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ABSTRACT

An antihaemorrhagic factor from Philander opossum serum
was isolated and characterizated. In order to study the
neutralization effect of this inhibitor, we have developed a new
methodology to isolate a Pl as well as PllIl SVMP from Bothrops
jararaca venom (Bjv).

The antihaemorrhagic protein was isolated from Philander
opossum serum by DEAE-Sephacel, Phenyl Superose and
Superdex 200 chromatographies. The homogenous protein
presented a molecular mass of 41,330 amu by MALDI-TOF mass
spectrometry and was named PO41. By gel filtration
chromatography, we have obtained a molecular mass of 61,5 kDa
on native conditions. From Edman sequencing, PO41 and DM43,
another SVMP inhibitor, presented similar amino termini through
the first 27 residues. ldentical immunoblotting patterns were
obtained when both inhibitors were developed with polyclonal
antibodies raised against Didelphis marsupialis active serum
fraction. Isoeletric points were estimated to be less than 3.5 for
both proteins.

The new methodology to purify jararhagin (a Plll SVMP) and
botrolysin (a Pl SVMP) was based on cromatographies using
Superdex 200 and Phenyl Superose. Jarahagin was further
submitted to a Mono Q column. The proteolytic and haemorrhagic
effects of the haemorrhagins were neutralized by PO41. Both
haemorrhagins formed stable complexes with PO41, as observed
by gel filtration on Superdex 200.

The results suggest that PO41 presents similar
physicochemical, structural, immunoreactive and biological
properties with the SVMP inhibitors, including DM40 e DM43.
These inhibitors belong to the supergene family of
immunoglobulins.



RESUMO

Em 1994, Perales e colaboradores isolaram e caracterizaram
parcialmente fracbes antibotropicas (FAB) do soro de varios
marsupiais brasileiros, dentre eles o Didelphis marsupialis (DM) e
o Philander opossum (PO). No presente trabalho, objetivamos isolar
e caracterizar o fator anti-hemorragico de Philander opossum. Além
disto, para o estudo da capacidade inibitoria deste fator sobre
metaloproteases, desenvolvemos uma nova metodologia de
isolamento destas enzimas, jararagina e botrolisina, a partir do
veneno de Bothrops jararaca.

A proteina anti-hemorragica isolada foi denominada de PO41,
pois apresentou 41,330 u.m.a. por MALDI-TOF. Por filtracdo em
gel verificamos que esta proteina possuia massa molecular de
61,5kDa e apresentou identidade nos 27 residuos N-terminais com
dois inibidores isolados do soro de Didelphis marsupialis, DM40 e
DM43. Por imunotransferéncia, obtivemos padrdes de mobilidade
idénticos quando revelamos PO41 e DM43, com anticorpo
policlonal preparado contra a fracdo antibotropica de Didelphis
marsupilais. Por focalizacdo isoelétrica estimamos para PO41
ponto isoelétrico abaixo de 3,5.

PO41 foi capaz de formar complexos nao-covalentes com as
enzimas isoladas do veneno de Bothrops jararaca. As atividades
proteoliticas e hemorragicas destas enzimas também foram
inibidas por PO41.

Nossos resultados sugerem que PO41 é um inibidor de
metaloproteases de venenos de serpentes e possui propriedades
fisico-quimicas, estruturais, de Iimunoreatividade e bioldgicas
similares as dos inibidores pertencentes a superfamilia génica das
imunoglobulinas.



|.1-Envenenamentos por serpentes

I.1.a) Ocorréncia

As serpentes pertencem a classe de vertebrados Reptilia,
ordem Squamata, sub-ordem Ophidia. As espécies venenosas sao
classificadas na infra-ordem Caenophidia, que compreende as
familias Elapidae, Viperidae, Atractaspididae e Colubridae (Mebs,
1998).

Serpentes venenosas estao amplamente distribuidas e

ocupam diversos tipos de habitats em todos os continentes, desde
o nivel do mar (podendo alcancar até 100m de profundidade no
caso das espécies marinhas) até altitudes de mais de 5.000m,

inclusive no Circulo Artico (Warrell, 1996; David et al., 1994).

A incidéncia mundial de acidentes ofidicos é de 5.400.000
casos, com cerca de 2.682.500 envenenamentos e 125.345 mortes
anuais (4,7%). No Brasil, a estimativa é de 20.000 casos por ano,
com 160 mortes (Chippaux, 1998). Porém, ndo se sabe ao certo
gual o indice de acidentes que causam problemas crénicos, como
amputacoes, deformidades e insuficiéncia renal cronica (Warrell,
1996).

As serpentes do género Bothrops (familia Viperidae,
subfamilia Crotalinae) s&o responsaveis pela maior parte dos
acidentes ofidicos na América Latina (cerca de 90%). Este género
apresenta o maior numero de espécies e engloba as serpentes
mais agressivas, que atacam sem fazer barulho e habitam locais
mais freqUentados por criancas, vitimas potenciais deste tipo de
envenenamento. Os géneros Crotalus e Micrurus também séo de
interesse médico pela gravidade com que se reveste o quadro
clinico (Campbell e Lamar, 1989).



I1.1.b) AlteracOes fisiopatoldgicas ocasionadas por venenos de
serpentes

Os venenos da familia Viperidae (subfamilia Crotalinae)
podem causar efeitos locais, sistémicos ou ambos. Os efeitos
sistémicos podem causar alteragcdes na coagulacdo sanguinea,
incluindo hemorragias distantes do sitio da picada, como na
gengiva, pudrpura, macro hematuria, epistaxis e hemorragia
uterina. Podem ocorrer ainda, arritmias cardiacas, hipotenséao
transitéria, choque, mioglobindria e insuficiéncia renal aguda
(Kamiguti et al., 1996a). A insuficiéncia renal pode ser resultante
da oclusdo vascular, como consequéncia de coagulacao
intravascular disseminada e/ou da acdo toéxica direta do veneno
sobre o endotélio renal e vasoespasmo, o que pode levar a um
guadro de hipotensédo e choque (Amaral et al., 1985).

Alguns venenos de subespécies Crotalus durissus podem
provocar ainda, escurecimento da visao, dificuldade na abertura
dos olhos, flacidez muscular e mialgia, dentre outros. Estes efeitos
sdo consequUéncia da acado das neurotoxinas que inibem a
liberacdo de acetilcolina na fenda neuro-muscular, o que pode
ocasionar a morte por parada respiratéria (acdo preé-sinaptica)
(Warrel e Fenner,1993; Sanchez et al., 1992). Os efeitos poés-
sinapticos sao verificados principalmente em acidentes com
serpentes da familia Elapidae (Micrurus ou coral). Os venenos
elapidicos tém acado tipo-curare, e ligam-se especificamente a
subunidade alfa do receptor colinérgico nicotinico, impedindo a
ligacdo da acetilcolina (agonista fisioldgico) e induzindo parada
muscular e faléncia respiratoria (Atassi, 1991).

Os efeitos locais mais caracteristicos deste tipo de
envenenamento sao: a) o edema, que é causado pela acao direta do
veneno sobre a vasculatura e pela liberacdo de mediadores
endogenos, resultante da acdo do veneno sobre os mastocitos,
cininogénios e fosfolipideos; b) a mionecrose produzida pela acéo
direta das miotoxinas sobre as fibras musculares esqueléticas ou a
necrose das fibras musculares esqueléticas que é atribuida a
Isquemia causada pelas hemorraginas, que comprometem a
microcirculacdo do tecido muscular (Gutiérrez e Lomonte, 1989;
Gutiérrez, 1990; Dos-Santos et al., 1992). E importante ressaltar
gue had boa regeneracdo muscular apés a mionecrose resultante
da acédo direta das miotoxinas isoladas, pois 0S nervos e vasos
sanguineos mantém-se intactos ndo havendo fibrose ou
proliferacdo de fibroblastos. Isto sugere que as alteracOes
microvasculares mais drasticas sdo induzidas por toxinas



hemorragicas, o que gera uma pobre regeneracdo (Gutiérrez e
Lomonte, 1995); c) a hiperalgesia que pode ocasionar injuria
tecidual resultante da liberacdo local de uma variedade de
substancias quimicas como, bradicinina, prostagladinas e
leucotrienos; e finalmente, d) a hemorragia que ocorre em
conseqUéncia da atividade de metaloproteases (hemorraginas)
sobre os capilares e/ou células endoteliais.

Os efeitos locais produzidos pelas hemorraginas sao
ocasionados por protedlise dos componentes da lamina basal da
microvasculatura (Bjarnason et al.,1988). Existem dois
mecanismos que explicam como é a fuga dos componentes
sanguineos dos vasos danificados por toxinas hemorragicas. O
primeiro deles é per diapedesis, causado por exudacédo lenta
através de pequenas fissuras entre as celulas endoteliais; e o
outro, per rhesis, com fluxo rapido por grandes rupturas na
parede vascular, localizadas entre as células endoteliais
danificadas (Marsh, 1994; Kamiguti et al., 1996a).

O processo hemorragico € muito rapido e os efeitos locais ou
sistémicos dependem da via de administragcdo do veneno. Assim,
injecdes intradérmicas, subcutaneas e intramusculares produzem
lesbes locais, enquanto que injecbes intraperitoniais e
intravenosas tendem a produzir hemorragias sistémicas, com
lesbes em 6rgaos distantes do sitio injetado (Marsh, 1994). Os
estudos da especificidade de substratos destas metaloproteases
demonstram que estas enzimas degradam a maioria das proteinas
de matriz extracelular (Baramova et al., 1989; 1990).

I.1.c) Composicao dos venenos de serpentes

Os venenos de serpentes sdo muito diversificados podendo
sofrer variacdes qualitativas nas familias, géneros, inter ou intra-
especies, até variabilidade conforme a distribuicido geografica do
ofidio (Chippaux et al., 1991).

O aparato que produz o veneno das serpentes € composto
por glandulas exdécrinas modificadas. Os venenos sao misturas
complexas de proteinas e peptideos (90-95%), que possuem
inlmeras atividades bioldgicas. Outros componentes séo cations
metalicos, carboidratos, nucleosideos, aminas biogénicas,
aminoacidos livres e lipideos. O sodio é o cation mais encontrado
Nno veneno, apesar de ter funcdo ainda desconhecida. O zinco e o
calcio estdo presentes na maioria das metaloproteases de venenos



de serpentes, e os carboidratos aparecem principalmente na forma
de glicoproteinas (Russell, 1980; Tu, 1996)

As principais substancias protéicas dos venenos podem ser
divididas em neurotoxinas, miotoxinas, hemorraginas, fatores que
atuam sobre a coagulacdo sanguinea e enzimas com baixa
toxicidade (Chippaux e Goyffon, 1998). Algumas proteinas
encontradas nos venenos podem ser neurotoxinas de atuacéo pré
ou poOs- sinapticas, neurotoxinas ligantes de canal de potassio,
citotoxinas, miotoxinas, cardiotoxinas ou ainda, inibidores de
agregacado plaquetaria (desintegrinas) (para revisdo, Markland,
1998).

As diferentes atividades enzimaticas estdo relacionadas as
fosfolipases, fosfodiesterases, fosfomonoesterases, L-amino acido
oxidases, acetilcolinesterases e enzimas proteoliticas tipo serino e
metaloproteases. Existem ainda evidéncias da presenca de tiol- e
aspartato- proteases (Tu, 1996).

As fosfolipases (PLA2 ) estdo associadas a inumeros efeitos
farmacoldgicos e/ou toxicos, podendo desencadear danos
musculares, efeitos neurolégicos, atividade anticoagulante e
inflamacédo (Lizano et al., 1997). Elas foram classificadas em 10
grupos (I-X), de acordo com suas estruturas primarias e
localizacbes das pontes de enxofre. As PLA> de venenos de
serpentes localizam-se nos grupos | e Il. No grupo | estdo as
fosfolipases da familia Elapidae e do pancreas de mamiferos; no
grupo Il estdo as PLA2 da familia Viperidae e de tecidos néo-
pancreaticos de mamiferos (Balsinde et al., 1999). As PLA> sao
Caz?*-dependentes e membros do grupo Il podem ainda ser
subdivididos em: PLA> D49, que possuem um residuo de &cido
aspartico em um dos sitio de ligacdo do céalcio e apresentam
potente atividade enzimatica; e em proteinas tipo-PLA2> K49, que
possuem uma lisina na posicao 49 e tém pouca ou nenhuma
atividade enzimatica. A presenca do acido aspartico na posicao 49
é crucial para ligacdo do calcio, o que parece ser fundamental para
atividade catalitica. Apesar da auséncia do residuo de acido
aspartico na posicao 49 nas proteinas K49, estas sdao muito ativas
na inducdo de mionecrose, por mecanismos ainda nao
completamente elucidados (Ownby et al., 1999).

Dentre as enzimas proteoliticas € connhecido que as
serinoproteases podem possuir ambas atividades fibrinolitica e
fibrinogenolitica, ou apenas uma delas. No caso das que possuem
somente atividade fibrinogenolitica e levam a inducéo de formacéao
de coagulo sdo também conhecidas por proteases tipo-trombina.
Poucas porém, apresentam uma UuUnica atividade, como por



exemplo, enzimas ativadoras de fator V isoladas do veneno de
Vipera russelli e enzimas indutoras de agregacao plaquetéaria (PA-
BJ, isolada do veneno de Bothrops jararaca). Algumas
serinoproteases podem apresentar ainda, atividade liberadora de
bradicinina e sao conhecidas como proteases tipo-calicreina
(Matsui et al., 2000).

As metaloproteases presentes nos venenos sdo extremamente
toxicas, o que resulta em severas consequéncias fisiopatoldgicas,
incluindo interferéncia no processo de coagulacdo sanguinea e/ou
degradacdo da membrana basal e componentes da matriz
extracelular (Bjarnason e Fox, 1994).

|.2- Metaloproteases

Mais de 100 metaloproteases de venenos de serpentes
(incluindo as isoenzimas) ja foram isoladas, sendo que apenas 20
delas possuem seqUéncias primarias conhecidas (Matsui et al.,
2000). Rawlings e Barrett, em 1995, classificaram as
metaloproteases em clds, o cla MB é subdividido nas familias
Astacina e Colagenase Intersticial. A familia Astacina possui duas
subfamilias Astacina e Reprolisina, nesta ultima estao localizadas
as metaloproteases de venenos de serpentes (SVMPs-“Snake
Venom MetalloProteinase) e as ADAMs (“A Disintegrin-like And
Metalloproteinase”). A familia da Colagenase Intersticial ¢é
composta pelas subfamilias das Serralisinas e subfamilia das
Matrizinas.

Todas as metaloproteases sdo zinco dependentes com um
motivo conservado de ligacdo para o metal, com base nesta
sequUéncia de consenso presente neste motivo conservado, Bode e
colaboradores, em 1993, classificaram-nas como metzincinas,
cujos membros apresentam além da homologia na regido de
ligacao do zinco, similares topologias tridimensionais e uma regiao
conservada que contém um residuo de metionina (‘Met turn’)
essencial para a integridade estrutural do sitio ativo (Stocker et
al., 1995).

Em 1994, estudos estruturais das metaloproteases de veneno
de serpente (SVMP) classificaram-nas em 4 classes (PI-P1V), de
acordo com sua organizacdo em dominios (Hite et al., 1994). A
classe Pl possui apenas o dominio metaloprotease; a Pll, com um
dominio desintegrina além do metaloprotease; PIIl, possui tanto



um dominio tipo-desintegrina, quanto um dominio rico em
cisteina, além do metaloprotease, e, finalmente, a classe PIV, com
estrutura similar a classe PIll e com um dominio tipo-lectina
adicional (Jia et al., 1996).

Os dominios pré- (sequéncia sinal), pro- (zimogénio) e
metaloprotease sdo comuns a todas as metaloproteases
hemorréagicas (hemorraginas). A adicdo de outros dominios a esta
estrutura bésica resulta obviamente, no aumento gradual da
massa molecular (Hati et al., 1999).

As metaloproteases sdo sintetizadas na glandula de veneno
como zimogénios, que sao processados posteriormente gerando
sua forma ativa. Este processamento é presumidamente dado pelo
mecanismo de “cysteine-switch”, que implica protedlise do dominio
pré- por outras metaloproteases do veneno e/ou por autdlise (Jia
et al., 1996).

As desintegrinas sdo componentes de baixo peso molecular
do veneno, nao-enzimaticos, que possuem a sequéncia RGD
(arginina, glicina e acido aspartico) pela qual ligam-se as
integrinas da superficie plaquetaria e, desta forma, inibem
potentemente a agregacdo plaquetaria (Scarborough et al., 1993).
Ja foi proposto que elas sdo geradas a partir de protedlise da
proteina precursora de metaloproteases da classe PII (para reviséo,
Markland, 1998). O dominio tipo-desintegrina das metaloproteases
(classes PIII e 1V) possui uma sequéncia XXCD (geralmente SECD),
gue substitui a sequéncia RGD do dominio desintegrina (Paine et
al., 1992). Kamiguti e colaboradores, em 1996b, demonstraram a
capacidade da jararagina (proteina de 52kDa isolada do veneno de
Bothrops jararaca, da classe Plll) em inibir a agregacao plaguetaria
induzida por colageno. Mais tarde, 0s mesmos autores reportaram
gue ndo s6 o dominio tipo-desintegrina participaria deste efeito,
mas também o dominio metaloprotease.

Entretanto, Usami e colaboradores, em 1994, isolaram a
jararagina C, proteina de 28kDa purificada a partir do veneno de
Bothrops jararaca, constituida pelos dominios tipo-desintegrina e
rico em cisteina idénticos aos da jararagina, e que provavelmente
eram resultantes do processamento da regido C-terminal desta por
autolise. Esta proteina demonstrou ser um potente inibidor de
agregacdo plaquetaria induzida por colageno e por ADP.
Igualmente, Shimokawa e colaboradores, em 1997, demonstraram
a capacidade da catrocolastatina-C isolada do veneno de Crotalus
atrox, em inibir agregacédo plaquetaria induzida por colageno. Esta
proteina possui sequéncia C-terminal idéntica a encontrada para a
catrocolastatina, proteina de 50kDa, da classe PIIl, isolada do
mesmo veneno. Corroborando, estes fatos, uma proteina



atrolisina A (Ht-a) recombinante, composta pelos dominios tipo-
desintegrina e rico em cisteina, como a cotrocolastatina C e
jararagina C, também se mostrou capaz de inibir agregacao
plaquetaria induzida por colageno e ADP (Jia et al., 1997).

A subfamilia reprolisina também inclui as ADAMs ou MDC

(“metalloproteinase, disintegrin-like, cysteine-rich”), que
apresentam homologia de cerca de 30% com o0s dominios
metaloprotease e tipo-desintegrina das SVMPs. Estas proteinas
estdao presentes em diversos organismos, incluindo mamiferos,

répteis e invertebrados (Fox e Long, 1998).

Apesar de aproximadamente metade das ADAMs descritas
até agora, possuir alteracdes na sequéncia de ligacdo do zinco, as
gue a possuem intacta apresentam atividade proteolitica, como é o
caso das ADAMs 10, 12 e 17. Além disto, podem participar de
diversas funcgbes, como ades&o, fusdo e sinalizacao intracelular
(Stone et al., 1999).

As ADAMs também estéo relacionadas a alguns processos
patogénicos. Um exemplo é a TACE (TNF-a convertase), uma
enzima do subgrupo da ADAM 17 isolada do baco bovino, que é

responsavel pelo processamento do precursor do fator de necrose
tumoral a gerando sua forma ativa solavel (Killar et al., 1999).

As SVMPs possuem 15% de identidade com as MMPs
(Stocker et al., 1995), que sdao uma familia de proteinas secretadas
ou transmembranares capazes de digerir matriz extracelular e
componentes da membrana basal, em condicdes fisiologicas e/ou
patologicas (Chambers e Matrisian, 1997). S&o secretadas pela
maioria das células do tecido conjuntivo (como fibroblastos e
osteoblastos) e pelas células endoteliais (Docherty et al., 1992).
Estdo envolvidas em importantes processos fisiologicos como
embriogénese, morfogénese e no remodelamento tecidual (Fox e

Bjarnason, 1998a).



Um importante mecanismo de regulacdo da atividade das
MMPs ¢é via ligacdo a inibidores teciduais de metaloprotease
(TIMPs) (Brew et al., 2000). Os TIMPs agem inibindo a atividade
proteasica via formacao de complexo nao-covalente com as MMPs,
com relacdo estequiométrica de 1:1 (Docherty et al., 1992).

Os TIMPs formam uma familia de proteinas composta por
diferentes membros, que possuem 12 residuos de cisteina
conservados. Sao expressos em diferentes tipos celulares e estao
presentes em muitos tecidos e fluidos corporais (Gomez et al.,
1997). O TIMP-1 é uma glicoproteina de 30 kDa, o TIMP-2 € uma
proteina n&o-glicosilada de 23kDa; ambos apresentam-se na
forma soltivel. J4 o TIMP-3 possui uma massa molecular estimada
de 21kDa e em sua sequéncia C-terminal existe um sitio putativo
de glicosilacdo, ainda que sua forma glicosilada ainda nao tenha
sido descrita (Murphy e Willenbrock, 1995), apresenta-se na forma
insolavel, ligada a matriz extracelular (Docherty et al., 1992).

|.3- Terapia antiveneno convenciona

Na era pré-antiveneno, a estimativa de mortalidade por
envenenamentos por serpentes no Brasil era de 25%. Com a
introducdo do antiveneno, estes indices cairam para 2,26% em
1943 (23.470 acidentes, com 530 mortes) e 0,60% em 1986-89
(20.170 acidentes, com 122 mortes por ano). Atualmente, a
mortalidade por envenenamentos por serpentes do género
Bothrops, entre os casos tratados com antivenenos é de 0,8%.
Entretanto, estudos clinicos demonstram que a faléncia renal
aguda € a principal causa de morte, aléem do choque e hemorragia
intra-craniana. A incidéncia de deformidades secundarias ao
envenenamento é desconhecida (Cardoso et al., 1993).

A producéo do soro antiofidico foi iniciada no Brasil no inicio
do século por Vital Brazil. Os antivenenos hoje em dia sao
produzidos pelo Instituto Butantan (S&o Paulo), Instituto Vital
Brasil (Rio de Janeiro) e Fundacao Ezequiel Dias (Minas Gerais),
sendo destribuidos gratuitamente pelo Ministério da Saude para
os hospitais em todo o pais (Cardoso et al., 1993).

Atualmente, os antivenenos séo IgGs purificadas, produzidas
em animais imunizados com veneno, geralmente cavalos. Estes
anticorpos sao purificados por precipitacdo com sulfato de amonio
(“salting out”); digestao com pepsina (corta a porcao Fc do



anticorpo que € responsavel pela ativacdo do sistema
complemento); e precipitacdo com acido caprilico (precipita todas
as fracdes a excecdo das imunoglobulinas). O antiveneno deve ser
administrado com solugéao fisiologica + adrenalina + esterodides +
anti-histaminicos, para diminuir as provaveis reacdes alérgicas
(Chippaux e Goyffon, 1998).

Alem disto, foram desenvolvidos ensaios imunologicos que
detectam a especificidade e quantidade do veneno presentes no
sangue ou fluidos, podendo-se calcular a quantidade de
antiveneno a ser administrada e monitorar os niveis de anticorpos
antiveneno circulantes, tornando a terapéutica mais eficiente. Em
geral, € administrada uma alta dose de antiveneno em prol da
reducdo dos efeitos locais causados pelos envenenamentos,
principalmente os botropicos (Theakston, 1996), além disto, o
nivel de antiveneno circulante deve ser alto para evitar a
redistribuicdo do veneno, acumulado nos tecidos (Theakston,
1996). Um dos principais problemas na neutralizacdo dos efeitos
locais é a rapidez com que estes fendbmenos ocorrem,
especialmente a hemorragia e mionecrose, que podem instalar-se
em apenas alguns minutos apoés injecao do veneno (Marsh, 1994).

|.4- Inibidores naturais

S&o conhecidos diferentes mecanismos de inibicdo enddgena
dos venenos de serpentes. O primeiro deles é conhecido como
laténcia sob a forma de zimogénios; desta forma as
metaloproteases dos venenos de serpentes sao sintetizadas. O
segundo mecanismo envolve a presenca de peptideos inibidores no
veneno bruto, que devem funcionar modulando a atividade
proteolitica das metaloproteases, enquanto na glandula. Foram
identificados no veneno bruto de serpentes das familias Viperidae
alguns peptideos conhecidos como Piro-glutamil, que parecem ser
importantes inibidores in vivo que mantém a integridade do
veneno (Robeva et al.,, 1991). Portanto, as metaloproteases
enquanto na glandula estdo neutralizadas por altas concentracdes
de peptideos piro-glutamil. Num envenenamento a concentracao
efetiva destes inibidores € diminuida por diluicao.



O terceiro mecanismo abrange os inibidores enddgenos que
foram identificados no soro de serpentes (Fox e Bjarnason, 1998a).
Freitas e colaboradores, em 1992 reportaram a presenca do citrato
nos venenos das familias Viperidae, em concentracoes
relativamente altas para quelar potentemente os ions metalicos
das proteinas dos venenos. A presenca do citrato pode
representar um importante mecanismo de protecdo para as
serpentes contra o seu proéprio veneno (Odell et al., 1998).

A resisténcia de alguns animais aos venenos de serpentes ja
foi amplamente reportada (para revisdo, Fox e Bjaranason, 1998a;
Thwin e Gopalakrishnakone, 1998; Domont et al., 1991). Esta
resisténcia € em parte devido a presenca de fatores neutralizantes
em animais resistentes. De acordo com os efeitos fisiopatolégicos,
estes fatores antiofidicos podem ser divididos em 3 principais
grupos: proteinas anti-neurotéxicas, antimiotoxicas e anti-
hemorragicas.

I.4a) Antineurotdxicos

Alguns destes fatores foram purificados do soro de algumas
serpentes das familias Viperidae e Elapidae ( Fortes-Dias et al.,
1991; Perales et al., 1995). Estas proteinas séo inibidores de
fosfolipase A> (PLA2), que é um dos principais componentes dos
venenos de serpentes e contribui para diversos efeitos patoldgicos,
incluindo disturbios hemostaticos, cardiotoxicidade, hipotensao,
neurotoxicidade/miotoxicidade (Warrell, 1989).

Okhura e colaboradores, em 1997, classificaram os inibidores
de PLA> em trés tipos: a) a, com estrutura tipo CRD (dominio de
reconhecimento de carboidratos), que inclui inibidores isolados do
plasma de Trimerusurus flavoviridis (Kogaki et al., 1989) e de
Bothrops asper (Lizano et al., 1997); b) B, com estrutura rica em
leucina, representado pelo inibidor isolado do plasma de
Agkistrdon blomhoffi sinitticus (Ohkura et al., 1997) e ¢) y, com
estrutura similar a superfamilia das neurotoxinas e citotoxinas
‘three fingers’, presentes nos venenos de serpentes ( Fortes-Dias et
al., 1991; Perales et al., 1995).

Foi isolado e caracterizado um inibidor de PLA2 (tipo y) do
soro da serpente Crotalus durissus terrificus, denominado CICS



(Crotoxin inhibitor from Crotalus serum) por Perales et al., 1995,
ou CNF (Crotalus neutralizing factor) por Fortes-Dias et al.,
1991;1994. Este fator é capaz de neutralizar a toxicidade do
veneno autdlogo. O mecanismo de inibicdo envolve a formacédo de
complexo entre o inibidor e subunidade basica (CB) da crotoxina.
A formacdo deste complexo envolve ainda, a dissociacdo da
crotoxina, com liberacdo da subunidade acida (CA) (Perales et al.,
1995; Fortes-Dias et al., 1994).

CICS é uma proteina oligomérica de 130kDa, formada pela
associacao nao-covalente de 2 subunidades de 23 e 25kDa. Os 30
primeiros residuos N-terminais das 2 subunidades sao idénticos,
podendo haver diferencas ocasionadas por fendémenos pos-
traducionais como glicosilagbes por exemplo, ou ainda por
modificacbes em outras regides da sequéncia. CICS foi clonado e
expresso em procarionte e gerou uma proteina recombinante de
aproximadamente 20kDa (Villela, 2000).

1.4b) Antimiotoxicos

Durante os ultimos anos vem aumentando o interesse pelo
estudo dos componentes dos venenos responsaveis pela
mionecrose e seu modo de acdo. Varias miotoxinas foram isoladas
dos venenos botropicos e caracterizadas. Todas possuem estrutura
de fosfolipase A2, mesmo que nao indutoras de atividade
enzimatica; sao proteinas basicas e muito estaveis devido ao
grande numero de pontes dissulfeto intra-cadeia (para revisao,
Gutiérrez e Lomonte, 1995).

Melo e Suarez-Kurtz em 1988 demonstraram a atividade
antimiotéxica dos soros do gamba Didelphis marsupialis e a cuica
Philander opossum contra o veneno de Bothrops jararacussu. Eles
sugeriram que a inibicdo da liberacdo de enzimas
sarcoplasmaticas do musculo esquelético (CK e LDH), indicadores
de danos no sarcoplasma em condi¢cdes experimentais, € dada via
formacdo de um complexo acido-base entre as miotoxinas
(basicas) do veneno e componentes do soro dos marsupiais.

Lizano e colaboradores, em 1997, isolaram um fator
antimiotéxico da serpente Bothrops asper. Este fator é um
oligdmero composto por 5 subunidades que inibem a atividade
catalitica da PLA: in vitro e a miotoxicidade in vivo. Este fator



compartilha homologia estrutural com os inibidores de PLA> (tipo
v) isolados de T. flavoviridis, Agkistrodon b. siniticus e todos os
inibidores contendo dominios que reconhecem carboidratos,
inclusive em receptores de fosfolipase presentes em humanos e
coelhos, sugerindo uma evolugcdo dos dominios comum entre o0s
inibidores de PLA, de serpentes e o0s receptores de PLA> de
mamiferos (Thwin e Gopalakrishnakone, 1998).

Nosso grupo, recentemente detectou a presenca de uma
proteina no soro do gamba Didelphis marsupialis, que reage com o
anticorpo policlonal preparado contra as duas anti-hemorraginas
(DM40 e DMA43) isoladas deste mesmo soro. Esta proteina foi
caracterizada como monomeérica acida, com 15% de glicosilacéo e
massa molecular de 64kDa (DM64). Quando comparada com
DM40 e DM43, demonstrou baixa atividade anti-hemorragica,
apesar da homologia estrutural. Por outro lado, DM64 inibiu
potentemente a atividade das miotoxinas | e Il isoladas de
Bothrops asper, sem interferir com a atividade fosfolipasica desta
primeira (Rocha et al., 2000a).

I.4c) Anti-hemorréagicos

Os fatores anti-hemorragicos possuem caracteristicas
comuns: sao glicoproteinas acidas, com pontos isoelétricos que
variam de 4,0-5,4; nenhum possui atividade proteolitica mas séo
estaveis em um amplo espectro de pH e temperatura (Domont et
al., 1991).

In0meros fatores anti-hemorragicos foram isolados de
diversos animais. Estes fatores podem ser divididos em duas
classes: a) proteinas de baixo peso molecular e b) proteinas de
alto peso molecular, onde estdo representadas as f-
macroglobulinas (z700kDa) e as proteinas tipo-macroglobulinas
(Fox e Bjarnason, 1998a). A exemplo destas proteinas de alto peso
molecular foi purificado um fator anti-hemorragico do musculo
esquelético de Erinaceus europaeus (porco-espinho), denominado
erinacina. Esta proteina foi capaz de inibir efetivamente a
atividade do veneno de Bothrops jararaca, mas nao foi capaz de
inibir a atividade enzimatica da tripsina e quimotripsina (serino
proteases). Trata-se de uma molécula de 1.000kDa constituida por
subunidades de 35 e 39kDa. A dissociacao delas resulta na



completa perda de atividade (Mebs et at., 1996). Similar atividade
inibitoria ja havia sido descrita contra venenos de diversas
serpentes como Bothrops atrox, Bothrops jararaca, Vipera berus,
Bitis arietans, Vipera latastei gaditana (Omori-Satoh et al., 1994),
Agkistrodon halys blomhoffi, Bitis gabonica rhinoceros, Bitis
nasicornis e Crotalus horridus horridus (De Wit e Westréom, 1987 a,
bec).

O mecanismo de inibicdo das proteinas de baixo peso
molecular parece ser via formacdo de complexo n&o-covalente
(Weissenberg et al., 1992; Omori-Satoh, 1977 e Tanizaki et al.,
1991). Estas proteinas podem ser subdivididas em dois principais
grupos: superfamilia génica das imunoglobulinas e superfamilia
das cistatinas.

Na superfamilia génica das imunoglobulinas estéo localizadas
as anti-hemorraginas, que estruturalmente podem apresentar
homologia com a alB-glicoproteina humana (Fox e Bjarnason,
1998 a).

Nosso laboratério ha alguns anos vem investigando a
resisténcia de marsupiais brasileiros aos venenos de serpentes,
especialmente ao de Bothrops jararaca. Esta resisténcia pode ser
explicada pela presenca de uma fracdo antibotrépica composta por
duas glicoproteinas, com massas moleculares de 40 (DM40) e
43kDa (DM43) isolada do soro dos animais resistentes. Em 1994,
Perales e colaboradores, demonstraram homologia da regiao N-
terminal, entre as anti-hemorraginas isoladas do soro do gamba
Didelphis marsupialis e das cuicas Philander opossum e Lutrolina
crasicaudata. Estudos posteriores de caracterizacdo fisico-
guimica, estrutural e mecanistica foram feitos exclusivamente com
as DMs.

Estes fatores antibotropicos sao capazes de inibir as
atividades letal, hemorragica, edematogénica e hiperalgésica do
veneno de Bothrops jararaca (Rocha et al., 2000Db).

Utilizando uma combinacdo da quimica de Edman com
espectrometria de massas (MALDI-TOF), foi determinada a
sequéncia primaria completa de DM43 e parcial de DM40 (Neves-
Ferreira et al., 2000). As duas apresentaram homologia entre si e
também com a oprina isolada do gamba Didelphis virginiana
(Catanese e Kress, 1992).

A oprina é uma glicoproteina acida de 52kDa, de cadeia
Unica e 26% de conteudo de carboidratos. Trata-se de um inibidor
especifico de metaloprotease, que nao interfere com a atividade
catalitica de serino-proteases. O mecanismo de inibicdo envolve a



formacao de complexo nao-covalente. Por sequenciamento do seu
cDNA observou-se homologia com alB-glicoproteina humana,
uma proteina plasmatica de funcéo ainda desconhecida (Ishioka et
al., 1986).

Jurgilas e colaboradores, em 1999, detectaram a presenca de
uma fracao antibotropica no leite do gamba Didelphis marsupialis.
Este fator foi isolado e caracterizado, demonstrando propriedades
fisico-quimicas, antigénicas, bioldgicas e estruturais idénticas as
da fracdo antibotropica isolada do soro deste animal, o que
poderia representar uma protecdo adicional aos neonatos contra
0s venenos de serpentes.

Ja foram reportados inumeros outros fatores isolados do soro
de mamiferos resistentes a venenos. Dentre os roedores, podemos
citar o Neotoma micropus e o0 Sigmodon hispidus, ambos
resistentes ao veneno de Crotalus atrox (Perez et al.,, 1979;
Pichyangkul e Perez, 1981).

Tomihara e colaboradores em 1987 isolaram 3 fatores anti-
hemorragicos do soro do mangusto (Herpestes edwardsii), que
foram capazes de inibir a atividade hemorragica dos venenos de
Trimeresurus flavoviridis, Agkistrodon halys blomhoffii, Bothrops
jararaca e Bitis arietans. Estes fatores sdo homodlogos entre si e,
além disto, também possuem homologia com a oprina, e portanto
com a alB-glicoproteina humana.

Alguns inibidores de baixo peso molecular presentes no soro
de serpentes venenosas ja foram isolados (Bothrops asper-Borkow
et al., 1995; Bothrops jararaca- Tanizaki et al., 1991; De Oliveira e
Tanizaki, 1992 e Crotalus atrox — Weissenberg et al., 1991 e 1992)
e ndo-venenosa (Dinodon semicarinatus- Tomihara et al., 1988); os
inibidores isolados do soro das serpentes Trimeresurus flavoviridis
e Bothrops jararaca (Fox e Bjarnason, 1998a ; Valente et al., 1999
a-b) sao pertencentes a superfamilia das cistatinas. Estas
proteinas estao relacionadas com inibidores de cisteino-proteases.

Outro inibidor anti-hemorragico foi isolado do soro da
serpente Bothrops jararaca. Esta glicoproteina (17% carboidratos)
possui 46,101 u.m.a. por MALDI-TOF (BJ46a) e 80kDa por
filtracdo em gel, indicando uma estrutura homodimérica. BJ46a
possui 322 residuos e 4 sitios putativos para glicosilacdo. Sua
estrutura foi deduzida através de cDNA, sendo homodloga ao fator
HSF (Yamakawa e Omori-Satoh, 1992) isolado do soro da serpente
Trimeresurus flavoviridis com 85% de identidade, embora possua
um residuo de cisteina a menos. BJ46a € um potente inibidor de
atrolisina C (SVMP, classe PIl) e jararagina (SVMP, classe PIIl)



através de formacdo de um complexo né&o-covalente entre o
inibidor e as enzimas, com relacdo estequiométrica de 1:2
(mondémero do inibidor/ moléculas de enzima) (Valente et al., 1999
a-b)

HSF possui 323 residuos que tém entre outras
caracteristicas, homologia de sequéncia com membros da
superfamilia das cistatinas, que sao da familia de inibidores de
tiol-proteases. Apesar disto, HSF foi capaz de inibir as atividades
proteolitica e hemorragica das SVMPs de Trimeresurus, mas nao
se mostrou efetiva sobre as tiol-proteases papaina e catepsina B
(Yamakawa e Omori-Satoh, 1992).

|.5- Venenos de serpentes e inibidores como ferramentas
e/ou agentes terapéuticos

InGmeras enzimas tém sido usadas como ferramentas em
pesquisas biomédicas ou como agentes terapéuticos e/ou de
diagnostico. Os venenos de serpentes séo ricas fontes enzimaticas,
ultrapassando inclusive o suco pancreatico e outras secrecdes
similares. De 26 a 39 diferentes atividades enzimaticas foram
reportadas nos venenos. Este ndmero varia de acordo com o0s
substratos utilizados. Além disto, algumas destas enzimas séo
constituintes especificos de certas familias ou géneros de
serpentes (Markland, 1998).

As neurotoxinas pré-sinapticas dos venenos sao PLA> que se
ligam com alta afinidade as estruturas de terminacfes nervosas, e
desse modo, impedem a liberacdo de neurotransmissores
(acetilcolina). Estas toxinas sao utilizadas como ferramentas em
pesquisas neuro-bioldgicas, como por exemplo, para estudar o
mecanismo do controle da liberagcdo de neurotransmissores como,
marcadores de terminacdes nervosas, no estudo de danos nas
células musculares e de regeneracdo bem como na investigacao da
importancia de moléculas das membranas pré-sinapticas (Stocker,
1998).



Além disto, componentes isolados dos venenos tém sido
utilizados na clinica como anticoagulantes, como exemplo
podemos citar as desintegrinas, que podem ser utilizados como
antagonistas do receptor de fibrinogénio. Nestes casos, onde as
integrinas parecem servir como via comum final, responsavel pela
formacao das pontes plaguetas-plaquetas e consequente
agregacao plaquetaria, quando bloqueadas levam portanto, a
inibicdo da agregacéo plaquetaria induzida por qualquer agente
estimulante. Procedimentos clinicos sugerem que o bloqueio
plaquetario é uma eficaz terapia antitrombdtica (Markland, 1998).
Recentemente, foi descrita a eficiéncia da neutralizacdo de efeitos
locais induzidos por uma metaloprotease hemorragica do veneno
de Bothrops asper por batimastate, um inibidor sintético de
metaloprotease de matriz (Escalante et al., 2000).

Como visto anteriormente, embora diversos inibidores de
metaloproteases de venenos de serpentes ja tenham sido isolados,
dados sobre sua sintese, estrutura, mecanismo de acéo e
capacidade de inibir outras metaloproteases, ainda nédo estao
completamente elucidados.

Considerando a homologia estrutural dos dominios
cataliticos entre as SVMPs, ADAMs e MMPs, é possivel fazer uma
analogia entre o mecanismo de inibicdo destas metaloproteases
(MMPs e ADAMSs) com o das SVMPs.

Portanto, € de grande relevancia a investigacdo da capacidade
dos inibidores naturais isolados do soro de animais resistentes as
SVMPs, para o uso potencial na terapéutica do envenenamento,
assim como na investigacao do mecanismo de acdo destas toxinas
e dos processos fisiologicos sobre os quais elas atuam; quanto as
metalopoteases enddgenas, como as ADAMs e MMPs, que estéo
associadas a diversas patologias (Woessner, 1991; Johnson et al.,
1998).



Os objetivos deste trabalho foram:

Isolar o fator anti-hemorragico presente no soro de Philander
opossum e caracteriza-lo quimica e fisico-quimicamente;

Desenvolver nova técnica de purificacdo de duas
metaloproteases hemorragicas presentes no veneno de
Bothrops jararaca;

Estudar a interacao do inibidor isolado de Philander
opossum com as metaloproteases isoladas do veneno.



I1.1- Animais

Gambas: Foram utilizados animais de ambos os sexos, da
espécie Philander opossum, capturados no Estado do Rio de
Janeiro, R.J., de acordo com as normas recomendadas pelo
IBAMA e mantidos em cativeiro no biotério do Departamento de
Fisiologia e Farmacodinamica, FIOCRUZ.

Ratos: Foram utilizados ratos Wistar machos, de 250-300g,
do Biotério Central do Instituto Oswaldo Cruz, R.J.

Todos o0s experimentos com animais seguiram as normas
éticas da Sociedade Internacional de Toxinologia.

1.2 - Venenos e proteinas padroes

O veneno de Bothrops jararaca foi gentilmente cedido pela
Dr. Aida Hasson Voloch, do Departamento de Biofisica da UFRJ.
Utilizamos também veneno proveniente do Instituto de Biologia do
Exército.

A jJararagina utilizada foi cedida pelo Dr. Theakston,
Laboratério de Medicina Tropical, Liverpool, Inglaterra.

Utilizamos padrdes de massa molecular para cromatografias
de filtracdo em gel provenientes da Pharmacia Biotech (Suécia); os
padrboes de massa molecular para eletroforese e de pontos
isoelétricos foram provenientes da Sigma Chemical Co., EUA.

Foi utilizada soro albumina bovina (BSA) da Sigma Chemical
Co., EUA.

11.3- Reagentes

Acido etilenodiaminotetracético (EDTA), dodecil- sulfato de
sodio (SDS), acrilamida, bis-acrilamida, fibrinogénio bovino,
metanol, reagente de Folin e Ciocalteu, azul brilhante de



Coomassie, Triton x100, acido tricloroacético (TCA), reagente de
Schiff, da Sigma Chemical Co., EUA.

Acetonitrila da Lichrosolv da Merck.

Todos os outros reagentes utilizados foram de qualidade PA
das marcas Merck, Vetec ou Reagen, Brasil.

11.4- Géis de cromatografia

-Bio Gel P30 da Bio Rad,

-DEAE-Sephacel da Pharmacia Biotech,

-Colunas pré-empacotadas Superdex 75 (HR 10/30), MonoQ
(HR 5/5), Phenyl Superose (HR 5/5) e Superdex 200 (HR
10/30) da Pharmacia Biotech.

11.5- EqQuipamentos

-Analisador de aminoacidos LKB BIOCHROM 20 da
Pharmacia,

-Balancas analiticas METTLER AE240, METTLER TOLEDO
PB 3002,

-Centrifuga refrigerada BECKMAN J2-21M,
-Espectrofotobmetro de massa Perkin-Elmer Voyager DE-
PRO,

-Espectrofluorimetro Photon Technology,

-Potenciometro Corning pHmeter 360i,

-Sequenciador Shimadzu PPSQ-23 A,

-Sistema AKTA purifier da Pharmacia Biotech para
cromatografia de baixa e média presséo,

-Sistema de eletroforese Mini-Proteanll, sistema de
iImunotransferéncia Mini-Trans-Blot, sistema de focalizacao
isoelétrica Mini-IEF Cell da BIO RAD,

-Sistema de agua Milli-Q plus da Millipore.

11.6 - Obtencado do soro de Philander opossum (cuica)

Os animais foram anestesiados com quetamina (5mg/kg
massa corporal) por via intra-muscular. O sangue foi obtido
através de puncédo cardiaca e mantido a 37°C por 2 horas, para
formacao do coagulo. Apos, foi centrifugado a 7.800xg por 15
minutos. O soro obtido, cerca de 2mL por animal, foi submetido a



dialise sob agitacdo por 24 horas, a 4°C, contra tampé&o acetato de
sodio 0,01M pH 3,7 e centrifugado a 7.800xg por 15 minutos, a
10°C.

11.7 - Isolamento da fracao antibotrépica (FAB) de Philander
opossum

A metodologia empregada foi a mesma utilizada para
obtencéo da fracdo antibotrépica do soro de Didelphis marsupialis
(gamba), desenvolvida por Perales e colaboradores em 1989, com
algumas modificagbes. O soro (5mL) foi fracionado por
cromatografia de troca anionica em gel de DEAE-Sephacel (coluna
de 1,0 x 10,5 cm), utilizando inicialmente tampéao acetato de sédio
0,01M pH 3,7. Toda a corrida foi realizada a uma velocidade de
fluxo de 10mL/hora. Utilizamos um gradiente linear com 3x 0
volume total da coluna, com o tampao inicial da coluna e com este
mesmo tampdao acrescido de 0,5M de NaCl. A seguir, fizemos
eluicdo isocratica com tampé&o acetato de sédio 0,01M pH 3,7
acrescido de 0,5M de NaCl (5x o volume total da coluna). Foram
coletados 2mL por tubo. O perfil cromatografico foi obtido
utilizando absorbancia de 280nm.

11.8- Isolamento de uma proteina apartir da fracao
antibotropica

Por SDS-PAGE (eletroforese em gel de poliacrilamida na
presenca de SDS) analisamos as fracfes obtidas por DEAE-
Sephacel por comparacdo com a fracdo antibotrépica isolada de
Didelphis marsupialis. Nos tubos onde as fragcdes apresentavam
mobilidade semelhante a esta foram reunidos (aproximadamente
12mL) e precipitados com sulfato de amoénio (80% de saturacio).
Ressuspendemos o precipitado com 300uL de tampao tris-HCI
20mM contendo 1mM de CaCl> e 1,2M de sulfato de amonio pH
7,4, este material foi submetido a cromatografia de interacao
hidrofébica em gel de Phenyl Superose (coluna de 0,5 x 5,0 cm),
com fluxo de 0,5mL/min. O gradiente linear foi realizado com 20x
o volume total da coluna, utilizando o tampé&o de equilibrio e o
mesmo tampao sem adicdo de sulfato. Apdés o gradiente fizemos
eluicdo isocratica com tampéo tris-HClI 20mM contendo 1mM de
CaCl, (5x o volume total da coluna). Foram coletados 0,5mL por



tubo. As fragdes (aproximadamente 5mL) obtidas foram
armazenadas em freezer a -70°C.

11.9- Dosagem de proteinas

A determinacdo do conteudo protéico de todas as amostras
obtidas foi feita segundo o meéetodo de Lowry e colaboradores
(1951). A curva padrao foi construida a partir de uma solucédo de
1mg/mL de soro albumina bovina (BSA), com pontos entre 10 e
50ug.

11.10- Eletroforese em gel de poliacrilamida

As amostras foram analisadas utilizando sistema
descontinuo, conforme o método descrito por Laemmli (1970). Os
géis de concentracao foram constituidos por 4% de acrilamida e os
géis de corrida utilizados na concentracdo de 12,5% ou 15%. O
tampé&o amostra foi utilizado na presenca ou auséncia de agente
redutor (B-mercaptoetanol 5%). O tampao de corrida utilizado foi
tris-glicina 0,05M pHS8,3, com 0,1% de SDS. Todas as amostras
foram aquecidas a 100°C por 5 minutos antes de serem aplicadas
ao gel. As corridas duravam em média 40 minutos, utilizando
voltagem constante de 200V. Os géis foram corados com azul
brilhante de Coomassie R-250 ou por acido periédico-Schiff.

11.11- Deteccéao de glicoproteinas

As fracdes foram submetidas a eletroforese em gel de
poliacrilamida 12,5% em presenca de SDS e agente redutor (B-
mercaptoetanol 5%). Foram aplicados 6ug de proteina de PO41 e
DM43 e 10ug de proteina de FAB de Didelphis marsupialis e
Philander opossum, em cada raia. Aplicamos 10ug de BSA
(Img/mL). O gel foi revelado por acido periodico-Schiff, segundo
metodologia descrita por Van-Seuningen e colaboradores, em
1992. Para isto, apos eletroforese o gel foi mantido durante 5
minutos a 20°C em solucdo de 20% de TCA, sendo depois lavado



em agua MilliQ por 5 minutos a 20°C. ApoOs este tempo, o gel foi
colocado em uma solucao de acido periodico 0,7% contendo 5% de
acido acetico durante 10 minutos, sempre a temperatura de
20°C. O gel foi lavado por mais 2 vezes em agua MilliQ por 2
minutos e submetido ao reagente de Schiff por 10 minutos (até
gue as bandas fossem coradas). Apdés a coloracdo, o gel foi
mantido por 5 minutos em solucédo de dissulfito de potassio e
acido acético 5% e logo, em solucéo fixante de metanol 5% e acido
acético 7,5% a 50°C.

11.12- Determinacéo do teor de glicosilacéao

As amostras foram desglicosiladas enzimaticamente com o kit
da Bio Rad, que utiliza as enzimas PNGase F, NaNase Il e O-
glicosidase. As amostras a serem desglicosiladas (25ug de amostra
dissolvida em 3pL de agua MilliQ, com adicdo de 1uL de tampéo de
reacdo 5x - fosfato de sédio 250mM pH 6,0). Foram utilizados dois
diferentes protocolos de desglicosilagcdo, sem desnaturacao, onde
primeiramente adicionamos 2uL da enzima NANase Il (10U/mL),
apos adicionamos 2uL da enzima O-Glicosidase (1U/mL) e
incubamos a 37°C por 1 hora e logo, adicionamos 10uL de agua
MilliQ e 10uL de tampéao de ajuste do pH (fosfato de sédio 0,5M),
por fim, adicionamos 2uL da enzima PNGase F (2,5U/mL),
incubamos por 24 horas a 37°C. O protocolo desnaturante, repete
as primeiras etapas do anterior, adicdo a amostra da enzima
NANasell, adicao da enzima O-Glicosidase, incubacédo por lhora,
adicdo de agua MilliQ e tampéao de ajuste do pH, e ap0ls estas
etapas, adicionamos 2,5uL de solucao desnaturante (2% SDS e 1M
B-mercaptoetanol) por 5 minutos a 100°C. Em seguida a amostra
foi submetida a 4°C por 5 minutos, e adicionamos 2,5uL de NP-40
e 2 pL da enzima PNGase F, o material foi incubado a 37°C por 3
horas. A eficiéncia do meétodo foi analisada por SDS-PAGE.
Aplicamos aproximadamente 6ug de proteina de cada amostra por
raia. Num segundo experimento utilizamos o mesmo protocolo
desnaturante, dobrando o volume utilizado da enzima PNGase
(2,5U/mL), além disto, aumentamos o tempo de incubacdo desta
enzima (de 3 horas para 6 horas).

11.13- Determinacéao do ponto isoelétrico



Utilizamos o sistema horizontal Mini IEF (BIO RAD) para
determinarmos o ponto isoelétrico das amostras, em gel contendo
poliacrilamida (3%), glicerol 25% e anfélitos para estabelecermos
gradiente de pH de 3-5. Ap6s 24 horas de polimerizacao do gel, as
amostras e os padrdes foram diluidos em 1uL de agua MilliQ e
aplicados no centro do gel. O gel foi colocado sobreposto aos
eletrodos de grafite e submetido a 3 diferentes condicdes elétricas:
100V por 15 minutos; 200V por mais 15 minutos e 450V por 60
minutos. Foram aplicados 3ug de proteina de DM43 e PO41 em
cada raia. Os seguintes padrdoes de pl foram utilizados:
amiloglicosidase (3,50); glicose oxidase (4,15); inibidor tripitico de
soja (4,55) e a-lactoalbumina A (5,20). Apos a corrida, o gel foi
corado com azul de Comassie R-250.

11.14- Imunorevelacao

As amostras foram eletrotransferidas, apos eletroforese em
gel de poliacrilamida em presenca de SDS e agente redutor (-
mercaptoetanol), para uma membrana de PVDF (Immobilon-P,
0,45uM), utilizando o sistema Mini Trans-Blot (BIO RAD). Foram
aplicadas 10ng das fracdes antibotropicas e 5ng de PO41 e DM43.
As corridas duravam em média l1lhora, utilizando voltagem
constante de 100V. A revelacao foi feita com anticorpo policlonal
anti-FAB produzido em coelhos, para isto a fracado antibotropica de
Didelphis marsupialis foi submetida a SDS-PAGE 12,5% e as
bandas referentes as proteinas foram cortadas e secas em Speed
Vac por 24 horas. Apds a secagem, as bandas foram maceradas,
ressuspensas em agua destilada e emulsionadas com adjuvante de
Freund incompleto e finalmente, injetadas por via subcutanea no
dorso do coelho. O animal foi sangrado por puncéo cardiaca por 3
vezes, antes de ser injetado por reforco de antigeno. O sangue
permaneceu por 30 minutos a 37°C por 30 minutos e centrifugado
a 1160xg por 15 minutos (Neves-Ferreira et al., 1999). O reagente
secundario utilizado foi IgG anti-lgG de coelho, conjugada com
peroxidase (Sigma).

11.15- Determinacao da composicdo de aminoéacidos

As amostras (60ug) foram hidrolisadas sob vacuo e sob
saturacao de nitrogénio, usando HCI 5,7N por 24 e 48 horas a



108°C, na estacao Pico Tag (Waters). Utilizamos o analisador
automatico Biochrom 20 (Pharmacia). A composicao em
aminoacidos foi calculada utilizando o maior valor obtido para
cada aminoacido, com excecdo de treonina e serina, que foram
estimadas extrapolando-se ao tempo zero (Spackman et al., 1958).
Apoés a separacdo cromatografica dos aminoacidos por coluna de
troca idntica, os aminoacidos foram derivatizados (derivatizacéo
pés-coluna) utilizando ninhidrina para reagir com 0S grupos
amino primarios. Todos os aminoacidos, com excecao da prolina,
foram detectados espectofotometricamente a 570nm. A prolina foi
detectada a 440nm.

11.16- Sequienciamento de aminoacidos

As amostras foram desalinizadas utilizando cartucho Prosorb
(Perkin Elmer), para isto, completamos seu volume total até 100uL
com TFA 0,1%. A membrana de PVDF do cartucho foi umedecida
com 10uL de metanol e a amostra foi aplicada e lavada com até
750uL de TFA 0,1%. Aplicamos aproximadamente 200pmoles de
cada proteina no cartucho, que foram sequenciadas diretamente
no PVDF. A determinacdo da sequéncia N-terminal foi feita em
sequenciador de proteinas Shimadzu PPSQ-23A. Neste
equipamento, as sequéncias sao realizadas segundo metodologia
desenvolvida por Edman (1950). Foram realizados de 20-30 ciclos
por amostra. Os PTH-aa foram separados em HPLC em coluna de
fase reversa C18 com eluicéo isocratica.

11.17- Determinacao da massa molecular do inibidor de
Philander opossum

Utilizamos cromatografia de gel filtragdo em coluna Superdex
200 (1,0 x 30 cm) para determinarmos a massa molecular das
amostras em condi¢cdes nativas. Os padrdes utilizados para
construirmos a curva de calibracdo foram BSA (67kDa);
ovalbumina (43kDa) e quimotripsinogénio (25kDa). A di-BSA
(134kDa), forma dimérica de BSA, presente neste padrdo, também
foi utilizada.

A massa molecular do inibidor de Philander opossum
também foi determinada por espectrometria de massa por
ionizacdo a laser assistida por matriz - tempo de véo (MALDI-TOF
MS), em equipamento Perkin-Elmer Voyager DE-PRO. Este



experimento foi realizado no laboratorio do Dr. Jay Fox, na
Virginia, EUA.

11.18- Isolamento das proteinas do veneno de Bothrops
jararaca

O veneno total (10mg) foi diluido em 250uL de tampao tris-
HCI 20mM + CaCl> 20mM + NaCl 150mM pH 7,5, e fracionado em
cromatografia de filtracdo em gel em coluna Superdex 200 (1,0 x
30cm), utilizando fluxo constante de 0,5mL/min, no sistema AKTA
(Pharmacia). Foram coletadas fragdes de 0,5mL/tubo na presenca
de gelo no coletor de fracdes. As diferentes fracdes foram reunidas
em “pools”’, de acordo com analise eletroforética em gel de
poliacrilamida e precipitadas separadamente com sulfato de
amonio, a 80% de saturacéo, a 4°C.

Todos os perfis cromatograficos foram obtidos utilizando
absorbancia de 280nm.

11.19- Purificacao da jararagina

O “pool”l isolado por filtracdo em gel (15mL), que continha as
proteinas de maiores massas moleculares presentes no veneno,
incluindo a jararagina (52kDa, EC 3.4.24.73) foi precipitado com
sulfato de amonio com 80% de saturacédo, e ressuspendido em
1ml de tampéo de equilibrio tris-HCI 20mM + CaCl> 1mM + sulfato
de amoénio 1,2M pH 7,4 e logo, submetido a cromatografia de
interacdo hidrofébica em coluna de Phenyl Superose (coluna de
0,5 x 5,0 cm), com fluxo de 0,5mL/min. Foram coletados 0,5mL
por tubo. As amostras foram eluidas com gradiente linear
continuo decrescente de sulfato de amoénio, com 20x o volume
total da coluna. Apdés o gradiente realizamos eluicdo isocratica com
tampé&o tris-HClI 20mM + CaCl. 1mM (5x o volume total da
coluna). O material obtido foi analisado por eletroforese em gel de
poliacrilamida 12,5%. As fracfes que possuiam proteina com
mobilidade semelhante ao padrao de jararagina utilizado foram
mais uma vez precipitadas (6mL) com sulfato de amoénio a 80% de
saturacao e o precipitado foi ressuspenso em 1mL de tampao de



equilibrio (tris-HCI 20mM + CaCl> 1mM pH 6,8). O material foi
submetido a dialise contra o mesmo tampéao por 24 horas a 4°C e
aplicado numa coluna Mono Q (coluna 0,5 x 5,0 cm) com fluxo de
ImL/min. O gradiente utilizado foi linear crescente, com 25x o
volume total da coluna, utilizando o tampao de equilibrio e este
mesmo contendo 350mM de NaCl. Além disto, apés o gradiente
fizemos eluicdo isocratica, com 5x o volume total da coluna, com
tampao de equilibrio acrescido de NaCl 1M. Foram coletados
1mL/tubo. As amostras foram aliquotadas em tubos Eppendorf a
-70°C.

Toda a purificacdo foi feita em presenca de gelo, tanto nas
etapas cromatograficas (coletor de fracbes), quanto nas etapas de
precipitacao.

A identidade da jararagina purificada foi confirmada por
espectrometria de massa, apés digestdo triptica. A analise do
mapa peptidico do nosso material em comparagdo com o0s
peptideos teoricos de jararagina foi realizada utilizando o
programa ‘MS FIT’, no laboratorio do Dr. Jay Fox, na Virginia,
EUA.

11.20- Purificacdo da proteina de baixo peso molecular do
veneno (BP)

O pool Il (15mL) obtido por filtracao em gel em Superdex
200, que demonstrou a presenca de proteinas de baixo peso
molecular identificadas por SDS-PAGE, onde a botrolisina (23kDa,
EC 3.4.24.50) estéd incluida, foi igualmente submetido a
precipitacdo com sulfato de amoénio a 80% de saturacédo a 4°C e o
precipitado foi ressuspendido em 1mL de tampao tris-HCI 20mM
+ CaCl2 1mM + sulfato de amoénio 1,2M pH 7,4 e submetido a
cromatografia de interacédo hidrofébica em coluna de Phenyl
Superose (coluna de 0,5 x 5,0 cm), com fluxo de 0,5mL/min. O

gradiente linear decrescente, com 20x o volume total da coluna, foi



efetuado utilizando-se mesmo tampao na auséncia de sulfato de
amonio. Apo6s o gradiente fizemos eluicado isocratica com tampao
tris-HCI 20mM + CaCl2 1mM com 13x o volume total da coluna.
Foram coletados 0,5mL/tubo. O material eluido foi analisado por
eletroforese em gel de poliacrilamida 12,5%. As aliquotas foram
armazenadas a —-70°C. Igualmente, toda a purificacao foi realizada
em presenca de gelo, tanto nas etapas cromatograficas (coletor de
fracdes), quanto nas etapas de precipitacao e aliquotagem das

amostras.

11.21- Fracionamento da proteina de baixo peso molecular

O material obtido por Phenyl Superose (picos 3 e 4) foi
cromatografado em Superdex 75 (coluna de 1,0 x 30cm) utilizando
tampao tris-HCl 20mM+ CaCl, 20mM + NaCl 1M pH 8,5, com fluxo
de 0,5mL/min. Foram coletados 0,5mL/tubo. As amostras foram
analisadas por eletroforese em gel de poliacrilamida 15% na
presenca de SDS e agente redutor (B-mercaptoetanol).

11.22- Determinacdo da massa molecular da proteina de
baixo peso molecular

Utilizamos cromatografia de gel filtracao em coluna Bio Gel
(coluna de 0,8x 22cm) para determinarmos a massa molecular da
amostra em condicOes nativas. Os padrbes utilizados para
construirmos a curva de calibragcdo foram quimotripsina (25 kDa),
ribonuclease (13,7 kDa) e aprotinina (6,5 kDa).

11.23- Atividade fibrinogenolitica das enzimas isoladas e
inibicao



A andlise da atividade fibrinogenolitica foi realizada segundo
metodologia descrita por Ouyang e Huang (1976), com algumas
modificacbes. Para determinarmos a dose de enzimas a serem
utilizadas no experimento de atividade fibrinogenolitica, avaliamos
a extensao da hidrolise por 0,1-2ug de botrolisina e 0,01-0,5ug de
jararagina, em dois diferentes tempos de incubacdo (5 e 10
minutos).

Utilizamos 0,5ug de ambas as enzimas para testarmos a
inibicdo da atividade fibrinogenolitica. Primeiramente, incubamos
misturas enzima/inibidor, a 37°C em tampéao tris-HCI 20mM +
CaCl2 20mM + NaCl 150mM pH7,5 e, ap6s 10 minutos de
incubacdo, acrescentamos 10ug de fibrinogénio (5mg/mL).
Incubamos por mais 5 minutos a 37°C e paramos a reagdo com
adicdo de tampé&o amostra 5x concentrado. As analises foram
feitas por SDS-PAGE. Os inibidores foram utilizados em relacéo
molar de 1mol de mondémero, utilizando como massa molecular
41kDa para PO41, para um mol de mon6mero utilizando 52kDa
para a jararagina e 23kDa para botrolisina. Os controles foram
feitos utilizando EDTA no lugar dos inibidores, somente o
fibrinogénio ou somente os inibidores.

11.24- Atividade da jararagina em substrato sintético e
inibicdo por PO41

Utilizamos o substrato fluorogénico sintético 2Abz- Ala- Gly-
Leu- Ala- 4Nba (Fox et al, 1986). O primeiro grupamento € o
fluoréforo 2 aminobenzoil e o dltimo era o0 supressor 4
nitrobenzilamida, que era liberado quando havia hidrolise,
permitindo o aumento na emissédo de fluorescéncia. Os ensaios
foram feitos com tampéao tris-HCI 20mM + CaCl, 20mM + NaCl
150mM pH 7,5, utilizando 100uM de substrato e 0,05 pM de
jararagina. Os experimentos foram realizados a 37°C, sob agitacao
magnética, em espectrofluorimetro (Photon Technology). Os
comprimentos de onda de excitacdo e emissao utilizados foram
340nm e 415nm, respectivamente. Nos ensaios de inibicao,
utilizamos relagcdes molares diferentes entre a enzima e o inibidor
(1:1; 1:0,5 e 1:0,25). Estes foram incubados por 5 minutos a 37°C,
antes do inicio dos ensaios.

11.25- Atividade hemorragica e anti-hemorragica



A atividade hemorréagica da jararagina foi avaliada
segundo Kondo et al., 1960. Os ratos foram anestesiados com éter
e 15ug de jararagina (288,5pmoles), dose hemorragica minima
previamente determinada, foram injetados por via intradérmica no
dorso depilado dos animais (grupos de 6). A atividade anti-
hemorragica de PO41 foi avaliada incubando-se, por 30 minutos 1
dose hemorragica minima de jararagina a 37°C, com 577pmoles,
ou 24ug do inibidor, relacdo estequiomeétrica de 1:2. Apos 24
horas, os ratos foram sacrificados com éter, e a pele do dorso foi
retirada para avaliarmos a inibicado da atividade hemorragica.

11.26- Formacdo de complexo entre PO41 e as enzimas
iIsoladas do veneno

Utilizamos 192 pmoles de jararagina (0,33mg/mL) e de PO41
(0,32mg/mL) no ensaio de titulacdo da formacao de complexo. As
misturas de enzimas/inibidores foram incubadas por 5 minutos a
37 °C e submetidas a cromatografia de filtracdo em gel Superdex
200 (coluna de 1,0 x 30cm). As amostras eluidas (0,5mL/tubo)
foram recolhidas e precipitadas com TCA 50% para posterior
andalise da formacdo do complexo por SDS-PAGE 12,5% na
presenca e auséncia de agente redutor (B-mercaptoetanol).

As areas referentes ao inibidor (PO41) e a enzima (jararagina)
livres e ao complexo formado foram plotadas para construcédo de
um grafico, para visualizacdo da estequiometria do complexo
formado.

O ensaio de formacdo de complexo com as proteinas de baixo
peso molecular (BP1 e BP2) foi essencialmente qualitativo.



l11.1- Isolamento do inibidor de Philander opossum

O fracionamento de 5 mL de soro de Philander opossum por
DEAE-Sephacel resultou em 2 picos principais; o primeiro eluido
com o tampao de equilibrio e o dltimo, com aproximadamente
0,25M de NaCl, como indicado na figuralA. Foram coletados
2mL/tubo. As fracbes eluidas foram analisadas por SDS-PAGE e
comparadas com a fracdo antibotropica previamente isolada de
Didelphis marsupialis. O pico eluido com gradiente salino
apresentou uma fracdo com mobilidade semelhante a
antibotropica. Todos os tubos pertencentes a este pico (12mL)
foram reunidos e precipitados para serem submetidos a
cromatografia em Phenyl Superose (Fig.1B). Por esta cromatografia
obtivemos 5 picos (I-V). O quinto pico (V) apresentou apenas 1
banda por eletroforese de aproximadamente 45kDa (raia 4, Fig.2),

migracao pouco maior que a encontrada para DM43 (raia 5, Fig.2).

111.2- Determinacdao da massa molecular do inibidor de
Philander opossum



Por MALDI-TOF obtivemos massa de 41.330 u.m.a. (Fig.3),
razdo pela qual denominamos esta fracdo de PO41. Entretanto,
por filtracdo em gel, obtivemos 61,5kDa de massa molecular

nativa para a fracao isolada de Philander opossum (Fig.4).
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Fig.1A- Cromatografia de troca iontica em DEAE-Sephacel
(coluna de 1,0 x 10,5 cm) - Foram aplicados 5mL de soro de
Philander opossum. Eluicdo inicial com tampéo acetato de sodio
0,01M pH 3,7, seguido de gradiente linear até 0,5M de NaCl no
mesmo tampé&o. Toda corrida foi realizada a 10mL/hora. Foram
coletados 2mL por tubo.

B- Cromatografia de interacdo hidrofébica em Phenyl-
Superose (coluna de 0,5 x 5,0 cm) - A fracédo antibotropica (FAB)
obtida por DEAE-Sephacel foi aplicada em 300uL de tampao de
equilibrio tris-HCI 20mM contendo 1mM de CaCl> e 1,2M de
sulfato de amoénia pH 7,4, com fluxo de 30mL/hora. Foi realizado
gradiente linear decrescente de sulfato de amoénio. Foram

coletados 0,5mL por tubo.
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Fig.2- SDS-PAGE (Laemmli-12,5%) das etapas de purificacao
de PO41 de Philander opossum. 1- Padrao de massa molecular;
2- Soro total de P. opossum; 3- FAB de P. opossum (10ug);
Superose (6uQ); 5-
D.marsupialis (6ug) e 6- FAB de D.marsupialis (10ug). Gel corado
com azul brilhante de Coomassie.
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Fig.3- Massa molecular por MALDI-TOF da proteina isolada de
Philander opossum.
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Fig.4 — Curva de Calibracédo para o calculo de massa molecular
de PO41- Condigbes nativas por filtracao em gel em Superdex 200
(coluna 1,0 x 30cm). 1- Di-BSA (134kDa); 2- BSA (67kDa);
3- ovoalbumina (43kDa) e 4- quimotripsina (25kDa).

l1l. 3- Sequienciamento N-terminal de PO41

Os 27 residuos N-terminais identificados de PO41
demonstraram grande identidade com DM40 e DM43. Com o
alinhamento verificamos algumas heterogeneidades, o0 sexto
residuo prolina em DM40 e 43 é substituido por uma treonina em
PO41; o nono residuo de DM40 arginina substitui a prolina
presente tanto em PO41, quanto em DM43; o décimo quarto
residuo treonina em ambas DMs €& substituido por serina em
PO41, todas as modificacdes apresentadas sdo nao-conservativas,
com excecao da substituicdo serina por treonina no décimo quarto
residuo, como mostra os residuos realcados (azul) no alinhamento
abaixo. Os residuos 23 em DM43 e 25 em PO41 nao foram

identificados.
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Fig.5-Comparacao das sequéncias N-terminais dos fatores anti-
hemorragicos isolados de Didelphis marsupialis (DM40 e
DM43) e de Philander opossum (PO41)- O sequenciamento foi
realizado utilizando-se a quimica de Edman, no sequenciador

automatico Shimadzu.

l11.4- Natureza glicoprotéica de PO41

Como podemos observar na figura 6, todas as amostras
aplicadas no gel (FAB de Philander opossum ; PO41; DM43 e FAB
de Didelphis marsupialis) foram reveladas pelo acido periédico -
Schiff, o que indica a natureza glicoprotéica das amostras.

Somente o controle negativo (BSA, raia 6) nao foi revelado.
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Fig.6- SDS-PAGE (Laemmli-12,5%) das amostras de Philander
opossum e Didelphis marsupialis- Revelacdo com acido
periédico - Schiff. 1- Padrdo de massa molecular pré-corado com
azul brilhante de Coomassie; 2- FAB de Philander opossum
(10ug); 3-PO41(6ug); 4-DM43 (6ug); 5-FAB de Didelphis
marsupialis (10ug) e 6- BSA (10ug).

111.5- Imunotransferéncia de PO41

PO41 foi revelada por anticorpo policlonal anti-FAB de
Didelphis marsupialis assim como DM43. Além disto, as fracdes
antibotropicas de ambas também foram reveladas, demonstrando
inclusive, a presenca de uma segunda proteina de maior
mobilidade na fracdo antibotrépica isolada de Philander opossum

(raia 5), antes nao identificada por eletroforese.
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Fig.7- Imunotransferéncia de PO41. Amostras reveladas por
anticorpo policlonal de coelho preparado contra a fracao
antibotropica de Didelphis marsupialis. 1- Padrdo de massa
molecular pré-corado; 2- FAB de D.marsupialis (10ng); 3- DM43
(5nQ); 4- PO41(5ng) e 5- FAB de Philander opossum (10ng).

111.6- Focalizacao Isoelétrica de PO41

Aplicamos, além dos padrbes de pontos isoelétricos, uma
amostra referéncia de amiloglicosidase isolada (pl 3,5). As duas
proteinas (DM43 e PO41) localizaram-se na mesma regiao.
Ambas mostraram-se difusas no gel, assim como os padrdes
com pl muito acidos (Fig.8). De acordo com o0s padrodes
utilizados e comparacao com a amiloglicosidase, estimamos um

pl inferior a 3,5 para PO41.

plH

52 —



Fig.8- Focalizacéo isoelétrica de PO41- Gel de poliacrilamida
com anfdélitos de 3-5. O gel foi corado com azul brilhante de
Coomassie R-250. 1- Padrdes de pl; 2- amiloglicosidase; 3-
DM43 (3ug) e PO41(3ug).

111.7- Composicao de aminoacidos de PO41

Tabela I: Composicdo de aminoacidos de PO41.

O conteddo de aminoacidos de PO41, DM43 e DM40 obtido
revela grande similaridade entre as amostras. PO41 possui grande
conteudo (42,64%) de residuos hidrofébicos (alanina, valina,
isoleucina, leucina, triptofano, prolina e fenilalanina) (Lehninger,
1986). Além disto, foram determinadas 3 metioninas e 6 meias

cistinas.

Aminoécido PO41 DM40* DM43*




Acido aspartico 22 26 24

Treonina 20 21 20
Serina 22 22 22
Acido glutamico 30 28 28
Glicina 18 22 20
Alanina 22 14 17
Vaina 18 22 18
Cisteina 6 6 6
Metionina 3 3 4
Isoleucina 11 11 11
Leucina 26 27 25
Tirosina 7 7 7
Fenilalanina 14 14 13
Lisina 13 12 13
Histidina 2 2 3
Arginina 13 15 12
Prolina 25 28 25
Triptofano nd 10 9
Total 272 290 277

* Neves-Ferreira et al., 2000.
nd- ndo demonstrado

Os valores assumidos sdo o maior valor obtido para cada aminoacido, com excecao de

treonina e serina, que foram estimadas extrapolando-se ao tempo zero.

111.8- Desglicosilacdo enzimatica de PO41

Como podemos observar na figura 9, ndo obtivemos
desglicosilacao total das amostras, independentemente das
condicbes utilizadas. Porém o protocolo desnaturante parece ter
sido mais eficaz. Na figura B observamos menos heterogeneidades
nas amostras tratadas com protocolo desnaturante (raias 4 e 7).
Além disto, verificamos mais eficacia na desglicosilacdo de DM43
(raia 4, A e B), quando comparada com PO41(raia 7, A e B).
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Fig.9 A e B- SDS-PAGE (Laemmli-12,5%) da desglicosilagcdo enzimatica de PO41. 1-
Padrédo de massa molecular; 2-DMA43; 3-DMA43 desglicosilada em condi¢des nativas; 4-
DMA43 desglicosilada em condi¢des desnaturantes; 5- PO41; 6- PO41 desglicosilada em
condicdes nativas; 7- PO41 desglicosilada em condicdes desnaturantes e 8- Padrdo de massa
molecular. No gel B foram utilizadas o dobro da concentracdo de enzima (PNGase) e

aumento no tempo de incubacé&o. Gel corado com azul brilhante de Coomassie.

111.9- Isolamento da jararagina do veneno de Bothrops
jararaca

De acordo com analise eletroforética do fracionamento do
veneno total (10mg) por cromatografia de filtracdo em gel em
Superdex 200, reunimos as fragcdes em 3 diferentes “pools” (I-111),
figuras 10 e 11. O pool | foi precipitado com sulfato de amoénio
(80% de saturacdo) e submetido a cromatografia de interacdo
hidrofébica em coluna de Phenyl Superose (Fig.12). Nesta etapa
obtivemos 3 principais picos (1-3). O ultimo deles, eluido no final
do gradiente de sulfato de amoénio, é onde se encontra a proteina
com mobilidade semelhante a jararagina. Por analise em

eletroforese observamos que na parte ascendente pico 3 (a-b) é



onde se encontra a proteina mais pura; no 4pice e na parte
descendente do pico (c-e) as fracbes apresentam uma
contaminacdo de aproximadamente 45kDa (Fig.13). Portanto,
reunimos as fracdes a-b do pico 3 para serem precipitadas e
aplicadas em cromatografia de troca ibntica Mono Q (Fig.14). O
pico principal eluido com aproximadamente 0,35M de NaCl, o
apice do pico (b) apresentou fracdo homogénea com mobilidade
semelhante a jararagina padrdo utilizada, como mostra a
eletroforese da figura 15. A parte descendente do pico (c-e) foi
recromatografada nas mesmas condicdes.

Foram necessarias 10 corridas cromatograficas, onde
aplichvamos 10mg de veneno total em cada, para obtencédo de
1mg da proteina com a mesma mobilidade da jararagina.
Confirmamos a identidade deste proteina isolada por
espectrometria de massa apos digestao triptica. Dos 55% dos
peptideos gerados pela hidrdélise, todos apresentaram identidade

com os peptideos teoricos da jararagina
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Fig.10-Cromatografia de filtracdo em gel do veneno de
Bothrops jararaca- Foram aplicados 10mg de vBj em Superdex



200 (coluna de 1,0 x 30 cm) utilizando como tampéao de equilibrio
tris-HCI 20mM, contendo CaCl> 20mM e NaCl 150mM pH 7,5, com
fluxo constante de 30mL/hora. Foram coletados 0,5mL/tubo.
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Fig.11-SDS-PAGE (Laemmli-12,5%) das fracOes de veneno
obtidas por Superdex 200. 1- Padrao de massa molecular; 2-
veneno total; 3-6- Pool I; 7- Pool II; 8-10- Pool Ill. Gel corado com
azul brilhante de Coomassie.
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Fig. 12-Cromatografia de interacdo hidrofébica em Phenyl
Superose (coluna de 0,5 x 5,0 cm) do Pool | obtido por
Superdex 200. Utilizamos tampao tris-HCI 20mM contendo CaCl>



1mM e sulfato de amoénio 1,2M pH 7,4. A eluicdo foi feita com
gradiente linear decrescente de sulfato de amonio. Fluxo de
30mL/hora. Foram coletados 0,5mL/hora.
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Fig.13-SDS-PAGE (Laemmli-12,5%) das fragces obtidas por Phenyl Superose.1-Padréo de
massa molecular; 2- veneno total;  3- Pool | de Superdex; 4- Pico 2; 5-9- Pico 3 (a-e). Gel

corado com azul brilhante de Coomassie.
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Fig.14-Cromatografia de troca i6bntica em Mono Q (coluna de
0,5 x 5,0 cm) do pico 3 (a-b) obtido por Phenyl Superose-



Utilizamos tampao de equilibrio tris-HCI 20mM, contendo CaCl>
1mM pH 6,8. Inicialmente, a eluicdo foi realizada com gradiente
linear crescente de NaCl até 350mM e logo, isocraticamente com o
tampéao de equilibrio contendo NaCl 1M, com fluxo de 60mL/hora.
Coletamos 1mL/tubo.

Fig.15-SDS-PAGE (Laemmli-12,5%) das fracOes obtidas por
Mono Q. 1- Padrédo de massa molecular; 2- veneno total; 3- Pico 3
de Phenyl Superose; 4-fracdo a; 5 fracdo b; 6- padrao de
jararagina e 7-9- fracdes (c-e). Gel corado com azul brilhante de
Coomassie.

111.10- Purificacao da proteina de baixo peso molecular do
veneno de Bothrops jararaca (BP)

Em razdo da presenca de uma proteina de baixo peso
molecular muito homogénea fracionada por cromatografia de
filtracdo em gel em Superdex 200 (Pool I1ll da figura 10), e
analisada por SDS-PAGE (Fig.11), resolvemos purifica-la,
utilizando apenas mais uma etapa cromatografica (em gel de
Phenyl Superose). Por esta coluna obtivemos 4 picos principais (1-
4). Por analise em eletroforese, verificamos que no pico 2
obtinhamos uma fracdo de aproximadamente 50kDa,
contaminando a fracdo de 23kDa (raia4). Nos picos 3 e 4 eluidos
apos o gradiente, obtivemos fracdo parcialmente homégenea de



aproximadamente 23kDa, com pequena contaminagcdo de uma
proteina de menor massa molecular (z 15kDa), como demonstrado
na figura 17 (raias 5-10).

0,4 +

(---)(N) YOS 2(rHN)

Fig. 16-Cromatografia de interacao hidrofobica em Phenyl
Superose (coluna de 0,5 x 5,0 cm) do pool Il de Superdex 200-
Utilizamos inicialmente tampé&o tris-HCI 20mM contendo CacCl>
1mM e sulfato de amoénio 1,2M pH 7,4. Eluicéo feita com gradiente
linear decrescente de sulfato de amoénio. E logo, com eluicao
isocratica com tampéao tris-HCI 20mM contendo CaCl, 1mM. Fluxo
de 30mL/hora. Foram coletados 0,5mL/tubo.
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Fig.17-SDS-PAGE (Laemmli-12,5%) das fragcOes obtidas por Phenyl Superose da proteina
de baixo peso molecular. 1- Padrdo de massa molecular; 2- veneno total; 3- Pool Il de

Superdex; 4- Pico 2; 5-10- Picos 3 e 4 (a-f). Gel corado com azul brilhante de Coomassie.

111.11- Determinacao da massa molecular da proteina de
baixo peso molecular (BP)

Obtivemos 22,5kDa de massa molecular nativa da proteina
de baixo peso molecular, utilizando filtracdo em gel Bio Gel P30.
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Fig.18 — Curva de calibracdo construida para determinacéao da
massa molecular de BP- BioGel P30 (coluna de 0,8 x 22 cm). 1-
guimotripsina (25kDa); 2- ribonuclease (13,7kDa) e 3- aprotinina
(6,5kDa).

111.12- Fracionamento da proteina de baixo peso molecular

Os picos 3 e 4 obtidos por cromatografia em Phenyl Superose
da proteina de baixo peso, foram reunidos em um unico pool (BP
mae). Esta fracdo foi entdo, submetida a cromatografia de filtracao
em gel em Superdex 75 (Fig.19), onde obtivemos 2 picos nao
completamente resolvidos. Por eletroforese em gel de
poliacrilamida 15% verificamos uma pequena diferenca na
migracdo das duas amostras, denominadas como BPl1l e BP2
(Fig.20).



111.13- SeqUenciamento das proteinas de baixo peso
molecular (BPmé&e/BP1 e BP2)

BP1 e BP2 apresentaram seqiiéncia idéntica a BP mée nos 20 primeiros residuos N-terminais. Por procura no banco de dados
(Swiss-prot) utilizando o programa FASTA, obtivemos 96,43% de identidade de BP méae, BP1 e BP2 com jararafibrase |1 e 96,55% com
botrolisina nos 29 residuos identificados.

o5 10 15 20 25 30
BP méae: TPEHQRY IELFLVVDHGMFMKYNGNSDKIRRRIHQ

BP1: TPEHQRY 1ELFLVVDHGMFM
BP2: TPEHQRY 1ELFLVVDHGMFM

5 10 15 20 25 30
1-TPEHQRY I1ELFLVVDHGMFMKYNGNSDKIRRR IHQ

2-LPEHQRY IELF1VVDHGMFMKYNGNSDK1RRR IHQMVN IMKXAY

3-TPEHQRY IELFLVVDSGMFMKYNGNSDK

1-BP mae/BP1 e BP2; 2- Jararafibrase Il e 3- Botrolisina.

100+ BP2

BP1
75+

504

A280nm

25+

mL

Fig.19- Cromatografia de filtracao em gel em Superdex 75
(coluna de 1,0 x 30 cm) do pico 3 e 4 (BPmae) obtidos de
Phenyl Superose da proteina de baixo peso molecular. O



tampao de equilibrio utilizado foi tris-HCI 20mM, contendo CacCl>
20mM e NaCl 1M pH 8,5, com fluxo constante de 30mL/hora.
Foram coletados 0,5mL/tubo.
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Fig.20- SDS-PAGE (Laemmli-15%) do fracionamento da proteina de baixo peso
molecular. 1- Padrdo de massa molecular; 2- BPmae; 3- BP1 e 4- BP2. Gel corado com azul

brilhante de Coomassie.

111.14- Atividade fibrinogenolitica

A atividade fibrinogenolitica das enzimas foi visualizada em
SDS-PAGE, onde verificamos intensa degradacdo apés 5 e 10
minutos de incubacao de 0,5ug de ambas as enzimas com o
fibrinogénio (raias 2 e 7, da Fig.21 e 22). Entretanto, obtivemos
degradacado diferencial para as enzimas utilizadas; a jararagina
foi capaz de lisar completamente a cadeia Ao do fibrinogénio e
parcialmente a B (Fig.21), BPmaéae clivou completamente as

cadeias Aa e Bp. Somente na concentracdo de 0,1lpg desta



enzima (em 5 ou 10 minutos) verificamos apenas a degradacao
da cadeia Aa do fibrinogénio (Fig.22). A cadeia y néao foi
degradada por ambas as enzimas, em nenhuma das

concentracfes utilizadas.

in.15- Inibi¢&o da atividade fibrinogenolitica

PO41(raia6, Fig.23 e 24), assim como o0s outros inibidores
utilizados, foram capazes de impedir a fibrinogendlise do veneno,
com excecado de DM64 (raia 9, Fig.23 e 24), proteina isolada do

soro de Didelphis marsupialis com atividade antimiotoxica.

l11.16- Atividade hemorragica e anti-hemorragica

A atividade hemorragica da jararagina isolada foi verificada
guando utilizamos 15ug desta enzima (288,5pmoles), que foi capaz
de produzir lesdo de 10mm. Para avaliarmos a inibicdo da
jararagina por PO41(570pmoles em 24ug), utilizamos relacao
molar de 1:2 (mol de enzima: mol do inibidor). PO41 foi capaz de
inibir em 100% a hemorragia produzida pela jararagina.

Tabela Il - Inibicdo da atividade hemorragica

Amostras Lesdo hemorragica
Salina (controle) -

PO41 (570pmoles) -

jararagina (288pmoles) +




PO41(570pmoles)+ -
jararagina (288pmoles)
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Fig. 21- SDS-PAGE (Laemmli-12,5%) da jararagina incubada em diferentes
concentracdes e tempos de hidrélises com o fibrinogénio. 1- fibrinogénio; 2- 0,5ug por 5’ ;
3- 0,1ug por 5’; 4- 0,05ug por 5’; 5- 0,01pug por 5’; 6- jararagina; 7-0,5ug por 10’; 8- 0,1ug

por 10’; 9- 0,05ug por 10’ e 10- 0,01pg por 10'. Gel corado com azul brilhante de Coomassie.

Ao —»
B>

Fig.22- SDS-PAGE (Laemmli-12,5%) da proteina de baixo peso
molecular (BPmé&e) incubada em diferentes concentracdes e
tempos de hidroélises com o fibrinogénio. 1- fibrinogénio; 2- 2ug



por 5 ; 3- 1ug por 5; 4- 0,5ug por 5 5- 0,1ug por 5
6- BPmae; 7- 2ug por 10’; 8- 1ug por 10’; 9- 0,5ug por 10’ e 10-
0,1ug por 10'. Gel corado com azul brilhante de Coomassie.
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Fig. 23- SDS-PAGE (Laemmli-12,5%) da inibicdo da hidrélise do
fibrinogénio da jararagina pelos inibidores. 1- Padrdo de massa
molecular; 2- fibrinogénio bovino; 3- jararagina; 4- fibrinogénio +
jararagina; 5- fibrinogénio + jararagina + EDTA; 6 - fibrinogénio +
jararagina + PO41; 7 - fibrinogénio + jararagina + DM43; 8-
fibrinogénio + jararagina + DM40 e 9- fibrinogénio + jararagina +
DM64 . Gel corado com azul brilhante de Coomassie.
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Fig.24- SDS-PAGE (Laemmli-12,5%) da inibicdo da hidrolise do
fibrinogénio de BPmae pelos inibidores. 1- Padrao de massa



molecular;2- fibrinogénio bovino; 3- BPmée; 4- fibrinogénio +
BPmae; 5- fibrinogénio + BPmae + EDTA; 6 - fibrinogénio +
BPmae + PO41; 7 - fibrinogénio + BPméae + DM43; 8- fibrinogénio
+ BPmae + DM40 e 9- fibrinogénio + BPmae + DM64. Gel corado
com azul brilhante de Coomassie.

111.17- Inibic&o da atividade enzimatica da jararagina
por PO41 e DM43

Tabela Ill- Inibicdo da atividade enzimatica da jararagina sobre
O substrato sintético 2-Abz-Ala-Gly-Leu-Ala—4-Nba (Fox et al,
1986).

Como podemos observar na tabela, PO41 foi capaz de inibir
completamente a atividade proteolitica da jararagina em substrato
fluorogénico sintético, tanto nas relacbes molares de 1:1, quanto
de 1:0,5. Alguma inibicdo (60%) também foi obtida utilizando a
relacéo de 1:0,25.

Porcentagem de Inibicéo

Inibidores (L:1)* (1.0,5)* (1:0,25)*
PO41 100 100 60
DM43 100 84 ND

ND- n&o determinado
*Relacdo molar jararagina/Zinibidor

Ensaios realizados em tampao tris-HCI 20mM contendo
CaCl, 20mM e NaCl 150mM pH 7,5, a 37°C, sob agitacao
magnética. Utilizamos o comprimento de onda 340nm de excitacao
e 415nm de emisséo. As concentracoes de substrato (100uM) e de



jararagina (0,05uM) foram constantes. Os inibidores foram pré-
incubados com a enzima por 5 minutos a 37°C nas concentracoes
indicadas acima.

111.18- Formacéo de complexo entre PO41 e as enzimas
isoladas do veneno (jararagina e BPS)

Quando incubamos jararagina e PO41 com concentracfes
equimolares, observamos por cromatografia de filtracdo em gel em
Superdex 200, o aparecimento de um novo pico protéico, e total
desaparecimento tanto de enzima, quanto de inibidor livres,
sugerindo a formacdo de complexo (Fig.25). Por SDS-PAGE
visualizamos a presenca de bandas referentes a enzima e ao
inibidor na fracéo eluida referente ao novo pico formado (raia 4, da
Fig.26). A massa molecular estimada para este novo pico foi de
96,6kDa, compativel com a estequiometria de 1:1, confirmada
posteriormente pelo experimento de titulacdo evidenciado no
grafico de areas (Fig.27). Eletroforeses realizadas na auséncia de
agente redutor (B-mercaptoetanol) demonstraram perfis idénticos,
indicando que os complexos formados sdo nao-covalentes, e que o
inibidor ndo foi aparentemente degradado pela a enzima (dados
nao mostrados).PO41 também foi capaz de formar complexo com
as BPs (BP1 e BP2), como podemos visualizar na figura 28 A e B.
Em ambos os casos, ainda que nao haja o aparecimento de um
novo pico referente ao complexo formado entre as enzimas e 0
inibidor, por SDS-PAGE visualizamos a presenca de 2 bandas, nas
raias referentes ao pico formado pelas enzimas e PO41 (raias 4 e 7,
da Fig.29). Além disto, no cromatograma visualizamos o total

desaperecimento do pico referente as enzimas, sugerindo mais



uma vez que estdao complexando-se ao inibidor.Os perfis de
formacdo de complexo mostram cromatografias independentes de

todas as amostras, sobrepostas nas figuras 25 e 28 A e B.
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Fi1g.25- Formacéao de complexo entre PO41 e a jararagina. As
amostras em relacfes equimolares foram incubadas por 30 minutos
a 37°C e submetidas a cromatografia de gel filtracdo em Superdex
200 (coluna de 1,0 x 30 cm).
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Fig.26- SDS-PAGE (Laemmli-12,5%) da formacao de complexo
entre jararagina e PO41. 1- Padrao de massa molecular;
2- jararagina; 3- PO41 e 4- jararagina + PO41. Gel corado com azul
brilhante de Coomassie.
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Fig.27- Formacédo de complexo entre o inibidor isolado de
Philander opossum (PO41) e jararagina- Utilizamos
concentracbes fixas de jararagina, variando o inibidor, nas
seguintes relacbes molares (1:0,5; 1:1 e 1:2).

Na primeira relacdo utilizada (1:0,5) observamos sobra de
enzima e aumento da area referente ao complexo formado; na
relacdo de 1:1 ndo ha sobra nem de enzima, nem de PO41,
sugerindo a que esta seja a estequiometria do complexo formado;
na relacdo de 1:2 verificamos estabilizacdo da area do complexo,
sugerindo saturacao e além disto, verificamos sobra de PO41.
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Fig. 28 A e B - Formacéao de complexo entre PO41, BP1 e BP2.
As amostras foram incubadas por 30 minutos a 37°C e submetidas
a cromatografia de filtracdo em gel em Superdex 200 (coluna de 1,0
x 30 cm).
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Fi1g.29- SDS-PAGE (Laemmli-12,5%) da formacé&o de complexo
entre as BPs e PO41. 1-Padrao de massa molecular; 2- BP1;

3- PO41; 4- BP1+P0O41; 5- BP2; 6- PO41 e 7- BP2+P0O41. Gel
corado com azul brilhante de Coomassie.

Controle da inibicdo da atividade fibrinogenolitica
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Fig.28- Eletroforese em gel de poliacrilamida 12,5% com SDS na
presenca de agente redutor. 1- Padrdo de massa molecular;
2- fibrinogénio; 3- fibrinogénio + PO41; 4- PO41,; 5- fibrinogénio +
DM43; 6- DM43; 7- fibrinogénio + DM40; 8-DMA40;
O- fibrinogénio+ DM64 e 10- DM64. Gel corado com azul brilhante
de Coomassie.



Apé6s o isolamento da proteina presente no soro de
Philander opossum verificamos que:

POA41:

- E uma glicoproteina acida (pl < 3,5);
- Em condicles nativas possui 61,5 kDa por filtracdo em gel
e 41,330 u.m.a por MALDI-TOF,

- Possui alto conteddo de residuos hidroféobicos; 6 meias
cistinas e 3 metioninas;

- Possui identidade estrutural com DM40 e 43 nos 27
primeiros residuos N-terminais;

- Mostrou-se imunoreativo ao fator isolado do soro de
Didelphis marsupialis;

ISOLAMENTO DE HEMORRAGINAS DO VENENO:

- A nova metodologia desenvolvida mostrou-se mais eficaz e
rapida para isolarmos duas hemorraginas (jararagina e
botrolisina) do veneno de Bothrops jararaca.

ESTUDOS DE INTERACAO DAS HEMORRAGINAS COM
POA41:

- POA41 foi capaz de neutralizar as atividades hemorragica e
proteolitica (substrato sintético fluorogénico e atividade
fibrinogenolitica) das hemorraginas;

- PO41 formou complexos n&o-covalentes com jararagina
(PI11) e botrolisina (PI)

Mediante a estas conclusfes podemos inferir a grande
possibilidade do uso deste inibidor de metaloproteases
hemorragicas, de diferentes classes, como agente terapéutico
aos envenenamentos ofidicos, assim como, no estudo da



inibicdo de outras metaloproteases capazes de produzir
diferentes quadros fisiopatologicos.

A resisténcia de diferentes espécies animais a venenos de
serpentes ja foi amplamente reportada por diversos autores (para
revisdo Domont et al., 1991; Thwin e Gopalakrishnakone, 1998;
Fox e Bjarnason, 1998 a). A resisténcia do gamba Didelphis
marsupialis aos venenos da familia Viperidae foi descrita por
Moussatché e colaboradores (1979; 1981), e parece ser uma
propriedade natural destes animais, ja que fatores inibitorios estao
presentes tanto no soro de animais selvagens, quanto no soro de
animais nascidos em cativeiro. Portanto, ndo ha necessidade de
contato prévio dos gambas com as serpentes para que adquiram
resisténcia (Perales et al., 1986). Em 1994, Perales e colaboradores
demonstraram homologia estrutural entre o fator antibotrépico
isolado do soro do gambéa Didelphis marsupialis e os isolados das
cuicas Philander opossum e Lutreolina crasicaudata. Estudos
posteriores de caracterizacdo fisico-quimica, estrutural e
mecanistica foram feitos exclusivamente com o fator antibotrépico
do gamba.

Esta fracdo antibotropica isolada do soro de Didelphis
marsupialis € capaz de inibir os efeitos hemorragico, letal,
edematogénico e hiperalgésico do veneno de Bothrops jararaca. E
composta por 2 glicoproteinas acidas denominadas DM40 e DM43,
gue (Neves-Ferreira et al., 2000).

Neste trabalho, isolamos o fator antibotropico do soro de

Philander opossum e caracterizamos uma proteina, denominada de



PO41, que demonstrou grande similaridade com inibidores de
metaloproteases, incluindo DM43. Os estudos de interacdo com
metaloproteases hemorragicas foram realizados utilizando duas
enzimas isoladas do veneno de Bothrops jararaca, por uma nova

metodologia também desenvolvida neste trabalho.

Para isolarmos o fator anti-hemorragico do soro de Philander
opossum (PO), utilizamos a metodologia descrita por Perales e
colaboradores, em 1989, para o isolamento das proteinas do soro
de Didelphis marsupialis, com algumas modificacbes. O primeiro
passo cromatografico de purificacdo (DEAE-Sephacel) foi mantido.
A fracdo antibotropica isolada foi submetida a cromatografia de
interacdo hidrofobica em coluna Phenyl Superose. Este gel pré-
empacotado permitiu uma melhor resolucao e rapidez na obtencao
da fracdo homogénea de PO. A proteina anti-hemorréagica, PO,
demonstrou possuir massa molecular de 41.330 u.m.a. por
MALDI-TOF, ligeiramente menor que DM43, dando origem ao
nome PO41. Entretanto, por filtracdo em gel em coluna Superdex
200, obtivemos massa molecular de 61,5 kDa para PO41. Este fato
poderia ser explicado de acordo com as seguintes hipoteses:
a) PO41 poderia apresenta-se em forma dimérica e estar muito
compactada, demonstrando massa molecular menor do que a
esperada para um dimero considerando a massa determinada por
MALDI-TOF; b) poderia ser uma molécula dimérica e estar sendo
adsorvida a matriz, subestimando sua massa molecular; ou ainda,
c) PO41 apresentar-se-ia na forma monomérica, em uma
conformacdo nao-globular. De acordo com Preneta, 1995,
proteinas que possuem formas n&o-globulares podem apresentar

comportamento anémalo por cromatografia de filtracdo em gel.



Este fato portanto, poderia conferir uma menor retencao ao gel,

superestimando a massa obtida por filtracdo em gel (61,5kDa).

Segundo Domont e colaboradores (1991), as proteinas anti-
hemorragicas possuem algumas caracteristicas comuns, dentre
elas a natureza glicoprotéica. De fato, verificamos que PO41 foi
revelada por 4&cido peridédico/reagente de Schiff. Para
determinarmos o seu teor de glicosilacédo, utilizamos o método de
desglicosilacdo enzimatica. Neste meétodo, sao utilizadas 3
diferentes enzimas que potencialmente clivam todos os
oligossacarideos N ligados e a maioria das O-glicosilacbes das
glicoproteinas e glicopeptideos. A enzima PNGase remove todas as
ligacdes glicosidicas em Asn, enquanto que a combinacdo de
NaNasell e O-glicosidase PS remove a maioria das ligacdes

glicosidicas em Ser/Thr.

Infelizmente, a desglicosilacao total de PO41 nao foi atingida.
De acordo com Tarentino e Plummer, 1982, a conformacéo
protéica parece ser o principal fator que pode afetar a retirada dos
carboidratos, jA que proteinas no estado nativo podem manter
seus oligossacarideos completamente resistentes a acédo de
enzimas, restringindo o0 acesso ao sitio de hidrolise. A
desnaturacdo, nestes casos, poderia tornar estas glicoproteinas
susceptiveis a4 remocdo dos carboidratos. Baseando-nos nisso,
optamos pelo uso de um protocolo de desglicosilagcdo em condicbes
desnaturantes. Entretanto, este também n&o foi capaz de
desglicosilar totalmente as proteinas, nem mesmo quando
aumentamos o tempo de incubacédo e a concentracido de enzima
utilizada. Porém, observamos que com o0 uso deste protocolo
desnaturante os produtos de hidrélise mostraram-se menos

heterogéneos. Independentemente do protocolo desnaturante



utilizado observamos que a desglicosilagcdo foi menos eficaz em
PO41, quando comparado com DM43. Podemos tentar explicar a
desglicosilacao incompleta de PO41, considerendo que haja
populactes de moléculas com diferentes graus de desnaturacéao, ja
gue o grau de hidrélise enzimatica € dependente do tamanho e da
conformacdo das glicoproteinas (Kobata e Endo, 1993).
Provavelmente isto ocorreu pois 0s agentes desnaturantes
utilizados nao foram suficientemente drasticos para permitir
acesso das enzimas a todos os sitios de hidrolise.

A analise de aminoacidos de PO41 revelou uma composicao
muito semelhante a obtida para DM40 e DM43 (Neves-Ferreira et
al., 2000), mantendo um padrdao quanto ao conteudo de
aminoacidos hidrofobicos (42,5%), namero de pontes de enxofre
(6 meias cistinas), namero de metioninas (3) e numero total de
residuos (272). O conteudo de acidos aspartico e glutamico, ainda
gue ndo possam ser determinados com exatiddo pela provavel
presenca de glutamina e asparagina, parece ser muito elevado, o
gue esta de acordo com o baixo ponto isoelétrico encontrado para
PO41.

A determinacao do ponto isoelétrico de PO41 pelo ensaio de
focalizacao isoelétrica foi prejudicada, pois nem as amostras e nem
os padrdes acidos utilizados ndo focalizaram, o que pode indicar
uma limitacdo do proprio método. Porém, podemos estimar seu pl
abaixo de 3,5, de acordo com o padrdao de amiloglicosidase
utilizado (pl 3,5). Esta natureza extremamente acida da proteina
pode ser funcédo tanto do alto conteddo de acidos aminados acidos
identificados na sua composicao, como de um provavel conteudo
de acido sialico, oligossacarideo acido presente na maioria das

glicoproteinas (Manzi e Varki, 1993).



O sequenciamento N-terminal dos 27 primeiros residuos de
PO41 revelou uma grande identidade com DM40 e DMA43.
Heterogeneidades foram observadas punctualmente nos residuos
6, 9 e 14. Estas modificacOes sdo ndo-conservativas, com excecao
da alteracado serina/treonina do décimo quarto residuo (ambos sao

aminoacidos polares nao-carregados).

Alem das similaridades quimicas e fisico-quimicas, PO41
assemelha-se com DM40 e DM43 também antigenicamente, ja que
foi revelada por anticorpo policlonal preparado contra a fracao
antibotrépica isolada do soro de Didelphis marsupialis. Por este
método tambéem identificamos a presenca de uma segunda
proteina na fracdo antibotropica de Philander opossum, que
possuia uma maior mobilidade eletroforética que PO41, mas néao
havia sido identificada por SDS-PAGE nem por coloracdo com azul

brilhante de Coomassie, nem por reagente de Schiff.

Para o0 estudo da interacdo dos inibidores com
metaloproteases de veneno de serpentes, foi desenvolvida uma
nova metodologia de purificacdo de duas hemorraginas do veneno
de Bothrops jararaca. Utilizamos, primeiramente, cromatografia de
filtracdo em gel Superdex 200, por onde fracinamos o veneno total.
De acordo com a natureza do método utilizado, conseguimos
agrupar os componentes do veneno em dois grupos em funcao das
suas massas moleculares. O primeiro deles continha a jararagina,
metaloprotease hemorragica da classe Plll, onde estédo incluidas as
toxinas mais potentes dos venenos de serpentes. Este material foi
submetido ao fracionamento segundo técnica descrita por Paine e
colaboradores, em 1992. Por esta metodologia utiliza-se
cromatografia de interacdo hidrofobica em Phenyl-Superose e o

material obtido é cromatografado em troca i6bntica em Mono Q.



Nenhum dos tampodes utilizados nas etapas de purificacéo

continham cloreto de calcio.

E importante ressaltar que tanto o uso de cloreto de célcio
nos tampdes, quanto a purificacdo a 4°C e a rapidez dos métodos,
sao principios fundamentais para que as enzimas nao se
autolisem. O papel biolégico destes ions metalicos ainda ndo esta
totalmente elucidado, contudo sabe-se que alguns deles como o
Ca*2, Mg*2 e Mn*2 sao importantes para estabilidade de certas
proteinas do veneno, enquanto outros, em particular, Zn+2, Cu*?,
Fet2 e Co*2 poderiam atuar no mecanismo catalitico de certos
componentes enzimaticos do veneno (Bjarnason e Fox, 1994). A
remocao do Ca2?* pode levar a mudancas conformacionais com
concomitante perda das atividades proteoliticas e hemorragicas.
Estas mudancas podem muitas vezes ser irreversiveis (lwanaga e
Suzuki, 1979).

A identidade da jararagina purificada foi confirmada por
digestdo triptica seguida de analise do mapa peptidico por
espectrometria de massas (MALDI-TOF). Dos 55% dos peptideos
obtidos pela hidrolise, todos demonstraram identidade com os

peptideos teoricos de jararagina (Paine et al., 1992).

Um segundo grupo protéico obtido por Superdex 200, que continha protein
cromatograficos, obtivemos uma amostra homogénea de
aproximadamente 23kDa, por SDS-PAGE. Denominamos esta
amostra de BP (baixo peso). Para determinarmos sua massa
molecular nativa, submetemos a amostra a cromatografia de
filtracdo em gel. O volume de eluicdo obtido mostrou-se anémalo,
indicando que a proteina possuia massa molecular inferior a
13,7kDa, dado incompativel com a analise eletroforética.

Modificando a matriz do gel de dextran e agarose (Superdex 200)



para poliacrilamida (Bio Gel P30), conseguimos estimar uma
massa molecular de 22,5kDa para a proteina, sugerindo que havia

adsorcdo a matriz do gel.

Maruyama e colaboradores em 1992, também descreveram
uma metodologia para isolamento de duas metaloproteases
hemorragicas do veneno de Bothrops jararaca (jararafibrase I,
proteina de alto peso molecular e jararafibrase Il, proteina de
baixo peso molecular), porém o método descrito utilizava
cromatografias de outras naturezas para obtencdo do material
homogéneo e um passo cromatografico a mais para obtencao da

jararafibrase Il.

Quando submetemos BP a cromatografia de filtragdo em gel em coluna S
verificamos uma pequena diferenca nas suas mobilidades
eletroforéticas. As amostras, denominadas BP1 e BP2, foram
sequenciadas e os 20 residuos N-terminais de ambas revelaram

seguéncias idénticas entre si e com a BP “méae”.

Estes resultados sugerem que pode haver alguma
modificacdo na sequéncia de aminoéacidos das enzimas BP1 e BP2,
gue possa explicar as diferencas nos tempos de eluicdo em gel,
assim como na migracao eletroforética. A exemplo disto, podemos
citar as toxinas hemorréagicas (HT-c e HT-d) isoladas de Crotalus
atrox que diferenciam-se por apenas uma substituicdo no residuo
da posicdo 181 (Asp por Ala), e por isto, foram simplesmente
denominadas como Atrolisina C (Bjarnason e Fox, 1987). Outra
hipotese seria haver diferencas de teores de glicosilagdo entre elas,
0 que poderia causar modificacdo na eluicdo das enzimas por

filtracdo em gel e também na migracao eletroforética.

Utilizando o programa FASTA para procura de sequUéncias

homodlogas, no banco de dados Swiss-Prot, obtivemos 96,43% de



identidade entre as sequéncias N-terminais da BPmaéae, BP1 e BP2
com a jararafibrase Il (Maruyama et al., 1992) e 96,55% com a

botrolisina (Tanizaki et al., 1989), nos 29 residuos investigados.

As enzimas isoladas neste trabalho possuem propriedades
semelhantes as ja reportadas para algumas enzimas do veneno de
Bothrops jararaca, mas por falta de informacdes estruturais ficou
dificil identifica-las. Além disto, algumas delas possuiam 3 ou
mais denominacgdes; a saber: metaloproteases de alto peso
molecular: HF2 (Mandelbaum et al., 1976); botropasina
(Mandelbaum et al., 1982); jararagina (Paine et al., 1992);
jararafibrase | (Maruyama et al., 1992); metaloproteases de baixo
peso molecular: jararafibrases II-IV (Maruyama et al., 1992 e
1993); J protease (Tanizaki et al., 1989), atualmente denominada
de botrolisina (Tanizaki, 1998), de acordo com a IUBMB

(“International Union of Biochemistry and Molecular Biology”).

Decidimos portanto, utilizar para enzima de alto peso molecular a denomina
sequéncia N-terminal e com suas propriedades fisico-quimicas

compativeis com as demonstradas para esta enzima.

E importante relatar que, ao longo deste trabalho, utilizamos
um unico “pool” de veneno de Bothrops jararaca para isolar as
enzimas. Porém, para testarmos as atividades das BPs (BP1 e
BP2), precisou-se fazer uma nova partida de material. Este novo
“pool” de veneno (doado pelo Instituto de Biologia do Exército),
submetido as mesmas técnicas para o fracionamento de BP, nao
demonstrou a presenca das 2 proteinas obtidas por filtracdo em
gel em Superdex 75. Esta variabilidade nos venenos de serpentes
ja foi reportada por Chippaux e colaboradores, em 1991, que
demonstraram que estes podem sofrer variacOes qualitativas a

nivel de familias, géneros, inter ou intra-espécies, até mesmo



conforme distribuicdo geografica, sazonalidade, dieta, habitos,
idade e sexo do ofidio.

Para determinar a atividade proteolitica das enzimas isoladas
utilizamos o fibrinogénio como substrato. As caracteristicas do
fibrinogénio clivado pela jararagina j& haviam sido demonstradas
por Kamiguti e colaboradores (1994b); A molécula do fibrinogénio
(330kDa) € um dimero composto por 3 pares de cadeias Aa, Bp e y.
Sua degradacao por metaloproteases de venenos gera produtos de
clivagem muito similares. A clivagem da cadeia Aa gera fragmentos
de 43 e 24 kDa. Neste trabalho foi demonstrada uma intensa
degradacdo da cadeia Ao pela jararagina, contudo sem afetar as
cadeias Bp e vy, indicando tratar-se de uma a-fibrogenase.
Maruyama e colaboradores (1992), reportam a degradacao total da
cadeia Ao do fibrinogénio mais rapidamente, seguida da
degradacado total da cadeia B pelas jararafibrases | e Il. Nossos
resultados corroboram parcialmente, o0s reportados por
Maruyama, ja que observamos a degradacao total de Aa e parcial
de BB quando utilizamos a jararagina e a degredacédo completa de
ambas as cadeias, quando utilizamos a botrolisina.

Todos os inibidores utilizados (PO41, DM 40 e 43) na relacéao
estequiomeétrica de 1:1 (mol enzima/mol inibidor), foram capazes
de inibir a atividade fibrinogenolitica de ambas as enzimas, que
foram utilizadas em concentracdes e tempos iguais (0,5ug de cada
enzima por 5 minutos de incubacéao). Com excecdo de DM64 que
nao inibiu, nem mesmo quando utilizamos relacdo molar
enzima/inibidor de 1:2, confirmando néo tratar-se de um inibidor
de metaloprotease do veneno de serpente.

A atividade enzimatica da jararagina sobre substrato sintético

foi totalmente inibida por PO41, quando utilizamos relacdes



molares de 1:1 e 1:0,5 (mol enzima/mol de inibidor). Alguma
inibicdo (60%) também foi verificada quando utilizamos 1:0,25.

A atividade hemorragica da jararagina foi determinada
utilizando 15pg de proteina, que foi capaz de induzir lesao
hemorragica de aproximadamente 10mm de diametro meédio, que €
definida como a lesdo minima para indicar a dose hemorragica a
ser utilizada (Theakston e Reid, 1983). PO41 inibiu completamente
esta atividade da jararagina isolada.

Ap6s demonstrarmos as atividades das enzimas isoladas, e testarmos suas
realizados  juntamente com SDS-PAGE, onde verificamos a
formacao de complexos n&o-covalente entre PO41 e ambas
enzimas. A formacdo do complexo foi evidenciada pela formacéo de

um novo pico, deslocado a frente dos controles e com maior area.

Além disto, os picos dos controles desapareceram completamente

na relacdo molar de 1:1. O gréafico de areas construido revela

ainda, que na relacdo de 1:0,5 (mol de enzima: mol de inibidor) ha

sobra de enzima, e que na relacdo 1:2 (mol de enzima: mol de
inibidor) h& sobra de inibidor. A relacdo de 1mol de monémero de

inibidor por 1mol de enzima parece ser a estequiometria entre

PO41 e a jararagina, confirmada pela massa molecular obtida para

o complexo formado (96,6 kDa).

A formacéo de complexo entre BP1 e BP2 com PO41 foi evidenciada por SD
Nnovo pico, e sim, o discreto aumento da area do pico referente ao

inibidor, sugerimos a formacdo de complexo que € corroborada

pelo total desaparecimento do pico referente a enzima, que estaria

entdo, complexando-se com PO41. Infelizmente n&o pudemos

estimar as massas moleculares das amostras deste experimento

pelo comportamento andmalo destas proteinas em cromatografia

de filtracdo, Superdex 200, como relatado.



E importante ressaltar que esta é a primeira vez que é descrita a formac&o ¢
sugere a importancia do dominio metaloprotease, presente em
ambas enzimas para esta interacdo. Dados experimentais obtidos
por Neves-Ferreira (2000) mostram a nao formacdo de complexo
por filtracao em gel, entre DM43 e jararagina C (Usami et al.,
1994). Esta proteina é derivada do processamento da regiao C-
terminal da jararagina, que possui apenas 0s dominios tipo-

desintegrina e rico em cisteina.
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