamente 40% da fragio CM4.

Tabela 02: Rendimento protéico da fragio B3 obtida no fracionamento de CM4 em

Benzamidina Sepharose.

Amostras mg (totais) Recuperagio protéica (%)
CM4 9,3 100,00
B3 3,73 40,11

"Recuperagdio protéica realizada pelo método do Microbiureto (Itzhaki e Gill, 1964).

3.1.4-) Eletroforese em gel de poliacrilamida com agentes desnaturantes

A figura 03 mostra o resultado da eletroforese em gel de poliacrilamida a 14% com
agentes desnaturantes da peconha bruta de Bothrops pauloensis e das fragdes CM4 ¢ B3. A
fragdo CM4 é formada por uma proteina majoritaria de massa molecular aproximada de
35000. que provavelmente ¢ a principal protease responsavel pela agdo coagulante “in
vitro™ presente nessa fragéo.

A fracdo B3, obtida apos cromatografia da fragdo CM4 em Benzamidina Sepharose,
apresentou um 6timo grau de pureza, com uma proteina principal com massa molecular

aproximada de 35000 e um contaminante levemente corado cuja mobilidade eletroforética

se assemelha a da proteina padrdo anidrase carbonica (31000).
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Figura 03: Eletroforese em gel de poliacrilamida a 14% com agentes desnaturantes da
pegonha bruta de Bothrops pauloensis e fragdes parcialmente purificadas. 1- Padrdo de
massa molecular com fosforilase b (97000), albumina (66000), ovoalbumina (45000),
anidrase carbonica (31000), inibidor de tripsina (20100) e lisozima (14400); 2- PB; 3-
CM4; 4- B3.

3.1.5-) Eletroforese em gel de poliacrilamida sem agentes desnaturantes para

proteinas basicas

A fragdo B3 quando submetida a eletroforese em gel de poliacrilamida para
proteinas basicas (10%, pH 4.5) apresentou uma pequena migragdo eletroforética com uma
Gnica banda, como pode ser evidenciado na figura 04. Estes resultados indicam que a fragdo

¢ formada por proteinas levemente basicas.
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Figura 04: Eletroforese em gel de poliacrilamida a 10%, para proteinas bésicas nas
condi¢des nativas em tampdo P-alanina pH 4,5 da peconha bruta, da fragdo CM4 e B3,
obtidas nos fracionamentos da PB de Bothrops pauloensis em CM-Sepharose e

Benzamidina Sepharose, respectivamente. 1: PB; 2: CM4; 3-B.3.



3.2-) Ensaios enzimaticos e biolégicos

3.2.1-) Atividade coagulante

A atividade coagulante foi avaliada durante todo o processo de purificagdo. Os
resultados apresentados na figura 05 demonstram que a fracio CM4 obtida do
fracionamento da pegonha bruta em gel de CM-Sepharose foi capaz de coagular o plasma
bovino em aproximadamente 20 segundos, sendo que a PB coagulou o plasma em
aproximadamente 55 segundos. A atividade coagulante da fragdo B3 foi bastante

satisfatdria atingindo um tempo aproximado de 6 segundos.

Tempo (s)

Amostras

Figura 05: Atividade coagulante de Spg da PB e fra¢des parcialmente purificadas sobre
100 pul. de plasma bovino citratado. Os resultados apresentam uma média de 10
experimentos. 1: PB; 2:CM4; 3: B3.

#Significancia estatistica em relagdo ao controle positivo: (H=25.229 ¢ P=0).
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3.2.2-) Atividade fibrinogenolitica

Na figura 06 observa-se a hidrdlise do fibrinogénio bovino pela pegonha bruta de
Bothrops pauloensis ¢ fragdes parcialmente purificadas apos eletroforese em gel de
poliacrilamida a 14% com agentes desnaturantes, por um tempo de 50 minutos. Pode-se
observar que todas as fragdes foram capazes de degradar a cadeia A-a do fibrinogénio
bovino, enquanto que a cadeia B- foi apenas parcialmente degradada e nenhuma frag¢éo foi

capaz de degradar a cadeia y do fibrinogénio.

e

Figura 06: Eletroforese em gel de poliacrilamida a 14% com agentes desnaturantes dos
produtos de hidrolise do fibrinogénio bovino, causada pela pegonha bruta (PB) e pelas
fragdes parcialmente purificadas apds 50° de incubagdo. 1- fibrinogénio bovino controle; 2-
peconha bruta de Bothrops pauloensis; 3- CM4; 4- B3 (5ug); 5- B3 (10ug); 6- fibrinogénio

bovino controle.



25

A atividade fibrinogenolitica foi avaliada em diferentes intervalos de tempo (figura

07). A partir dos primeiros 5 minutos a cadeia A-o ja estava parcialmente degradada, sendo
totalmente consumida em 2h de incubag@o. A cadeia B- comegou a ser degradada a partir

de 1h de incubacdo. Em nenhum momento a cadeia y foi digerida.

1 2 3 4 5 6 7 8

Figura 07: Eletroforese em gel de poliacrilamida a 14% com agentes desnaturantes dos
produtos de hidrdlise do fibrinogénio bovino, causada pela fragdo B3, variando o tempo de
incubacdo das amostras. 1- fibrinogénio bovino controle; 2- 2h: 3- 1h; 4-45°;5-30°; 6-

15°;7-5°; 8- Oh.
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A figura 08 mostra que a degradagdo da cadeia A-a foi dose dependente. Como

pode ser observado pequenas quantidades de B3 (0,1ug) foram capazes de degradar a
cadeia A-a. gerando produtos de degradagio do fibrinogénio. No entanto, a cadeia B-f3 foi
parcialmente degradada com 5ug de B3 ¢ a cadeia y ndo foi degradada nestas condigdes

experimentais.

A-a

B-p

Figura 08: Eletroforese em gel de poliacrilamida a 14% com agentes desnaturantes dos

produtos de hidrolise do fibrinogénio bovino, causada por diferentes concentragdes da
fracdo B3. I- fibrinogénio bovino controle; 2- 10pg; 3- 5ug: 4- 3ug; 5- Iug; 6- 0.5ug; 7-
0.1pg.

O efeito de agentes inibidores sobre a atividade proteolit ica da fragdo B3 pode ser

observado na figura 09. Dentre os inibidores testados, somente a Benzamidina ¢ PMSF

foram capazes de inibir a degradagdo da cadeia A-a do fibrinogénio.
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Figura 09: Inibi¢do da atividade f ibrinogenolitica da fracdo B3 em eletroforese em gel de
poliacrilamida a 14% com agentes desnaturantes. 1- fibrinogénio bovino controle; 2-
Controle positivo (fibrinogénio + fragdo B3); 3- Benzamidina; 4- PMSF; 5- Aprotinina; 6 -

EDTA; 7- Leupeptina; 8- 1,10 fenantrolina; 9- B-mercaptoetanol.

3.2.3-) Teste de degradacio da caseina bovina

O resultado obtido para a atividade caseinolitica da pegonha bruta ¢ das fragdes
parcialmente purificadas estd apresentado na figura 10.

Pode-se observar pela andlise eletroforética que as cadeias da caseina foram
digeridas somente pela PB e fracdo CM4, apos 30 minutos de incubagdo. No entanto, a
fracio B3 ndo mostrou atividade proteolitica sobre este substrato nas condigdes

experimentais utilizadas.
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AR R e i

Figura 10: Eletroforese em gel de poliacrilamida a 14% com agentes desnaturantes dos
produtos de hidrolise da caseina bovina, causada pela PB e pelas fragdes parcialmente

purificadas. 1- caseina bovina controle; 2- PB de Bothrops pauloensis; 3- CM4; 4- B3.

3.2.4-) Atividade esterasica sobre o Tame

A atividade esterasica da pegonha bruta e fragoes isoladas (CM4 e B3) sobre o
substrato TAME estd demonstrado na figura 11. Como pode ser observada, todas as fragdes
apresentaram atividade esterasica, no entanto a PB e CM4 apresentaram baixa atividade
quando comparadas com a tripsina ¢ trombina (controles positivos da reagdo). J4 a fragéo
B3 apresentou uma maior atividade esterasica do que PB e fragdo CM4 e demonstrou

significancia estatistica em rela¢do aos controles positivos.
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Figura 12: Atividade esterésica sobre 0 TAME. Os resultados apresentam uma média de 3
experimentos. 1: Tripsina; 2: Trombina; 3: PB; 4: CM4; 5: B3.

* Significancia estatistica em relagdo ao controle positivo (H= 20,794 ¢ P= 0).

3.2.5-) Ensaios de incoagulabilidade sangiiinea

A fragdo B3 quando injetada intraperitonialmente em camundongos, tornou o
plasma incoagulavel, embora a quantificagdo de fibrinogénio plasmatico ndo tenha sido
realizada. Estes efeitos de incoagulabilidade foram observados mesmo apoés 24h da
realiza¢iio da pungiio cardiaca e observou-se que o sangue diminuiu sua viscosidade ficando
mais limpido.

A peconha bruta tornou o sangue mais viscoso e muitas vezes formaram-se
“grumos”, apds a pung¢do cardiaca. no entanto observou-se que o sangue ndo foi capaz de

formar coagulo de fibrina denso.
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4-) Discussao

Os disturbios da coagulagdo sanguinea estdo entre os efeitos mais dramaticos
provocados pelo envenenamento de scrpentes Viperidae e Crotalidac. Entre os
componentes da pegonha, as SVSPs foram conhecidas por se envolverem diretamente nos
eventos proteoliticos alterando o sistema hemostatico das vitimas apds a picada.

A literatura relata muitas evidéncias da importancia dos estudos de toxinas ofidicas
que contribuem para a elucidagdo de mecanismos bioldgicos e hemostaticos e além disto,
componentes especificos isolados sdo largamente empregados em testes laboratoriais e
estudos clinicos e tedricos.

Em 1950, investigacdes cientificas evidenciaram a habilidade de enzimas
peconhentas em acelerar a coagula¢do do sangue e discutiam-se métodos de purificar
proteases responsaveis por estes efeitos (SERRANO, 2005).

HENRIQUES et al. (1960) foram os pioneiros nos estudos de isolamento dessas
proteinas, eles purificaram parcialmente um fator coagulante extraido da peconha de
Bothrops jararaca. Desde entdo, SVSPs tém sido extensamente estudadas e varias enzimas
ja foram isoladas e caracterizadas estrutural e funcionalmente. Atualmente, mais de 50
seqiiencias de aminoacidos de SVSPs sdo disponiveis em banco de dados (SERRANO et
al.; 2005).

O presente trabalho teve como objetivo purificar parcialmente uma enzima
coagulante com especificidade de hidrdlise semelhante a trombina da peconha de Bothrops
pauloensis e caracterizar suas atividades proteoliticas e bioldgicas.

O primeiro passo de purificacao da peconha bruta foi realizado em CM-Sepharose,
um tipo de resina que possui propriedades cationicas. A amostra foi resolvida em cinco
fragdes CM1 a CMS e a atividade coagulante “in vitro™ foi analisada em todas as fragdes,
das quais apenas a fragdo 4 (CM4) apresentou agdo coagulante, por isso foi selecionada
para ser estudada, ja que evidenciou a presenga de enzimas da classe SVSPs.

A recuperagdo protéica estimada pelo método do microbiureto foi de

aproximadamente 76%, este percentual de recuperagdo pode ser considerado alto quando



~

31
comparado com os valores encontrados para outras serpentes botropicas. A fra¢do CM4
representa aproximadamente 7,6% do total recuperado.

Seguindo com os passos de purificagdo a fragdo CM4 foi submetida em resina
Benzamidina Sepharose, a qual possui propriedades de se ligar a grupamentos quimicos
especificos da classe de SVSPs, portanto separa biomoléculas por afinidade.

A amostra foi resolvida em trés fragoes B1-B3 ¢ apenas a fracdo 3 mostrou
atividade coagulante “in vitro”, sendo a ultima a ser eluida da coluna, isto comprova que
esta fracdo contém enzimas da classe das SVSPs pois ligaram com alta afinidade a
benzamidina, a qual é um inibidor de tripsin-like.

A purificagdo parcial de uma enzima coagulante se mostrou bastante satisfatoria
pelas técnicas utilizadas no presente trabalho. A fragio B3 foi obtida de uma coluna de
afinidade em um pico muito simétrico e as andlises eletroforéticas em condigdes
desnaturantes (PAGE-SDS) e condigdes nativas (PAGE BASICA) revelaram a presenca de
uma proteina majoritaria com um bom grau de pureza.

Quando analisada em SDS-PAGE, a enzima parcialmente isolada (B3) apresentou
uma banda majoritaria de peso molecular proximo de 35000, na presenga de agente redutor
(B-mercaptoetanol) e 30000 na auséncia desse agente redutor (resultados ndo apresentados).
Essa diferenca pode ser explicada pelo fato de a migracdo da molécula na eletroforese ser
dependente do seu tamanho molecular. Considerando que. na presenca de [-
mercaptoetanol, a proteina sofre uma desnaturagdo mais efetiva devido ao rompimento das
pontes dissulfetos intra-cadeia, ela poderd aumentar o seu tamanho aparente ¢ diminuir sua
migragdo em relag¢do a proteina sem -mercaptoetanol.

As enzimas thrombin-like purificadas de diferentes pegonhas de serpentes sio
proteinas de cadeia unica e com massas moleculares que podem variar de 26000 at¢
67000Da. As diferentes massas moleculares para essas enzimas podem ser atribuidas aos
contetidos de carbohidratos que cada enzima contém. Uma exceg¢do € a brevinase, isolada
da peconha de Agkistrodon. blomhoffi brevicaudus (LEE et al.; 1999), que € uma enzima
heterodimera formada por duas cadeias polipeptidicas unidas por pontes dissulfeto.
entretanto estudo de cDNA desta protease sugere que é sintetizada como um polipeptideo
de cadeia unica (LEE and PARK. 2000).

Essas proteases podem variar também em outras propriedades tais como atividade

coagulante especifica. especificidade na hidrolise das cadeias do fibrinogénio. fatores



32
ativadores da coagulagdo sanguinea e nos efeitos dos inibidores (SERRANO et al.; 2005).

De acordo com a atividade coagulante ** in vitro™ a fragdo CM4 (5ug) foi capaz de
coagular o plasma bovino aproximadamente trés vezes mais rapido que a pegonha bruta de
Bothrops pauloensis, enquanto que a fragdo B3 coagulou o plasma bovino cerca de 6 vezes
mais rapido que a pegonha bruta. Estes resultados demonstram que os métodos de
purificagdo utilizados até o presente momento foram satisfatdrios, pois a fracdo nio perdeu
suas fung¢des proteoliticas uma vez que foi capaz de formar a rede de fibrina rapidamente,
indicando a presenga de enzimas thrombin-like.

Os resultados apresentados nos testes de degradagio do fibrinogénio pela fragdo B3
demonstram que a cadeia A-a foi preferencialmente degradada, sendo a cadeia B-f
hidrolisada quando o fibrinogénio foi incubado em tempos maiores. Este padrdo de
hidrolise € comum para a maioria das fibrinogenases isoladas de peconhas de serpentes
(OLIVEIRA et al.; 1999; XIUXIA et al.; 2001).

Alguns inibidores de proteases como o PMSF e Benzamidina foram capazes de
inibir a agdio proteoli tica da fragdo B3 sobre o fibrinogénio. O PMSF ¢ especifico para
serinoproteinases, uma vez que ¢ capaz de modificar o residuo de serina do sitio catalitico
dessas enzimas. Benzamidina inibe competitivamente as SVSPs. Este ¢ um analogo dos
aminoacidos arginina e lisina, os quais sdo residuos especificos para a a¢do catalitica dessas
enzimas. A benzamidina liga-se préximo a triade catalitica, bloqueando a ligagdo do
substrato e protegendo o sitio ativo da molécula da dgua (MARESGUIA and SHAW, 1965
apud SERRANO et al., 2005).

Os agentes quelantes EDTA e 1,10-fenantrolina nio foram capazes de inibir a
atividade proteolitica, provavelmente porque a enzima responsavel por esta atividade
(presente na fragdo B3) ndo ser dependente de ions metdlicos como o célcio e zinco. Em
adi¢do, os inibidores aprotinina, leupeptina e o agente redutor [B-mercaptoetanol nao foram
capazes de inibir a atividade proteolitica da fragdo B3. embora o primeiro também seja um
inibidor de SVSPs. Também a incapacidade da leupeptina e -mercaptoetanol em inibir
essa atividade sugerem que esta enzima ndo deve apresentar grupos SH- livres € contém um
baixo contetido de meia cistina, embora a seqiiéncia completa de varias SVSPs revelem a
presenga de pelo menos doze residuos de cisteina na estrutura priméria dessas proteinas,

onde dez dos quais formam pontes dissulfeto (ITOH et al.; 1988). Assim sendo. novos
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experimentos devem ser realizados a fim de caracterizar melhor a agfio de inibidores
protéicos sobre a a¢do enzimatica de B3.

A fragdio B3 ndo mostrou atividade proteolitica sobre a caseina, quando analisada
em SDS-PAGE. Entretanto, tanto a pegonha bruta como a frag¢do CM4 degradaram este
substrato. Outros testes caseinoliticos quantitativos devem ser realizados para confirmar a
acdio proteolitica dessa fragdo sobre a caseina, apesar de ndo ser um substrato natural para a
acdo de toxinas de serpentes.

A fracdo B3 também mostrou uma expressiva atividade esterdsica sobre o0 TAME,
evidenciado pelo aumento da absorbancia com o tempo, que indica um aumento na ag¢do da
proteina sobre o substrato. Estes estudos, apesar de serem qualitativos mostram que a
fracdo B3 tem especificidade de hidrélise semelhante a trombina e tripsina. O TAME ¢ um
substrato bastante utilizado para o monitoramento de processos de purificagdo e
caracterizacdo de pardmetros enziméticos de varias SVSPs de pegonhas ofidicas.

Com relacdio aos ensaios de incoagulabilidade sanguinea “in vivo™, nota-se que a
peconha bruta coagulou fracamente o sangue dos animais, com formagdo de pequenos
“grumos”, isto se deve a efeitos de proteinas anticoagulantes e procoagulantes. Assim, entre
as toxinas pode haver diferentes proteases que atuam em pontos distintos da cascata de
coagulagdo sanguinea, ora promovendo a coagulagio ora dissolvendo o coagulo de fibrina.
A fracio B3 foi capaz de tornar o plasma de camundongos incoagulavel, provavelmente por
depletar totalmente o estoque de fibrinogénio, quando injetada intraperitonialmente.

SVSPs geralmente ndo sdo capazes de ativar o fator XIII da cascata, portanto
favorecem a fibrindlise causando incoagulabilidade “in vivo”. Assim, por levarem a uma
rapida diminui¢io do fibrinogénio “in vivo ", causam efeitos anticoagulantes, diminuindo a
viscosidade do sangue. Como resultado hd uma melhora na circulagdo sanguinea, por isto
estas enzimas tém sido muito usadas para o tratamento e prevencdes de disfungdes
cardiovasculares e tromboses (BRAUD et al.; 2000).

Nossos estudos mostraram resultados promissores que evidenciam futuras
possibilidades do uso clinico desta protease parcialmente purificada (fragdo B3). Essa
enzima pode apresentar um efeito terapéutico semelhante a Batroxobina e Ancrod,
porquanto mostra uma potente atividade desfibrinogenante em camundongos, ja que possui
a habilidade de tornar o plasma de camundongos incoagulavel. pela deplecdo total do

estoque de fibrinogénio. quando injetada intraperitonialmente (STOCKER et al.. 1976).
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Estudos “in vitro” da atividade fibrinolitica mostraram que a fragdo B3 ndo foi
capaz de degradar o coagulo de fibrina formado em placa de petri com solugdes de
fibrinogénio e trombina. Por outro lado, a pegonha bruta, nas mesmas condi¢des anteriores,
conseguiu desfazer o coégulo, tornando-o liquido em poucos minutos. Isto pode ser
explicado pela presenca de enzimas proteoliticas com agdo direta sobre a fibrina (resultados
ndo mostrados).

Embora a fracdo B3 néo tenha degradado a fibrina “in vitro”, ndo se pode afirmar
que esta ndo seja fibrinolitica, pois a mesma pode degradar a fibrina indiretamente através
da ativagio do plasminogénio tecidual, o qual ¢ convertido em plasmina e esta atuara
proteoliticamente sobre a fibrina. Varias enzimas SVSPs ativadoras do t-PA ja foram
isoladas e suas estruturas determinadas (SERRANO et al., 2005). O mecanismo de a¢do da
nova enzima coagulante (presente na fragdo B3) da pegonha de Bothrops pauloensis sobre
o sistema fibrinolitico sera posteriormente determinado em nosso laboratdrio.

Contudo. o estudo do mecanismo de agdio de enzimas thrombin-like tem revelado
que elas causam uma rapida e eficiente trombdlise, ou seja, desfazem os coagulos de
fibrina, formados quando hd disfungdo do sistema hemostéatico. Por esse motivo, essas
enzimas tém despertado grande interesse para a clinica médica, principalmente aquelas com

alto grau de pureza e que ndo apresentam efeitos colaterais.
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5-) Conclusdes

Este trabalho apresentou a purificagdo parcial de uma enzima coagulante a qual foi
obtida apos dois passos de purificagdo. Esta se mostrou majoritaria quando analisada em
eletroforese em gel de poliacrilamida na presenga de agentes desnaturantes revelando uma
banda de massa molecular de aproximadamente 35000 Da.

Esta enzima parcialmente purificada também foi capaz de degradar
preferencialmente a cadeia A-a do fibrinogénio, sendo esta atividade inibida por inibidores
especificos para serinoproteinases. Além destas atividades, esta enzima apresentou
atividade esterasica sobre o TAME e foi capaz de tornar o sangue dos animais incoagulavel
quando injetada por via intraperitoneal.

Atualmente estdio em andamento experimentos adicionais como a purificagdo
completa da enzima em sistema de HPLC-RP, sequenciamento da regido N-terminal,
focalizagdo isoelétrica, bem como outras atividades enzimdticas que d&o suporte a
classificacio dessa nova enzi ma de Bothrops pauloensis como uma nova thrombin-like da

classe das SVSPs.
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