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RESUMO

As pegonhas das serpentes botropicas s3o ricas em enzimas proteoliticas associadas
com atividades biologicas especificas, como atividades hemorragica, miotoxica, coagulante €
anticoagulante (fibrinogenolitica € fibrinolitica). O presente trabalho descreve O
fracionamento da pegonha bruta de Bothrops moojeni € 2 caracterizagio de suas fragdes
isoladas quanto ao perfil eletroforético, quanto a atividade proteolitica sobre 0 fibrinogénio
bovino € sobre a azocaseina e atividade miotoxica. A pegonha bruta foi submetida a uma
cromatografia de troca ionica (DEAE Sephacel), equilibrada com tampdo bicarbonato de
amodnio (AMBIC) 0,05 MpH 78 ¢ eluida em gradiente convexo de concentragdo com O
mesmo tampdo (0,05- 0,3 M). Esta cromatografia resultou em cinco fragdes principais
denominadas E1 a ES5. A fragio E1 foi refracionada em resina de exclusio molecular
(Sephadex G-75) e resultou em cinco subfragdes denominadas de E1G1 a E1G5. A fragdo
E1G4 foi aplicada a uma resina de afinidade Heparina Agarose, ¢ a proteina purificada neste
passo, foi submetida a uma nova filtragio em resina Sephadex G-25 para a retirada do sal.
Todas as fragdes foram testadas quanto a atividade proteolitica sobre 0 fibrinogénio bovino €
sobre a azocaseina. Na atividade sobre o fibrinogénio, cerca de 5pug de cada fragdo foram
incubadas por 60 minutos a 37 °C, com 50 pL de uma solugdo de fibrinogénio (1,5 mg/ ImL
de salina). A atividade proteolitica foi analisada em gel de poliacrilamida SDS-PAGE 14%.
Na atividade sobre a azocaseina, cerca de 50 pg de cada fragdo foram incubadas por 60
minutos a 37 °C, com uma solucdio de azocaseina diluida em tampaoTris-HCI 50 mMpH =7
e CaCl, 0,004 M (1 mg/ ImL). As absorbancias de cada fracdo foram lidas a 366 nm. Um
aumento de 0,01 na absorbancia corresponde a um aumento de uma unidade de atividade
sobre a azocaseina. Os resultados mostraram que todas as fragdes e subfragdes foram capazes
de degradar o fibrinogénio bovino, em maior ou menor intensidade, degradando as cadeias a-
o ¢ B-p. Curiosamente, a fragdo E1 foi capaz de degradar a cadeia Y do fibrinogénio, fato
incomum na literatura. Todas as fragdes e subfragdes também foram capazes de degradar a
azocaseina. Uma proteina foi isolada da fragdo E1G4 apos cromatografia em Heparina
Agarose. Esta proteina mostrou uma alta atividade necrosante sobre 0 musculo gastrocnemius
de camundongo. Observando o corte histologico através de microscopia optica, podemos
notar a presenga de hemorragia, degeneragao hialina, necrose celular e infiltrado leucocitario.

Os resultados deste estudo mostraram que a pegonha da serpente Bothrops moojeni € muito



viil

rica em proteases capazes de degradar o fibrinogénio bovino € a azocaseina. Uma proteina

miotoxica foi isolada e caracterizada parcialmente.

Palavras Chaves: Bothrops moojeni, proteases, miotoxina
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1. INTRODUCAO

As serpentes sdo animais vertebrados e pertencentes ao grupo dos répteis. Elas
subdividem-se em pegonhentas € nao peconhentas. Esta classificagdo se da através de
estruturas como a fosseta loreal, a presenca ou auséncia de guizo na extremidade final da
cauda, tamanho dos olhos em relacdo & boca, disposigéo das escamas e os desenhos que estas
formam nos animais, entre outras (SINITOX, 2005). A principal caracteristica presente nas
serpentes pegonhentas sao oS dentes especializados, denominados presas, pelos quais elas
inoculam a pegonha. Esta ¢ produzida por uma glandula ¢ levada as presas através de um
ducto (STORER, 1995). O envenenamento por serpente pegonhenta € uma intoxicagdo
exégena em que a pegonha ¢ inoculada no momento da picada (BELLUOMINI et al., 1987).

Os acidentes ofidicos sGo muito comuns em varias regides do globo terrestre, das quais
se destacam as regides tropicais € subtropicais. Estes acidentes representam um significativo
problema de Sande Pablica, pela fregiiéncia com que ocorrem € pela morbi-mortalidade que
ocasionam. Existem no mundo aproximadamente 3000 espécies de serpentes, das quais 10% a
14% sdo consideradas pegonhentas. A Organizagao Mundial de Satde (OMS) calcula que
ocorram em nivel mundial aproximadamente 7.500.000 acidentes por serpentes peconhentas
por ano, com 125.000 mortes. Ja no Brasil, ocorrem por ano, entre 19.000 a 22.000 acidentes
ofidicos com aproximadamente 115 6bitos (PINHO et al., 2004; BARRAVIEIRA, 1993).

No Brasil, as espécies de serpentes pegonhentas pertencem aos géneros Bothrops,
Lachesis, Crotalus ¢ Micrurus, sendo que o primeiro € responsavel por cerca de 90% dos
acidentes (CARDOSO et al., 1993). As serpentes do género Bothrops tém como habitat locais
imidos ¢ onde ha a presenga de roedores, como matas, plantagdes € terrenos baldios. S0
animais agressivos, que atacam silenciosamente quando ameacados (BOCHNER &
STRUCHINER, 2003). A espécie Bothrops moojeni, conhecida popularmente como Caigaca,
é a principal causadora de acidentes ofidicos em nossa regido, principalmente no periodo de
dezembro a junho (BRITES & BAUAB, 1988).

Peconhas de serpentes sio um complexo de agentes t6xicos e nio toxicos que possuem
efeitos fisiologicos no sistema cardiovascular, na permeabilidade vascular, na fungdo renal e
na hemostase (ESTEVAO-COSTA, 2000). Elas podem apresentar variagdes na composigéo,
diferenciando-se entre as familias, géneros ¢ espécies ou mesmo dentro de uma mesma
espécie. Diferencas intra-especificas na composigdo do veneno sdo decorrentes de variagdes

geograficas, sexuais, ontogenéticas e sazonais (ROCHA & FURTADO, 2005). Proteinas €
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peptideos sdo 0S principais componentes das peconhas, constituindo de 90 a 95% de seuk
peso seco. Além destes, ha uma porgdo ndo protéica representada por jons metalicos,
carboidratos, nucleosideos, aminas ¢ uma baixa proporgdo de lipideos € aminoacidos livres
(MARKLAND et al., 1998; SCHIMDT et al., 1976).

Os acidentes provocados por serpentes botropicas provocam efeitos locais € sistémicos
devido as proteases presentes nesta pegonha. Viarias proteases atuam numa grande variedade
de substratos, tais como: fibrinogénio, fibrina, insulina e glucagon. Os efeitos locais sdo
equimoses, isquemia, necrose € eventualmente gangrena. As manifestagdes sistémicas mais
comuns sdo a indugdo do estado de choque, distarbios na coagulagao sanguinea, alteragoes
cardiovasculares, hemorragias gastrintestinais, nauseas, vOmitos € hematdria
(BARRAVIEIRA, 1999; MEBS & OWNBY, 1990).

Diferentes pegonhas contém multiplos componentes que induzem ou inibem a
agregacao plaquetaria causando complicagdes comuns na coagulagdo do sangue ou
hemorragia descontrolada. Esta atividade controversa vem sido atribuida a presenca
simultanea nas pegonhas de serpentes, de enzimas fibrinogenoliticas € algumas outras que
promovem a coagulagdo. Por outro lado, enzimas que promovem a agregacao plaquetéria
geralmente impedem a agao das enzimas fibrinogenoliticas, mas podem agregar plaquetas
diretamente no plasma (HUNG & CHIOU, 2001).

Markland (1991) considera que O fibrinogénio € um importante cofator na agregacio
plaquetaria, ¢ tem-se proposto que a inibicdo desta fungdo causada por enzimas
fibrinogenoliticas € provocada pela degradagdo do fibrinogénio em fibrina, sendo que esta
degradagfio representa um papel de destaque na coagulagdo € na hemostase, as proteases
podem prolongar o tempo de coagulagio direta do fibrinogénio presente no plasma (HUNG &
CHIOU, 2001).

O fibrinogénio é uma glicoproteina plasmatica soltivel composta por trés pares de
cadeias ndo idénticas: A-0, B-f e v (MARKLAND et al, 1998). As enzimas
fibrinogenoliticas s3o classificadas de acordo com a especificidade de hidrolise das cadeias do
fibrinogénio. A primeira classe de fibrinogenases possui especificidade pela cadeia A-a do
fibrinogénio. Vérias enzimas ja foram isoladas de pegonhas botropicas, inclusive da serpente
Bothrops moojeni (OLIVEIRA et al., 1999: OLIVEIRA, 2001). A segunda classe degrada a
cadeia B-B do fibrinogénio. Elas sdo serinoproteases € sdo mais estaveis ao calor que as

fibrinogenases cadeia A-0 (MARSHALL & HERRMANN, 1983). A terceira classe tem
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afinidade pela cadeia y. Este tipo de fibrinogenase € rara © foi isolada da pegonha de
Crotalus atrox (NIKAL 1984). As fibrinogenases, presentes nas pegonhas botropicas, agem
diretamente € nao dependem de componentes do sangue para sua agdo. Estas proteinas sdo
metaloproteases com preferéncia pela cadeia alfa do fibrinogénio € fibrina, tendo menor
atividade na cadeia beta (EST]:ZVAO-COSTAQOOO).

A complexa lesdo causada por pegonhas botropicas se deve 3 somatoria dos efeitos
isolados dos diferentes componentes, com acBes biologicas distintas ou com ag30 sinérgica.
Os principais constituintes das pegonhas relacionados com 0S efeitos locais sd0 as proteases,

fosfolipases € miotoXinas.

A necrose muscular ¢ um efeito local relevante € uma séria conseqiiéncia de
envenenamentos botropicos, que pode levar a uma perda irreversivel da fung@o ou do proprio
tecido, podendo ser necessaria 4 amputagao do membro afetado. A mionecrose pode ocorrer
de duas maneiras, indireta ou direta. A indireta ocorre cOmo uma conseqiiéncia da isquemia ¢
degeneragdo dos vasos sanguineos causados por metaloproteases hemorragicas. A direta

ocorre através do efeito de enzimas fosfolipasicas Az (PLAS) miotoxicas nas membranas

plasmaticas das células musculares (STABELI et al., 2006; SOARES et al., 2003). Supde-se
que as miotoxinas agem no sarcoplasma, desorganizando 0s fosfolipideos € © influxo de ions
Ca”* (RODRIGUES et al., 1998).

As fosfolipases Az a0 enzimas extensamente distribuidas na natureza € de alto
interesse médico-cientifico devido ao seu envolvimento em varias doengas inflamatorias
humanas e no envenenamento por pegonhas de serpentes € abelhas (NEVALAINEN et al.,
2004). Estas enzimas sdo encontradas tanto no interior quanto no exterior das células. As

PLA»S extracelulares sao abundantes em tecidos pancreaticos e nas pegonhas de serpentes €

artropodes (SOARES, 1997).

As PLA»s constituem uma superfamilia de diferentes enzimas, cujos grupos s0
pascados na sua fonte, na sequéncia de aminoacidos e nas suas caracteristicas bioquimicas
(S1X, 2000). As cnzimas PLA,s das classes L. Il € Il sdo extracelulares, tém baixo peso

molecular (de 13.000 a 18.000), sdo Ca®* - dependentes € estruturalmente diferentes das

PLAjs da classe IV. Estas sdo intracelulares, Ca®* - dependentes ¢ possuem alto peso

molecular (85.000). Enzimas recentemente descobertas, tanto extracelulares quanto

citosolicas, foram identificadas e ndo se adequaram em nenhuma das classes acima, deste



modo, novas classes estdo sendo propostas (MURAKAMI, 2004).

As enzimas PLA2s s30 classificadas em onze grupos. sendo que as provenientes de

pegonhas de serpentes pertencem aos grupos 1 € 11 (SIX, 2000). O uitimo grupo ainda €
dividido em dois grupos principais, um com enzimas cataliticamente ativas que contém um

residuo conservado de acido aspartico na posi¢ao 49 (Asp49 PLA7s) e outro, de enzimas
homologas com um substituinte da lisina na mesma posi¢ao (Lys49 PLA»S), as quais sdo

cataliticamente inativas (ANGULO, 2005).

Em adigd0 a0 scu papel (miotoxico primario, as enzimas PLA7s mostram outros efeitos
toxicos € farmacologicos importantes, incluindo atividades neurotoxica, cardiotoxica,
hemolitica, hemorragica, hipotensiva, anticoagulante, inibidora de agregacdo plaquetdria ¢
indutora de edemas (STABELI et al., 2006). Durante 05 altimos 10 anos houve um aumento
no interesse em s€ estudar os componentes da pegonha responsaveis pela mionecrose. 0)
isolamento € caracterizagdo de véarias miotoxinas botropicas foi uma conseqii€ncia natural
(RODRIGUES et al., 1998).

A pegonha da serpente Bothrops moojeni € rica em compostos farmacologicos ativos,
principalmente proteases que interferem de diferentes maneiras no sistema hemostatico
humano provocando diversas alteragdes. Este foi o principal motivo que Nnos induziu ao
interesse pelo estudo dos componentes com agdo proteolitica € miotoxica que participam da

constitui¢do dessa pegonha.

2. OBJETIVOS

Fracionar a pegonha bruta da serpentc Bothrops moojeni € caracterizar suas fragdes

isoladas quanto ao perfil olctroforético e quanto a atividade proteolitica sobre 0 fibrinogé€nio

bovino ¢ sobre a azocaseina, além da purificagdo de uma toxina necrosante.
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3. METODOLOGIA

3.1. Obtengdo das peconhas

A pegonha da serpente Bothrops moojeni foi adquirida do Serpentdrio Biocagents,
Batatais-SP, sob responsabilidade da bidloga Alexandra Jardim Sandrin. Apds a coleta, a
pegonha foi imediatamente dessecada & vacuo em temperatura ambiente € conservada a -20°C

até o momento do uso.

3.2. Fracionamento da peconha bruta de Bothrops moojeni e fragoes

3.2.1. Cromatografia de troca idnica da peconha bruta de Bothrops moojeni em

gel de DEAE Sephacel

O fracionamento da pegonha bruta de B. moojeni foi realizado conforme técnicas
descritas por OLIVEIRA (2001). Cerca de 200 mg da pegonha bruta de Bothrops moojeni
foram dissolvidos em 2,0 mL de tampdo bicarbonato de amdnio (AMBIC) 0,05 M pH 7,8,
centrifugados a 10.000g por 10 min em temperatura ambiente e aplicados a uma coluna de
DEAE Sephacel (1,5 X 15 cm). As amostras foram eluidas com um gradiente convexo de
concentra¢do de bicarbonato de amonio (0,05 — 0,3 M) pH 7,8, utilizando uma cimara de
mistura com um volume de 150 mL. As fragGes, contendo 3,0 mL cada, foram coletadas num
fluxo de 20 mL/hora, por um coletor de fragdes Bio Rad. A absorbéncia de cada fragdo foi
acompanhada em 280 nm, num espectrofotémetro ULTROSPEC 1000E (Pharmacia Biotech).
Em seguida um gréfico foi construido, sendo as amostras delimitadas, reunidas em “pools”,
dosadas, liofilizadas e armazenadas a - 20 °C até o momento de uso. A fragdo E1 foi

recromatografada em resina de exclusdo molecular.



3.2.2. Cromatografia de exclusio molecular da fra¢io E1 em Sephadex G-75

A primeira fragdo obtida na cromatografia de troca idnica, denominada E1, foi reunida
em um “pool”, liofilizada, ressuspendida em 3 mL de tampdo AMBIC 0,05M e aplicada a
uma coluna de Sephadex G-75 (1,0 X 100 cm), equilibrada com o mesmo tampéo
(bicarbonato de aménio 0,05 M, pH 7,8). As fracdes foram coletadas, monitorizadas e

reunidas conforme descrito no item 3.2.1.

3.2.3. Cromatografia em gel de afinidade da fracio E1G4 em resina Heparina

Agarose

A quarta fragdo obtida na cromatografia de gel filtragdo, denominada E1G4, foi
aplicada a uma coluna de Heparina Agarose (1,7 X 15 cm). A amostra foi eluida com tampéo
Tris-HC1 20 mM em CaCl, 5 mM pH 7.0 e, posteriormente em tampdo Tris-HCl 20 mM em
NaCl 1,0 M pH 7,0. Fragbes de 3,0 mL foram coletadas num fluxo de 20 mL/hora, por um

coletor de fragbes Bio Rad. As absorbancias das fra¢des isoladas foram avaliadas a 280 nm.

3.2.4. Cromatografia de exclusio molecular da toxina BmTx em Sephadex G-25

A segunda fragdo obtida na cromatografia em Heparina Agarose (BmTx) foi
submetida a uma exclusdo molecular para a retirada do sal proveniente do tampéo de elui¢do
utilizado anteriormente (Tris-HCl 20 mM em NaCl 1,0 M pH 7,0). As amostras foram
eluidas em tampao AMBIC 0,03 M num fluxo de 20 mL/hora. A coleta ¢ monitorizagéo das

amostras foram realizadas conforme descrito no item 3.2.1.

3.3. Determinagfio quantitativa de proteinas

As dosagens protéicas foram realizadas pelo método do microbiureto, conforme

descrito por Itzhaki e Gill (1964).
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3.4. Caracterizacdo Quimica: Eletroforese em gel de poliacrilamida com agentes

desnaturantes

A eletroforese em gel de poliacrilamida a 14%, com agentes desnaturantes, foi
realizada conforme a técnica descrita por Laemmli (1970). Foi utilizado um gel de
empilhamento a 5 % em pH 6,8 contendo 0,125 M de Tris-HCl € 0,1 % de SDS e um gel de
separagdo a 14 % em pH 8,8 ¢ 0,1 % de SDS, mantendo a relagdo acrilamida:bis-acrilamida
de 30:0,8 (m/m).

Os géis foram corados por 15 minutos numa solug@o de Coomassie Blue R-250 a 0,2%
(m/v) dissolvidas em 4gua: metanol: acido acético (4:5: 1 v/v) e descoradas em 4gua: etanol:

acido acético (6:3:1 v/v).

3.5. Ensaios enzimiticos e biolégicos

3.5.1. Atividade proteolitica sobre o fibrinogénio bovino

Esta atividade foi realizada conforme a metodologia descrita por Oliveira et al. (1999).
Em 50pL de uma solugdo de fibrinogénio bovino (1,5 mg/mL salina) foram adicionados 5 pg
de proteinas € a solugfo foi incubada por até 60 min a 37°C. As amostras foram dissolvidas
em 25 pL de tampdo Tris HCl 0,06 M, pH 6,8, contendo glicerol a 10% (v/v), B-
mercaptoetanol a 10% (v/v), SDS a 2% (m/v) e azul de bromofenol 0,05%. Em seguida,
foram aquecidas a 100 °C por 3 minutos e submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida

a 14% com SDS, como agente desnaturante.



3.5.2. Atividade proteolitica sobre a azocaseina

A atividade foi realizada segundo a técnica descrita por Markland et al (1988). Cerca
de 50 pg de amostra foram adicionados a 200 pL de Tris-HCI 50 mM pH = 7,8 em NaCl 150
mM e incubada por 60 minutos com 100pL de uma solugdo de azocaseina (1 mg/mL). A
reacdo foi parada pela adigdo de 100 plL de 4cido tricloro acético 15 % e depois de
centrifugadas a 10.000g por 10 minutos, as absorbancias dos sobrenadantes foram lidas a 366
nm. Uma unidade de atividade azocaseinolitica corresponde a um acréscimo de 0,01 em

absorbéncia 366 nm nas condigdes de reagdo acima definidas.

3.5.3. Atividade miotéxica da peconha bruta de Bothrops moojeni e da toxina

BmTx em misculo esquelético de camundongos

A atividade miotdxica foi determinada com base nas alteragdes morfologicas
induzidas por inje¢des de 50 pg de pegonha bruta ou da proteina BmTx no musculo
gastrocnemius de camundongos Swiss (25-30g). Depois de 24 horas de incubagdo os animais
foram sacrificados com éter de petrdleo. Fragmentos do tecido foram cortados e fixados numa
solucdio de formol 10% (v/v), por 24 horas. As pecas foram desidratadas com concentragoes
crescentes de etanol e entdo processadas para a incluséo em parafina.

Os blocos obtidos foram cortados com o auxilio de um micrétomo. Cortes com cerca
de 5,0 pm de espessura foram corados com hematoxilina/eosina, montados em lidmina e

laminula, examinados ao microscopio Optico (aumento de 10X e 40X) e fotografados.



4. RESULTADOS

4.1. Fracionamento da peconha bruta de Bothrops moojeni

4.1.1. Cromatografia de troca idnica da peconha bruta de Bothrops moojeni em

resina DEAE Sephacel

A cromatofrafia da pegonha bruta de Bothrops moojeni foi inicialmente realizada em
resina DEAE-Sephacel com um gradiente convexo de concentragio de tampdo bicarbonato
0,05M a 0,3 M em pH 7.8. O perfil cromatografico estd mostrado na figura 1. A peconha
total resultou em cinco fragdes principais denominadas de E1 a E5. Sua recuperagéo protéica

realizada por absorbancia total a 280 nm foi de aproximadamente 80% (tabela I).

E 1,6 - El E2
- 14
R 12
- 1 -
QE O 8
, E3
= ] E4
«@ 0.6
£ o04- E5
2 02 -
Q 2
< o- — , - .

1 51 101 151 201

Niumero de tubos

Cromatografia de 200 mg da pegonha bruta de Bothrops moojeni em coluna de DEAE
Sephacel (1,5 cm x 15,0 cm), equilibrada com tampdo bicarbonato de aménio 0,05 M, pH7.,8. As amostras
foram eluidas num gradiente convexo de concentragdo (0,05 M-0,3 M) do mesmo tampdo, num fluxo de 20

mL/h a 4 °C. Fragdes de 3mL foram coletadas. O gradiente de concentragio foi estabelecido a partir do inicio

da cromatografia.
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Recuperacgo protéica das fragdes obtidas do fracionamento da pegonha bruta de Bothrops
moojeni em DEAE Sephacel.
*PB — Pegonha bruta de Bothrops moajeni.

" " Recuperagio protéica realizada pela absorbincia total a 280 nm de cada fragfio.

h Amostras Angonn, totais ' ~ Recuperagio (%)~
PB’ 242.4 100

. El 56,59 23,34

- E2 53,69 22,14

) E3 36,03 14,86
E4 33,0 13,6
ES 13,19 5,44

Total 192.5 79.38
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4.1.2. Cromatografia de exclusdo molecular da fragcio E1 em resina Sephadex

G-75

A fragdo E1 foi submetida a um novo passo de purificagdo em resina de exclusdo
- molecular, Sephadex G-75, em tampdo bicarbonato de amoénio 0,05 M, pH=7.8. O perfil
cromatografico estd mostrado na figura 2. A fragdo E1 foi resolvida em cinco subfrag8es

principais denominadas de E1G1, E1G2, E1G3, E1G4 e E1GS5, respectivamente.

- 14- EIG4
g 1,2 ?
(=] ; EIG2 E1G3
A 0 L.
N
- © . EIGI
S to.
O *
c o6 8
- ‘g { i J s .
194
) Q g E1GS
o * % +
0 . 1 '
n 0.2 - 5 ’ 2 5
- < "; + * '«.,‘
3 * *e,
o Dot A T, .

1 5 9 13 17 21 25 29 33 37 41 45 49 53 57 61 65 69 73 77 81 85 89 93 97 101 105 109

Ndmero de Tubos

Cromatografia da fracio EI em coluna de Sephadex G-75. equilibrada com tampdo
bicarbonato de aménio 0,05 M, pH7,8. As amostras foram eluidas num fluxo de 20 mL/h & 4 °C. FragGes de

3mL foram coletadas.
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A recuperagdo protéica dessa cromatografia foi de aproximadamente 76%. Esta

recuperagdo foi similar aquela realizada em resina DEAE Sephacel.

Recuperacdo protéica das subfragdes obtidas do fracionamento da fragdo EI em resina

Sephadex G-75.

" Recuperagdo protéica realizada pela absorbancia total a 280 nm da cada fragdo.

Amostras Asgonm totais ‘ Récﬁperagﬁo
(%)*

El 57.6 100

E1Gl 2,964 5,14

E1G2 7,81 13,5

E1G3 22,104 38,375

E1G4 7,429 12,9

E1G5 3,465 6,01

Total 43.772 75,99
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4.2. Caracterizacio Quimica

4.2.1. Eletroforese da pegonha bruta de Bothrops moojeni e das fracdes E1 a ES

em gel de poliacrilamida a 14% em condi¢des desnaturantes

Apbs a cromatografia em resina DEAE-Sephacel, as fragdes obtidas foram submetidas
a uma cletroforese em gel de poliacrilamida a 14% em condigdes desnaturantes, para

visualizag¢do de seus componentes protéicos. O perfil eletroforético é mostrado pela figura 3.

97.000
66.000

45.000
30.000

20.100

14.400

Eletroforese em gel de poliacrilamida a 14% com agentes desnaturantes da peconha bruta de
Bothrops moojeni e das fragdes obtidas no fracionamento com a resina DEAE Sephacel. Linha 1- Padrio de peso
molecular LMW (Low Molecular Weight): fosforilase b (97.000), albumina bovina (66.000), ovoalbumina
(45.000), anidrase carbénica (30.000), inibidor de tripsina (20.100) e a-lactoalbumina (14.400); 2- Pegonha
bruta de Bothrops moojeni; 3-E1; 4-E2; 5- E3; 6- E4; 7- E5.

O resultado mostrou ampla variedade de proteinas, com pesos moleculares variando de
14.000 a 97.000. Observamos também que a fragdo E1 tem a maior quantidade de proteinas,

com maior evidéncia para uma proteina de baixo peso molecular, aproximadamente 16.000.
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4.2.2. Eletroforese das subfracées E1G1 a E1GS em gel de poliacrilamida a

14% com agentes desnaturantes

As subfragdes obtidas a partir da cromatografia da fragdo E1 em resina Sephadex G-75
foram aplicadas a um gel de poliacrilamida 14% em condigdes desnaturantes. Na figura 4
podemos observar que a grande maioria das proteinas contidas na fragdo E1 foi encontrada na
subfracdo E1G1. Curiosamente, a fragdo E1G4 apresentou banda Unica, fortemente corada, e
com peso molecular 15.750. O peso molecular foi determinado através do software de analise
de imagem Kodak 1D. A fragdo E1GS ndo apresentou proteinas visiveis no gel, o que indica

que ela € formada de pequenos peptideos.

97.000
66.000

45.000
30.000

20.100

14.400

Eletroforese em gel de poliacrilamida a 14% com agentes desnaturantes da pegonha bruta de
Bothrops moojeni e das subfragies obtidas no refracionamento com a resina Sephadex G-75. Linha 1- Padrdo de
peso molecular LMW (Low Molecular Weight): fosforilase b (97.000), albumina bovina (66.000), ovoalbumina
(45.000), anidrase carbonica (30.000), inibidor de tripsina (20.100) e o-lactoalbumina (14.400); 2- Pegonha
bruta de Bothrops moojeni; 3- Fragio El; 4-E1G1; 5-E1G2; 6- E1G3; 7- E1G4.
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4.3. Ensaios Enzimaticos e Biolégicos

4.3.1. Atividade proteolitica da peconha bruta de Bothrops moojeni e de suas

fracdes sobre o fibrinogénio bovino.

A atividade fibrinogenolitica foi realizada incubando cada fragdo com o fibrinogénio
bovino. As figuras 5 e 6 mostram o resultado da atividade fibrinogenolitica realizada com
todas as fragdes (E1 a ES5) e subfrages (E1G1 a E1GS) obtidas do fracionamento da pegonha
bruta de Bothrops moojeni. Esta atividade ¢ evidenciada pelo desaparecimento das cadeias do
fibrinogénio e também pelo aparecimento de produtos de degradagdo, na parte inferior do gel.

Pode-se observar que todas as fragbes foram capazes de degradar as cadeias do
fibrinogénio bovino em maior ou menor intensidade. As fragdes de El e E2 degradaram
completamente as cadeias A-g e B-B, enquanto que as fragdes E3 ¢ E4 degradaram a cadeia
A-a completamente e a B-B parcialmente. A fracdo E5 apresentou baixa atividade
fibrinogenolitica, degradando, aparentemente, somente a cadeia A-o, do fibrinogénio. Nossos
resultados sugerem que a fragdo E1 foi capaz de degradar parcialmente a cadeia y do
fibrinogénio bovino (Figura 5).

De acordo com a figura 6 podemos observar que as todas as subfracdes, exceto E1GS,
foram capazes de degradar o fibrinogénio. As subfragdes E1G1 e E1G2 degradam a cadeia A-
o mais rapidamente que B-B e parecem degradar parcialmente a cadeia y do fibrinogénio.
Aparentemente, a subfragio E1G4 foi capaz de degradar somente a cadeia A-a do
fibrinogénio.

Nossos resultados sugerem que a fragdo E1G5 ndo possui enzimas proteoliticas

capazes de degradar o fibrinogénio.
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1 2 3 4 5 6 7

A~a\
B-p —— 3o —_—
Y

Eletroforese em gel de poliacrilamida a 14% com agentes desnaturantes dos produtos de
hidrélise do fibrinogénio bovino, resuitante da agdo da peconha bruta de Botrhops mogjeni e suas fragdes. 1 -
Fibrinogénio bovino controle; 2 a 7- Fibrinogénio incubado por 60 minutos com a pegonha bruta e as fragdes E1

a E5, respectivamente.

A-q,
B-B = S il =
y =

Eletroforese em gel de poliacrilamida a 14% com agentes desnaturantes dos produtos de
hidrélise do fibrinogénio bovino, resultante da aglio das subfracdes da peconha de Botrhops moojeni. 1-
Fibrinogénio bovino controle; 2 a 6 - Fibrinogénio incubado por 60 minutos com EIGI a E1Gs,

respectivamente.
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4.3.2. Atividade Proteolitica da pegonha bruta de Bothrops moojeni e de suas

fracdes sobre a azocaseina.

Todas as fragdes e subfragdes foram testadas quanto a atividade proteolitica sobre a
azocaseina. Nossos resultados (figura 7) mostraram que as fragdes E1, E2 e E3 apresentaram
elevada atividade azocaseinolitica (46, 5, 52,6 € 47,4 unidades proteolitica, respectivamente),
enquanto que as fragSes E4 e ES apresentaram uma atividade um pouco menor (30,3 ¢ 19,4
unidades, respectivamente).

Podemos observar na figura 8, que dentre as subfragdes, a EIGI, EIG2 e E1G4
apresentaram as atividades azoproteoliticas mais altas, com 29,2, 25,1 e 24 unidades
proteoliticas, respectivamente. As subfragdes EI1G3 e EIG5 apresentaram uma baixa

atividade sobre a azocaseina (11,1 e 13,9 respectivamente).

70 -

Atividade
Azocaseinolitica

04— - — — — —

PB El E2 E3 E4 Es
Fragoes

Atividade proteolitica sobre a azocaseina da pegonha bruta de Bothrops moojeni e das

fragdes de E1 a ES.



Atividade
Azocaseinolitica

S N R I I R B

FI1G1 FiG2 F1G3 F1G4 FI1GS
Subfracées

Atividade proteolitica sobre a azocaseina das subfragSes de E1G1 a E1GS5.
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4.4. Purificacdo e caracterizagio parcial da miotoxina BmTx

4.4.1. Cromatografia de afinidade da fragdo E1G4 em resina Heparina Agarose

A fragdo E1G4 foi refracionada em resina de afinidade Heparina Agarose. O perfil
cromatogréfico ¢ mostrado na figura 9. Foram obtidas duas fragdes denominadas E1G4H]1 e
E1G4H2. A fragdo E1G4H2, que corresponde a toxina purificada, foi renomeada como
BmTx.

. E1G4H2
094 #

0,8

071

a 280 nm

06 -

05 4

04

A

ancia

034

E1G4H1

Absorb

01

i L i |
L e S B e o P b b
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 418 17 18 19 20 21 22 23 24 25

Numero de Tubos

Cromatografia da fragdo E1G4 em coluna de Heparina Agarose, equilibrada com tampao
TRIS-HCI 20mM em CaCl, 5,0 mM, pH 7.0. As amostras foram eluidas com tampdo TRIS-HCI 20 mM em
NaCl 1,0 M, pH 7,0, num fluxo de 20 mL/h. Fragdes de 3mL foram coletadas.
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4.4.2. Eletroforese da toxina BmTx em gel de poliacrilamida a 14% com

agentes desnaturantes

A proteina obtida na cromatografia de afinidade em resina Heparina Agarose foi
submetida a uma eletroforese em gel de poliacrilamida a 14% com SDS como agente
desnaturante. Podemos observar nas linhas 3, 4 ¢ 5 da figra 10 uma unica banda, de peso

molecular de 15.750, sem a presenga de contaminantes visiveis.

97.000
66.000

45.000

30.000

20.100

14.400

Eletroforese em gel de poliacrilamida a 14% com agentes desnaturantes da pegonha bruta de
Bothrops moojeni e da toxina obtida no refracionamento com a resina Heparina-Agarose. Linha 1 - Padrdo de
peso molecular LMW (Low Molecular Weight): fosforilase b (97.000), albumina bovina (66.000), ovoalbumina
(45.000), anidrase carbonica (30.000), inibidor de tripsina (20.100) e a-lactoalbumina (14.400); 2- Peconha
bruta de Bothrops moojeni; 3- Fragio BmTx, 6ug; 4-BmTx, 19pg; 5-BmTx, 32ug.
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4.4.3. Atividade miotoxica da peconha bruta de Bothrops moojeni e da proteina

BmTx em musculo esquelético de camundongos

As alteragSes morfologicas causadas pela peconha bruta de Bothrops moojeni e
pela BmTx sobre o musculo gastrocnemius direito de camundongos estdo mostrados na
figura 11. A pegonha bruta ¢ a BmTx, apos 24 horas de inoculagio intramuscular, foi
capaz de destruir as fibras musculares, causando hemorragia, degeneragdo hialina,
necrose celular e invasdo de infiltrado leucocitdrio. Podemos observar que em algumas

células somente o limite da fibra é evidenciado.

Anilise histoldgica das fibras musculares (musculo gastrocnemius) de camundongos
ap0s 24 horas de inoculagdo intramuscular com a pegonha bruta de Bothrops moojeni ou BmTx.
Fotomicrografia de se¢de com 5,0 um de espessura apos a inoculagdo com (A-B) 50 ul de salina; (C-D) 50
ug de pegonha bruta de Bothrops moojeni; (E-F) 50 ug de BmTx, sendo que i esquerda aumento de 10X, e
a direita aumento de 40X. I: Infiltrado Leucocitirio; N: Necrose.
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5. DISCUSSAO

A pegonha da serpente Bothrops moojeni, popularmente chamada de caigaca, possui
uma consideravel gama de proteinas que apresentam diversas fungdes, como coagulante,
anticoagulante, hemorragica, proteolitica e necrosante. A elevada atividade proteolitica e
miotoxica apresentadas pelas pegonhas botropicas sdo as principais responsaveis pela maioria
dos efeitos locais e sistémicos ocorridos como conseqiiéncia de um acidente ofidico
(ROSENFELD, 1971, KAMIGUTI; CARDOSO, 1989; STOCKER, 1990; HUTON;
WARREL, 1993; KAMIGUTI; SANO-MARTINS, 1995). A caigaca € a principal
responsavel pelos acidentes ofidicos que ocorrem em nosso municipio, € por isso despertou
nosso interesse em estudar as propriedades de sua pegonha.

O trabalho proposto teve como objetivo principal fracionar a pegonha bruta de
Bothrops moojeni, caracterizando suas fragdes e subfragbes quanto ao perfil eletroforético,
quanto a atividade proteolitica sobre o fibrinogénio bovino € a azocaseina, € também quanto a
atividade miotdxica de uma proteina isolada sobre o musculo estriado de camundongo.

A cromatografia em resina de DEAE-Sephacel utilizou o tampdo bicarbonato de
amonio, por ser volatil e, portanto, de facil retirada pelo processo de liofilizagdo, dispensando
processos posteriores como didlise ou filtragdo em gel para eliminar o sal. Esta cromatografia
foi realizada em pH 7,8, pois vérios trabalhos indicam que neste pH as enzimas proteoliticas
presentes nas pegonhas de serpente possuem atividade 6tima (ZAGANELLI et al., 1996,
LOBO ARAUJO; DONATO; BON, 1998; SMOLKA et al., 1998; OLIVEIRA et al., 1999).

Este processo resultou em cinco fragdes distintas denominadas E1 a ES. De acordo
com o perfil eletroforético apresentado na figura 3, a fragdo E3 possui uma protease,
denominada de BthTl, isolada por Oliveira (2001). Esta enzima apresenta peso molecular
aparente de 36.000 e foi classificada como uma “thrombin-like”. As enzimas “trombin-like”
possuem especificidade de hidrolise semelhante a trombina, porém ela € incapaz de ativar o
fator X111, formando somente o codgulo “frouxo” que é rapidamente removido da circulagdo
através da fibrinolise ou do sistema reticulo endotelial (BELL, 1988). Por esse motivo, essa
enzima tem despertado grande interesse para a clinica médica e apresenta um grande potencial
para o desenvolvimento de drogas para tratamento de vérias desordens trombdticas, como por
exemplo, infarte do miocardio, tromboses de veias profundas e derrame cerebral. E

importante dizer que o processo de purificago e o uso da enzima BthTI foi patenteada junto



ao Instituto Nacional de Propriedade Industrial - MG (Processo n° P10406273-6).

O mesmo perfil eletroforético apresentado pela figura 3 (linha 6), mostra ainda que a
fragdo E4 apresenta uma outra protease, também purificada no Laboratério de Biofisica, pela
académica Fernanda Silva Torres (comunicagdo pessoal). A protease, denominada de Moo-
42, possui peso molecular aparente de 27.500 na presenga e na auséncia do agente redutor B-
mercaptoetanol, e foi caracterizada como uma a-fibrinogenase de cadeia simples. Esta enzima
também se mostrou capaz de degradar a azocaseina.

De acordo com a figura 5, podemos sugerir que as fragdes E1 a ES foram capazes de
degradar o fibrinogénio bovino. Curiosamente, nossos resultados sugerem que a fragdo E1 foi
capaz de hidrolisar a cadeia y do fibrinogénio. Esse padrio de hidrélise nio é comum para a
maioria das fibrinogenases isoladas de pegonhas de serpentes descritas na literatura, pois
comumente as proteases fibrinogenoliticas sdo capazes de degradar somente as cadeias A-
a e B-B do fibrinogénio (OLIVEIRA et al., 1999; XIUXIA et al., 2001).

A pegonha bruta e as fragGes também apresentaram atividade proteolitica sobre a
azocaseina, o que demonstra que as proteases presentes na pegonha de Bothrops moojeni sdo
capazes de atuar sobre vdrios substratos (Figura 7). As fragdes El, E2 e E3 degradaram em
maior intensidade a azocaseina (46,5, 52,6 e 47,4 unidades proteoliticas, respectivamente).

A primeira fragdo obtida na cromatografia em resina de DEAE-Sephacel (E1) foi
submetida a um segundo passo cromatogrifico, dessa vez em uma resina de exclusio
molecular Sephadex G-75. A analise do perfil eletroforético das subfragdes (Figura 4), mostra
que esta segunda cromatografia resultou em cinco subfragdes denominadas E1G1 a E1GS5.
Todas as subfragdes foram testadas quanto a agdo proteolitica sobre o fibrinogénio. Nossos
resultados mostraram que a subfragdo E1G2 tem a maior atividade fibrinogenolitica,
acompanhada de perto pela subfragdo E1G1(figura 6).

Verificamos também, que as subfragdes também sdo capazes de degradar a azocaseina
(Figura 8). A subfragdio E1GI1, EIG2 e E1G4 foram as que apresentaram as maiores
atividades (29, 2, 25,1 e 24,0 unidades proteoliticas, respectivamente), e coincidentemente
estas subfragGes foram também as que mais degradaram o fibrinogénio bovino. As subfragdes
E1G3 e E1GS5 também foram capazes de degradar a azocaseina, porém demonstraram as
menores atividades (11,1 e 13,9 unidades proteoliticas, respectivamente).

Bjarnason e Fox (1994) dividiram as enzimas proteoliticas da pegonha de serpentes em

trés classes de acordo com seus pesos moleculares. A classe P-I corresponde a toxinas
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pequenas com atividade hemorrégica relativamente fraca e com pesos moleculares de

20.000 — 30.000. Essas enzimas possuem trés dominios estruturais: pré e pré-dominio, além
do dominio protease ligante de zinco. Na classe P-II estdo as toxinas de tamanho médio com
massas moleculares de 30.000 — 60.000 ¢ na classe P-IIl as toxinas sdo altamente
hemorragicas com massas moleculares de 60.000 — 100.000.

E interessante ressaltar que ndo h4, descrito na literatura, enzimas proteoliticas de peso
molecular abaixo de 20.000. Entretanto, nossos resultados (figura 4 — linha 7) mostram que a
fracdo E1G4 possui uma tinica proteina de baixo peso molecular ( 15.750) e que apresenta
atividade proteolitica sobre o fibrinogénio (figura 6 — linha 5) e sobre a azocaseina (figura 8 -
coluna 4). No entanto, ndo podemos atribuir a atividade proteolitica a unica proteina
encontrada nessa frag@o, pois podem existir outras proteinas que ndo foram visualizadas no
gel, por conta da baixa concentragio e da sensibilidade da técnica do corante (Coomassie
Blue R-250).

Sendo assim, a fragdo E1G4 foi refracionada em resina Heparina Agarose. De acordo
com o perfil eletroforético mostrado na figura 10, a fragdo obtida ¢ constituida de uma tGnica
proteina, bastante concentrada, com 6timo grau de pureza. Podemos nos certificar da pureza
da amostra, através do perfil cromatografico do fracionamento em resina Heparina Agarose,
tragado através das absorbancias individuais dos tubos coletados a 280 nm (figura 9), onde
podemos ver claramente a presenga de um contaminante, especificamente nos tubos § e 90
qual estava presente no “pool” total da fragdo E1G4 e foi entdo separado da toxina purificada
(BmTXx). A presenca deste contaminante pode explicar a atividade proteolitica apresentada
pela subfracdo E1G4, lembrando que a BmTx ndo € uma protease,

Deste modo, essa proteina obtida, livre do contaminante, foi testada quanto a sua
atividade miotoxica, pois o seu peso molecular (15.736) era um forte indicativo de que ela
poderia ser uma miotoxina. Para que o teste pudesse ser realizado, foi necessiria a retirada do
sal presente na amostra. Esse sal ¢ proveniente do tampdo utilizado para eluir a amostra da
coluna de resina Heparina Agarose. Constatou-se que esta proteina tem afinidade com o
ligante da resina, no caso a Heparina, e para que ela pudesse se desligar da resina, foi
necessario que o sal NaCl competisse com a proteina pelo ligante.

Para a retirada do NaCl, a proteina BmTx, foi aplicada a uma coluna de exclusdo
molecular em resina Sephadex G-25. Esta resina possui poros muito diminutos, nos quais sé

entram moléculas com peso molecular abaixo de 5.000. Como a proteina possui um peso



25
molecular de 15.736, ela passa pela coluna sem entrar nos poros, enquanto as moléculas de

sal sdo atrasadas, pois fazem um caminho mais longo por dentro dos poros.

O resultado do teste miotéxico (figura 11), mostrou que houve hemorragia,
degeneragdo hialina, necrose celular ¢ a presenga de infiltrado leucocitdrio, sendo
predominantemente mononuclear (monécitos que migram da corrente sanguinea para o tecido
€ se tornam macréfagos). A presenga deste tipo celular indica que o miusculo foi
irreversivelmente necrosado, pois a fungdo dos macrofagos € “limpar” a drea para que possa
haver a substitui¢do do tecido morto pelo tecido conjuntivo denso (cicatrizagdo). No entanto,
também foi possivel a observagdo de polimorfos nucleados (principalmente neutréfilos), o
que indica a presenca de bactérias. Estas podem ser provenientes da agulha utilizada para a
inoculagdo da proteina ou ainda, podiam estar presentes no musculo, mas sem condigdes
apropriadas para se proliferarem, e com a necrose causada pela toxina, puderam se
multiplicar.

Comparando a agio da pegonha bruta e da proteina isolada, podemos perceber que sdo
praticamente indistinguiveis visualmente. Isso sugere que a proteina BmTx € altamente
toxica, causando a necrose tecidual total e reagdo inflamatéria em um tempo de 24 horas. Esse
periodo de tempo, em termos de processos fisiolégicos, ¢ considerado curto, o que ¢ outro
indicativo da alta atividade miotoxica apresentada pela proteina purificada.

Pode-se inferir que a proteina interage diretamente com a membrana do sarcoplasma,
alterando sua integridade e conseqiientemente aumentando sua permeabilidade. Isso ocasiona
um influxo de ions, em particular o calcio, podendo entéio induzir mecanismos intrinsecos que
levariam a morte celular (RODRIGUES et al., 1998). E interessante observar que a toxina

BmTx ndo apresentou atividade fosfolipasica (dados nao mostrados).
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6. CONCLUSAO

Podemos concluir que a pegonha da serpente Bothrops moojeni é rica em proteases
capazes de degradar o fibrinogénio bovino e a azocaseina. Uma toxina, denominada BmTx,
com peso molecular de 15.750 e capaz de degradar o musculo esquelético foi isolada e

caracterizada parcialmente.
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