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Resumo

Os venenos de animais peconhentos constituem rica fonte de informagéao
para 0s pesquisadores, por serem compostos de substancias biologicamente
ativas. Dentre essas substancias destacam-se as proteinas e os peptideos que,
ao serem caracterizados, possibilitam o seu entendimento funcional, além de
promover uma possivel aplicabilidade biotecnologica.

O presente trabalho teve inicio ap6s a observacao que entre diferentes
venenos de animais peconhentos testados quanto a capacidade antibacteriana, os
das serpentes do género Bothrops apresentaram significante atividade,
principalmente B. jararaca. O veneno de B. jararaca mostrou-se capaz de inibir o
crescimento de bactérias gram-positivas e gram-negativas, sendo entao
fracionado pela combinagcdo sucessiva das cromatografias de gel filtrac&o, troca
anionica e afinidade a heparina, obtendo-se ao final dos processos uma fracao
com atividade antibacteriana. A atividade antibacteriana esta diretamente ligada a
atividade L-aminoacido oxidase. A fracdo purificada HTP1 e o veneno bruto
apresentaram também atividade antiparasitaria, matando formas promastigotas de
Leishmania amazonensis e atividade hemolitica, promovendo a lise parcial de
heméacias de cavalo. As atividades biologicas de HTP1 foram inibidas pela adicao
de catalase, um antioxidante, o que leva a sugerir a ligacdo direta do peréxido de
hidrogénio nestas atividades.

Apés cromatografia de troca anibnica foi purificada uma proteina
heterodimérica, denominada proteina P8 com massa molecular de 30260,87 Da
observada por espectrémetro de massa. Apés reducdo das ligacGes dissulfetos
esta apresentou duas subunidades com 15,8 kDa e 14,4 kDa. A sequéncia de
aminoéacidos da regiao N-terminal da subunidade P8a foi

DCPSGWSSYEGNCYKFFQQK, e da subunidade P8b foi

Xi



XCPPDWSSYEGHCYRFFKEE. As subunidades da proteina P8 apresentaram alto
grau de identidade com proteinas tipo-lectina tipo-C. A atividade antigénica da
proteina P8 foi caracterizada e foi observado que a poténcia de antivenenos
botropicos se correlacionou com titulos de anticorpos medidos por ELISA, quando

esta proteina foi imobilizada nas placas.
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Abstract

Snake venoms contain many proteinaceous components which incapacitate
and digest prey. Neurotoxins, cytotoxins, myotoxins, proteases and nucleases are
found in varying quantities in snake venoms. The biochemical characterization of
these compounds would facilitate the study of their functions and give a clue of
their applicability in biotechnology.

Venoms from 13 different animal species were tested using agar diffusion
assay for antibacterial effects against Staphylococcus aureus. The venoms from
five species of Bothrops showed strong antibacterial effects, mainly Bothrops
jararaca venom. The crude venom from B. jararaca displayed antibacterial activity
against various gram-negative and gram-positive bacteria. Purification of active
fractions from crude venom was performed by molecular size-exclusion, ion
exchange and heparin affinity chromatography. The crude venom and purificated
fraction (HTP1) presented a killing effect in vitro against promastigote forms of
Leishmania amazonensis and hemolytic effect in horse blood agar. Antibacterial,
anti-Leishmania and hemolytic activities correlated with L- amino acid oxidase and
were terminated by catalase addition. The oxidation activity of HTP1 was
characterized for substrate specificity through analysis of various amino acids as
substrates, with high oxidase activity against L-leucina and L-metionina.

The botrocetin-like protein (P8 protein) was purified after ion exchange
chromatography. The apparent molecular mass of the protein P8 was 29,5 kDa
before and 15,8 kDa and 14,4 kDa after reduction. The observed molecular mass,
obtained by mass spectrometry, was 30,260.87 Da. The observed amino acid
sequence for the two peptide chains were DCPSGWSSYEGNCYKFFQQK (P8a)
and XCPPDWSSYEGHCYRFFKEE (P8b). These two chain sequences displayed
high degree of similarity with C-type lectin-like protein. An assay based on enzyme-
linked immunosorbent assay (ELISA) was developed to test the potency of anti-

Bothrops antivenoms, using P8 protein.
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1 — Introducao




1.1 — Aspectos gerais

Os acidentes ofidicos apresentam consideravel importancia médica em
virtude da sua grande frequéncia e gravidade. Entre os anos de 1990 e 1993, 20
mil casos de acidentes foram notificados no Brasil, com cerca de 90 mortes por
ano (Brasil, 1998). O perfil epidemiolégico mantém-se inalterado nos ultimos 100
anos, desde as observacdes feitas por Vital Brasil, ocorrendo principalmente em
trabalhadores rurais, do sexo masculino, na faixa etaria de 15 a 49 anos atingindo
normalmente os membros inferiores (BOCHNER & STRUCHINER, 2003). Apesar
de elevado indice de letalidade em acidentes ocorridos por serpentes do género
Crotalus, no Brasil a maior incidéncia de ataques ocorre com as espécies do
género Bothrops (ARAUJO et al., 2003).

O envenenamento ocorre através da inoculacdo do veneno das serpentes
na vitima. Este contém uma variedade de proteinas com diversas atividades
farmacologicas capazes de promover diferentes manifestacdes clinicas. A
utilizacdo de técnicas bioquimicas, imunoldgicas além da biologia molecular
possibilita a separacdo e caracterizacdo destas complexas moléculas levando ao
conhecimento das suas varias formas de acdo nos organismos vivos, além de
possibilitar o seu uso como drogas terapéuticas e sua aplicabilidade na melhoria
da producéao de antivenenos.

Os venenos brutos de varias serpentes das familias Elapidae e Viperidae
mostraram acao contra bactérias gram-positivas e gram-negativas (STILES et al.,
1991), além de apresentarem atividade antiparasitaria (GUILLAUME et al., 2004).
Um relato isolado mostrou que o fator litico direto do veneno da Hemachatus
haemachatus tem a¢do contra Staphylococcus aureus e Escherichia coli (ALOOF-

HIRSCH et al., 1968 apud STILES et al., 1991 ). Recentemente, SANTAMARIA et



al., (2004) demonstraram que a miotoxina Il do veneno de Bothrops asper é um
potente antibacteriano. Atividade antiparasitaria contra Plamodium falsiparum tem
sido atribuida a fosfolipases A2 (GUILLAUME et al,. 2004).

Buscando a melhoria da producdo de antivenenos, THEAKSTON & REID
(1979) relataram a utilizagéo de ensaios in vitro, com 0 uso de veneno bruto como

antigeno, para avaliar a potencia de antivenenos viperideos e elapideos.

1.2 — As serpentes

As serpentes séo animais pertencentes ao filo Chordata, sub filo Vertebrata,
classe Reptilia, sub-ordem Serpentes (POUGH et al., 1999). Atualmente sé&o
registradas cerca de 2.900 espécies de serpentes no mundo, distribuidas em 465
géneros e 20 familias. No Brasil, estdo representados 9 familias, 75 géneros e 321
espécies. (FRANCO, 2003). Destas as serpentes peconhentas sao representadas
pela familia Elapidae, na qual os individuos séo classificados como proteroglifos,
em funcdo do tipo de denticAo que apresentam, cabeca arredondada e sem
fosseta loreal, destacando o género Micrurus e a familia Viperidae, identificadas
pela cabeca triangular, recoberta de escamas. A presenca de fosseta loreal &
caracteristica da subfamilia Crotalinae, na qual encontramos os géneros Botrhops,
Crotalus e Lachesis.

Estes répteis habitam preferencialmente regides temperadas e tropicais,
sd0 animais ectotérmicos, que precisam de fontes externas de energia para
sobreviver (GREENE, 1997). Podem viver em ambientes aquaticos (marinho ou
agua doce) ou terrestre, apresentando habitos fossoreal, terrestre e arboricola
(SEIGEL & COLLINS,1993). Possuem corpo alongado, coberto por escamas

cérneas e sem apéndices locomotores. Apresentam orgao copulador bifurcado e



com espinhos, chamado de hemipénis. No que se refere a reproducéo, podem ser
oviparas (Micrurus e Lachesis muta) ou viviparas (Bothrops e Crotalus).

A classificacdo das serpentes em peconhentas e ndo peconhentas leva em
consideracao a capacidade destas em inocularem o veneno nas suas vitimas. Nas
serpentes peconhentas as secrecdes das glandulas de veneno sdo inoculadas
pelas presas, que sdo dentes modificados, situados anteriormente no maxilar
superior, podendo apresentar sulco, (proterdglifas, ex: Micrurus) ou canal,
(solendglifas, ex: Bothrops, Crotalus, Lachesis) (FILHO-ZAGANELLI, 1996). As
serpentes aglifas e opistdglifas sdo ditas ndo peconhentas, embora muitas delas

possuam glandulas produtoras de venenos.

1.3 -0 veneno

Os venenos das serpentes sdo formados por uma mistura complexa de
proteinas, peptideos, carboidratos, lipideos, ions metalicos e compostos
organicos, sendo que as proteinas e peptideos apresentam 90% do peso seco
(BIEBER, 1979 apud AIRD 2002). A composicao e as propriedades bioquimica e
farmacoldgica do veneno podem variar entre as espécies ou entre os individuos,
devido a fatores como dieta, sazonalidade, habitat, idade e dimorfismo sexual
(GUTIERREZ et al,1980; MEIER et al., 1986; CHIPPAUX et al., 1991, FERREIRA
et al., 1992 apud FILHO-ZAGANELLI, 1996). As fun¢des primarias do veneno sao
imobilizacdo, morte e digestao da presa (KARLSSON, 1979 apud AIRD, 2002).

Venenos elapideos e viperideos apresentam fosfolipases neurotéxicas que
levam a morte através de parada respiratéria, bloqueando a liberacdo de
acetilcolina na juncdo neuromuscular (LEE e CHANG, 1966 apud MILTON, 1970)

Cardiotoxinas e fosfolipase A2 agem sinergicamente promovendo a lise de



eritrécitos e contribuindo para a letalidade do veneno devido a inducdo de parada
cardiaca (KARLSSON, 1979 apud AIRD, 2002). Vérios venenos crotalineos
possuem peptideos hipotensivos capazes de aumentar a acdo hipotensiva da
bradicinina (FERREIRA, et al., 1992 apud AIRD, 2002). Muitas proteinas séo
responsaveis por processos hemorragicos, como as metaloproteases e
fosfolipases (BJARNASON & TU, 1978; FRANCIS, et al.,, 1997). Esta ultima
também promove a formacédo de edema via liberacdo de histamina. No veneno de
Crotalus foi encontrado um peptideo de aproximadamente 5 kDa com atividade
miotdxica (BAKER et al., 1991 apud AIRD, 2002) A atividade miotdxica também
pode ser atribuida a fosfolipideos basicos. No geral, os venenos da familia
Viperidae sdo conhecidos por apresentarem uma significante acdo no sistema
sanguineo, enquanto essa atividade € menor nos elapideos.

O veneno botrépico induz varias reacoes locais devido a combinada acéo
de proteases, fatores hemorragicos, fosfolipases, e liberagdo de mediadores
endogenos (GUTIERREZ & LOMONTE, 1989). Através de estudos comparativos
dos venenos deste género, TAN & PONNUDURAI (1991) mostraram que existem
consideraveis variacfes individuais em atividades biol6gicas tais como
hemorragica e pro-coagulante. Segundo estes autores, as diferencas nas
propriedades biologicas também podem ser usadas para diferenciacao

taxondmica da maioria das serpentes examinadas.



1.4 — Bothrops jararaca

A espécie de serpente B. jararaca (Fig. 1) pertence a familia Viperidae,
subfamilia Crotalinae, género Bothrops. Na América do sul, o género Bothrops é
responsavel por 90% dos acidentes humanos provocados por mordidas
(CARDOSO, 1985). Este género é representado por 44 espécies sendo que 22
podem ser encontradas no Brasil. Estudos epidemiol6gicos na Regido do
Tridngulo Mineiro, Minas Gerais e areas adjacentes no estado de Goias revelaram
que 74% dos acidentes ofidicos ocorreram devido a serpentes do género
Bothrops, sendo o restante por Crotalus (24%) e Micrurus (2%) (SILVA et al.,
2003).

Figura 1: Foto Bothrops jararaca.

No Brasil, a espécie B. jararaca é responsavel pela maioria dos casos de
envenenamento humano, tornado-a uma das espécies mais importantes do ponto

de vista médico (ROSELFD, 1971 apud CARNEIRO et. al, 2002). Componentes



deste veneno promovem Varios danos locais na vitima, caracterizados
principalmente por reagdo inflamatoria aguda com um grande influxo de células,
liberacdo de citocinas e produtos microbicidas como reativos do oxigénio
(CARNEIRO et al.,, 2002). A dose letal média (DLsp) do veneno injetado
intraperitonealmente pode ser estimada por 47,5 yg/camundongo, com uma dose
hemorragica minima de 16,1 ug/rato, e dose necrosante minima de 105,8 pg/rato
(SANCHES, et al, 1991).

Muitas enzimas e proteinas tém sido purificadas e caracterizadas do
veneno de B. jararaca. SOSA et al. (1979) caracterizaram enzimas com atividade
fosfolipasica, e estas apresentavam hemolise do tipo indireto. TANIZAKI et al
(1989) purificaram a botrolisina uma metaloprotease hemorragica. O estudo deste
veneno permitiu a descoberta da bradicinina por ROCHA —e — SILVA et al em
1949 (FRANCA & SANT ANA-MALAQUE, 2003). Cinco novos peptideos
potenciadores de bradicina foram purificados por cromatografia liquida e tiveram
sua sequéncia determinada por espectrometria de massa (IANZER et al, 2004).
Também foram determinadas as sequiéncias de aminoacidos da regido N-terminal
de trés metaloproteases (jararafibrases I, Ill e IV) com atividade fibrinolitica e
hemorragica (MARUYAMA et al., 2002). NISHIDA et al. (1994) purificaram a
botrombina, uma proteina tipo-trombina com massa entre 33 e 35 kDa que atua no
fibrinogénio para formar fibrina, tendo sido mais tarde cristalizada por WATANABE
et al. (2002). PAINE et al. (1992) denominaram de jararagina uma metaloprotease
com atividade hemorragica e massa molecular de 55 kDa. A mesma promoveu a
diminuicdo na taxa de proliferacdo de células de melanoma humano (CORREA Jr.
et al., 2002) e provocou sangramento nos pulmdes de camundongo (ESCALANTE
et al, 2003). A atividade anti-tumoral do veneno bruto de B. jararaca em células de

ascites Ehrlich foi comprovada por ensaios in vivo e in vitro por DA SILVA et al.



(2002). VIEIRA et al. (2004) purificaram a jararassina-lI, uma proteina de 30 kDa
com atividade fibrinogenolica e coagulante. SERRANO et al. (1999) purificaram
uma fosfolipase que promove a inibicdo de agregacdo de plaquetas, esta
chamada de BJ-PLA é composta por 124 residuos de aminoacido.

FUJIMURA et al. purificaram duas formas distintas de botrocetina, que sao
proteinas tipo-lectina tipo-C. Os venenos de B. jararaca exibem niveis variaveis de
atividade L-aminoé&cido oxidase, indo de 19 a 97 nmol de substrato sendo oxidado
por 1mg de veneno por minuto (TAN & PONNUDURAI, 1991), porém nenhum

relato da purificacdo da enzima foi encontrado.

1.5 - L-aminoéacido oxidase (LAO)

L-aminoacido oxidases (Fig. 2) sdo flavoenzimas que catalisam a
desaminacdo oxidativa de um substrato L-aminoacido, a a-ceto acido, com a
producéo de peroxido de hidrogénio (H.0,) e amoénia (NH3). Freqlientemente séo
homodiméricas, com massa molecular em torno de 110 a 150 kDa, determinadas
por cromatografia de gel filtracdo. Encontram-se amplamente distribuidas em
varios organismos e em venenos de serpentes (CURTI et al.,, 1992). A enzima
funcional é um dimero, sendo que cada subunidade consiste de trés dominios; um
dominio de ligacdo ao grupo prostético (FAD), um de ligacdo ao substrato e um
dominio helicodal. Com menos frequéncia, FMN pode ser encontrada como grupo
prostético (PONNUDURAI et al., 1994). LAO &cidas, neutras e basicas tém sido
isoladas, porém ndo se sabe se a diferenca de cargas reflete nas muitas
propriedades farmacoldgicas destas enzimas (DU & CLEMETSON, 2002).
Encontram-se amplamente distribuidas em varios organismos e em venenos de

serpentes (CURTI et al., 1992).



Figura 2: L-aminoacido oxidase da serpente Callosema rhodostoma
(PAWELEK et al., 2000)

A enzima funcionalmente &€ um dimero, onde cada subunidade consiste de
trés dominios, um dominio de ligacdo ao grupo prostético (FAD), um de ligacdo ao
substrato e um dominio helicodal. Com menos frequéncia, FMN pode ser
encontrada como grupo prostético (PONNUDURAI et al., 1994). LAO acidas,
neutras e basicas tém sido isoladas, porém nao se sabe se a diferenca de cargas
reflete nas muitas propriedades farmacologicas destas enzimas (DU &
CLEMETSON, 2002).

A atividade da LAO encontra-se presente em varios venenos do género
Bothrops, com intensidades distintas na sua atividade especifica (PESSATI et al.,
1995). Sugere-se que o papel primario da LAO no veneno seja a paralisia da

presa promovendo hipotensdo através da liberacdo de H,O,, que ira ativar a



guanilato ciclase a produzir cGMP que agira nas células cardiacas diminuindo a
contracdo. Age também no processo de digestdo, lisando a célula. Apesar de
alguns estudos ja terem sido realizados, a LAO estd dentro de um grupo de
enzimas com funcdo ndo bem conhecida (AIRD, 2002).

Diferentes atividades bioldgicas tém sido relatadas, incluindo inducédo de
apoptose em varias células humanas (SUHR et al.,, 1996; AHN et al.,1997;
MASSUDA et al., 1997; TORRI et al., 1997; ALI et al., 2000; SUN et al., 2003;),
inibicdo e inducdo de agregacao de plaquetas (TAKATSUKA et al., 2001; WEI et
al., 2002; STABELI et al.,2004), atividade anticoagulante (SAKURAI et al., 2003),
atividade anti-viral (ZHANG et al., 2003), anti-parasitaria (TEMPONE et al., 2001;
FERNANDEZ-GOMES et al.,, 1994) anti-bacteriana (STILES et al., 1991;
BLAYLOCK, 2000; JIMBO et al., 2003; STABELI et al., 2004) e atividade
hemolitica (ALI et al., 2000). Todas essas atividades estdo relacionadas com a
producéo localizada de H,0,, sendo que a adi¢cdo de antioxidante (catalase) inibe

sua acao bioldgica.

1.6 — Proteinas tipo-lectina tipo-C

Recentemente, um grande numero de proteinas tipo-lectina tipo-C que
estdo relacionadas com os processos de trombose e hemostase através de
ativacao ou inibicao especifica de receptores de membrana de plaquetas, tém sido
isoladas e caracterizadas de varias espécies de serpentes. Essas proteinas séo
estruturalmente similares as proteinas tipo-lectina. Porém a maioria delas nao
possui o sitio de ligacdo ao carboidrato. Comumente, sdo encontradas como
heterodimero com subunidades homadlogas (cadeia a e B) ligadas por uma uUnica

ponte dissulfeto (OGAWA et al., 2005).
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ANDREWS et al. (1996) purificaram uma proteina tipo-lectina tipo-C de 50
kDa da serpente Trimeresurus albolabris, denominada alboagregina, e duas
proteinas de 25 kDa, CHH-A e CHH-B, de Crotalus horridus horridus. Estas se
ligam a proteina GPlb das plaquetas, impedindo a ligacdo do fator de von
Willerbrand (VWF), promovendo a inibicdo da agregacdo plaquetaria. Outros
exemplos de antagonistas de agregacao plaquetarias sdo agkicetina de A actus,
mamusigina de A. halys blomohoffi, agkicetina-C de D. acutus (CHEN & TSAI,
1995; SAKURAI et al., 1998; CHEN et al., 2000; apud OGAWA, et al., 2005).

Com atividade oposta, aggretina uma proteina heterodimérica de 25 kDa
consistindo de duas subunidades de 18 e 15 kDa ligadas por pontes dissulfetos,
foi isolada do veneno da serpente Calloselasma rhodostoma, apresentando
atividade de agregacdo de plaquetas (HUAG et al.,, 1995). A Bitiscetina, da
serpente Bitis arietanse, também considerada um agonista na agregacdo de
plaquetas, age interagindo diretamente com o fator de VWF (HAMAKO et al.,
1996)

Do veneno da serpente B. jararaca, FUJIMURA et al. (1991) purificaram
duas formas distintas de botrocetina, que promovem a agregacao de plaquetas via
interacdo com o VWF. A espécie de cadeia Unica apresenta massa molecular de
28 kDa antes e de 32 kDa depois de reduzir as pontes dissulfetos. Ja a espécie de
duas cadeias possui uma massa aparente de 27 antes e de 15 e 14,5 kDa apos
reducéo, sendo que a botrocetina de duas cadeias é 34 vezes mais ativa que a de
cadeia Unica. Pouco depois, USAMI et al. (1993) determinaram a sequéncia
completa de aminoacidos e a localizacdo das pontes dissulfetos da molécula de
duas cadeias. A botrocetina € heterodimérica composta de duas subunidades, a
subunidade a com 133 residuos de aminoacido e a subunidade B com 125

residuos. Estéo presentes trés pontes dissulfetos intra-cadeia e uma intercadeia. A
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proteina dimérica foi purifica por coluna de troca ibnica DEAE-Sepharose, seguido
por cromatografia de gel filtracdo em HPLC utilizando duas colunas seriadas (TSK
G3000SW e G2000SW) e posteriormente por coluna de interacdo hidrofébica
phenyl-Superose HR 5/5 acoplada ao HPLC. Os autores ainda fizeram o uso de

cromatografia de fase reversa para o sequenciamento.

1.7 — Aplicacdes biotecnolédgicas dos venenos ofidicos

Algumas proteinas com atividades antibacteriana e antiparasitaria estdo
sendo estudadas por varios grupos de pesquisa, sendo muitas isoladas de
venenos de serpentes. Dois componentes antibacterianos do veneno de
Pseudechis australis foram purificados, denominados de LAO1 e LAO2, estas sao
proteinas com atividade LAO (STILES et al., 1991). A acdo antibactericida de
PLA; foi primeiramente relatada para a miotoxina de B. asper, demonstrando um
mecanismo bactericida independente da catalise (PARAMO et al.,1998).
Recentemente, SANTAMARIA et al., (2004) demonstraram que tanto as
fosfolipases inativas cataliticamente, como as ativas, possuem atividade
antibactericida. No mesmo estudo, o0s autores construiram peptideos
correspondentes aos residuos 115-129 da miotoxina Il de B. asper e observaram
uma correlacdo entre a poténcia bactericida e os residuos de triptofano. Do
veneno de B. alternatus, foi isolado a proteina Balt-LAAO-I, que apresentou
atividade antibactericida contra S. aureus e E. coli. Esta é uma glicoproteina &cida,
cuja acdo ndo esta envolvida com atividade fosfolipasica (STABELI et al., 2004).

Ao marcarem o veneno da serpente Cerastes cerastes com %

e posteriormente
incubarem com parasitas, FERNANDEZ-GOMEZ et al (1994) identificaram trés

componentes preferenciais que interagem com estes patégenos. Outro veneno
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botrépico, B. moojeni, contém uma proteina de 140 kDa com atividade L-
aminoacido oxidase e atividade antiparasitaria (TEMPONE et al, 2001).
GUILLAUME et al. (2004) inibiram o desenvolvimento do Plasmodium falciparum
com o uso de sete isoformas de fosfolipases isoladas de abelha, escorpido e
serpentes.

As fosfolipases secretadas apresentam varias funcées no veneno e, uma
destas, é a atividade hemolitica. SOARES et al. (2001) encontraram que a
pirotoxin Ill, uma fosfolipase A2 do veneno de B. pirajai, além de apresentar
atividade bactericida contra E. coli, € uma potente molécula hemolitica. A jerdoxin
(PLA,) isolada do veneno de Trimeresurus jerdoxin, com massa molecular de 15
kDa, mostrou ser capaz de induzir 97% de hemodlise quando utilizou-se 2 ug/mL da
enzima com fosfatidil colina e Ca*? (LU et al., 2002).0 veneno bruto de Micrurus
altirostris, do Rio Grande do Sul, apresenta alta atividade edematogénica, letal e
atividade hemolitica indireta. O veneno bruto e a enzima LNV-LAO de Eristocophis
macmahoni exibiram hemodlise em células de carneiro, esta Ultima com doses

menores que 1 ug (ALl et al., 2000).

1.8 — Soroterapia

Muitas proteinas dos venenos podem promover a morte da vitima que foi
acidentada pela mordida da serpente, e o Unico tratamento especifico para o
envenenamento é o uso de antivenenos, que normalmente sdo preparados
através da hiperimunizacdo de cavalos com misturas de venenos representativos
de cada regido. A poténcia de antivenenos tem sido tradicionalmente medida
através de testes de neutralizacdo da letalidade (WHO, 1981). Porém, além de

caros e de despenderem muito tempo para sua realizacdo, estes ensaios
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promovem o sofrimento e a morte de muitos animais. Por isso, em um encontro
realizado pela Organizacdo Mundial de Saude, e com a presenca de
pesquisadores de varios paises, ficou enfatizado a necessidade da realizacdo de
pesquisas que busquem uma metodologia aplicavel para substituir os testes de
letalidade in vivo (THEAKSTON et al, 2003). Testes imunoenzimaticos
apresentaram resultados promissores para alguns antivenenos testados,
demonstrando altos indices de correlagdo entre anticorpos dosados por ELISA e
soro neutralizacdo (GUTIERREZ et al., 1988, ALAPE-GIRON et al., 1997). MARIA
et al. (1998) investigaram a correlagdo entre a neutralizacdo da toxicidade letal in
vivo, a neutralizacdo da atividade hemolitica (PLA2) e 0s niveis de anticorpos
medidos por ELISA, utilizando o veneno de B. jararaca e a fracdo toxica da
cromatografia de gel filtragdo como antigenos.

Tendo em vista a riqueza de informacdes e grande aplicabilidade
biotecnologica que pode ser conseguida com exploracdo dos compostos bioativos
presentes nos veneno, bem como a necessidade de se descobrir novas drogas
gue possam inibir o crescimento de bactérias e parasitarias sem alta toxicidade e
efeitos colaterais para o hospedeiro. Este trabalho utilizou-se do veneno da
serpente B. jararaca para purificar componentes antibacterianos. Durante o
desenvolvimento deste objetivo verificou-se também que o veneno bruto e alguns
componentes apresentaram atividade anti-Lieshmania e hemolitica. Purificou-se
uma proteina que quando utilizada como antigeno em placas de ELISA reagiram
com o0s antivenenos botropicos de cavalo com diferentes poténcias neutralizantes

de modo proporcional.
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2 — Objetivos
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2.1 — Objetivo geral

Purificacéo e caracterizacdo de componentes antibacterianos do veneno de
B. jararaca e de proteinas do mesmo veneno que possam ser utilizadas como
antigenos em ensaios in vitro para determinacdo da poténcia neutralizante de

antivenenos botrépicos.

2.2 — Objetivos especificos

= Verificar a capacidade antibacteriana de venenos de animais peconhentos;

= Ensaiar a susceptibilidade de bactérias gram-positivas e gram-negativas
frente aos venenos brutos com atividade antibacteriana;

= Purificar o(s) componente(s) com capacidade antibacteriana, do veneno
bruto.

= Testar atividades enzimaticas e bioldgicas, tais como L-aminoacido oxidase,
antiparasitaria e hemolitica do(s) componente(s) antibacteriano(s) purificado(s).

= Caracterizar estruturalmente a(s) proteina(s) purificada(s).

= Buscar similaridade desta proteina como outras proteinas em banco de
dados.

= Correlacionar os titulos de anticorpos obtidos por ELISA com a poténcia
neutralizante de antivenenos botrépicos, utilizando proteina purificada do veneno

como antigeno.
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3 — Materiais e Métodos
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3.1 —Venenos

Os venenos brutos dos da abelha Apis mellifera, da lagarta Lonomia sp.,
das aranhas Lycosa sp. e Phoneutria nigriventer, dos escorpides Tityus bahiensis
e T. serrulatus, das serpentes Bothrops alternatus, B. jararaca, B. jararacussu, B.
moojeni, B. neuwiedi, Crotalus durissus terrificus e Lachesis muta. muta foram
mantidos liofilizados em temperatura de —20°C, no Laboratério de Imunoquimica
de Toxinas (ICB-UFMG). O veneno bruto liofilizado da serpente B. jararaca foi
gentilmente cedido pela Fundacdo Ezequiel Dias (FUNED), Belo Horizonte, Minas
Gerais, sendo acondicionado em tubo plastico e estocado a temperatura de —20°C

até o seu uso.

3.2 — Reagentes

Todos os reagentes utilizados no presente trabalho apresentavam alto teor
de pureza (P.A.), sendo obtidos comercialmente pelas empresas Merck, Sigma,
Gibco BRL, Difco, Inlab e Vetec. As colunas cromatograficas utilizadas nos

processos de fracionamento do veneno foram da Pharmacia e Shimadzu.
3.3 — Dosagem de proteinas
Os conteudos protéicos do veneno bruto e das fracBes purificadas foram

determinados pelo método de BRADFORD (1976), utilizando-se albumina de soro

bovino (BSA - Sigma) como padréo.
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3.4 - Atividade antibacteriana

3.4.1 — Ensaio por difusao em agar

Os testes antibacterianos foram realizados no Laboratério de Microbiologia
Oral e Anaerdbios, Departamento de Microbiologia, da Universidade Federal de
Minas Gerais (ICB-UFMG), sob a coordenacgdo da Prof. Maria Auxiliadora Roque
de Carvalho. Os ensaios foram realizados pelo método de difusdo em agar de
acordo com a metodologia descrita pelo NATIONAL COMMITEE FOR CLINICAL
LABORATORY STANDARTS (2001). As bactérias foram solubilizadas em solucéo
salina 0,85% (p/v), e posteriormente inoculada homogeneamente em placa de
Petri contendo meio solido BHI — Brain-heart infusion - (BHI agar 5,2% (p/v),
extrato de levedura 0,5% (p/v)). No meio solidificado foram feitos orificios, onde
foram aplicados 40 pug das amostras em salina para um volume final de 50 uL (0,8
mg/mL). As placas foram incubadas a 37°C, até que fosse observado o
crescimento bacteriano. A atividade antibacteriana foi observada pela formacéao de
um halo de inibicdo em torno do local onde foi aplicada a amostra. Todos o0s
experimentos foram realizados em duplicata, fazendo-se em duas placas de

cultura distintas.

3.4.2 — Escolha do veneno

Treze venenos foram testados segundo a sua capacidade de inibir o
crescimento bacteriano (S. aureus) pelo ensaio de difusdo em agar. Os venenos

testados foram: da abelha Apis mellifera, da lagarta Lonomia sp., das aranhas

Lycosa sp. e Phoneutria nigriventer, dos escorpiées Tityus bahiensis e T.
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serrulatus, das serpentes Bothrops alternatus, B. jararaca, B. jararacussu, B.

moojeni, B. neuwiedi, Crotalus. durissus terrificus e Lachesis muta muta.

3.4.3 - Sensibilidade de bactérias frente ao veneno

botrdpico.

Bactérias Gram-positivas e Gram-negativas foram testadas quanto a sua
sensibilidade frente aos venenos brutos de B. jararaca e B. jararacussu.
Considerando as exigéncias nutricionais das bactérias o meio sélido BHI foi
suplementado com 0,5% (p/v) de extrato de levedura, 5ug/mL de menadiona e
hemina. As bactérias aerObias como Escherichia coli (ATCC 25922), Listeria
monocytigenesis (ATCC 15313), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 10145),
Salmonella typhimurium (ATCC 14028), Staphylococcus. aureus (ATCC 33591), S.
epidermidis (ATCC 12228), foram incubadas em estufa a 37°C, enquanto as
bactérias anaerObias ou anaerdbias facultativas como Actinobacillus
actinomycetencomitans (ATCC 29523) Bacterdides fragilis (ATCC25285),
Eikenella corrondes, Enterococcus faecalis (ATCC 19433), Eubacterium lentum,
Peptoestreptococcus anaerobius (ATCC 27337), Porphyromonas gingivalis (ATCC
33277), Prevotella intermédia (ATCC 25611), Propionibacterium acnes (ATCC
6919) e Streptococcus mutans (ATCC 25175), foram incubadas em camara de

anaerobiose, onde se tem auséncia de oxigénio, a 37°C.
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3.5 — Eletroforese em gel de poliacrilamida com SDS

Com o intuito de observar o perfil protéico do veneno bruto e das fracbes
purificadas, foi realizada a eletroforese em gel de poliacrilamida em presenca de
dodecilsulfato de sodio (SDS) segundo o método de LAEMMLI (1970).

O gel de separacdo de 12,5% foi preparado a partir de uma solucao
estoque de acrilamida 30% (p/v), bis-acrilamida 0,8% (p/v), SDS 10% (p/v),
persulfato de aménio 10% (p/v), TEMED (1:2000 v/v), Tris-HCI 1,5M, pH 8,8. Para
o gel de aplicacdo, a solucao estoque foi diluida a 4% em Tris-HCI 0,5 M pH 6,8 e
SDS 0,1% (p/v).

As amostras antes de serem aplicadas no gel foram solubilizadas em uma
solugéo contendo Tris-HCI 0,7 M pH 6,8, azul de bromofenol 0,25% (p/v) e glicerol
10% na auséncia (sem reducdo) ou na presenca (com reducdo) de pB-
mercaptoetanol. Estas amostras foram fervidas a 100°C por 5 minutos. A
eletroforese foi desenvolvida com voltagem de 120 volts.

Apoés a migracao das bandas proteicas, os géis foram corados pelo método
de azul de Comassie ou pela prata. Na coloracédo por azul de Comassie o gel foi
corado por uma solucdo de Comassie Blue R250 em etanol a 50% (v/v) e acido
fosforico a 10% e descorado por lavagens sucessivas com solucdo descorante
(acido acético 10%, metanol 50% e agua destilada 40% v/v). Na coloracdo pela
prata o gel foi primeiramente fixado em metano 50%, &acido acético 12%,
formaldeido 0,04% (v/v) em agua, em um tempo de 1 hora. Posteriormente
realizou-se uma rapida incubacdo em solucdo de tiossulfato de sédio 0.04% (p/v)
e depois em solucdo de prata (nitrato de prata 0,1% (p/v) e formaldeido 0,075%
(v/v)) por 20 minutos. Para revelar a coloracdo o gel foi incubado com carbonato
de sédio 6% (p/v), formaldeido 0,05% (v/v) e 2 mL da solucdo de tiossulfato de

sédio até o aparecimento das bandas. A reacédo foi parada com uma solucéo de
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metanol 50% e acido acético 12% (v/v). Sempre entre as incubacgdes lavava-se 0

gel com agua destilada.

3.6 — Ensaio de atividade L-aminoacido oxidase (LAO)

O ensaio de atividade LAO consiste em um ensaio enzimético, no qual um
substrato, no caso um L-aminoacido, € oxidado pela enzima LAO gerando como
um dos produtos da reacdo o H,O, que € entdo utilizado pela peroxidase de
rabanete para oxidar a o-dianisidina a um radical cation podendo ser monitorada
pela luz visivel.

Realizou-se o0 ensaio enzimatico segundo SAKURAI et al. (2001) com
modificacées. Uma mistura de reacdo contendo 50 ug/mL de peroxidase de
rabanete, 100 uM de L-leucina, 10 uM de o-dianisidina, em 0,1 M de Tris-HCI pH
7,8 e as fracdes purificadas em um volume final de 1 mL foi incubado a 25° C por
um periodo de 30 minutos. O aumento da absorbancia foi monitorado a 436 nm
por espectofotometro (Shimadzu — UV 160A). Uma unidade de atividade
enzimatica € definida como a oxidacdo de 1uM de L-leucina por minuto, e a
diferenca no coeficiente de absorcdo molar é de 8,31 x 10> M cm™. Os ensaios
foram realizados em duplicatas.

Para verificar qual das fracdes purificadas apresentavam atividade LAO,
foram utilizados 100 uL de cada tubo e, quando a atividade foi realizada com as
fracbes cromatograficas, ja liofilizados e dosadas, foram utilizados 2 pg de
proteina por amostra.

Os seguintes substratos foram utilizados para determinar a relativa
especificidade da fracdo da cromatografia de afinidade por heparina: L-alanina, L-

arginina, L-asparagina, L-cisteina, L-fenilalanina, L-histidina, L-isoleucina, L-
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leucina, L-lisina, L-metionina, L-prolina, L-treonina, L-triptofano, L-serina, L-valina.
A mistura da reagéo foi realizada como descrito acima, com 100 pug/mL de cada

aminoacido e 2,0 ug/mL da fracéo.

3.7 — Fracionamento do veneno bruto de B. jararaca

3.7.1 — Cromatografia por gel filtracdo em sistema de FPLC

O veneno bruto de B. jararaca foi primeiramente fracionado por
cromatografia de gel filtracAo na coluna semi-preparativa (10mm de diametro)
Superdex™ 75 HR10/30 (Pharmacia) acoplada ao sistema de FPLC — Fast
Performance Liquid Cromatography - (Pharmacia). Esta coluna possui como fase
estacionaria ligacdes cruzadas entre dextran e agarose, apresentando uma oOtima
resolucdo de separacao de proteinas em torno de 3000 - 70000 Da. O veneno
liofilizado (500 mg de proteina) foi solubilizado com o tampéo de eluicdo, formiato
de amoénio 0,15M pH 6,0 (0,5 mL), e aplicado na coluna (10 mg por corrida)
previamente equilibrada. O conteudo protéico foi eluido em um fluxo continuo de
0,5 mL/min, sendo coletado 1mL de amostra por tubo. A coleta do material foi
realizada por coletor automatico (Pharmacia) e a leitura da absorbancia
acompanhada a 280 nm. O processo cromatografico foi realizado a temperatura
ambiente. As fracbes foram agrupadas de acordo com 0s picos protéicos, sendo
posteriormente liofilizadas, armazenadas —80°C e ensaiadas quanto as sua

atividade antibacteriana.
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3.7.2 — Cromatografia por troca anionica em sistema FPLC

A fracdo da cromatografia de gel filtracdo que apresentou atividade
antibacteriana (5mg por corrida) foi aplicada na coluna de troca aniénica (Mono QX
HR 5/5 — Pharmacia) acoplada ao sistema de FPLC (Pharmacia), apds serem
resuspendidas em HEPES 20 mM, pH 8,0. No total, foram fracionados 147 mg de
proteina. A coluna, que possui 0 —CH>-N"(CHs);s como grupo trocador, foi
previamente equilibrada com a solucdo HEPES 20mM, pH8,0, sendo as fracbes
eluidas por meio de um gradiente linear de 0 — 0,5 M de NaCl. Fracbes de 1mL
foram coletadas em um fluxo de 1mL/minuto, a 25°C. O perfil cromatografico foi
monitorado a 280nm e os tubos que apresentaram atividade LAO foram
agrupados, liofilizados e armazenadas —80°C, para posterior ensaio de atividade

antibacteriana.

3.7.3 — Cromatografia por afinidade a heparina em sistema
FPLC

As amostras da cromatografia de troca anibnica que apresentaram
atividade antibacteriana foram agrupadas e dialisada contra uma solucdo de 5 mM
Mes, 5 mM Tris, 1ImM benzamidina pH 6,0 (solugdo A), a 4°C por um periodo de
18 horas. Em seguida, a amostra (11 mg) foi entdo aplicada na coluna HiTrap
Heparin (0,7 x 2,5 cm) previamente equilibrada com a solucdo A. Apés 10 minutos
deu-se inicio a um gradiente linear de NaCl (0 — 0,2M). FracBes de 1 mL foram
coletadas com o uso de um coletor automatico (Pharmacia), num fluxo de 0,5

mL/min, a temperatura ambiente. O perfil cromatogréafico foi monitorado a 280nm.
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Todos os tubos foram ensaiados quanto a atividade LAO, sendo o0s que
apresentaram atividade foram agrupados, liofilizados e armazenados a —80°C,

para posterior ensaio de atividade antibacteriana.

3.7.4 — Cromatografia de fase reversa em HPLC

A cromatografia de fase reversa foi realizada em coluna C18 (Shimadzu)
acoplada em sistema HPLC - High Performance Liquid Chromatography -
(Shimadzu). A coluna foi previamente equilibrada em solucdo de TFA 0,1% (v/v),
sendo as fragdes eluidas em um gradiente de acetonitrila 80% (v/v). Esta técnica
foi utilizada com o propoésito da realizacdo do sequénciamento, determinacdao do
peso molecular pelo espectrometro de massa, e a verificacdo da pureza das

amostras.

3.8 — Espectrometria de massa

A anadlise de espectrometria de massa foi realizada no Nucleo de Estrutura
e Funcéo de Biomoléculas, no ICB/UFMG, contando com a coordenacédo do Prof.
Dr. Adriano Monteiro de Castro Pimenta.

A amostra de interesse, depois de purificada por cromatografia de fase
reversa, foi concentrada a vacuo e ressuspendida em uma solucédo contendo 50%
de acetonitrila e 0,1% de TFA (v/v) em agua Milli-Q. Aplicou-se a amostra em um
espectrometro de massa do tipo electrospray-quadrupolo-TOF (ESI-Q-TOF Micro)
da Micromass, a um fluxo de 5-10 uL/min. A fonte de ionizac&o foi operada de

forma positiva.
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3.9 — Determinacao da estrutura primaria de proteinas

A determinacdo da sequéncia de aminoacidos foi realizada sob orientacédo
do Prof. Marcelo Porto Bemquerer, no Nacleo de Estruturas e Funcdo de
Biomoléculas, do Instituto de Ciéncias Biolégicas (UFMG).

O sequenciamento foi realizado segundo a metodologia desenvolvida por
Edman (1950), automatizada. As amostras liofilizadas foram resuspendidas em 50
uL de TFA 0,1% (v/v) e aplicadas no sequenciador automatico PPSQ-21A Protein

Sequencer (Shimadzu).

3.9.1 — Processo de reducéao e alquilacao

Antes de ser sequenciada, a amostra passou pelo processo de reducéo e
alquilacdo. A amostra (85 ug) foi desnaturada em solucdo de guanidina 6 M, Tris-
HCI 0,6 M pH 8,6. Posteriormente, a proteina teve suas ligacdes dissulfeto
reduzida com 30 uL de 2-mercaptoetanol e em seguida seus residuos de cisteinas
foram alquilados com 30 puL 4-vinylpiridina. As duas subunidades da proteina

foram separadas por cromatografia de fase reversa.

3.10 — Atividade antiparasitaria

A cepa IFLA/BR/1967/PH-8 de Leishmania leishmaniania amazonensis
encontra-se armazenada e cultivada em nosso laboratorio, sendo gentilmente
cedida pelo Dr. Eduardo Ferraz Coelho. O ensaio antiparasitario foi realizado
segundo metodologia descrita por TEMPONE (2001), com consideraveis

modificacdes.Os parasitas foram cultivados em meio de cultura de Schneider’s
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completo (meio de Schneider's (Sigma), 20% de soro fetal bovino (Sigma)
inativado, 20 mM de L-glutamina, 50 pug/mL de gentamicina, 200 unid/mL de
penicilina e 100 pg/mL de estreptomicina, em pH 7,4). Os parasitas
permaneceram em cultivo a 23°C por um periodo de cinco dias. Sendo
observadas a viabilidade e a auséncia de agentes contaminantes, as formas
promastigotas em fase estacionaria de crescimento foram quantificadas em
camara de Newbauer.

Em placa de cultura celular de 96 “wells” Costar®, foram incubadas as
formas promastigotas de L. |. amazonensis (4x10°/ well ), 0,8mg/mL de amostra,
com e sem catalase (0,3 mg/mL) e meio de cultura Dulbecco’s Modified Eagle’s
Medium (DMEM; Sigma) completo (DMEM com 20% de soro fetal bovino
inativado, 4,5 g/L de glicose, 20 ug/mL de sulfato de gentamicina, 100 U/mL de
penicilina e 50 pg/mL de estreptomicina, pH 7,4) em um volume final de 150
uL/well por 18 horas a 23°C. Foram também testados grupos controles sem as
amostras (controle negativo) e com peroxido de hidrogénio (controle positivo). As
formas promastigotas também foram incubadas com meio de cultura Hanks
Balanced Salt Solution (HBSS) completo, caracterizado pela pobreza de
aminoéacidos, nas mesmas condi¢des. A viabilidade celular foi determinada pelo
ensaio de MTT (3-[4,5-dimetilthiazol-2-1]-2,5difenil-tetrazolio brometo). Os

experimentos foram realizados duas vezes, em triplicatas.
3.10.1 — Ensaio de viabilidade pela oxidacdo do MTT
A viabilidade dos parasitas foi ensaiada colorimetricamente através da

oxidacdo do MTT pela mitocéndria da célula. O MTT (5 mg/mL) foi dissolvido em

meio de cultura DMEM ou HBSS e esterilizados em filtros (0,22 um). Apds a
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incubacdo do experimento por 18 horas a 23°C foi adicionado o MTT (0,1 mg/
well) e a placa foi incubada por 4 horas a 23°C. Depois 60 pL/well de SDS-HCI
(SDS 10% em 0,01M de HCI) foi adicionado seguindo mais 18 horas de incubacao

a 23°C. A densidade oOptica foi medida a 570 nm.

3.11 — Atividade hemolitica

As amostras de sangue de cavalo foram gentilmente cedidas pela Prof.
Maria Auxiliadora Roque de Carvalho coordenadora do Laboratério de
Microbiologia Oral e Anaerobios (ICB-UFMG). A atividade hemolitica foi realizada
em meio de cultura solido TSA (bacto triptona 1,5%, bacto soytone 0,5%, NaCl
0,5% e bacto agar 1,5%) contendo 5% de sangue de cavalo. Foram feitos orificios
nas placas sobre o meio solidificado, onde foram inoculadas as amostras em um
volume final de 50 pL. As placas foram incubadas a 37°C por um periodo de 6
horas, quando era observada a lise das hemacias pela formacdo de um halo. As
zonas de hemolise foram caracterizadas como zona de a-hemolise ou hemdlise
parcial, quando era observada a presenca de hemacias integras e uma coloracao
esverdeada e zonas de B-hemolise ou hemdlise total, quando havia a formacao de
uma zona clara, sem hemacias ao redor do orificio. A atividade hemolitica foi

realizada em duplicata.
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3.12 - Diferenciacdao da poténcia de antivenenos
botréopicos

Os antivenenos de cavalos hiperimunizados com venenos botrépicos de
diferentes poténcias foram obtidos do Setor de Imunizagédo e Sangria da Fundacéo
Ezequiel Dias (FUNED).

O ensaio de diferenciacdo de poténcia de soro foi realizado pela técnica de
ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay), na qual microplacas FALCON
(Becton Dickinson Labware Oxnard, Canadd) de 96 wells foram sensibilizadas
durante a noite a 5°C, com 100 ng/well de proteina diluida em tamp&o bicarbonato
de sodio 0,02 M, pH 9,6. Esta amostra foi dializada contra agua destilada antes da
realizacdo do ensaio. Posteriormente, as placas foram lavadas com uma solucao
de 0,05% de Tween 20 e 0,85 % de NaCl e bloqueadas com solucéo de bloqueio,
caseina 2% em tampéo fosfato 0,05 M e 0,015 M de NaCl, pH 7,4, por 1 hora a
37°C. Os soros anti-botrépicos foram incubados em diluicdes sucessivas (1:250 a
1:3200) em tampao de incubacédo (PBS, 0,25% de caseina e 0,05% de Tween 20).
Para a visualizacao da ligacdo dos anticorpos, foram adicionadas imunoglobulinas
heterdlogas anti-lgG de cavalo conjugadas com a enzima peroxidase (Sigma), na
diluicdo de 1:1500. A atividade enzimatica foi entdo revelada com a solucdo de
ortofenilenodiamino (OPD) como substrato (0,33 mg/mL OPD em tamp&ao citrato
pH 5,2 e 0,04% de H,0,). Apos 15 minutos a reacgao € interrompida pela adi¢do de
20 uL de acido sulfurico (1:20). A reducéao do OPD pelo peréxido de hidrogénio foi

monitorada a 492 nm.
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4 — Resultados
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4.1 — Escolha do veneno

Inicialmente foram realizados testes preliminares para determinacdo do
veneno a ser utilizado no presente estudo. Treze venenos de diferentes animais
peconhentos, entre 0s quais podemos destacar aranhas, escorpides e serpentes,
foram ensaiados segundo a sua capacidade de inibir o crescimento bacteriano.
Utilizou-se a bactéria gram-positiva S. aureus como bactéria reveladora, sendo
inoculado 0,8 mg/mL de cada veneno (Fig. 3).

Dentre os venenos testados, foi observado a formagcdo do halo de inibicao
bacteriana em torno dos cinco venenos das serpentes do género Bothrops, ou
seja, B. alternatus, B. jararaca, B. jararacussu, B. moojeni e B. neuwviedi. Os
venenos de B. jararaca e B. jararacussu apresentaram um maior halo de inibicao,

ao contrario o veneno de B. newviedii que se mostrou como 0 menos ativo.
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Figura 3: Inibicdo do crescimento de S. aureus frente a diferentes venenos.
Utilizou-se 0,8 mg/mL de cada veneno e S. aureus como bactéria reveladora. 1-
Apis mellifera, 2- Lonomia sp., 3- Lycosa sp., 4- Phoneutria nigriventer, 5- Tityus
bahiensis, 6- T. serrulatus, 7- Lachesis muta muta, 8- Bothrops jararacussu, 9- B.
alternatus, 10- B. moojeni, 11- B. neuwviedi, 12- Crotalus durrisus terrificus, 13- B.
jararaca, C +: metabisulfito, C -: solugdo salina. As setas mostram os halos de
inibicdo bacteriana. As placas foram incubadas por aproximadamente 7 horas a
37°C.

32



4.2 — Sensibilidade das bactérias frente aos venenos
botréopicos

Por terem apresentado uma maior capacidade de inibir o crescimento da
bactéria Staphylococcus aureus, 0s venenos de B. jararaca e B. jararacussu foram
testados contra diferentes espécies de bactérias gram-positivas e gram-negativas.

A Tabela 1 indica as diferentes espécies de bactérias que foram
susceptiveis ou resistentes ao veneno das duas serpentes e a sua importancia
clinica. Os venenos foram capazes de inibir o crescimento tanto de bactérias
gram-positivas como Eubacterium lentum, Peptoestreptococcus anaerobius
(ATCC 27337), Propionibacterium acnes (ATCC 6919), Staphylococcus aureus
(ATCC 33591), S. epidermidis (ATCC 12228), quanto de bactérias gram-negativas
como Porphyromonas gingivalis (ATCC 33277), Prevotella intermédia (ATCC
25611), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 10145), Salmonella typhimurium (ATCC
14028). Algumas bactérias de grande importancia médica como E. coli

apresentaram-se resistentes aos venenos.
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Tabela 1: Sensibilidade de bactérias gram-positivas e gram-negativas frente ao veneno de B. jararaca e B.

jararacussu
Bactérias Inibicdo do crescimento bacteriano Patogenia
B. jararaca B. jararacussu
Eubacterium lentum + + Infeccdo urinéria
Peptoestreptococcus anaerobius (ATCC 27337) + + Infeccao respiratoria
% Propionibacterium acnes (ATCC 6919) + + Infeccao de pele
é_ Staphylococcus aureus (ATCC 33591) + + Infeccdo hospitalar
g S. epidermidis (ATCC 12228) + + Infeccao de pele
© Enterococcus faecalis (ATCC 19433) - - Infeccdo hospitalar
Streptococcus mutans (ATCC 25175) - - Doenca periodontal
Porphyromonas gingivalis (ATCC 33277) + + Doenca periodontal
. Prevotella intermédia (ATCC 25611) + + Doenca periodontal
-% Pseudomonas aeruginosa (ATCC 10145) + + Infeccdo hospitalar
? Salmonella typhimurium (ATCC 14028) + + Intoxicagéo alimentar
g Bacteroides fragilis (ATCC 25285) - - Infeccao de pele
)

Eikenella corrondes

Escherichia coli (ATCC 25922)

Infeccdo respiratoria

Intoxicagéo alimentar

Nota:O ensaio foi realizado com 0,8 mg/mL de cada veneno. (+) ocorreu inibicdo bacteriana (-) ndo ocorreu inibicdo bacteriana.
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4.3 — Purificacdo do veneno de B. jararaca

Depois de demonstrado a sua capacidade antibacteriana, frente a algumas
bactérias selecionadas, o veneno da serpente B. jararaca foi fracionado na

tentativa de purificar o(s) componente(s) responséavel por esta atividade.

4.3.1 — Cromatografia de gel filtracdo

O perfil cromatogréafico mostrado na Figura 4 representa 0 comportamento
da fracdo soluvel do veneno de B. jararaca (10 mg de proteina) na cromatografia
por gel filtracdo em coluna Superdex'™ 75 HR10/30 previamente equilibrada com
Formiato de amoénio 0,15M pH 6,0. Este processo cromatografico foi repedido
varias vezes, sendo entdo purificado um total de 500 mg de proteina do veneno
bruto. Os tubos correspondendo a cada fracdo foram agrupados e liofilizados.
Através desta primeira etapa de purificacdo, foram obtidas seis fracGes, sendo
cada uma testada quanto a sua capacidade de inibir o crescimento bacteriano e
posteriormente foi ensaiada a atividade L-aminoacido oxidase.

A fracdo P1, correspondente a proteinas de alto peso molecular,
apresentou-se como a fracdo com atividade antimicrobiana (Fig. 5). Essa fracéo
mostrou-se ainda com maior capacidade de oxidar L-leucina, promovendo
evidéncias da sua atividade LAO (Fig. 6). A fracdo com atividade antibacteriana
representa aproximadamente 30% do veneno bruto aplicado na coluna de gel

filtrac&o.
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Figura 4: Perfil da cromatografia de gel filtracdo em coluna Superdex™ 75
HR10/30 em sistema de FPLC. O veneno bruto de B. jararaca (10 mg) foi
aplicado em coluna Superdex™ 75 HR10/30, acoplada ao sistema de FPLC
equilibrada com Formiato de aménio 0,15M pH 6,0, a um fluxo constante de 0,5
mL/min, em temperatura ambiente. As fracdes coletadas (1mL/tubo) foram

monitoradas por absorbéancia a 280 nm. Fracionou-se 500 mg de proteina do

veneno bruto.
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Figura 5: Ensaio de atividade antibacteriana das fragcfes da cromatografia de
gel filtracdo. Aplicaram-se 0,8 mg/mL de cada fragcdo da cromatografia de gel
filtracdo dentro de orificios feitos no meio sdélido BHI onde foi previamente
inoculada a bactéria S. aureus. P1, P2, P3, P4, P5, e P6 correspondem
respectivamente as fracdes de 1 a 6 eluidas da coluna Superdex™ 75 HR10/30.
Como controle positivo (C+) utilizou-se o veneno bruto de B. jararaca. Incubou-se

a placa por aproximadamente 7 horas na estufa a 37°C.
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Figura 6: Ensaio da atividade L-aminoacido oxidase das fracdes da
cromatografia de gel filtracdo. Foram aplicados 2 ng de cada fracdo da
cromatografia de gel filtracdo (P1 — P6) e do veneno bruto de B. jararaca em uma
misturam contendo 50 ug/mL de peroxidase de rabanete, 100 uM de L-leucina, 10
uM de o-dianisidina, em 0,1 M de Tris-HCI pH 7,8 para um volume final de 1mL. A
reacdo foi incubada por 30 minutos a 25°C, e a absorbancia foi monitorada a

436nm.
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4.3.2 — Cromatografia de troca ionica

No segundo passo do fracionamento, a fracdo P1 (5 mg) da cromatografia
de gel filtracdo foi ressuspendida em solucdo HEPES 20 mM, pH8,0 para um
volume final de 550 pL, e aplicada na coluna Mono QFf HR 5/5 acoplada ao
sistema de FPLC previamente equilibrada com a mesma solugdo. Foram
fracionados um total de 140 mg da fracdo P1. A figura 7 representa o perfil
cromatografico das proteinas eluidas com um gradiente linear de 0 a 0,5 M de
NaCl, apresentando 8 fracbes. Cada um dos tubos foi ensaiado pela atividade
LAO sendo as fracdes posteriormente agrupadas e liofilizadas para a realizacao
da atividade antibacteriana.

Os conteudos protéicos dos tubos eluidos nos volumes de 21 a 27 mL
apresentaram atividade LAO (Fig. 7) , correspondendo as fracbes P5 e P6 que
equivalem a 8% de proteinas do P1 da gel filtracdo. Como representado na figura
8 pela formacéo do halo de inibicdo, as fracdes P5 e P6 foram capazes de inibir o
crescimento bacteriano. Estas foram novamente agrupadas para realizacdo de
novo fracionamento, sendo entdo denominadas TAP5/6 (Troca Anibnia Fracdo 5 e
6).

Nota-se através da figura 7 que a fracdo P8 apresentou um perfil
cromatografico sugerindo alto teor de pureza. No entanto, esta fracdo nao
apresentou as atividades bioldgicas testadas acima. Em funcéo disso, buscou-se
caracterizar biolégica, bioquimica e imunologicamente esta proteina. Os

resultados destas caracterizacdes serdo apresentados em topicos ulteriores.
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Figura 7: Perfil da cromatografia de troca aniénica em coluna Mono Q em
sistema de FPLC. A fracdo P1 da gel filtracdo foi solubilizada em HEPES 20 mM
pH8, aplicada na coluna de troca aniénica Mono Q e eluida com um gradiente
linear de 0-0,5 M de NaCl em um fluxo continuo de 1mL/min. Foi coletado
1mL/tubo de amostra. As amostras foram monitoradas a 280 nm (—). A atividade
LAO foi testada em cada tubo, utilizado L-leucina como substrato, sendo
acompanhada a 436 nm (------ ). Fracdes P5 e P6 - TAP5/6 — ( *) e fracdo P8 ().
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Figura 8: Ensaio de atividade antibacteriana das fracdes da cromatografia de
troca anibnica. A atividade antibacteriana contra S. aureus foi ensaiada
inoculando-se 0,8 mg/mL das fracbes da cromatografia de troca anidnica (P1 a
P8) em orificios feitos no meio solido BHI. Como controle positivo utilizou-se o
veneno bruto de B. jararaca (VT). A placa foi incubada a 37°C, por

aproximadamente 7 horas.
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4.3.3 — Cromatografia de afinidade por heparina

As fragcBes ativas da cromatografia de troca aniénica (TAP5/6) apds serem
agrupadas foram dializadas contra solucdo A (Mes 10 mM, Tris 10 mM,
Benzamidina 2 mM, pH 6.0). A figura 9 representa o perfil cromatogréafico desta
amostra (11 mg) apds ter sido aplicada em uma coluna de afinidade HiTrap
Heparin (0,7 x 2,5 cm) previamente equilibrada com a solucdo A. Nota-se a
presenca de duas fracbes que nao apresentaram afinidade pela heparina,
denominadas de HTP1 e HTP2, e de mais trés fracbes que apds terem interagido
com a coluna foram eluidas com um gradiente de 0 a 0,4 M de NaCl (HTP3, HTP4
e HTP5).

Todos os tubos coletados foram testados quanto a atividade LAO e
posteriormente agrupados. A fracdo HTP1 constituida pelos tubos 2 e 3
apresentou atividade LAO (Fig. 9), sendo entéo dializada contra Tris-HCI 0,05 M,
pH 7,8. Como mostra a figura. 10, a atividade antibacteriana contra S. aureus foi
posteriormente confirmada. Com a finalidade de pesquisar se 0 que esta
exercendo funcdo antibacteriana € o H,0O,, um produto da reacdo enzimatica da
LAO, utilizou-se a catalase (0,3 mg/mL) uma enzima capaz de degradar o
peroxido de hidrogénio formando H,O e O,. Foi observado que na presenca de
catalase, a fracdo HTP1 perdeu sua atividade antibacteriana.

O esquema de purificacdo esta resumido na Tabela 2, sendo que a etapa
final resultou em um rendimento de 1% e o fator de purificacdo foi de 0,90
baseado na atividade LAO. A fracdo HTP1 representa 1,1% das proteinas do
veneno bruto. Observar-se que ndo ocorreu um aumento na atividade especifica
durante os processos cromatograficos, fato nao esperado, uma vez que quanto
maior o grau de pureza de uma enzima maior seria a sua atividade especifica. Tal

fato pode ter ocorrido por desnaturacéo ou perda do cofator da enzima durante os
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processos, ou por falha na realizacdo dos ensaios de atividade durante o0s
processos. Como os calculos de rendimento e de fator de purificacdo sao
baseados na atividade especifica, estes também podem ndo estar condizendo

com a verdade.
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Figura 9: Perfil da cromatografia de afinidade a heparina na coluna HiTrap
Heparin em sistema de FPLC. Na coluna de afinidade HiTrap Heparin equilibrada
com solucao Mes 10 mM, Tris 10 mM, Benzamidina 2 mM, pH 6.0 aplicaram-se
11mg da fracdo ativa da cromatografia de troca aniénica (TAP5/6). As fracdes
foram eluidas com 0 a 0,4 M de NaCl, em um fluxo continuo de 0,5 mL/min, sendo
coletado 1mL por tubo. O perfil cromatografico foi monitorado a 280 nm (—). A

atividade L-aminoacido oxidase de todos os tubos foi visualizada a 436 nm (------ ).
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Figura 10: Ensaio da atividade antibacteriana da fracdo HTP1 purificada na
cromatografia de afinidade a heparina. As amostras 0,8 mg/mL foram
ensaiadas contra S. aureus. 1- veneno bruto de B. jararaca, 2- fracdo HTP1, 3-
fracdo HTP1 com catalase (0,3 mg/mL), 4- catalase (0,3 mg/mL).

Tabela 2: Purificacdo da fracdo com atividade antibacteriana e L-aminoacido

oxidase.
Etapa Proteina Atividade Rendimento Fator de
purificacédo
(mg) (%)  especifica total (%)
(U/mg) V)

Veneno bruto 500 100 155,0 77.500 100 1,00
Superdex™ 75 147 29,4 135,1 19.845 25,6 0,87
HR10/30

Mono QR HR 11 2,2 168,9 1.858 2,3 1,09
5/5

HiTrap Heparin 5,5 11 141,0 775,5 1,0 0,90

Uma unidade de atividade enzimatica € definida como a oxidagédo de 1uM de L-leucina
por minuto.
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4.4 — Perfil eletroforético em SDS-PAGE

A figura 11 representa o perfil das proteinas, em SDS-PAGE, encontradas
no veneno bruto de B. jararaca, na fragdo P1 da cromatografia de gel filtracéo, na
fracdo TAP5/6 da cromatografia de troca anibnica e na fracdo HTP1, da
cromatografia de afinidade a heparina. Nota-se que, ao final dos processos
cromatografico (coluna 4), obteve-se uma fracdo com trés bandas de proteina com

massas moleculares estimadas de 80 kDa, 60,8 kDa e 48,1kDa.

kDa 1 2 3 4

207

120
92

80.0 kDa
55 s . 60,8 kDa
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35

29
21,7 . .

7,3 .

Figura 11: Eletroforese em gel de poliacrilamida com SDS do veneno bruto
de B. jararaca e das fracdes dos processos cromatograficos. Amostras: 1-
veneno bruto de B. jararaca; 2- fracdo P1; 3- fracdo TAP5/6; 4- fracdo HTP1. As
amostras (2 ug) foram fracionadas em gel de poliacrilamida 12,5% e coradas por

nitrato de prata.
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4.5 — Atividade antiparasitaria e hemolitica

Tendo em vista a capacidade antibacterina da fragdo HTP1 buscou-se a
realizacdo de experimentos para testar possiveis atividades antiparasitaria e
hemoliticas desta fragdo. Com base na figura 12, pode-se observar que as formas
promastigotas de L. |. amazonensis (4x10° / well ) em meio de cultura DMEM
apresentaram-se com 69% de sobrevivéncia quando adicionado o veneno bruto
de B. jararaca enquanto apenas 47,5% das células promastigotas mostraram-se
viaveis apoés incubacdo com HTP1l. A catalase foi capaz de inibir a acao
antiparasitaria do veneno bruto e da fracdo HTP1, permanecendo as células com
100% de viabilidade. Com o0 uso de H,O,, utilizado como controle positivo, 71%
das células permaneceram viaveis. Ao utilizar o meio de cultura HBSS completo, a
viabilidade celular das formas promastigotas aumentou para 75%. A solucao de
Tris-HCI n&o influencia na atividade antiparasitaria.

O veneno bruto de B. jararaca e as fracbes de todos 0s processos
cromatograficos realizados apresentaram-se capazes de promover a lise de
heméacias de cavalo. Como se pode visualizar na figura 13, ocorreu a formacéo de
um halo esverdeado em torno das amostras, o que implica na ocorréncia de lise
parcial das hemacias ou a-hemodlise. A fracdo P1 da cromatografia de gel filtracdo
teve uma atividade hemolitica mais fraca, o que pode ser explicado pelo
armazenamento desta fracdo a temperatura de —20°C por mais de seis meses. A
catalase (0,3 mg/mL) inibiu a atividade hemolitica da fracdo HTP1. Ocorre um
aumento no namero de células lisadas com o passar do tempo, como pode ser
observado nas figuras 12 A e B. Este aumento no halo de lise ocorre até que estes

comecam a se unir (dado ndo mostrado).
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Figura 12: Caracterizacdo da atividade antiparasitaria contra L. |.
amazonensis (A) Formas promastigotas de L. |. amazonensis em meio DMEM
completo; (B) promastigotas em DMEM + 5mM de H,0,; (C) promastigota em
DMEM + 0,8 mg/mL de veneno bruto de B. jararaca; (D) promastigota em DMEM +
0,8 mg/mL de veneno bruto de B. jararaca + 0,3 mg/mL de catalase; (E)
promastigota em DMEM + 0,8 mg/mL da fracdo HTP1; (F) promastigota em DMEM
+ 0,8 mg/mL da fracdo HTP1 + 0,3 mg/mL de catalase; (G) promastigotas em
DMEM + Tris-HCI 1M; (H) promatigotas em meio HBSS completo; (I)
promastigotas em HBSS + 0,8 mg/mL da fracdo HTP1. A viabilidade esta expressa
em porcentagem, relativa a média das triplicatas, tomando como 100% de
viabilidade celular as leituras em 570 nm dos controles de promastigotas em meio

de cultura.
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Figura 13: Ensaio hemolitico em células de cavalo. Aplicou-se 20 ug das
amostras em orificios realizados no meio TSA agar sangue. (A) Apds 6 horas de
incubacdo a 37°C; (B) Apds 18 horas de incubacdo; 1- veneno bruto de B.
jararaca; 2- fragdo P1; 3- fragdo TAP5/6; 4- fracdo HTP1; 5- fracdo HTP1 com

catalase (0,3 mg/mL).
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4.6 — Atividade especifica por diferentes substratos

A figura 14 representa a capacidade da fracdo HTP1, que j& havia mostrado
atividade L-aminoacido oxidase sobre L-leucina, de oxidar diferentes L-
aminoacidos. A atividade especifica foi medida através da producdo de peréxido
de hidrogénio, utilizando a o-dianisidina como indicador. Nota-se, através da
Tabela 3, que a fragdo HTP1 mostrou maior afinidade por L-leucina (142,5 U/mg)
e L-metionina (136,5 U/mg), seguida de L-arginina (82,2 U/mg). L-triptofano (76,2
U/mg) e L-fenilalanina (58,2 U/mg). Aminoacidos como L-asparagina e L-serina
apresentaram menor afinidade pela fragdo HTP1l. O aminoacido L-prolina néo
sofreu oxidacao pela fragdo. Uma unidade de enzima foi definida como a oxidacéo

de 1uM de L-leucina por minuto.
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Figura 14: Atividade L-aminoéacido oxidase da fracdo HTP1 sobre diferentes

substratos. A fragdo HTP1 (2 ug) foi incubada com 50 ug/mL de peroxidase de

rabanete, 100 uM de L-aminoacido, 10 uM de o-dianisidina, em 0,1 M de Tris-HCI

pH 7,8 para um volume final de 1mL, por 30 minutos a 25°C, e a absorbancia foi

monitorada a 436nm.
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Tabela 3: Célculo da atividade especifica da fragcdo HTP1

Aminoacido Atividade especifica U/mg
L-Leucina 142.5
L-Metionina 136,5
L-Arginina 82,3
L-Triptofano 76,2
L-Fenilalanina 58,2
L-Valina 58,2
L-Histidina 54,1
L-Isoleucina 50,1
L-Cisteina 18,0
L-Lisina 16,0
L-Alanina 16,0
L-Treonina 12,0
L-Asparagina 6,0
L-Serina 4.0
L-Prolina 0

Uma unidade de atividade enziméatica € definida como a oxidagéo
de 1uM de L-leucina por minuto.



4.7 — Caracterizacdo bioquimica e biologica da proteina
P8 purificada na cromatografia de troca anidnica

Devido ao seu alto teor de pureza, foram realizados alguns ensaios
bioguimicos com a proteina P8 purificada na cromatografia de troca anionica (Fig.
7) e ensaio bioldgico, visando utilizar esta proteina para determinar a poténcia de

soros de cavalo anti-botrpicos.

4.7.1 — Perfil protéico em SDS-PAGE da proteina P8

Através da figura 15 pode-se visualizar o perfil protéico da proteina P8 em
condi¢Bes nao redutoras e redutoras. Na auséncia de B-mercaptoetanol a proteina
apresentou-se com uma massa molecular de aproximadamente 29,5 kDa,
enquanto que em condi¢des redutoras pode-se observar duas bandas de proteina
com aproximadamente 15,8 kDa e 14,4 kDa. Esse resultado mostra que esta
proteina € um heterodimero.
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Figura 15: Gel de poliacrilamida com SDS da proteina P8 purificada. 1-
padrdao de peso molecular; 2- proteina P8 sem reducdo; 3- proteina P8 com
redugdo. As amostras (20 pg) foram fracionadas em gel de 12,5% e coradas com

azul de Coomassie.
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4.7.2 — Cromatografia de fase reversa da proteina P8

A figura 16 representa o perfil cromatografico da proteina P8 repurificada e
dessalinizada por cromatografia de fase reversa em sistema de HPLC. Através da
coluna C18 a amostra foi eluida com aproximadamente 66% de acetonitrila, em

um unico pico.

Figura 16: Perfil da cromatografia da proteina P8 (Fig. 5) em fase reversa
(HPLC). Aplicou-se 80 ug da proteina P8 na coluna C18 (Shimadzu) equilibrada
com solucdo de TFA de 0,1% em agua e eluida contra um gradiente linear da
solucdo de TFA 0,1% e acetonitrila 80% (solugéo B) a um fluxo de 1,0 mL/min.
Gradiente: 0-5 minutos: gradiente linear de 0 a 50% da solugdo B; 5-25 minutos:

gradiente linear de 50 a 90% de solugéo B; 25,5-36 minutos: 100% de solugéo B.

Atenuagao 7.
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4.7.3 — Analise por espectrometria de massa, reducédo e

sequenciamento da proteina P8

Com base na figura 17, que representa o0 espectro de massas obtido da
proteina P8 ap0Os fase reversa, pode-se verificar a presenca de apenas uma
espécie de molécula apresentando uma massa molecular de 30260,87 Da.

Tendo em vista o perfil de proteina obtido na corrida de SDS-PAGE (Fig.
15) a proteina P8 foi desnaturada, reduzida e alquilada como descrito em
materiais e métodos. A figura 18 representa o perfil das duas subunidades
(mondmeros), uma sendo eluida com 62% de acetonitrila denominada de P8a e a
outra P8b sendo eluida com 64% de acetonitrila.

Determinou-se a sequéncia N-terminal de aminoacidos das duas
subunidades separadamente pela técnica de degradacdo de Edman,
automatizada. A confiabilidade das seqiiéncias ocorreu até o vigésimo ciclo. A
Tabela 4 representa o alinhamento das sequéncias das subunidades da proteina
P8 com proteinas obtidas pelo banco de dados (NCBI).

Como as subunidades da proteina P8 apresentaram um alto grau de
homologia com as cadeias a e 3 da botrocetina, 100% e 90% respectivamente
(Tab. 3), realizou-se o calculo da massa média da botrocetina. O calculo foi
realizado por uma planilha da Microsoft levando em consideracdo a massa média
de cada aminoacido, o numero de ligacdes dissulfetos, e a porcdo C-terminal
carboxilada, partindo da sequéncia primaria obtida por USAMI et al. (1993). A
comparacdo das massas médias calculadas e da massa média observada esta
representada na Tabela 5. Nota-se que a proteina P8 possui uma massa média

com 23 kba a mais que a massa média da botrocetina.

54



0

ALl A: 30260.87+0.73
100+ 2751.983 oo
] AL2
2522.754
AL3
| 2328.783
] e ra1sy  [2753.392 B e
2162.491 ALD
AL6 Al5
1892.299  2018.491 3027.085
L -
S
3026.681
AL7
1781.110 2329792 oeo 425
] AL7
- 2163.720 [2330.190
Al9  1780.905
2019.57 3028.719
1593.647 019.578 2524.640
16s0ay [23304%
| A20 ' 2754.518 3029.135 3363440
2525.517 :
1514.014 2755.214 3365.332
0331.147
| 2019.958 2525897 755715 3365.622
A21 h020.771[2164.926 |-2331.338 25225:65';:9 2756.545 3030397 3367.741
1441.945, 165,563 2331.842 : 3031.520
. 2757.420 3369.411
2332.574 [2528.044
| A21 2021.991 2758.636 | 3032.988 | 3369.843 3783.602
o 1441.736 0167.632 |-2333.702 |2533 648 2759.439 3038.368 3379072  3782.851.{3790.468
1316.666
0 m/z
1000 1200 1400 1600 1800 2000 2200 2400 2600 2800 3000 3200 3400 3600 3800

Figura 17: Espectrometria de massa da proteina P8.

A amostra foi ressuspendida em 50% de acetonitrila e 0,1% de TFA (v/v). A fonte de ionizacéo foi operada em modo positivo.
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Figura 18: Perfil cromatografico em fase reversa da proteina P8, apds
reducédo e alquilagdo. A proteina P8 (80 ug), reduzida e alquilada foi aplicada em
coluna de fase reversa C18 (Shimadzu) equilibrada com solucdo de TFA de 0,1%
em agua (solucéo A) e eluida contra um gradiente linear da solucédo de TFA 0,1%
e acetonitrila 80% (solucdo B) a um fluxo de 1,0 mL/min. Gradiente: 0-40 minutos:
solucéo A; 40-80 minutos: gradiente linear de solucédo B. As setas representam as
subunidades P8a e P8b, sendo identificadas pelo ndo aparecimento no branco

(guanidina 6 M em Tris-HCI 0,6 M pH 8,6, 2-mercaptoetanol e 4-vinylpiridina).
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Tabela 4: Comparacao da

outras proteinas

sequéncia de aminoacidos da regido N-terminal das subunidades P8a e P8b com

Proteina Sequéncia Identidade (%) Referéncia
Subunidade P8a* DCPSGWSSYEGNCYKFFQOK 100 Este trabalho
Cadeia o-botrocetina? DCPSGWSSYEGNCYKFFQQK 100 USAMI et al, (1993)
Subunidade B de CHH-B? DCPSDWSSYEGHCYRVFQOE 75 ANDREWS et al., (1996)
Cadeia B de agretina * DCPSGWSSYEGHCYKPEFNEP 75 CHUNG et al, (1999)
Subunidade B de agkicetina ° DCPSDWSSYEGNCYLVVKEK 70 CHEN & TSAI, (1995)
Subunidade P8b * XCPPDWSSYEGHCYRFFKEE 100 Este trabalho
Cadeia B-botrocetina ? DCPPDWSSYEGHCYRFFKEW 90 USAMI et al, (1993)
Subunidade B CHH-B ? DCPSDWSSYEGHCYRVFQQE 75 ANDREWS et al., (1996)
Alboagregina A ° DCPSDWSSYEGHCYRVFNEP 75 KOWALSKA et al., (1998)
Cadeia a-bitiscetina ’ GCLPDWSSYKGHCYKVFKKV 65 MATISUI et al. ,(1997)

Proteinas purificadas dos venenos: 1 e 2- B. jararaca 3- C. horridus horridus 4- Calloselasma rhodostoma 5- Agkistrodon acutus 6-
Trimeresurus albolabris 7- Bitis arietans. Identidade foi definida como a porcentagem de aminodacido iguais ao N-terminal das

subunidades P8a e P8b.

57



Tabela 5: Comparacdo entre a massa média observada da proteina P8 e as

massas médias calculada e observada da botrocetina.

Proteina Massa média calculada Massa media observada
(Da) (Da)

Proteina P8 - 30260,87°

Botrocetina 30237,94° 27000,00°

Nota: a- massa média observada por espectrometro demassa ESI-Q-TOF Micro. b-
massa média calculada com base na sequiéncia primaria observada por USAMI et al.
(1993). ¢c- massa observada por SDS-PAGE por FUJIMURA et al., (1991).

4.7.4 — ELISA: determinacao da poténcia de antivenenos

A proteina P8 foi utilizada como antigeno na realizacdo de ensaios de
ELISA indireto com o objetivo de implantar um teste capaz de diferenciar a
poténcia neutralizante de antivenenos botropicos.

A figura 19 representa a correlacdo entre os titulos de anticorpos obtidos
por ELISA e a capacidade neutralizante do antiveneno. Obteve-se uma boa
correlacdo entre estes parametros, sendo a proteina P8 capaz de distinguir entre
antivenenos com poténcia menores e maiores que 5. Os antivenenos com
poténcias menores que 5 apresentaram um titulo de anticorpo abaixo de 0,475
nm, enquanto o titulo observado para os antivenenos com poténcia maior que 5
foram superior a 0,690 nm. O antiveneno de poténcia 5, onde 1 mL de antiveneno
€ capaz de neutralizar 5mg de veneno total, apresentou uma titulacdo em torno de

0,600 nm.
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Figura 19: Correlacdo entre os niveis de anticorpos medidos por ELISA e as

poténcias neutralizante de antivenenos botrépicos. A placa foi sensibilizada

com 100 ng/well da proteina P8 e os antivenenos de cinco poténcias diferentes

(poténcia 1, 3, 5 ,7 e 9) foram utilizados na diluicdo de 1:500. A poténcia

neutralizante foi definida como a quantidade de veneno (mg) neutralizado por 1

mL de antiveneno. Os dados obtidos foram a média de trés experimentos.
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5 - Discussao
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Muitos trabalhos cientificos tém sido realizados no sentido de descobrir
novos compostos biolégicos que possam ser utilizados pela industria
farmacéutica. Visando tanto a descoberta de novos farmacos, quanto a melhoria
de metodologias de diagndstico e a producdo das drogas. Os venenos de animais
peconhentos sdo uma rica fonte de compostos protéicos e ndo protéicos que
apresentam inameras atividades farmacoldgicas, e de onde cada vez mais estdo
sendo isolados proteinas e peptideos que podem criar novos caminhos na
farmacopéia.

No presente trabalho testaram-se varios venenos de animais peconhentos
na tentativa de descobrir algum que fosse capaz de inibir o crescimento
bacteriano, para posterior fracionamento do mesmo e isolamento de compostos
com tal capacidade. Dentre os venenos ensaiados, os do género Bothrops
apresentaram atividade antibacteriana contra S. aureus. Venenos como da abelha
A. mellifera, da aranha Lycosa sp, do escorpido T. serrulatus, e da serpente C.
durrisus terrificus, ndo comportaram-se como antibacteriano. STILES et al., (1991)
ensaiaram 30 diferentes venenos de serpente quanto a atividade antibacteriana e
observaram que venenos das familias Elapidae e Viperidae apresentaram tal
atividade. No mesmo estudo, o veneno da serpente C. durissus terrficus
apresentou atividade negativa, porém outras espécies do mesmo género foram
ativas contra S. aureus e E. coli. A razdo para tal acontecimento foi atribuida ao
fato dos venenos serem oriundos de regifes diferentes, onde as espécies podem
apresentar o veneno com coloracdo amarela ou branca. Tal fato pode explicar
também a nao atividade do veneno crotalico neste trabalho, uma vez que o
mesmo apresentava coloracdo branca. A cor amarela do veneno sugere a
presenca da enzima LAO e de seu cofator FAD (TU, 1982 apud JOHNSON et al.,
1987). Ao contrario do observado neste trabalho, a propriedade antibacteriana foi

verificada no veneno da abelha A mellifera, atribuida a um peptideo de 2800 Da,
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mais ativo contra bactérias gram-positivas que gram-negativas (FENNEL et al.,
1968 apud STILES et. al, 1991) e um peptideo anfipatico purificado do veneno da
aranha L. carolinensis que inibiu o crescimento de E. coli (YAN & ADAMS, 1998).
Recentemente SANTOS, 2004 purificou uma fracdo do veneno de L.
erythrognatha, ativo contra S aureus. Estes achados descordam com os
resultados, talvez pelo fato de terem sido realizados com proteinas purificadas o
gue leva a uma maior concentracéo do produto ativo.

A diferenca no poder antibacteriano encontrado entre 0s venenos
botrépicos, onde os venenos de B. jararaca e B. jararacussu mostraram um maior
halo de inibicdo, pode ser explicado pela diferenca de composicéo protéica dos
venenos. Dentre outros fatores, esta variacdo pode ser dependente da idade e de
fatores geograficos (MEIER, 1986 & SCHENBERG, 1963). PESSATTI et al., 1995
demonstraram uma maior atividade LAO no veneno de B. neuwiedii da Amaz6nia
(655,97 U/mL), enquanto B. jararaca e B. jararacussu provenientes da regido
sudeste apresentaram 314,95 e 391,87 U/mL respectivamente. O mesmo foi
observado por TAN & PONNUDURAI (1991), encontrando maior atividade LAO
em B. neuwiedii, além de uma variacdo entre individuos da espécie B. jararaca.
Levando-se em consideracdo que o fator antibacteriano esta relacionado com
atividade LAO, como sera discutido adiante, os resultados encontrados neste
trabalho contradiz o observado pelos autores, uma vez que o veneno de B.
neuwiedii apresentou-se com a menor atividade antibacteriana.

Ao ensaiar 0 veneno bruto de B. jararaca e B. jararacussu contra diferentes
espécies de bactérias verificou-se um amplo espectro de atividade, estes agiram
contra bactérias gram-positivas e gram-negativas. Nove dos venenos elapideos
testados por STILES et al. (1991) ndo apresentaram nenhuma acéo significante
contra P. aeruginosa e E. coli e apenas uma acao moderada contra B. subtilis. A

susceptibilidade dos venenos viperideos foram em ordem decrescente de acéo
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em; S. aureus, B. subtilis, P. aeruginosa e E. coli.,, sendo que esta ultima foi
sensivel apenas a 3 dos 8 venenos testados. Tais fatos corroboram com os
experimento de susceptibilidade deste trabalho, onde também a bactéria gram-
negativa E. coli resistiu a inibicdo pelos venenos brutos, e S. aureus (gram-positiva
e catalase positiva), e P. aeruginosa (gram-negativa) foram susceptiveis aos
venenos. Venenos de serpentes como Causus rhombeatus, B. gabonica, Naja
mossambica mostraram atividade antibacteriana contra S. aureus, B. subtilis, P.
aeruginosa, Clostridium sordellii e C. perfringens (BLAYLOCK, 2000). Um plantel
de oito miotoxinas (isoformas de fosfolipases) expressou acao antibacteriana
contra S. aureus e S. typhimurium (SANTAMARIA et al., 2004). Esta ultima
bactéria também foi sensivel aos venenos de B. jararaca e B. jararacussu.

O veneno de B jararaca ao ser fracionado por cromatografia de gel filtracao,
resultou em seis fracbes, sendo que a primeira fragdo apresentou atividade
antimicrobiana. Segundo MARIA et al. (1998) ao fracionar o veneno bruto desta
mesma serpente em coluna Sephadex G-100, esta primeira fracdo apresentou
componentes toxicos e letais, quando injetadas intraperitonealmente em
camundongos. STILES et al. (1991) ao realizar testes de letalidade em
camundongos com as proteinas antimicrobianas LAO1 e LAO2 de P. australis nao
observou nem morte dos camundongos e nem atividade proteolitica. No mesmo
trabalho os autores observaram que as proteinas LAO1 e LAO2 apresentam sua
propriedade antibacteriana associada com atividade LAO. O referido trabalho
acima condiz com os resultados obtidos, onde a atividade antimicrobiana da
fracdo HTP1 da cromatografia por afinidade a heparina, e todas as outras fracdes
de processos cromatograficos anteriores também correlacionaram com a atividade
LAO. Segundo STABELI et al (2004) o componente do veneno da serpente B.

alternatus que apresenta atividade contra E. coli e S. aureus e induz agregacéao de
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plagueta é uma LAO apresentando massa molecular de 66 kDa em gel de
poliacrilamida e 123 kDa em cromatografia de gel filtracao.

Proteinas com atividade LAO tém sido extensamente estudadas por
diversos grupos de pesquisa, que buscam elucidar o seu papel funcional nos
venenos das serpentes. Para tal proposito vem se fazendo uso de diferentes
processos de purificagdo. A fracdo HTP1 foi purificada através de trés processos
cromatograficos, tendo ao final um rendimento de 1% e o fator de purificagéo foi
de 0,90 baseado na atividade LAO, esta fracdo equivale a 1,1% do veneno bruto.
FUJIMURA et al. (2001) purificaram a proteina M-LAO inibidora de agregacéo de
plaqueta do veneno de Agkistrodon halys blomhoffii através de cinco processos
cromatograficos, utilizou as colunas DEAE-Sepharose CL-6B, Heparin-Sepharose
CL-6B, Sephacryl S-300, Phenyl-Sepharose HT, e Hydroxyapatite HT. ALI et al.
(2000) purificaram a enzima LAO do veneno da Eristocophis macmahoni atraves
de um uUnico passo usando coluna de fase reversa Nucleosil 7C18. Essa proteina
apresentou varias atividades biolégicas como hemolilica, formadora de edema e
indutora de agregacao de plaqueta. Ao final da purificacdo da enzima do veneno
da serpente L. muta muta, SANCHES & MAGALHAES (1991) obtiveram um
rendimento de 38,4% de proteina. Tamanha discrepancia ao comparar o
rendimento registrado por estes autores e 0 aqui obtido, pode ser explicado pela
variacdo na composicdo dos venenos, e pela possibilidade de perda de material
gue possa ter ocorrido, por desnaturacéo da proteina ou por falha na coleta.

Ao final dos processos de purificacdo utilizados obteve-se uma fragéo
antimicrobiana que apresentou trés bandas protéicas em gel de poliacrilamida em
condi¢cBes ndo redutoras, que podem ou nao ser isoformas da mesma enzima,
principalmente se levar em consideracdo que o trabalho foi realizado com um
“pool” de venenos de individuos de B. jararaca. Esta hipotese veio a tona apos

termos submetido esta fragdo a cromatografia de fase reversa e o perfil de eluigdo
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ter apresentado um Unico pico (dado ndo mostrado), o que mostra que o grau de
hidrofobicidade delas é exatamente o mesmo. De acordo com HAYES &
WELLNER (1969) o perfil eletroforético da LAO cristalina, obtida de um “pool” de
venenos individuais de C. adamateus, apresentou trés bandas enzimaticamente
ativas com diferentes massas moleculares, chamadas de A, B e C, e cada uma
desta ao ser submetida a eletrofocalizacdo apresentou de 5 a 7 componentes. No
mesmo trabalho os autores demonstraram que essas isoformas variam entre 0s
individuos da mesma espécie, ou seja, um individuo pode apresentar apenas uma
isoforma enquanto o outro pode apresentar até as trés. CURTI et al (1968) ao
realizarem estudos sobre processo de inativacdo desta mesma enzima,
verificaram que as formas ativa e inativa apresentam as mesmas trés bandas de
proteinas. A presenca de isoformas também é confirmada pela observacdo de
diferentes massas moleculares encontradas entre enzimas isoladas de diferentes
espécies. MASUDA et al. (1997) isolaram a enzima do veneno de C. atrox, o qual
apresentou uma massa molecular de 60 kDa em SDS-PAGE e 110 kDa em gel
filtracdo. Enquanto AHN et al. (1997) encontraram uma LAO com massa molecular
de 70 kDa em condicdbes ndo redutoras por SDS-PAGE e 150 kDa por
cromatografia de gel filtracdo. A sequéncia N-terminal da proteina K-LAO do
veneno de Naja naja kaouthia revelou alto grau de similaridade com outras L-
aminoacido oxidase de venenos. JIMBO et al. (2003) purificaram uma L-
aminoacido oxidase da glandula da Aplysia kurodai composta de quatro
subunidades idénticas com 85 kDa.

O veneno bruto e a fracdo HTP1 apresentaram atividade antiparasitaria
contra formas promastigota de L. |. amazonensis e atividade hemolitica,
provocando lise parcial nas hemacias de cavalo. Estudos anteriores
demonstraram a inibicdo do crescimento de T. cruzi e de formas promastigotas de

L. major pelo veneno bruto de B. jararaca (GONCALVES et al, 2002). Pouco
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antes, TEMPONE et al. (2001) verificaram a atividade anti-Leishmania no veneno
bruto de B. moojeni e, partindo para a purificacdo do mesmo encontraram uma
proteina ativa com massa molecular em torno de 69 kDa em SDS-PAGE e 140
kDa por cromatografia de gel filtracdo. Esta proteina apresentou atividade LAO. A
atividade anti-Leishmania da fragdo HTP1 estd diretamente relacionada com a
guantidade de amino&cido livres no meio de cultura, ao cultivar as promastigotas
em meio pobre de aminoacidos (HBSS completo) observou-se elevada viabilidade
celular, o que ndo aconteceu no meio rico em aminoacidos, mostrando assim, a
necessidade de substrato para a atividade LAO.

A atividade hemolitica da enzima LAO tem sido pouco explorada, ALI et al
(2000) observou atividade hemolitica do veneno bruto e da enzima purificada LNV-
LAO, em hemacias de carneiro. A enzima LNV-LAO também promoveu apoptose
em células humanas, caracterizada pela fragmentacdo do DNA, apesar de nao
induzir letalidade em camundongos. No ensaio hemolitico, deste trabalho, a fracédo
P1 da cromatografia de gel filtracdo mostrou-se com pouca atividade, o que pode
ser explicado pelo armazenamento da amostra por um periodo de 8 meses a
temperatura de —20°C. De acordo com CURTI et al. (1968), a LAO de C.
adamanteus € inativada pela estocagem em temperaturas entre —5° e —60°C, com
0 maximo de inativacdo observada em torno de —20°C.

A L-aminoacido oxidase é uma flavoenzima que catalisa a desaminacéo
oxidativa de L-aminoacidos para gerar a-ceto aminoacido, com a producdo de
amonia e peroxido de hidrogénio. Com a adicdo de catalase, uma enzima capaz
de degradar o H,0O,, juntamente com a fracdo HTP1 nos ensaios, observou-se
perda das atividades antimicrobianas, antiparasitaria e hemolitica. Indicando que o
peréxido de hidrogénio, um dos produtos gerados na reacdo enzimatica da LAO,
esta envolvido no processo ativo. Tal resultado esta de acordo com EHARA et al.

(2002) que relataram a inibicdo da atividade antibacteriana de achacina (LAO) por
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varias enzimas degradativas do H;0,. As células de L. |. amazonensis
permaneceram Vidveis apos incubacdo com L-AAO (B. moojeni) e catalase
(TEMPONE et al. 2001). Catalase e superoxido dismutase fazem parte do
mecanismo de defesa de Leishmania spp, porém as formas promastigotas
apresentam uma deficiéncia na producéo destas enzimas, levando a morte de 80
a 95% pelo H,O; produzido por macréfagos (MEHLOTRA, 1996 apud TEMPONE
et al., 2001). A enzima OHAP-1 (Trimeresurus flavoviridis) perdeu a capacidade
apoptotica apdés a adicdo de antioxidantes como catalase e glutationa reduzida
(SUN et al., 2003). O mesmo aconteceu com apoxin | (C. atrox) (TORRI et al.,
1997). A perda da atividade de agregacéo de plaquetas da enzima TM-LAO (LAO
de T. mucrosquamatus) foi conferida a catalase (WEI et al., 2002). Ao marcar a
enzima LAO com um croméforo, SUHR & KIM (1996) observaram que esta
interage com a superficie das células, o que poderia levar ao aumento local da
concentracao de H,O, gerado.

O H,0, € uma espécie reativa do oxigénio (ROS) que atravessa facilmente
as membranas bioldgicas, sendo téxico para varios microorganismos diretamente,
promovendo varias oxidacgdes ou indiretamente formando mais espécies reativas
como o radical hidroxil. Os ROS promovem a oxidacado de proteinas, fazendo com
gue estas percam suas funcdes bioldgicas, oxidacdo de lipideos de membrana e
de DNA, o que pode levar ao processo de apoptose (SORG, 2004). Assim, pode
se sugerir que a fragcdo HTP1 (com atividade LAO) é um bactericida indireto, ou
seja, age promovendo a morte das bactérias via um produto da sua reacao
enzimatica. A capacidade das células resistrem a essa enzima pode ser
considerada pela sua capacidade de produzir antioxidantes suficientes para
degradar o H,O,, ou entdo a fraca interacdo enzima-proteina de membrana
celular, diminuindo a concentracdo local da LAO. Alguns estudos estdo sendo

realizados visualizando a oxidacdo de células vermelhas do sangue por ROS.
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Embora as hemécias possuam um grande sistema antioxidante, ROS produzidos
de forma enddgena ou exdgena promovem danos oxidativos nas proteinas e
lipideos de membrana, levando a senescéncia das células normais (SHINAR &
RACHMILEWITZ, 1990 apud NAGABABU et al., 2003). Em processos patolégicos
foi observado que os antioxidantes produzidos pelas heméacias ndo sao capazes
de remover completamente os ROS (CLARK, 1988 apud NAGABABU et al.,
2000). BERNARD & STINSON (1996) verificaram que a a-hemolisina produzida
pela bactéria S. gordonii € o H,O,, e que este promoveu a formacdo de um halo
esverdeado ao redor da colbnia devido a oxidagdo do heme da hemoglobina.
NAGABABU & RIFKIND (1998) demonstraram que o peroxido de hidrogénio
degrada o motivo heme da oxihemoglobina, produzindo dois compostos
fluorescentes.

A fracdo HTP1 mostrou-se com maior afinidade pelos aminoacidos L-
leucina e L-metionina, seguido de L-arginina, L-triptofano e L-fenilalanina.
Nenhuma atividade foi observada com a utilizacdo de L-prolina como substrato. O
espectro de atividade desta fracdo foi muito amplo, sendo capaz de oxidar
aminoacidos basicos, polares e hidrofobicos. Estes resultados estdo de acordo
com PESSATTI et al. (1995) onde L-metionina e L-leucina foram os substratos
mais oxidados pela LAO de B. cotiara. O mesmo foi observado por EHARA et al.
(2002) tendo o triptofano como terceiro substrato mais oxidado. Por outro lado,
JIMBO et al (2003) visualizou uma maior geracdo de H,O, usando L-arginina e L-
lisina como substrato, a oxidacdo de L-leucina e L-metinona equivaleu a
aproximadamente 5% da atividade sobre L-arginina. Tal variacdo na
especificidade pelo substrato pode ser hipotetizado por possiveis diferencas na
sequéncia de aminoacidos no sito ativo da enzima.

Estudos de concentracao inibitéria minima e ensaios in vivo tornam-se

necessarios para avaliar a possibilidade da utilizacdo desta fragdo que apresenta
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atividade LAO, como um antibacteriano e antiparasitario efetivamente. Segundo
SORG (2004) os microorganismos sdo muito mais sensiveis aos ROS que 0s
tecidos humanos, existindo uma janela bactericida onde concentragdes de ROS
suficientes para matar bactérias podem ndo causar danos ao tecido do
hospedeiro.

Ap6s cromatografia de gel filtracdo e troca anidnica obteve-se a purificacdo
de uma proteina com alto teor de pureza do veneno bruto de B. jararaca (proteina
P8). Tal proteina, que ndo apresentou atividade antibacteriana e LAO, mostrou
uma massa média de 30260,87 Da em espectrémetro de massa ESI-Q-TOF
Micro. A analise em gel de poliacrilamida mostrou ser um heterodimero que
apresenta uma massa de 26 kDa antes da reducdo e apos a quebra das ligacdes
dissulfeto uma subunidade de 15,5 kDa e outra com 14,8 kDa. A partir da
determinacdo e do alinhamento da sequéncia N-terminal das duas subunidades
(P8a e P8b) com outras proteinas foi possivel observar um alto grau de identidade
com proteinas tipo-lectina tipo-C. O maior grau de homologia foi com a
botrocetina, apresentando 100% de homologia entre a subunidade P8a com a
cadeia a da botrocetina e 90% de homologia entre a subunidade P8b e a cadeia
da botrocetina. FUJIMURA et al. (1991) purificaram a botrocetina de duas cadeias
do veneno de B. jararaca com a utilizacdo de trés processos cromatograficos,
comecando por uma coluna de troca ibnica, seguida por gel filtracdo e interacao
hidrofébica em HPLC, ainda para analise de aminoacidos purificaram em fase
reversa. Analises revelaram que sua massa aparente em SDS-PAGE é de 27 kDa
antes e de 15/14,5 kDa ap0Os reducdo. Esta proteina promove aglutinacdo de
plaquetas, formando um complexo ativo com o fator de von Willebrand induzindo a
ligacdo deste fator a glicoproteina Ib.

Outras proteinas agonistas de agregacdo de plaquetas homodlogas a

proteina P8 sdo agretina purificada do veneno de Calloselasma rhodostoma

69



(CHUNG et al., 1999), alboaggregina de T. albolabiris (KOWALSKA et al., 1998) e,
bitiscetina de Bitis arietanse (MATISUI et al.,1997). Ao contrario da botrocetina a
proteina CHH-B € um antagonista da agregacdo de plaqueta, liga-se a
glicoproteina Ib inibindo a ligacdo do fator de von Willebrnd (ANDREWS et al.,
1996). Existe uma grande variacdo na sequéncia das proteinas tipo lectina tipo C,
0 que leva a diferentes interagcdes com receptores ou dominios de receptores da
superficie das plaquetas.

Pode se dizer que a proteina P8 representa uma isoforma da botrocetina
pelo fato de serem provenientes do mesmo veneno, apresentando um alto grau de
homologia N-terminal, porém terem uma significante alteragédo entre suas massas
moleculares. O aumento da massa molecular da proteina P8 em 23 Da, pode
significar tanto a alteracdo de um Unico aminoacido quanto de varios aminoacido
ao longo da sequéncia. O local e quais os aminoacidos alterados s6 podem ser
confirmados pelo sequenciamento completo da molécula. A variacdo na seqiéncia
primaria da proteina pode ou ndo levar a uma alteracédo funcional da molécula,
hipétese ndo ensaiada no presente estudo.

A proteina P8 foi utilizada como antigeno em ensaios de ELISA para
diferenciacdo da poténcia neutralizante de antivenenos botropicos. Um passo
importante no desenvolvimento de antivenenos sdo o0s testes pré-clinicos
utilizando ensaios in vivo para determinacdo da capacidade neutralizante do
antiveneno. Porém estes procedimentos sdo extremamente laboratoriosos, caros,
consomem grande tempo de trabalho e muitas vezes reproduzem resultados
variaveis, além de promoverem a morte de um grande nimero de camundongos.
Estudos tém sido realizados na tentativa de substituir essa rotina in vivo por
ensaios in vitro. THEAKSTON & REID (1979) relataram o uso de ELISA com
veneno bruto como antigeno para ensaiar poténcia de antivenenos viperideos e

elapideos. Estudos de correlacdo entre os niveis de anticorpos e a poténcia
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neutralizante de antivenenos de B. jararaca foram realizados por MARIA et al
(1998), porém com a utilizagcdo da fracdo téxica do veneno de B. jararaca.
Nenhuma correlacdo foi encontrada entre a poténcia do antiveneno e os titulos de
ELISA contra as fracdes ndo toxicas. No presente trabalho, ao utilizar a proteina
P8 como antigeno para diferenciar a poténcia neutralizante de antivenenos
obteve-se uma boa correlacdo entre a capacidade neutralizante de letalidade do
antiveneno e o titulo de anticorpos. Com a utilizacdo do método de ELISA foi
possivel observar diferencas nos titulos de anticorpos entre os antivenenos de
poténcia abaixo de 5 e o0s antivenenos de poténcia acima de 5. Segundo a
Organizacao Mundial de Saude, apenas 0 soro que possui poténcia acima de 5
pode ser processado para purificagcdo de imunoglobulinas para uso terapéutico.
Nos ensaios realizados por ALAPE-GIRON et al. (1997) os antivenenos foram
titulados também por ELISA contra o veneno bruto de M. nigrocincuts e duas
toxinas purificadas do mesmo, porém nenhuma correlacdo foi encontrada entre
eficacia de protecao e os titulos obtidos no teste de ELISA. Os resultados obtidos
no presente estudo indicam que ELISA, usando a proteina P8 purificada do
veneno de B. jararaca como antigeno, pode ser utilizada como uma técnica in vitro
para medir a poténcia de antivenenos botropicos, durante o processo de

imunizacao do cavalo.
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6 — Conclusodes
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» Os venenos botropicos: B. alternatus, B. jararaca, B. jararacussu, B.
moojeni e B. neuwviedi, apresentam atividade contra a bactéria gram-positiva S.
aureus. Os venenos de B. jararaca e B. jararacussu sdo mais ativos contra esta
bactéria.

» Algumas bactérias gram-positivas e gram-negativas foram susceptiveis ao
veneno bruto de B. jararaca e B. jararacussu.

» A partir do veneno da serpente B. jararaca foi purificada a fracdo com
atividade antimicrobiana HTP1 que apresenta trés bandas protéicas em SDS-
PAGE, com pesos estimados de 80 kDa, 60,8 kDa e 48,1 kDa.

» A atividade antimicrobiana da fracdo HTP1 e das fragcbes de processos
cromatograficos anteriores € correlacionada com a atividade L-aminoacido
oxidase.

» A fracdo HTP1 também apresenta atividade anti-Leishmania e hemolitica.

» As atividades bioldgicas da fracdo HTP1 sdo mediadas pela producédo de
peroxido de hidrogénio e pela disponibilidade de L-aminoacido no meio.

» A fracdo HTP1 mostrou-se capaz de oxidar uma certa variedade de
substratos, sendo mais especifica para os aminoacidos L-leucina e L-metionina.

» Através de dois processos cromatograficos foi possivel a purificacdo da
proteina P8, um heterodimero com massa molecular média de 30260,87 Da e que
apresenta alto grau de identidade com proteinas tipo lectina tipo C.

» A proteina P8 mostra-se como um bom antigeno para ser utilizado em
ensaios de ELISA para correlacionar titulos de anticorpos e poténcia neutralizante

de antivenenos botropicos.
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[ — Perspectivas
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> Verificar se as proteinas contidas na fragdo HTP1 s&o realmente isoformas
da enzima L-aminoacido oxidase, através do sequenciamento das proteinas via
transferéncia para membrana de PVDF.

> Realizar ensaios de atividade L-aminoacido oxidase em gel de
poliacrilamida nativo.

> Purificar as proteinas contidas na fracdo HTP1 para melhor caracterizacao
bioquimica das mesmas.

> Calcular a dose inibitéria minima do veneno bruto e da proteina purificada
em relagdo a atividade antibacteriana e antiparasitaria.

> Realizar ensaios de toxicidade em camundongos, e ensaios que visem 0
céalculo da acao antibacteriana in vivo.

> Realizar ensaios de citotoxidade em células de mamifero e estudar com
mais detalhes o0 modo de acéo desta L-aminoacido oxidase.

> Em relacdo a proteina P8, determinar a massa molecular das duas
subunidades separadamente por espectrometria de massa.

> Determinar a diferenca na sequéncia de aminoacidos da proteina P8 com a
botrocetina.

> Realizar ensaios de determinacdo de poténcia com um maior numero de

antivenenos.
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