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RESUMO

Os venenos de serpentes sdo constituidos por uma complexa mistura de substancias que
apresentam caracteristicas e proporcfes variaveis de acordo com as diferentes espécies,
distribuicdo geogréfica dos individuos, variacdo ontogenética e sexual e alimentacdo. Essa
variabilidade na composicdo dos venenos € de grande interesse na pesquisa €
desenvolvimento de novos farmacos, pois um elevado grau de variagdo aumenta o numero de
seus potenciais usos. De acordo com essas propriedades dos venenos de serpentes, no presente
estudo procurou-se comparar algumas variacOes existentes nas fracdes do veneno de Bothrops
leucurus, uma serpente da familia Viperidae que se caracteriza por produzir um veneno com
toxicidade varidvel devido a diferentes fatores. A toxicidade do veneno deve-se
principalmente & sua fragdo proteica, constituida em sua maior parte por proteinases (metalo
proteinases e serino proteinases), fosfolipases e L-aminoacido oxidases que apresentam
efeitos potenciais no sistema homeostatico, além de possuirem acdo citotdxica,
antimicrobiana e inflamatdria. Neste estudo foram realizados ensaios cromatograficos para a
purificacdo de algumas dessas enzimas e a caracterizagdo das mesmas para a verificagdo de
suas propriedades proteoliticas e fibrinogenoliticas, além do potencial antimicrobiano do
veneno bruto. Foram purificadas duas metalo proteinases de 28 e 65 kDa, respectivamente,
uma serino protease de 35 kDa, uma LAAO de 66 kDa e duas fosfolipases com 14 e 15kDa.
Constatou-se que a metalo protease de 65 kDa apresentou a maior atividade fibrinogenolitica.
Além disso, foi realizado o teste da minima concentracdo inibitoria com o veneno bruto para
verificar seu efeito antimicrobiano contra uma bactéria gram-negativa e outra gram-positiva,

sendo que nesta Gltima, apresentou atividade inibitéria.

Palavras-chave: Bothrops leucurus, veneno de serpentes, purificacdo de proteinas, atividade

fibrinogenolitica, minima concentracéo inibitoria.



ABSTRACT

The snake’s venoms are constituted by a mixture of substances that exhibit character and
variable proportion according to different species, geographic distribution of individuals,
ontogenetic and sexual and feed variability. That variability on poisons compositions is of
great interest on research and development of new drugs, because a high degree of variation
increases the number of potential use. According to those properties of snake’s poisons in the
actual study it was sought to compare some variations existents on fractions of Bothrops
leucurus venom, a snake of family Viperidae that is characterized by production of poison
with variable toxicity due different factors. The poison toxicity should principally its protein
fraction consisting mostly by proteinases (metalloproteinases and serine protease),
phospholipases and L-aminoacid oxidases showing potential effects on homeostatic system,
beyond having cytotoxic action, bactericidal and inflammatory. This study describe
chromatographic separation of some enzymes and characterization of it and to verification of
its proteolytic and fibrinogenolytic properties further the bactericidal potential of crude
venom. Was purified two metalloproteinases of 28 and 65 kDa respectively, a serine protease
of 35 kDa, a LAAO of 66 kDa and two phospholipases of 14 and 15kDa. It was found
metalloproteinase of 65 kDa show a higher fibrinogenolytic activity. Futhermore crude
venom was carried out the test of minimum inhibitory concentration with crude venom to
check its antimicrobial effect against a gram-negative bacterium and other gram-positive,
whereasin the latter showed inhibitory effect.

Keyword: Bothrops leucurus, snake’s venom, protein purification, fibrinogenolytic activity,

minimum inhibitory concentration.



1. INTRODUCAO

A classificacdo das serpentes € essencial para o reconhecimento de espécies de valor na
medicina, para 0s estudos toxinologicos e é de grande importancia na formulacdo de
antivenenos no tratamento de pacientes (WUSTER et al., 1997, 1998, 1999). Sio répteis
pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata, classe Reptilia, subordem Serpentes
(POUGH et al., 1999). Sao representadas atualmente por mais de 3.150 espécies (VIDAL et
al., 2007), sendo que a grande maioria delas, cerca de 2.700, pertencem a um evento Unico de
diversificacdo massiva que ocorreu depois do limite Cretaceo-Triassico (K-T) e extincdo dos
dinossauros. Este grupo amplo e relativamente recente € conhecido como Caenophidia ou
“serpentes avangadas”, sendo caracterizado por possuir um sistema de transferéncia de
veneno ou apenas alguns componentes desse sistema (VONK et al., 2008). As demais
serpentes, classificadas tradicionalmente como “Colubridae”, apresentam uma glandula de
veneno e auséncia de presas na parte frontal da boca para inoculéa-lo, sendo que 0 veneno nédo
é perigoso para humanos. “Colubridac” demonstrou ser um grupo parafilético, com muitas de
suas subfamilias recentemente elevadas ao patamar de familia para refletir sua distin¢do
evolutiva em relagdo ao grupo Caenophidia (VIDAL et al., 2007; VONK et al., 2008).
Sugere-se que, inicialmente, as secre¢des produzidas pelas serpentes ancestrais apresentavam
enzimas similares as secretadas pelo pancreas de forma a auxiliar a digestdo de presas que
evoluiram, culminando no desenvolvimento de um aparato venenifero (KOCHVA, 1987). A
funcdo bioldgica dessas secregdes permitiria uma maior eficacia para a captura, subjugacao,
morte de presas e detencdo de eventuais predadores, contribuindo decididamente para o
sucesso reprodutivo da espécie (CHIPPAUX et al.,1991; MEBS, 1999; KARDONG, 2002).

As serpentes peconhentas (aproximadamente 600 espécies) sdo representadas pela
familia Elapidae e Viperidae: Elapidae — os individuos sdo proterdglifos, em que as presas sdo
fixas na parte frontal da maxila, possuem cabeca arredondada e sem fossetas loreais (género
Micrurus); Viperidae — individuos solendglifos, com maxila encurtada e dentes moveis,
podendo ser identificados pela cabeca triangular e pela presenca de fossetas loreais
(subfamilia Crotalinae, géneros Bothrops, Crotalus e Lachesis). Interessante ressaltar que a
classificacdo das serpentes em peconhentas e ndo peconhentas leva em consideracdo a
capacidade destas em inocularem o veneno nas suas vitimas. As serpentes aglifas (presa
posterior ndo especializada ou inexistente) e opistoglifas (presa posterior ampliada ou

sulcada) sdo ditas ndo peconhentas (JACKSON, 2003) por ndo apresentarem um mecanismo
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eficiente de inoculacdo, entretanto, esse veneno é produzido e armazenado em glandulas,
sendo rico em toxinas de importancia farmacologica, embora ndo sendo tdo explorado como
nos venenos de serpentes peconhentas (VONK et al., 2011).

A familia Viperidae, dentre as familias de serpentes atualmente conhecidas, apresenta o
mais alto grau de especializagdo no aparelho venenifero, portando um complexo sistema de
producdo e estocagem de veneno, associado a modificacbes morfoldgicas importantes como
uma musculatura especializada ao redor das glandulas de veneno, perda dos dentes do palato,
além de presas mdveis caniculadas na parte anterior do maxilar, que se elevam no momento
do bote (KOCHVA, 1987). Nessas serpentes as secrecdes das glandulas de veneno sao
inoculadas pelas presas, que sdo dentes modificados, situados anteriormente no maxilar
superior, podendo apresentar sulco (proterdglifas) ou canal (solendglifas) (JACKSON, 2003).
A presenca de fossetas loreais, que sdo aberturas localizadas entre as narinas e os olhos
(BARRET et al., 1970), também exerce grande vantagem na captura de suas vitimas. Esses
6rgdos compdem um sistema sensorial Unico e altamente especializado que detecta a radiacdo
infravermelha de predadores ou presas, permitindo a localizacdo desses animais com grande
precisao e rapidez (GRACHEVA et al., 2010).

O Brasil apresenta uma das mais ricas faunas de serpentes, sendo conhecidas 375
espécies (BERNILS, COSTA, 2011), pertencentes atualmente & 9 familias: Anomalepididae
(7 espécies), Leptotyphlopidae (15 espécies), Typhlopidae (6 espécies), Aniliidae (1 espécie),
Tropidophiidae (1 espécie), Boidae (12 espécies), Colubridae (278 espécies), Elapidae (27
epécies) e Viperidae (28 especies). As serpentes pegonhentas no pais pertencem a duas
familias: Viperidae (acidentes botropico, crotalico e laquético) e Elapidae (acidente
elapidico). A proporcao dos casos anuais e as respectivas taxas de letalidade revelam que 90%
sdo acidentes botrdpicos (letalidade de 0,31%), seguido de crotalicos (7,7%, com 1,87% de
letalidade), laquéticos 1,4% (0,95% de letalidade) e elapidicos 0,4% (0,52% de letalidade)
(ARAUJO et al., 2003).

Dentre as familias de serpentes peconhentas existentes no Brasil, destaca-se a familia
Viperidae, seja pela gravidade dos acidentes que causam, seja pela ampla utilizacdo de seus
venenos em pesquisas. Dentre as serpentes viventes, a subfamilia Crotalinae compreende,
aproximadamente, 75% das serpentes da familia Viperidae e 6% do total de serpentes do
planeta. Elas vivem em uma variedade de biomas e habitat em trés continentes, em regides
temperadas e tropicais, apresentando comprimento variavel de 50 centimetros a 4 metros.
Apesar de sua grande importancia médica, os dados relacionados a histdria natural e ecologia

da familia Viperidae ou sobre a fauna de serpentes das regides neotropicais ainda sao escassos
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ou inexistentes e a biologia de muitas espécies permanece desconhecida. Isso se deve aos
habitos de vida e comportamento desses répteis (MARTINS et al., 2002), sendo que as
pesquisas feitas com o veneno dessas serpentes sdo provenientes de animais que foram
retirados do ambiente natural para serem mantidos em serpentérios.

A serpente Bothrops leucurus, também conhecida como jararaca-da-cauda-branca ou
simplesmente jararaca (WAGLER, 1824), pertence a familia Viperidae, subfamilia Crotalinae
é considerada a Viperidae mais importante da zona do Atlantico da Regido Nordeste do
Brasil, sendo que sua incidéncia varia desde o norte da Regido Sudeste (Espirito Santo) até o
Nordeste brasileiro. A distribuicdo dessa espécie é a mais ampla, se estendendo para o norte
do Estado do Maranhdo, sul do Ceard e na Bahia ela ocorre na Chapada Diamantina e no
Chapaddo Ocidental de Sao Francisco (MELGAREJO, 2003). E comum em éreas florestadas
do Nordeste e se adapta bem em ambientes urbanos, incluindo os ambientes peridomiciliares.
Foi registrada a incidéncia dessa espécie também na regido de Caatinga na Bahia (ULLOA et
al., 2004), em que prevalece a vegetacdo secundaria desse tipo de ecossistema, altamente
impactado pela acdo antropica. Além disso, ela também foi localizada em remanescentes da
Mata Atlantica no Estado de Pernambuco. Essa incidéncia indica que B. leucurus esta
aumentando a sua distribuicdo geografica para areas com diferentes caracteristicas
pedoclimaticas e vegetacionais, invadindo diferentes biotas, fato provavelmente favorecido
pelo desmatamento e pela sua grande plasticidade ecoldgica (GUARNIERI et al., 2000;
LIMA-DUARTE et al., 2003).

Caracteriza-se por ser uma espécie polimérfica com diversos padrdes de coloracao que
variam geografica, ontogenética e sexualmente. Puorto e colaboradores (2001) determinaram
que, em estudos taxonémicos e de identificacdo dessa espécie, deve-se considerar esses
fatores variantes de coloracdo separadamente, como por exemplo, os espécimes que habitam
regides de Mata Atlantica que apresentam pigmentacdo nas laterais da cabega, como uma
coloracéo criptica estratégia de defesa na vegetacdo rasteira da Mata, coloracdo essa ausente
em espécimes que habitam a Caatinga, por exemplo. A variacdo na coloracdo ontogenética,
ou seja, que se altera de acordo com o estagio de desenvolvimento do individuo, pode ser
explicada pela diferenca de habitos alimentares que essas serpentes apresentam com 0
transcorrer da vida. Os individuos jovens alimentam-se preferencialmente de lagartos,
enquanto os adultos alimentam-se de roedores (LIRA-DA-SILVA et al.,, 1996). Em cada
estagio, os individuos desenvolvem uma coloracdo conspicua na cauda que tem por funcéo
atrair esses diferentes tipos de presas (MARTINS et al., 2002).
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O veneno produzido por essa espécie apresenta toxicidade variavel de acordo com a
localizacdo geografica e sexo dos individuos (LIRA-DA-SILVA, 2001). Quanto a sua
composicao, verificou-se que apresenta praticamente a mesma constituicdo que o veneno de
outras espécies pertencentes ao género Bothrops, incluindo Bothrops jararaca (SANCHEZ et
al., 1992), entretanto, seu veneno apresenta uma quantidade menor de compostos responsaveis
pelos efeitos toxicos do veneno quando comparada as demais espécies da América do Sul. As
fémeas produzem e secretam um volume maior de veneno em relacdo aos machos (LIRA-DA-
SILVA, 2001). Um namero consideravel de estudos do veneno dessa espécie foi realizado até
o momento. Dentre eles destacam-se os estudos de purificagdo, caracterizagdo estrutural e
enzimatica das proteinas presentes no mesmo (BELLO et al., 2006; GREMSKI et al., 2007;
HIGUCHI et al., 2007; MAGALHAES et al., 2007; SANCHEZ et al., 2007; SILVA et al.,
2007; FERREIRA et al., 2009; TORRES et al., 2010; GOMES et al., 2011; NAUMANN et
al.,, 2011; NUNES et al.,, 2011; GABRIEL et al.,, 2012; NUNES et al., 2012a) e, mais
recentemente, estudos voltados para a aplicacdo do veneno dessa espécie na inibicdo do
crescimento de células tumorais (NUNES et al., 2012b) e sua citotoxicidade (MORAIS et al.,
2012).

1.1. Venenos de Serpentes

Os venenos ofidicos sdo largamente distribuidos na natureza e evoluiram por
interferirem em diversos processos fisiologicos. Essas toxinas apresentam diversas funcgdes
bioldgicas, sendo usadas no ataque, defesa e imobilizacdo da presa para facilitar a sua
digestdo (LEWIS, GUTMANN, 2004; TEIXEIRA et al., 2005). Sdo constituidos por uma
complexa mistura de compostos que apresentam caracteristicas e proporcdes variaveis de
acordo com as diferentes espécies, apresentando tanto componentes proteicos como nao
proteicos, com diferentes estruturas e atividades bioquimicas especificas (PAL et al., 2002;
PORTO et al., 2007). De maneira geral, os compostos enzimaticos contribuem para a
imobilizacdo e digestdo da presa, por outro lado, os ndo enzimaticos agem na imobilizacdo
(KINI, FOX, 2013). Todos estes componentes sofrem grande variabilidade dentro das
familias, géneros e espécies, tanto inter como intraespecifica, as quais sdo decorrentes da
idade, sexo, sazonalidade, variacdo geografica (CHIPPAUX et al., 1991) e alimentacdo dos
individuos (BARLOW et al., 2009). Os venenos das serpentes da familia Crotalidae, por

exemplo, (géneros Bothrops, Crotalus e Lachesis) sdo mais complexos que os de outras
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familias e contém proteinas de maior massa molecular. Sdo ainda particularmente
importantes, pois 0s géneros acima citados sdo abundantes na América do Sul e causam a
maior parte dos acidentes ofidicos em humanos (VARANDA, GIANNINI, 1999).

Os maiores componentes proteicos do veneno (cerca de 90% do peso seco), com ou sem
atividade catalitica, s@o neurotoxinas, cardiotoxinas, lectinas, disintegrinas, peptideos
natriuréticos, proteinases (metalo proteinases, serino  proteinases), fosfolipases,
fosfodiesterases, nucleotidases, hialuronidases, acetilcolinesterases, fatores de crescimento,
ativadores de proteina C e L-aminoacido oxidases (PORTO et al., 2007). Além desses
compostos, podem- se encontrar ainda, compostos organicos de baixa massa molecular
(carboidratos, serotonina, histamina, citrato e nucleosideos), ions inorganicos (calcio, cobalto,
magnésio, cobre, ferro e potassio) e os inibidores enziméaticos (STOCKER, 1990). Dentre
esses compostos, alguns carboidratos, nucleosideos, lipideos e ions metalicos ainda néo
apresentam funcgédo conhecida (FOX et al., 2008a; GEORGIEVA, et al., 2008). As enzimas
presentes induzem vérios efeitos farmacoldgicos, incluindo neurotoxicidade, miotoxicidade,
cardiotoxicidade, hemorragia, hemdlise, procoagulante e anticoagulante (BAILEY, WILCE,
2001; KINI, 2007). Dentre todos os compostos presentes nos venenos de serpentes, 0S
componentes predominantes sdo 0s peptideos e as proteinas, sendo que dentre elas, as que
merecem destaque sdo as enzimas fosfolipase A2, L-aminoacido oxidase, metalo proteinases e
as serino proteinases devido ao seu valor farmacoldgico, medicinal e biotecnolégico.

Nas pesquisas farmacologicas, a variacdo na composi¢cdo do veneno de acordo com 0s
fatores mencionados é certamente o centro do interesse do potencial que as moléculas
presentes no veneno representam, sendo que um elevado grau de variagdo na sua composicéo
aumenta o nimero de seus potenciais usos. Reconhecendo-se o significado biomédico crucial
das variagcdes nos venenos, ressalta-se a importancia dos esforcos em se conhecer e conservar
a diversidade bioldgica, desde especies como um todo até os individuos pertencentes as
mesmas. Isso enfatiza a importancia de trabalhos de coleta de amostras de venenos de uma
ampla variedade de espécies e espécimes de diferentes localidades geograficas e idades
(VONK et al., 2008).

1.1.1. Fosfolipases
As fosfolipases sdo enzimas calcio-dependentes, intra e extracelulares, com ampla
distribuicdo na natureza. S&o sintetizadas no pancreas de mamiferos, em venenos de alguns
animais, como abelhas, vespas (HARRIS, 1991) e serpentes, além de serem produzidas

também em plantas. Podem ser constituidas por uma cadeia simples, com massa molecular
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que varia de 14 a 19 kDa (MURAKAMI, KUDO, 2004). As fosfolipases A2 — PLA2 (EC
3.1.1.4) — constituem uma classe de enzimas que catalisam a hidrélise dos fosfolipideos,
gerando &cidos graxos livres e lisofosfolipideos como produtos (VAN DEENEN, DE HAAS,
1963).

De acordo com a classificacdo usual, sdo distribuidas em quarto grupos principais de
acordo com a massa molecular e o padrdo de pontes dissulfeto. Entretanto, mais
recentemente, foram propostos 15 grupos diferentes de fosfolipases com base em critérios
estruturais e bioquimicos, considerando aspectos adicionais como 0s substratos fosfolipidicos,
a sequéncia completa de aminoacidos, dependéncia de ions calcio e mecanismo de catalise
(SCHALOSKE, DENNIS, 2006; DENNIS et al., 2011). De acordo com a classificagao usual,
0s venenos de serpentes sdo ricos em PLA2 dos grupos | e Il. Esses dois grupos se diferem,
principalmente, quanto a posicdo de uma das sete pontes dissulfeto e pela presenca de uma
pequena extensdo C-terminal no grupo Il (ARNI, WARD, 1996). O grupo Il pode ser
subdividido em dois subgrupos principais, dependendo do residuo na posi¢do 49 na estrutura
primaria: Asp49 sdo enzimaticamente ativas, enquanto que Lys49 apresentam baixas ou
nenhuma atividade enziméatica (LOMONTE et al., 2003). As enzimas do grupo | foram
isoladas do péncreas de mamiferos e venenos de serpentes das familias Elapidae e
Hydrophiidae. As fosfolipases do grupo Il estdo presentes nos venenos de Crotalidae e
Viperidae, bem como em diversos tecidos ndo pancreaticos de mamiferos (ARNI, WARD,
1996; OWNBY et al., 1999; SIX, DENNIS, 2000).

As fosfolipases A2 presentes nos venenos ofidicos, além de sua participacdo na
digestdo de presas apresentam um grande espectro de atividades que incluem acdo hemolitica
indireta, neurotoxicidade, cardiotoxicidade, agregadora de plaguetas, anticoagulante,
edematogénica, miotoxica, bactericida e pré-inflamatoria. Nos venenos botrépicos, estas
enzimas estdo relacionadas a mionecrose local que pode provocar sequelas drasticas, como
perda tecidual permanente, incapacidade ou amputacdo do membro afetado (ANDRIAO-
ESCARSO et al., 2002; BARBOSA et al., 2005; ABREU et al., 2007; CALGAROTTO et al.,
2008; ANGULO, LOMONTE, 2009). Foi evidenciado que a habilidade dessas enzimas em
alcancar um 0Orgdo ou tecido caracteristicos esta relacionada a sua afinidade por proteinas
especificas que agem como receptores. Alguns estudos demonstraram que modificacdes
quimicas induzem a perda da atividade enzimatica e da toxicidade em algumas fosfolipases de
venenos de serpentes (SOARES, GIGLIO, 2003; SOARES et al., 2004; MARCUSSI et al.,
2007; DENNIS et al., 2011).
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Sao enzimas de elevado interesse médico-cientifico devido ao seu envolvimento em
um grande namero de doencas inflamatdrias humanas, bem como, em envenenamentos por
venenos de serpentes e abelhas. Elas apresentam papel importante no metabolismo de lipideos
dietéticos e no metabolismo geral de lipideos estruturais das membranas celulares. A hidrolise
dos lipideos das membranas celulares promove a perda da sua estrutura, comprometendo a
permeabilidade seletiva (ARNI, WARD, 1996; KINI, 2003). Além disso, podem se associar a
outras moléculas que modulam a sua atividade e especificidade (LIZANO et al., 2003). Varias
enzimas PLA2 presentes em venenos de serpentes foram purificadas e caracterizadas
(CHWETZOFF et al., 1989; KINI, 2005; SANTOS-FILHO et al., 2008; VARGAS et al.,
2012).

1.1.2. L-aminoé&cido oxidases

As flavoenzimas L-aminoacido oxidases (LAAO, EC 1.4.3.2) ja foram isoladas de
diversos organismos e produtos do seu metabolismo, como bactérias (ARIMA et al., 2009),
fungos (YANG et al., 2009), muco da pele de peixes (KITANI et al., 2007; NAGASHIMA et
al., 2009), algas verdes (KASAI et al., 2010) e venenos de serpentes (STABELI et al., 2007;
NAUMANN et al., 2011), sendo que neste Ultimo € frequentemente o principal componente
(SV-LAAO), correspondendo a cerca de 30% do total em algumas espécies (ZELLER, 1977).
A SV-LAAO ¢ a responsavel pela coloracdo amarela caracteristica dos venenos brutos
(STABELI et al., 2007; TEMPONE et al., 2001). E uma glicoproteina que quando purificada
apresenta massa molecular entre 120-150 kDa na forma nativa e 55-66 kDa nas suas formas
monomeéricas (TAN, SAIFUDDIN, 1989; ABE et al., 1998).

As L-aminoacido oxidases desempenham muitas atividades patol6gicas, como a
citotoxicidade (ALVES et al., 2008; RODRIGUES et al., 2009; MORAIS et al., 2012),
inibicdo da agregacéo plaquetaria (LI et al., 1994; ALVES et al., 2008) e atividade bactericida
e antiviral, promovendo a supressdo do crescimento de procariotos Gram-positivos e Gram-
negativos, bem como o virus HIV (EHARA, et al, 2002; ZHANG et al., 2003; STABELI et
al., 2007; CISCOTTO et al.,, 2009), entretanto, suas funcbes in vivo ainda permanecem
incertas (MACHEROUX et al., 2001). O caminho ou mecanismo em que as SV-LAAOs
participam da toxicidade dos venenos é atualmente desconhecido. Entretanto, essa enzima
libera H,O, quando oxidada, o que provavelmente desempenha um importante papel na
toxicidade dos venenos, pois a atividade antibacteriana da LAAO ¢ inibida por catalase
(STABELI et al., 2007). A LAAO ¢ a unica oxidase FAD-dependente encontrada no veneno
de serpentes (DU, CLEMETSON, 2002; BRAGA et al., 2008). A citotoxicidade, ou seja, a
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inducdo da morte de células de mamiferos, incluindo células tumorais e carcinomas
(NAUMANN et al., 2011) também se deve a formacdo de altas concentracbes de H,O,
(TORII et al., 2000; ANDE et al., 2006). E interessante notar que a apoptose induzida por essa
enzima é diferente do que a ocasionada pelo H,O, exdgeno, sugerindo que o modo de
liberacdo do H,O, é um fator importante (SUHR, KIM, 1999). A LAAO também ¢ citotdxica
contra algumas fases do desenvolvimento de Leishmania sp. (FRANCA et al., 2007,
NAUMANN et al., 2011).

As diferentes LAAOs apresentam particularidades no que se refere & organizacdo
estrutural, especificidade de substrato, bem como em suas propriedades bioldgicas. Assim, a
LAAO de ofidios tem sido um alvo atrativo para pesquisas em bioquimica molecular,
fisiologia e medicina devido aos seus multiplos efeitos em diversas células. Atualmente
existem informacdes estruturais detalhadas de apenas cinco LAAQOs, uma presente na bactéria
Rhodococcus opacus (FAUST et al., 2007) e as outras quatro SV-LAAOs: Agkistrodon halys
pallas (ZHANG et al., 2004), Calloselasma rhodostoma (MOUSTAFA et al., 2006), Vipera
ammodytes ammodytes (GEORGIEVA et al., 2011) e Bothrops jararacussu (ULLAH, et al.,
2012).

Naumann e colaboradores (2011) estudaram vérios aspectos da LAAO presente no
veneno de Bothrops leucurus, concluindo que essa enzima apresenta caracteristicas de uma
citotoxina, que age principalmente por produzir quantidades elevadas de H,O, que provocam
a morte celular. Entretanto, o0 mecanismo funcional e a correspondente base estrutural da
atividade dessa flavoproteina ainda precisam ser investigados em detalhes. O conhecimento
do mecanismo de acdo dessa e de outras toxinas animais, permitem considerar o uso da
LAAO como agente anti-cancerigeno e como ferramenta em estudos bioquimicos para a
investigacdo de processos celulares e também uma melhor compreensdo dos mecanismos de

envenenamento.

1.1.3. Proteinases
Proteinases estdo presentes nos venenos de inimeras serpentes e sdo classificadas em
metalo proteinases (SVMPs) e serino proteinases (SVSPs) de acordo com a organizacdo do
sitio catalitico e as funces que exercem no envenenamento.
Metalo proteinases
De modo geral, os venenos de serpentes contém pelo menos 30% de metalo proteinases,
também conhecidas como SVMPs (Snake Venom Metalloproteinases). S&o enzimas

sintetizadas nas glandulas produtoras de veneno como pro-enzimas e que apresentam um
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dominio zinco-proteinase preservado (dominio M) que controla a sua acdo catalitica
(STOCKER et al.,, 1995; STROKA et al., 2005; SWENSON, MARKLAND, 2005;
MORAES, SELISTRE-DE-ARAUJO, 2006; RAMOS, SELISTRE-DE-ARAUJO, 2006). Sao
agrupadas em quatro classes distintas de acordo com a organizacdo de seu dominio catalitico
e de sua massa molecular: Classe P-1 apresenta massa molecular entre 20 e 30 kDa; Classe P-
Il com massa molecular entre 30 e 50 kDa; Classe P-I11 com massa molecular entre 50 e 80
kDa e Classe P-1V, com massa molecular entre 80 e 100 kDa (HITE et al.,, 1994,
BJARNASON, FOX, 1995; SERRANO, FOX, 2005).

As SVMPs apresentam um papel potencialmente significante na patogénese relacionada
ao envenenamento, sendo os principais fatores responsaveis pela hemorragia sistémica e local,
coagulacdo intravascular, edema, inflamacdo e necrose (IWANAGA, SUZUKI, 1979;
BJARNASON, FOX, 1994; FOX, SERRANO, 2005, 2009). Agem nas células endoteliais
causando a ruptura das paredes dos vasos sanguineos, permitindo a evasdo do sangue
(GUTIERREZ et al., 2005). A atividade hemorragica das SVMPs esta entre os fatores de
maior letalidade presente no veneno de serpentes. Certas metalo proteinases ndo apresentam
atividade hemorragica, mas agem por meio de diferentes mecanismos como 0 rompimento da
homeostase mediado por efeitos pré e/ou anticoagulantes, inibi¢do da agregacao plaquetéria e
apoptose ou atividades pro-inflamatérias (MARKLAND, 1998; GUTIERREZ et al., 2005).

As metalo proteinases apresentam um interesse particular devido a sua possivel
aplicacdo farmacéutica e clinica por interferirem no sistema hemostatico. Ao longo dos
altimos 50-60 anos, muitas dessas enzimas foram purificadas de venenos brutos e sua
caracterizagdo tem demonstrado um importante papel associado a patologia do
envenenamento e muitos outros estudos indicam que essas enzimas podem apresentar
aplicacdes clinicas associadas ao desenvolvimento de novas drogas, especialmente quando
interagem com o sistema de coagulacdo do sangue (BRAUD et al., 2000; MATSUI et al.,
2000; LEE HO et al., 2002; WHITE, 2005; KOH et al., 2006; FOX, SERRANO, 2009,
ESCALANTE et al., 2011; PAES LEME et al., 2012). Estudos recentes analisaram 0
potencial citotdxico de uma metalo protease (leucurolisa-b) presente no veneno de Bothrops
leucurus que promoveu a inibicdo do crescimento de células tumorais em alguns tipos de
cancer (GABRIEL et al., 2012).

Serino proteinases

As serino proteinases ou SVSPs (Snake Venom Serine Protease) constituem um terco
de todas as proteinases e sdo caracterizadas pela presenca de um residuo de Ser no sitio ativo

(BLOW, 1997), diferenciando-se das metalo proteinases que apresentam o ion Zn*. Sio
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enzimas que podem ser encontradas em microrganismos, plantas, animais e venenos de
animais (BRAUD et al., 2000). Apresentam massa molecular variando entre 26 e 67 kDa com
diversos niveis de glicosilacdo (SERRANO, MAROUN, 2005).

As SVSPs estdo associadas aos distlrbios hemostaticos devido & sua atuagcdo nos
componentes da cascata da coagulacdo sanguinea e do sistema fibrino(geno)litico (BRAUD et
al., 2000; SERRANO, MAROUN, 2005). Apresentam outras funcdes, podendo estar
envolvidas na digestdo da presa, ativacdo do sistema complemento e diferenciacdo celular.
Individualmente, essas enzimas ndo sao consideradas letais, mas elas contribuem para o efeito
toxico quando combinadas com outras proteinas presentes no veneno (BRAUD et al., 2000).
Na captura de presas, as serino proteinases agem em conjunto com as metalo proteinases, que
também podem apresentar atividade fibrinogenolitica, produzindo uma hemorragia
incontrolavel no animal capturado, facilitando sua digestdo (GUTIERREZ et al., 2009).

O interesse medico e cientifico nessas enzimas semelhantes & trombina tem crescido
consideravelmente devido a diferencas especificas quando comparada a trombina, que é uma
enzima multifuncional (MARSH, WILLIAMS, 2005). As serino proteinases sdo promissoras
na medicina clinica como agentes desfibrinantes, que podem ser utilizados em pacientes que
sofrem de trombose, infarto cerebral e do miocardio, doenca vascular periférica e isquemia
aguda (KOH et al., 2006; MACKESSY, 2010). Adicionalmente, algumas SVSPs ja foram
utilizadas na preparacdo de selantes de fibrina, que sdo produtos adesivos cirdrgicos muito
efetivos usados em diferentes condi¢cdes médicas (DASCOMBE et al., 1997; BARROS et al.,
2009). Além disso, apresentam diversos usos laboratoriais, como por exemplo, a identificacéo
de fibrinogénio em amostras sanguineas e estudos de coagulacdo (MARSH, WILLIAMS,
2005).

1.1.4. Utilizac&o dos venenos de serpentes em biotecnologia e producéo de farmacos

Nas ultimas décadas, pesquisadores com diversos conhecimentos e especialidades,
como medicina clinica, farmacologia, fisiologia, bioguimica, biologia evolutiva, biologia
molecular, biologia estrutural, enzimologia, quimica de proteinas, biofisica e toxinologia,
tanto de forma isolada como em colaboragdo, tém estudado os venenos de serpentes (i) para
determinar o0 modo e mecanismo de acgéo das toxinas; (ii) para encontrar formas e meios para
neutralizar a toxicidade e os efeitos adversos do envenenamento; (iii) para desenvolver
ferramentas especificas que sejam Uteis no entendimento dos processos fisiolégicos normais
nos niveis celular e molecular; e (iv) para desenvolver protétipos de agentes farmacéuticos

com base na estrutura das toxinas (KINI, 2002), tendo grande importancia em aplica¢fes nas
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areas de biotecnologia e producdo de medicamentos (LEWIS, GUTMANN, 2004; TEIXEIRA
et al., 2005).

Um grande numero de proteinas presentes nos venenos afeta o sistema hemostatico
(MARKLAND JR, 1998), podendo agir como procoagulante, anticoagulante, fibrinolitico ou
ativador de plaquetas. Com isso, algumas substancias e farmacos foram estudados e
desenvolvidos, como o ancrod (Arvin) proveniente do veneno de Calloselasma rhodostoma e
a crotalase proveniente do veneno de Crotalus adamanteus, que sdo utilizados como agentes
desfibrinantes para diversas condices clinicas, incluindo a trombose venosa profunda, infarto
do miocéardio e embolia pulmonar (MARKLAND, 1998). A droga Aggrastat (tirofiban) foi
desenvolvida a partir de um composto presente no veneno de Echis carinatus e é utilizada
como droga antiplaquetaria (HARTMAN et al., 1992), ministrada a pacientes com angina
instavel. Alguns compostos dos venenos com propriedades anticoagulantes sao aplicados no
diagndstico de anormalidades da coagulacdo, no estudo de padrGes de coagulagdo e do
fibrinogénio no plasma como, por exemplo, a batroxobina, uma enzima semelhante a
trombina purificada a partir do veneno de Bothrops atrox (STOCKER, 1990).

Alguns venenos de serpentes criam uma condicdo transitoria de diminuicdo da pressédo
sanguinea em pacientes envenenados. Os inibidores da enzima conversora da angiotensina
(ACE) foram desenvolvidos de uma enzima potencializadora da bradicinina isolada da
serpente brasileira Bothrops jararaca, sendo aprovada em 1979 pela FDA (CUSHMAN et al.,
1979) para ser utilizada em tratamentos de hipertensdo e doencas do coracdo. Elas atuam
bloqueando a conversdo da angiotensina | em angiotensina Il, esta ultima atua como
vasoconstritor. Esses inibidores sdo prescritos atualmente em todo o0 mundo, salvando milhdes
de vidas (VONK et al., 2011).

Devido as propriedades analgésicas do veneno de Ophiophagus hannah, foi
desenvolvido medicamento Hannalgesin (PU et al., 1995). Toxinas promissoras foram
isoladas da cascavel tropical Crotalus durissus terrificus e de muitas outras espécies
relacionadas. Compostos derivados do veneno da espécie asiatica Naja kaouthia ja sdo usados
na medicina alternativa. Sendo mais eficaz que a morfina, esse veneno € utilizado desde 0s
anos de 1930 no tratamento da dor em pacientes com cancer (VONK et al., 2011).

Existe uma série de pesquisas voltadas a propriedade anticancer desses venenos. Por
exemplo, os tumores malignos do cérebro e coluna vertebral (gliomas) ndo sdo curados por
meio de cirurgias, pois eles invadem os arredores do tecido cerebral sem limites definidos,
fazendo com que sua remogdo seja impossivel. As disintegrinas, como a contortrostatina

presente no veneno de Agkistrodon contortrix, previne que as células fiqguem unidas e inibe a
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sua interacdo com o tecido circundante, resultando no bloqueio da mobilidade celular e
invasividade (TRIKHA et al., 1994). Ja foi demonstrado que a fibrina/fibrinogénio
desempenham papéis separados e distintos em diferentes estagios do crescimento e
disseminacdo tumoral. Primeiramente, a deposi¢do de fibrina ao redor do tumor € capaz de
formar uma barreira protetora, limitando a progresséo do tecido. Por outro lado, a fibrina
depositada forma células tumorais metastaticas podendo auxiliar a disseminacdo dessas
células (DEWYS et al., 1976). Anticoagulantes que removem a fibrina podem representar
uma terapia efetiva. Um dos primeiros relatos do uso bem sucedido da enzima desfibrinante
existente em um veneno foi realizado em 1973 (WOOD, HILGARD, 1973).

Muitos venenos de serpentes contém o “cobra venom factor” (CVF) que ativa e libera
0s componentes do sistema complemento dos mamiferos (EGGERTSEN et al., 1981). Esse
fator € um analogo estrutural e funcional do fator complemento C3 existente no soro de
mamiferos (VOGT, 1990). O CVF é usado como ferramenta no estudo de véarios aspectos do
sistema complemento, sendo um componente exclusivo do veneno que também ¢é utilizado
como agente imunossupressor em transplantes de érgdos e na terapia do cancer (VOGEL,
1987).

Muitos venenos apresentam atividade antimicrobiana e antiviral. Como exemplo, as L-
aminoacido oxidases encontradas no veneno de Pseudechis australis que apresentaram ser
mais eficientes in vitro que a tetraciclina, a droga utilizada em infecgdes por aeromonas
(STILES et al., 1991). Outro estudo mostrou que a PLA2 e a L- aminoacido oxidase presentes
no veneno de Bothrops marajoensis apresentaram efeitos antibacterianos e antiparasitarios
(COSTA TORRES et al., 2010). A atividade antiviral ja foi comprovada, embora ainda ndo
exista a comercializagdo dos compostos do veneno com essa propriedade. O veneno da
serpente brasileira Crotalus durissus terrificus apresenta atividade contra o virus do sarampo
(PETRICEVICH, MENDONCA, 2003); a PLA2 encontrada no veneno de Oxyuranus
scutellatus e Naja mossambica apresentaram potente atividade antiviral contra o virus HIV-1
(FENARD et al., 1999).

A miastenia gravis, uma desordem cronica autoimune afeta 2 a cada 100.000 pessoas, é
uma fraqueza progressiva dos musculos esqueléticos que resulta em fadiga rapida e perda da
forca. Essa doenca afeta primeiramente a mastigacdo, os musculos faciais e da degluticéo e,
em casos avancados, 0s musculos respiratorios. Os anticorpos autoimunes destroem 0s
receptores de acetilcolina nas juncdes neuromusculares, evitando os impulsos nervosos de
cada um dos musculos. Um radioensaio rapido, quantitativo e sensivel utilizando receptores

humanos da acetilcolina, apresentou afinidade por uma neurotoxina purificada (o-
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bungarotoxina do veneno de Bungarus multicinctus) que é utilizada no diagnostico dessa
condicdo (VINCENT, 2002; CHU, 2005). Muitos venenos que apresentam a-neurotoxinas sao
potenciais candidatos para essa finalidade.

Como observado anteriormente, a utilizagdo dos compostos presentes nos venenos de
serpentes para a elaboracdo de novas drogas aumentou muito nas ultimas décadas, apesar do
seu uso medicinal datar de tempos antigos. Com isso, se fazem importantes ndo sé os estudos
moleculares e farmacoldgicos dessas substancias, como também os estudos relacionados a
sistematica de serpentes e sua conservacao no ambiente natural, visto que existe uma estrita
relacdo entre uma espécie e as moléculas que compdem o veneno da mesma. Conhecendo-se
mais as espécies, como habitat, dieta, relacdo filogenéetica com outros individuos, pode-se
entdo investigar a composicdo farmacoldgica de seus venenos e, dessa forma, facilitar a
obtencdo de determinadas substancias especificas, aumentando o potencial de utilizacdo
desses venenos e, consequentemente novas drogas e agentes terapéuticos podem ser
desenvolvidos.

Além disso, quando se buscam agentes terapéuticos contra doencas, primeiramente o
interesse se volta para 0s venenos cujos sintomas do envenenamento envolvam 0s mesmos
caminhos da doenca, por exemplo, usando venenos que causem vasodilatagdo como
potenciais reguladores da pressdo sanguinea. Entretanto, os venenos de serpentes sdo muito
complexos e contém muitas isoformas diferentes, alguns dos quais presentes em baixas
concentracdes (VONK et al., 2011), como os fatores de crescimento de neural (KOSTIZA,
MEIER, 1986). Além disso, o0s compostos que estdo em baixas quantidades néo
necessariamente contribuem para a sintomatologia do envenenamento, podendo ser
facilmente negligenciados, apesar do seu elevado potencial biomédico. Alternativamente, com
0 uso de ferramentas moleculares, o transcriptoma de glandulas de veneno pode ser
explorado, refletindo diretamente a expressdao dos genes. Utilizando essa abordagem, néo
apenas o perfil da expressdo e a evolucdo das proteinas podem ser determinados
(JUNQUEIRA-DE-AZEVEDO et al., 2006), como também proteinas com baixos niveis de
expressao podem ser reveladas, expandindo a fonte de moléculas farmaceuticamente ativas
(VONK et al., 2011).
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2. OBJETIVOS

O presente projeto teve como objetivo o fracionamento do veneno bruto de Bothrops
leucurus por meio de técnicas cromatograficas, bem como, a caracterizacao de fracdes obtidas
por métodos analiticos para comprovar algumas das propriedades bioquimicas do veneno
dessa espécie e verificar as possiveis diferencas existentes entre 0s componentes do mesmo,

comparando-os aos dados existentes na literatura.

3. MATERIAL E METODOS

3.1. Preparacdo do veneno bruto

3.1.1. Material

e 220 mg de veneno bruto liofilizado de Bothrops leucurus adquirido do serpentario
SANMARU, Taquaral, SP;

e Tampado Tris-HCI 0,02 M + NaCl 0,15 M pH 8,0.

3.1.2. Méodo
Inicialmente uma amostra do veneno bruto liofilizado foi hidratado com 1,5 ml do
tampdo Tris-HCI e centrifugada a 10.000 g por 10 minutos. Em seguida, foi reservado o
sobrenadante limpido e descartado o pellet. O processo de fracionamento do veneno bruto em
questdo foi repetido duas vezes, utilizando-se 110 mg de veneno liofilizado em cada uma

delas.

3.2. Separacao inicial — Cromatografia de exclusdo molecular

A cromatografia de exclusdo molecular, também conhecida como cromatografia de

filtracdo em gel, é utilizada nas etapas iniciais dos processos de purificacdo de proteinas e

outras biomoléculas e para uma averiguacdo rapida sobre a composicdo proteica dos venenos
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brutos. A coluna Sephacryl S-100 é caracterizada por separar as proteinas de acordo com a
sua massa molecular e forma, sendo composta por uma matriz sintética, constituida por
particulas porosas produzidas a partir dos polimeros alil dextrano e N, N '-metileno-
bisacrilamida e com poros que variam na forma e tamanho. Ao ser aplicada uma mistura
proteica (fase organica movel), as proteinas de massa molecular menor penetram nos poros
onde ficam retidas ou difundidas e as proteinas de massa maior passam livremente pela regido
intersticial da coluna. Com isso, as proteinas de massas moleculares maiores sdo eluidas
primeiramente e as moléculas menores saem no final do processo de eluigdo, pois foram
retidas nos poros (MORI, BARTH, 1999). A coluna utilizada é adequada para a purificacdo
de peptideos e proteinas de baixa massa molecular (1 a 100 kDa).

3.2.1. Material

e Coluna Sephacryl S-100 Hiprep 16/60 (GE Healthcare);
e Coletor FRAC-920 (GE Healthcare);

e Sistema AKTA purifier HPLC (GE Healthcare);

e Tampao Tris-HCI 0,02 M + NaCl 0,15 M pH 8,0;

e Concentrador Amicon Ultra-15 de 3000 Da (Millipore).

3.2.2. Método
O sobrenadante limpido (1,5 ml) foi aplicado na coluna de exclusdo molecular Sephacryl
S-100 previamente equilibrada com o tampéo Tris-HCI. As proteinas foram eluidas com o
mesmo tampéo, utilizando-se um fluxo de 0,2 ml/min e fracbes de 1 ml/tubo, sendo a
absorbancia monitorada em 280 nm. Posteriormente, todas as fragdes resultantes da eluicdo
foram analisadas em SDS-PAGE corado com nitrato de prata para averiguar a composi¢do

proteica de cada um dos picos.

3.3. Ensaio de purificacédo da fracao Pl da exclusdo molecular

Nessa etapa foi utilizada a cromatografia de troca idnica que separa proteinas e
peptideos de acordo com a sua carga. As colunas utilizadas apresentam grupos funcionais que
se ligam as proteinas que possuem carga oposta. As moléculas ligadas séo eluidas da coluna

por deslocamento ao se aplicar uma concentracdo crescente de outra molécula similarmente
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carregada, no caso o tampdo de eluicdo. As proteinas tém indmeros grupos funcionais que
possuem cargas positivas e negativas que podem ser utilizados. Ao se ajustar o pH ou a
concentracdo idnica da fase movel (tampdo), as proteinas podem ser separadas. A
cromatografia de troca idnica é utilizada para a captura de proteinas alvo ou impurezas, como
um processo intermediario de purificacdo ou uma etapa final de purificacdo com grande
resolucdo (http://www.gelifesciences.com). A coluna de troca anidnica possui o ligante com
carga positiva, permitindo a ligacdo de proteinas carregadas negativamente, sendo que as
moléculas com interagdes ibnicas mais fracas eluem primeiramente e as moléculas com
interacbes mais fortes eluem posteriormente com o aumento da concentragdo do tampdo de

eluico.

3.3.1. Material

e Coluna de troca anidnica Mono Q 5/50 GL (GE Healthcare);

e Coletor FRAC-920 (GE Healthcare);

e Sistema AKTA purifier HPLC (GE Healthcare);

e Tampao A (tampao de ligacdo) — Tris-HCI 0,02 M + NaCl 0,15 M pH 8,0;
e Tampao B (tampdo de elui¢do) — Tampéao A + NaCl 1 M;

e Concentrador Amicon Ultra-15 de 3000 Da (Millipore).

3.3.2. Método

Ap0s a primeira etapa cromatografica (exclusdo molecular) e analise por SDS-PAGE,
foi feito um pool das fragbes coletadas no primeiro pico (PI), sendo entdo submetido ao
processo de concentracdo utilizando-se o concentrador Amicon Ultra-15 de 3000 Da
(Millipore) em temperatura de 18 °C, a 5000 g por aproximadamente 1 hora. O PI
concentrado foi entdo aplicado na coluna de troca i6bnica Mono Q 5/50 GL, previamente
equilibrada com o tampdo A. Em seguida, deu-se o processo de elui¢do utilizando-se fluxo de
0,6ml/min e gradiente ndo linear de concentracdo do tampé&o B (0-100%), sendo coletados 1,5
ml por tubo.

Apls a cromatografia, foi realizada a analise dos perfis proteicos de cada uma das
fracOes eluidas por SDS-PAGE corado com nitrato de prata. Apos a analise, o pico 4 (Pl4)
proveniente dessa etapa cromatogréafica foi concentrado e recromatografado pelo mesmo

processo de troca i6nica e utilizando as mesmas condi¢oes.
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3.4. Ensaio de purificacdo da fracdo PII da excluséo molecular

A cromatografia de afinidade é uma técnica cromatografica que separa as proteinas (ou
grupo de proteinas) por meio de uma ligacao reversivel entre a proteina alvo e a substancia de
ligacdo (ligante) acoplada a matriz ou coluna. Permite a purificacdo de uma biomolécula com
base na sua funcéo bioldgica ou estrutura quimica individual. As interacGes existentes entre o
ligante e a molécula alvo pode ser resultado das interaces eletrostaticas ou hidrofdbicas,
forcas de van der Waals e/ou ligacdes de hidrogénio. Para a elui¢do da proteina de interesse, a
interacdo pode ser revertida especificamente utilizando-se um ligante competitivo ou néo
especificamente,  alterando-se o pH, a forca i6nica ou  polaridade
(https://www.gelifesciences.com). A benzamidina é utilizada na purificacdo de serino
proteinases e demais enzimas semelhantes a trombina por ser um inibidor competitivo e ligar-

se de forma reversivel ao sitio ativo dessas moléculas no processo de purificagao.

3.4.1. Material

¢ Resina Benzamidina Sepharose 4 Fast Flow (high sub) (GE Healthcare);

e Coluna XK 16/20 (16 mm i.d.);

e Coletor FRAC-920 (GE Healthcare);

e Sistema AKTA purifier HPLC (GE Healthcare);

e Tampdo A (tampao de ligacao) —Tris-HCI 0,02 M + NaCl 0,15 M pH 8,0;

e Tampao B (tampéo de elui¢do 1) — Tampao A + NaCl 1M;

e Tampao glicina (tampé&o de eluicdo 2) — Glicina 0,05 M + NaCl 0,5 M pH 3,0;
e Tampéo Tris 1 M pH 9,0;

e Concentrador Amicon Ultra -15 de 3000 Da (Millipore).

3.4.2. Méodo
Inicialmente, foi feito um pool de todas as fracGes correspondentes ao PII que,
posteriormente foi concentrado utilizando-se o concentrador Amicon Ultra -15 de 3000 Da
(Millipore) em temperatura de 18 °C, a 5000 g por aproximadamente 1 hora para a remogao
do excesso de tampdo presente na amostra. Em seguida, a amostra concentrada foi aplicada na
coluna XK 16/20 previamente empacotada com a resina Benzamidina e equilibrada com o
tampédo A.
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As proteinas sem afinidade a benzamidina foram eluidas em um fluxo de 0,5 ml/min
(tampédo B) e coletadas em fracdes de 5 ml/tubo. As proteinas com afinidade a resina foram
eluidas em tampdo glicina e coletadas em fragcGes de 1 ml/tubo no coletor FRAC-920, em um
fluxo de 0,5 ml/min & temperatura ambiente. As fragdes eluidas com o tampéo glicina, foram
adicionados 200 pl de tampéo Tris 1 M pH 9,0. A adicdo do tampé&o Tris tem a finalidade de
manter o pH estavel, visto que o tampdo glicina apresenta pH muito baixo para promover a
liberacdo das ligacGes formadas entre a proteina e a benzamidina. Apds a cromatografia, foi
realizada a analise dos perfis proteicos de cada uma das fracbes eluidas por SDS-PAGE

corado com nitrato de prata.

3.5. Ensaio de purificacdo das fracbes PIV, PV e PVI da exclusdo molecular

Nessa etapa foi utilizada a cromatografia de troca i0nica, como descrito anteriormente,
porém com coluna de troca catiénica, que possui o ligante com carga negativa, permitindo a
ligacdo de proteinas carregadas positivamente, sendo que as moléculas com interacdes idnicas
mais fracas eluem primeiramente e as moléculas com interages mais fortes eluem

posteriormente com o aumento da concentragdo do tampao de eluicao.

3.5.1. Material

e Coluna de troca catidnica Mono S 5/50 GL (GE Healthcare);

e Coletor FRAC-920 (GE Healthcare);

e Sistema AKTA purifier HPLC (GE Healthcare);

e Tampdo A (tampdo de ligacao) — Acetato de sédio 0,02 M pH 5,6;
e Tampao B (tampdo de eluicdo) — Tampédo A + NaCl 1M;

e Concentrador Amicon Ultra -15 de 3000 Da (Millipore).

3.5.2. Méodo
Inicialmente, foi feito um pool com as fragdes correspondentes aos picos PIV, PV e PVI
da cromatografia de exclusdo molecular com Sephacryl S-100. Ap6s a amostra ser
concentrada em concentrador de 3000 Da, foi aplicada na coluna de troca i6nica Mono S 5/50
previamente equilibrada com o tampdo A. Em seguida, deu-se o processo de eluicdo

utilizando-se fluxo de 0,6ml/min, fracdes de 1,5 ml/tubo e gradiente ndo linear de
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concentracdo do tampéo B (0-100%). Apds a cromatografia, foi realizada a analise dos perfis

proteicos de cada uma das fracdes eluidas por SDS-PAGE corado com nitrato de prata.

3.6. Caracterizacdo bioquimica — Avaliacdo do grau de pureza e determinagdo da

massa molecular relativa (Mr)

A eletroforese em gel de poliacrilamida é uma ferramenta metodoldgica que possibilita
a separacdo ou fracionamento de materiais de origem organica tal como proteinas, enzimas,
DNA e RNA através de sua migracdo pelos dos poros do gel em resposta a um campo
elétrico. No presente estudo, essa técnica foi utilizada para avaliar o grau de pureza e a massa
molecular relativa das proteinas purificadas e também para averiguar a atividade
fibrinogenolitica da serino e metalo proteinases. As eletroforeses na presenca de SDS e agente
desnaturante (SDS-PAGE) foram realizadas segundo a metodologia descrita por Laemmli
(1970) com algumas modificacBes. Os geis foram corados com nitrato de prata ou coomassie,
que se diferem de acordo com o nivel de sensibilidade: a coloragdo com nitrato de prata é
capaz de detectar de 0,1 a 1,0 ng de proteina, enquanto a sensibilidade do Coomassie Brilliant
Blue é de 100 ng de proteinas (PATTON, 2002).

3.6.1. Material

e Aparatos de eletroforese da GE Heathcare (cuba, suportes e placas de vidro) e da Bio-
Rad (fonte);

e Solucéo gel separador 12% — 2.524 pl de acrilamida 30%/bisacrilamida 0,8%; 1.577,50
pl de Tris-HCI pH 8,8; 63,1 pl de SDS a 10%; 2.110,65 pl de H,O deionizada, 60 pl de
persulfato de ambénio a 10% e 3,2 pl de TEMED (N, N, N, N’-
tetrametiletilenediamina);

e Solucdo gel separador 17% — 3.575,67 pl de acrilamida 30%/bisacrilamida 0,8%;
1.577,50 ul de Tris-HCI pH 8,8; 63,1 pl de SDS a 10%; 1.058,98 pl de H,O deionizada,
60 pl de persulfato de aménio a 10% e 3,2 pl de TEMED (N, N, N, N’-
tetrametiletilenediamina);

e Solucdo gel concentrador 4% — 333,3 pul de acrilamida 30%/bisacrilamida 0,8%; 625 pl
de Tris-HCI pH 6,8; 25 pl de SDS a 10%; 1.501,7 pl de H,O deionizada; 30 ul de
persulfato de aménio a 10% e 2,5 pl de TEMED;
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e Tampao de amostra 3X — 25 ml de Tris-HCI/SDS pH 6,8 (Tris-HCI 0,5 M contendo
SDS 0,4%), 20 ml de glicerol, 4 g de SDS, 1 mg de azul de bromofenol e B-
mercaptoetanol 5% e H,O deionizada para um volume final de 100 ml;

e Tampéo de corrida (tampdo do eletrodo) — 6,057 g de Tris; 28,8192 g de glicina; 2 g de
SDS e 2 L de H,0;

e Padrdes de peso molecular (GE Healthcare) — 97 kDa fosforilase b, 66 kDa albumina de
soro bovino, 45 kDa ovalbumina, 30 kDa anidrase carbbnica, 20.1 kDa inibidor da
tripsina, 14.4 kDa a-lactaloumina;

e Aliquotas para aplicacdo no gel — as quantidades de amostra e do tampdo com f-
mercaptoetanol variaram de acordo com a concentragdo de proteina presente em cada
uma das fracGes resultantes da cromatografia (10 a 20 pl/poco do gel);

e Coloragdo com coomassie:

o Corante Coomassie Blue — metanol 50% (v/v); &cido acético 10% (v/v);
coomassie blue 0.25% (v/v);
o Descorante — metanol 50% (v/v).
e Coloracdo com nitrato de prata:
o Solucdo fixadora — 30 ml de etanol; 10 ml de &cido acético e 60 ml de H,0;
o Solucdo redutora — 250 ul de glutaraldeido; 250 pl de acetato de sodio 4M; 35
ml de etanol; 0,1 g de tiossulfato de sodio e 65 ml de H,O;
o Solucdo com prata — 25 pl de formaldeido (37%); 0,1 g de nitrato de prata e
100 ml de H,0;
o Solugdo reveladora — 50 ul de formaldeido (37%); 2,5 g de carbonato de sodio
e 100 ml de H,0;
o Solucédo de parada — acido acético 50%;
e Espectrofotdmetro NanoVue (GE Healthcare Life Sciences) para medir a concentragdo

de proteinas presentes nas amostras.

3.6.2. Méodo
As eletroforeses foram realizadas por um periodo de aproximadamente 3 horas, a
temperatura ambiente, com corrente de 25 mA e voltagens de 100 V no gel concentrador e
150 V no gel separador. Apoés a corrida, os géis foram submetidos a um dos dois processos de
coloracdo: coomassie, nos testes de atividade fibrinogenolitica e nitrato de prata para verificar

a composicdo proteica e o grau de pureza das fragdes cromatogréaficas.
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3.7. Caracterizacdo enzimatica — Atividade fibrinogenolitica

O teste em questdo teve por finalidade averiguar a presenca de atividade
fibrinogenolitica dose-dependente e tempo-dependente da serino e metalo proteinases
purificadas no presente estudo. A atividade fibrinogenolitica foi realizada com base na
metodologia descrita por Edgar e Prentice (1973), porém foram feitas algumas modificacdes

para melhor adequacdo das condigdes dos testes.

3.7.1. Material

¢ Fibrinogénio bovino a concentracdo de 4,5 mg/ml,;

o Metalo proteinases de 28 e 65 kDa;

e Serino protease;

e Tampao Tris-HCI — Tris 50 mM + NaCl 10 mM pH 7,4;

e Tampédo de amostra 3X — 25 ml de Tris-HCI/SDS pH 6,8 (Tris-HCI 0,5 M contendo
SDS 0,4%), 20 ml de glicerol, 4 g de SDS, 1 mg de azul de bromofenol e B-
mercaptoetanol 5% e H,O para um volume final de 100 ml;

e Espectrofotdmetro NanoVue (GE Healthcare Life Sciences) para medir a concentragédo

de proteinas presentes nas amostras.

3.7.2. Método
e Testel
Inicialmente, diferentes concentracdes da serino e metalo proteinases purificadas
foram encubadas na presenca do fibrinogénio bovino (4,5 mg/ml) a temperatura de 37
°C pelo periodo de 120 minutos. As diferentes concentracdes das enzimas, 0,05; 0,1;
0,2; 0,4; 0,8 e 1,0 mg/ml foram obtidas ao se diluir as mesmas no tampao Tris-HCI.
Foram utilizados 10 ul de enzima e 10 pl de fibrinogénio em cada amostra, sendo feitos
dois controles, um de fibrinogénio e outro com a enzima. Em seguida, a reagdo foi
interrompida pela adicdo de 10 pl de tampdo da amostra contendo [-mercaptoetanol.
Cada uma das amostras foi aplicada em gel de poliacrilamida corado com coomassie. A

Tabela 1 apresenta as condicdes utilizadas no experimento.
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Tabela 1: CondicGes utilizadas no teste de atividade fibrinogenolitica variando-se o fator concentracao de
proteina. CF= controle fibrinogénio; CP=controle proteina.

Concentracao

Amostra Fibrinogénio Concentracdo | Tempo incubacao
Proteina (mg/ml) (min)
(mg/ml)
1(CF) 4,5 ; 120
2 4,5 0,05 120
3 4,5 0,1 120
4 4,5 0,2 120
> 4,5 0,4 120
6 45 0,6 120
! 4,5 0,8 120
8 4,5 1,0 120
9 (CP) - 1.0 120
o Teste?2

O segundo teste consistiu em incubar as mesmas enzimas na concentracao de 0,5

mg/ml com o fibrinogénio bovino (4,5 mg/ml) a 37 °C, alterando-se apenas 0s tempos

de reacdo: 15, 30, 45, 60, 90 e 120 minutos. Foram utilizados 10 pl de enzima e 10 ul de

fibrinogénio em cada amostra, sendo feitos dois controles, um de fibrinogénio e outro

com a enzima. A reacdo foi interrompida pela adi¢cdo de 10 pl do tampéo contendo f-

mercaptoetanol. Cada uma das amostras foi aplicada em gel de poliacrilamida corado

com coomassie. A Tabela 2 apresenta as condi¢des utilizadas no experimento.

Tabela 2: CondicOes utilizadas no teste de atividade fibrinogenolitica variando-se o fator tempo de
incubacdo. CF= controle fibrinogénio; CP=controle proteina.

Concentragao Concentracao Tempo incubacgéo
Amostra Fibrinogénio . .
Proteina (mg/ml) (min)
(mg/ml)
1(CF) 4,5 - 60
2 4,5 0,5 15
3 4,5 0,5 30
4 4,5 0,5 45
5 4,5 0,5 60
6 4,5 0,5 90
7 4,5 0,5 120
8 (CP) - 0,5 60

3.8. Caracterizacdo Enzimatica — Atividade proteolitica sobre a Caseina

O ensaio da atividade proteolitica sobre a caseina evidencia a clivagem desse substrato

pelas proteinases purificadas e pelo veneno bruto de Bothrops leucurus. Esse método consiste
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em incubar a enzima/veneno bruto na presenca da caseina sob diferentes condicbes de pH
para verificar em quais delas a atividade proteolitica é maior. Os experimentos foram
realizados conforme o método proposto por Lomonte e Gutiérrez (1983) com algumas

modificagdes.

3.8.1. Material

e Caseina (Sigma-Aldrich);

e Acido Tricloroacético (TCA);

e Tampao Acetato de Sodio 0,02 M nos pHs 4,6 e 5,4;
e Tampéo Cacodilato 0,02 M pH 6,2;

e Tampao Tris-HCI 0,02 M nos pHs 7,0; 8,0 e 8,6;

e Tampado Glicina-NaOH 0,02 M pH 10,2;

e Espectrofotdmetro Spectronic Genesys 2 UV-Vis (Thermo Fischer Scientific).

3.8.2. Méodo

Inicialmente foram feitas diferentes solugcdes de caseina 1% (m/v) diluindo-se a
mesma nos tampdes com os pHs 4,6-10,2. As metalo proteinases e serino protease
purificadas, juntamente com o veneno bruto, foram incubados com as solugdes de caseina a
37 °C por 30 minutos, sendo a reagdo interrompida pela adicdo de TCA 5% (m/v). Foi
utilizada uma proporcdo de 10 pl de enzima (concentracdo de 1 mg/ml) para 100 pl da
solucdo de caseina 1% e 300 pl de TCA 5% para interromper a reagao.

Em seguida, as amostras foram deixadas em repouso por um periodo de 30 minutos e,
entdo, centrifugadas por 10 minutos a 10.000 g, sendo retirado o sobrenadante e descartado o
pellet. Como a caseina ndo hidrolisada precipita com a adicdo de acido tricloroacético, a
medicao da atividade caseinolitica em absorbancia 280 nm, se deu pelos peptideos resultantes
da clivagem presentes no sobrenadante. O controle da reacdo consistiu em incubar a solugéo
de caseina sem as enzimas a 37 °C por 30 minutos. Os testes foram realizados em triplicata e
calculados a média dos valores da absorbancia e o desvio padrdo, sendo entdo plotados em
graficos para comparacdo. A atividade proteolitica sobre a caseina foi expressa em unidades

caseinoliticas por miligrama de enzima (U/mg), sendo calculada pela equagéo

U Abs
—=——2X 100
mg mg
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em que Abs representa a absorbancia 280 nm e mg a concentracdo do veneno utilizada em

mg/ml.

3.9. Ensaio antimicrobiano do veneno bruto — Minima Concentracéo Inibitéria (MIC)

A minima concentracdo inibitéria (MIC) é definida como a menor concentracdo de um
antimicrobiano capaz de inibir visualmente o crescimento de um microrganismo apos
incubacdo overnight. E um teste utilizado para confirmar a resisténcia ou a atividade in vitro
de compostos antimicrobianos (ANDREWS, 2001). Para a realizacdo desse teste faz-se
necessaria a utilizacdo de linhagens ATCC (American Type Culture Collection), que
representa um centro de recursos bioldgicos sem fins lucrativos voltado para a aquisicao,
autenticagdo, producdo, preservagdo, desenvolvimento e distribuicdo de microrganismos
padrdo de referéncia, linhagens celulares e outros materiais para pesquisa medica e bioldgica
(http://www.atcc.org).

Sabe-se que 0s venenos de serpentes apresentam atividade antimicrobiana, com isso, foi
realizado o teste de minima concentracéo inibitdria do veneno bruto de Bothrops leucurus em
duas linhagens de microrganismos, a Escherichia coli, uma bactéria Gram-negativa e 0
Saphylococcus aureus, uma Gram-positiva. Os testes foram realizados em triplicata
conforme a metodologia padrdo descrita pelo CLSI (Clinical and Laboratory Standards
Institute) (CLSI, 2012).

3.9.1. Material

¢ Veneno bruto de Bothrops leucurus,

¢ Linhagens microbianas de Escherichia Coli (ATCC 25922) e Saphylococcus aureus
(ATCC 25923);

¢ Placas de microtitulacdo de 96 pocos;

e Tampao fosfato-salino (PBS) pH 7,4;

e Meio de cultura Mueller-Hinton (Himedia);

e Solucéo de H,SO,4 a 1%;

e Solucdo de BaCl, a 1,175%;

¢ Antibidtico cloranfenicol (CAN) na concentracdo de 34 mg/ml;

e Cloreto de 2,3,5-Trifenil Tetrazélio (TTC) (Sigma Aldrich).
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3.9.2. Méodo
e Preparacgéo do veneno bruto e do cloranfenicol
Inicialmente foi realizada uma série de diluicdes do veneno bruto de Bothrops
leucurus (4-1024 pg/ml) e do cloranfenicol (0,625-160 pg/ml) utilizando-se tampao
PBS estéril. As diluigdes utilizadas s&o consideradas padréo de acordo com o CLSI para
o0 teste de minima concentracdo inibitéria. O antibidtico em questdo foi empregado
como controle positivo dos ensaios.
e Preparacdo do meio de cultura e microrganimos
O agar Mueller-Hinton é um meio de cultura microbiologico ideal para o uso em
testes de susceptibilidade antimicrobiana utilizando-se enterobactérias. E constituido
por infusdo de carne (30%), caseina hidrolisada (1,75%), amido (0,15%) e agar (1,7%).
O preparo do meio de cultura utilizado consistiu em dissolver 21 g do agar em 1000 ml
de &gua deionizada, sendo posteriormente autoclavado por 15 minutos. Os
microrganismos, E. coli e S. aureus, inicialmente mantidos em freezer a temperatura de
-80 °C, foram inoculados no meio de cultura liquido e mantidos em estufa a 37 °C
overnight em condicGes de aerobiose para permitir o crescimento.
e Ajuste da turbidez de acordo com a escala de McFarland
Para o ajuste da turbidez e intensidade da multiplicacdo dos microrganismos nos
meios de cultivo liquidos foi utilizada a escala de McFarland. Para a preparacdo da
solucdo-padrédo da escala de McFarland, foram utilizados 0,05 ml de BaCl, a 1,175% e
9,95 ml de H,SO,4 a 1% e mantidos sob agitacdo lenta até total homogeneizacdo. Essa
solucdo corresponde ao padréo 0,5 da escala que apresenta turbidez aproximada de 1,5 x
10® unidades formadoras de colénias (UFC/ml). Para a utilizagdo no teste de minima
concentracdo inibitdria, a turbidez da suspensdo de microrganismos foi ajustada por
comparacéo visual ao precipitado de sulfato de bario pela adi¢do de meio liquido estéril.
e Teste da minima concentracdo inibitdria
Para os testes com o veneno bruto, adicionou-se em cada um dos pogos da placa
de microtitulacdo 50 pl do veneno nas diferentes diluigdes juntamente com 50 ul da
suspensdo de microrganismos previamente ajustada a escala de McFarland. Para os
controles positivos com cloranfenicol, foi feito o mesmo processo. Como controle
negativo, foi utilizado o tampéo PBS pH 7,4 e 0 meio de cultura Mueller Hinton sem o
veneno e 0s microrganismos. A placa contendo as diferentes amostras foi entdo

encubada overnight a 37 °C em condigcGes de aerobiose. Como o volume de
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veneno/cloranfenicol é 0 mesmo da suspensdo de microrganismos, considera-se que a
concentracdo inicial é reduzida pela metade. A Tabela 3 apresenta as concentracdes (em
pg/ml) finais de cada uma das amostras apds a adicdo do meio de cultura contendo 0s

microrganismos.

Tabela 3: Concentragfes do veneno bruto e do cloranfenicol utilizadas no teste MIC apés a adi¢éo do
meio de cultura contendo a suspensdo de microrganismos.

Concentracao c ~
oncentracao
Amostra | veneno bruto CAN (ug/ml)
(pg/ml)

1 2 0,312

2 4 0,625

3 8 1,25

4 16 2,5

5 32 5

6 64 10

7 128 20

8 256 40

9 512 80

Apos a encubacgdo overnight a 37 °C, foram adicionados 5 pl de TTC a cada um
dos pocos correspondentes as amostras e entdo, a placa foi novamente levada a estufa
em temperatura de 37 °C por um periodo de 2 horas. A analise dos pocos foi realizada
visualmente pela mudanca de coloracdo promovida pela adicdo do TTC a 1%. Essa
substancia reflete a atividade das enzimas desidrogenases relacionadas com os
processos de fosforilagdo oxidativa proveniente do metabolismo microbiano (BENITEZ
et al., 1999). Sua atividade é verificada principalmente na redugéo do cloreto de trifenil
tetrazolio a trifenil formazan (TFP), que se caracteriza por ser um composto insolavel
em agua de coloracdo rosea, podendo assim ser quantificado visualmente (TREVORS,
1984).
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4. RESULTADOS

4.1. Separacao Inicial — Cromatografia de Exclusdo Molecular

A cromatografia de exclusdo molecular do veneno bruto de Bothrops leucurus originou
um cromatograma com sete picos, Pl a PVII (Figura 1). Pode-se observar que o quarto pico,
PIV, apresentou o maior valor em unidade de absorbancia (mAU) a 280 nm,
(aproximadamente 1.100 mAU), enquanto o pico PVII apresentou a menor concentracao
(aproximadamente 80 mAU). A unidade de absorbancia é proporcional a quantidade de
proteina existente em cada uma das amostras, pois quantifica 0os aminoacidos aromaticos
(Phe, Tyr e Trp) presentes em proteinas enoveladas, visto que estes absorvem a luz na faixa
de 280 nm.

Posteriormente foi realizada a anélise por SDS-PAGE desses picos para averiguar o
perfil proteico de cada um deles (Figura 2). O PVII apresentou uma Unica banda, indicando

uma proteina pura de massa molecular de 15 kDa, sendo possivelmente uma fosfolipase.
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Figura 1. Cromatograma resultante da cromatografia de exclusdo molecular do veneno bruto de Bothrops
leucurus. Pode-se observar um perfil formado por sete picos: PI, PII, PIlI, PV, PV, PVI e PVII. A concentragdo
de proteina existente em cada pico € representada por unidade de absorbancia (mAU).

Figura 2: SDS-PAGE corado com nitrato de prata correspondente aos picos resultantes da cromatografia de
exclusdo molecular. M= marcador molecular em kDa; PT= proteina total (veneno bruto de Bothrops leucurus);
PI-PVI1= perfil proteico de cada pico resultante da cromatografia.
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4.2. Ensaio de purificacédo da fracao Pl da exclusdo molecular

O PI resultante da cromatografia de exclusdo molecular apds ser concentrado
apresentou coloracdo amarelada, indicando a existéncia da enzima L-aminoécido oxidase. A
LAAO confere essa coloracao tipica ao veneno bruto liofilizado, sendo que, ao ser isolada no
primeiro pico da exclusdo molecular, as demais fracdes (PII-PVII) apresentaram aspecto
incolor. Entdo, a coloragdo é uma forma de identificar a presenca dessa proteina.

O cromatograma resultante (Figura 3) apresenta seis picos, PI1, P12, PI3, P14, PI5 e
P16. Pode-se observar que todas as proteinas presentes na amostra se ligaram a coluna, pois
ndo houve um aumento consideravel em unidades de absorbancia (mAU) antes do processo de
eluicdo. As proteinas comecaram a ser eluidas a concentracdo de 5% de NaCl (picos PI1 e
P12). O PI2 apresentou a maior concentracdo proteica de acordo com o valor de mAU.

Foi realizada a analise por SDS-PAGE (coloracdo com nitrato de prata) para verificar a
composicao proteica de cada uma das fracOes obtidas na cromatografia (Figura 4). Pode-se
observar que nos picos P15 e P16 apareceu uma banda no gel com massa molecular de 65 kDa,
indicando a presenca de proteina pura (metalo protease). No Pl4 observa-se a presenca de
duas bandas muito proximas com massas moleculares semelhantes e o eluido correspondente

apresentou coloracdo amarelada, indicando que uma dessas proteinas corresponde a LAAO.
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Figura 3: Cromatograma resultante da cromatografia de troca aniénica do Pl da exclusdo molecular. Pode-se
observar um perfil formado por seis picos: PI1, P12, P13, Pl4, PI5 e PI6. A linha azul indica a concentragdo de
proteina existente em cada pico que é representada por unidade de absorbancia mAU; a linha verde indica o
gradiente de concentragdo do tamp&o contendo NaCl (tampéo de eluicéo).

Figura 4: SDS-PAGE em coloragdo prata correspondente aos picos resultantes da cromatografia de troca
aniénica do Pl. M= marcador molecular em kDa; Pl= pico | da exclusdo molecular. P11-P16= perfil proteico de

cada fraco resultante da cromatografia.



39

Para separar as proteinas de massas moleculares proximas presentes no P14 foi realizada
outra etapa cromatografica com a mesma coluna de troca anidnica, Mono Q 5/50 GL,
utilizando-se os mesmos tampdes de ligacdo e de eluigdo, juntamente com a mesma taxa de
fluxo e fragOes coletadas por tubo. O cromatograma resultante apresenta apenas trés picos
(Pl4a, Pl4b e Pl4c), em que todas as proteinas se ligaram a coluna e iniciando a elui¢do a
partir de uma concentragdo de 15% do tampéo B (Figura 5).

Posteriormente foi realizada a analise por SDS-PAGE corado com nitrato de prata para
verificar se houve a separacdo das bandas com massas moleculares proximas. Observa-se no
gel que ocorreu a separacdo dessas bandas, sendo que o pogo correspondente ao pico Plda
apresenta a banda referente a proteina com massa molecular maior (66 kDa) e os pocos Pl4b e
Pl4c apresentam uma banda correspondente a proteina de massa molecular de
aproximadamente 65 kDa (Figura 6). O poco Pl4b apresentou uma banda contaminante de
massa molecular menor (aproximadamente 35 kDa)..

A proteina purificada com massa molecular de 66 kDa trata-se da L-aminoacido
oxidase. Isso foi comprovado ao ser feito um pool com as aliquotas purificadas e
concentrando-o, sendo que apds a concentracdo, percebeu-se nitidamente a coloracdo
amarelada tipica dessa proteina, ao passo que as fracbes com massa de 65 kDa permaneceram

incolores, sendo inicialmente classificadas como uma metalo protease.
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Figura 5: Cromatograma resultante da cromatografia de troca anibnica do Pl4. Pode-se observar um perfil
formado por trés picos: Pl4a, P14 b e Pl4c. A linha azul indica a concentragdo de proteina existente em cada pico
que é representada por unidade de absorbancia mAU; a linha verde indica o gradiente de concentracdo do

tampéo contendo NaCl (tampao de eluigdo).

Figura 6: SDS-PAGE em coloracdo prata correspondente aos picos resultantes da cromatografia de troca
anidnica do P14. M= marcador molecular em kDa; Pl14= proteina total. Pl4a-Pl4c= perfil proteico de cada pico

resultante da cromatografia.
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4.3. Ensaio de purificacdo da fracédo PII da exclusdo molecular

O PII resultante da cromatografia de exclusdo molecular foi aplicado na resina de
afinidade & Benzamidina. O cromatograma resultante apresentou trés picos (Figura 7): PII1 e
P112, que correspondem a fracdo proteica ndo ligada a benzamidina (sem afinidade) e o PII3
que corresponde a fracdo proteica com afinidade a benzamidina que foi eluido com o tampéo
glicina.

Para verificar a composigdo proteica das fracOes foi realizado o SDS-PAGE corado
com nitrato de prata (Figura 8). O P1I3, o pico com afinidade a benzamidina, apresentou duas
bandas de massas moleculares muito proximas: uma superior, com massa de 38 kDa e uma
banda inferior, com massa de aproximadamente 35 kDa. Observou-se que nos picos PII1 e
P112, que correspondem as proteinas sem afinidade a resina, também apareceram as bandas de
35 e 38 kDa,.porém em menor intensidade. 1sso ocorre, pois 0s processos de purificacdo nao
apresentam um rendimento de 100%, sendo que algumas proteinas, mesmo com afinidade a
resina, passam diretamente pela regido intersticial da coluna sem ocorrer a ligacao.

Apdbs a cromatografia de afinidade a benzamidina, foram realizados outros ensaios
cromatogréaficas utilizando-se o PlI3 na tentativa de separar essas proteinas com massas
moleculares préximas. Foram realizadas cromatografias de troca anibnica e catibnica,
alterando-se os tampdes de ligagdo e eluicdo (tampdo acetato de sddio pH 5,4). Entretanto, ao
analisar os perfis cromatograficos por SDS-PAGE (dados ndao mostrados), verificou-se que as

proteinas com massas moleculares proximas ndo puderam ser separadas.
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Figura 7: Cromatograma resultante da cromatografia de afinidade a benzamidina do PlI. Pode-se observar o
perfil caracteristico da cromatografia de afinidade, que é formado por trés picos, P111, P112 e P113. Os picos PlI1
e PII2 apresentam as fracfes que ndo apresentaram afinidade a benzamidina. O pico PII3 apresenta a proteina
com afinidade a mesma. A linha azul indica a concentracdo de proteina existente em cada pico que é
representada por unidade de absorbancia mAU; a linha verde indica a concentragdo do tampéo glicina.

Figura 8: SDS-PAGE em coloracéo prata correspondente aos picos resultantes da cromatografia de afinidade a
benzamidina. M= marcador molecular em kDa; PlI= pico Il da exclusdo molecular. O pogo PII3 corresponde a

fracdo com afinidade a benzamidina.
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4.4. Ensaio de purificacdo das fracdes PIV, PV e PVI da exclusdo molecular

O cromatograma resultante da cromatografia de troca catidnica (Figura 9) apresentou,
além de um pico constituido por proteinas que ndo se ligaram a coluna (NL), seis picos (P1-
P6) durante o processo de eluicdo.

De acordo com o0 SDS-PAGE corado com nitrato de prata realizado com as fragdes do
cromatograma (Figura 10), pode-se observar que ocorreu a separacdo das proteinas que
estavam presentes nos picos PIV, PV e PVI da exclusdo molecular. A fracdo ndo ligada a
coluna, NL, e os picos P2-P6 apresentam duas bandas com massas moleculares de 14 e 15
kDa, sugerindo serem duas fosfolipases. O P1 apresentou duas bandas muito préximas com
massa molecular de aproximadamente 28 kDa.

Foram realizados testes cromatograficos adicionais no Pl alterando-se o tipo de coluna
utilizada e as condi¢des de pH na tentativa de separar as bandas de 28 kDa, porém, as mesmas
ndo foram purificadas podendo indicar que sdo isoformas da mesma proteina (metalo

protease).
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Figura 9: Cromatograma resultante da cromatografia de troca catidnica dos picos PIV, PV e PVI. NL= fracdo
proteica ndo ligada a coluna; P1-P6= picos resultantes do processo de eluigdo. A linha azul indica a concentragéo
de proteina existente em cada pico que é representada por unidade de absorbancia mAU; a linha verde indica a

concentragdo do tamp&o com NaCl (tampéo de eluicéo).

Figura 10: SDS-PAGE em coloracdo prata correspondente as fracdes resultantes da cromatografia de troca
catibnica dos picos PIV, PV e PVI. M= marcador molecular em kDa; PT= proteina total (PIV, PV e PVI); NL=
fracéo proteica que ndo se ligou a coluna; P1-P6= fragdes resultantes do processo de eluicéo.
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4.5. Atividade Fibrinogenolitica

4.5.1. Atividade fibrinogenolitica da Serino Protease

De acordo com o primeiro teste, pode-se verificar que ocorreu atividade
fibrinogenolitica (Figura 11) em todas as concentracdes utilizadas de serino protease sobre a
cadeia a do fibrinogénio. Com relag¢do a cadeia [, nas menores concentragdes da enzima 0,05;
0,1 e 0,2 mg/ml (pocgos c1, c2 e c3 do gel) ndo ocorreu ou ocorreu atividade muito baixa,
sendo que esta tornou-se mais eficiente nas concentragdes de 0,4; 0,6; 0,8 e 1,0 mg/ml (pocos
c4-c7). Nao ocorreu atividade sobre a cadeia y em nenhuma das amostras. Observa-se no gel,
logo abaixo das cadeias do fibrinogénio, algumas bandas de massas moleculares menores,

indicando a presenca de peptideos resultantes da digestdo das cadeias a e B do fibrinogénio.
No segundo teste realizado com a serinoprotease (Figura 12), pode-se observar que
no tempo de incubagdo equivalente a 15 minutos (t1) ocorreu a maior atividade, seguido do
tempo de 30 e 45 minutos (t2 e t3), sendo que nas demais amostras (t4-t6) a atividade foi
menor e manteve-se constante mesmo com o aumento do tempo de incubagdo. A cadeia a do
fibrinogénio foi totalmente degradada e a cadeia B foi parcialmente hidrolisada em todas as

amostras.
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Figura 11: SDS-PAGE com coloragdo Coomassie Blue da atividade fibrinogenolitica da serino protease
variando-se o fator concentragio de proteina. F= controle fibrinogénio indicando as cadeias a, B € y; P= controle
serinoprotease. Os pogos c1-c7 indicam as diferentes concentracBes utilizadas de proteina. Observa-se que em
todas as amostras houve atividade sobre a cadeia a do fibrinogénio. Houve maior atividade sobre a cadeia § nas
amostras c4-c7 e auséncia de atividade sobre a cadeia y em todas as amostras.

Figura 12: SDS-PAGE com coloracdo Coomassie Blue da atividade fibrinogenolitica da serino protease
variando-se o fator tempo de incubacdo. F= controle fibrinogénio indicando as cadeias a, B e y; P= controle
serinoprotease. Os pocos t1-t6 indicam os diferentes tempos de incubacdo testados. Observa-se que em todas as
amostras houve atividade sobre a cadeia o do fibrinogénio e sobre a cadeia p em menor intensidade. A atividade

foi mais significativa no tempo de 15 minutos (t1).
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4.5.2. Atividade fibrinogenolitica da Metalo Protease de 28 kDa

De acordo com o0 SDS-PAGE com coloragdo Coomassie Blue do primeiro teste com a
metalo protease de 28 kDa (Figura 13), observa-se que ocorreu atividade sobre a cadeia a do
fibrinogénio em todas as amostras testadas; leve atividade sobre a cadeia  nas concentra¢des
de proteina de 0,1; 0,2 e 0,4 mg/ml (c1, c2 e c3) e intensa atividade sobre essa mesma cadeia
nas demais amostras (c4, ¢5, ¢6 e ¢7). Também houve atividade sobre a cadeia y nas amostras
c5-c7, sendo mais intensa na concentragdo de 1 mg/mi.

O segundo teste em que se variou 0 tempo de incubacdo das amostras, pode-se
perceber pela anélise do SDS-PAGE (Figura 14) que ocorreu total hidrélise das cadeias a e
em todos os tempos testados 15, 30, 45, 60, 90 e 120 minutos e que a digestdo da cadeia vy foi
mais intensa no tempo de 15 minutos (t1). Em comparacdo com a atividade fibrinogenolitica
da serino protease (Figuras 11 e 12), observou-se que a metalo protease de 28 kDa apresenta
maior eficiéncia em ambos os experimentos.

As bandas que aparecem nos géis (Figuras 13 e 14) com massas moleculares logo
abaixo da cadeia y do fibrinogénio sdo peptideos resultantes hidrélise das cadeias do

fibrinogénio, indicando que houve atividade enzimatica.
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Figura 13: SDS-PAGE com coloragdo Coomassie Blue da atividade fibrinogenolitica da metalo protease de 28
kDa variando-se o fator concentragdo de proteina. F= controle fibrinogénio indicando as cadeias a, B e v; P=
controle metalo protease. Os pogos c1-c7 indicam as diferentes concentrag@es utilizadas de proteina. Observa-se
que em todas as amostras houve atividade sobre a cadeia a do fibrinogénio. Houve maior atividade sobre a
cadeia P nas amostras c4-c7 e presenca de atividade sobre a cadeia y nas amostras c5-C7.

Figura 14: SDS-PAGE com colora¢do Coomassie Blue da atividade fibrinogenolitica da metalo protease de 28
kDa variando-se o fator tempo de incubacéo. F= controle fibrinogénio indicando as cadeias a, B e y; P= controle
metalo protease. Os pogos t1-t6 indicam os diferentes tempos de incubacéo testados. Observa-se que em todas as
amostras houve atividade sobre a cadeia a e f do fibrinogénio e atividade mais intensa sobre a cadeia y no tempo
de 15 minutos (t1).
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4.5.3. Atividade fibrinogenolitica da Metalo Protease de 65 kDa

No primeiro teste, em que se alterou apenas a concentracao da enzima, mantendo-se a
concentracdo do fibrinogénio e tempo de incubacdo constantes, pode-se observar no gel
(Figura 15) que na concentracdo de 0,05 mg/ml (c1) ocorreu a digestdo total da cadeia o e
parcial da cadeia . Nas concentracGes de 0,1; 0,2; 0,4; 0,6 e 0,8 mg/ml (c2-c6) ocorreu a
hidrolise total das cadeias a e 8, com degradag¢ao parcial da cadeia y, sendo que nesta Ultima, a
atividade foi aumentando progressivamente com o aumento da concentra¢do da proteina. No
pogo c7 do gel, correspondente a concentracdo de 1 mg/ml, observa-se que a banda y do
fibrinogénio sofreu praticamente hidrolise completa, mostrando que a concentragdo dessa
metalo protease tem grande influéncia na atividade fibrinogenolitica.

No segundo experimento, em que foram testados diferentes tempos de incubacdo,
mantendo-se as concentracfes de fibrinogénio e proteina constantes, observou-se na analise
por SDS-PAGE (Figura 16) que a digestdo da cadeia a ocorreu em todas as amostras e a
hidrélise da cadeia B foi mais intensa nos tempos de incubacdo de 60, 90 e 120 minutos (t4-
t6). Com relagdo a cadeia y, observou-se que sua maior hidrolise ocorreu nos tempos que

variaram de 15 a 60 minutos de incubacdo (t1-t4).
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Figura 15: SDS-PAGE com coloragdo Coomassie Blue da atividade fibrinogenolitica da metalo protease de 65
kDa variando-se o fator concentragdo de proteina. F= controle fibrinogénio indicando as cadeias a, B e v; P=
controle metalo protease. Os pogos c1-c7 indicam as diferentes concentragdes utilizadas de proteina. Observa-se
que em todas as amostras houve atividade sobre a cadeia a do fibrinogénio. A hidrélise total da cadeia B ndo
ocorreu apenas no pogco cl. Houve atividade sobre a cadeia y nas amostras c2-c7, sendo mais intensa com o
aumento da concentragdo da enzima.

Figura 16: SDS-PAGE com coloracdo Coomassie Blue da atividade fibrinogenolitica da metalo protease de 65
kDa variando-se o fator tempo de incubacéo. F= controle fibrinogénio indicando as cadeias a, B e y; P= controle
metalo protease. Os pocos t1-t6 indicam os diferentes tempos de incubacéo testados. Observa-se que em todas as
amostras houve atividade sobre a cadeia a do fibrinogénio. Em todas as amostras ocorreu atividade sobre a
cadeia B, sendo que esta foi totalmente hidrolisada nos pocos t4-t6. A atividade mais intensa sobre a cadeia y
ocorreu no tempo de 15 minutos (t1).
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4.6. Atividade proteolitica sobre a Caseina

Os testes da atividade proteolitica sobre a caseina foram realizados com 0 veneno
bruto e com as proteinases purificadas. Com relacéo a atividade do veneno bruto, observou-se
que a partir do pH 6,2 ocorreu um aumento constante da atividade, decaindo apenas no pH
10,2 e que o maior valor, 110 U/mg (unidades caseinoliticas por miligrama de veneno),
ocorreu em pH 8,6.

Para a metalo protease de 28 kDa, a atividade caseinolitica apresentou o maior valor,
170 U/mg, em pH 8,6. Ja a metalo protease de 65 kDa apresentou atividade crescente com o
aumento do pH, com o maior valor (250 U/mg) em pH 10,2. A Figura 17 apresenta 0s
gréficos referentes a atividade caseinolitica do veneno bruto e metalo proteinases de 28 e 65
kDa respectivamente.

A serino protease purificada no presente estudo ndo apresentou atividade proteolitica

sobre a caseina.
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Figura 17: Atividade proteolitica do veneno bruto e metalo proteinases de 28 e 65 kDa sobre a caseina. Em cada
um dos gréficos, o eixo x indica os diferentes valores de pH testados e 0 eixo y indica os valores correspondentes
em U/mg (unidades caseinoliticas por miligrama de veneno/enzima testados). As barras indicam a média dos
valores obtidos com o respectivo desvio padréo.
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4.7. Ensaio antimicrobiano do veneno bruto — Minima Concentracéo Inibitéria (MIC)

Apos a realizacdo do teste, pode-se observar que o veneno bruto de Bothrops leucurus
inibiu completamente o crescimento do Staphylococcus aureus na concentracdo de 32 pg/mi,
indicando que esse microrganismo é susceptivel a acdo do veneno. A Figura 18 apresenta 0s
pocos contendo as amostras de veneno e cloranfenicol testados. O pogo A5 indica exatamente
onde ocorreu a inibicdo microbiana, sendo que nas concentracOes anteriores (Al-A4) o
crescimento desse microrganismo ainda foi possivel, o que pode ser comprovado pela
coloragdo avermelhada que indica a presenca de metabolismo microbiano. Para o
cloranfenicol, a minima concentracdo inibitoria contra S. aureus foi de 20 pg/ml (amostra
B7).

Entretanto, o veneno bruto ndo inibiu o crescimento da Escherichia coli em nenhuma
das concentracOes utilizadas, o que pode ser observado na Figura 19, nos pogos A1-A9 que
apresentam a colorag@o avermelhada indicativa de metabolismo microbiano. O cloranfenicol,
apresentado como controle positivo, inibiu o crescimento da E. coli na concentracdo de 5

pg/ml (amostra B5).

Figura 18: Teste da minima concentracéo inibitéria do veneno bruto de Bothrops leucurus em Saphylococcus
aureus. A linha A indica as concentracfes finais de veneno (2-512 pg/ml). A linha B representa o controle
positivo utilizando-se o cloranfenicol (0,312-80 pg/ml).

Figura 19: Teste da minima concentracéo inibitoria do veneno bruto de Bothrops leucurus em Escherichia coli.
A linha A indica as concentracdes finais de veneno (2-512 pg/ml). A linha B representa o controle positivo
utilizando-se o cloranfenicol (0,312-80 pg/ml).
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5. DISCUSSAO

Na América do Sul, as serpentes do género Bothrops tém sido estudadas devido a sua
predominancia e importancia médica em paises como o Brasil, Colémbia, Equador,
Venezuela, Bolivia e Peru. O veneno produzido pelas serpentes desse género caracteriza-se
por ser uma mistura complexa de proteinas ativas (aproximadamente 90 % do peso seco) com
diferentes propriedades toxicas. Um acidente botropico pode ser clinicamente classificado de
acordo com a presenca de manifestacdes locais ou sisttémicas. Dentre as manifestacdes
sistémicas estdo as desordens na coagulacdo, hemorragia, alteracdo na funcdo plaquetéria e
deplecdo do fibrinogénio (HATI et al., 1999). Esses efeitos podem ser causados por
miotoxinas, disintegrinas, peptideos vasoativos e enzimas, como as metalo proteinases,
fosfolipases, hialuronidases e serino proteinases (WEISEL, 2005).

Essas enzimas e demais compostos do veneno de serpentes Sd0 responsaveis por
promover alteracdes no sistema hemostatico. A hemostasia é resultante do equilibrio entre
proteinas pro-coagulantes e anticoagulantes, na qual estdo envolvidos os vasos, as plaquetas,
as proteinas da coagulacdo e da fibrindlise e os anticoagulantes naturais. Todos estes
componentes estdo inter-relacionados, constituindo os sistemas da coagulacdo, da
anticoagulacdo e da fibrindlise (JOBE, 1992).

O fibrinogénio é uma molécula dimérica ligada por pontes dissulfeto com 340.000 Da,
sendo que cada um de seus mondmeros é composto por trés subunidades proteicas nao
idénticas, as cadeias Aa, BB e y com 66.500, 52.000 e 46.500 Da respectivamente, sendo um
dos responsaveis pela agregacdo plaquetéria e equilibrio do sistema hemostatico. A trombina
catalisa a clivagem dos fibrinopeptideos (Fp) A e B, convertendo o fibrinogénio em fibrina,
gue espontaneamente se polimeriza em uma dupla fita de protofibrilas que se transformam em
fibras de fibrina, constituindo o codgulo (WEISEL, 2005; DOOLITTLE, 2008). Os coagulos
de fibrina sdo dissolvidos por uma série de outras reacdes enzimaticas que constituem o
sistema fibrinolitico. Estas reacfes sdo altamente especificas na clivagem do coagulo de
fibrina insoltvel, em vez de fibrinogénio circulante, sendo que existe um equilibrio dindmico
entre a coagulacdo e fibrindlise, de modo que a conversdo do fibrinogénio em fibrina e a
dissolugdo do coagulo devem ser cuidadosamente reguladas (WEISEL, 2005).

Algumas enzimas presentes nos venenos de serpentes sdo conhecidas como “thrombin-

like enzymes” ou “enzimas semelhantes a trombina” (SVTLES) por apresentarem atividade
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sobre o fibrinogénio e, consequentemente sobre a coagulacdo sanguinea (PIRKLE et al.,
1998; MAGALHAES et al., 2003), sendo que a principal delas é a serino protease. As
desordens na coagulagdo causadas por essas enzimas podem ocorrer em VArios niveis da
cascata de coagulacdo do sangue, mas elas agem principalmente sobre o fibrinogénio,
clivando as cadeias Aa e/ou B ¢ suas a¢des in vivo levam a uma rapida desfibrinogenacdo
(SERRANO, MAROUN, 2005; SWENSON, MARKLAND, 2005; PHILLIPS et al., 2009).

Dentre as caracteristicas bioquimicas das SVSPs, destaca-se a glicosilagéo, a presenca
de carboidratos ligados as moléculas que variam grandemente entre essas enzimas (MATSUI
et al., 2000; MACKESSY, 2010). Como exemplo, a glicosilacdo de serino proteinases do
veneno de Bothrops jararaca, em que aproximadamente 62% da sua massa molecular elevada
(67 kDa) deve-se ao contetido de carboidratos (MURAYAMA et al., 2003). Comportamento
semelhante foi observado nos venenos de B. jararacussu (SANT’ANA et al., 2008), B.
andianus (VALERIANO-ZAPANA et al., 2012) e B. pirajai (MENALDO et al., 2012). A
importancia desses carboidratos na estrutura e funcdo dessas enzimas ndo esta completamente
elucidada. Em muitos casos, foi demonstrado que as N-glicosilacdes proximas aos sitios
cataliticos interferem na atividade enzimatica (ZHU et al., 2005; SOARES, OLIVEIRA,
2009). Outros estudos indicam que os carboidratos sdao mais importantes para a estabilizacéo
dessas enzimas do que para a sua atividade catalitica (KOMORI, NIKAI, 1998). A
estabilidade das mesmas frente as variacBes de temperatura e pH também se devem a
presenca de pontes dissulfeto (MACKESSY, 2010).

Com base nessas propriedades das serino proteinases, Magalhdes e colaboradores
(2007) realizaram a purificagdo e a caracterizagdo enzimatica de uma SVTLE presente no
veneno de Bothrops leucurus. De acordo com esse estudo, essa enzima, denominada
leucurobina (leuc) apresentou atividade fibrinogenolitica relevante sobre a cadeia o ¢
atividade muito baixa sobre a cadeia B do fibrinogénio. Além da atividade sobre o
fibrinogénio, foram realizadas algumas deglicosilacdes da enzima purificada para verificar
qual a massa molecular da enzima nativa e qual a massa da enzima contendo as glicosilagdes.
A fracdo purificada continha tanto leucurobina nativa quanto a glicosilada, sendo que ambas
apresentaram massas moleculares muito préximas: enzima nativa com 30 kDa e a enzima
glicosilada com 35 kDa. Para a purificacdo também foram realizadas as mesmas etapas
cromatograficas do presente estudo.

Com isso, pode-se verificar que os dados a respeito da serino protease purificada no
presente estudo corroboram com o estudo realizado por Magalhées et al. (2007). No presente

estudo a enzima em questdo também apresentou atividade fibrinogenolitica significante sobre
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a cadeia o do fibrinogénio e atividade baixa sobre a cadeia B (Figuras 11 e 12). Quanto ao
aparecimento das duas bandas proximas no gel (35 e 38 kDa) mesmo apds as diversas etapas
cromatograficas (Figura 8), pode-se concluir que sdo a mesma proteina, porém com diferentes
taxas de glicosilacdo. Diferentes niveis de glicosilagdo sdo responsaveis pela
microheterogeneidade das serino proteinases, sendo também encontrada nas TLES de venenos
de outras serpentes (MAGALHAES et al., 2007).

SVMPs causam hemorragia por degradar as proteinas da membrana celular endotelial
(integrinas e caderinas) e os componentes da membrana basal (fibronectina, laminina,
nidogénio e colageno tipo 1V) (BARAMOVA et al., 1989). As proteinas da coagulagéo
(fibrinogénio, fator X, protrombina) também sdo alvos das atividades proteoliticas dessas
enzimas. As metalo proteinases presentes nesses venenos também hidrolisam o fibrinogénio
in vitro (MUKHERJEE, 2008; WELDON, MACKESSY, 2010) e coagulam a fibrina
(MACKESSY, 1993, 1996). Muitas metalo proteinases podem ser consideradas menos
especificas em relacdo ao fibrinogénio, pois na digestdo das cadeias existem fatores que
podem afetar esse processo, como por exemplo, o tempo de incubacdo o que resulta na
producdo de numerosos fragmentos de degradacdo (MACKESSY, 1993).

A atividade hemorragica foi atribuida a todas as classes de metalo proteinases, sendo
que, em termos de potencial hemorrégico e diversidade de atividades bioldgicas, as SVMPs
P-111 (50-80 kDa) séo as mais eficazes e diversas dentre as trés classes, pois sao capazes de
inibir a agregacdo plaquetaria (LAING, MOURA-DA-SILVA, 2005). As metalo proteinases
P-111 séo capazes de induzir, ndo somente o sangramento local, como também o sistémico,
enguanto que o tipo P-1 induz apenas a hemorragia local. A atividade proteolitica desse grupo
de enzimas P-11l ndo é correspondente a sua atividade hemorragica, sugerindo a existéncia de
dominios adicionais ndo cataliticos que agem provavelmente através do substrato alvo
(GUTIERREZ et al., 2005). Com base nas caracteristicas proteoliticas das SVMPs diversos
trabalhos de purificacdo e caracterizagéo foram realizados.

De acordo com a literatura, foi realizada a purificacdo e a caracterizacdo enzimatica de
uma metalo protease da classe P-1 com 23 kDa presente no veneno de Bothrops leucurus.
Essa enzima, denominada leucurolisina-a (leuc-a), que constitui apenas 5,4 % do veneno
bruto total, foi purificada por duas etapas cromatogréaficas, exclusdo molecular e troca i6nica.
Apresentou atividade proteolitica sobre a caseina e atividade fibrinogenolitica, clivando a
cadeia o do fibrinogénio (BELLO et al., 2006; GREMSKI, et al., 2007). Outra metalo
protease de massa molecular préxima, 23,1 kDa, também foi purificada e caracterizada

apresentando as mesmas atividades proteoliticas sobre a caseina e o fibrinogénio.
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Denominada BleucMT, constitui apenas 1,75 % do total do veneno bruto (GOMES et al.,
2011)

Uma metalo protease de 55 kDa foi purificada e caracterizada, apresentando atividade
proteolitica sobre a caseina e atividade fibrinogenolitica intensa sobre a cadeia a do
fibrinogénio. Foram realizados testes que variavam a concentragdo da enzima e o tempo de
incubagdo, ndo ocorrendo atividade sobre as cadeias B e y. Essa enzima, apos ser purificada,
apresentou massa molecular de 65 kDa devido a presenca de carboidratos ligados a proteina
nativa, sendo entdo submetida a um tratamento para a retirada das glicosilagdes. A proteina
nativa apresentou massa molecular de 55 kDa, pertencente a clase P-I1l, sendo denominada
leucurolisina-b (leuc-b) e constituindo cerca de 1,2 % do veneno bruto total (SANCHEZ et
al., 2007).

Com isso, pode-se observar que no presente estudo as atividades proteoliticas sobre a
caseina e o fibrinogénio das metalo proteinases purificadas foram coniventes com 0s
resultados presentes na literatura, ou seja, as enzimas de 28 kDa (classe P-1) e 65 kDa (classe
P-111) podem ser classificadas como metalo proteinases por apresentarem as atividades
proteoliticas. Porém, ndo existem trabalhos referentes as SVMPs de Bothrops leucurus com as
massas moleculares encontradas no presente estudo, indicando a purificacdo de novas
enzimas ainda ndo descritas ou que as enzimas do presente estudo sejam as mesmas
encontradas nos trabalhos anteriores, porém com diferentes niveis de glicosilagdo.
Interessante ressaltar que a metalo protease de 65 kDa purificada apresentou elevada atividade
proteolitica sobre a cadeia y do fibrinogénio (Figuras 15 e 16), o que ndo foi observado
anteriormente para as metalo proteinases ja conhecidas de B. leucurus. De acordo com
Mackessy (1996), algumas metalo proteinases sdo capazes de catalisar a hidrdlise da cadeia y
do fibrinogénio.

A atividade caseinolitica observada no veneno bruto (Figura 17) deve-se a agéo
proteolitica das metalo proteinases presentes no mesmo. Este teste é geralmente utilizado para
verificar em quais condicdes de pH, temperatura e tempo de incubacdo as proteinases
apresentam melhor atividade proteolitica, além de ser Util na identificacdo de fracdes nédo
purificadas que apresentam essas enzimas (SANCHEZ et al., 2007; GOMES et al., 2011). No
veneno bruto e na metalo protease de 28 kDa, o pH que apresentou o maior valor de hidrélise
da caseina foi 8,6,. Porém a metalo protease de 65 kDa teve a maior atividade em pH 10,2.

Algumas enzimas fibrino(geno)liticas causam répida desfibrinogenacdo quando sdo
administradas intravenosamente, reduzindo a viscosidade do sangue como um todo (CHANG,
HUANG, 1995) e aumentando o fluxo sanguineo (ESCHENFELDER, 1996). Algumas dessas
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proteinases de venenos de serpentes tém sido utilizadas como agentes desfibrinantes em uma
série de condicbes clinicas incluindo trombose venosa profunda, infarto do miocardio,
embolia pulmonar, doenga vascular periférica, angina, adesivos cirargicos e quadros de
rejeicdo de transplantes renais (STOCKER, 1990; THOMAZINI-SANTOS et al., 2001). Por
isso, essas enzimas sdo de grande interesse para a clinica médica, principalmente as que
apresentam elevado grau de pureza e que ndo desenvolvem outros efeitos farmacologicos.

As fosfolipases presentes nos venenos de serpentes possuem diferentes isoformas e
apresentam uma massa molecular que varia de 13 a 18 kDa (WARD et al., 2001). Além disso,
elas podem ser classificadas em dois grupos diferentes de acordo com o seu ponto isoelétrico:
as fosfolipases acidas que sdo menos toxicas e as basicas, que sdo usualmente responsaveis
pela maioria dos efeitos toxicos dos venenos de serpentes (VARGAS et al., 2012). Higuchi e
colaboradores (2007) purificaram duas isoformas de PLA2 presentes no veneno de Bothrops
leucurus a partir de trés processos cromatograficos: exclusdo molecular, troca ibnica e
cromatografia de fase reversa. Em um estudo mais recente, foi purificada e caracterizada uma
fosfolipase com massa molecular de aproximadamente 15 kDa (NUNES et al., 2011). As
PLAZ2 sdo de grande interesse cientifico devido a sua abundancia no veneno e as suas diversas
funcbGes adquiridas durante sua evolucdo (BONFIM et al., 2008), como os efeitos
antimicrobianos, antitumorais, parasiticidas e efeitos pr6 ou anti inflamatérios (RUCAVADO
et al., 2002; STABELLI et al., 2007; SAMI et al., 2008; OLIVEIRA et al., 2009). No presente
trabalho, duas isoformas dessa proteina foram separadas, apresentando massas moleculares de
14 e 15 kDa, respectivamente.

A L-aminoacido oxidase confere a coloragdo amarelada de alguns venenos de serpentes
devido a presenca do cofator flavina (principalmente FAD) (SANCHEZ, MAGALHAES,
2001). Apesar de alguns componentes do veneno apresentar um grande potencial no sistema
homeostatico, como as metalo proteinases e serino proteinases, o papel da LAAO na
agregacdo plaquetaria e coagulacao ainda permanece controverso. Enquanto algumas LAAQOs
induzem a agregacdo plaquetaria (ALI et al., 2000; 1ZIDORO et al., 2006), outras promovem
a inibicdo desse processo de acordo com a concentracdo dessa enzima (SAMEL et al., 2006,
2008). Naumann e colaboradores (2011) estudaram os efeitos da LAAO de B. leucurus em
alguns componentes do sistema homeostatico, concluindo que essa enzima ndo induz a
agregacdo plaquetaria, inibindo a mesma no plasma sanguineo. Posteriormente serdo
realizados testes de coagulacdo com a enzima purificada no presente estudo para verificar se
esta induz ou inibe a agregacao plaquetéria.
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Em dois estudos de purificacdo e caracterizacdo enzimatica da L-aminoacido oxidase
presente no veneno de B. leucurus, foram encontradas enzimas com diferentes massas
moleculares, 60 (NAUMANN et al., 2011) e 80 kDa (TORRES et al., 2010). A enzima nativa
com 60 kDa apresentou uma isoforma glicosilada com aproximadamente 64 kDa. No presente
estudo, a purificacdo resultou em uma enzima de coloracdo amarelada com massa molecular
de 66 kDa, indicando ser outra isoforma. A presenca de isoformas dessa enzima em um
mesmo veneno pode ser explicada por trés fatores distintos: diferencas existentes na prépria
enzima, diferentes niveis de glicosilacdo (SAKURALI et al., 2001; STABELI et al., 2004) ou
sintese a partir de diferentes genes (STILES et al., 1991).

Sabe-se que 0s venenos de serpentes apresentam atividade antimicrobiana contra virus,
fungos, protozoarios e bactérias. Com base nessa propriedade, foi realizado o teste da minima
concentracdo inibitéria (MIC) do veneno bruto de B. leucurus sobre duas linhagens de
patégenos humanos: a E. coli, uma bactéria Gram-negativa e 0 S. aureus, uma Gram-positiva.
Na literatura existem apenas dois trabalhos que apresentam testes antimicrobianos que
utilizam o veneno em questdo. Torres e colaboradores (2010) realizaram testes
antimicrobianos contra S. aureus, E. coli e outros microrganismos utilizando o veneno bruto
de B. leucurus e uma LAAO purificada com massa molecular de 80 kDa. O veneno bruto
apresentou atividade inibitoria contra o S. aureus na concentragdo de 25 pg/ml no teste MIC,
entretanto, ndo inibiu o crescimento de E. coli. A LAAO nao inibiu o crescimento de nenhum
dos microrganismos. No presente estudo, o veneno bruto inibiu o crescimento do S. aureus na
concentracdo de 32 pg/ml, sendo muito proxima a concentracdo encontrada na literatura.
Outro estudo mais recente utilizou uma lectina de 30 kDa purificada do veneno de B. leucurus
em testes de inibig&o do crescimento de Gram-positivas e negativas, dentre elas o S. aureus e
a E. coli, apresentando atividade antimicrobiana contra o S. aureus, porém néo inibindo o
crescimento da E. coli (NUNES, et al., 2011).

Alguns estudos que utilizaram fosfolipases de venenos de serpentes em testes de
inibicdo do crescimento microbiano demonstraram que essas enzimas também apresentam
atividade antimicrobiana contra patégenos Gram-positivos, dentre eles, 0 S. aureus, porém,
ndo inibindo bactérias Gram-negativas. As PLA2 agem degradando os fosfolipideos que
constituem as membranas celulares desses microrganismos (KODURI et al., 2002;
NEVALAINEN et al., 2008; VARGAS et al., 2012). Essas enzimas sdo capazes de penetrar
no peptideoglicano das Gram-positivas e, dessa forma, ter acesso aos fosfolipideos que
compdem a membrana celular, entretanto, elas sdo capazes de hidrolisar esses mesmos

componentes das Gram-negativas apenas se a parede rica em lipopolisacarideos for
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previamente rompida. Essa é a razdo pelas quais muitos venenos nao apresentam atividade
antimicrobiana contra bactérias Gram-negativas, a dificuldade em atingir a membrana celular
(NEVALAINEN et al., 2008). Além disso, ja foi verificado na literatura PLA2 com atividade
antimicrobiana contra patégenos Gram-negativos. Sami e colaboradores (2008) estudaram
uma fosfolipase presente no veneno de Agkistrodon halis que € capaz de promover
modificagfes morfologicas que alteram a integridade das membranas celulares de Gram-
positivas e negativas, diferenciando-se das outras PLA2 que devem necessariamente
atravessar as paredes celulares para ter acesso aos fosfolipideos. Em outros estudos, o
peptideo C-terminal de algumas PLA2 e da miotoxina Il do veneno de B. asper foi o
responsavel pela atividade antimicrobiana em bactérias Gram-positivas e negativas
(SANTAMARIA et al., 2005; ARAGAO et al., 2008). Esses dados mostram as diferentes
formas de acdo dos compostos dos venenos de serpentes na inibicdo do crescimento de
diversos microrganismos e a importancia em se compreendé-los para a sua possivel utilizacao

na producédo de farmacos e antibi6ticos.

6. CONCLUSOES

e A presenca de atividade proteolitica sobre a caseina nas enzimas purificadas com 28 e
65 kDa indicam que as mesmas sdo metalo proteinases. A atividade presente no
veneno bruto deve-se a essa classe de enzimas, pois as serino proteinases testadas néo
hidrolisaram a caseina;

e As metalo proteinases purificadas a partir do veneno bruto de Bothrops leucurus ndo
foram encontradas na literatura;

e A metalo protease de 65 kDa apresentou elevada atividade fibrinogenolitica sobre a
cadeia y do fibrinogénio, caracteristica ndo encontrada nas metalo proteinases
descritas presentes no veneno de B. leucurus;

e A serino protease purificada apresentou duas bandas com massas moleculares muito
proximas que ndo puderam ser separadas, indicando que podem ser isoformas da

mesma proteina que se diferem pelo numero de glicosilacGes. Essa enzima apresentou
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atividade proteolitica sobre o fibrinogénio, indicando seu papel no sistema
homeostatico;

e Uma L-aminoacido oxidase com 66 kDa foi purificada, sendo que na literatura séo
descritas enzimas com massas moleculares diferentes, o que indica que essa enzima
também pode ser uma isoforma com um nivel diferente de glicosilacao;

e No estudo verificaram-se as propriedades proteoliticas presentes no veneno de B.
leucurus e algumas fragdes que sdo responsaveis por essa atividade. Além disso,
observou-se que realmente existem variagdes dentro do veneno de uma mesma espécie
de serpente, o que foi comprovado pelas diferencas nas massas moleculares e
atividade proteolitica das fracBes purificadas, provavelmente ocasionadas pelos
diferentes niveis de glicosilacdo existentes nessas enzimas;

e O veneno bruto de Bothrops leucurus apresenta atividade antimicrobiana para o S
aureus, um patégeno gram-positivo, entretanto, ndo foi capaz de inibir o crescimento
de um microrganismo gram-negativo (E. coli). De acordo com esse resultado, e do que
existe na literatura, é interessante explorar mais a fundo o potencial antimicrobiano do
veneno bruto de B. leucurus, bem como, das fracGes purificadas, realizando novos

testes com tipos diferentes de microrganismos.
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