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RESUMO

Botrocetina ¢ uma coaglutinina de plaqueta descrita no veneno de
Bothrops_jararaca. Foi sugerida como um substituto para a ristocetina como
medidor da interaciio entre o complexo GPIb-IX e o fator de von Willebrand
(vWF). (Read et al., 1978). Botrocetina de uma e duas cadeias foram descritas
no veneno de B. jararaca (Fujimura et al., 1991a). A Botrocetina de duas
cadeias apresenta alta homologia na sua sequéncia de aminodcidos com a

albogreguina-B (isolada do veneno de Trimeresus albolabris), que aglutina

plaquetas diretamente por se ligar & GPIb-IX de membranas de plaqueta em um
sitio proximo ou identico ao do VWF (Peng et al., 1991).
Neste trabalho descrevemos a purificagdo e isolamento de uma proteina

(SIII-2rp) do veneno de Bothrops alternatus, através de filtragdo em gel,

cromatografia de troca ionica e HPL.C em cromatografia de fase reversa em
coluna C18. A proteina purificada que inibia a ligag8o de ristocetina ao vWF,
apresentava uma unica banda (28 kDa) em condigdes ndo desnaturantes quando
submetida a PAGE-SDS 12,5%,; apods redugdo com DTT 0,1M foi observada
uma banda com 15kDa. Microsequenciamento automatico da proteina SIII-3rp
foi realizado em um sequenciador automatico Applied Biosystems Modelo 477
com fase de pulso liquido. A sequéncia N-terminal obtida foi
DCPSDWSPYEG, e apresentava uma homologia de 82% com os primeiros

onze residuos das cadeias o e B da botrocetina heterodimérica.



SUMMARY

Botrocetin is a platelet coagglutin described in Bothrops jararaca venon

suggested as a substitute for ristocetin as a mediator of the interaction between
GPIb-IX complex and the von Willebrand factor (VWF) that lead to platelet
agglutination (Read et al., 1978). A single chain and a two chain botrocetin
were described m B. jararaca venon (Fujimura et al., 1991a). Two chain
botrocetin 1s highly homologous in its aminoacid sequence to alboaggregin-B

(isolated from the venom of Trimeresus albolabris) a protem which direct

ly agglutinates platelets by binding to a site on platelet membrane GPIb-IX
close to or 1dentical with the site for vWF binding (Peng et al., 1991).
In this work we report the purification and isolation of a protein (SII-

31p) from Bothrops alternatus venon, through procedures of gel filtration, ion-

exchange chromatography and HPLC reverse phase chromatography with a
C18 colummn. The purified protein which inhibits the ristocetin binding to VWF,
presented a single band (28 kDa) in non denaturing conditions in 12,5% PAGE-
SDS; after reduction with 0,1M DTT, a 15kDa band was observed. Automatic
microsequencing of this protein was performed on a Applied Biosystem 477
automatic model sequencer with liquid phase pulse. The N-terminal sequence
obtained DCPSDWSPYEG presented 82% homology to the first eleven

residues of the o and B chains of the heterodimeric botrocetin.



1. INTRODUCAO

As plaquetas sdo fragmentos celulares encontrados no sangue de
mamiferos. Elas "inspecionam" os pequenos vasos, o endotélio vascular e
respondem a qualquer quebra na continuidade do endotélio, sendo ativadas
instantaneamente ¢ se agregam no sitio de injuria vascular. As plaquetas podem
se tornar ativas quando estimuladas por diversos agonistas. Estes podem ser
compostos de pequena massa molecular, tais como ADP, acido araquidonico,
serotonina € epinefrina; enzimas, como a trombina e tripsina; lipideos, como o
fator de agregacgdo plaquetaria (PAF); e ionoforos, como A23187 (Zucker,
1989). Estes agonistas iniciam wmna série de eventos celulares comprometendo
a plaqueta com a aderéncia a superficies estranhas (adesfio), formacdo de

pseudopodes e mudanga da forma de disco para esfera (mudanga de forma),

aderéncia de uma célula a outra (agregacdo), e a liberagdio de varias substincias
(secrecdio). Estes processos sdo acompanhados pela exposigdo de receptores
para moléculas adesivas presentes na circulagio sangiiinea, tais como o
fibrinogénio e o fator de von Willebrand que levam a formagdo do tampéo
plaquetario, conhecido como trombo, que reduz ou interrompe a perda de
sangue no local de injliria. As plaquetas contribuem significativamente para a
integridade da parede vascular ¢ ajudam no processo de recuperagio da lesdo
vascular (Vargaftig et al, 1981; George et al., 1985, Peerschke, 1985;
Westwicki et al., 1985; Holmsen, 1986; Colman, 1986; Leung & Nachman,



1986; Morose & Hoyer, 1986; Phillips & Shuman, 1986; Packham & Mustard,
1986; Niewiarowiski, 1987; Derenleau, 1987; Jamieson 1988; Hawiger, 1989).
Em adig@o ao trombo, as plaquetas uma vez ativadas facilitam a agfio dos
fatores de coagulagdo. As plaquetas ativadas tem um papel importante na fase
inicial de desencadeamento da coagulagdo. Elas também constituem uma
superficie necessaria aos varios passos de ativagdo da coagulagio (Tracy &
Mann 1986a, b; Ganz et al., 1986).

Por causa de sua grande importancia, aberragdes na fungdo normal de
plaquetas podem causar desordens tromboéticas ou hemorragia. Na trombose,
causas desconhecidas podem resultar na formagdo espontidnea de agregados
suficientemente grandes para bloquear a circulagdo (Derenleu, 1987). As
plaquetas no sangue agregam sob condigdes adversas ou dano vascular in vivo,
ou por agregacdo controlada in vitro. As plaquetas sfo excelentes modelos para
andlise de interagdes célula-célula e célula-substrato (Plow et al., 1987).

O fator de von Willebrand € uma glicoproteina multimérica que circula
no sangue formando um complexo ndo covalente com o fator de coagulagio
VIII e favorece a adesdo plaquetaria ao subendotélio. A ligacdo de VWF ao
complexo de ghicoproteina Ib (GPIb) de plaqueta é um passo essencial para
reprodugdo in vitro desse fendmeno (Weiss & Hoyer, 1973; Sadler, 1991).
(Figuras 1 € 2)

O fator de von Willebrand tem uma subunidade com peso molecular de
275000 consistindo de 2050 residuos de aminoacidos (Titani et al., 1986) e
circula no plasma como uma série de multimeros ligados por pontes dissulfeto
em um intervalo de peso molecular de 1 x 106 a > 10 x 106 (Girma et al.,
1987).



Ele ¢ sintetizado em células endoteliais (Jaffe et al, 1973) e
megacariocitos e estocado em granulos o de plaquétas (Nachman et al., 1977)

A ligac@o entre vWF e GPIb-IX esta localizada em uma regido de massa
molecular de 52/48 kDa que foi obtida através de digestdo triptica do vWF
reduzido e alquilado e que se mostrou como uma unica banda de massa
molecular de 46 kDa apos deglicolizagdo. Os fragmentos de 52, 48 e 46 kDa
possuem o mesmo N-terminal: VILINPSDPEHCQ que se estendem do residuo
Val 499 ao residuo Lys 728 e apresentam a mesma capacidade de se ligar &
proteina GPIb-IX. Estes resultados sugeriram que a conformacdo nativa do
vWF ndo € necessaria para a formagdo do complexo VWF-GPIb-IX (Fujimura
et al., 1986). Porém Andrews et al (1989b) verificaram que o fragmento nativo
do vWF ¢ um homodimero com uma ponte dissulfeto entre Cys 509 ¢ Cys 695
e esta conformagio seria necessaria para expressio da fungdo de ligagdo a
GPIb-IX.

O reconhecimento de superficies endoteliais danificadas para adesfio
plaquetaria requer oligbmeros de VWF de alta massa molecular (Zimmerman &
Ruggeri, 1982).

Uma grande parte do conhecimento a respeito do vWF derivou de
analises imunoldgicas. Anticorpos contra vWF demostraram que vWF e fator
VIII sdo distintos (Zimmerman & Edginton, 1973).

Anticorpos monoclonais foram preparados contra vWF humano e
bovino (Meyer et al., 1984: Katzmann et al., 1981); estudos iniciais
descreveram a distribui¢do dos epitopos no vWF humano e a identifica¢do de

regides responsaveis por suas fungdes (Meyer et al., 1984).



FIGURA 01 - Representacio esquemitica do dominio de ligacdio na GP Ib
do vWF. Fragmento triptico do vWF entre os residuos 449 e 728 ¢ representado
esquematicamente com seus 7 residuos de cisteina. O presente modelo ¢ baseade
na suposi¢io hipotética que estes residuos formam 2 pontes intracadeia,
promovendo a base para proximidade espacial de duas pequenas sequéncias
(extendendo-se entre os residuos 474 ¢ 488 e 695 ¢ 708) envolvidas na ligacdo a
GP 1b. Neste modelo, cada sub-unidade de vWF deveria ter um sitio potencial de
ligacio a GP Ib (Mobhri et al., 1988).



FIGURA 02 - Estrutura da glicoproteina de membrana de plaqueta
humana Ib, Ia ¢ V. CDP: Protease dependente de calcio. athr: Trombina a.
ABP: Proteina de ligagio a actina. Setas indicam o sitio de clivagem enzimatica
(Berndt et al., 1986).



Mohri et al. (1988) demonstraram que a ligagio do vWF ao complexo
GPIb envolve duas regides ndo contigiias da molécula, cada uma constituida de
15 residuos e, separadas em uma sequéncia linear de 205 residuos ¢ mantidas
em proximidade espacial por pontes dissulfeto (Figura 1).

O complexo glicoproteico Ib de plaquetas é constitutido de uma proteina
intrinseca de membrana identificada como um receptor plaquetirio que
promove a adesdo do fator VIII ¢ vWF a plaquetas no subendotélio (Bernt, &
Caen, 1984). O complexo glicoproteico Ib é um heterodimero que contém a
glicoproteina Ib (PM=170.000) ¢ a glicoproteina IX (PM=22.000). Existem
entre 20.000 a 25.000 copias do complexo por plaqueta. A GPIb é constituida
por duas unidades ligadas por pontes dissulfeto;, glicoproteina Iba
(PM=135.000) e glicoproteina Ib3 (PM=25.000). GPIba. ¢ formado por 610
residuos de aminodcidos sendo 29 residuos no segmento transmembrana e
aproximadamente 100 residuos no dominio intracelular (Andrews et al., 1989a)
(Figura 2). Durante a lise plaquetaria, na auséncia de inibidores de protease,
GPIba é clivada por uma protease dependente de céalcio que libera
glicocalicina, um polipeptideo soltivel com massa molecular de 140 kDa,
originario da parte N-terminal da molécula. A digestdo de glicocalicina com
tripsina  hibera um polipeptideo altamente glicosilado denominado
macroglicopeptideo com uma massa molecular de 118 kDa e um pequeno
fragmento com massa molecular de 45 kDa. O fragmento de 45 kDa inclui a
porgdo amino terminal de GPIba e contém os sitios de ligagdo para o vWF
(Titani et al., 1987) e trombina (Okumura et al., 1978). GBIb contém uma
grande quantidade de carboidratos, que estdo presentes tanto em GPIba como

GPIbB (Judson et al., 1982). GPIb forma um complexo macromolecular com



GPIX e filamentos de actina através da interag@o com uma proteina de ligagdo
de actina (Fox, 1985). Tanto a GPIba e GPIbB foram sequenciadas através da
técnica de cDNA e apresentaram alta homologia a nivel filogenético (Lopez et
al., 1987).

Na circulagdo normal o vWF nio se liga ao receptor plaquetario GPIb.
Esta interagdo "in vifro” € estudada usando ristocetina, um antibidtico
glicopeptidico isolado de Nocardia lurida, que mimetiza os constituintes ativos
de vasos expostos e causa a ligagdo de vWF 2 plaquetas humanas (Bernt &
Caen, 1984), e vem sendo utilizada em testes de laboratério para se
diagnosticar disturbios do vWF.

A interacio do fator de von Willebrand com o complexo GPIb-IX ¢
critica 10 'processo de adesdo plaquetaria ao subendotélio exposto. O
antibidtico ristocetina tem sido largamente utilizado para reproduzir este evento
“in vitro" (Ruggeri et al., 1983).

Asialo vWF se liga ao receptor GPIb na auséncia de ristocetina ou
qualquer outro modulador e induz agregagdo plaquetiria de uma maneira
considerada préxima a interagdo "in vivo” de vWF com plaquetas. ADP ¢
trombina também induzem a ligagdo do vWF a plaquetas, porém esta interagdo
envolve um receptor localizado em GPIIb/Ila.

O vWF bovino aglutina plaquetas humanas diretamente sem a
necessidade de ristocetina. Aglutinagdo de plaquetas humanas por vWF bovino
¢ inibida por anticorpos contra a glicoproteina Ib. (Tobelem et al, 1976).

Plaquetas de individuos com sindrome de Bernard-Soulier sdo deficientes
de glicoproteina Ib e ndo aglutinam plaquetas por vWF bovino ou humano
(Caen et al., 1976).



Os wvenenos de serpentes sdo proteinas e polipeptideos que induzem
vérios sintomas farmacologicos na vitima. Centenas de toxinas proteicas tem
sido purificadas de venenos e o mecanismo pelos quais elas induzem efeitos
farmacol6gicos estdo sendo investigados (Lee, 1979; Harris, 1986; Pirkle e
Markland, 1988). Estas proteinas sdo ferramentas tteis para se compreender os
eventos moleculares na fisiologia normal. Virias proteinas de veneno
interferem na coagulagdo sangiiinea ¢ agregacdo plaquetaria (Kini e Evans,
1990; Ouyang et al, 1992). As proteinas que atuam sobre a agregagdo
plaquetaria impedem a fun¢io plaquetaria normal por iniciar, potenciar ou inibir
a agregacdo plaquetaria. Estas proteinas sic um grupo heterogéneo com
propriedades fisicas e quimicas diversas. Elas sfo proteinas ou glicoproteinas
com massa moleculares entre 5000 kDa a 100.000 kDa. Algumas sdo enzimas,
como a fosfolipase A2 (PLA2), proteinases, nucleotidases; outras sdo proteinas
ndo enzimaticas. Elas interferem na fungfio plaquetaria normal por vérios
mecanismos.

Read et al. (1978) analisando uma série de venenos purificaram

parcialmente uma substdncia do veneno de Bothrops jararaca que tinha a

propriedade de promover aglutinagfo plaquetaria em presenga de vWF. Eles
sugeriram seu uso em substitui¢do A ristocetina e deram o nome de botrocetina.
A botrocetina reage com um largo espectro de formas multiméricas de vWF e
induz aglutinagdo dependente de vWF em vérias espécies animais. O ensaio
bioldgico da botrocetina € baseado na observagio de que a razdo de agregacgdo
plaquetaria sob condigbes padrio com uma quantidade padrio de VWF ¢
dependente da concentragdo de botrocetina (Brinkhous et al., 1981).
Brinkhous et al. (1983) e Howard et al. (1984) relataram varias diferengas



funcionais entre ristocetina e botrocetina. Ambas induzem a liga¢do do vWF a
GPIb (Read et al., 1983; Howard et al., 1984; Fujimura et al., 1987). O efeito
cofator de botrocetina e ristocetina é dependente de um dominio funcional da
molécula nativa de vWF localizado no fragmento triptico de 52/48 kDa entre os
residuos Val499 e Lys728 (Fujimura et al., 1987). Fujimura et al. (1991a)
observaram que os sitios de ligagdo da ristocetina e botrocetina na regifio 52/48
kDa do vWF ndo eram idénticos, através da utilizagfo de peptideos sintéticos e
anticorpos monoclonais.

A botrocetina tem sido usada para se analizar o vWF plasmatico
(Brinknous & Read, 1989). Read et al., (1989) propuseram que a botrocetina
participa em uma reagdo em dois passos causando uma aglutinagdo plaquetaria
dependente de vWF. Primeiramente ¢ formado um complexo botrocetina-vWF
que é o agente aglutinante ativo. Em uma segunda fase o complexo se liga a
GPIb e serve como uma ponte para formar aglutinagfo plaquetaria. vWF, GPIb
e botrocetina precisam estar presentes para a estabilidade da aglutinagfio
plaquetéria, o que poderia sugerir que um complexo ternario deve ser formado.

A estrutura quimica da botrocetina conduziu a resultados contraditérios,
Read et al. (1989) relataram que a botrocetina purificada através de
cromatografia de troca i0nica apresentava uma Unica banda de 26,5 kDa por
SDS-PAGE. Andrews et al. (1989a) caracterizaram a preparagio de
botrocetina purificada sem atividade biologica que era composta por um dimero
de 25 kDa ligado por pontes dissulfeto ¢ subunidades de 14 e 14,5 kDa.
Fujimura et al. (1991b) purificaram 2 formas de botrocetina, uma com 28 kDa
antes da redugdo e 32 kDa apos redugio com DTT, ¢ outra formada de duas

cadeias; com 27 kDa antes da reducéo e 15/14,5 kDa apds redugdo. A forma de
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duas cadeias se mostrou 30 vezes mais ativa em promover a ligagdo do vWF a
GPIb.

O mesmo grupo (Usami et al., 1993) descreveu a sequéncia completa da
botrocetina de duas cadeias e a localizagio das pontes dissulfeto intra e inter
cadeias.

Zingali et al. (1993) isolaram do veneno de B.jararaca vma proteina com
as mesmas caracteristicas da botrocetina com relagio 4 massa molecular,
nimero de cadeias polipeptidicas e sequéncia NHy-terminal, porém com
atividade de se ligar ¢ inibir o trombina, e portanto com atividade de inibir a
agregacdo plaquetdria, a qual foi denominada "botropsjaracina”. Andrews et al.
(1989), no processo de purificagdo de botrocetina, descreveram a presenca de
um analogo de botrocetina nativo, com as mesmas caracteristicas estruturais e
seqiiéncia N-terminal homologa. Zingali et al. (1993) propuseram que este
analogo da botrocetina podernia ser a "botropsjaracina”.

Ozeki et al (1994) purificaran do veneno de B. jararaca uma lectina do
tipo C que se liga a galactose. Esta proteina ¢ um homodimero composto por
duas subunidade de 14 kDa. A seqiiéncia N-terminal de 55 residuos mostrou
37% de identidade com botrocetina. Mostrou uma atividade hemaglutinante
dependente de Ca2* e ndo induziu agregacio plaquetdria na presenca ou
auséncia de Ca?* ¢ vWF, também n#o inibiu agregacdo plaquetdria induzida
por botrocetina ¢ vVWF.

Na espécie Trimeresurus albolabris, que como o género Bothrops
também pertence a familia Viperidae, foi isolada uma proteina, Alboagreguina-
B, que promove a agregacdo plaquetaria por se ligar diretamente ao complexo

GPIb. Esta proteina apresenta caracteristicas quimicas ¢ de sequéncia de
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amiodcidos com alta homologia a botrocetina (Peng et al., 1991; Yoshida et
al,, 1993).

Read et al (1978) demostraram que a atividade de coaglutinina esta
presente em varios venenos do genero Bothrops . Até o presente foi isolada e
caracterizada uma proteina, botrocetina, do veneno de B.jararaca (Andrews et
al., 1989a; Fujimura et al.,, 1991b & Usami et al.,, 1993). Outras proteinas
relacionadas estruturalmente a botrocetina, bothropsjaracina, (Zingalli et al.,
1993) e uma lectina C (Ozeki et al., 1994) também foram isoladas do veneno
de B.jararaca.

A utilizagdo de outros venenos do genero Bothrops se tornaria
interessante para se comparar a evolugio filogenética desta classe de proteinas,
como também aumentar o conhecimento do mecanismo de agfio a nivel de
reconhecimento de sitios moleculares no fator de von Willebrand e na
membrana de plaquetas que desencadeiam a reagdo de agregacdo ainda nio
totalmente explicados e de importincia fundamental no processo de
hemostasia.

O veneno de B. alfernatus, apesar do nimero expressivo de individuos e
acidentes no Brasil, dentro dos venenos botrépicos ¢ um dos menos estudados.

Na literatura, somente uma fosfolipase foi isolada e caracterizada
quimicamente (Neisenbon et al.,, 1986). Desta maneira este modelo se tora
muito interessante para estudos de interagdo estrutura-fingdo de proteinas
biologicamente ativas no processo de hemostasia.

O objetivo deste trabalho foi o isolamento e caracteriza¢do de proteinas
do veneno de B. alfernatus (urutii) com atividades biologicas no sistema de

agregacdo plaquetaria.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 VENENO

O wveneno total de Botrophs alfernatus utilizado, foi obtido da

Enzifarma.

2.2 PREPARO DE ANTIGENOS

Como antigeno foi utilizado veneno total de Botrophs alternatus.

O adjuvante foi preparado segundo Freund (1965). Em um almofariz
foram emulsificadas 15g de lanolina em 85ml de Nujol; adicionou-se entfo

100mg de BGG. O veneno total de B.alternatus foi dissolvido em solucdo

salina 0,15 M. Esta mistura foi homogeinizada no adjuvante de Freund,
preparado como acima descrito, de modo a se obter concentrag@o final de 1mg

antigeno/ml.
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2.3 IMUNIZAGAO DOS ANIMAIS E ANTISOROS

Coellhos "outbread” receberam duas injegfjes de veneno total em
adjuvante completo de Freund (ACF) nos plexos plantares em intervalos de 15
dias. As amostras de sangue foram coletadas apés 15 dias e o antisoro foi
titulado por ELISA e estocado a -200°C.

Nos estudos de imunodifus&o e imunoeletroforese foi utilizado soro de

cavalo ant1 veneno botrépico produzido pelo Instituto Butanti, Lote 12 8206.

2.4 IMUNODIFUSAO

A dupla difusdo em gel de agar (Ouchterlony, 1956) foi realizada em
agar 1% em solugdo salina 0,15M, sobre 1dmina de microscopio. O gel foi
perfurado € o material aplicado. Ap6s 24 horas de reagfo a l1amina foi lavada
em solugdo salina 0,20M por 48 horas, seca e posteriormente corada em negro
de amido 0,1%. A descoloracfo da ldmina foi realizada em solug¢do contendo

metanol - &cido acético - H,O na proporgdo = 2:1:2 (v/v).

2.5 IMUNOELETROFORESE

A imunoeletroforese (Grabar & Williams 1953) foi realizada em gel de
dgar 1%. O agar fundido (15 ml) foi colocado sobre duas laminas de vidro de
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25 x 75 mum dispostas em suporte de plastico. Os pogos e as canaletas foram
impressos no agar gelificado utilizando-se um impressor metalico.

A eletroforese foi realizada em tampdo veronal pH 8,6, 0,05 M,
utilizando-se fonte estabilizadora Beckman Duostat ¢ corrente de 30
mA/lAmina durante 100 minutos.

Ap6s a aplicagfo dos antisoros, as 1aminas foram colocadas em camara
tmida por 24 horas. A lavagem foi feita em solugfo salina fisioldgica. As
ldminas foram secas ¢ coradas com negro de amido 0,1%. A descoloracio foi
realizada em solugfo contendo metanol acido acético-H,O na proporgio =
2:1:2 (viv).

2.6 ELISA

Placas de poliestireno para microtitulagdo (Immunulon-2: Dynatech.
Chantilly, VA) foram cobertas com veneno ou fragdes de 0,2 a 4ng/100
pl/pogo), em tampdo NaHCOj3 0,1M, pH 9,6 durante 12 horas. As placas foram
bloqueadas por 1 hora a temperatura ambiente com TBS contendo 1% BSA. A
reagdo imunologica foi detectada com aplicagido de soro de coelho anti-veneno

de B. alternatus ou soro de cavalo anti-veneno Botrépico em diluigdes

crescentes. Soro cabra anti IgG de coelho conjugada a peroxidase ou soro de
coelho anti IgG de cavalo conjugado a peroxidase foram utilizados como 22
anticorpo Ambos anti-soros foram diluidos em TBST (Tris 20mM, contendo
pH 8,0, NaCl 150mM, Tween 20 0,01%) e incubados por 1 hora a temperatura

ambiente. Apds esta etapa as placas foram lavadas 3 vezes com TBST. A
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reagdo foi desenvolvida por 20 minutos com 0,1mg/ml TMB (Sigma) terminada
com H;SO4 IM. A intensidade de coloragdo foi quantificada em leitor Multi
Scan a 450nm (Rostagno et al, 1991).

2.7 ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA

A eietroforese em gel de policrilamida foi realizada seguindo-se o
descrito por Laemmili (1970).

As placas de poliacrilamida foram feitas de modo descontinuo,
apresentando gel de concentragdo de 5% e gel de corrida de 12,5% ou um
gradiente de concentragdo de 10 a 15%. As placas foram preparadas utilizando-
se uma solugdo de acrilamida estoque (Bio Rad Labs. Richimond, Cal.) a 30%
e N-N-metileno-bisacrilamida (Bio Rad Labs. Richimond, Cal.) a 0,8%, ambas
dissolvidas em 4gua deionizada pelo sistema Milli-Q (Millipore-Waters
Corporation) filtradas em papel de filtro (Whatman n@1) ¢ mantidas a 4°C em
um frasco ambar. O gel de concentragdo a 5% foi preparado utilizando-se
tampédo Tris-HCI 0,125M, pH 6,8 e o gel de corrida foi feito utilizando-se o
tamp&o Tris-HCl 0,3M, pH 8,8. Em ambos os géis foram colocados 0,1% (p/v)
de SDS e polimerizados com 0,1% v/v de N-N-N-N-Tretametilediamina
(TEMED) e 0,01%ml de Persulfato de amonio.

A eletroforese PAGE-SDS foi realizada em um sistema duplo de placas
"SE 250 mighty small I da Hoefer" ou em um sistema de eletroforese "Mini
Protean II da Bio-Rad".
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As amostras foram padronizadas para conterem de Sug a 50pg de
proteinas. As amostras foram dissolvidas no tampdo (Trs-HCI 0,08M, pH
6,8M contendo 2% de SDS; 10% de glicerol ¢ 0,1% de azul de bromofenol).
As amostras foram reduzidas com DTT, cuja concentragfo final foi 0,1M.
Foram utilizados marcadores Pharmacia (Electrophoresis Calibration Kit
LMW). A eletroforese foi realizada em tampdo de corrida (Tris-HCI 0,025M,
pH 8.3 contendo glicina 0,192M e SDS 0,1%) a 100 v/constantes.

0O géi foi retirado do sistema de placas e corado com solugdo de
Comassie Blue 0,1% em &cido acético, metanol e dgua na proporgdo de 1:4:5
(v/v) durante 3 horas. Em seguida foi descorado em solugdo de acido acético
glacial, metanol e 4gua deionizada na proporgdo de 1:4:5 (v/v). Algumas placas
também foram coradas por nitrato de prata 12mM revelado com carbonato de
sodio 0,28M (Merril et al., 1984).

2.8. "IMMUNOBLOTTING"

A técnica de "Blotting” permite que proteinas, separadas em gel de
poliacrilamida, possam ser transferidas e imobilizadas em membranas de
polivinildileno difluoreto, ou nitrocelulose. As bandas transferidas sdo possiveis
de andlise por autoradiografia, imunodetec¢do ¢ eluidas para anilise de
aminoacidos ou sequéncia da cadeia polipeptédica (LeGendre & Matsudaria,
1988; Hunkapuller et al., 1983; Gershoni & Polad, 1983).

O tampéo de transferéncia foi preparado com 2,2g de 3-ciclohexilamino-

1-acido propanosulfénico (CAPS) em 900ml de dgua, sendo titulado a pH 11
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com NaOH 2N, completando a 1 litro com 100ml de metanol. A membrana de
nitrocelulose ou PVDF previamente tratada com metanol e¢ o gel de
poliacrilamida sfo colocados para equilibrar com tampio CAPS por 5 minutos.
O gel é colocado sobre a membrana em suporte especial e a transferéncia se faz
a 400mA de 30 a 90 minutos.

Os antigenos foram determinados através de anti-soros especificos. Cada
pista eletroforética, correspondente na membrana, foi recortada, bloqueada com
tampdo TBST ¢ incubada 2 horas com o anti-soro em uma diluigdo apropriada,
previamente titulada por ELISA, em tampdo TBST. A identificago foi feita
com conjugado de peroxidase (cabra a-IgG de coetho ou coelho anti IgG de
cavalo) no tampéo TBST, deixando-se incubar por 1h. O excesso de reagente
foi retirado da placa com 3 lavagens sucessivas de 10 minutos cada uma, com
30ml do tampdo TBST.

O conjugado foi revelado por (Diaminobenzidina) DAB/H,0, - substrato
para peroxidase. Apés coloragdo, a reagdo foi interrompida com 4gua, para

remover 0 excesso de substrato (Towbin et al., 1979, Matsudaira, 1987).

2.9 CROMATOGRAFIA DE EXCLUSAO MOLECULAR

O veneno bruto de B. alfernatus foi dissolvido em tamp&o bicarbonato

de aménio (0,1M, pH 8,0) sendo clarificado por centrifugagdo a 1200xg por 10

minutos.
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O wveneno solubilizado foi aplicado em uma coluna (115 x 2 c¢m),
empacotada com Sephadex G-75 (Pharmacia Fine Chemicals), previamente
equilibrada com tampao bicarbonato de aménio (0,1M, pH 8,0).

As fragdes resultantes foram eluidas com o mesmo tampéo de equilibrio
¢ coletadas com fluxo constante (12ml/h), recolhendo-se em coletor Gilson
modelo VL.

Os picos foram identificados por leitura da absorbincia em
espectrofotometro Incibras UV 1201 a 280nm, reunidos, ¢ em seguida

liofilizados.

2.10 DOSAGEM DE PROTEINAS

A dosagem de proteinas do veneno total e fragSes foi realizada seguindo-

se 0 método descrito por Lowry et al em 1951.

2.11 CROMATOGRAFIA DE TROCA IONICA

As fragdes obtidas na cromatografia de exclusdo molecular foram
recromatografadas em coluna Protein Pak DEAE (0,75c¢m x 7. 5cm, Waters)
equilibrada com tampéo fosfato 5mM pH 8,0 ¢ eluidas com um gradiente de 0 a
100% de NaCl IM no tampdo de equilibrio ou em coluna Protein Pak SP
(7,5mm x 7,5¢cm, Waters) equilibrada com tampdo acetato SOmM, pH 4.5 e
eluidas com um gradiente de 0 a 100% de NaCl 0,5M no tampdo de equilibrio.
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Para ambas as colunas foi utilizado equipamentos HPLC como descrito a seguir

na cromatografia liquida de alta performance.

2.12 REDUCAO E ALQUILACAO

A amostra foi dissolvida em tampido completo de redugdo; Tris-HCI
0,6M, pH 8.2, contendo 0,001M EDTA e 6M guanidina. Foi adicionada uma
solu¢do de SmM DTT e a solugfio incubada por uma hora sob atmosfera de
nitrogénio. A proteina reduzida foi alquilada com acido iodo acético 0,1M
durante uma hora a temperatura ambiente. As amostras foram dessalificadas em
Sephadex G-25 em &cido acético 1M, e monitoradas & 280nm. Os tubos

contendo proteina foram liofilizados.

2.13 CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA PRESSAO (HPLC)

Muitos dos sistemas de HPLC usam como principal parte funcional
colunas com silica, cujos grupos polares de hidroxila (Si -OH) interagem com
diferente intensidade, dependendo da polaridade dos diversos componentes da
amostra a ser purificada. As moléculas mais polares sfo as mais adsorvidas na
superficie da silica, sistema este denominado de cromatografia de fase normal.
Os eluentes mais utilizados na fase movel através da coluna s@o hexano,

cloroférmio e eter dietilico.
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A silica também permite que grupos funcionais sejam unidos a sua
superficie. A cromatografia de fase reversa utiliza a silica unida ¢com grupos
funcionais como alcool ou cianogrupos C18, Neste sistema utiliza-se como
fase movel eluentes mais polares, e geralmente sdo usados tampdes aquosos
com solventes orginicos como por exemplo uma mistura de 4gua, acido
trifluoroacético e acetonitrila.

No nosso caso utilizamos para a purificagio dos peptideos equipamentos
Waters HPLC modelo ALC/GPC - 204, equipado com duas bombas Waters
modelo 6000 com detector Waters 440. Foi usado injetor automatico de
amostra Waters modelo UGK e coluna C18/Bondapack nas dimensdes 0,39 x
30 cm. Na cromatografia reversa foi utilizado um gradiente linear de 0 a 66%
acetonitrilo em 0,5% de 4acido trifluoroacético pH 2,5. Quando necessdrio os
peptideos foram repurificados na mesma coluna com um gradiente descontinuo
no intervalo de gradiente da primeira purificagdo. Qs peptideos foram
monitorados a 214 nm, e a localizagdo de peptideos com 14C -
carboximetilicisteina foi seguida pela presenca de radioatividade, em contador

de cintilag&o liquida.
2.14 ANALISE AUTOMATICA DE AMINOACIDOS

O sistema utilizado foi basicamente o do analisador Pico-Tag da Waters,
onde a idenftificagdo dos aminoécidos das proteinas ou peptideos ¢ feita através
da cromatografia em HPLC do produto feniltiocarbamil (PTC) do aminoacido,

proveniente da derivatizagdo com feniltiocianato dos aminoacidos, obtidos de
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hidrolise acida. Esta forma de croméforos pode ser detectada a nivel de 1

picomol.

2.15 PREPARACAO DA AMOSTRA

Entre 0,5 - 10 microgramas de proteina ou peptideo, dissolvidos em agua
e acetonitrilo na proporgdo 1:1 (v/v) sdo transferidos para pequenos tubos de
reacdo em um volume de 20 microlitros. Este € colocado dentro do frasco de
reagio, que possui tampa especial, para conexdo com 0 sistema de vacuo e

atmosfera de nitrogénio.

216 HIDROLISE ACIDA

As hidrélises foram efetuadas colocando-se no fundo do frasco de reagéo
100 pl de uma solugio de HCl 6M, onde foi adicionado 1mg/ml de fenol, para
evitar a formagdo de clorotirosina. Deve-se evitar que o acido caia dentro dos
tubos de reagdio. Em seguida ¢ feito vacuo préximo 1-2 Torr ate inicio do
borbulhamento do HCL O vacuo ¢ fechado, e é deixado entar mitrogénio (SS -
Ultra puro) por 5 segundos. Esta etapa ¢ repetida por trés vezes Sendo por
altimo vacuo até 1 Torr, fechando o frasco de reagdio, que é removido para o
forno de hidrélise a 1050C por 24 horas. Apos este periodo os tubos de reag@o
foram colocados no vacuo até 65 miliTorr, para secagem das amostras
hidrolisadas.
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FIGURA 03 - Perfil cromatogrifico de uma andlise automdtica de
aminoicidos no sistema PICO - TAG da Waters. Foram aplicados 250 pmoles de
uma solucio padrio de aminoacidos, derivatizados para a forma
feniltiocarbamil de cada aminoicido (PTC - aminedcido). O tempo de corrida foi
de 12 minutos a um fluxo de 1mV/min., sendo cada pico detectado a 254nm ¢
identificado pelo tempo de retem¢do em relacio ao padrio de PTC -
amineoacidos.
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2.17 DERIVATIZACAO

As amostras hidrolisadas foram lavadas com 20pul de uma solugdo de
metanol:agua:trietilamina na proporgdo 2:2:1 (v/v). Cada tubo foi agitado,
centrifugado e colocado a evaporar em vacuo até a leitura de 65 miliTorr. Este
procedimento remove sais ¢ solventes, que possam estar adsorvidos nos
aminoacidos.

Uma solugdo fresca de derivatizagdo foi preparada com
metanol:trietilamina:agua:fenilisotiocianato na proporgdo 7:1:1:1 (v/v), sendo
adicionado 20ul a cada tubo de reagiio e deixado a temperatura ambiente por
um perfodo de 30 minutos. Apds derivatizagdo as amostras foram secas & vacuo
até a leitura de 50 miliTorr, para a completa remogédo de todo o PITC. Cada
amostra é dissolvida em 50 pl de uma solugdo 0,4mM fosfato de sddio, cujo
pH foi titulado a 7,4 com &cido fosforico a 10%, sendo adicionado 5% de
acetonitrilo.

A analise dos PTC aminoacidos foi realizada em HPLC, usando coluna
C18/Bondapack em cromatografia de fase reversa com um gradiente linear de
20,5 minutos de 0 a 100% de acetonitrilo (60%). A identificagio de cada
aminoacido é feita em rela¢io a uma corrida padriio de PTC aminoécidos (Fig.
3). (Bidlingmeyer et al., 1984).
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2.18 DEGRADACAO AUTOMATICA DE EDMAN

O segqilenciador automatico de proteinas e peptideos usa a técnica de
degradacdo de Edman para remover e identificar aminoacidos a partir da
porgio N-terminal de um polipeptideo. Apoés ativagdo de um filtro composto
de papel e fibra de vidro com polibrene, a proteina é covalentemente unida a
este suporte que ¢ colocado na c@mara de reagdo. Depois de cada ciclo
degradativo, o aminoacido N-terminal ¢ removido da cadeia polipeptidica na
forma derivada de anilinothiazolinona (ATZ). O ATZ aminodcido ¢
automaticamente transferido para uma segunda cdmara de reagdo, onde ocorre
a conversdo para um derivado mais estavel, na forma de feniltiohidantoina do
correspondente aminoacido (PTH). O PTH aminoécido € transferido para um
sistema de cromatografia liquida de alta pressdo onde a identificacdo ¢€
realizada em comparagdo a uma cromatografia de um padrio de PTH
aminoacidos. O seqienciador utilizado foi o modelo 477A, que utiliza, para a
identificagdo dos PTH aminoécidos, um sistema de HPLC modelo 120A, ("on
hine" do seqiienciador) ambos da Applied Biosystem. (Foster City CA, USA).

Reagentes e solventes (Applied Biosystem) sdo transferidos para a
cdmara de reagdo e conversdo por controle automatico através de um micro
processador, permitindo seqiiéncias automaticas em alta sensibilidade entre 10
- 500 picomoles de proteina ou peptideos. Os reagentes utilizados foram R1,
5% fenilisotiocianato (PITC) em n-heptano; R2, 12,5% trimetilamina (TMA)
em agua, R3, 4cido trifluoroacético (TFA), com 0,002% de (DTT), R4, 25%
TFA em agua com 0,01% DTT; RS, acetonitrilo, com 0,001% DTT; S1, n-

heptano; S2, etilacetato; S3, 1-clorobutano; S4, 20% acetonitrilo em agua.
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2.19 ATIVACAO DE FILTRO

Um filtro de fibra de vidro ¢ tratado com BioBrene (Polibrene), que
ficara retido no filtro. Esta ativac8o ¢é realizada na cdmara de reagio do
seqiienciador, onde é programado a realizar ciclos de reagdo, para a completa
ativagdio e eliminar o excesso de reagentes, que poderiam interferir durante as

etapas da degradagdo de Edman.

2.20 CICLO DE REACAOQ

As etapas da degradagdo de Edman denominadas de acoplamento, que
consiste na unido do PITC com o aminodcido da cadeia polipeptidica e a etapa
de clivagem para a formagdo do ATZ aminodcido, ocorrem na camara de
reagdio, que consiste de dois blocos de vidro, onde mternamente estd uma
pequena camara com o filtro ativado a 48°C. Foi utilizado o programa Normal-
1, que tem um periodo de duragdo de 53 minutos ¢ 30 segundos. O reagente R2
(TMA) proporciona o meio basico (pH 9 - 9,5), para que o PITC acople ao
aminoacido N-terminal do peptideo. R3, que consiste de TFA, ¢ usado para
clivar o aminoicido unido ao PITC do resto da cadeia polipeptidica,
produzindo o derivado ATZ do aminoédcido. Apés a etapa de clivagem a
proteina é deixada com um novo amino terminal pronto, para o préximo ciclo

de degradacéo.
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2.21 CICI.O DE CONVERSAO

Nessa etapa da degradacgio de Edman, o ATZ aminodcido ¢ transferido
da cdmara de reagdo pelo solventes S3 para a cdmara de conversdo. O ATZ ¢
um derivado instavel, sendo desejavel sua conversdo para um isomero mais
estaivel que ¢é a feniltiohidantoina do correspondente aminodcido (PTH
aminoacido). A cimara de conversdo consiste em um tubo cdnico com um
volume interno de 1ml, para onde sdo enviados os reagentes quimicos
necessarios para o ciclo de conversio, sendo mantida a temperatura constante
de 64°C e no programa Normal-1 tem um periodo de duragdo de 43 minutos e

59 segundos.

222 IDENTIFICACAO DOS PTH AMINOACIDOS

Ap6s completado o ciclo de conversio, o PTH aminodcido pode ser
transferido para o coletor de fragdes monitorado, para confirmar a presenga de
PTH-S-CMCYS (feniltiohidantoina-S-carboximetil cisteina) ou aplicado no

sistema HPLC, para identificagio e quantificagdo dos aminoécidos.
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2.23 PREPARACAO DE PLASMA RICO EM PLAQUETAS E PLAQUETAS
LAVADAS

Sangue de voluntarios sadios, que ndo tomaram medicamentos por 15
dias foi coletado por pung¢iio na veia em um tubo plastico contendo citrato de
s0dio 3,8%. Plasma rico em plaquetas (PRP) foi preparado por centrifugagdo a
200xg por 12 minutos & temperatura ambiente., Plasma pobre em plaquetas
(PPP) fo1 obtido centrifugando o sangue remanescente a 900xg por 8 minutos &
temperatura ambiente. Para preparar as plaquetas lavadas (WP), o PRP foi
centrifugado (900xg/8 minutos) na presenga do analogo de prostaglandina,
iloprost (0,8mM). O sobrenadante foi removido ¢ o "pellet" de plaquetas, foi
ressuspendido em 15ml de tamp#o Krebs, oxigenado, livre de célcio (95%
02/5% CO2). HNoprost (0,8mM) foi adicionado novamente e as plaquetas foram
centrifugadas (900xg/8 minutos) a temperatura ambiente. O sobrenadante foi
aspirado e o "pellet" ressuspendido em uma solugdo de Krebs livre de clcio.
(Radomski & Moncada, 1983). A contagem de plaquetas foi determinada
automaticamente (Coulter Counter Model T 890, Hileah, Fla, USA) ¢ ajustada
para 1 x 108 células/ml. Cloreto de calcio (ImM) foi adicionado a suspenso
final de plaquetas. A composi¢io da solugdo de Krebs foi (mM) NaCl 137,
KC12,7, NaHCO3 11,9, Na,HPO, 0,3, MgS04 0,8, glicose 5,6 ¢ CaCl, 1,0.
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2.24 MEDIDA DA AGREGACAO PLAQUETARIA

Uma suspensdo de plaquetas lavadas (400ul) ¢ PPP (100pl, diluicdio 1:4)
foi mcubada a 37°C por 1 min. em um agregémetro de dois canais Payton,
(Bomn and Cross, 1963) com agitagdo continua a 900xg e entfo estimuladas

com ristocetina (Img/ml). Mudangas na absorbincia foram registradas por 5

min apos estimulagéo.
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3. RESULTADOS

3.1 CONTROLE ATRAVES DA METODOLOGIA DE DUPLA DIFUSAQO
EM GEL DE AGAR DAS PARTIDAS DE VENENO DE B.alternatus

Dupla difusdo em gel de agar mostra, na figura 4, varios arcos de
precipitagdo correspondentes as proteinas antigenicas de veneno (V) reveladas
pelo anti-soro produzido em cavalos (Ho-a-bot). Esta figura revela ainda
identidade antigenica total entre as proteinas do veneno n2 2 (V,) e veneno
ne 3 (Vs).

3.2 ANALISE IMUNOELETROFORETICA DO VENENO DE B.alternatus

Na imunoeletroforese apresentada na figura 5 varios arcos de

precipitagdo devidos aos componentes dos "pools" de veneno de B.alternatus

revelados por soro de cavalo anti soro botrépico (Ho-a-bot) s3o visualizados na
regido anodica; um Gnico arco de precipitagdo € visualizado na regido catédica.
Como o tampdo de comrida foi o veronal tamponado em pH 8.6, a

existéncia de uma ou muitas proteinas com pl acima deste valor € possivel.
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FIGURA 04 - Dupla difusdo em duas dimensdes em gel de dgar do soro de
cavalo (Ho-a-Bot) hiperimunizado com proteinas totais de venenos botripicos.
Este anti-soro foi aplicado no pogo central da figura. "Pools" de veneno total de
Bothrops alternatus (V1, V2, V3) foram aplicados nos pocos periféricos. Pode-se
observar que os venenos V2 e V3 apresentam uma relacio de completa
identidade. Uma linha de precipitacio a mais foi observada no veneno V1.
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Ho-a-bot

FIGURA 05 - Analise imunoeletroforética dos venenos V2 e V3 de
Bothrops alternatus. Os venenos V2 e V3 (15ul de uma solucdo contendo

10mg/ml em NaCl 0,15IV) foram aplicados nes pocos indicados. Na canaleta
central foi aplicado sore de cavalo anti botrépico.
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3.3 CROMATOGRAFIA DE EXCLUSAO MOLECULAR (SEPHADEX
G-75) DO VENENO TOTAL

Cinco fragdes correspondentes aos picos de absorbancia em 280nm
foram eluidas em cromatografia de exclusdo molecular em Sephadex G-73, no
veneno total de B.alternatus em tampao NH4HCO3 0,1M pH 8,0.

Essas fragOes foram denominadas SI, SII, SIII, SIITa e SIV e o perfil de

elui¢do € mostrado na figura 6.

A fragdo SlII representa o componente do veneno de B.alfernatus com
maior massa.

Os testes de atividade biolégica que monitoraram esta cromatografia
demostraram que a fragdo SIII é capaz de se ligar ao fator de von Willebrand
(VWF) em testes "in vitro” (figura 14). Além disto esta fragdo apresenta
atividade de lectina (hemaglutinagfio). A fragdo SIIla apresenta atividade
fosfolipasica ¢ a fragfio SIV apresenta atividades potenciadora de bradicinina

(BPF) em testes com ileo isolado de cobaia.

3.4 CONTROLE EM PAGE-SDS

O matenal contido nos picos de eluigdo da cromatografia de exclusio
molecular em Sephadex G-75 do veneno de B.alfernatus que corresponde aso

~ tubos 25, 27, 29, 38 ¢ 41 quando submetidos ao controle em PAGE-SDS em

condi¢des ndo desnaturantes mostram a presenga de mais de um componente

como se pode verificar na figura 7. A massa molecular aparente desses
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componentes varia de 15 a > 66 kDa quando suas mobilidades eletroforéticas

sdo comparadas com os padrdes.

3.5 ANALISE IMUNOELETROFORETICA DA FRACAOQ SII

A fragdo SIII obtida da cromatografia em Sephadex G-75 do veneno

total de B. alternatus quando submetida a analise imunoeletroforética usando-

se como revelador o soro de cavalo anti veneno Botropico (Ho-a-bot) apresenta
pelo menos dois arcos de precipitac¢fo, como se pode observar na figura 8. Um
desses arcos de precipitagio corresponde a regido de migragio mais anédica

dos componentes do veneno total.

3.6 PURIFICACAO DA FRAGCAQ SIII-3 EM DEAE 5 PW (HPLC)

A fragdo SIII-3 quando submetida a cromatografia em DEAE 5 PW
(HPLC) foi desdobrada em trés componentes denominados SIII-1, SII-2 e
SIlI-3 como mostra a figura 9. A fragdo SIII-1 nfio se liga & coluna nas
condigdes do tampio de equilibrio (SmM PO, pH 8.0).

As fragdes SIII-2 e SII-3 foram eluidas em gradiente de 20 a 24% de
tampdo B. (NaCl 1M em fosfato de s6dio SmM pH 8.0).

Os testes de agregagdo plaquetéria mostraram que a fracfio SIII-3 teve a

capacidade de se ligar ao fator de von Willebrand (figura 15) a fragdo SIII-1
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que aparece como "breakthrough™ na coluna de troca iénica corresponde 2

proteina mais anddica descrita na figura 8.
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Figura 06 - Cromatografia de exclusio molecular (Sephadex G-75) do

veneno de B. alfernatus (200mg). Tampiio Bicarbonato de Aménia 0,1M, pH 8,0.
Fluxo ; 12mi/h (4ml/tuboe).
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kDa .

FIGURA 07 - PAGE - SDS (gradiente 7,5 a 15%) dos tubes
correspondentes aos picos de absorcio mixima a 280nm da cromatografia de
exclusio molecular em coluna Sephadex G-75 do veneno de B. alternatus. Pogo
01 - Marcadores (14,2kDa - lactoalbumina; 24,0kDa - tripsinogénie; 29,0kDa -
anidrase carbdénica; 36,0kDa - gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase; 45,0kDa -
ovoalbumima; 66,0kDa - albumina bovina). Aos pecos enumerados de 02 a 07

forma aplicados 20ul de material correspondente aos tubos de nimeros 25, 27,
29, 38, 41 e 46 na ordem.
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Ho-a-bot

FIGURA 08 - Analise imunoeletroforética do veneno total de B.alfernatus
(VT) e fracdo SII de Sephadex G-75 (SIII) utilizando-se soro de cavalo anti
veneno botrépice (Ho a Bot) como revelados.
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FIGURA 09 - Cromatografia da fracio SIII em DEAE 5PW (HPLC).

Tampiio A : fosfato de sédio SmM pH 8,0. Tampio B : NaCl IM em Tampio A.
Linha pontilhada : gradiente. Fluxo : Iml/min.

-40-



3.7 REPURIFICACAO DA FRACAO SIiI-3 EM HPLC FASE REVERSA

A fragdo SIII-3 quando submetida a HPLC fase reversa em coluna C18
apresenta preponderantemente um pico de absorbincia denominada SIII-3 rp.
Esta fracdo repunficada quando submetida ao controle em PAGE-SDS
apresenta uma tUmica banda homogenea de migragio eletroforética em
condigdes redutoras (R) e ndo redutoras (NR) como indicado no quadro em
destaque da figura 10. Este material compativel com massa moleculares de 28

kDa e 15 kDa em condigdes ndo redutoras e redutoras respectivamente.

3.8 CONTROLE PAGE-SDS DAS FRACOES SIII E SIII-3 rp

A fragéo SIII-3 rp mostra em PAGE-SDS uma tinica banda coincidente
com a fragdo SIII (figura 11).

3.9 ANALISE DE AMINOACIDOS DA PROTEINA SIII-3

A composi¢do de aminoacidos da proteina SIII-3 em condi¢des nativas
esta mostrada na tabela I. Ndo foram determinados triptofano e 1/2 cistina. Nfo
foram feitas andlises de amostras oxidadas para determina¢do de cisteina na

forma de acido cisteico Cys SO3H seqiiéncia NHy-terminal da proteina SIII-

31p.
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3.10 SEQUENCIA NH,-TERMINAL

A seqiéncia NHy-terminal da proteina SIII-3rp é mostrada na Figura 12.

3.11 GRAFICO DE HIDROPATIA

A Figura 13 mostra o gréfico de hidropatia da seqiiéncia amino terminal,

com uma janela de dois residuos.

3.12 ATIVIDADE SOBRE AGREGACAO PLAQUETARIA

Através da técnica de agregacgdo plaquetaria (Figura 14), a fracdo SIII
inibiu a ristocetina na sua atividade de coaglutina. O mesmo aconteceu com a
fragdo SHI-3rp (Figura 15)

Quando se utilizou trombina como induzir da agregagdo (Figura 16), a

fragdo SIII-3 rp ndo provocou nenhum efeito.
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FIGURA 10 - Purificacdo da fraciio SIII - 3 (1,0 mg), obtida da
cromatografia de troca iénica em DEAE 5PW, em HPLC de fase reversa em
uma coluna Cig (7.8 x 300mm, 125A) . Tampio A : Acide trifluoracétice 0,1%
(TFA). Tampdo B : Acetonitrila 66% em tampde A. Fluxo : 2 ml/min. O quadro
mostra em destaque a anilise em SDS-PAGE da proteina SIII - 3 repurificada.
O material eluido na fracéio SIII - 3 rp mestra em condicbes redutoras (R) e nio
redutoras (NR) uma vinica banda de migracio eletroforética em SDS - PAGE.
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FIGURA 11 - PAGE - SDS %2,5% do veneno bruto e fragdes (SIII e SIII-
3rp) do venene de B. alternatus em condicies nio redutoras. Poco 01 -
Marcadores (94,0kDa - Fosforilase B; 67,0kDa - Albumina; 43kDa -
Ovoalbumina; 30kDa - Anidrase Carbénica; 20,1kDa - Inibidor de Tripsina;
14,4kDa - alactealbumina); Poco ©2 - Veneno brute (25ug); Poco 03 - fracdo
SIIT (15ug); Poco 04 - fracde SIH-3 rp (8u1g).
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Tabela 1 - Composiciio de aminoAcides da fracdo SIII - 3rp isolada do veneno de
Bothrops alternatus (2),

Aminedcido SIx-3
Asx 25.64 (25)
Glx 67.11 (67)
Ser 24.83 (25)
Gly 14.97 (15)
His 6.01 (06)
Arg 11.01 (11)
Thr 4.22 (04)
Ala 19.38 (19)
Preo 5.41 (05)
Tyr 7.29 (07)
Val 8.67 (09)
Met 3.31 (03)

172 Cys nio det.
Tie 7.52 (08)
Leu 14,29 (14)
Phe 8.73 (09)
Lys 16.25 (16)
Trp nio det.

Total 244.04 (244)

(a) A composicio de aminoicidos € expressada em moles de residuo por moles de
proteina. Os nimeros em parénteses representam o mimero inteiro mais
préximo.

(b) A presenca de grupos sulfidrilas livres nio foi determinada e nenhuma
correcio para possiveis perdas durante a hidrélise dcida foi feita para o
contetido de cistina,

nio det. = no determinado
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Figura 12 - Sequéncia NHj-terminal dos 11 primeiros residuos da
proteina SIII - 3rp na forma nativa.
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FIGURA 13 - Grafico de bidropatia da sequéncia amino terminal,
empregando o método de Kyte ¢ Doolitle (1982). Janela : 2 residuos.
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FIGURA 14 - Efeito inibitério da Fracdo SIII sobre a agregacio
plaquetiria induzida pela ristocetina (Img/ml). A suspensio de plaquetas
lavadas (200 pl) foi adicionado 200 pl de plasma pobre em plaquetas (PPP) e a
mesma fol previamente incubada por 5 min. sob agitaciio constante (900
rpm/min). A Fracdo S foi pré-incubada por um periodo de 3 minutos antes da
adi¢do da ristocetina.
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Ristocetin

FIGURA 15 - Efeito inibitério da Fragdo SIII - 3rp sobre a agregacido
plaquetaria induzida pela ristocetina (Img/ml). A suspensio de plaquetas
lavadas (200 pl) foi adicionado 200 pl de plasma pobre em plaquetas (PPP) e a
mesma foi previamente incubada por 5 min. sob agitacdo constante (900
rpm/min). A Fracio SII1 - 3 foi pré-incubada por um periodo de 3 minutos antes
da adi¢do da ristocetina.
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FIGURA 16 - Auséucia de efeito da Fracdo SIII - 3rp sobre a agregacio
plaquetaria induzida pela trombina (100mU/ml). A suspensio de plaquetas
lavadas (200 pl) foi adicionado 200 pul de plasma pobre em plaquetas (PPP) e a
mesma foi previamente incubada por 5 min. seb agitacdo constante (900

rpm/min). A Fragido SIHI - 3 foi pré-incubada por um periodo de 3 minutos antes
da adig¢iio da trombina.
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4. DISCUSSAO

O mecanismo molecular responsavel pela ligagdo do vWF a GPIb ainda
estd por ser elucidado. Enquanto o vWF e plaquetas coexistem na circulacfo
sem que nenhuma interagdo ocorra normalmente, a GPIb atua como um
receptor para o VWF exposto no subendotelio (Turitto et al., 1985). Esta
interagio pode ser o resultado de conformagbes funcionais especificas
adquiridas pelo vWF quando em contacto com componentes da parede
vascular. Alternadamente, ou em adigfo, pode ser a conseqiiéncia de mudangas
no receptor de GPIb induzida por substincias agonistas ainda n#o identificadas
e/ou condigdes reoldgicas, como demonstrado através da exposicio de
plaquetas em "stress" provocado por dano vascular. (Moake et al., 1988).

O entendimento da natureza quimica desta interagdo é de importancia
tanto tedrica como pratica ¢ pode levar a formulagdo de novas estratégicas
antitromboticas. Portanto € importante conhecer a ligagdo do vWF a GPIb
utilizando diferentes sistemas de ensaios envolvendo dominios favoraveis
similares ou distintos nos receptores das moléculas.

O receptor para ligag¢do, tanto para ristocetina como para botrocetina, no
vWF envolve duas regides da molécula ligadas por uma ponte dissulfeto
(Figura 1). (Mohri et al., 1988)

Na GPIba (Figura 2) o sitio de ligagdo ao vWF esta localizado na regido
45 kDa N-terminal (Titani et al, 1987; Lopez et al., 1987; Ruggeri et al., 1989,
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Berndt et al., 1986), sendo postulado que o sitio de ligagdio do vWF na GIPb é
formado por elementos descontinuos de seqiiéncia arranjados em proximidade
especial na molécula nativa, e que a orientagdio apropriada destas seqiiéncias
pode influenciar a afinidade de ligagfo (Ruggeri et al., 1989).

A maior parte dos estudos para localizar os sitios de ligacdo de
ristocetina e botrocetina ao vVWF e GBPIb foi realizada utilizando-se anticorpos
monoclonais, porém anticorpos podem inibir a fungdo de uma molécula
mudando sua conformagdo sem necessariamente se ligar ao dominio funcional
responsavel por esta fungdo. (Fujimura et al., 1986)

Os testes de agregagdo direta ou indireta da agregagdo plaquetaria
utilizando-se restocetina como padrdo foram realizados apés a cromatografia
de exclusdo molecular em Sephadex G-75. (Figura 6), pois os lotes de veneno
utilizados neste trabalho apresentam uma potente proteina coagulante, que é
eluida na fragdo S-1I, que inviabiliza o teste de agrega¢do que utiliza plasma
rico em plaquetas como um dos componentes do teste.

Os testes de agregacdo plaquetdria realizados com a fragdo S-III
mostram que esta fragdo ndo agrega plaqueta diretamente, ndo inibe o
trombina, néo induz a agregagio na presenga de vWF, porém inibe a agregagfo
plaquetaria induzida pela ristocetina.

Estes resultados sfo indicativos que as proteinas contidas na fragio SIII
possuem atividades biolégicas diferentes daquelas apresentadas pela
albogreguina-B (agregacdo plaquetdria direta através de ligagdo com o

complexo GPIb (Yoshida et al., 1993), botrocetina (indugéo da agregagio
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Figura 17 - Homologia na sequéncia de aminodcidos entre SIII - 3,
botrocetina de duas cadeias (Bot. o, Bot. B) (Usami, Y. et al, 1993),
Bothrojaracin (Botj. 13KDa , Botj. 15KDa) (Zingali, R. B. et al, 1993),
Alboagreguina (AL - B 1 e AL - B 2) (Yoshida et al., 1993) e lectinas do tipo C :
Echinoidina (Hirabayashi, J. et al., 1991) e BJL (Ozeki, Y. et al, 1994).
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plaquetaria na presenca de vWF) (Read et al., 1978) e botropsjaracina (inibigdo
da o trombina (Zingali et al.,, 1993). Desta forma tornou-se interessante o
isolamento e purificagdo de proteinas da fragdo SII-3 do veneno de

B.alternatus com a propriedade de se ligar ao vWF.

Através da cromatografia de troca idnica (DEAE 5PW) a fra¢do SIII foi
desdobrada em 3 picos principais de absorgdo, SIII-1, SIII-2 e SITI-3 (Figura 9).

No teste de agregagdo plaquetdria a fragio SIII-3 é a que apresenta
atividade de inibi¢do da ligagdo da ristocetina ao vWF. A fragfo SIII-3 quando
submetida a eletroforese (PAGE-SDS) sob condigdes ndo redutoras se observa
uma tinica banda de massa molecular de 28 kDa (Figura 11).

A fragéo SIII-3 foi submetida a uma repurificagdo através de HPLC em
fase reversa usando uma coluna C18. (Figura 10)

A caracteristica do pico de eluigfio da proteina SIII-3 repurificada (SIII-
31p) demonstra o grau de pureza ¢ homogeidade. A migragéo eletroforética das

bandas sugere que a proteina SIII-3 ¢ um homodimero composto por duas
cadeias de 15 kDa.

COMPOSICAO DE AMINOACIDOS E HOMOLOGIA SEQUENCIAL
Analisando-se a fragdo em relagdo & composi¢dio de aminoacidos

(Tabela I) ¢ homologia sequencial de aminoacidos (Figura 17) pode-se

observar que existem caracteristicas estruturais muito similares entre estas

54



1 - A fragdo SIII-3 rp tem uma composi¢io de aminodcidos rica em residuos
4cidos (Asx e GIx) 0 que também € uma caracteristica da botrocetina (34-Asx,
39-Glx) (Fujimura et al, 1991).

2 - Pela homologia sequencial dos primeiros onze residuos da fragdo SITI-3 P
obtem-se: 82% de homologia com a cadeia o da botrocetina (Asp5-Gly, Pro8-
Ser); 82% de homologia com a cadeia B da botrocetina (Ser4-Pro; Pro8-Ser);
100% de homologia com os sete primeiros residuos identificados da cadeia de
13KDa da botropsjaracina ¢ 90% com a cadeia de 15 kDa (Glul0-Gly); 73%
com o pico 1 de alboagreguina-B (AL-B). (Pro8-Ser, Glul0-Asp6, Glyl1-Leu)
e 64% com o pico 2 (Pro8-Ser, Tyr9-Phe, Glul0-Lys, Gly11-Gln).

3 - Quando comparada as lectinas do tipo C (Lectinas animais) apresenta 54%
de hemologia com a BJL, uma lectina isolada do veneno de B.jararaca, com
caracteristicas quimicas e estruturais (massa molecular aparente, niimero de
cadeias = 2) semelhantes a botrocetina, porém sem apresentar atividade de
coaglutinina (Ozeki et al, 1994), ¢ 27% com a echinoidina, uma lectina isolada

do ourigo do mar (Anthocidaris crassispina).

ATIVIDADE BIOLOGICA

Nos testes de agregagdo plaquetaria a fragdo SIII-3rp nfio apresentou
atividade de trombina - "like"mediada pelo complexo glicoproteico IIb-Illa
(Gpllb-1ITa) ou inibigdo da atividade de trombina (Figura 16) o que demostra
mais um critério de pureza da fragdo SIII-3rp (auséncia de atividade
coagulante).

Os resultados de atividade biologica obtidos com a fragdo SIII-rp:
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1 - Diferem consideravelmente daqueles da botrocetina (Andrews et al 1989,
Fujimura et al 1991) visto que a fragdo SHI-rp ndo induz a aglutinagfo
plaquetaria pela ligagdo do fator de von Willebrand ao complexo glicoproteico
Ib-IX de plaquetas (coaglutinagdo) (Figura 15).

2 - Quando se compara a fragdo SII-rp ao andlogo de botrocetina sem
atividade de coaglutinina isolada por Andrews et al, (1989), verifica-se que
este ndo € capaz de inibir a ristocetina.

3 - A botropsjaracina (Zingali et al, 1993) inibe a ligagdo de o trombina ao
complexo glicoproteico 1Ib-I1la de plaquetas (GPIIb-1IIa) e ndo tem atividade
de coaglutinacdo ou de inibir a ligacdo de ristocetina, sendo que os autores
sugerem que a botropsjaracina poderia ser o anélogo da botrocetina isolado por
Andrews et al, 1989.

4 - A albogreguina B isolada de T .albolabris (Peng et al, 1991) provoca
aglutinac@o direta (aglutinina) pela ligagdo ao complexo glicoproteico de
plaquetas Ib (GPlb) e também como a fragdo SIII-3rp inibe a liga¢do de
ristocetina ao fator de von Willebrand (vWF).

Qutro aspecto relevante a ser considerado quando se compara as
diversas atividades biologicas ¢ estruturais destas proteinas € que a composicdo
do material inicial vai determinar a natureza do produto final. Estas proteinas
foram todas isoladas de "pools” de venenos, isto é veneno colhido de um grupo
de individuos geralmente de uma mesma regiio geografica, sendo que
determinadas atividades biolégicas podem estar expressas com maior ou menor
intensidade ou mesmo ausentes (Fujimura et al, 1991).

O isolamento e caracterizagdo da proteina SIII-3rp vem corroborar a

hipotese de Zingali et al, 1993, de que estas proteinas pertencem a uma familia
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com alta homologia estrutural com atividades bioldgicas e funcionais
diferentes.
No presente trabalho foi isolada e caracterizada uma proteina do veneno

de Bothrops alternatus que se liga ao fator de von Willebrand.

Como perspectivas futuras, a seqiiéncia completa de aminoacidos desta
proteina seria um passo importante para elucidar a relagdo entre estrutura e
fungfio biologica deste grupo de proteinas e ampliar o conhecimento em

relagfio a ativagdo do fator de von Willebrand.
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