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INTRODUGAO

Os venenos ofidicos sao constituidos por se-
cregdes produzidas em glandulas especiali-
zadas que tem como principal fung&o natural
dominar, paralisar, e/ou matar potenciais
presas. Essas secregcées sdo complexas,
constituida em sua grande parte por protei-
nas (grande variedade de enzimas), pepti-
deos, toxinas ndo-enzimaticas e proteinas
nao-toxicas. Ja foram descritas na literatura,
além das proteinas, miotoxinas, fosfolipases
A2 (PLA2), lectinas, serino-proteases, L-
amino-oxidases, metalopeptidases (SVMP).
[1,2]. As SVMPs formam uma familia poligé-
nica de enzimas, encontradas em grande
quantidade no veneno da maioria dos viperi-
deos, principalmente em serpentes do gé-
nero Bothrops sp. e s&o capazes de interagir
com diferentes alvos moleculares que con-
trolam fungdes fisioldgicas da presa e/ou
predador, como exemplo, a hemostasia. No
local da picada, induzem a formagéo de he-
morragia, edema, mionecrose, bolhas, der-
monecrose e reacao inflamatéria, além dos
efeitos sistémicos [3]. Recentemente, Melani
e colaboradores (2015), utilizando diferentes
abordagens protedmicas, identificaram es-
sas toxinas hemorragicas (SVMPs) no ve-
neno Crotalus durissus terrificus (cascavel
brasileira), evidenciando seu potencial neu-
rotéxico e miotdxico; os sintomas locais cau-
sados pelo envenenamento sdo menos ex-
pressivos. Em experimentos iniciais, 0 nosso
grupo de pesquisa de venenos do Centro de
Biotecnologia do Instituto de Pesquisas
Energéticas e Nucleares identificou e purifi-
cou parcialmente metalopeptidases do ve-
neno de C. d. terrificus. No entanto, o papel
destas enzimas no quadro clinico ainda nao
foi descrito na literatura. O presente projeto
visa isolar e caracterizar estas enzimas.
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OBJETIVO

Isolar e caracterizar metalopeptidases do ve-
neno de Crotalus durissus terrificus.

METODOLOGIA

Para o inicio do isolamento da proteina a ser
caracterizada, primeiramente a amostra foi
analisada por cromatografia de exclusao mo-
lecular (Superdex 75 10/300 GL) no sistema
AKTA ambientado com tampao fosfato-sa-
lina (PBS) pH 7,3. As amostras foram dilui-
das em tampao PBS e aplicadas no equipa-
mento. As fragdes foram coletadas de
acordo com os picos resultantes. Uma se-
gunda cromatografia de exclusdo por afini-
dade a metal (HiTrap IMAC) foi ambientada
com 1mL de zinco bivalente para isolar as
metalopeptidases obtidas na primeira etapa
cromatografica. A coluna foi eluida com imi-
dazol e as fragdes da elui¢gdes foram coleta-
das e armazenadas a -80 °C. Para a analise
da purificacdo da amostra fraccionadas pe-
las cromatografias, foram realizados ensaios
de eletroforese em gel de poliacrilamida
(SDS-PAGE) a 10% em condigdes nao redu-
zidas, corando com Coomassie Blue — G. Fo-
ram realizados trés ensaios para a caracteri-
zagao da proteina,: um ensaio zimografico,
utilizando gelatina como substrato a ser de-
gradado pela a amostra; analise de atividade
fibrinogenolitica, para demonstrar em dife-
rentes periodos a clivagem das cadeias mo-
nomeéricas alfa, beta e gama e concentragao
por meio de precipitagdo com acido tricloro-
acético (TCA) 15% visando concentrar a
amostra, a fim de detectar eventuais conta-
minantes minoritarios em um SDS-PAGE,
que nao seriam identificados na amostra di-
luida.



RESULTADOS

FIGURA 1 — (A). Analise cromatografica de gel filtra-
¢ao do veneno da serpente Crotalus durissus terrifi-
cus. (B). Analise cromatografica por afinidade a
Zinco do 3° pico da gel filtragéo (figura 2) com uma
gradiente de imidazol no decorrer da corrida
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FIGURA 2 — (A). Analise zimografica dos picos de in-
teresse da cromatografia de exclusdo molecular do
veneno da serpente Crotalus Durissus Terrificus em
um gel de poliacrilamida 10% com gelatina em sua
composic¢ao. Bj — Veneno da serpente Bothrops jara-
raca como controle positivo. Cdt — Veneno da ser-
pente Crotalus durissus terrificus. 1 - 1° Pico da cro-
matografia de exclusdo molecular. 2 - 2° Pico da cro-
matografia de exclusdo molecular. 3 - 3° Pico da cro-
matografia de exclusdo molecular. 4 - 4° Pico da cro-
matografia de exclusdo molecular. 5 - 5° Pico da cro-
matografia de exclusdo molecular .6 - 6° Pico da cro-
matografia de exclusdo molecular. (B). Analise fibri-
nogenolitica (SDS-PAGE 10%) da banda de interesse
da figura 5 (4° pico). 1- Fibrinogénio — 30’. 2- Fibrino-
génio — 24hrs. 3- Amostra — 30’. 4- Amostra — 24hrs5-
Amostra + Fibrinogénio — 30’. 6- Amostra + Fibrinogé-
nio — 1h. 7- Amostra + Fibrinogénio — 2hrs. 8- Amostra
+ Fibrinogénio — 3hrs. 9- Amostra + Fibrinogénio —
4hrs. 10- Amostra + Fibrinogénio — 24hrs

CONCLUSOES

Foi possivel concluir que ha a presenca de
uma proteina de alta massa molecular e que
possui afinidade a metal. E possivel afirmar

com 0s ensaios zimograficos, a presenca
dessa enzima capaz de degradar gelatina e,
mesmo com algumas bandas apresentaram
pouca atividade no substrato, devido sua
baixa concentracdo, foi identificada a pre-
senca dessa enzima com a analise da ativi-
dade fibrinogenolitica, evidenciado pela cli-
vagem da cadeia Beta. Com esses resulta-
dos, pode-se presumir que essa enzima,
apresentando diversas atividades em varios
ensaios seja a metalopeptidase almejada.
Estes resultados possibilitardo que por meio
de mais algumas técnicas de purificagao, ja
sera possivel isolar a enzima e sequencia-la.
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