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Resumo

Bothrops cotiara (GOMES, 1913) pode ser encontrada desde S&o Paulo, Minas Gerais, Rio de
Janeiro, Parana e Santa Catarina. Diversas toxinas ja foram isoladas de venenos botropicos, mas
pouco se sabe sobre enzimas proteoliticas obtidas a partir do veneno de B. cotiara. Por essa razéo,
a caracterizacdo de tais moléculas se faz importante. A atividade proteolitica foi medida usando
caseina como substrato e por zimograma em SDS-PAGE contendo gelatina. Os resultados
mostraram baixa atividade caseinolitica (7,5 U/ mg) se comparada com a de outros venenos
botropicos, mas esta baixa atividade também é encontrada no veneno de outras espécies do grupo
alternatus. O zimograma mostrou maior atividade por proteinas na faixa de aprox. 95 Kda que foi
inibida totalmente por EDTA (10 mM) e parcialmente pelo inibidor de serinoprotease PMSF (5
mM). Cromatografia de filtracdo em gel de Sephadex G-100 (130 x 2 cm) resultou em dois picos
principais, com atividade proteolitica apenas no primeiro (P1). Tal fracdo apresentou cinética
enzimatica pela variagdo do substrato e de temperatura semelhante ao veneno bruto. Os resultados
sugerem a purificacdo parcial de uma metaloprotease.
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Abstract

Bothrops cotiara (GOMES, 1913) is found through Sdo Paulo, Minas Gerais, Rio de Janeiro,
Parand and Santa Catarina. Diverse toxins from bothropic venoms have already been isolated.
However, just a few data are found about B. cotiara toxins, in respect to its proteolytic activity. For
this reason, the characterization of such activity becomes important. The proteolytic activity was
investigated by kinetic assays using casein as substrate and by zymogram on SDS-PAGE with
gelatine. Results showed low caseinolytic activity (7,5 U/ mg) in relation to those described for
other Bothrops venoms, however, this low activity is verified in other species of the alternatus
group. Zymogram presented intense proteolytic activity over gelatine characterized by proteins of
aprox. 95 KDa, inhibited by the presence of 2-mercaptoetanol, divalent metal chelators as EDTA
(10 mM) and partialy by serine-protease inhibitor, as PMSF (5 mM). Gel filtration chromatography
performed on Sephadex G-100 column (130 x 2 cm) resulted in two peaks where isolation of the
fraction with proteolytic activity was possible (P1). Such a fraction showed the same kinetcs by
substract and temperature variation as crude venom. These results suggest the presence of a
metaloprotease in the venom of B. cotiara, as described for other Bothrops species.
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Introducéo

O veneno botrdpico é um conjunto
complexo de enzimas e diversos outros
componentes protéicos que demonstram
importante papel na alteracdo de processos
fisiologicos (1). Dentre suas Varias agles, a
atividade proteolitica é inerente a todas
espécies do género (2). Estas enzimas ndo
sdo responsaveis pela acdo letal, mas sim por
séria hemorragia e necrose sistémica e local
principalmente por interferir em diversos
pontos do mecanismo hemostatico (3).
Diversas toxinas oriundas do veneno de
serpentes do género Bothrops ja foram
isoladas, contudo, ndo existem dados a
respeito de proteases provenientes do
veneno de B. cotiara (4). Desta forma, torna-
se importante um estudo bioquimico com
enfoque de purificagdo e caracterizagdo
bioquimica destas enzimas.

Material e Métodos

Foi utilizado um pool de veneno de
Bothrops cotiara liofilizado, fornecido pelo
Instituto Butantan, Sdo Paulo. O veneno foi
mantido a temperatura de -20°C até o uso.
Pra utilizagdo nos ensaios, foi preparada uma
solucdo estoque em tampdo fosfato-salina
(PBS) pH 7, (4) (10_ mg/ml).

Eletroforese em gel de poliacrilamida
em condicOes desnaturantes (SDS-PAGE)
foi realizada de acordo com o método
descrito por Laemmli (5). O ensaio foi
realizado em gel de poliacrilamida a 15%
(8,3 x 10,0 cm). Para 0s ensaios com 0O
veneno bruto, este foi diluido em tampéo de
amostra de eletroforese com e sem 2-
mercaptoetanol e foi aplicado volume
correspondente a 10, 20, 30 e 50 _mg de
veneno/pogo. Para ensaios com a fragéo
obtida por cromatografia, este foi diluido
somente em tampdo sem 2-mercaptoetanol e
foi aplicado volume correspondente a 50
_mg de veneno/pogo. As corridas
ocorreram sob corrente constante de 25 mA,
em temperatura ambiente. A revelagdo das
bandas protéicas foi feita com Azul de
Comassie R-250 (Merck).

Para 0s zimogramas, a analise de
atividade proteolitica sobre a gelatina

(3mg/ml) foram realizadas segundo Feitosa
et al. (6) com algumas modificagbes. As
corridas foram realizados em 4°C. Apds a
corrida o gel foi encubado por 30 minutos
em solucdo de Triton X-100 2,5% para
remocdo do SDS. Em seguida, este gel foi
incubado por trés horas em uma solugdo
tampédo contendo Tris-HCI 50 mM, NaCl
200 mM e CaCI2 5 mM, pH 7, 4, em estufa a
37°C. Para andlise da agdo de inibidores de
proteases, o gel foi incubado em tamp&o nas
mesmas  condigdes  descritas  acima,
contendo EDTA 10 mM ou PMSF 5mM.

O ensaio de atividade proteolitica
seguiu 0 protocolo descrito por Lomonte e
Gutiérrez (2), onde a caseina foi utilizada
como substrato. As amostras foram diluidas
em PBS, para uma concentragéo final de 100
mg/ml.  Em tubos de ensaio foram
adicionados 1ml da solucdo de veneno,
juntamente com 2ml de solugéo de caseina
1%. Em seguida, os tubos foram incubados
a 37?C por 30 minutos em banho-maria.
Decorrido esta fase inicial, 4ml de é&cido
tricloro-acético (TCA) a 5% foram
adicionados em cada tubo e estes deixados
em repouso em temperatura ambiente por
30min. Os tubos foram centrifugados por
10min a 9000 rpm, 24?C. A absorbancia dos
sobrenadantes foi mensurada a 280nm. A
atividade proteolitica foi expressa em
unidades por miligrama de veneno.
Seguiram-se ensaios de cinética enzimatica
pela variagdo da concentragdo de substrato e
pela variagdo da temperatura.

A dosagem do teor proteéico total do
veneno bruto foi feita pelo método
colorimétrico de Lowry et al. (7), enquanto
que a determinagdo de carboidratos totais
seguiu 0 método do fenol-acido sulfarico
(8). Para ambas as dosagens, o veneno foi
diluido em solugdo salina 0,9% para uma
concentragdo final de 500 mg/ml. A
determinacdo do teor protéico e glicidico
total foi feita com base em uma curva de
calibragdo com padrdo de Albumina Sérica
Bovina (BSA, SIGMA, St. Louis, MO, USA)
e D-Galactose (VETEC QUIMICA, Rio de
Janeiro, Brasil), respectivamente. Os ensaios
foram feitos em triplicata.

O veneno bruto de B. cotiara foi
fracionado por cromatogréfica liquida,
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utilizandose uma coluna de vidro de 130 x
2cm, com volume aproximado de 400ml. A
coluna foi preenchida por gel de filtracéo
(Sephadex G-100, Uppsala, Sweden) e
equilibrada com tampdo acetato de sédio
0,05M, pH 54. Para esta etapa, 400mg do
veneno bruto de B. cotiara foram re-
suspendidos em 8ml de tampdo acetato de
sodio e centrifugados a 12.000 rpm, 4°C por
uma hora. O sobrenadante foi retirado e
aplicado na coluna. O tempo total de
fracionamento foi de 12 horas com um fluxo
de eluicdo de 0,5 ml/min. As fragBes do
veneno foram coletadas com o auxilio de
um coletor automético (Pharmacia, Biotech,
USA), resultando em um total de 120
fragbes com volume de 5ml cada. O perfil
de eluicéo foi monitorado
espectrofotometricamente pela absorbancia
a 280nm.

Resultados e Discussao

O veneno bruto de B. cotiara
apresentou alto teor protéico (937,9 7756,2
mg/mg de veneno) e baixo teor glicidio
(31,2 (4) 71,2 mg/mg de veneno). Pouco se
sabe a respeito da porcgdo glicidica dos
venenos de serpentes, nem tampouco do seu
possivel papel durante o envenenamento (9).
Contudo, é sabido que os carboidratos
representam uma pequena fracdo dos

associados a proteinas, como radicais
prostéticos ou na  formacdo de
glicoproteinas (10). Por outro lado, as
proteinas  constituem mais 90% da
composicdo do veneno (11) e compdem
uma mistura complexa de toxinas
responsaveis direta ou indiretamente pelos
efeitos deletérios do veneno nos tecidos
animais (4).

A atividade proteolitica sobre a
caseina medida para o veneno de B. cotiara
foi de 7,5 U/ mg, relativamente baixa se
comparada aos venenos de algumas espécies
do género Bothrops (1,9), mas de acordo
com o que é verificado em outras espécies
do grupo alternatus (12).

O veneno apresentou um perfil
protéico caracterizado por bandas protéicas
de baixa massa molar nas faixas de 14 a
aprox. 70 KDa (Figura 1-A). O zimograma
(Figura 1-B) revelou atividade proteolitica
sobre a gelatina, a partir da concentragéo de
20 mg veneno/pocgo referentes a bandas
protéicas de aprox. 40 e 70 KDa. Diferentes
preparagcbes com 2-mercaptoetanol ndo
apresentaram atividade proteolitica, assim
como pela incubagdo do gel em tamp&o com
EDTA 10 mM. Incubagdo com PMSF
5mM, inibidor de serinoproteases, resultou
apenas em leve reducgdo da atividade (dados
ndo mostrados).

venenos de serpentes, podendo estar
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Fig 1: Perfil protéico do veneno bruto de B. cotiar a em diferentes concentracbes de proteina (em ?g;
ndmeros acima nos géis). Os dois géis mostram nos quatro poco s a esquerda o resultado em presenga de
2-mercaptoetanol (condi¢des desnaturantes) e, nos quatro pocos d a direita, auséncia (condigbes ndo
desnaturantes). A) SDS-PAGE; B) Zimograma com atividade proteolitica sobre a gelatina. Nimeros a
esquerda dos géis indicam padrdes de massa molar (KDa).

O fracionamento do veneno bruto
de B. cotiara por cromatografia de gel
filtracdo resultou em dois picos principais,
mostrados na Figura 2. A Figura 3A mostra

o perfil eletroforético destas fracbes e
verifica-se que o pico 1 se apresenta livre de
proteinas de baixa massa molar, que se
concentraram no pico 2. Tais fragbes foram
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dialisadas contra 4gua destilada e liofilizadas
para analise. Ensaios de atividade
proteolitica revelaram resultado positivo
para o pico 1 (P1), que foi escolhido para
dar prosseguimento ao projeto. O
zimograma desta fragdo (Figura 3B) revelou
intensa atividade proteolitica sobre a gelatina
caracterizadas por proteinas proximas da
origem do gel (aprox. 70 e 95 KDa), além da
manutencéo da atividade na faixa proximas a

40 KDa. A incubagdo do gel com tampéo
contendo EDTA 10mM impediu a atividade
proteolitica. O incremento da atividade
especifica verificada para esta fracdo em
relacdo ao veneno bruto, caracteristico de
um processo de purificagdo, também pode
ser constatado pelo ensaio in vitro com
caseina que revelou atividade proteolitica de
13 U/mg de proteina.

Abs (280 nm)
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Fig 2: Cromatografia liquida d e filtracdo em gel de Sephadex G-1 00, em coluna de vidro de 1 30 x 2 cm
(400 ml). A coluna foi equil ibrada com tampao acetato de s 6dio 0,05M, pH 5,4 antes d a aplicagdo d e
400 mg do ven eno bruto de B. cot iara, re-suspens os em 8 ml de tampdo. O flu xo d e elui¢do foi de 0,5
ml/min e as fragdes coletadas (5 m I) foram monitorada s pela absorbancia a 280 nm.
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Figura 3: Comparacédo do perfil protéico do veneno bruto e fragfes principais obtidas por cromatografia
de filtracdo em gel por SDS-PAGE e zimograma. P = padrdo de massa molar; VB = veneno bruto; P 1 =
pico 1; P2 = pico 2. Em cada poco foi aplicado aprox. 50 ?g de proteinas, reveladas por azul de

coomassie.

Os ensaios de cinética enzimatica
foram realizados com o veneno bruto e com
a fragdo P1. A cinética de atividade
proteolitica com variagdo da concentracdo
do substrato (Figura 4A e B) revelou que o
veneno bruto tem atividade crescente sobre
a caseina até a concentragdo de 0, 4% (15,4
U/mg), a partir deste ponto apresenta perfil
de saturagdo. Para P1 a atividade aumentou

progressivamente sem mostrar saturacdo até
a concentragdo de 1% de caseina, com
atividade méaxima de 33,8 U/mg. Pelo fato
da caseina de ndo ser muito sollvel, ndo foi
possivel — preparar uma solugdio em
concentragfes superiores a 1%, fazendo
com que nao fosse possivel observar a qual
concentracdo de caseina P1 levaria a sua
saturacao.
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Fig 4: Cinética enzimatica com variacdo de substrato para o veneno bruto (A) e Pico 1 ( B). As a mostras
(1 mg/ml ) em PBS foram ensaiadas sobre a solucdo de caseina em diferentes concentragdes, com
incubacéo por 30 min a 37°C.

A cinética de atividade proteolitica (25,8 U/mg para o veneno bruto e 2838
com variagdo de temperatura (Figura 5 A e U/mg para P1). Em temperaturas superiores
B) foi semelhante para ambas as amostras e a 60°C, a atividade comecou a baixar,
verifica-se que a atividade aumentou mostrando sua menor atividade na fervura,
conforme o0 aumento da temperatura, ponto em que muitas moléculas enzimaticas
chegando até um ponto maximo de 60°C ja se encontram desnaturadas.

A) 35,0

w 300 1 -
_E = {_ =
E 20,0 -
E 15,0 4
]
£ 100
.‘fj iy ﬁ ﬂ
25 E1] 37 50 60 70 80 100
lemperatura (*C)

Estud. Biolog., v.27, n.59, abr./jun. 2005 23



Artigos cientificos

Purificaggo parcial de proteases do veneno de Bothrops cotiara

B) 30,0
_ 25,04 rE
=
5 20,0 4
= 15,0
2 100-
A
i 1o
Ugﬂ T T T T T T T T ﬁ
25 30 35 7T 40 50 60 70 B0 S0 100
lemperatura (7C)

Figura 5: Cinética enzimatica com variacdo de temperatura para: A) veneno bruto e B) Pico 1. As amostras
(0,1 mg/ml) em PBS foram ensaiadas sobre a caseina (1 g%) , com incubacdo por 30 mi n. nas

temperaturas indicadas.

Os resultados apresentados neste
trabalho permitem sugerir a presenga de
duas familias enzimaticas: metalo e
serinoproteases, a primeira em maior
propor¢do. O fracionamento por uma etapa
cromatografica Unica ndo foi suficiente para
o total isolamento das moléculas, mas
permitiu a maior concentracdo de
metaloproteases no primeiro pico (P1). Faz-
se necessaria a continuagdo deste projeto
para a purificacdo e caracterizagdo completa
destas enzimas. As proteases sdo abundantes
em todos os venenos botrépicos e seu
estudo é importante por varios aspectos. Por
um lado se tem demonstrado que muitos
efeitos  toxicos  caracteristicos  do
envenenamento  sdo  provocados  por
proteases, como € 0 caso de varias proteinas
hemorragicas (11,13,14). Por outro, uma vez
purificadas e conhecidos seus mecanismos
de acdo, tais proteinas podem se tornar
instrumentos Uteis para o estudo da
estrutura de outras proteinas e até mesmo
para o desenvolvimento de tratamentos mais
eficazes para o0s efeitos locais do
envenenamento.
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