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ISOLAMENTO E CARACTERIZAQAO DA DELTA TOXINA DO VENENQ DE
Crotalus durissus terrificus

Lucelia de Aimeida Campos
RESUMO

O veneno de C. d. terrificus tem sido descrito como sendo de pouca
complexidade, tendo 4 fragbes caracterizadas, convulxina, giroxina. crotoxina e
crotamina. O presente trabatho visou o isolamento e caracterizagao da Delta toxina
cuja existéncia havia sido aventada em trabalhos anteriores.

Apos a realizagao de uma varredura de tampdes em uma coluna de exclusao
molecular Superdex-75 acoplada a um sistema FPLC, na presenca de trés diferentes
tampoes, chegou-se a uma condicdo ideal de fracionamento do venenc crotalico. Em
sequéncia realizou-se a segunda etapa de purificagdo em sistema HPLC em uma
coluna C4, onde foi possivel identificar o pico de interesse. O pico puro passou por
analises em MALDI-ToF sendo sua massa estimada em 14.074,92 Da, Quando
analisado por eletroforese em gel de poliacrilamida, a delta toxina apresentou massa
molecular de cerca de 14 kDa e uma migragdo anémala, Por eletroforese 2D, a
proteina apresentou carater acido, com pl entre 4 e 5 e massa molecuiar de
aproximadamente 42 kDa, revelando “spots” muito semelhantes podendo ser
isoformas com caracteristicas de uma proteina glicosilada. Apos digestéo dos spots
com tripsina, os fragmentos foram confrontados com o banco de dados do
"swissprot”, mostrando alto grau de homologia “até 43% de cobertura’ com a
trocarina, um ativador de protrombina do veneno de Tropidechis carinatus, esses
dados foram confirmados com a analise de aminoacidos.

De posse desses resultados, optou-se por testar a capacidade da fracao
purificada de ativar fator X e I, usando substratos sintéticos. Os resultados
apontaram para uma ativagéo direta do fator X, uma vez que néo houve ativagéo do
fator Il, atividade que também nao foi detectada no venenc total. A mesma se
mostrou um potente ativador da agregagao de forma direta, uma vez que 0s ensaios
de agregacao plaquetaria foram realizados com plaguetas lavadas, logo na auséncia
de fatores séricos. Quando os ensaios de agregacéo foram realizados na presenca
de aiguns inibidores observou-se que nem a atividade metalo proteinase, nem a
serino proteinase, tampouco um dominio lectina estavam envolvidos no processo,
uma vez que EDTA, benzamidina e D-galactose nado inibiram a atividade da proteina.

No presente trabalho isclamos a Delta toxina do veneno de C. d. terrificus. A
mesma se compaortou como previsto por Vital Brazil em 1980, eluindo na posigdo por
ele aventada, sendo uma proteina ativadora de Fator X que ativa agregagdo
plaquetaria mesmo em concentragdes muito baixas e de massa molecuiar de 40 kDa

levando nos a crer se tratar de um homotrimero cujos componentes sédo unidos por
ligacdes fracas.



ISOLATION AND CHARACTERIZATION OF DELTA TOXIN FROM THE VENOM OF
Crotalus durissus terrificus

Lucélia de Almeida Campos
ABSTRACT

The Crotalus durissus terrificus venom has been so far described as being
of low complexity, with four major components described: convulxin, gyroxin, crotoxin
and crotamine. In recent studies, other components of this venom were characterized
as, for example, an analgesic factor. In 1980, Vital Brazil predicted the existence of a
toxin which could be involved in platelet aggregation, and named it delta toxin.
However, this toxin has never been isolated or characterized. The aim of the present
work was to purify and characterize this toxin.

After FPLC size exclusion chromatography followed by reverse phase
HPLC, an homogeneous fraction was obtained, with a molecular weight of 14,074.92
Da. When analyzed by SDS-PAGE, this toxin presented an anomalous behavior, with
a molecular weight of 14 kDa, while in 2D gels, spots around 40 kDa and with an
isoelectrical point between 4 and 5 were observed suggesting isoforms with
glicosilation microheterogeneity. After trypsin digestion, the fragments were submitted
to the swissprot databank showing high homology (43% coverage, 15 matching
peptides) with trocarin, a prothrombin activator from Tropidechis carinatus. These
data were further confirmed by aminoacid analysis.

The toxin was tested for its ability to activate factor Il and X using synthetic
substrates. Our data indicate a direct activation of factor X. The same toxin also
behaved as a potent direct platelet aggregation activator on washed platelets. Assays
with specific inhibitors indicate that neither metalloproteinase, nor serinoproteinase or
t lectin domains are involved in the aggregating activity, since EDTA, benzamidin and
D-galactose did not inhibit the toxin.

In the presentent work, we were able to identify, purify and characterize a
new toxin from the brazilian rattlesnake. It behaved as predicted by Vital-Brazil and
displayed direct factor X activating properties, also inducing platelet aggregation,
even at low concentrations. Our data also indicate that it is probably a homotrimer
with the subunities linked by hydrophobic and/or electrostatic interactions.
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1. INTRODUCAO

Os venenos ofidicos sdo provavelmente os fluidos secretorios de
vertebrados mais concentrados de que se tém noticias (Stocker, 1990) e sao
compostos por proteinas e peptideos que representam acima de 90% do peso
seco. Estas biomoléculas sdo as responsaveis pelas atividades tdxicas e
bioldgicas das peconhas de serpentes.

Ja foram descritas inUmeras toxinas e enzimas com um vastissimo
espectro de atividades (Theakston & Kamiguti, 2002). Entre elas podemos citar
enzimas que atuam em diversos pontos da cascata da coagulagao (Monteiro &
Zingali, 2002, Rucavado ef al. 2001), toxinas que atuam em canais idnicos,
proteases que interferem com a integridade do endotélio (Zamuner & Teixeira,
2002}, fosfolipases {Lizano et al., 2001), L-aminc acido dehidrogenases (Tempone
etal., 2001).

Os venenos, assim como outras substancias naturais tém despertado um
grande interesse pela diversidade de principios ativos que encerram e pelo
potencial que estes compostos apresentam de levar a sintese de novas drogas ou
ao desenvolvimento de novas ferramentas nas areas de farmacologia,
hemostasia, neurofisiclogia e outras.

O veneno da serpente Crofalus durissus terrificus tem sido descrito como
de pouca complexidade. Essa serpente encontra-se distribuida no Brasil nas
zonas altas e secas, sul oriental e meridional, desde o Rio Grande do Sul até
Minas Gerais. Sua denominacgdo popular & cascavel ou boiquira. O veneno
apresenta efeitos importantes sobre os musculos esqueléticos, sistema nervoso,

rins e sangue. Outros 6rgdos como o figado também pode ser acometido
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(Barravieira, 1994). O veneno crotélico também induz rabdomidlise generalizada,
mialgia, aumento dos niveis de creatinoguinase (CK)} acompanhado de
mioglobinuria e dor por todo o corpo (Sano-Martins et al., 2001). A letalidade dos
acidentes ofidicos envolvende serpentes do género Crotalus tem o maior indice
observado, com 1,87% de ¢bito (FUNASA/MS, 2001). A soroterapia € o
tratamentc mais adequado para os casos de acidentes ofidicos, o soro
anticrotalico deve ser administrado intravenosamente e a dose varia de acordo
com a gravidade do caso. A hidratacdo adequada ¢ fundamental para a
prevengao da insuficiéncia renal aguda (FUNASA/MS).

Foram isoladas e caracterizadas 4 principais toxinas deste veneno:
convulxina, giroxina, crotoxina e crotamina {Takeda et al., 1985).

A convulxina foi isolada em 1970 por Prado-Franscesci, € uma
glicoproteina neurotoxica de alto peso molecular, cerca de 70 kDa provoca
disturbios no sistema nervoso auténomo, efeitos como convulsdes tdnico-
clonicas, perda de equilibrio, aiteragbes circulatdrias e respiratorias, ativagdo e
agregacao plaquetdria. na auséncia de fibrinogénio. Esta proteina foi descoberta
apos observarem que efeitos como alteragbes respiratorias e circulatdrias ndo
poderiam ser atribuidos as toxinas ja isoladas na época como a crotoxina e a
crotamina (Vital Brazil, Prado-Franceschi & Ezequiel Waisbich, 1967; Prado-
Franceschi & Vital Brazil, 1981, Vargaftig, 1983).

Outro grupo de componentes do veneno € o das enzimas, entre as gquais,
pela importancia clinica, destaca-se uma enzima tipo trombina demonstrada por

Nahas e isolada por Raw et al. em 1986, provavelmente envolvida nos distarbios
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da coagulagdo sanguinea observada em cerca de 40% dos pacientes (Azevedo
Marques et al., 1992).

As alteragdes observadas nos fatores de coagulagao estao relacionadas
a enzima tipo trombina, um componente das fragbes do veneno que tem a
capacidade de transformar in vitro, fibrinogénio em fibrina, isto resulta em um
consumo de fatores de coagulagdo e, consequentemente, na incoagulabilidade
sanguinea (Barravieira, 1994).

A giroxina possui peso molecular de 33 kDa e provoca sindrome
convulsiva, caracterizada por movimentos circulatérios ao longo do seu eixo
longitudinal do corpo lembrando o rolar de um barril (Silva 2004), caracteristico
em camundongos. A giroxina também apresenta atividade coagulante do
fibrinogénio no plasma, exercendo assim uma atividade do tipo trombina (Barrio,
1961; Alexander et al., 1988).

A crotoxina foi primeiramente descrita como a proteina majoritaria do
veneno, possui 23 kDa, representa 60% do veneno total de Crotalus durissus
terrificus apresenta alta toxicidade (Slotta & Fraenkei-Conrat. 1938). E uma
neurotoxina pré-sinaptica que atua nas terminagdes nervosas motoras inibindo a
liberacdo de acetilcolina pelos impulsos nervosos, sendo este o principal fator
responsavel pelo bioqueio neuromuscular e portanto pelas paralisias motoras e
respiratorias observadas nos animais (Vital Brazil & Barbara Excell, 1970;
Azevedo Marques el al, 1992). Esta neurotoxina é composta por duas sub-
unidades ligadas nac covalentemente. A sub-unidade acida é enzimaticamente
inativa e nao possui toxicidade, e tambeém conhecida como crotapotina e

potencializa a agdo da fosfolipase (sub-unidade basica) (Bon et ai.. 1886).
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A crotamina é um polipeptideo basico de 4.8 kDa que atua na membrana
das fibras musculares alterando sua permeabilidade ao sédio. produzindo
espasmos musculares (Moura Gongalves e Laura Gouvéa, 1950; Azevedo
Marques ef al., 1992).

Apesar da extensa literatura a respeito deste veneno e de seus
componentes, poucos trabalhos tém focado o isolamento de eventuais toxinas
ainda ndo descritas, levando a crer que este veneno encerra unicamente os
componentes acima descritos. No entanto, evidéncias apontam para a presenga
de outros constituintes. Entre eles, podemos citar a hialuronidase, que vem sendo
isolada por um grupo de Ribeirdo Preto (Bomfim, comunicacdo pessoal). Uma
fragéo de baixo peso molecular e com potente agdo analgésica esta parciaimente
isolada

Vital-Brazii (1980) sugeriu a existéncia de uma toxina que eluiria entre a
convulxina e a giroxina quando o veneno é fracionado por cromatografia de
exclus&o molecular e que estaria envolvida na agregacdo plaquetaria, alteracdo
da permeabilidade vascular e causar grande hemoconcentragdo. Esta proteina foi
entdo denominada por ele de delta toxina (Vital Brazil, 1980). Apesar de citada na
literatura, esta toxina nunca foi isolada, tampouco caracterizada.

A maioria dos trabalhos que envolvem fracionamento do veneno de C.d.
terrificus utiliza resinas cromatograficas de baixa resolucéo, resultando em 4 picos
principais, que representam as toxinas acima descritas. No trabalho de
Nascimento (1991), a purificagdc do veneno crotalico em resina Sephadex G75

resultou em quatro fragdes como mostra a Figura 1.
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Figura.1 - Perfil de eluigdo de veneno crotalico em resina Sephadex G75. Fluxo
12mL/hara

Em experimentos recentes, que utilizaram resinas mais modernas (maior
resolucdo). foi possivel verificar um pico adicional na mesma posicao descrita por

Vital Brazil. Na Figura 2 esta representado o perfil cromatografico do veneno de

C.d. terrificus, usando uma resina Superdex 75 (Casare, 2003).
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Figura.2 - Periil de elui¢do de veneno crotalico em resina Superdex 75

Fluxo: 30 ml/hora.

Andlises preliminares desta fracéo,

100

por eletroforese em gel

de

poliacrilamida, indicam a existéncia de bandas cujo peso molecular ndo é

compativel com agueles previamente descritos, sugerindo que nesta fracédo se

encontram biomoléculas ainda nao relatadas no veneno crotdlico. Além do

interesse académico, a analiise destes componentes também pode ser relevante

do ponto de vista clinico, uma vez que, estas toxinas podem ter papel importante

na patologia do acidente crotalico.
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1.1 Hemostasia

A hemostasia € um processo pelo qual o organismo torna-se capaz de
estancar um sangramento e manter o sangue fluido dentro do compartimento
vascular.

A coagulagdo consiste em uma série de mecanismos bioquimicos com a
finalidade de consolidar o tamponamento através da deposicdo de redes de
fibrina. Esse sistema envolve o0s vasos sanguinecs, as plaquetas, os fatores pro-
coagulantes piasmaticos e agentes fibrinoliticos. Existe ainda sistema calicreina-
cinina e os inibidores das serino proteases (fatores coagulantes) e cada fator
plasmatico tém uma propriedade especifica (Oliveira, 1998).

O coagulo sanguineo se forma de acordo com as trés etapas citadas:
Primeirc uma substancia, ou um complexo de substancias, denominada ativador
de protrombina é formado em resposta a ruptura de um vaso ou lesdo. Segundo,
o ativador da protrombina catalisa a conversdo de protrombina em trombina.
Terceiro, a trombina atua como uma enzima para converter o fibrinogénio
(soluvel) em fibrina (insoluvel) aos quais aderem plaquetas, eritrocitos e plasma,
formando o coagulo (Guyton, 1999).

A cascata de coagulag¢do pode ser desencadeada apds uma lesdo por
dois processos:

Via Extrinseca:

Principal via de inicializagao da coagulacao sanguinea que envolve
componentes do sangue e elementos vasculares.O processo se inicia quando o
sangue entra em contato com um tecido extravascular traumatizado, e este libera

dois fatores qgue desencadeiam o processo de coagulacio: o fator tecidual que €
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uma enzima proteclitica e os fosfolipidios teciduais, presentes nas membranas
celulares.

O fator tecidual combina-se com o fator Vil da coagulagdo e este
complexo na presenca de fosfolipidios teciduais atuam sobre o fator X formando o
FXa. Este combina-se imediatamente com os fosfolipidios e também com o fator
V, formando o complexo denominado ativador da protrombina. Este converte a
protrombina em trombina, dando continuidade ao processc de coagulagao.

Via Intrinseca:

Apos o trauma. o segundo mecanismo inicia-se quando dois fatores da
coagulagao sdo alterados, o fator Xl e as plaquetas. Quando o FXIl entra em
contato com o colégeno. ele se converte em uma enzima proteolitica denominado
FXII ativado. Simultaneamente o trauma lesa as plaguetas que liberam fator
plaquetario HI.

O Fator Xlla ativa o Fator X| transformando em FXla, que por sua vez
reage enzimaticamente com o Fator IX passando para a forma FiXa.

™ FIXa em agdo conjunta com o Fator VIl e fosfolipidios plaquetarios
ativam o Fator X. Agora com o FXa em combinagdc com o FV formardo um
complexo ativador de protrombina (Guyton, 1999).

No final do processo de coaguiagdo ambas vias sdo processadas e
resultam no ponto comum de formacac de FXa, o qual é responsavel pela
geragao de trombina. Assim a trombina converte fibrinogénio em monémeros de
fibrina que sofrem a agdo do FXIIl através de uma reagdo de trans-glutaminagao

formando polimeros de fibrina. Por outro lado, o plasminogénio, sob acdo de
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ativadores de plasminogénio (UPA ou tPA) é transformado em plasmina a qual
degrada fibrina em vérios fragmentos (Rissi-Silva, 2004).

Atualmente sdo conhecidos mais de 100 diferentes tipos de venenos de
serpentes que afetam o sistema hemostatico por varios mecanismos (Marckland,
1998)

O envenenamento causado por C.durissus é freqientemente associado a
disfungdo hemostatica, provavelmente pela agio de enzimas trombina-simile. Os
disturbios de coaguiagdo tem sido descritos em cerca de 50% dos pacientes
picados por C.durissus (Sano-Martins et al., 2001)

A maioria das serpentes da familia Crotalidae apresenta enzimas
responsaveis pelos efeitos hemostaticos dos envenenamentos. O mecanismo
pelo qual estas proteinas podem atuar é variado (Stocker et al.. 1982). Dentre os
componentes dos venenos ofidicos, varios sdo os que afetam o mecanismo
hemostatico, incluindo a coagulagéo, a fibrindlise, a funcdo plaquetaria e a
integridade vascular.

A atividade pro-coagulante dos venenos tem como alvo principalmente os
ultimos fatores da cascata de coagulacdo, como por exemplo ¢ fibrinogénio, a
protrombina e o Fator X (Joseph et al., 1999).

Enzimas que atuam sobre o fibrinogénio para formar fibrina,
denominadas trombina-simile, foram isoladas de venenos de serpentes. Algumas
destas enzimas clivam ~~untamente, as cadeias Aa e Bb do fibrinogénio,
liberando os fibrinscpenticeos A e B. Qutras clivam apenas a cadeia Aa , liberando

o fibrinopepices - Liocker et al., 1982).

TS0 meciow ot picn e puc AR T
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As serino proteases dos venenos ofidicos estdo entre as enzimas que
afetam o sistema hemostatico. Em geral essas proteinas afetam as vias da
cascata da coagulagdo, ativando especificamente componentes do sangue
envolvidos na coagulagdo, levando a fibrindlise e agregacdo plaquetaria ou
degradacao proteolitica (Serranc & Maroun, 2005).

O isolamento de novas toxinas que modulam a hemostasia, & de
importancia fundamental nos estudos clinicos e na pesquisa cientifica. no sentido
de fornecer novas ferramentas para o estudo dos mecanismos envoividos na

cascata da coagulagéo.



Disserracdo de Mestrado
“Isolamento e Caracterizagdo da Lelta Toxina do veneno de C.d. terrificus -1i-

2. OBJETIVO

O presente trabalho visa determinar as condi¢bes ideais para isolar a
delta toxina do veneno total de Crotalus durissus terrificus e caracterizar a mesma
do ponto de vista bioguimico, assim como identificar os seus possiveis alvos

fisiclogicos.
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3. MATERIAIS E METODOS

O veneno de Crotalus durissis terrificus foi gentiimente cedido pelo

Centro de Estudos de Venenos e Animais Pegonhentos CEVAP-Botucatu.

3.1. Varredura de tampoes

Em uma coluna Superdex 75 de exclusdo molecular, testaram-se
diferentes tampdes para determinar aquele que resultaria em uma melhor
resolugdo das fragdes purificadas.

Para tal, 25 mg de veneno crotalico foram dissolvidos em 1,2 mL do
tampéo apropriado, centrifugados e o sobrenadante foi injetado em uma coluna
Superdex 75 (1,6 x 70 cm), acoplada a um sistema FPLC, previamente
ambientada no mesmo tampdo. A cromatografia foi realizada no modo analitico
sem a coleta do eluato.

O processo foi realizado utilizando-se os tampdes formiato de amdnio

(0,1M pH 3.0), acetato de sddio (0,1M pH 5.0) ou citrato de sédio (0,1M pH 5.0}.

3.2. Purificagcdo do veneno crotalico (FPLC) - Exclusao Molecular

A cromatografia por exclusdo molecular baseia-se na separagdo de

proteinas de acordo com seus pesos moleculares. E a técnica ideal para

amostras com pouco volume. As amostras sdo eluidas na presenga de um
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simples tampao sem gradiente (Fischer, 1990; Amersham Pharmacia biotech,
1999).

Sucessivas purificagdes foram realizadas para a obtengdo da toxina de
interesse.

Aliguotas de cerca de 100 mg de veneno foram dissolvidas em 1,2 mL de
tampao formiato de aménio (0,1M pH 3.0). Essa solucdo foi agitada até a
solubilizagdo total do veneno e posteriormente centrifugada a 11.326 g em uma
microcentrifuga. O sobrenadante foi injetado em uma coluna Superdex 75 (1,6 x
70 cm) de exclusdao molecular acoplada a um sistema FPLC (Pharmacia),
previamente ambientada com o tampéo formiato de aménio. A absorvancia do
eluato foi medida a 280 nm. Foram coletadas fragGes de 1 mL por tubo.

Apos as purificagdes a fragdo de interesse foi congelada e liofilizada.

3.3. Cromatografia de fase reversa (HPLC)

A cromatografia de fase reversa baseia-se na separagao de proteinas e
peptideos de acordo com a interagdo reversivel da amostra com a superficie
hidrofébica da coluna cromatografica. A ligagao € normalmente muito forte e

requer o uso de um solvente organico para a eluicdo da proteina (Amersham

Pharmacia biotec, 1999)

O segundo pico coletado depois da cromatografia de exclusdo molecular,
foi liofilizado e ressus-=:.uido em 1 mL de TFA (Acido trifluoro acético) 0,1%. A
sequir este mzar i injetado (400 pl/ corrida) em uma coluna de fase reversa

Vydak "+ #= 0 x 200 mm, precedida de uma pré-coiuna do mesmo fabricante
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conectada a um cromatografo Shimadzu. Apos uma lavagem com 5 mL de
solucdo A (TFA 0,1%), para eluicdo da fragdo ndoc adsorvida, iniciou-se um
gradiente de 0 a 100% de B (acetonitrila mais 0,05% de TFA) em 20 minutos.
Findo o gradiente, manteve-se esta condigao por mais 5 mL, retornando-se entao
para a condigdo inicial. O fluxo utilizado foi de 1 mL/minuto e a absorvancia do
etuato foi monitorada a 220 nm. Com o intuito de identificar o pico de interesse,
foram tambeém injetadas aliquotas dos picos 1 e 3, permitindo assim eliminar os
picos correspondendo aos contaminantes. Foi também realizada uma corrida

falsa, utilizando apenas tampdo, visando identificar possiveis ruidos na linha

base.

3.4. Eletroforese em gel de Poliacrilamida ( SDS-PAGE)

A eletroforese é uma técnica laboratorial usada para separagdo de
macromoléculas de acordo com sua carga ou tamanho. Essa separagdo ocorre

com a migragao da proteina através de uma matriz de gel sob a influéncia de um

campo elétrico. (Baptista, 2004).

Dissolveu-se 1 mg de veneno de Crotalus durissus terrificus em 500 uL
de solugado salina chegando a uma concentragdo finai de 2 mg/mL. Amostras com

veneno total foram preparadas com tampdo de amostra com e sem agente

redutor.
Um miligrama de deita-toxina liofilizada apos fracionamento em FPLC foi

diluido em 500 pL de agua destilada. Amostras com a delta toxina semi-pura
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foram preparadas com tampdc de amostra em condi¢des recutoras e n3o
redutoras. O mesmo foi feito com o pico correspondente a Delta toxina apés a
purificacado em sistema HPLC.

As amostras foram aqguecidas a 95° C por 5 minutos, e posteriormente
aplicadas em um gel de poiiacriiamida a 12%, utilizando o sistema de tampbes
descrito por Laemmli, (1970) . No gel aplicou-se também um padrdo de peso
molecular conhecido. A voltagem foi fixada em 90 volts.

Finda a eletroforese, o gel foi corado com Coomassie blue 250-R, por 1

hora, sendo posteriormente descorado com solugdo contendo 30% de etanol e

10% de Acido Acético.

3.5. Eletroforese Bidimensional

A Eletroforese 2D é um metodo usado para analise de compiexos
protéicos extraidos de amostras biolégicas. Essa técnica separa proteinas de
acordo com duas propriedades independentes em dois passcs diferentes: o
primeiro passo, a focalizagdo isoelétrica, separa proteinas de acordo com o ponto
isoelétrico (pl); O segundo passo, o SDS PAGE, eletroforese em gel de

poliacrilamida, separa entao as bandas da primeira dimensdo de acordo com seu

peso molecular.

Preparo da amostra:

Aproximadamente 1mg de amostra liofilizada resultante do pico 2 da

exclusdo molecular foi solubilizada em solugdo de rehidratacdo contendo uréia
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8M. CHAPS 2%, tampao com carreadores de anfélitos 0.5% e azul de
bromofenol. Instantes antes da rehidratagdo da tira, adicionou-se 0,3 uL de IPG
Buffer (Amersham Biosciences) e 0,7 ul de DTT (Ditiotreitol), obtendo-se um
volume total de 350 ulL. Aplicou-se a solugdo sob a tira de 18 cm pH 4-7 e a
rehidratagao foi realizada no aparetho IPGphor {Amersham Biosciences) por 12
horas, sob voltagem de 30 V.

Apos a hidratagao, iniciou-se a focalizagao isoelétrica. Inicialmente, a tira
foi submetida a uma diferenga de potencial de 500 V por uma hora. A seguir, a
voitagem foi aumentada para 1000 V por uma hora. Na ultima etapa, a voltagem
foi elevada para 8000 V até atingir um total de 32000 V/hora.

Finda a focalizagdo as tiras foram colocadas em 15mL de solucdo de
equilibrio contendo 50 mM de Tris-HCI, pH 8,8, 6M uréia, 30% Glicerol, 2% SDS
(dodecil sulfato de sodio), azul de bromofenoi e 65 mM de DTT (Ditiotreitoi}). Apos
15 minutos sob agitagdo constante, a solugdo acima foi substituida por uma
solugdo similar, substituindo o DTT por iodoacetamida 135 mM para promover a
carboximetilagdo dos grupamentos tiol.

Na segunda dimenséo, a tira foi posicionada sobre o gel de poliacrilamida
(14%) 20x25 cm e em um dos lados foi colocado um marcador de peso molecular.
Adicionou-se uma solucdo seladora contendo 0,5% de agarose em Tris 25
mM/Glicina 200 mM contendo 0,01% de SDS. A eletroforese foi efetuada em uma
cuba Hoefer ® DALT (Amersham Biosciences) aplicando-se uma corrente de

30mA até que a frente de azul de bromofenol alcangasse a extremidade inferior

do gel.
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Apcs a corrida o gel foi fixado por duas horas em uma solugado contendo
50% de metanol e 10% de acido acético. A coloragéo foi feita “over night” em

Coomassie Blue (Serrano, 2004).

3.6. Selecao e digestao dos “Spots”

Os "spots” foram analisados de acordo com o ponto isoelétrico e a massa
molecular. Estes entdo foram recortados e colocados em “eppendorfs”
indivicualmente identificados. O protocolo de digestédo e extragdo abaixo baseou-
se naguele descrito por Westermeier e Naven (2002).

Adicionou-se 100 uL de solugdo 75 mM de bicarbonato de aménio em
etanol 40% para a remogao do corante, agitando-se a mistura e incubando-se por
10 minutos. Esse procedimento foi repetido até a descoloracgio total do gel.

As proteinas contidas no gel foram entdo reduzidas pela adi¢cdo de DTT
5mM em bicarbonato de amdnio 25 mM, incubando-se os tubos por 30 minutos a
60°C.

Apds a remogdo da solugado redutora, foram adicionados 10ulL de
iodacetamida 55 mM em bicarbonato de aménio 25 mM e esta mistura foi
incubada no em camara escura por 30 minutos a temperatura ambiente. Apds a
remocac do sobrenadante, os “spots” foram lavados com bicarbonato 25 mM
seaus~- .- = airila. O gel foi entdo triturado e desidratado por sucessivas

lavagens com acetonitrila (3x 25 ul, 10 minutos cada) e seco em “speed vac’.

A rehidratagdo foi feita com a aplicagdo de 2 uL de tripsina (grau

sequenciamento) a 40 ng/ulL € quantidade suficiente de tamp&o de bicarbonato de
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amonio 50 mM para cobrir 0 gel por completo, mantendo-se o mesmo resfriado
por 45 minutos. O sobrenadante foi retirado e adicionou-se a soiugdo tampéo
{sem a enzima) até cobrir 0s pedacos de gel, mantendo o mesmo a 30°C por 16

horas.

Para a extragdo dos peptideos adicionou-se 20 pL de bicarbonato de
aménio 50mM e as amostras foram colocadas em banho de ultra-som por 10
minutos. Adicionou-se 20 uL de acetonitrila/ 5% TFA {1:1) e a amostra
permaneceu em banho de ultra-som por mais 10 minutos. O sobrenadante foi
transferido para outro tubo e o procedimento foi repetido por mais trés vezes.
Adicionou-se entdo 10 uL de acetonitrila e os spots foram colocados mais uma

vez em banho de ultra-som por 10 minutos. O sobrenadante foi retirado e

adicionado aos sobrenadantes anteriores.

3.7. MALDI-Tof

Espectrometria de massa & a analise ou separagdo de particulas
carregadas em fase gasosa, tais como atomos e moléculas ionizadas, baseados
em uma relagado carga/massa. Os ions produzidos ma fonte de ionizagdo sac
separados em um analisador e seguem para o detector (Aebersold & Mann, 2003;

Lind et al, 2003).

Para a espectrometria de massa tipo MALDI-TOF, as analises foram
realizadas com amostras pura e semi-pura de deita toxina, em um equipamento

MALDI-ToF/Pro (Amersham). As amostras, em solugdo, foram misturadas na
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proporgdo 1:1 (viv) com uma solugdo supersaturada de matriz para peptideos
(acido cindmico) ou matriz para proteinas (acido sinapico), depositadas sobre a
placa de amostragem (0,4-0,8 uL) e deixadas secar no ambiente. Foi utilizado o

modo automatico de controle do equipamento e aquisicdo de dados.

3.8. Peptide Mass fingerprint por MALDI-ToF

Para o0 mapeamento peptidico, as proteinas sio diferenciadas com base
em seu padrao de fragmentagdo. A proteina € clivada na porcdo C-terminal dos
aminoacidos basicos (ARG e LYS) apds passar por uma digestdo com tripsina

(Ricci-Silva, 2004).

Para PMF (peptide mass fingerprinting) os ions detectados foram
analisados pelo banco de dados local (pertencente ao software de controle e

aquisicao de dados) e/ou pelos bancos de dados publicos disponiveis na Internet,

principalmente pelo MASCOT (Lin D. et al. 2003).

3.9. Analise de Aminoacidos

Técnica utilizada para determinagdo quantitativa dos aminoacidos que
compdem uma dada proteina. Baseia-se na hidrdlise acida da ligagéo peptidica
que une 0s aminoacidos e a quantificacdo destes em sistema cromatografico

automatizado.

LT S AR/ e
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A composigdo de aminoacidos foi determinada através da hidrélise acida e
derivatizagdo pés coluna, com ninidrina. Estes foram analisados em um
analisador automatico BioChrom 20 Pius (Amersham Biosciences), provido de
valvulas injetoras de amostras. O sistema foi periodicamente caiibrado com uma
mistura padréo de aminodcidos, obtendo-se um valor para o tempo de eluicdo de
cada aminoacido e um fator de corregdo entre a area de cada pico e a
concentragao de aminoacidos na amostra.

A amostra de proteina (+/- 1 mg) foi hidrolisada em 1 mL de HCI| 6M, na
presenca de 0,08 mL de fenol a 5% em &gua (v/v), a 110°C por 72 horas em
atmosfera de nitrogénio. Apds a hidrélise, o material foi concentrado a vacuo,
ressuspendido em citrato de sodio 0,2 M, pH 2,2 e filtrado em membrana

Millipore, antes de ser injetado no aparelho (Poletti, 2006).

3.10. Agregacao Plaquetaria

3.10.1 Plasma rico em plaquetas

O sanque vennso humano de doadores saudaveis (9 mL) foi coletado em
tubo Lasuco vontendo 1 mL de citrato de sodio 3,8%. O sangue foi centrifugado
durante 25 minutos a 129 g (centrifuga 5810R eppendorf) em temperatura

ambiente para a obten¢éo do plasma rico em plaquetas (PRP).

3.10.2. Plaquetas lavadas
Para a obtencao de plaquetas lavadas (PL), EDTA 2% foi adicionado ao

PRP na proporgéo 1:20 e esta mistura centrifugada por 15 minutos a 1258 g.
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Apos ser desprezado o sobrenadante, o “peliet” plaquetario foi dissolvido em 10
mL de tampéo de lavagem (818 mg NaCl, 84 mg NaHCO;, 18 mg KCI, 13 mg
NaZHPO;, 20 mg MgCl,, 846 mg NasCitratO, 10 mg glicose. 350 mg BSA,
dissolvidos em 100mL de H20, pH ajustado para 6,5 com HCl) e a mistura
centrifugada por 15 minutos a 1258 g. Apos repetir a etapa anterior, novamente o
sobrenadante foi desprezado e o “pellet” redissolvido em 2 mL de solugdo Tyrode
(783 mg NaCl, 100 mg NaHCQ3, 22 mg KCI, 9 mg Na;HPQy4, 20 mg MgCl,, 14 mg
CaCly, 238 mg HEPES pH ajustado para 7,4 com HCI) contendo glicose 1%. As
plaquetas foram contadas em Serono-Baker 9020+AX System e ajustadas com
solugdo Tyrode para atingir a concentragéo de 400 x 10°/L.

Os efeitos da proteina sobre a agregacéo plaquetaria, foram estudados por
meio da incubagdo das mesmas com PL (plaqueta iavada) por 5 minutos a 37°C,
sob agitagdo. A transmissdo de luz foi monitorada com o auxilio de um
agregdmetro (CHRONO-LOG). calibrado para 100% de transmitancia com Tyrode
e para 0% de transmiténcia com a solugao de plaquetas lavadas (400 x 109/L).

O controle positivo foi feito com a adigdo de 10 uM de colageno apés a
incubagdo com PBS sobre a PL. Amostras de delta toxina foram testadas em

varias concentragoes, variando de 144 ug/mL até 0,9 ug/mL por ensaio.

3.10.3. Inibidores de serino protease, metalo protease e lectina.

Para o teste com inibidores de serino, metalo proteinases e lectinas as
amostras de delta toxina (na concentragdo de 18 pg/mL) foram incubadas com
PMSF (Fenil metil sulfonil fluoreto) 5 mM ou EDTA (&cido etilenodiamina tetra-

acético) 5 mM e 0,2 mM, D-galactose 5§ mM e 16 mM, 1,10-fenantrolina 5 mM e
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10 mM e benzamidina 5mM e 25 mM, por 30 minutos a 37°C. Apds a incubagao
as amostras foram testadas em plaquetas lavadas e monitoradas pelo

agregbmetro (Aguilar, et al., 2001, Laing et.al., 2005).

3.11. Ativador de fator X

A ativagao do fator X foi medida por meio da atividade amidolitica de fator
Xa formado, utilizando um espectrofotdémetro Modelo Ultrospec Il (Pharmacia
LKB Biotech) (450nm) apds a incubacdo de 10 uL de amostra (2mg/mL) ou
controle a 37°C com 40mM de substrato cromogénico (F3301 Sigma) e 0.3 nM de
fator X bovino em tampao Tris-HCI 25nM, NaCl 200 mM, CaCl; 10 mM, pH 8.3. A

leitura foi feita em diversos tempos (Hofmann e Bon, 1987).

3.12. Ativador de Fator ll

A ativagdo do fator Il foi medida por meio da atividade amidolitica de fator
lla formado, utilizando um espectrofotémetro (450nm) apds a incubacdo de 10 ulL
de amostra (2mg/ml.) ou controle a 37°C com 40mM de substrato cromogénico
(F2238 Sigma) e 148nM de fator Il em tampdo Tris-HCI 25nM, NaCl 200 mM,

CaCl; 10 mM, pH 8,3. A leitura foi feita em diversos tempos (Silva et al. 2003).
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3.13. Western Blotting

Western blotting ¢ um método para detectar a interacdo de proteinas
com anticorpos. Essa técnica usa eletroforese em gel para separar as proteinas
denaturadas por peso molecular. As proteinas séo entdo transferidas do gel para
uma membrana (tipicamente de nitrocelulose), onde sdo usados como sonda
anticorpos especificos para a proteina. A reagdo antigenoc-anticorpo pode ser
detectada por um segundo anticorpo marcado, dirigido contra o primeiro

anticorpo. A revelacéo é feita por técnicas imunoquimicas (Towbin et. al., 1978,

De Paula, 1995).

Apos a realizagdo de uma eletroforese em gel de poliacrilamida a 12%
com as amostras de veneno total e delta toxina pura em condigdes redutoras e
nao redutoras, as proteinas do gel foram transferidas para uma membrana de
nitrocelulose em uma cuba de transferéncia de western blotting sob uma corrente
elétrica fixada em 0,85 mA/cm?. A transferéncia durou 1 hora e 30 minutos. A
membrana de nitrocelulose foi entdo retirada da cuba e lavada por 1 hora com
PBS+leite desnatado (3%) sob leve agitagao.

Apos a lavagem, iniciou-se a incubagdo da membrana com a solugdo de
25mL de PBS+leite (3%) e 50uL de antiveneno crotalico (Instituto Butantan) em
uma concentragdo final de 1:500. Essa solugdo foi colocada em um recipiente
com a membrana ~~ > permaneceram “overnight” sob leve agitagéo a 4°C.

A memt .1 retirada e lavada com PBS 3 vezes por 10 minutos.
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Uma segunda solugdo com 20 mL de PBS+leite (3%) e 20uL de 1gG de
coelho anti IGg de cavalo conjugada com peroxidase (2° Ac.) na proporgao
1:1000 foi adicionada a membrana, que permaneceu sob agitacdo por 2 horas. A
membrana foi lavada com PBS por 3 vezes e entdo adicionou-se a solugdo de
revelagdo contendo o cromogénio DAB (3,3’ Diaminobenzidina), adicionado de

peroxido de hidrogénio 0,2% em tampéo PBS.

TSR e wes 10 TR ) CARKRIPER
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4. RESULTADOS

4.1 Varredura de tampdes

Por meio da varredura de tampbes chegou-se a uma condicdo de
resolugdo maxima que evidenciou um pico entre a convulxina e a giroxina.

Nas Figuras 1 e 2 nota-se que 0s tampdes acetato de sodio e citrato de
sodio, respectivamente, ndo resultaram em uma boa resolugdo na separagédo de

proteinas de alto peso molecular.
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Figura 1. Perfil cromatografico do veneno de C.d. ferrificus em coiuna Superdex 75.
Tampao: Acetato de sodio 0,1M pH 5,0
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Figura 2. Perfil cromatografico do veneno de C.d. terrificus em coluna Superdex 75.

Tampao: Citrato de sodio 0,1M pH 5,0
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Figura 3. Perfil cromatografico do veneno de C.d. terrificus em coluna Superdex 75.
Tampao: Formiato de amdnio 0,1M pH 3,0
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A Figura 3 evidencia que a natureza do tampdo € de grande importancia

para uma melhor separacac de proteinas de alto peso molecular,

4.2. Purificagao do veneno crotalico (FPLC) — Exclusao Molecular

Apés a padronizagdo das técnicas de purificagdo. sucessivas
cromatografias com o veneno crotélico foram realizadas para a obtencdo de uma

quantidade de proteina suficiente para os ensaios posteriores.

4.3. Cromatografia de fase reversa (HPLC)

Para a obtengdo da proteina pura, uma segunda etapa de purificacdo foi
realizada em sistema HPLC. Apds a identificagdo do tempo de retencdo na fase
reversa da giroxina e da convulxina que sdo os contaminantes apos
fraconamentoc em FPLC, foi possivel identificar isoladamente o pico
correspondente a delta toxina (Figura 4).

Apos a identificagdo do tempo de retencdo, corridas subseqientes foram
realizadas. A primeira etapa de purificagdo em HPLC resultou no isolamento da
delta toxina sem a contaminagio de giroxina e convuixina {(Figura 5 A). Apds a
repurificagdo das amostras em uma segunda etapa de cromatografia em HPLC,

comprovou-se a pureza da proteina (Figura 5 B).
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Figura 4. Perfil cromatogréafico da purificagdo em sistema HPLC em coluna de fase reversa.
Leitura em 220nm. Picos : (1) deltatoxina, (2) giroxina e (3) convulxina.
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Figura 5. (A) Perfil cromatografico da primeira etapa de purificacao em sistema HPLC da I
delta toxina pés gel filtragdo. (B) Obtencdo da proteina pura na segunda etapa de
purificagdo em RP-HPLC. ‘
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4.4. Eletroforese em gel de Poliacrilamida (SDS-PAGE)

Foi realizada a eletroforese em gel de poliacrilamida a 12% com a delta
toxina pura, nas formas reduzida e ndo reduzida, além de amostras do veneno
total de C.d. terrificus.

Podemos observar a fracdo pura de delta toxina, que apresentou

apenas uma banda com massa molecular em torno de 14 kDa (Figura 6).

PM 1 2 3 4
L S

97 kDa

b
66 kDa —
45 kDa ‘
ke . - s
20,1 kDa

- s -
14,4 kDa : ‘ - . !
 — '

Figura 6. Eletroforese em gel de poliacrilamida a 12%. (1) Veneno total ndo reduzido, (2)
delta toxina pura ndo reduzida, (3) Veneno total reduzido, (4) delta toxina pura reduzida. A
seta indica a delta toxina na regido de aproximadamente 14 kDa.
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4.5. Eletroforese Bidimensional

O Gel 2D foi realizado com amostras semi-puras de delta toxina, apos a
purificagéo em sistema FPLC (Figura 7).

A proteina apresentou carater acido, e de pl (ponto isoelétrico) entre 4 e 5
e massa molecular de aproximadamente 42 kDa, revelando “spots” muito

semelhantes podendo ser isoformas com caracteristicas de uma proteina

glicosilada.

3 7

Figura 7. Eletroforese Bidimensional em gel de poliacrilamida a 15% com 1mg de amostra
da delta toxina semi-pura (pés gel filtragdo) aplicada em uma tira de 18 cm com gradiente
dopHlie?.Spohéddoseomplem4eSemmadommndmm4zm
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4.6. Selegdo dos Spots e Peptide Mass fingerprint por MALDI-ToF

Os spots foram entéo extraidos do gel um a um e apos passarem por
um processo de digestdo com tripsina, foi realizada uma analise dos fragmentos
peptidicos no espectrometro de massa (MALDI-ToF) sendo os peptideos
resultantes confrontados com banco de dados do “swissprot” utilizando o software
MASCOT. A andlise por Peptide mass fingerprinting (Figura 8), correlaciona
massas peptidicas geradas pela digestdo da proteina com as massas peptidicas

teoricamente esperadas.

Taxonomy: |

Cleavage by Trypsin: cuts C-term side of KR unless hext residue is P
Number of ma ralues searched: 20

Number of mass values matched: 14

3 TILSPI

HON FDRW.

DEIYVHTKEV
251 PTADERNEY
301 =i
351

Figura 8. Analise dos fragmentos tripticos por Mass Fingerprinting comparados com a
trocarina, proteina isolada do veneno de Tropidechis carinatus

A analise dos fragmentos tripticos e sua confrontagéo com o banco de
dados sugere alto grau de homologia com a trocarina (Joseph J.S. et al. 1999),
um ativador de protrombina do veneno de Tropidechis carinatus, tendo sido
obtidos 14 fragmentos coincidentes cobrindo 43% da sequéncia descrita (Figura

8).
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4.7. MALDI-ToF

A andlise da amostra semi-pura da delta toxina apresentou os
contaminantes esperados, a giroxina representado pelo segundo envelope de
massa com aproximadamente 29 kDa, e convulxina representada pelo terceiro

envelcpe de massa, com 60 kDa. A delta toxina apresentou massa em torno de

14 kDa (Figura 9).

A anadlise da amostra pura por MALD!-ToF aponta para uma alta pureza
do material cuja a massa foi estimada em 14074,92 Da (Figura 10), validando o
método de purificagdo utilizado. Acredita-se que 0 envelope de massa majoritario
representa uma subunidade da delta toxina com carga +1 (M=14074,92) sendo os

outros dois ¢ Homodimero (M= 28370,068) e 0 Homotrimero (M= 42799,514).
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Figura 9. Espectro de massa da delta toxina semi-pura em aparelho MALDI-ToF
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Figura 10. Espectro de Massa da delta toxina pura em aparelho MALD-ToF.
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4.8. Anélise de Aminoacidos

Padréao

His |

mVolls

m\olts

mVolls

mVolis

i5

20

35 40 Bl -45 _
Figura 11. Anélise de amino4cidos. Perfil cromatografico doa amino4cidos do padréo e da delta
toxina apés derivatizagdo com ninidrina.

Com os dados da anélise de aminoécidos (figura 11) e com o célculo do

percentual molar (Tabela 1), foi possivel confrontar os resultados com o banco de

dados do “swissprot’ e confirmar os resultados da anélise dos spots do gel 2D.

australiana.

Os dados gerados apresentaram o mesmo grau de homologia com a
trocarina (Joseph J.S. ef al. 1999), uma serino protease de uma serpente
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Area Area | Percentual
Aminoacidos| Padrio amostra | Molar
Asx 3941832 779086 8,7950
Thr 3986475 475041 5,2770
Ser 4089028 385284 4,3975
Glx 4133915 772379 ! 8,7950
Pro 143409 ! n.d.
Gly 4203395 851890 8,7950
Ala 3398983 387180 52770
Cys 2180792 109774 2,1987
Val 3550609 289110 3,5180
Met 4280053 111251 1,1433
lie 3422005 306589 | 4,3975
Leu 3781238 406165 4,7493
Tyr 4028273 816718 | 8,7950
Phe 4067541 556870 6,1565
His 4242955 157162 1,7590
Lys 4292708 689462 7,0360
Amn 25199650 6483464 11,4335
Arg 3906100 663947 7,4758
Pro 980639 1322 n.d.

Tabela 1. Calculo co percentual molar de cada aminoacido. realizada a partir da area dos picos
da amostra de delta toxina e do padréo.

4.9. Agregagaoc Plaquetaria

Nos ensaios de agregagao plaquetaria, a delta toxina mostrou-se pré-
agregantes sobre plaqueta lavada (PL). Na figura 11 a delta toxina esta
representada no primeiro ranal em preto, o canal azul e o segundo canal preto
mostram a agregac®- slaquetas apods a adicao de colageno. A delta toxina foi
capaz de in~ .2gacao plaguetaria de forma eficiente, pois apresentou

resultar’- - znte ao do controle positivo.



Dissertagao de Mestrado
“Isolamento e Caracterizagdo da Delta Toxina do veneno de C.d. ferrificus * -38-

Channel 1 Channal 2

ui 1 100
: p Aokt
0 | / " !40

| -
N j / / I
. / / !

| / By

1300 1400

\

A

100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200
Time {min sec)

Figura 12. 1° canal preto: 400 ulL de PL + 90uL de delta toxina (144 ug/mL),
1° canal azul: 400 puL de PL + 90 uL de PBS + 10puL de colageno (10 uM) ;
2° canal preto: 400 pL de PL + 90 pL de PBS + 10uL colageno (10 uM)
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Na figura 13 a delta toxina mostrou-se eficiente na agregacéo
plaquetaria mesmo em concentragdes muito menores, de 2,7 e 0,9 ug/mL,

representados nos canais 1 e 2 respectivamente.

Channal 1 Channel 2
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Figura 13. Canal 1 azul: 400 pL de PL + 90uL de delta toxina (2,7 ug/mL)
Cabal 2 azul: 400 pL de PL + 90uL de delta toxina (0,9 pg/mL)

4.9.1. Inibidores de serino, metalo proteinases e lectinas.

Para a caracterizagéo dessa nova toxina que atua de forma agonista na
agregagéo plaquetaria, foram realizados experimentos para testar a atividade da
delta toxina sobre plaqueta lavada, na presenca de inibidores de serino, metalo

proteinases e lectina.
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400 uL de Plaqueta lavada + Agregou | Né&o Agregou
90 uL de Delta toxina (18ug) X
90 uL de PBS + 10uL de colageno j X
90 uL de Delta toxina (PMSF 5mM) X

90 uL PBS (PMSF 5mM)+ Colageno

90 uL de Deita toxina ( EDTA 5mM) X
90 uL de PBS (EDTA 5mM)

90 ul de Delta toxina (o-phe 5mM) i
90 uL de PBS (o-phe 5mM) + 10 uL de colageno

90 uL de Delta toxina (D-gatac 5mM) X

90 uL de Delta toxina (D-gatac 16mM)

>

90 uL PBS (D-galac 5mM) X
90 ul de Delta toxina (benxamidina 5mM) X
90 uL de PBS (benzamidina 5mM) + colageno _ X
90 uL de Delta toxina (benxamidina 25mM) X
90 uL de PBS (benzamidina 25mM) + colageno X

Tabela 2. Ensato de agregagéo plaquetaria com a delta toxina na presenca de inibidores de serino,
metalo proteinase e lectina em diversas molaridades.

Com os ensaios de agregacdo plaquetaria na presenca de alguns
inibidores como o EDTA foi possivel observar que esse inibidor n3o foi eficaz,
assim sugerindo que essa proteina ndo seja uma metalo proteinase. O mesmo
aconteceu com um inibidor de lectina, o agucar d-galactose, sugerindo que a
agregacao induzida pela toxina seja independente de interagdo com dominios
glicosilados. Da mesma forma, a benzamidina, um inibidor classico de serino-
proteinases, ndo interferiu na atividade agregante, sugerindo que a atividade

sobre plaquetas independe deste mecanismo catalitico.
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Ja com a 1-10 fenantrolina e com o PMSF néo obtivemos resultados
confiaveis uma vez que esses inibidores por si sO interferem na atividade da
plaqueta, inibindo sua agregacdo, mesmo com a adi¢do posterior do colageno

(Tabela 2).

4.10. Ativador de fator X

No ensaio de ativador de fator X, verificou-se que tanto o veneno total de
C.d. terrificus como as fragdes, semi-pura e pura de delta toxina apresentaram
atividade ativadora de fator X significante, ap6s 25 minutos de incubacdo como

mostra a Figura 14.

Ativador de Fator X

0,07 -

[ E | —e— Branco |
§ [~ V.T. Cd. terrficus
' | —&— Delta SP.
‘ 8 —— Detta P
| <

—#— C+ (Jararacussu)

Tempo em minutos |
|

Figura 14. Teste de ativador de Fator X com amostras de delta toxina semi-pura,
pura e veneno total de C.d. terrificus. Controle positivo com veneno de B. jararacussu.
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4.11. Ativador de Fator Il

Esse ensaio foi realizado para avaliar se a atividade ativadora de fator X
era decorrente da acdo direta da toxina ou se a mesma ativava fator I, que por
sua vez levava a conversdo de protrombina em trombina. Como se observa na
Figura 15 a delta toxina ndo ativou o fator Il. Amostras de delta toxina semi-pura e

veneno total também ndo apresentaram atividade ativadora de fator Il.

Ativador de Fator
0,035 -
0,03 —
£ 0,026 +————— e 2 — :
c = |+ Branco ‘
a 002 +——m ——— = | = V.TCd. terrificus
-+ :

x o o e e B | Defta semi-pura
a9 0,015 Y Delta pura ‘
< G017 = . - | —#— Controle positivo :1

0,005 =
0 ———9 = i
15 40
Tempo em minutos

Figura 15. Teste de ativador de Fator Il com amostras de delta toxina semi-pura,
pura e veneno total de C.d. terrificus. Controle positivo com veneno de B. jararacussu.

-47.
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4.12. Western Blotting

A analise por western blot (Figura 16) indicou que o anti-soro comercial
foi capaz de reconhecer a delta toxina em sua forma nao reduzida e reduzida. Tal
fato indica que a toxina é imunogénica e que induz anticorpos capazes de

reconhecer tanto epitopos continuos quanto conformacionais.

PM 1 2 3 4

Figura 16. Western blotting com o veneno total e a delta toxina pura, em condi¢bes néo redutoras
e redutoras.
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5. DISCUSSAO

O veneno de Crotalus durissus terrificus, tem sido amplamente estudado
mas ainda possui componentes quase desconhecidos. A composicdo do veneno
crotalico € complexa e constituida de enzimas, toxinas. peptidios e outros
componentes (Takeda ef al., 1985, Barraviera, 1994).

Por meio da varredura de tampdes, no fracionamento do veneno por
cromatografia de exclusdo molecular, chegou-se a uma condicdo de resolugdo
maxima que evidenciou um pico entre a convuixina e a giroxina. A existéncia de
um componente nesta posi¢de, como foi sugerido por Vital Brasil em 1980, nao
havia ainda sido comprovada. A varredura de tampdes ndo so identificou o pico
citado como possibilitou a purificagdo e caracterizacdo de uma nova toxina do
veneno de Crotalus durissus terrificus.

Os tampdes acetato de sodio e citrato de sodio nao resultaram em uma
boa resolucdo na separagdo de proteinas de alto peso molecular. No entanto o
tampao formiato de aménio mostrou que a natureza do tampido é de grande
importancia para uma melhor separagio de proteinas de alto peso molecular, pois
apresentou uma maior resolugdo. Acredita-se que tal resultado seja fruto da
conjugacéo de pH e forga idnica ideal. Técnicas de purificagdo por troca idnica e
interagao hidrofébica néo perr « 0 isolamento da toxina.

Para a obter” . da  Jteina pura, uma segunda etapa de purificagdo foi
realizada em sistena HPLC. Essa etapa de purificagdo tem sido usada como
alternativa para o isclamento de proteinases (Serrano & Maroun, 2005). Apds a

identificagdo o tempo de retengdo na fase reversa da giroxina e da convuixina
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cue sdo 0s contaminantes apos fracionamento em FPLC, tornou-se possivel
identificar isoladamente o pico correspondente a fragdo de interesse. De acordo
com as condigOes do gradiente e tempo de eluicdo, concluiu-se que a proteina é
bastante hidrofobica. Apds as passagens de purificagdo e de liofilizacdo da
amostra, péde-se chegar a uma quantidade muito pequena de proteina pura,
representada por 0.2% do pesc seco do veneno total. Para efeito de comparacéo,
a trocarina, uma serino proteinase pertencente ao grupo D de ativadores de
protrombina, representa 5% do veneno total sendo uma proteina glicosilada (Kini,
2005).

Na analise em eletroforese em gel de poliacrilamida pode-se observar
que a delta toxina apresentou massa molecular de cerca de 14 kDa e uma
migracdo andémala, o valor da massa molecular da delta toxina foi compativel com
os resultados obtidos na analise em espectrometria de massa, podendo ser essa
proteina um homotrimero de massa total de aproximadamente 42 kDa.
Paralelamente procedeu-se uma analise da fragdo semi-pura. por eletroforese
bidimensional.

Esse método permite analisar subgrupos especificos de uma toxina, além
da possibilidade de analise da complexidade da amostra (Serrano et al., 2005).
Com a analise do Gel 2D, a proteina apresentou carater acido, e de plentre 4 e 5
e massa molecular de aproximadamente 42 kDa, revelando “spots” muito
semethantes podendo ser isoformas com caracteristicas de uma proteina
glicosilada. Em ensaios de analise de aminoacidos a proteina apresentou
caracteristicas tipicas de glicosilagdo ao formar um “peliet” marrom apos ser

submetida a hidrdlise acida com HCI 6N. A fungdo da glicosolagdo em serino
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proteinases de venenos ofidicos ndo é bem conhecida. Recentes estudos com
uma protease A de Bothrops, uma serino proteinase, composta por 60% de
carboidratos do total da massa molecular , indicam que a glicosilagdo tem efeito
estabilizante sobre as proteases. que resistem a hidrolise de proteinases (Jin et
al. , 2005).

Cerca de 12 “spots”, todos acidos e com massa molecular em torno de
40 kDa, foram selecionados para a digestdo com tripsina para a identificagdo por
analise dos fragmentos peptidicos no espectrémetro de massa (MALDI-ToF). A
maioria dos “spots” gerou fragmentos similares, sugerindo tratar-se da mesma
proteina. Acredita-se que essa similaridade dos “spots” e dos fragmentos gerados
possam ser atribuidos a microheterogeneidade decorrente de glicosilagdo. Tal
hiptese ¢ refor¢ada pelo fato da proteina ter um comportamento anémaio em
SDS-PAGE assim como por eluir com arraste em purificagdo em coluna de troca-
idnica.

Proteinas, com atividade na cascata da coagulagéo, sdo caracterizadas
como ativadores de Fator X, ativadores de protrombina e enzimas thrombine-like,
podendo ser entdo uma serino ou metalo proteinases (Joseph J.S. et al. 2002).
Todos 0s "spots” processados por fingerprint, quando confrontados com o banco
de dados do “swissprot” mostraram ailto grau de homologia “até 43% de
cobertura” com a trocarina, um ativador de protrombina do veneno de Tropidechis
carinatus (Joseph J.S. et al. 1999). Ao confrontar os dados da analise de
aminoacidos com 0s bancos de dados, obteve-se, mais uma vez, a trocarina

como proteina cuja composicdo era homéloga a da toxina em estudo. Cabe
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ressaltar que outra proteina, do veneno do B. jararaca, também apresentou
homologia quando os fragmentos foram analisados in silico.

De posse desses resultados optou-se por testar a capacidade da fracao
purificada, de ativar fator X e Il, usando substratos sintéticos. A cinética da
ativagdo do Fator X foi medida pela atividade amidolitica de fator X formado
(Hofmann e Bon, 1987). Os resultados apontaram para uma ativacao direta do
fator X, uma vez que nédo houve ativagio do fator Il, atividade que também nao foi
detectada no veneno total. Dentre as proteinas procoagulantes de venenos de
serpentes, ativadores de trombina sdo funcionalmente similares ao fator Xa da
coagulacao, assim como a trocarina, uma serino proteinase pertencente ac grupo
D de ativadores de protrombina. (Joseph J.S. et a/. 1999, Rao & Kini, 2002).

Baseados em relatos de Vital Brazil (1980) sobre a delta toxina ser uma
proteina gue altera acentuadamente a permeabilidade vascular e causa grande
hemoconcentragdo, testou-se a delta toxina em ensaios de agregacéao
plaguetaria. A mesma se mostrou um potente ativador da agregagado de forma
direta, uma vez que os ensaios foram realizados com plaquetas lavadas, logo na
auséncia de fatores séricos. Estudos com uma proteina isolada do veneno de
Proatheris superciliaris, mostraram ser esta uma proteina agonista de agregacao
plaquetaria, de 34 kDa. A proaterocetina ativou a agregacdo plaquetaria na
auséncia de proteinas plasmaticas, demonstrando que esse efeito ndo pode ser
atribuido a .m ativador de fatores de coagulagdo. A proaterocetina foi
caracterizada como uma serino proteinase {Laing et al, 2005).

A maioria dos venenos ofidicos coagulantes & caracterizada como

proteinases que ativam especificamente fator X ou protrombina ou convertem

COMMSSAC e v w2 matmoue ) FARSSPAPE
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fibrinogénio em fibrina e sdo classificados como metalo ou serino proteinases. O
grupo D das serino proteinases é estruturalmente e funcionalmente similar ao
fator Xa, mas diferentemente do FXa de mamiferos, é constituido de
glicoproteinas (Kini, 2005).

Para uma melhor caracterizagdo da delta toxina. procedemos a ensaios
posteriores usando inibidores especificos de metalo, serino proteinases e de
lectinas. Nossos dados sugerem que , nem a atividade metalo proteinase, nem a
serino proteinase, tampouco um dominio lectina estejam envolvidos no processo,
uma vez que EDTA, benzamidina e D-galactose ndo inibiram a atividade da
proteina. Metalo proteinases sdo caracterizadas pela inibicdo de sua atividade
enzimatica quando sdo expostas ao EDTA ou 1,10-Fenantrolina, ocorrendo a
quelagdo do ion Zn ?* por esses produtos (Matsui et a/. 2000). No caso das
serino proteinases os inibidores mais comuns sdo o PMSF (Fenil metil sulfonil
fluoreto) e a benzamidina ( Matsui et al. 2000, Serrano & Maroun, 2005).

Em testes com o PMSF e a 1,10-Fenatrofina os resultados nao foram
conclusivos, uma vez que nas concentragdes utilizadas. o inibidor per se inibiu a
agregacao plaquetaria induzida por coldgeno. Esses inibidores s&o
frequentemente utilizados em ensaios de coagulacao ou atividade amidolitica com
substratos sintéticos (Rosing & Tans, 1992; Rao & Kini, 2002).

Por fim. com os resuitados do western blot, fica claro que a delta toxina
possui propriedades imunogénicas e que induz anticorpos capazes de reconhecer
tanto epitopos continuos quanto conformacionais. Estes dados também sugerem

que 0 soro neutraiiza esta atividade.
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6. CONCLUSOES

No presente trabalho, foi isolada uma nova toxina do veneno de C. d.
ferrificus, cuja existéncia j& havia sido aventada, porém nunca demonstrada. De
acordo com os dados aqui apresentados concluimos que:

e  Trata-se de um ativador especifico de fator X.

» A mesma proteina ativa agregacado plaquetaria em concentracoes
muito baixas.

. De acordo com a analise em gel 2D trata-se de uma proteina
acida, com massa molecular em torno de 40 kDa.

*  Quando analisada por espectrdmetro de massa (MALDI), a toxina
apresentou um envelope de massa majoritario de 14074,92 Da,

levando-nos a crer que se trata de um homotrimero cujos

componentes estdo unidos por ligagdes fracas.
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