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Resumo

Este traballio teve como objetivos fracionar a pegouha bruta de Bothrops moojen:
e caracterizar parcialmente a atividade proteolitica de uma de suas fragoes. A pegonha
foi fracionada em DEAE-Sephacel, previamente equilibrada em tampao bicarbonato de
amonio (0,05 M), da qual obteve-se quatro fragoes principals, denominadas D1 a D4. D4
foi recromatografada em Sephadex G-75, dando origem & G1, Gla, G2, G2a e G3. A fragao
D4 e subfracdes nao apresentaram atividade coagulante. fosfolipdsica A2, hemorrigica ou
destibrinogenante. A sub-fragao G2 wostrou maior grau de pureza na eletroforese em gel
de poliacrilamida, com uma banda majoritdria de peso molecular aparente de 28.900. A
fracio D4 e subfragdes apresentaram atividade edematogénica, sendo que D4 e G2 foram
as que indugiram maior edema. D4, G1 e Gla forawn as fragoes gque apresentaram malor
atividade caseinolitica. Dentre as amostras analisadas. D4 foi a que apresentou maior
atividade fibrinogenolitica, hidrolisando a cadeia A-a. A atividade fibrinogenolitica de
G1 foi totalmente inibida por EDTA, ZnC¥¢; e HgCts; enquanto a de G2 foi parcialmente
inibida por EDTA.

Palavras-chave: Atividade proteolitica, Bothrops moojeni, edema
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No Brasil, as serpentes das familias Viperidae e Elapidae sao as responsdveis por mais
de 20.000 acidentes ofidicos notificados anualmente no Ministério da Satide. A familia Fla-
pidae é representada pelo género Micrurus (corais) e a Viperidae compreende as principais
serpentes pegonhentas, representadas pelos géneros: Bothrops (jararaca. jararacuqu, coti-
ara, etc.), Crotalus (cascavéis) e Lachesis (surucucu). Os acidentes ofidicos ocorrem com
maior freqiiéncia no inicio e no final do ano. em pessoas do sexo masculino e atingindo,
sobretudo, os membros inferiores. As serpentes do género Bothrops sao encontradas em

todo o territério brasileiro, sendo responsaveis por 85% dos acidentes ofidicos!.

As serpentes do género Bothrops sao encontradas em todo o territorio brasileiro.
sendo responsaveis por 85% dos acidentes ofidicos!!l. FElas habitam preferencialmente
ambicntes timidos, como matas. drcas cultivadas ¢ locais de proliferacao de rocdores.
Possuem habitos noturnos, sao muito agressivas e. quando se sentem ameacadas, atacam
em siléncio. Embora sejam raros os acidentes fatais causados por elas, os c¢asos se agravam

devido A intensidade dos efcitos locais?.

A espécie Bothrops moojeni, descrita por HOGE (1965), de nome popular jararaca,
jararacao ou caigaca, possui distribuicao geogréfica restrita as dreas de formacao aberta,
estendendo-se do Brasil central até o sul do Estado do Parand. No tridngulo Mineiro, na
regido de Uberlandia, os acidentes ofidicos cansados por serpentes hotrdpicas sao devidos

principalmente As serpentes B. neuwiedi e B. moojenit.

O aparclho produtor de pegonha das serpentes ¢ formado por glandulas exoerinas
modificadas que produzem a peconha toxica. Esta ¢ uma complexa mistura de proteinas
e peptideos que possiiem variada atividade biol6gica, compondo de 90% a 95% do peso seco
da pegonha. Outros de scus componentes sao fons metalicos. carboidratos. nucleosidcos,

aminas e, em menor proporcao, aminoacidos e lipl’deos[‘z’}.

O quadro patofisiolégico ap6s o envenenamento botrépico se caracteriza por efeitos
locais e sistémicos. Ocorre no local da picada dor, edema, vermelhidao, hemorragia local,
bolhas, abscesso e necrose tecidual, que dependendo do local afetado, tempo decorrido
entre o acidente ¢ aplicacao do soro e quantidade de pegonha injetada. podem levar a perda
do tecido e amputacao do membro afetado. Manifestacoes sistémicas sao hemorragias,
insuficiéncia renal agnda, choque {principal cansa de morte). desordens na coagulacao
sanguinea, alteracoes cardiovasculares, hemorragias gastrointestinais. nduseas. vomitos e

hemattirial® ™ 8.

A complexa lesao causada por essas pegonhas se deve a somatoéria dos efeitos isolados
dos diferentes componentes, com acoes biologicas distintas ou com agao sinérgica. Os
principais counstituintes das pegonhas relacionados com os efeitos locais sao as proteases,

fosfolipases e miotoxinas®.
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As pegonhas de serpentes botrdpicas sao ricas em enzimas proteoliticas, que atuam
mumna grande variedade de substratos, tais como: casefna. hemoglobina, coligeno, gelatina,
elastina, fibrinogénio, insulina e gluicagon"®. Algumas enzimas proteoliticas sao hemor-
raginas que degradain proteinas da matriz extracelulart™ . outras afetam a coagulagao do
sangue, agindo como procoagulante, convertendo o fibrinogénio em fibrinal'¥, enquanto
outras agem como anticoagulante por exercer atividade fibrinogenolitica e fibrinolitica™.

Fssas enzimas proteoliticas podem promover o desequilibrio da hemostasia apds o
envenenamento e sao geralmente classificadas por suas estruturas em serinoproteases ¢

metaloproteases' ¥,

As serinoproteases sio enzimas que possuem atividades fibrinogenolitica e fibrinolitica.
Algumas sao conhecidas como “thrombin-like”* por possuirem a habilidade em clivar o fi-
brinogénio de forma semelhante & trombina, liberando fibrinopeptideos A, fibrinopeptideos
B ou ambos. Estas proteases possuem a capacidade de interferir em pontos distintos da

coagulacao sanguinea causando desordem no sistema hemostatico das vitimas!'¥.

As metaloproteases de pegonhas de serpentes sao altamente téxicas, na sua grande
maloria apresentam atividade fibrinogenolitica e sao responsiveis pelo quadro hemorragico
f14]

verificado apés o envenenamento” . Apresentamn também induciio de edea. mionecrose

e dermonecrose!'?.

As metaloproteases da peconha de serpentes podem ser classificadas em dois grupos,
de acordo com sua especificidade ao substrato: toxinas hemorrigicas, enzimas com alta
especificidade ao substrato que induzem hemorragia quando injetadas em animais® 'l
e toxinas nao hemorrigicas, enzimas com ampla especificidade de substrato e que nio

induzem hemorragial®® 17,

As metaloproteases hemorragicas sao responsédveis pelas hemorragias locais e sistémi-
cas comuns ao envenenamento por serpentes das familias Crotalidae e Viperidae. Essas
enzitas degradain as proteftas da matriz extra celular e causam efeito citotéxico direto
sobre as células endoteliais; sua acao ocorre basicamente em nivel da membrana basal dos
vasos capilares. levando a perda da integridade capilar e resultando em sangramento no
local. As toxinas hemorrdgicas sao enziias capazes de degradar as proteinas da wem-
brana basal inclusive fibronectina, laminina e coldgeno do tipo I'V. Elas também degradam

gelatina e fibrinogénio!™.

As metaloproteases induzem a liberacao de citocinas envolvidas na inflamacio como
TNFa (fator de necrose tumoral a), IL-18 e IL-6%. ¢ algumas inibem a agregacio pla-
quetdria®!. Essas enzimas também podem degradar alguns dos fatores da cascata da
coagulacao sanguinea, incluindo o fibrinogénio e o fator de von Willebrand, aumentando

o cfcito hemorrdgico?.
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O fibrinogénio é uma proteina plasmatica sohivel formada por tres pares de cadeias
polipeptidicas nao idénticas, constituidas por duas meia-moléculas simétricas que sao uni-
das por pontes dissulfeto. Cada meia-molécula contém trés cadeias designadas como A-ny,
B-3 e 7y, com wmassas moleculares de 63.500, 56.000 e 47.000, respectivamente. A molécula
como um todo tem uma massa molecular de 340 KDa®!, O fibrinogénio apresenta longas
extensoes de aminodcidos que sao expostos a enzimas proteoliticas, inclusive as proteases
da pegonha de serpentes. A fibrina, porém, apresenta uma estrutura unida por ligacoes

cruzadas e é menos suscetivel a protedlise.

Tanto as metaloproteases hemorrigicas como as nao-hemorrigicas sio enzimas fi-
brin(ogen)oliticas, assim como as serinoproteases. Elas sao capazes de degradar a molécula
de fibrinogenio, sendo classificadas em o ou j3-fibrinogenases, dependendo da sua pre-
feréncia enzimatica em degradar a cadeia A-a a ou a B-3 da molécula de fibrinogénio?* 1%,
A maioria das metaloproteases hemorragicas sao fibrinogenases.

Muitas enzimas fibrin(ogen)oliticas foram caracterizadas como metaloproteases zinco
dependentes. Elas sao membros da familia metzincin descrita por STOCKER & ZWIL-
LING (1995)%). Essas enzimas apresentam uma estrutura contendo um atomo de zinco,
uma metionina comum voltada & porgao inferior da molécula e apresentam na regiao
C-terminal wn segmento helicoidal quie contém dois dos trés residuos de histidina envol-
vidos no sitio ligante de zinco. A metionina forma um porao hidrofébico embaixo da
hélice, onde se encontra o sftio central. Membros dessa familia incluem metaloproteases
de mamiferos, bactérias e de pegonhas de serpentes (Adamalysin). O sitio ligante de
zinco tem wmna seqiiencia de aminodcidos (HEBXHXBGBGBXHZ) comum uos diferentes
membros dessas familias, onde H € uma histidina, E um 4cido glutamico. G uma glicina,
B um residuo hidrofébico volumoso. X é qualquer aminodcido e Z é diferente em todas as
familias, mas é conservado em suas respectivas subfamilias??.

As metaloproteascs fibrin(ogen)oliticas sio aparentemente armazenadas na glandula
de pegonha na forma de zimogénio inativo e sao ativadas por um mecanismo denominado
“cysteine-switch”. O grupo tiol da cisteina, na pro-segiiéncia do zimogénio inativo, é
capaz dc inibir a atividade catalitica destas enzimas bloqueando seu sitio ativo por sc
ligar ao dtomo de zinco. Apds serem secretadas, essas enzimas sofrem um processamento
proteolitico que converte o zimogénio na forma enzimaticamente ativa. Este mecanismo

de ativagao, ¢ similar a0 modelo proposto para as metaloproteases de matriz2s- 27,

As metaloproteases apresentam uma massa molecular que varia de 20 a 100 kDa e po-
dem ser classificadas em quatro grupos principais, de acordo com seus dominios estriitu-
rais. Todas elas apresentam uma pré-pro-seqiiéncia, deduzida a partir de cDNA, contendo
a pré-seqiiéncia (peptideo sinal) com 18 residuos de aminodcidos. a pré-seqiiéncia com

. . . ;. ;. . . 4
aproxitnadamente 170 residuos de aminodcidos e o dominio protease ligante de zincot™.
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A classe P-I compreende as metaloproteases que contém somente o dominio metalo-
protease, correspondendo a toxinas pequenas com atividade hemorrigica relativamente
fraca ou inexistente e com massas moleculares de 20 — 30 kDa. Na classe P-11, as en-
zimas possuem o dowinio metaloprotease seguido por um domimio desintegrina e tem
massas moleculares de 30 — 60 kDa. A classe P-III contém os dominios metaloprotease,
desintegrina e um terceiro domfnio rico em cistefna. sdo toxinas altamente hemorragicas
com massas moleculares de 60 — 100 kDa. Na tltiina classe, P-IV, as engimas possuem
um dominio adicional representado por um polipeptideo semelhante 4 lectina. ligado por

[28. 14

pontes dissulfeto com o dominio rico em cisteina A remogao do zinco por agen-

tes quelantes, como EDTA ou 1,10-fenantrolina, eliminam completamente a atividade

proteolitica e hemorrigica dessas enzimas!'¥.

O dominio desintegrina dessas enzimas apresenta uma seqiiéncia altamente idéntica
as desintegrinas das peconhas, que inibem a agregacao plaquetaria pela ligacao com re-
ceptores presentes na membrana plasmatica das plaquetas (integrinas). Entretanto. o
dominio desintegrina das metaloproteases nao contém a seqiiéncia tipica das desintegrinas
Arg-Gly-Asp (RGD); nesta regiao encontram-se diferentes seqiiéncias, como Glu-Cys-Asp
(ECD)P,

A alta seletividade das protefnas das peconhas de serpentes por fatores individuais
da coagulagao sanguinea torna estes componentes ferramentas potencialmente titeis para
o estudo do mecanismo de agao, regulagao e estrutura-fungao dos fatores da coagulacio

sanglu’neam].

Virios estudos, in vivo, com as enzimas fibrin(ogen)oliticas revelaram que essas en-
zimas induzem trombdlise de forma consistente, cficaz ¢ scgura. Elas atuam por um
mecanismo completamente diferente dos ativadores de plasminogénio, que sio os tinicos

31 ¢ apresentam algumas vantagens com

agentes atualmente aprovados para uso clinico
rclagao a cles: clas ndo sio inativadas pelos inibidores de scrinoprotcases. prescates no
plasma e nao ativam a plasmina. Portanto, nao induzem a agregacao plaquetdria rela-
cionada com formacao de plasmina. A falta de alteragoes patoldgicas e a auséncia de

altcracoes histolégicas sugerem o uso terapéutico dessas enzimas!™.

Mnuitas proteinas das pe¢onhas apresentam promissores usos clinicos. O estudo des-

sas novas moléculas abre perspectivas para o desenvolvimento de aplicacoes eficazes no
. : - 5

tratamento de desordens humanas que incluem doencas cardiovasculares, cincer e AIDSP..

Este trabalho teve como objetivos fracionar a peconha bruta de Bothrops moojeni e

caracterizar parcialmente wma de suas fragGes proteoliticas.
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2.1 Obtengao da peconha bruta de Bothrops moojeni

Primeiramente a peconha de Bothrops moojeni utilizada foi de um “pool” proveniente
do estado de Sdo Paulo e posteriormente foi utilizada uma proveniente de Minas Gerais,
da Pentapharm.

2.2 Fracionamento da peconha bruta de Bothrops moojeni

Cerca de 200 mg da peconha bruta de Bothrops moojeni foram dissolvidos em 2,0 mL
de tampdo bicarbonato de aménio 0,05 M, pH 7,8, centrifugados a 10.000 gravidades
por 10 minutos, a 4 °C e o sobrenadante aplicado em uma coluna DEAE-Sephacel (1,4 x
10,5 em). A eluigdo da amostra foi realizada com um gradiente convexo de concentracio
de bicarbonato de aménio (0,05a0,5 M) pH 7,8, utilizando-se uma cAmara de mistura com
um volume aproximado de 80 mL.. Foram coletadas fragoes de 3,0 mL/tubo & temperatura
ambiente, mun fluxo de 20 mL/h. A absorbancia de cada fracao foi lida a 280 nm, num
espectofotometro Speckol.

2.3 Cromatografia de uma fracio em gel de Sephadex G-75

A fracao denominada D4, proveniente do fracionamento anterior, foi liofilizada e res-
suspendida em de tampao bicarbonato de aménio 0.05 M, pH 7,8, e centrifugada a 10.000
gravidades por 10 minutos, a 4 °C. O sobrenadante foi aplicado em uma coluna de Sepha-
dex G-75 (96x 1,5 cm), equilibrada com o tampao de elui¢ao. A eluicdo da amostra foi
realizada com o mesmo tampao (bicarbonato de aménio 0, 05 M, pH 7.,8). Foram coleta-
das fragoes de 3 mL/tubo a temperatura ambiente. num fluxo de 20 mL/h. A absorbancia

de cada fracao coletada foi lida a 280 nm, num espectrofotémetro Speckol.

2.4 Determinacao quantitativa de proteinas

A concentracao de proteinas na fracao e subfracoes foi determinada pelo método de
BRADFORD (1976)P? usando-se como padrao a soroalbumina bovina. Neste método.
uma aliquota de cada fragdao ou subfracoes foi diluida para 100 uL com dgua deionizada.
Ap6s a diluigao, foram adicionados 3,0 mL do reagente de Bradford. Para o preparo deste
reagente, foram utilizados 100 mg de Coomassie Brilliant Blue G. 50 mL de etanol 95% e
100 mL de acido fosférico 85%. Posteriormente, esta solucao foi diluida. completando-se

seu volume para um litro com dgua deionizada.

As dceterminagdes foram feitas em triplicatas ¢ a absorbancia medida em 595 nm.
Paralelamente & dosagem de proteinas da fragao e subfracoes. foi feita uma curva padrao
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de soroalbumina bovina. A concentra¢ao de proteinas em mg/mL foi determinada a partir
de calculos de regressio linear baseados nos valores obtidos a partir da curva padrao.

2.5 Caracteriza¢gao Quimica
9.5.1 Eletroforese em gel de poliacrilamida com agentes desnaturantes

A determinacio da massa molecular aparente das amostras foi realizada por eletro-
forese em gel de poliacrilamida a 14%, com agentes desnaturantes, conforme a técnica
descrita por LAEMMLI (1970)[33]. O tampao do eletrodo continha Tris 0,025 M, glicina
0,192 M e SDS 0,1% (m/v), pH 8.3.

As amostras de proteina foram dissolvidas no tampao da amostra: Tris-HCE 0,06 M e
pH 6,8; SDS 2% (m/v), (-mercaptoetanol 5% (v/v); azul de bromofenol 0,005% (m/v) e
glicerol 10% (v/v). Em seguida foram aquecidas durante 3 a 5 mimitos em agua fervente.
Foram aplicados no gel cerca de 5 a 30 uL de cada amostra de proteinas ou de padrao de
massa molecular contendo sempre 10 pg de proteinas.

Foi utilizado o Padrio de Peso Molecular LMW (Low Molecular Weight) contendo:
Fosforilase b (97.000), Albumina bovina (66.000), Ovoalbumina (PM 45.000), Anidrase
Carbénica (30.000), Inibidor de Tripsina (20.100) e o-lactoalbumina (14.400).

A mobilidade cletroforética relativa de cada padrao foi determinada cm centimetros €
a curva padrio para a determinagao da massa molecular aparente foi tracada relacionando
os logaritmos dos valores da massa molecular dos padroes com as distancias de migragao.

5.5.2 Eletroforese em gel de poliacrilamida sem agentes desnaturantes para
proteinas acidas

Para protefnas de carater acido, a eletroforese segniu a técnica descrita por DAVIS
(1964)P4 ntilizando-se géis de poliacrilamida a 14%. O tampao do eletrodo ¢ constituido
de Tris 0,05 M e Glicina 0,38 M, pH 8.3, diluido 10 vezes para o uso. As amostras de
protefna foram dissolvidas no tampao do eletrodo j4 diluido e 10% de glicerol (v/v). O
azul de bromofenol 0,1% (m/v) foi utilizado como indicador de migracao.

Os géis foram corados em Coomassie Blue R-250 0.2% (m/v) dissolvido em dgua:metanol:acido

acético (6:3:1 v/v). Em sceguida, foraw secos e papel cclofane.
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2.6 Ensaios Bioldgicos e Enzimaticos

2.6.1 Teste de degradacao do fibrinogénio bovino

Foi realizado como descrito por EDIGAR & PRENTICE (1973)P%. com modificacoes
de OLIVEIRA et al. (1999)®. Em 50 pL de uma solugio de fibrinogénio bovino (1,5 mg/mL
salina) foram adicionados 5 pg de amostra e a solugao incubada por até 1 hora a 37 °C.
O término da reacao ocorreu apos a adicao do tampao da amostra: Tris HCE 0,06 M,
pH 6,8, contendo glicerol a 10% (v/v), J-mercaptoetanol a 5% (v/v), SDS a 2% (m/v) e
azul de bromofenol 0,005%. Em seguida as amostras foram aquecidas por 3 a 5 minutos a
100 °C. e submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida a 14% com SDS como agente

desnaturante, como descrito anteriormente.

2.6.2 Teste de degradacao da caseina

Amostras contendo 10 pg de protefnas foram incubadas a 37 °C por 1 hora com 50 pL
de uma solugao de caseina (1,5 mg/mL) diluida em Tris-HCZ 0,05 M, pH 7/8. O término
da reacao ocorreu apds a adicao do tampao da amostra: Tris-HC? 0,06 M, pH 6,8, con-
tendo glicerol a 10% (v/v), S-mercaptoetanol a 5% (v/v), SDS a 2% (m/v) e azul de
bromofenol 0,005%. Em seguida as amostras foram aquecidas por 3 a 5 minutos a 100 °C,
e submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida a 14% com SDS como agente desna-

turante.

2.6.3 Teste com os Inibidores Enzimaticos

Foi analisado o cfcito dos inibidores enziwaticos (EDTA 10 M, leupeptina 1 mM,
aprotinina 10 mM e S-mercaptoetanol 10 mM) sobre a degradacao do fibrinogénio bovino.
Em cada ensaio, 1,5 pL (10 pg) da fragao foram previamente incubados por 30 minutos
a temperatura ambiente com 10 uL de cada inibidor e o ensaio realizado como descrito

para a atividade fibrinogenolitica.

2.6.4 Teste com ions metdlicos

Foi analisado o efeito dos fons metalicos ( HgCé; 10 mM; BaCé 10 mM; ZnCé,
10 mM; MgC¥¢, 10 mM; CaCéy 10 mM) sobre a degradacao do fibrinogénio bovino. A

atividade fol realizada como deserita anteriormente.
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2.6.5 Atividade hemorréagica

Fssa técnica foi realizada segundo método descrito por NIKAI et al. (1984)E36}. As
amostras com cerca de 50 pg de proteinas foram injetadas num volume de 0,1 mL de
salina por via intradermica no dorso de camundongos machos de 20,0 g. Apos 3 horas os
animais foram sacrificados e seu dorso retirado para analise da atividade.

2.6.6 Atividade coagulante sobre o plasma bovino

O plasma bovino utilizado fol eentilmente cedido pelo Hospital Veterindrio da Uni-
versidade Federal de Uberlandia (UFU).

Amostras contendo 5 pg de proteinas foram diluidas para um volume final de 50 pL
em salina e aplicadas a 200 pL de plasma bovino citratado incubados a 37 °C.

A atividade foi caracterizada pelo imediato aparecimento da rede de fibrina em com-
paragao com o tempo de coagulagao do controle contendo cloreto de célcio 0,2 M.

2.6.7 Teste de incoagulabilidade sanguinea

O teste de desfibrinogenacao foi realizado segundo o método descrito por Rosenfeld
(1965)[37}, com algumas modificacoes. Cerca de 20 pg da amostra foram injetadas em
camundongos. via intraperitonial, num volume final de 200 pL de salina. Apés uma hora.
os animais foram sacrificados com éter de petréleo, o sangue esgotado por puncao cardiaca
na auséncia de anticoagulante, em seguida depositado imediatamente em tubo de vidro e

o tempo gasto para formar um codgulo de fibrina visivel foi cronometrado.

2.6.8 Atividade fosfolipasica

Descrita por DE HASS et al. (1968) 38 utiliza-se como substrato uma emulsao aquosa
de gema de ovo em presenca de desoxicolato de sodio 0,03 M e de CaCé,0,6 M. Os acidos
graxos liberados enzimaticamelte foram titulados com uma solu¢io padrao de NaOH
(0,1208 N) em pH 8,0, & temperatura ambiente. A atividade fosfolipasica especifica foi
determinada utilizando-se 10 pg da amostra, e calculada pela quantidade de microequi-
valentes de base consumida, por minuto, por miligrama de proteinas (meq/min/mg).

2.6.9 Atividade edematogénica

Fssa atividade foi realizada injetando-se as amostras na regiao subplantar de ca-

mumdongos Swiss. A formacao de edema foi avaliada medindo-se o volume das patas
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dos camundongos (mm) a diferentes intervalos de tempo (30 minutos, 1, 2 e 3 horas)
utilizando-se um paquimetro (CALIPER). Foi realizado em triplicata.
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3.1 Fracionamento da pegonha bruta de Bothrops moojeni em
DEAE-Sephacel

O fracionamento da peconha bruta de Bothrops moojent foi realizado em gel de DEAE-
Sephacel em um gradiente convexo de concentracao em tampao bicarbonato de amonio
0,05M a 0,5M em pH 7,8. O perfil cromatogrifico estd mostrado na figura 1. Os
principais picos protéicos obtidos foram: DI, D2, D3 e D4. Na tabela 1 estao expressos
os percentuais de recuperagao protéica das fragoes obtidas.

D1 Fracdo D1: (tubos 3-8)
3-7 b2 Fragao D2: (tubos 11-19)
£ 25 - ? Fragio D3: (tubos 48-53)
c il Fragsio D4: (tubos 60-68)
S ;
© 2-
© 1,5 -
I
< 1- ¢
0,5 - :
| \"\_’f“
0 +— -

0 50 100 150
Numero de tubos

Figura 1: Fracionamento de 200 mg da peconha bruta de Bothrops moojent em coluna de
DEAE-Sephacel (1,4 x 10,5 cm), equilibrada com tampdo bicarbonato de aménio 0,05 M,
pH 7.8, estabelecendo-se um gradiente convexo de concentracio 0,05 a 0,5 M (seta) a
partir do 40° tubo, com fluxo de 20 mL/h & temperatura ambiente. Fracoes de 3 mL
foram coletadas.

Tabela 1: Percentual de recuperacio protéica das fracoes obtidas no fracionamento em
DEAE-Sephacel.

Amostras DOb;liigtigeagléizzlfzfelo Recuperagao protéica (%)
PB 123 mg 100
D1 28,65 mg 23,29
D2 19,56 mg 15,90
D3 11,15 mg 9.07
D4 18,85 mg 15,32
TOTAL 78,21 mg 63,58
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3.2 Cromatografia da fragio D4 em gel de filtracao Sephadex
G-75

A fracio D4 foi recromatografada em gel de Sephadex G-75 em tampao bicarbonato
de aménio 0,05 M, pH 7.8 e o perfil estd mostrado na figura 2. Os principais picos obtidos
foram G1, Gla, G2, G2a e G3. Na tabela 2 estao expressos 0s percentuais de recuperagao

protéica das fracoes obtidas neste fracionamento.

£ 0.7 - G2 Fragdo G1 : (tubos 39-43)

S 0,6 - N Fraggo Gia: (tubos 44-52)

g 0,5 - ’, Fragdo G2 : (tubos 61-72)

S 0.4 G1 Lo Fragdo G2a: (tubos 73-79)

.g = ' Fracao G3 : (tubos 110-126;

,% 0.3 1 Gla :

-1 | oY ! |G2a G3

= 0,2 - ; '\i i 1A

.§ 0,1 - N ™ f”ﬁ»\n

< ,O W* - w‘-w‘" “..‘S
i , )

Figura 2: Perfil cromatografico da fragiao D4 an gel de filtragio Sephadex G-75 (1.5

1 15 29 43 57 71 85 99 113 127 141

Numero de tubos

r

x 96 cm), equilibrada em tampao bicarbonato de aménio 0,05 M. pH 7.8, com fluxo de
20 mL/h e coletadas fracdes de 3 mL/tubo. a temperatura ambiente.

Tabela 2: Recuperacio protéica por dosagem de proteinas pelo método de Bradford das
subfracoes obtidas do fracionamento da fragao D4 em Sephadex G-75.

Amostras DOii%iﬁtlg;ﬁgiﬁ;ﬁgelo Recuperacio protéica (7%)*

D4 13,8 mg 100

G1 9,95 mg 16,3

Gla 1.5 mg 10.86

G2 4,15 mg 30,07

G2a 1,82 mg 13,18

G3 1,68 mg 12,17

Total 11,4 mg 8258
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3.3 Caracterizagao quimica

3.3.1 Eletroforese em gel de poliacrilaxnida a 14% em condigoes desnaturan-

tes e reta padrao para determinagao da massa molecular

A figura 3 mostra 0 resultado da cletroforese em gel de puiiacﬁ}mnida a 14% em
condicoes desnaturantes da fragao D4 e suas subfragoes obtidas a partir do fracionamento

em gel de Sephadex G-75.

A fracao G2 evidencia uma banda principal de massa molecular de aproximadamente
28,7 kDa. Obscrva-se também uma outra handa protéica em menor conceniracio acima

da banda principal.

Figura 3: Eletroforese em gel de poliacrilamida a 14% com agentes desnaturantes da
fracao D4 ¢ subfragoes G1, Gla, G2 ¢ G2a. Linha 1 — Padrao Je Peso Molecular
LMW (Low Molecular Weight): Fosforilase b (97.000), Albumina bovina (66.000), Ovo-
albumina (PM 45.000), Anidrase Carbonica (30.000). Inibidor de Tripsina (20.100) e
a-lactoalbumina (14.400); linha 2 — D4; linba 3 - GL; linha 4 — Gla: linha 5 — G2 linha
6 - G2a.
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2,5 -
s y = -0,1477x + 2,0351
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Mobilidade eletroforética relativa (cm)

Figura 4: Reta de regressio linear utilizada para a estimativa da massa molecular,
utilizando-se a mobilidade eletroforética relativa (MER) das proteinas em fungao dos
logaritmos das massas moleculares.
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3.3.2 Eletroforese em gel de poliacrilamida sem agentes desnaturantes para

proteinas dcidas

A figura 5 mostra o resultado da eletroforese em gel de poliacrilamida para proteinas
acidas a 147, em pH 3,3 (PAGEFACIDA) da fragao D4 e subfragdes G1, Gla, G2 e G2a.
A fracao G2 mostra uma banda protéica principal e, abaixo dela. uma banda em menor

concentragao.

Figura 5: Eletroforese em gel de poliacrilamida a 14% para proteinas cidas. Tampao
Tris-glicina pH 8,3. Tempo de corrida 40 mimutos a 20 mA. Corante: solugao 0.2% de

Coomassie Brilhante Blue R-250 em metanol 50%; solugao descorante: agua:etanol:acido

acético (6:3:1-v/v) Linha 1 - D4; linha 2 — G1; linha 3 ~ Gla; linha 4 - G2; linha 5 - G2a

34 Ensaios biolégicos e enzimaticos
3.4.1 Atividade edematogénica

A figura 6 estd mostrando o perfil da atividade edematogénica sobre a pata de camun-
dongos causado pela pegonha bruta de Bothrops moojeni ¢ as fragocs D4, G1. Gla, G2 ¢
G2a. O edema produzido foi medido (mm) a diferentes intervalos de tempo utilizando-se
um paquimetro. A pegonha bruta e as fracoes G2 e G2a apresentaraii O pico de atividade
com 30 minutos, enquanto as fracoes D4. G1 ¢ Gla tiveram o pico com 1 hora. D4 ¢ G2

foramn as Amostras que causaraim maior edema.
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Figura 6: Perfil da atividade edematogénica realizada com a peconha bruta de Bothrops
moojeni. as fracoes D4, G1, Gla. G2, G2a e PBS. O edema foi medido utilizando-se
um paquimetro nos intervalos de 30 minutos, 1, 2 e 3 horas. O grafico representa a
porcentagem do aumento da pata do camundongo em fungao do tempo.

3.4.2 Atividade caseinolitica

A figura 7 mostra os resultados obtidos para a atividade proteolitica sobre a caseina
da fracio D4 ¢ subfracoes apés cletroforesc em gel de poliacrilamida a 14Y% com agentes
desnaturantes. O tempo de incubacéo foi de 1 hora. A fragao D4 e subfragoes G1 e Gla
hidrolisaram completamente a casefna enquanto G2 e G2a tiveram uma atividade casei-
nolitica menor observada pelo nao desaparccimento total das cadeias da caseina controle

e por menor numero de produtos de degradagao.
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B «— fragio G2a
W ~—fragdo G2

Figura 7: Eletroforese em gel de poliacrilamida a 14% com agentes desnaturantes. Fragao
D4 e sub-fracoes G1, Gla, G2, G2a incubadas com caseina por 1 hora. Tempo de corrida
de 60 minutos a 20 mA de corrente. Linha 1 - caseina controle; linha 2 — caseina incubada
com 10 mg da amostra D4; linhas 3 a 6 — cascina incubada com G1, Gla. G2 ¢ G2a
respectivamente.

3.4.3 Atividade proteolitica das fragoes D4, G1 e G2 sobre o fibrinogénio

bovino

Como as fracoes Gla e G2a eram o final do pico na cromatografia, esse material se

mostrou insuficiente para a realizacio dos ensaios posteriores.

A figura 8 mostra os resultados da eletroforese em gel de poliacrilamida a 14% da
atividade proteolitica das fracoes D4, G1 e G2 sobre o fibrinogénio por wm periodo de 60
minutos. Todas as amostras testadas hidrolisaram a cadeia A-a, sendo que D4 apresentou

maior atividade degradando também parte da cadeia B-3.
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Figura 8: Eletroforese em gel de poliacrilamida a 14% com agentes desnaturantes dos
produtos de hidrélise do fibrinogénio bovino, causada pelas fragoes D4. G1 e G2. Linha
1 - fibrinogeuio bovino controle, linhas 2 a 4 — fibrinogénio incubado por 60 minutos com
G1, G2 e D4, respectivamente. Linha 5 — G1; linha 6 — G2; linha 7 - D4

3.4.4 Atividade fibrinogenolitica da fragao D4 tempo dependente

A figura 9 mostra o teste de degradagio do fibrinogénio bovino incubado com a fragéo
D4 por um periodo de 5 a 60 mimatos. A hidrdlisc do fibrinogénio comega a ocorrer
com cinco minutos, aumentando com o decorrer do tempo. A fracio D4 aqui utilizada,
proveniente da peconha de Minas Gerais. degrada somente a cadeia A-a.



3 Resultados 21

Figura 9: Eletroforese em gel de poliacrilamida a 14% com ageuntes desnaturantes dos
produtos de hidrélise do fibrinogénio bovino, causada pela fracao D4. Linha 1 — fibri-
nogénio bovino controle; linhas 2 a 6 - fibrinogénio incubado com D4 por 5, 15, 30, 45 ¢
60 minutos respectivamente; linha 7 — fracao D4

3.4.5 Atividade proteolitica da fracao G1 sobre o fibrinogénio bovino tempo

dependente

A figura 10 mostra o teste de degradagao do fibrinogénio bovino incubado com a fragao
G1 por um periodo de 5 a 60 minutos. A atividade fibrinogenolitica de G1 ¢ restrita a
cadeia A-o , que é hidrolisada somente com 60 minutos de incubagao. Isso é possivel
perceber pois o tinico produto de degradagao da cadeia A-a esta logo abaixo desta, e a
intensidade da banda desse produto se intensifica com o decorrer do tempo.
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Figura 10: Eletroforese em gel de poliacrilamida a 14% com agentes desnaturantes dos
produtos dc hidrélise do fibrinogénio bovino. causada pela fragio G1. Linha 1 — fibri-
nogénio bovino controle; linhas 2 a 6 - fibrinogénio incubado com G1 por 5, 15, 30, 45 e
60 minutos respectivamente; linha 7 — fragao G1

3.4.6 Atividade proteolitica da fracao G1 sobre o fibrinogénio bovino na pre-

senca de inibidores enzimaticos

A figura 11 mostra a inibigao da atividade fibrinogenolitica de G1, apés eletroforese
em gel de poliacrilamida a 14% com agentes desnaturantes. com tempo de incubagao de 60
minutos. Dentre os inibidores enzimaticos testados. somente o EDTA mostrou protccao

da degradacao da cadeia A-q, do fibrinogénio.
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Figura 11: Eletroforese em gel de poliacrilamida a 14% com agentes desnaturantes dos
produtos de degradagao do fibrinogénio bovino. causada pela fragao G1 tratada com
inibidores de proteases. Linha 1 — fibrinogénio controle. linha 2 - fibrinogénio incubado
com G1 por 60 minutos, linhas 3 a 5 — fibrinogenio mais com (1 ineubado com leupeptina,
EDTA e -mercaptoetanol, respectivamente.

3.4.7 Atividade proteolitica da fracdo G1 sobre o fibrinogénio bovino na pre-

senca de ions metalicos

A figura 12 mostra a hidrélise do fibrinogénio bovino pela fracio G1 na presenca de
{ons metdlicos, apos eletroforese em gel de poliacrilamida a 14% com agentes desnaturan-
tes, com tempo de incubagao de 60 minutos. Dentre os fons testados, o HgC#, e ZnC¥t;

foram capazes de inibir a atividade proteolitica de G1.
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Figura 12: Eletroforese em gel de poliacrilamida a 14% com agentes desnaturantes dos
produtos de degradagao do fibrinogénio bovino, causada pela fracao G1 tratada com fons
metalicos. Linha 1 — fibrinogénio bovino controle; linhas 2 a 6 — fibrinogénio mais G1
incubado com MgC/ly 10 mM; CaC¥fy 10 mM; BaCé, 10 mM; HgC¢y 10 mM e ZnCé,
10 mM, respectivamente; linha 7 — fibrinogénio incubado com G1 por 60 minutos

3.4.8 Atividade proteolitica da fracao G2 sobre o fibrinogénio bovino tempo

dependente

A figura 13 mostra o teste de degradagao do fibrinogénio bovino incubado com a fracio
G2 por um perfodo de 5 a 60 minutos. G2 hidrolisa apenas a cadeia A-a do fibrinogénio

comecando com 15 mimitos de incubagao e ammentando com o decorrer do tempo.
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Figura 13: Eletroforese em gel de poliacrilamida a 14% com agentes desnaturantes dos
produtos de hidrélise do fibrinogenio bovino, cansada pela fracao G2. Linha 1 - fibri-
nogénio bovino controle; linhas 2 a 6 - fibrinogénio incubado com G2 por 3, 15, 30, 45 e
60 minutos, respectivamente; linha 7 — fragao G2.

3.4.9 Atividade proteolitica da fracao G2 sobre o fibrinogénio bovino na pre-

senca de inibidores enzimaticos

A figura 14 mostra a hidrolise do fibrinogénio bovino pela fracao G2 na presenca
de inibidores enziméticos, apds eletroforese em gel de poliacrilamida a 14% com agentes
desnaturantes, com tempo de incubac¢ao de 60 mimitos. Dentre os inibidores testados,
somente o EDTA foi capaz de inibir parcialimente a degradacao do fibrinogenio pela fracao
G2.
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Figura 14: Eletroforese em gel de poliacrilamida a 14% com agentes desnaturantes dos
produtos de degradagao do fibrinogéuio bovino, causada pela fracio G2 tratada com mi-
bidores de proteases. Linha 1 — fibrinogénio controle. linha 2 — fibrinogénio incubado
com 10 pug de G2 por 60 minutos, linhas 3 a 5 — fibrinogénio mais 10 pg de G2 incu-
bada por 30 minutos com leupeptina 1 mM, g-mercaptoetanol 10 mM e EDTA 10 mM,
respectivamente. Linha 6 — fragao G2 (10 pg).

3.4.10 Atividade proteolitica da fragao G2 sobre o fibrinogénio bovino na
presenga de ions metalicos

A figura 15 mostra a hidrélise do fibrinogénio bovino pela fragao G2 na presenca de
fons metalicos, apés cletroforese em gel de poliacrilamida a 14% com agentes desnaturan-
tes, com tempo de incubagao de 60 minutos. Dentre os fons testados nenhum apresentou

efeito sobre a atividade proteolitica da amostra.
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Figura 15: Eletroforese em gel de poliacrilamida a 14% com agentes desnaturantes dos
produtos de degradacao do fibrinogénio bovino. causada pela fracao G2 tratada com ifons
metalicos. Linha 1 - fibrinogénio bovino controle; linha 2 - fibrinogénio incubado com G2
por 60 minutos; linhas 3 a 7 — fibrinogénio mais G2 incubado com MgC#¢; 10 mM; HgC/,
10 mM; ZnC/?, 10 mM; BaC¥¢; 10 mM e CaCé; 10 mM, respectivamente; linha 8 — fracao
G2 (15 pg).
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A peconha de Bothrops moojeni tem sido amplamente estudada por intiimeros pes-
quisadores nas ultimas décadas. Ela apresenta muitas atividades, causadas por uma

diversidade de enzimas.

Essa peconha apresenta uma grande variedade de enzimas proteoliticas responséveis
pelos efeitos locais e sistémicos observados durante o envenenamento™.

Este trabalho teve como objetivo caracterizar parcialmente mmna fragio com atividade
proteolitica da pegonha de Bothrops moojen:.

No inicio deste trabalho a pegonha utilizada foi de wm “pool” proveniente do estado de
Sao Paulo e quanto este material acabou passamos a trabathar com a peconha proveniente
do estado de Minas Gerais. Isso gerou algumas alteragdes, pois o resultado do fraciona-
mento das pegonlias foi o mesmo, mas o perfil eletroforético das awostras fracionadas se
mostrou diferente. O nosso objetivo nao era avaliar a variabilidade intraespecifica, mas
sim a atividade proteolitica de uma fragao (D4), que se mostrou modificada. A atividade
proteolitica da fragio D4 da pegouha do estado de Sao Paulo era maior do que a da

peconha de Minas Gerais (figuras 8 e 9).

Para obtencao da fracao D4 e suas subfragoes foi realizada uma cromatografia de
troca-ibnica em DEAE-Sephacel da peconha bruta de B. moojeni, seguida por uma gel
filtracio cm Scphadex G-75. Para csses fracionamentos foi utilizado o tampao bicarbonato
de amonio, pois este sal ¢ volatil, e, portanto. facilmente retirado das amostras durante
a liofilizacio. Dessa forma, nao houve necessidade de submeter as fragoes obtidas ao

processo de didlise apés cada etapa cromatografica.

Apés a cromatografia, as protefnas das fragoes isoladas foram quantificadas pelo
método de Bradford, liofilizadas e armazenadas a —20 °C até o momento da realizacao

dos ensaios enzimaticos.

Dentre as sub-fracoes de D4, G2 foi a que apresentou maior grau de pureza, quando
analisada por eletroforese na auséncia de agentes desnaturantes. A banda majoritaria de

G2 mostrou um peso molecular aparente da ordem de 28.700.

Nenhum resultado satisfatério por eletroforese em gel de poliacrilamida para proteinas
bésicas foi obtido para essas fragoes (resultado nao mostrado). Isso era esperado, pois a
fracao D4 apresenta protefnas com carater levemente acido, o que condiz com o perfil cro-
matografico obtido em DEAE-Sephacel (resina anionica), jA que as proteinas dessa fracao

foram eluidas com forca ionica elevada, demonstrando alta interagao com a resina®”.

A fracao D4 e subfragoes nao apresentarain atividade coagulante, fosfolipdsica A2,
hemorragica ou desfibrinogenante.

A fragao D4 assim como G1, Gla, G2 e G2a apresentaram atividade edematogenica.
A peconha bruta de B. moojeni apresenta um pico de edema ap6s 30 minmutos, assi como
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G2 e G2a. As outras fragées apresentaram maior atividade 1 hora apés a inoculagao da
amostra. As amostras D4 e G2 foram as que induziram maior edema. no entanto G2
apresentou uma atividade edematogénica diferenciada. Isso porque esta fragao causou
um pico de edema com 30 winutos ¢ o manteve até 1 hora, apresentando um plato de
atividade, enquanto as outras fracdes e a pegonha bruta apresentaram apenas um pico de
edema. Provavelmente o pico de atividade edematogénica de G2 estd presente entre 30
minutos e 1 hora. Isso indica que G2 contén algmu componente gue esta sendo purificado

e que se mostra diferente das outras fracoes testadas.

A atividade caseinolitica das fracoes D4, G1 e Gla foi considerada alta. pois estas
foram capazes de hidrolisar totalmente a caseina. G2 e G2a apresentaram atividade

proteolitica menor, degradando apenas parcialmente as cadcias da cascina.

A fracao D4 proveniente da peconha do estado de Sao Paulo apresentou elevada
atividade fibrinogenolitica, pois com 60 minutos de incubagao houve degradacao total
da cadeia A-o e parcialmente da cadeia B-g do fibrinogénio. G1 degrada totalmente a
cadeia A-ov e G2 apresentou uma degradacao parcial. Nenhuma das amostras foi capaz

de hidrolisar a cadeia 7.

Nos ensaios realizados posterionnente (pegonha proveuiente de Minas Gerais), D4
apresentou menor atividade fibrinogenolitica, pois nao foi capaz de degradar a cadeia B-3
do fibrinogénio. Com cinco minutos de incubagao ja é possivel perceber a hidrélise da
cadeia A-a, sendo esta degradada totalmente em quinze minutos. Com o aumento do
tempo observa-se um aumento nos produtos de degradagao. Essa fracao nao mostrou
atividade sobre a cadeia B-3 ou v do fibrinogénio. Fstes resultados indicam que essa
amostra contém uma a-fibrinogenase. Essc padrao de especificidade nao ¢ comum para
a maioria das fibrinogenases isoladas de peconhas de serpentes, pois estas hidrolisam

preferencialmente a cadeia A-a e, em seguida, a cadeia B—ﬂ[g‘ 9

G1 e G2 apresentam uma fraca atividade fibrinogenolitica. G1 apresenta umna leve
deeradacao da cadeia A-r do fibrinogénio somente com 60 minntos de incubacao; ja G2 em
15 minutos comeca a hidrolisar a cadeia A-a do fibrinogénio. Com o aumento do tempo
ocorre o aumento da degradacio da cadeia A-a, mas esta nao é totalmente hidrolisada.

As cadeias B-/3 e v do fibrinogénio permanecem inalteradas.

Dentre os inibidores enzimaticos testados, o EDTA foi capaz de inibir totalmente a
atividade proteolitica de G1 sobre o fibrinogéuio e parcialinente a atividade de G2. O
EDTA atua como agente quelante de fons metélicos e isso indica que as o-fibrinogenases

presente nas amostras sao metaloproteases[m}.

As a-fibrinogenases presentes nas fragoes utilizadas neste trabalho nao sao nenhuma
das fibrinogenases isoladas por OLIVEIRA (2001)®), pois estas foram capazes de degradar
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totalmente a cadeia A-« do fibrinogénio com menos de 15 minutos de incubagao, e apos
45 minutos a cadeia B-3 também era totalmente digerida.

Dentre os fons metalicos testados, nenhum apresentou efeito significativo sobre a ativi-
dade fibrinogenolitica de G2, enquanto o HgC¥¢, e ZnC¥; inibiram parcialmente a atividade
proteolitica de G1.

Os {ons metalicos da séric IIB. como o Zn ¢ Hg, sao conhecidos por regular atividades
enzimdticas e interacoes protéicas interferindo nos residuos de cisteina no sitio ativo. E
o caso do ZnCls, que bloqueia de forma especifica a atividade proteolitica da cisteina-
protease presente em Entamoeba histolytica™. AMARANT et al. (1991)"% também de-
monstraramm que o Hg*? inibe a atividade de proteases fibrinoliticas {Achelase I e II)
presentes na lagarta Lonomia achelous (taturana).

A incoagulabilidade sanguinea observada em muitos envenenamentos ofidicos € cau-
sada pelo consumo total do fibrinogénio plasmatico pelas enzimas fibrinogenoliticas, que
provocain a¢ao desfibrinogenante in vivol®®. A fragio D4, apesar de degradar a wolécula
de fibrinogénio in vitro, nao foi capaz de causar incoagulabilidade sanguinea. Isso pode
ser explicado pelo fato de haver inibidores enddgenos, capazes de neutralizar a atividade
proteolitica de wetaloproteases de pegonlas, como € o caso da o2-macroglobulina (uma

glicoproteina plasmatica) demonstrado para a jararaginam}.

Nossos resultados para G2 indicam uma similaridade com os obtidos por AN DRADE
( 2003)[451, que purificou uma proteina da pegonha de Bothrops moogent através dos mes-
mos passos cromatograficos aqui ntilizados. Essa proteina apresentou atividade fibri-
nogenolitica semelhante e também nao causou incoagulabilidade sanguinea in vivo. A
fracao D4G2 isolada pelo autor apresentou maior atividade proteolitica que G2 degra-
dando tamhém a cadeia B-3 do fibrinogénio. mas com o dobro de tempo de incubagao e
o dobro da quantidade de amostra utilizados neste trabalho.

A proteima purificada por ANDRADE (2[}{]3)[4‘51 é derivada de wma metaloprotease da
classe P-IIT que contém somente os dominios desintegrina e rico em cisteina.

Segundo PETRETSKI et al. (2000){46], quando ocorre a separagao entre os dominios
desintegrina e protease em algumas metaloproteases de classe P-III, o resultado é uma
baixa atividade protcolitica. Apesar disso, os fragmentos protcicos contendo somente os
dominios desintegrina e rico em cistefna sio capazes de induzir atividade edematogénica.
sugerindo que haja um mecanismo nao enzimatico desconhecido responsavel pelo aumento

da permeabilidade vascular, e conseqiientemente, do edema.

Isso explica a alta atividade edematogénica da fracao G2 e baixa atividade proteolitica,
reforcando a hipétese de ANDRADE (2003){45] de que predomina nessa fragao apenas os

dominios desintegrina e rico em cistefna de uma metaloprotease da classe P-TI1.
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e A fracao D4, obtida através da cromatografia da peconha de Bothrops moojeni, é
rica em enzimas proteolfticas, capazes de degradar a casefna e o fibrinogénio bovino

e de causar edema.

- e A subfragao G1 apresentou baixa atividade proteolitica sobre o fibrinogénio bovino,
mas elevada atividade sobre a caseina.

¢ A subfragio G2 contém uma proteina majoritdria de massa molecular de aproxi-
madamente 28,7 kDa. Essa subfragao contém os dominios desintegrina e rico em
cisteina de uma metaloprotease da classe P-III e mostrou elevada atividade edema-

togeénica.
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