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ESTUDO DO VENENO DE Crotalus vegrandis E DE SUAS FRACOES COM
ATIVIDADE ANTITUMORAL

Tamara Mieco Fucase

RESUMO

Os venenos de serpentes sdo complexas misturas com proteinas e peptideos que
apresentam uma variedade de atividades biologicas. Devido a riqueza de seus
componentes, varias moléculas encontradas no veneno vém sendo utilizadas com
fins terapéuticos, como agentes anticoagulantes ou analgésicos. Recentemente,
diversos estudos tém mostrado que substancias oriundas do veneno de serpentes
sdo eficazes agentes antitumorais tanto in vivo quanto in vitro. Os estudos
referentes ao veneno de C. vegrandis s80 escassos, 0 que O torna um
interessante objeto de investigacdo para o isolamento de possiveis biomoléculas
com potencial antitumorigénico. No presente trabalho analisamos este veneno
com o intuito de isolar novas toxinas com atividade antitumoral. Observamos
atividade em varias fracbes que apresentaram imunoreatividade frente a um
anticorpo anti-jararagina, sugerindo a presenca de metaloproteinases que,
sabidamente, apresentam atividade contra certos tipos de tumores. Pela analise
de sequlienciamento “de novo” foram identificadas sequencias peptidicas idénticas
as encontradas na espécie C.durissus durissus. Foi identificada também uma
fracdo ativa de baixo peso molecular que acreditamos ser um analogo a crotoxina

que ja foi relatada neste veneno.



STUDY OF VENOM Crotalus vegrandis AND THEIR FRACTIONS WITH
ANTITUMOR ACTIVITY

Tamara Mieco Fucase

ABSTRACT

Snake venoms are complex mixtures with proteins and peptides that have a
variety of biological activities. Due to the high diversity of its components, several
molecules found in the venom have been used for therapeutic purposes, such as
anticoagulants or analgesics. Recently, several studies have shown that
substances derived from snake venom are effective antitumor agents both in vivo
and in vitro. The studies on the venom of C. vegrandis are scarce, turning it into an
interesting object of investigation for the isolation of new biomolecules with
potential antitumour potential. In this paper we analyzed this venom in order to
isolate new toxins with antitumor activity. Cytotoxicity was detected in various
fractions, and the most active showed immunoreactivity against an anti-
jararrhagin, suggesting the presence of metalloproteases. Some toxins from this
class have already been shown to be active against certain types of tumors. We
also identified a low molecular weight active fraction of believed to be analogous to

a crotoxin has already been in this venom.
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1. INTRODUCAO
1.1 Cancer

O céancer € uma doenca que atualmente atinge milhdes de pessoas no
mundo inteiro (Thompson et.al, 2008), causando muitas mortes quando
descoberto tardiamente. No pais, as estimativas, para o ano de 2010, serdo
vélidas também para o ano de 2011, e apontam para a ocorréncia de 489.270
novos casos. Os tipos mais incidentes, com excecdo ao de pele tipo nao
melanoma, serdo os canceres de préstata e de pulméo no sexo masculino e os
canceres de mama e do colo do utero no sexo feminino, acompanhando 0 mesmo

perfil da magnitude observada para a América Latina (INCA, 2011).

O termo cancer ou neoplasia maligna difere de neoplasia benigna por
apresentar o poder de invaséo e a capacidade de metastatizar (Rang et.al., 2004).
Os tumores benignos sao essencialmente bem delimitados, homogéneos,
crescem geralmente de forma esférica e ndo invadem os tecidos ao seu redor, por
sua vez, os tumores malignos apresentam elevada capacidade de invasao de
tecidos vizinhos. Esse processo denominado metastase pode avancar até atingir
o sistema circulatério, permitindo que as células malignas ganhem vias de
disseminagdo, como 0s vasos sanguineos, atingindo areas distantes do local
inicial, originando novas coldnias de células tumorais. Nos estagios iniciais do
desenvolvimento, quando geralmente o tumor tem poucos milimetros, a nutricao
da massa tumoral é realizada basicamente por meio de difusdo a partir dos
tecidos vizinhos. Posteriormente, os tumores passam a depender de vasos
sanguineos proprios para que ndo entrem em degeneracdo e necrose (Brasileiro
Filho et.al. 2000).

Os tumores se originam a partir de mutagdes que levam a uma perda
do controle da duplicacdo celular. Essas mutacdes podem ser causadas por
varios fatores, como agentes quimicos, fisicos, hereditarios, ambientais entre
outros e, podem ocorrer de diversas maneiras, como delecbes ou adi¢cbes de

pares de base, translocacbes no nivel cromossdmico, formacdo de
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heterodimeros, oxidag¢do gerada por radicais livres, ativacdo de protooncogenes,
quebra de fita dupla, entre outros. Consequentemente, proteinas param de se
expressar, ou sao altamente expressas. Pode haver também perda de atividade
biologica, ativacdo de receptores silenciados, ou seja, a célula passa a ser

anormal (De Vita e Rosenberg’s, 2005).

Entretanto, ndo é toda a mutacdo que gera uma neoplasia, afinal, as
mutacBes ocorrem inimeras vezes durante toda a vida de um individuo, e existem
mecanismos com a capacidade de corrigir as anomalias genéticas através das
chamadas vias de reparo, que sdo acionadas todas as vezes que h& algo de
errado na célula. Um exemplo de via de reparo sdo 0s genes supressores de
tumor e enzimas reparadoras. Quando um mecanismo de reparo é acionado, a
célula pode seguir dois caminhos, o primeiro € de fato o reparo do DNA, onde a
mutacdo € corrigida e a célula pode continuar replicando e se dividindo, ja o
segundo caminho é chamado de apoptose, que significa morte celular
programada, assim a célula morre, levando juntamente a sua mutacéo. O cancer,
portanto, s6 ocorre quando as vias de reparo acionadas sao insuficientes para

corrigir o dano e a apoptose nao ocorre (De Vita e Rosenberg’s, 2005).

A célula passa a proliferar de forma descontrolada, mais rapidamente
do que as células normais do tecido a sua volta, invadindo-o e, escapando
inclusive do sistema imune. As células tumorais adquirem a capacidade de se
desprender do tumor e de migrar. Invadem inicialmente os tecidos vizinhos,
podendo chegar ao interior de um vaso sanguineo ou linfatico e, através desses,
disseminar-se, chegando a 6rgaos distantes do local onde o tumor se iniciou,
formando as metastases. Dependendo do tipo de célula ou do tumor, alguns déo
metastases mais rapidas e mais precocemente, outros o fazem bem lentamente

ou até ndo o fazem (INCA, 2011).

Geralmente, o tecido tumoral tem a capacidade de formar novos vasos
sanguineos que o0s nutrirdo e manterdo as atividades de crescimento
descontrolado; Essa neovascularizagcdo € chamada de angiogénese. Ao longo
deste processo, as células tumorais interagem com diversos elementos do
hospedeiro, que podem atuar faciltando a metastatizacdo ou impedindo-a

(Li et.al., 2005).
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A identificacdo de genes e moléculas que podem estar associadas a
metdstase e a elucidacdo de seu papel no processo sdo importantes na
exploracdo de novos métodos para diagnosticos precoces, avaliacdo progndstica

e padronizacdo de novas técnicas terapéuticas.
1.2 Integrinas e cancer

Os tumores apresentam alta expressao de receptores integrinas, que
sdo glicoproteinas heterodimericas de subunidades a e B, ligados néo-
covalentemente, que interagem especificamente com proteinas da matriz
extracelular, tais como o colageno, a fibronectina e a laminina. Esta interacdo com
a membrana basal é exigida para a integridade estrutural e funcional do tecido,
modulando a proliferacdo, diferenciacdo e sobrevivéncia das células que o
constituem (Mangini et. al., 2002). Mudangas na expressdo de integrinas
receptoras de fibronectinas sdo observadas em alguns tipos de fibroblastos e
alteracdes no padréo de expressao de algumas integrinas sdo apresentadas em
diversas células tumorais (Plantefaber e Hynes, 1989). Os processos de
migracao, proliferacdo e desenvolvimento tumoral séo influenciados por fatores de
crescimento produzidos pelos tecidos do hospedeiro, os quais podem interagir
com as integrinas (Honn e Tang, 1992).

Os seres humanos apresentam cerca de 24 diferentes integrinas que
surgem a partir de 18 subunidades a e subunidades B. Algumas subunidades sao
altamente expressas enquanto outras sao expressas de maneira tecido ou

estagio-dependente (Humphries et.al., 2006).

Os niveis de integrinas podem ser alterados durante o processo de
desenvolvimento tumoral: nos carcinomas observa-se uma distribuicdo
desordenada e difusa das integrinas. Geralmente, a expressao de integrinas 36
em células epiteliais ocorre durante o desenvolvimento embrionério, quando
expressas em tecidos adultos ocorre em associagdo com av, agindo como
receptores para fibronectina, tenascina e vitronectina. A expressad de integrina
avp6 é induzida em processos de cicatrizagdo e em carcinomas de coélon, pulmao,

cavidade oral, mama e cérvix (Janes e Watt, 2006).

Niveis reduzidos na expressdo de a5,a3 e a2 sdo observados em

alguns tumores, enquanto o aumento nos niveis de a6B4 se manifesta em
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tumores de cabeca, pescoco e pele (Misejewiski,1999). As alteracdes
quantitativas e qualitativas na expressédo das integrinas sado observadas em
estudos in vitro e in vivo, sendo expressas ou ndo durante um periodo da
progressao tumoral, enquanto outras sdo fosforiladas, alterando as propriedades
do citoesqueleto e a ligacéo das integrinas aos ligantes extracelulares (Fawcett e
Harris, 1992).

As integrinas podem se ligar a moléculas de superficie celular e a
proteinas da matriz extracelular. A maioria das proteinas extracelulares que se
ligam as integrinas o faz porque elas contém a sequéncia de aminoacidos
Arginina-Glicina-Acido Aspartico (RGD). Este tripeptideo esta presente nos locais
de ligacdo de fibronectina, laminina, colageno e varias outras proteinas
extracelulares. Diversos estudos envolvem as integrinas nas interacfes
complexas necessarias para que as células de tumor se espalhem em tecidos
adjacentes normais, e formem uma vascularizagédo funcional para a oxigenagao

do tumor e o seu crescimento (Hinton et.al. 2008).

Diversos estudos envolvem as integrinas nas interagcfes complexas
necessarias para que as células de tumor se espalhem em tecidos adjacentes
normais, e formem uma vascularizacéo funcional para a oxigenagédo do tumor e o
seu crescimento (Goel e Languini, 2004; Akalu et.al., 2005; Hinton et.al., 2008),
geralmente o fendtipo da célula transformada pode conter alteracdes nos seus
receptores, por exemplo, altos niveis de av3 estao relacionados ao aumento da

malignidade em melanomas (Chan et.al., 1991).

A superexpressao de av em tumores, e sua importancia no crescimento
e progressdo tumoral o torna um alvo importante nas terapias contra o cancer
(Chen, et.al., 2007).

1.3 Cancer de pele

O cancer de pele ndo melanoma € o tipo de cancer de maior incidéncia
para ambos 0s sexos. Sua letalidade é considerada baixa, porém quando ha
demora no diagnostico, pode levar a ulceracdes e deformidades fisicas graves. O
melanoma de pele é menos frequente que os outros tumores de pele, mas sua
letalidade é mais elevada. Observa-se um expressivo crescimento na incidéncia

desse tumor principalmente, em populacdes de cor de pele branca (INCA, 2011).
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No Brasil, um estudo baseado em relatorios anatomopatolégicos revelou que o
melanoma maligno corresponde a 0,15% de todas as neoplasias malignas (Lapa,
et.al., 2002). InUmeras sdo as causas que podem ser apontadas para esse
aumento como as mudancas dos habitos de vida com a exposicdo solar
excessiva, alteracdes na camada de ozonio e envelhecimento da populacdo
(Rhodes, 1995 e Rosemberg et.al., 1997).

Os fatores fenotipicos responsaveis pela susceptibilidade ao melanoma
gue podem ser destacados sao: tipo de pele, cor dos olhos e cabelos, presenca
de sardas e nevus, histérico pessoal ou familiar de cancer cutaneo (Armmings
et.al., 1997).

A radiacdo ultravioleta (RUV) € um carcindbgeno completo que inicia o
processo de malignizacdo por meio de mutacbes no DNA e promove 0
desenvolvimento do cancer por processo inflamatério inerente a exposicdo UV
cumulativa (Bergfeld, 1997). Ela favorece o desenvolvimento de ambas as formas
de cancer da pele: melanoma e ndo melanoma. O ndo melanoma esta associado
a acao solar cumulativa, e 0 melanoma, a episodios intensos de exposicado solar

aguda, que resulta em queimadura solar (Armmings et.al., 1997).

De acordo com os sintomas apresentados pelo paciente e analises
histopatolégicas do tumor, cinco estagios da progressdo do melanoma sao
propostos: nevus congénito ou comumente adquirido, com caracteristicas
morfolégicas normais de melandcitos, nevus displasico com morfologia atipica ou
alterada, fase de crescimento radial primitivo em melanoma primario (RGP), fase
de crescimento vertical avangcado em melanoma primério (VGP), com potencial

metastatico e melanoma metastéatico (Meier et.al., 1998 e Baldi et.al., 2003).

O controle de proliferacdo exercida pelos queratindcitos sobre os
melandcitos ocorre via sinalizacdo paracrina com fatores de crescimento,
sinalizacao intracelular através de transducéo de sinal e segundos mensageiros, e
sinalizacdo intercelular com moléculas de adesdo célula-célula, célula-matriz e
juncdes tipo gap.Os melanomas suprimem a alta expressdo de E-caderinas e
passam a expressar em sua superficie proteinas que irdo promover a adesao das
células de melanoma entre elas e entre fibroblastos e células endoteliais do

estroma do tumor (Haass et.al., 2005).
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A interagdo com varios componentes da matriz extracelular e a
alteracdo da composicdo dos receptores de matriz extracelular influencia nas
propriedades invasivas do melanoma (Johnson, 1999). As integrinas av33 e a5p1
sao muito expressas em melanoma metastatico e no melanoma tardio. A integrina
avpB3 esta associada com a progressdo do melanoma, agindo com um receptor
para vitronectina, o qual auto-regula expressao na matriz de metaloproteinase-2 e
favorecendo o processo invasivo da doenca (Mangini, et.al., 2002). Assim, 0s
fatores presentes no microambiente tumoral, como as sinalizacfes célula-célula e
célula-matriz sdo dados importantes para o desenvolvimento do melanoma

metastatico (Meier et.al., 1998).
1.4 Venenos de serpentes

Os venenos animais sao fontes riquissimas de biomoléculas com um
vasto leque de atividades sobre os mais diversos sistemas fisiolégicos. Dentre
estes, 0s venenos de serpentes sao os fluidos secretérios mais concentrados que
se conhece (Stocker, 1991), e causam uma variedade de efeitos biolégicos, pois
constituem uma mistura complexa de substancias organicas e inorganicas. Dentre
0S compostos inorganicos estdo os ions calcio, zinco, manganés, ferro, potassio,
entre outros. Além disso, sdo encontrados também componentes organicos, como
carboidratos, lipidios, aminas biogénicas, aminoacidos e nucleotideos (Bjarnason
e Fox, 1994). Entretanto, cerca de 90% a 95% do peso seco do veneno é
constituido de proteinas e peptideos que sédo biologicamente ativos (Markland,
1998). Contudo, suas caracteristicas bioquimicas mudam de acordo com a
espécie de serpente estudada, sendo que a especializacdo na composicdo do
veneno pode ocorrer independentemente da variacdo morfoldgica. Para conseguir
capturar a presa e/ou digeri-la, os venenos podem apresentar 0s seguintes
efeitos: neurotéxicos (pré / pés-sinaptico), cardiotoxicos, miotéxico, coagulante
(anticoagulante), hemostatico (ativacao / inibicdo) e hemorragico (Chippaux et.al.,
1991).

Ha aproximadamente 2.700 espécies de serpentes, onde apenas um
quinto delas sédo venenosas (Nawarak et.al., 2004), sendo distribuidas em quatro
familias: Viperidae; Atractaspidae; Elapidae e Colubridae. As Viperidaes sao

compostas de trés subfamilias: Azemiopinae, Viperinae e Crotalinae.
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Conforme o maior efeito toxico sintomatico na presa, 0os venenos de
serpente sdo classificados em neurotoxico e hemorragico. As principais
representantes do primeiro grupo sdo as Elapidae (mambas, cobras e
particularmente as serpentes australianas, as mais toxicas do mundo). Venenos
de Viperidae e Crotalidae (viboras e cascavéis) apresentam nimeros distintos de
proteinas que interferem na cascata de coagulacdo, no sistema hemostatico
normal e na reparacao tecidual. Manifestacdes de envenenamento incluem efeitos
locais, sistémicos ou ambos. Os efeitos locais imediatos incluem dor, edema e
hemorragia local. Alguns sintomas sdo seguidos de necrose na area ao redor da
picada. Os efeitos sistémicos incluem alteracdo na coagulacdo sanguinea e varios
outros tipos de alteracbes hemostaticas incluindo hemorragia gengival, nasal
(epistaxe), uterina e expectoracdo sanguinea (Kamiguti et.al.,, 1996).
Consequentemente, 0 envenenamento por estas serpentes resultam em
sangramentos persistentes. A acao sinergistica das proteinas presentes no
veneno pode aumentar a sua atividade ou contribuir para o espalhamento das

toxinas (Calvete et.al., 2005).

As toxinas de serpentes apresentam componentes ativos com elevado
potencial terapéuticos (Bennacef-Heffar e Laraba, 2003). Uma boa parte dos
componentes destes venenos mimetiza estrutura e funcionalmente moléculas
endoégenas da presa envolvidas na homeostase escapando, porém aos
mecanismos de regulacdo que modulam estas atividades, levando assim a
exarcebacdo de processos fisiolégicos normalmente benéficos. Assim, o
envenenamento pode ser considerado um disturbio agudo dos mecanismos de
regulacdo da homeostase, levando a um colapso das funcdes fisioldgicas que

resulta em morte da presa ou efeitos severos em acidentados.

Quando fracionado, identificamos na maioria dos venenos de serpentes
substancias como disintegrinas, enzimas que atuam na cascata de coagulacao
(Monteiro e Zingali, 2002), toxinas que atuam em canais idnicos, neurotoxinas,
proteases (serino e metalo), fosfolipases A,, L-aminoacido oxidases (LAAOS)
(Santos et.al.,, 2008). As neurotoxinas formam uma das maiores familias de
proteinas com estruturas primarias ja estabelecidas. Entre as neurotoxinas mais
conhecidas estdo as a-neurotoxinas que se ligam a receptores nicotinicos de

acetilcolina (nAChRs). Elas sédo capazes de bloquear reversivelmente a
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transmissao neural pelo ligante competitivo para nAChR localizado na membrana
pés-sinaptica dos musculos esqueléticos e neurdnios, impedindo a transmissao

neuromuscular e assim levando a morte por asfixia (Tsetlin e Hucho, 2004).

As cardiotoxinas sdo compostas de cadeia Unica, altamente hidrofobica
e bésica. Os principais alvos das cardiotoxinas sdo as células excitaveis,
provocando a despolarizacdo e contracdo dos musculos cardiacos, esquelético e
liso, levando a perda da excitabilidade dos nervos (Forouhar et.al., 2003).

As miotoxinas sdo chamadas de toxinas mionecroticas e séo
encontradas em cascavéis e viboras. Uma das miotoxinas mais conhecidas € a
miotoxina-a, isolada do veneno de Crotalus viridis viridis (Ownby et.al., 1976).
Esta miotoxina apresenta 4.6 kDa, carater basico e é desprovida de atividade
enzimatica, ligando-se especificamente ao reticulo sarcoplasméatico, causando
alteracdo na permeabilidade celular, provocando inchaco e lesdes nas fibras

musculares.

As PLA, sdo enzimas responsaveis por catalisar a hidrélise de
fosfolipides de membrana, liberando acido araquidénico, dando inicio ao processo
inflamatoério. As PLA, exibem uma variedade de efeitos que sdo caracterizados
pelo aumento da permeabilidade microvascular e formacdo de edema (Verheij
et.al., 1980).

Enzimas coagulantes incluem ativadores de fatores de coagulacao
como o fator Il (Protrombina), V e X. Enquanto os anticoagulantes incluem
ativadores de Proteina C, inibidores do complexo de formacéo de protrombina e
fibrinogenases, com diferentes especificidades para as cadeias alfa e beta do
fibrinogénio. As enzimas trombina-like apresentam uma ac¢ao coagulante in vitro e
anticoagulante in vivo. Toxinas de serpente (incluindo as disintegrinas com
dominios RGD) podem induzir ou inibir a agregacdo plaquetéria, causando
hemorragia ou proteolise do endotélio (Marsh, 1994).

As L-AAOs séao flavoenzimas que catalizam a deaminacdo oxidativa de
L-aminoacidos em a-cetoacido com a producdo de amodnia e peréxido de
hidrogénio. As L-AAOs apresentam diversas atividades biologicas como:
agregagcdo de plaquetas, indugdo de hemorragia, edema, citotoxicidade e
atividade anti-HIV (Du e Clemetson, 2002).
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Os venenos de Viperidae e de algumas serpentes australianas séo
ricos em proteases que afetam fortemente os mecanismos hemostéaticos (White,
2005), elas constituem um grupo heterogéneo cuja massa molecular varia entre
20 kDa a 150 kDa, dependendo da classe, estrutura e glicosilacdo. Muitas dessas
proteinas sao constituidas de cadeia Unica, porém algumas apresentam
subunidades. Essas proteinases diferem com relagcdo aos seus mecanismos de
catélise, sendo classificadas como metaloproteinases e seriproteinases (Serrano
e Maroun, 2005).

As metaloproteinases de serpentes sdo membros da superfamilia das
proteases dependentes de zinco, pertencentes ao grupo das reprolisinas
caracterizado por possuir um residuo de acido aspartico apds a terceira histidina
ligante de zinco (Hooper,1994). Sdo proteinas potencialmente toxicas, que
apresentam a capacidade de digerir a membrana basal do endotélio e matriz
extracelular, elas sdo sintetizadas na forma de precursores inativos ou
zimogénios. Esses precursores sao processados na glandula de veneno,
tornando-se enzimas funcionais, o peptideo sinal de metaloproteinase apresenta
18 aminoacidos altamente conservados, que servem como sequéncia sinal para

determinacao de sua localizacao celular (Shimokawa et.al., 1996).

As SVMPs (Snake Venom Metalloprotease) apresentam sequéncia
conservada de aminoacidos (PKMCGVT) na regido C-terminal do pro-dominio
(Grams et.al., 1993).

Segundo Bjarnason e Fox (1995) as metaloproteinases foram
classificadas como Pl a PIV, de acordo com a sua massa molecular e dominios.
As de classe PI, apresentam somente o dominio metaloproteinase com
aproximadamente 24 kDa, as PIl sdo compostas por um dominio catalitico e um
dominio disintegrina que é liberado durante a atividade proteolitica (Yamada et.al.,
1999). Algumas disintegrinas RGD (Arg-Gly-Asp) apresentam a capacidade de
inibir a adesdo celular nas células tumorais, diminuindo o processo de

metastatizacao (Danen et.al., 1998).

As SVMPs classificadas como PIlIl, sdo moléculas grandes com
aproximadamente 50 kDa, com elevada acdo hemorragica,proteolitica e inibidora
de agregacao plaquetéaria. Além do dominio disintegrina, apresentam o dominio

rico em cisteina ligado ao C-terminal da disintegrina. A proteina VAP-1 (Proteina



21

indutora de apoptose vascular), encontrada na serpente Crotalus atrox, € uma
metaloproteinase do tipo PIIl que induz a apoptose vascular, inibindo o
crescimento de novos vasos sanguineos (Araki et.al., 2002). A classe PIV,
apresenta um dominio lectina-simile, ligado por pontes dissulfeto além dos
dominios que compdem a PIIl (Bjarnason e Fox, 1994). Porém, uma nova
classificacdo foi proposta a partir das modificacdes pos traducionais que ocorrem
nas proteinas, onde sdo apresentadas dez classes de metaloproteinases (P-la, P-
lla, P-llb, P-lic, P-lid, P-lle, P-llla, P-llib, P-llic, P-llid), sendo as do tipo PIV,
incluidas nas P-llld (Fox e Serrano, 2008).

Entretanto, metaloproteinases fibrinoliticas ndo hemorragicas foram
descritas em alguns venenos (Terada et.al.,, 1999). Estas enzimas apresentam
atividade fibrinogenolitica e fibrinolitica direta, ndo envolvendo ativacdo de
plasminogénio. Estas clivam a cadeia a da fibrina e do fibrinogénio e mais

lentamente a cadeia (3 (Siigur et.al., 1998).

As disintegrinas presentes no veneno da familia das Viperidae sdo em
sua maioria antagonistas de integrinas, podendo se apresentar na forma livre ou
raramente ligadas ao dominio metaloproteinase. O termo disintegrina foi usado
pela primeira vez em 1990 para descrever um grupo de derivados de veneno de
vibora, sendo proteinas ndo enzimaticas de baixo peso molecular. Essas
biomoléculas sdo divididas em cinco diferentes subgrupos de acordo com sua
cadeia polipeptidica e o numero de pontes dissulfeto. As disintegrinas ofidicas sao
classificadas como: pequenas, médias e longas, constituidas de monémeros ou
dimeros (Kim et.al., 2005). As curtas sao constituidas de 49 a 51 aminoacidos e 8
cisteinas, e incluem a echistatina e a eritostatina entre outras. As disintegrinas
médias apresentam aproximadamente 70 aminoacidos e 12 cisteinas, como por
exemplo, as proteinas kistrina, flavoridina e barbourina e as longas séo
geralmente compostas de 84 aminoacidos, com 14 cisteinas como a bitistatina,
sendo encontradas em um grande numero de espécies (Olfa et.al., 2005).

A descoberta de que pequenas disintegrinas sao derivadas de
proteinas muito maiores que apresentam atividade catalitica, (tanto vegetal e
animal) que contém dominios disintegrina-simile, tem levado a muitas pesquisas
relacionadas a ambas as proteinas (McLane et.al.,, 1998). Inicialmente, as

disintegrinas foram wusadas na inibicio de agregacdo plaquetaria, mas
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recentemente trabalhos vém mostrando o seu uso como inibidor do crescimento

de células tumorais, adeséo, migracéo, invasao e/ou angiogénese.

A configuracdo de sua estrutura primaria € basicamente composta de
cisteinas conservadas, formada pelo processamento proteolitico de precursores
plll-b.Todos os residuos de cisteina estdo na forma de meias cistinas (Fuijii et.al.,
2003).

1.5 Venenos de serpente e cancer

Véarias moléculas de venenos ofidicos sdo wusadas para fins
terapéuticos como o anti-hipertensivo Captopril, derivado da peconha de Bothrops
jararaca (Cushman et.al.,, 1991), o Batroxobin, composto isolado da espécie
Bothrops atrox moojeni e o0 Ancrod da serpente Agkistrodon rhodostoma, que sao
utilizados como anticoagulantes em cirurgias cardiacas. Outras biomoléculas
estdo sendo investigadas como o Enpak, potente analgésico isolado do veneno
da cascavel brasileira, cujo efeito pode ser 600 vezes maior do que ao da morfina
(Cury et.al., 2009).

Especial atencdo tem sido dada, nos ultimos anos ao desenvolvimento
de novas drogas com atividade antitumoral. Dentre elas, varias substancias de
origem vegetal, como a colchicina e toxinas animais, principalmente oriundas de
venenos de serpentes (Jokhio e Ansari, 2005). Vérios trabalhos vém mostrando a
eficacia de toxinas ofidicas purificadas como agentes antitumorais, tanto in vitro,

quanto in vivo (Lipps, 1999).

Estudos mostram que varias substancias encontradas nos venenos de
serpentes tém alguma atividade antitumoral, como componentes pertencentes a
familia das metaloproteinases, lectina tipo-C e disintegrinas que inibem a
migragao celular in vitro e a progressdo do tumor in vivo, interagindo
especificamente com algumas integrinas nas membranas celulares (Kamiguti
et.al., 1998; Markland, 1998). Devido a essa possibilidade de usar toxinas
extraidas de venenos de serpentes como agentes terapéuticos, varias
substancias tem sido alvo das pesquisas de terapias alternativas na luta contra o
cancer. Algumas toxinas ja sdo bem caracterizadas e estudadas, outras ainda

nao. Algumas disintegrinas ofidicas foram utilizadas em protocolos experimentais



23

de inibicdo do crescimento e metastatizacdo de células tumorais, como por

exemplo, a contortrostatina, a eristostatina e a salmosina.

s

A contorstrostatina € uma disintegrina homodimérica proveniente de
metaloproteinase PII, induz a fosforilacdo em células T24 de cancer de bexiga via
sinalizacdo mediada por integrinas (R&dis-Baptista, 2005), sendo responséavel
também pelo bloqueio dos receptores de integrinas o581 de células de melanoma

(M24met), impedindo sua metastatizacao (Trikha, et.al., 1995).

A Adenosina difosfato (ADP) se liga ao receptor plaquetario e
consequentemente ativa o complexo glicoproteico GP llb/lla, induzindo a
agregacdo plaquetaria. A eristostatina € um potente inibidor de agregacao
plaguetaria mediada por ADP em modelos de melanoma de murino e humano
(McLane et.al., 2001).

A salmosina, uma disintegrina que apresenta dominio RGD, reduziu a
metastatizacao e colonizacdo de metastases pulmonares de células de melanoma

murino B16F10 de maneira dose-dependente (Kang et.al., 2000).

A jararagina é uma metaloproteinase que possui dominio tipo
disintegrina obtida do veneno de Bothrops jararaca, e tem sido amplamente
estudada em varios modelos experimentais, como nos processos inflamatérios,
dor, agregacao plaquetaria, entre outros. A jararagina é responsavel pela intensa
hemorragia local, inibicdo da agregacdo plaquetaria e contribui também para a
hemorragia sistémica. Resultados in vitro mostraram que a jararagina reduz
significativamente a tumorigénese de células de melanoma humano SKMEL - 28

pré-tratadas (Corréa Jr. et.al., 2002).

Esta toxina tem efeito dose-dependente sobre varias linhagens
tumorais humanas, alterando sua morfologia, viabilidade, migragdo e invasao in
vitro (Costa e Santos, 2004).

Muitas disintegrinas séao constituidas de motivos RGD localizadas
proximas a regido C-terminal. Integrinas como a a5B1ou avB3, apresentam sitio
de ligacdo para o dominio RGD de proteinas da matriz extracelular,como
fibronectina, vitronectina, ou Fator von Willebrand (Ruoslahti,1996). A principal
funcdo dessas integrinas RGD dependentes no céancer ja foi abordada usando

varias disintegrinas com esses dominios (Eble, et.al., 2003). Entretanto, ligantes
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KGD, RTS, KTS, MGD, WGD e ECD também j& foram identificados (McLane,
2004 e Calvete et.al., 2003). A rhodocetina, uma lectina-simile da vibora da
Malasia Calloselasma rhodostoma inibe especificamente a integrina a231(Eble e
Tuckwell, 2003). Assim como as duas disintegrinas do veneno de Vipera lebetina,
a lebeina-1e 2 (Eble et.al.,2003).

Markland Jr. em 1986 investigou os efeitos in vitro e in vivo da enzima
trombina-simile crotalase do veneno de Crotalus adamanteus sobre o crescimento
de células de melanoma B16 murino. Os resultados obtidos sugerem que o
crescimento do tumor foi significativamente reduzido in vivo. O autor também

relatou que 50% dos animais tratados com crotalase ndo desenvolveram o tumor.

A crotoxina é o principal componente toxico da peconha de Crotalus
durificus terrificus (Sampaio et.al., 2004), com aproximadamente 23 kDa, com
uma acdo predominantemente neurotoxica,e € formada por um complexo nao
covalente de duas subunidades: uma acida (subunidade A), com trés cadeias
polipeptidicas ligadas por sete pontes dissulfeto, desprovida de atividade catalitica
e a basica (subunidade B) que apresenta atividade fosfolipasica (PLA)),
constituida de cadeia simples com 122 aminoacidos ligados por sete pontes
dissulfeto (Aird et.al., 1986).

A citotoxicidade in vitro da crotoxina foi destacado em diversas
linhagens celulares murinas (Corin et.al., 1993) e tumores humanos (Rudd et.al.,
1994). Estudos sugerem que este efeito citotoxico estd relacionado a alta
expressdo de receptores de fatores de crescimento epidermal nas células
tumorais. A ligacdo aos receptores e subsequente dissociacdo das subunidades
desencadeia uma rapida hidrélise fosfolipidica provocada pela miotoxicidade da

PLA,, a qual leva a morte celular (Ownby et.al., 1999).

Os relatos acima endossam a importéancia da busca por novos
componentes com acao antitumoral ou o aproveitamento de toxinas ja
identificadas com potencial poder de redugcdo do processo de metastatizacao,
uma vez que as terapias hoje disponiveis se beneficiariam de novas drogas com

maior especificidade e eficacia.
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1.6 Veneno de Crotalus vegrandis

A cascavel Uracoan (Crotalus vegrandis) € responsavel pelos
acidentes ofidicos na porcéo leste da Venezuela e seu veneno causa graves
alteracOes fisiopatoldgicas nas vitimas (Pulido-Mendez et.al., 1999). Neste pais,
24% dos acidentes sdo causados por serpentes do género Crotalus,
principalmente em ambientes rurais (Rodriguez-Acosta et.al., 1995). Muitos dos
venenos deste género apresentam atividade miotoxica que leva ao
desenvolvimento de rabdomidlise (Amaral et.al., 1986). A atividade miotdxica é
seguida de danos no musculo esquelético e liberacdo de creatinofosfoquinases
(CPK), desidrogenase lactica (LDH) e mioglobinas.

O veneno desta espécie é altamente neurotoxico e miotdxico
(Kouyoumdjian et.al., 1986), Embora ocorra a paralisia respiratéria secundaria
relacionada as atividades neurotdxica, a causa predominante de mortes sao as
hemorragias locais e sistémicas (Rodrigues-Acosta et.al., 1995). No processo
ocorrem distarbios da coagulacdo, caracterizados por consumo de fatores de
coagulacdo, geracdo de produtos de degradacdo de fibrinogénio, podendo

ocasionar incoagulabilidade sanguinea (Rodriguez-Acosta et.al., 1998).

O veneno de Crotalus vegrandis é de grande interesse para
investigacdo de biomoléculas com atividade antitumoral, uma vez que Kaiser em
1987 identificou uma proteina crotoxina simile. Além disso, a literatura a respeito
€ muito escassa (Scannone et.al., 1978; Gubensek et.al., 1978; Kaiser e Aird,
1987), talvez pela limitada distribuicdo geografica desta serpente, sendo
localizada somente em uma exigua regido de savana no leste da Venezuela e,
mais provavelmente pelo numero reduzido de acidentes causados por essa

serpente.

s

O interessante é observar que 0s venenos do género Crotalus,
amplamente distribuido no continente americano, possuem notavel atividade
hemorragica em serpentes norte americanas, ao passo que esta atividade é
quase inexistente na maioria das espécies sul-americanas. Desta forma, a C.
vegrandis parece representar um elo evolutivo entre as serpentes de ambos 0s

continentes (Rodrigues-Acosta et.al., 1998).
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Ao fazer uma busca nos bancos de dados de proteinas, apenas cinco
sequéncias foram localizadas, todas de proteinas envolvidas na atividade
metabodlica da serpente (NADH dehydrogenase, citocromo), ndo constando
nenhuma sequéncia de toxina. Portanto, trata-se de um veneno virtualmente

desconhecido com grande potencial para isolamento de novas toxinas.
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2. OBJETIVO
Isolar e caracterizar quimica, bioldégica e imunologicamente componentes
do veneno de Crotalus vegrandis com potencial antitumoral contra células de

melanoma murino B16F10.
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3. MATERIAL E METODOS
3.1 Material

O veneno utilizado neste trabalho faz parte do estoque de venenos do
Centro de Biotecnologia e foi doado pelo Dr. Ivan Kaiser (Universidade de

Wyoming).

3.2 Fracionamento do veneno
3.2.1 Cromatografia de troca ibnica

O fracionamento do veneno foi realizado conforme a metodologia
padronizada no laboratério onde foram utilizadas 15 mg de veneno total dissolvido
em 1,2 mL de tampéo Tris-HCI 50mM, pH 8,0 e submetido a cromatografia de
troca aniénica em coluna Mono Q 5/50 GL (Pharmacia), acoplada a um sistema
de HPLC (High-Performance Liquid Chromatography), previamente ambientada
no mesmo tampdao. A eluicdo das proteinas foi realizada em fluxo de 0,8 mL/min,
em gradiente de 50% de NaCl 1M pH 8,0.A absorvancia do eluato foi medida em
220 nm e 280 nm.
3.2.2 Dialise das fracdes

As fracdes de interesse foram dialisadas em membrana Amicon® Ultra
Millipore de 3K posicionadas em tubos de prolipropileno de 50 mL. Para a dialise,
4 mL de cada fracdo foram submetidos a centrifugacédo a 32209 durante 1 hora a
temperatura de 4°C.
3.2.3 Cromatografia de exclusao molecular

A cromatografia de exclusdo molecular baseia-se na separacdo das
moléculas a partir de seu tamanho, sendo eluidas na auséncia de um gradiente.
Apés a dialise e concentragdo das amostras foi realizado o fracionamento de cada
uma das fragdes citotoxicas do veneno e 100 pyL de cada fracéo foram injetados
em coluna Superdex 75 10/300 GL (GE Healthcare), ambientada em tampéao

Bicarbonato de Aménio 100 mM, pH 7,8 com fluxo de 0,6 mL/min.
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3.2.4 Cromatografia de afinidade

Na cromatografia de afinidade s&o utilizadas resinas que apresentam
caracteristicas especificas como ligantes da proteina de interesse a ser isolada
dos demais componentes do veneno bruto. No caso, foi utilizada a coluna de
afinidade HisTrap HP (GE Healthcare) carregada com Zn?*, com o objetivo de
isolar as metaloproteinases presentes no veneno bruto.Como tampao foram
usados 10 mM de Tris-HCI +150 mM de NaCl em pH 7,4 (tamp&o A) mantido em
fluxo de 1 mL/min com gradiente de 100% de 100 mM de Imidazol pH 7,4
(Tampéo B). A amostra injetada foi 15 mg de veneno total diluido em 1,2 mL de
tampao A.

3.3 Eletroforese em gel de poliacrilamida SDS-PAGE (Sodium Dodecil
Sulphate Poliacrilamide Gel Electrophoresis)

A pureza das fracdes, assim como a eficiéncia dos métodos de
purificacdo foi avaliada qualitativamente por eletroforese, sob condi¢oes
desnaturantes e nao redutoras, de acordo com o método descrito por Laemmli
(1970). O gel de empilhamento foi preparado em uma concentracdo de 4% de
poliacrilamida e para o gel de separacao utilizou-se 15% de poliacrilamida.
Agentes catalisadores (persulfato de amonio e N,N,N,N-tetrametil etilenodiamina
TEMED) foram adicionados em ambos o0s géis para que ocorresse a
polimerizacdo dos mesmos.

Apos a purificacdo, 40 pL de cada amostra foram diluidos em 10 pL de
tampao de amostra nao redutor (glicerol, SDS 10%, Tris 1M, pH 6,8 e azul de
bromofenol) e aquecidas durante aproximadamente 5 minutos a 70°C.

Posteriormente, 10 pL/poco da amostra foram aplicados no gel e
submetidos a eletroforese sob uma voltagem constante de 90V. As amostras
foram ent&@o coradas utilizando-se o corante Coomassie Blue G-250.

3.4 Digestéao e extracdo das proteinas do gel

As bandas selecionadas foram recortadas do gel e descoradas com 100
uL de 0,1 M de Bicarbonato de Aménio + Acetononitrila 100% (1:1) e desidratadas
em centrifuga a vacuo. Posteriormente as bandas foram cortadas em pedacos
pequenos de aproximadamente 2 mm e rehidratadas com 100 pL agua
desionizada autoclavada por 5 minutos e o0 mesmo volume de acetonitrila.Os
pedacos dos géis foram reduzidos com 100 pL de ditiotreitol (DTT) 10 MM e 0,1 M
de iodoacetamida e incubados por 30 minutos a 56 °C, apds a remocdo do



30

sobrenadante os pedacos de géis foram lavados com acetonitrila. Em seguida, foi
adicionado acetonitrila com 100 pL de 55 mM de iodoacetamida/0,1 M de
Bicarbonato de Amoénio e incubado por 20 minutos no escuro a temperatura
ambiente, ap0s a remocéao da iodoacetamida as amostras foram lavados com 200
puL de 0,1 M de NH4sHCO; por 15 minutos, centrifugados e removidos o
sobrenadante e os pedacos de gel foram secados na centrifuga a vacuo.

Para a digestédo foi adicionado uma solucdo tampéo contendo 50 mM
NH4HCO3, 5 mM CaCl, e 12,5 ng/uL de tripsina a 4°C durante 30 minutos depois
adicionou-se 50 puL do mesmo tampao sem a tripsina, as amostras foram
mantidas overnight.

Apés a digestao enzimética foi adicionado 50 uL de 25 mM NH4HCO3 e
incubados a 37°C por 15 minutos sob agitagdo e repetindo a operagcdo com 50 pL
de acetonitrila, o sobrenadante foi recolhido e reservado.Em seguida, foi
adicionado 50 uL de Acido Férmico 5% e mantidos sob agitacdo por 15 min a
37°C depois 50 uL de acetonitrila durante o mesmo periodo, recolhendo
novamente o sobrenadante e colocando-o junto com o anterior. As amostras
foram secadas na centrifuga a vacuo, sendo realizado o desalting utilizando um
ziptip para analise LC-MS/MS.

3.5 Sequenciamento de peptideos por LC/MS/MS

O sequenciamento de peptideos foi conduzido em plataforma LC-
MS/MS do tipo ion trap, equipado com nanofonte de ionizagéo do tipo eletrospray,
acoplado a um sistema HPLC, conectado a uma coluna C18 de fase reversa de
25 mm x 75 um em fluxo de 2 uL/min e gradiente 5% a 80% de acetonitrila + 0,2%
acido formico durante 75 minutos. A ionizacdo por electrospray foi realizada com
a voltagem da fonte de 1,8 kV a temperatura de 180°C.Todos 0s parametros
foram definidos utilizando Xcalibur 2.0.

Os dados foram analisados, utilizando o algoritimo Sequest® contra um
banco de dados (sequéncias de aminoacidos) nao redundante e de
metaloproteinases, usando o programa Bioworks Browser 3.3.

3.6 Zimografia

Para andlise da atividade proteolitica, foi realizado o teste de

zimografia ou atividade gelatinolitica, que consiste em uma eletroforese das

amostras em sistema SDS PAGE, que inclui 3% de gelatina no gel de separacéao,
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com o objetivo de evidenciar a presenca de metaloproteinases nas amostras
coletadas apoés o fracionamento do veneno total em coluna de afinidade.

Apos e eletroforese, o gel foi lavado duas vezes durante 15 minutos em
solucdo 2,5% de Triton X-100 para remocdo do SDS, em seguida o gel foi
incubado no tampé&o do substrato (Tris-HCI 50 mM pH 8,0 e CaCl, 5 mM), a 37°C
durante 20 horas. Apés este tempo o gel foi corado com solu¢do corante
Coomassie Blue G-250 (Blue Silver).

3.7 Dosagem de proteinas

As concentragdes protéicas das amostras utilizadas no decorrer dos
experimentos foram determinadas pelo método de Bradford (1976). Foram usados
100 pL de amostra referentes aos picos coletados no processo de purificacdo
misturados em 3 mL de reagente.Nesta técnica, a interferéncia das proteinas com
0 corante Comassie Brilliant Blue G-250, em meio altamente Acido resulta em
modificacdo proporcional da cor detectavel em um comprimento de onda de 595
nm. A partir do célculo da curva padrdo de albumina, sdo obtidos os valores de
concentragdo proteica.

3.8 Cultura celular
3.8.1 Linhagens L929 e B16F10

As linhagens L929 (fibroblasto murino) e células tumorais B16F10
(melanoma murino) foram adquiridas da ATCC (American Type Cell Collection).

As células B16F10 foram desenvolvidas a partir do melanoma de pele
em camundongos da linhagem C57BL/6J. A linhagem celular L929 é proveniente
do tecido conjuntivo subcutaneo de camundongos C3H/Na. Ambos os tipos
celulares sdo aderentes.

As células foram cultivadas seguindo os métodos tradicionais de cultivo
celular e antes de atingirem confluéncia, foram subcultivadas para ampliacdo e
congelamento em nitrogénio liquido. Sendo mantidas em meio RPMI com 10% de
SFB (Soro Fetal Bovino), 1% (2 mM) de L-Glutamina e 1% de antibi6tico e
antimicético estreptomicina (25 pg/mL), penicilina (50 U/mL), e anfotericina (1,25
Hg/mL) GIBCO®.As células foram mantidas em estufa a 37°C, atmosfera imida e
com 5% de CO.,

3.8.2 Congelamento
As células L929 e B16F10 foram congeladas e estocadas em tanques

de nitrogénio liquido em aliquotas de 1 x10° células/ mL em frascos criogénicos
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estéreis de 2 mL, com tampa e rosca interna (Corning®). Utilizou-se uma solugéo
de meio de congelamento com 10% de DMSO (Dimetilsulféxido), 60% de meio de
cultura RPMI e 30% de SFB.
3.8.3 Descongelamento

Para o descongelamento, o frasco foi retirado do nitrogénio liquido e
descongelado rapidamente em banho-maria a 37°C e adicionado a 1 mL de meio
de cultura constituido de meio RPMI suplementado com 10% de SFB, para diluir
o DMSO que é toxico para as células a temperatura ambiente.Este volume foi
transferido para um tubo Falcon de 15 mL com 4 mL de meio de cultura RPMI, o
volume total de 5 mL foi centrifugado a 200G durante 5 minutos, ressuspendidas
e semeadas na garrafa T75.
3.8.4 Plaqueamento

ApoGs o descongelamento as células foram transferidas para tubos de
prolipropileno (Falcon) com 15 mL de meio de cultura e centrifugadas durante 5
minutos a 200G O sobrenadante foi desprezado e o pellet ressuspendido em 3
mL de meio RPMI, em seguida realizada a contagem celular com o auxilio da
camara de Neubauer e 5 x10° células foram transferidas para as garrafas de 75
cm? e mantidas com 7 mL de meio de cultura RPMI com SFB 10% durante 48
horas para posterior tripsinizacao.
3.8.5 Tripsinizacgéo e repique

Quando as células apresentavam aproximadamente 80% de
confluéncia, era realizada a lavagem com tampéo fosfato e adicionados 4 mL de
tripsina-EDTA aquecida a 37°C, para o descolamento das células na garrafa,
posteriormente foi adicionado 4 mL de meio de cultura RPMI com 10% de SFB, e
as células foram centrifugadas a 200G e ressuspendidas. Em seguida, 5 x10°
células foram transferidas para garrafas novas e adicionou-se 7 mL de meio
RPMI.
3.9 Citotoxicidade e atividade proliferativa

Os ensaios com as toxinas fracionadas e o veneno bruto foram feitos
pelo Método Colorimétrico utilizando o corante vital MTS (3-(4,5-dimethylthiazol-2-
yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium).

O teste de viabilidade celular avalia a toxicidade que um determinado
material pode causar em contato com células em cultura. E baseado na avaliagio

quantitativa da viabilidade celular em exposicéo a agentes toxicos, pela incubacéo



33

com corante vital MTS e reagente acoplador de elétrons, PMS (Phenazine
Methosulfate). A quantidade de MTS, marcador de viabilidade celular, absorvido
por uma populacédo de células é diretamente proporcional ao numero de células
viaveis em cultura (Malich, 1997).

Em uma placa de 96 pocos, 1x10* células/poco foram plaqueadas
contendo 100 pL de meio RPMI suplementado com 10% de SFB. Apés 24 horas,
o meio dos pocos foi trocado e 50 pL de toxina em concentracdes variaveis foi
diluido em 50 puL de meio de cultura. As placas foram incubadas por mais 24
horas a 37° C com 5% de CO..

Uma solucdo de 2 mL de MTS para cada 0,1 mL de PMS, diluida em
10 mL de meio de cultura foi produzida, e 120 pL desta solucéo foi aplicado em
cada poco da placa. As células foram mantidas incubadas em estufa de CO, a 37°
C durante 3 horas. Posteriormente, foi realizada a quantificacdo da absorvancia
em leitor de ELISA em comprimento de onda de 490 nm, e os calculos de
viabilidade para andlises estatisticas de desvio padrdo. Todos 0s ensaios de
viabilidade celular foram realizados em quadruplicata. Foram determinados a
atividade citotoxica do veneno e de seus componentes isolados nas células
tumorais e fibroblastos murinos.

3.10 Identificacdo de proteinas similes
3.10.1 Dot-Blot

As fracBes citotoxicas foram submetidas a uma analise qualitativa por
Dot Blot. A membrana de nitrocelulose previamente hidratada com PBS, foi
mantida no aparelho de Blot de 96 pocos, onde adicionou-se 100 uL de cada
amostra. Como controle positivo usou-se veneno total de Bothrops jararaca. Apos
a adsorcdo das mesmas, a membrana foi incubada durante uma hora com
solucé@o de bloqueio contendo 5% de leite liofilizado, desnatado (Molico, Nestlé).
Posteriormente, a membrana foi incubada, overnight a 4°C, em solucdo de
anticorpo primario policlonal de coelho anti-jararagina gentilmente cedido pela
Dra. Splendore Della Casa, na diluicdo (1:5000). Apds a lavagem da membrana
com PBS, as mesmas foram incubadas com o anticorpo secundario anti-lgG de
coelho conjugado com peroxidase (1:5000). Para a revelacao, utilizou-se 25 pL de
peréxido de hidrogénio 30% e 10 mg de DAB (Diaminobenzidina) diluidos em 50
mL de PBS.
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3.10.2 Western Blot

Apbés a separacao eletroforética, as proteinas que apresentaram
citotoxicidade foram transferidas em membrana de nitrocelulose durante 1 hora
sob corrente de 90V. Para a realizacdo da transferéncia foi utilizado um tampéao
contendo 192 mM de glicina, 25 mM de Tris, 0,037% de SDS (Sodium Dodecil
Sulphate) e 10% de metanol, pH 8,3. Apds a lavagem com PBS, a membrana foi
incubada durante uma hora com solucdo de bloqueio contendo 5% de leite
liofilizado, desnatado (Molico, Nestlé). Posteriormente, seguiu-se o procedimento
citado anteriormente e como anticorpo primario utilizou-se o anti- jararagina na
diluicdo (1:2500) e soro anti-crotalico (1:5000) e com o anticorpo secundario anti-
IgG de coelho e anti IgG de cavalo conjugado com peroxidase (1:5000).Como
controle positivo usou-se veneno total de Bothrops jararaca e Crolalus durissus

terrificus.
3.11 Analise estatistica

Todas as andlises estatisticas foram realizadas utilizando o software
GraphPad Prism 5.0, pelo método de variancia Two way ANOVA, com analise de

Bonferroni.
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4. RESULTADOS

4.1 Primeira etapa de purificagdo do veneno de C. vegrandis e ensaio de

atividade proliferativa
4.1.1 Cromatografia de troca iénica e gel SDS PAGE 15%

Inicialmente, realizou-se a padronizagdo do fracionamento do veneno
total da cascavel C. vegrandis, em coluna de troca anibnica Mono Q, onde o

melhor perfil cromatografico obtido foi o indicado abaixo:
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Figura 1 — Fracionamento do veneno total da C. vegrandis em coluna aniénica (Mono Q). Foram

diluidos 15 mg de veneno em 1,2 mL de Tris 50 mM. Fluxo de 0,8 mL/min.

As proteinas foram separadas em fungcédo de sua carga, resultando em

doze picos, contando a fragdo n&do adsorvida (proteinas basicas protonadas)
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indicado pelo pico |, e as fracdes que apresentavam maior absorvancia foram
eluidas da coluna com aproximadamente 25% de NaCl. A cada dois
fracionamentos sucessivos, coletou-se o pool de cada fracdo para a obtencao de
uma quantidade viavel de proteinas. No perfil cromatografico, foi observado a
presenca de proteinas &acidas com elevada absorvancia em 280 nm, sendo
indicadas pelos picos majoritarios IV ao VII. As proteinas foram eluidas em
gradiente de 50% de Tris- HCI + NaCl 1M, pH 8,0.

Posteriormente, para a analise de pureza e tamanho molecular, foram
produzidos géis de poliacrilamida 15%. As amostras foram preparadas utilizando-
se um tampéao nédo redutor, e em cada poco foi aplicado um volume de 10 pL.
Observou-se uma significativa quantidade de bandas com variadas massas
moleculares, com o predominio de proteinas com aproximadamente 50 kDa ou

abaixo deste valor, conforme indicado na figura 2.
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Figura 2 — Gel SDS PAGE 15 % das fragfes I-VI coletados na troca i6nica.Foram aplicados 10
pL/poco de amostra em concentracdo de 1 mg/mL.
Todos os picos coletados na coluna de troca i6nica foram submetidos a
eletroforese. Na figura 3, pode-se visualizar as bandas equivalentes as fragoes VII
a Xll onde se observa a reducdo na quantidade de proteinas adsorvidas na

coluna conforme ocorre um aumento no gradiente de NacCl.



37

P VIl VI IX X X1 Xl
50— w—
N —

- _—

IS —F—— -

10— -

Figura 3 — Gel SDS PAGE 15 % das fragBes VII-XII coletados na troca i6nica. Foram aplicados 10

pL/poco de amostra em concentracdo de 1 mg/mL.

4.1.2 Ensaio de viabilidade celular-MTS

No primeiro momento, foi realizado o ensaio de viabilidade celular,
apos a primeira etapa de purificacdo, utilizando-se fracdes recém-purificadas e
fracGes previamente descongeladas, para uma analise qualitativa com o objetivo
de identificar os picos citotoéxicos em células B16F10, ndo levando em

consideracao as concentragdes das amostras, como indicado na figura 4.

Todas as analises estatisticas foram realizadas, comparando as
amostras recém-coletadas com o tampéao Tris-HCI + NaCl 1M, pH 8,0, com o

objetivo de observar a influéncia da solucao tamponante na morte celular.
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Figura 4 - Viabilidade celular dos picos I-XlI coletados na coluna Mono Q e amostras do gradiente.
50 pL de toxina com 1x10* células por poco. * representa andlise estatistica com p>0,05. # indica
as fracdes citotoxicas.

Pelos dados de vabilidade celular indicada no histograma acima,
observa-se a presenca de trés fracfes citotoxicas, representado pelas fracdes
VILVIl e VI, indicando que a presenca do sal ndo interferiu na toxicidade das
proteinas. Curiosamente, o veneno total de C.vegrandis ndo apresentou atividade

citotéxica em nosSso ensaio.

Outra analise estatistica realizada visava identificar as diferencas
significativas quanto a citotoxicidade entre proteinas descongeladas e as que nao
passaram pelo processo de descongelamento. De acordo com nossos resultados,
houve uma reducéo da citotoxicidade quando os ensaios foram realizados com
fracbes submetidas ao congelamento e posterior descongelamento, conforme

indicado na figura 5, sugerindo uma certa labilidade das fracdes ativas.
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Figura 5 - Viabilidade celular dos picos I-XII coletados na coluna Mono Q com amostras
descongeladas. 50 pL de toxina com 1x10* células por pogo. *** p<0,001, em relacdo a amostra
fresca.

Apesar das fracdes citotoxicas apresentarem diferentes concentracoes,
pico VI (0,44 mg/mL), pico VII (0,49 mg/mL) e pico VIII (0,15 mg/mL), o altimo pico

mostrou-se 3x mais citotoxico.

4.2 Segunda etapa de purificacdo do veneno de C. vegrandis e ensaio de

atividade proliferativa
4.2.1 Cromatografia de exclusdo molecular

Apoés a identificacdo dos picos citotéxicos, VI ao VIII (Mono Q), foi
realizada a segunda etapa de fracionamento em coluna de Gel Filtracdo, onde as
amostras foram previamente concentradas e dialisadas em membrana Amicon®
Ultra Millipore de 3K, sendo injetados 100 yL do concentrado de cada amostra,
equivalente a quantidade total de proteina coletada na purificacdo de troca i6nica
(Figuras 6 a 8). Pela andlise dos cromatogramas, observou-se a presenca de
proteinas com semelhantes massas moleculares, indicado pelo padrdo no tempo

de retencéo dos eluatos.

Nesta segunda etapa de purificacdo, 100 pL de amostra da fracéo
citotoxica (VI) foram injetados na concentracéo de aproximadamente 0,85 mg/mL.
No total, foram coletados dois picos que apresentavam elevada absorvancia em

220 nm, indicando a presenca de grande quantidade de ligacdes peptidicas e
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baixa concentracdo de aminoacidos aromaticos, dada a baixa absorvancia destes
mesmos picos em 280 nm. Esta segunda etapa de fracionamento ndo foi o
suficiente para obter proteinas puras, uma vez que ocorreu sobreposicao entre os
picos coletados.

gelfiltpicov1020511:10 UV1 280nm gelfiltpicoV1020511:10 UV2 220nm gelfiltpicoV1020511:10 Fractions
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Figura 6 — Gel filtragdo do pico VI obtido na troca idnica (Mono Q). Foram aplicados 100 uL em
fluxo de 0,6 mL/min.

A figura 7 indica a purificacdo do pico citotéxico VII (Mono Q), onde 100
puL de amostra, equivalente a 0,95 mg/mL foram injetados na coluna previamente
ambientada com PBS e mantida em fluxo de 0,6 mL/min. A partir da analise do
perfil, foram obtidos trés fracdes que apresentavam tempo de retencao

semelhante ao observado na purificagéo anterior.
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Figura 7 - Gel filtrag@o do pico VIl obtido na troca i6nica (Mono Q). Foram aplicados 100 uL em

fluxo de 0,6 mL/min.

O cromatograma abaixo retrata a purificagdo do pico citotoxico VIII,

recém-coletado da coluna de troca ibnica (Mono Q), o volume injetado foi o

mesmo citado anteriormente, em concentracdo de aproximadamente 0,45 mg/mL.
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Figura 8 - Gel filtracdo do pico VIl obtido na troca ibnica (Mono Q). Foram aplicados 100 pL em

fluxo de 0,6 mL/min.
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Na figura 9 esta o gel SDS PAGE 15 % das amostras obtidas apos a
segunda etapa de fracionamento em coluna de gel filtracdo, onde foram
visualizadas proteinas com aproximadamente 100 kDa, 50 kDa e 25 kDa em

praticamente todas as amostras submetidas a cromatografia de excluséao

molecular, sendo esta Ultima provavelmente a crotoxina simile.

P VIl VI VI-L - VIHE Ve VL VI
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Figura 9 - Gel SDS PAGE 15% com os picos fracionados em coluna de Gel Filtragdo. Foi aplicado
10 pL/pogo de amostra em concentragéo de 0,3 mg/mL.

Visando confirmar se realmente tratava-se da crotoxina simile citada
por Kaiser (1987), as amostras que apresentavam bandas de 25 kDa foram
submetidas a um novo ensaio de eletroforese em gel (figura 10), juntamente com
amostra de crotoxina de Crotalus durissus terrificus, recém-purificada, pelo
método de exclusdo molecular e de troca ibnica, disponibilizada pela aluna de

doutorado Karina Corleto de Oliveira.

No gel de poliacrilamida, observa-se majoritariamente a subunidade

correspondente a fosfolipase A,, com 14 kDa.
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Figura 10 - Gel SDS PAGE 15% com os picos fracionados em coluna de gel filtracdo, com a

amostra de crotoxina recém-fracionada.

Além da banda indicativa da presenca da crotoxina simile nas fraces
citotdxicas, observa-se também a presenca de proteinas de baixo peso molecular,

gue possivelmente podem ser fosfolipases.

4.2.2 Ensaio de viabilidade celular das fracbes coletadas na coluna de

exclusao molecular

Posteriormente, na segunda etapa de purificacdo em coluna de
exclusdo molecular, foram identificados dois picos com elevada citotoxicidade em
células B16-F10, pico VI-I (0,33 mg/mL) e pico VII-Il (0,39 mg/mL). A figura indica
uma sutil diferenga de toxicidade entre ambos os picos (figurall).
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Figura 11 - Viabilidade celular das células B16F10 expostas por 24 horas aos picos coletados

apoés cromatografia em coluna Superdex 75 10/300 GL. 50 uL de toxina com 1x10* células por

poco.* p>0,05. As outras fragdes apresentam p<0,001. As setas indicam os picos citotoxicos

No terceiro ensaio de viabilidade celular, enfocando a sensibilidade das
células tumorais ao veneno semi-purificado, utilizou-se como controle a linhagem
de murino L929 de fibroblasto norma,sendo aplicados 200 pg/mL de proteinas em
cada poco da placa, como mostrado na figura 12.
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Figura 12 - Viabilidade celular das células B16F10 expostas por 24 horas aos picos coletados
apo6s cromatografia em coluna Superdex 75 10/300 GL. 200 pg/mL de toxina com 1x10* células
por pocgo. Veneno de jararaca como controle positivo. Azul: células controle L929. Verde: células

B16-F10. *** p<0,001.** p<0,01. *p<0,05.

Ao compararmos os dados obtidos nas figuras 11 e 12, observa-se
uma reducgédo da citotoxicidade tanto em células tumorais quanto nos fibroblastos
de murino, o que pode ser justificado possivelmente pela reducdo da
concentracdo proteica aplicada nas células, indicando que o seu efeito

possivelmente é dose-dependente.

As células tumorais mostraram-se mais sensiveis & acao citotoxica do
que os fibroblastos de murino, o que corrobora com os dados descritos na
literatura. Todavia, no pico VII-Il houve um comportamento distinto ao observado
nos outros picos, onde as células L929 foram mais susceptiveis ao efeito tdxico
do que as células tumorais B16F10, entretanto, este resultado ndo se mostrou

estatisticamente significativo.

Além disso, as células sofreram alteracdes morfolégicas, tornando-se
mais arredondadas, exibindo perda de adesdo e posteriormente redugcdo de
viabilidade celular indicado pelo ensaio com o reagente MTS, conforme indicado
nas fotomicrografias.
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Figura 13 - Fotomicrografias das linhagens B16F10 e L929. A e B séo células controle de ambas
as linhagens, respectivamente. C e D células tratadas com a fra¢&@o VI-Il na concentracéo de
200ug/mL. E e F séo células tratadas com a fragéo VII-l1l na mesma concentragao.Aumento de
200x

A partir dos resultados obtidos foram identificados trés fracdes com
reduzidos percentuais de viabilidade celular, onde os picos VI-Il e VIiI-II

apresentaram maior citotoxicidade em células B16F10.
4.3 Quantificacao proteica

Ao aplicar os resultados da absorvancia obtidos na férmula e depois
multiplicando-se pelo fator de diluicdo, obteve-se a dosagem protéica das fracdes
submetidas ao ensaio de citotoxicidade, conforme indicado na figura 14.



Funcao f(X):
y=0,4449x+0,0083

R?=0,9791
Picos Picos
Mono- | Concentracéo Gel Concentracéo
Q (mg/mL) filtracdo (mg/mL)
[ 0,182 I-VI 0,330
Il 0,013 [1-VI 0,485
1 0,202 [-VII 0,167
v 0,649 [-VII 0,393
\Y 0,658 HI-VII 0,387
VI 0,444 I-VIII 0,169
Vil 0,492 [-VIII 0,113
Vil 0,159 [-V1i 0,160
IX 0,123
X 0,097
Xl 0,033
Xl 0,006

Figura 14-Tabela indicando a concentracdo de proteinas fracionadas nas etapas de purificacdo

4.4 Western Blot das proteinas fracionadas por exclusdo molecular
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Devido aos estudos realizados que apontam evidéncias da influéncia

de metaloproteinases na citotoxicidade, optou-se pela realizacdo do ensaio

imunoenzimético dos picos coletados na coluna de gel filtragdo, utilizando-se

como anticorpo primario o anti-jararagina. Pela analise da membrana de

nitrocelulose foi identificada a presenca de metaloproteinases do tipo PIll, com

diferentes intensidades das bandas com aproximadamente 50 kDa, e nos picos

VIII-I e VIII-III ndo foi observado a presenca de bandas, conforme indicado na
figura 15.
P VI-I VI-II
VII-I VII-II VII-HI C+
VI V- V-

Figura 15 - Western Blot dos picos citotéxicos incubados com anticorpo policlonal anti-jararagina.

Foi aplicado 10 pL/poco de amostra em concentragdo de 0,3 mg/mL. Como controle positivo foi

utilizado veneno de jararaca 2 mg/mL.
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Além disso, os mesmos picos foram submetidos a uma outra analise,

onde foram expostos ao soro anti-crotalico conforme figura 16.

VI-I VI-II VIl-I VII-II VII-II VIiI-I VII-l VII-11 C+

50 —V* L e — _— Ao

25—

Figura 16- Western Blot dos picos citotéxicos incubados com anticorpo policlonal anti-crotalico.Foi
aplicado 10 pL/pogo de amostra em concentragdo de 0,3 mg/mL. Como controle positivo foi

utilizado veneno de cascavel 1 mg/mL.

Na membrana acima sdo observadas duas bandas reconhecidas pelo
anticorpo anti-crotalico, onde a banda de aproximadamente 25 kDa possa ser a

provavel crotoxina simile.

4.5 Sequenciamento de peptideos por LC/MS/MS

Apéds a etapa de extracdo da banda de 50 kDa, a proteina isolada foi
digerida com tripsina, enzima que cliva cadeias protéicas na regido c-terminal dos
aminoacidos arginina e lisina. Posteriormente, realizou-se a analise dos
fragmentos por Espectrometria de Massa acoplada a cromatografia liquida
(LC/MS/MS).

RT: 0.00 - 124.97
8304 NL

3.88E7

Base Peak
95 82.79 | MS
90 Tamara20
111024_50
85 kDa

1005

83.70

7184

25 8462
33.59 84.95
3984 85,75

36 22 86.32

87.21
10 49.73 b 9162 10594

535.72 697  72.84 108.05

3 ,mmmm..llﬁhln|mlmni Il‘ il ‘llmmummdm] - T ¥ o

10 70 80 90 100 110 120
T\me (min)

Figura 17- Perfil cromatografico dos peptideos obtidos da digestéo triptica da banda citotoxica de
50 kDa.
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Abaixo estdo os multiplos alinhamentos de sequéncias dos peptideos
obtidos com o predominio de dominios associados a metaloproteinases de

diversas serpentes.

sp|Q2QA02|VM CRODD C.durissus durissus
Sp|A4PBQ9|VM2A_CROAT C.atrox
sp|CO9E1R8 |VM3 CROVV C.viridis viridis
spl1Q90282|VM2B _CROAT C. atrox
sp|093523 | VMBOP BOTJA B.jararaca
sp|1Q8QG88|VM6A BOTIN B.insularis
sp|P30431|VMJAR BOTJA B.jararaca
sp|POC7BO|VMH6 AGKHB A. halys brevicaudus
tr1Q90Y4410Q90Y44 GLOHA G. halys

sp | Q9W6MS | VMACE _AGKAC A.acutus
trQ602741060274 AGKAC A.acutus

VIRT9740

sp|Q2QA02| VM _CRODD
sp|A4PBQ9|VM2A CROAT
sp|C9E1R8 | VM3 CROVV

sp Q90282 |VM2B_CROAT
sp|093523|VMBOP_BOTJA
sp|Q8QG88|VM6A BOTIN
sp|P30431|VMJAR BOTJA
sp|POC7B0|VMH6_ AGKHB
tr|Q90Y44|Q90Y44 GLOHA
sp | Q9W6MS5 | VMACE AGKAC

GHCVDVATAY
GHCVDVATAY
GHCVDVATAY
GHCVDVATAY
GHCVDVATAY
GHCVDVATAY
GHCVDVATAY
GHCVDVATAY
GHCVDVATAY
GHCVDVTTAY
GHCVDVTTAY
GHCVDVATAY

Kk kkkkk o kkk

PEDVKCGRLYCKDNSPGONNPCKMFYSNEDEHKGMVLPGTKCADGKVCSN
PEDVKCGRLYCKDNSPGONNSCKMEYSNEDEHKGMVLPGTKCADGKVCSN
PEDVKCGRLYCKDNSPGONNPCKMFYSNEDEHKGMVLPGTKCADGKVCSN
PEDVKCGRLYCKDNSPGONNPCKMEYSNEDEHKGMVLPGTKCADGKVCSN
PEDVKCGRLYCKDNSPGONNPCKMEYSNDDEHKGMVLPGTKCADGKVCSN
PEDVKCGRLYCKDNSPGONNPCKMFYSNDDEHKGMVLPGTKCADGKVCSN
PEDVKCGRLYCKDNSPGONNPCKMEYSNDDEHKGMVLPGTKCADGKVCSN
PEDVKCGRLYCKDNSPGONNPCKMFYSNEDEHKGMVLPGTKCGDGKVCSN
PEDVKCGRLYCKDNSPGONNPCKMEYSNEDEHKGMVLPGTKCGDGKVCSN
SEDVKCGRLYCKDDSPGONNPCKMFYSNDDEHKGMVLPGTKCADGKVCSN

SEDVKCGRLYCKDDSPGONNPCKMFY SNDDEHKGMVLPGTKCADGKVCSN
——————————— KDNSPGONNPCKMKG-—-—----MVLPGTKC---KVCSN

Ak e kkkhkkkhkk Kkkhkk Kk k kK Kk Kk kK * Kk Kk kK

tr1Q602741060274 AGKAC
VIRTO9740

Figura 18- Sequéncias de peptideos organizados no formato FASTA da proteina de 50 kDa
digerida com tripsina e extraida do gel SDS PAGE.* amino4cidos idénticos, : aminoacidos

homoélogos, . aminoacidos de baixa homologia.

As sequéncias obtidas foram submetidas a andlise pelo MASCOT e se
obteve o0 seguinte histograma onde a regido hachurada representa areas nao
alinhadas com os peptideos identificados pelo LC/ MS/MS.

2 S
= =
20 30 40 fals}

Protein Score

Figura 19-Histograma produzido pelo MASCOT de alinhamento dos peptideos obtidos pelo LC/
MS/MS.
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O resultado indicou um alinhamento entre as sequéncias

significativamente baixo, aproximadamente 40%, onde a espécie com maior

homologia entre as sequéncias foi a serpente C.durissus durissus.

Nominal mass (M,): 70470; Calculated pI value: 5.06
NCBI BLAST search of VM CRODD against nr

Unformatted sequence string for pasting into other applications

Taxonomy: Crotalus durissus durissus

Fixed modifications: Carbamidomethyl (C)
Variable modifications: Oxidation (M)

Cleavage by Trypsin: cuts C-term side of KR unless next residue is P

Sequence Coverage:

1
51
101
151
201
251
301
351
401
451
501
551

MIQVLLVTIC
YEDAMQYELK
DHCYYHGRIE
VYKYENVEKE
ELVLVVDKAM
WSNEDKITVK
LAYVGSMCHP
GDYACIMRPE
PPVCGNELLE
KEFSKSGTECR
GNCPIMYHOQC
EDVKCGRLYC

15%

LAALPYQGSS
VNGEPVVLYL
NDADSTASIS
DEAPKMCGVT
VTKNNDDLDK
PEAGYTLNAF
KRSTGIIQDY
ISPEPSTFFS
VGEECDCGTP
ASMSECDPAE
YDLFGADVYE
KDNSPGQNNP

ITILESGNVND
EKNKQLESKD
ACNGLKGHFK
ONWKSYEPIK
IKTRMYELAN
GEWRKTDLLT
SPINLVVAVI
NCSYEFDCWDF
ENCONECCDA
HCTGQSSECP
AEDSCFERNQ
CKMFEFYSNEDE

YEIVYPRKVT
YSETHYSPDG
LOGEMYLIEP
KASQLVVTAE
TVNEIYRYMY
RKKHDNAQLL
MAHEMGHNLG
IMNONPECIV
ATCKLKSGSQ
ADVFHKNGQP
KGNYYGYCRK
HKGMVLPGTK

ALPKGAVQPK
REITTYPLVE
LKLSNSEAHA
HOKYNPEREV
IHVALVGLEI
TAIDLDRVIG
IHHDSGYCSC
NEPLGTDIIS
CGHGDCCEQC
CLDNYGYCYN
ENGNKIPCAP
CADGKVCSNG

601 HCVDVATAY

Figura 20- Resultado obtido pelo MASCOT onde os aminoacidos em vermelho representam os
peptideos identificados na analise por LC/MS/MS

Os peptideos homologos encontrados em ambas as serpentes foram
organizados na tabela abaixo, onde estdo indicadas as posi¢cées e dominios de
cada sequéncia.

Peptide Position Cromain
WNGEPWWLYL EKME 5l-74 Propeptide
FYELY LVWDK 159-207 Peptidase M12B
TOLLTR 276-281 Peptidase M12B
KEHDNACQLL TAIDLDR 282-297 Peptidase M12B
VIGLAYWVGEEMCHPK 2583-311 Peptidase M12B
CHEPGONMPCE 562-572 Cysteine-rich
GMWVLPGTE 583-5590 Cy=steine-rich
WCSNGHCWDWATAY 556-610 Cy=teine-rich

Figura 21-Sequéncia de peptideos adquiridos na analise da banda de 50 kDa por LC/MS/MS,

indicando as posi¢8es e os dominios encontrados na metaloproteinase Plll de C. d.durissus.

4.6 Cromatografia de afinidade e gel SDS PAGE


http://www.matrixscience.com/cgi/getseq.pl?SwissProt+VM_CRODD+seq
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?lvl=0&id=31150

o1

A partir dos resultados mostrados nos ensaios de viabilidade celular,
optou-se em realizar o fracionamento do veneno bruto com o objetivo de isolar as
provaveis metaloproteinases responsaveis pelo efeito nocivo observado nas
células. Para isso, a solucdo contendo o veneno bruto foi aplicada a resina onde
as proteinas que apresentavam afinidade pelo metal se ligaram a matriz, indicado
pelo pico Il, e as que ndo apresentavam esta caracteristica foram liberadas na
fracdo ndo adsorvida representada pelo pico I. A maioria das metaloproteinases
foi removida da coluna com aproximadamente 30% do gradiente de imidazol 100

mM, conforme figura 22.

—_histrapmetalocvegrandis140711:10_UV1_280nm
—_histrapmetalocvegrandis140711:10_Fractions

mAU I I

ﬁ

2500 A

2000 A

1500 A

1000 A

500 A

o\ttt vl o lolulu il wase

0.0 5.0 10.0 15.0 20.0 ml

Figura 22 — Fracionamento em coluna Histrap HP 1 mL. Foram aplicados 15 mg de veneno total
mantidos em fluxo de 0,6 mL/min.
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Posteriormente, as amostras foram submetidas a eletroforese em gel

de poliacrilamida 12%, utilizando um tampao néo redutor, como mostra a figura

23.

66
43

30
201

144

Figura 23- Gel SDS Page 12% com amostras coletadas no fracionamento em coluna de afinidade.
Foram aplicados 10 pL/poco.

Pelo gel pode-se observar diversas bandas na fracdo equivalente a

metaloproteinase, indicando proteinas com variadas massas moleculares retidas
na coluna.
4.6.1 Western Blot das proteinas fracionadas por afinidade

Para a identificacdo das proteinases presentes nas fragdes coletadas

no fracionamento por afinidade, foi realizado um novo ensaio imunoenzimatico

onde se utilizou 0 mesmo anticorpo primario policlonal anti-jararagina.
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Figura 24- Western Blot dos picos fracionados na coluna de afinidade. Foi aplicado 10 pl/poco.

Pela analise do ensaio, observa-se a presenca de grande quantidade
de metaloproteinases reconhecidas pelo anticorpo policlonal no veneno de
C.vegrandis, onde em todas as fracGes houve a adsorcdo de metaloproteinases

na coluna de afinidade.
4.6.2 Atividade proteolitica por zimografia

Para confirmar a hipétese da presenca de proteases no veneno de C.
vegrandis, foi realizado o ensaio gelatinolitico. Pela analise do gel, observa-se a
presenca de enzimas proteoliticas nos trés picos coletados na coluna de
afinidade, ao redor das bandas observa-se a presenca de halos que representam
a degradacdo da gelatina provocada acdo proteolitica das amostras aplicadas,
conforme indicado na figura 25.

Figura 25 - Zimografia das amostras coletadas no fracionamento em coluna de afinidade
carregada com Zn* Foi aplicado 10 pL de amostra em cada po¢o.Como controle positivo foi

utilizado veneno de jararaca na concentragdo de 2 mg/mL.
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4.7 Perfil comparativo dos venenos de Crotalus vegrandis e Crotalus

durissus terrificus

Um ensaio comparativo foi realizado com o veneno total da cascavel
brasileira Crotalus durissus terrificus, mantendo-se todos os padrdes utilizados
para o fracionamento em coluna de troca anidnica Mono Q, anteriormente para a

C. vegrandis, como indicado na figura 26.

_monogeveqran240211:10_UV1_280nm
~monogcascavel130611:10_UV1_280nm

monogcvegran240211:10_Fractions

2500 A P
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1500 1

1000 A

500 A

l1l21]s {glll[s I ‘I7 I 8 I9 IlOIllkI12|13I14|15|16k|17|18I19IZO 21 22izai24i25 i26i‘ Waste

6
0.0 5.0 10.0 15.0 20.0 25.0

Figura 26 - Fracionamento do veneno total em coluna anidnica (Mono Q). Foram diluidos 15 mg de
veneno em 1,2 mL de Tris 50 mM. Fluxo de 0,8 mL/min. Veneno total de C. vegrandis, em azul, e
C.d.terrificus, em vermelho.

No perfil cromatografico mostrado acima foi possivel observar as

semelhancas encontradas entre os venenos de ambas as espécies de cascaveis.
Entretanto, € evidente a maior quantidade de fracbes apresentadas pelo
cromatograma da C. vegrandis, mostrando uma maior diversidade de

componentes no veneno da cascavel venezuelana. A sobreposicdo dos picos

ml
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indicados pela seta na figura acima (0 pico majoritario do veneno de C.d.
terrificus), indica que o veneno de C. vegrandis apresenta um componente com
comportamento cromatografico similar ao da crotoxina, corroborando com os
achados de Kaiser et al. (1987).

Ao realizar 0 ensaio imonoenziméatico, utilizando-se como anticorpo
primério o soro anti-crotélico, (figura 27), nota-se um vasto leque de componentes
de ambas as amostras que compartilham identidade imunolégica, apesar destes

venenos induzirem manifestacdes clinicas bastante distintas.

| Il 1l A% V VI

Vil VIl IX X X Al C+

Figura 27- Dot Blot das amostras coletadas na purificacdo em coluna Mono Q.Como controle
positivo utilizou-se veneno bruto de C.d.terrificus, na concentracdo de 1mg/mL, como anticorpo

primario utilizou-se soro anti-crotalico.

Posteriormente, para a identificacdo das bandas que apresentam
similaridade com o veneno crotalico foi realizado o ensaio de Western Blot, onde

utilizou-se o mesmo anticorpo primario (figura 28).
Il 1] v V V]

118~

50-

34

26 r's

Figura 28- Western Blot das fracdes I-VI coletadas na etapa de purificacdo em coluna de troca

ibnica (Mono Q). Como anticorpo primario utilizou-se soro anti-crotalico.
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Vil Vil IX X Xl X
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Figura 29- Western blot das fracdes VII-XII coletadas na etapa de purificagcdo em coluna de troca
ibnica (Mono Q). Como anticorpo primario utilizou-se soro anti-crotalico.
Pela analise das figuras 28 e 29, foi identificada alta similaridade
imunolégica entre os componentes do veneno de C.vegrandis e da cascavel

brasileira, onde se observa o reconhecimento da maioria das bandas protéicas
visualizadas no gel SDS PAGE.
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5. DISCUSSAO

As toxinas do veneno de serpentes apresentam componentes ativos
com elevado potencial terapéutico (Bennacef-Heffar e Laraba, 2003). Alguns
venenos contem toxinas que apresentam a capacidade de se ligar a integrinas e

interferir na ligacao célula-célula ou célula-matriz.

Chaim-Matyas e Ovadia em 1987 observou que alguns venenos de
Viperidae quando aplicados em células B16F10 induziram reducé&o dos processos
celulares, levando a perda de adesdo aos seus substratos. As células sofreram
uma alteragcdo morfologica, tornando-se arredondadas, formando agregados e
finalmente morrendo. Entretanto, componentes toxicos encontrados em Vipera
russelli e Vipera palaestinae, ndo apresentaram citotoxicidade nesta linhagem
celular. Os mesmos autores, observaram em experimentos realizados in vitro e in
vivo, que o0s venenos foram citotoxicos contra células B16F10 e células de
condrosarcoma murino nas familias Elapidae (Naja naja atra, Naja naja naja e
Naja nigricolis), Crotalidae (Trimeresurus flavoviridis) e Viperidae (Bitis arietans,
Echis colorata, Pseudocerastes fieldi, Vipera ammodytes, Vipera bornmuelleri,
Vipera palaestinae, Vipera radii e Vipera xanthina).

Lipps e colaboradores em 1994 avaliaram o efeito antitumoral dos
venenos de duas espécies de serpentes; Crotalus atrox e Naja naja kaouthia. Ao
fracionar os venenos, todos os picos foram testados quanto a sua atividade
biolégica em células de mieloma murino, e as que apresentaram maior atividade
citotoxica foram isoladas e nomeadas atroporina e kaotree das serpentes Crotalus
atrox e Naja naja kaouthia, respectivamente. Além disso, a atroporina e kaotree
foram testadas isoladamente ou em associagdo, mostrando efeitos toxicos em
varios tipos de células tumorais humanas (mama, colon, figado e ovario) e
tumores animais como o mieloma de murino. A combinacdo de atroporina e
kaotree exibiu maior atividade antitumoral do que as fracdes isoladas,indicando

sinergismo e possivelmente diferentes moléculas alvo nas células tumorais.Os
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mesmos autores ao realizarem estudos in vitro para avaliar o efeito citotéxico
dessas proteinas observaram a reducdo de viabilidade em todas as linhagens
utilizadas, ndo mostrando efeito citotdxico sobre as células normais utilizadas nos

experimentos.

No presente trabalho,as proteinas foram fracionadas a partir de seus
pontos isoelétricos, em coluna de troca aniénica (Mono Q), visando a separacao
de proteinas acidas. Ao realizar o ensaio de viabilidade celular inicial, as células
foram tratadas durante 24 horas e posteriormente as fracdes foram retiradas e o
meio de cultura RPMI com o MTS foi aplicado e observou-se a presenca de trés
picos que apresentavam citotoxicidade em células B16F10, indicados pelos picos
VI ao VIII. Dados da literatura (Leung et al., 1976) mostram a importancia do
contato continuo do veneno com as células tumorais para a obtencdo de um

efeito antitumoral.

O mesmo autor relatou que a cardiotoxina de Naja sp. mostrou um
efeito citotoxico em tumor ascitico de Ehrlich e que a citdlise progressiva ocorre
devido a presenca de veneno continuamente. Esta atividade citolitica €

completamente interrompida se a toxina for removida.

Um fato interessante observado foi a auséncia de citotoxicidade
apresentado pelo veneno total. Acreditamos que tal fato se deve a presenca de
inbidores endbégenos no veneno como citrato, e tripeptideos inibidores de

metaloproteinases (Marques-Porto et.al., 2008).

7

Uma das principais propriedades do veneno animal € matar ou
imobilizar a presa em alguns segundos. Por outro lado, as toxinas sdo enzimas
proteoliticas que se mantém na conformacdo inativa dentro da glandula de
veneno tornando-se ativas somente ao serem injetadas na presa. Portanto,

existem mecanismos que sao responsaveis por tais regulacdes.

O citrato é um componente majoritario do veneno ofidico, as formas
complexadas do citrato se ligam fortemente fons divalente como a Ca**, Mg** e
Zn?*, o que possibilita que o citrato presente no veneno seja suficiente para inibir
enzimas que sdo dependentes desses metais para sua atividade. Por isso, a
serpente pode se proteger contra os proprios efeitos toxicos do complexo proteico

encontrado no veneno. Quando o0 veneno é injetado na presa, a concentracdo de
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citrato é diluido e as enzimas tornam-se ativas por ligagdo a ions metélicos.
Algumas enzimas sdo dependentes, sobretudo de ions divalentes como a
fosfolipase A, Ca?’ dependente (Slothoom et.al., 1982), fosfodiesterase Mg**
dependente, fosfatase alcalina Mg? ou Ca®" dependente (Iwanaga e Susuki,
1979) e proteinase dependente de zZn** (Bjarnason e Fox, 1989; Francis et.al.,
1992), ou a dissociagdo de complexos proteicos durante o fracionamento do

veneno, expondo dominios ativos, antes mascarados no veneno bruto.

O veneno de Bothrops jararaca apresenta atividade inibitéria que
previne a autoprotedlise e/ou digestdo do tecido glandular, onde existem trés
mecanismos sdo responsaveis pela inibicdo de metalopeptidases presentes no
veneno bruto, que sdo a quelacao de calcio citrato, pH &cido e inibicdo enzimatica
competitiva pela tripeptideo Pyroglutamyl-lisil-triptofano (Marques-Porto et.al.,
2008).

As fragcbes citotoxicas que foram submetidas ao processo de
descongelamento sofreram uma reducao de citotoxicidade, que supostamente &
justificado pela elevada atividade autoproteolitica apresentada por algumas PlIl. O
processo de autdlise em algumas Pl ja foi descrito na literatura. Estudos
mostram que sem a adicdo de calcio, metaloproteinases PIIl sofrem autdlise,
formando uma molécula de 43 kDa, liberando os dominios DC, como é o caso das
proteinas brevilisina H6, uma PIIl isolada do veneno da serpente Gloydius halis
brevicaudus (Fujimura et.al., 2000), a catrocolastatina, PIIl do veneno de Crotalus
atrox (Shimokawa, et.al.,, 1997) e a jararagina de Bothrops jararaca, que é
susceptivel a clivagem, na qual dominios disintegrina e rico em cisteina
permaneceriam ligados a uma parte do dominio metaloproteinase por pontes
dissulfeto, portanto, levando a uma alteracdo conformacional, dando origem a

uma forma instavel chamada jararagina-C (Moura-da-Silva et.al., 2003).

Metaloproteinases de veneno de serpentes compreendem uma série
de enzimas zinco-dependentes que apresentam massa molecular variavel e sao
responsaveis pelos efeitos hemorragicos provocados pelo envenenamento por
serpentes Viperidae e Crotalidae (Bjarnason e Fox, 1994; Kamiguti et.al., 1996 e
1998). Elas estédo presentes em alta concentracdo no veneno de Viperidae e em
menor proporgédo em serpentes da familia Elapidae (Matsui et.al., 2000).
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Na literatura, tem sido relatada a capacidade de alguns componentes
do veneno de serpentes, pertencente ao grupo de metaloproteinase, de inibir a
migracéo celular in vitro, a adesao, proliferacdo e progresséo tumoral in vivo. Por
exemplo, proteinas apoptoticas de inducdo vascular 1 e 2 (VAP1 e VAP2),
encontradas no veneno da cascavel western Diamondback (Crotalus atrox), séo
capazes de induzir morte apoptotica in vitro, mediada pelas integrinas a3p1 e
a6B1 (Masuda et.al., 1998). Crovidisina, uma metaloproteinase PIII purificada a
partir de veneno da cascavel ocidental (Crotalus viridis) promove a protedlise de

proteinas da matriz extracelular presentes em osteossarcoma (Tang et.al., 2004).

Assim, metaloproteinases podem inibir o crescimento de tumor,
gerando fragmentos proteoliticos que podem interagir com receptores
transmembranicos, como integrinas e proteinas de adesdo que séo

superexpressos em células tumorais e em células endoteliais vasculares.

Entretanto, além das metaloproteinases, outras proteinas podem sofrer
alteracdes com relacdo a citotoxicidade devido a temperatura. Patel et. al.(1969),
ao investigarem as propriedades antitumorais do veneno de Naja naja
observaram que a fracao (citotoxina) isolada deste veneno atuou sobre as células
tumorais de sarcoma de Yoshida levando a hiperplasia celular para quase o dobro
do seu volume original, seguido por encolhimento que foi acompanhado por uma
liberacdo de RNA e proteinas citoplasmaticas e destruicdo de células tumorais.
Os autores também relataram que a destruicdo das células tumorais foi
influenciada pela concentracdo de ions sodio (Na'), potassio (K*), magnésio
(Mg?*) e célcio (Ca®"), temperatura e pH.

As proteinas presentes nas fracfes citotoxicas ndo foram totalmente
isoladas. Portanto, outras proteinas além das metaloproteinases, poderiam ter
influenciado na citotoxicidade. Dentre as mais conhecidas e estudadas estéo as
disintegrinas, encontradas em diversos venenos ofidicos e que apresentam efeito
citotéxico, sendo consideradas potentes inibidores da agregacdo plaquetaria.
Dados mostram que as disintegrinas inibem a adeséo de células tumorais a matriz

extracelular em células de murino B16 (Kang et.al., 2000).

Yeh et al. (2001) mostraram que a rhodostomina em baixas

concentracbes ndo afetou a viabilidade de células tumorais B16F10. Entretanto,
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esta disintegrina foi capaz de inibir a migracao e invasao de HUVECs mediados
por receptores FGF.

A saxatilina € uma disintegrina monomeérica, contendo a sequéncia
tripeptidica Arg-Gly-Asp, um tipico motivo de adeséo celular para a glicoproteina
lIb-llla de plaquetas e integrinas avp3 de células endoteliais (Hong et.al., 2002).
Além de inibir a agregacéo plaquetéria, a saxatilina é responsavel pela inibicdo de
angiogénese e metastase de melanoma em linhagens modelo de camundongos
(Kim et.al., 2006).

O veneno de Crotalus vegrandis apresenta coloracdo amarelada, o que
indica a presenca de L-aminoacido-oxidases (LAAO), que representam
geralmente por volta de 30% do veneno bruto de serpentes, sendo citotéxico em
varias linhagens de células tumorais. Esta citotoxicidade é atribuida a formacéo
H.O-, que é citotdxico (Suhr et.al., 1999).

Naumann et.al., em 2011, observou que a BI-LAAO, uma glicoproteina
de 60 kDa encontrada na serpente Bothrops leucurus apresentava citotoxicidade
em linhagens de células de cancer do esttmago MKN-45, adeno carcinoma
HUTU, coloretal RKO e fibrolasto humano LL-24.A liberagcdo de perdxido de
hidrogénio no meio de cultura, induziu o processo apoptético nas células de
maneira dose e tempo dependente, sendo este efeito inibido pela catalase.

Estas proteinas sdo estaveis a temperaturas entre 0 a 58°C (Baby
et.al., 2011), ndo sendo possivelmente entdo as provaveis responsaveis pelo

efeito citotoxico observado nas fragcdes do veneno.

Somente o0s picos citotdéxicos foram submetidos a segunda etapa de
purificacdo, em coluna de gel filtracdo, visando a separacdo das proteinas pela
diferenca de massa molecular. No total, oito picos foram coletados, enumerados
conforme a primeira e a segunda purificacao, VI-1, VI-Il, VII-I, VII-II, VII-lI, VIII-I,
VIII-Il e VII-III, onde somente os picos VI-I e VII-lIl apresentaram reducdo da
viabilidade celular, sendo a concentracdo das amostras de 0,33 mg/mL e 0,40
mg/mL, respectivamente. Porém, outras fragdes onde a concentracdo proteica era
mais elevada como VI-II (0,48 mg/mL) e VII-IIl (0,38 mg/mL), ndo apresentaram
citotoxicidade.
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No ultimo ensaio de viabilidade celular, foram usadas concentragcfes
padrdo de toxinas (200 pg/ml) para a linhagem L929 e células B16F10, com o
objetivo de realizar uma avaliacdo comparativa dos efeitos citotoxicos. Pela
analise da figura 12, observou-se maior sensibilidade das células de melanoma

nos picos VI-11 e VIII-II.

Estudos mostram que hd uma expressao distinta de integrinas entre
células tumorais e células normais. A maior sensibilidade da linhagem tumoral
poderia ser explicada por uma expressao diferencial de uma integrina ausente na
linhagem controle ou ainda por uma maior expressdo destas moléculas na célula

de melanoma, tornando esta mais susceptivel a agédo da toxina.

Ray e colaboradores (1999), mostraram que as células B16F10
expressam altos niveis de integrinas a1,a4,05 e a6 além de B1 porém nao
expressam a2 e a3. Os dominios tipo disintegrina das metaloproteinase tipo PIII,
podem apresentar sequéncias alternativas ao motivo RGD, como o DCD ou ECD
(Souza et.al., 2000). Devido a sua alta afinidade e seletividade por integrinas, as
disintegrinas sdo consideradas antagonistas de algumas moléculas de adesao
(MacLane et.al.,1998). Estudos recentes mostraram que as disintegrinas sao
também capazes de interagir com as células e ativar vias de sinalizacdo
mediadas por integrinas (Ritter et.al., 2000). Disintegrinas que apresentam
dominios RGD, assim como peptideos ricos em cisteina podem ser considerados
tanto como antagonistas ou agonistas de integrinas, dependendo do tipo celular
(Coelho et.al., 2004).

Além da analise da influéncia da concentracdo das toxinas frente a
reducdo da viabilidade, € possivel observar pelas fotomicrografias as alteracfes
morfolégicas provocadas apods o tratamento com as fracdes coletadas a partir da

coluna de exclusdao molecular.

Yoshikura, et.al. em 1966, testaram a acdo do veneno bruto de
Trimeresurus flavoviridis e de duas proteinas hemorragicas isoladas deste
veneno: HR1 e HR2 em culturas de células HelLa, células pulmonares de
camundongo e de fibroblastos humanos.Os autores observaram que tanto o
veneno bruto quanto a proteina isolada HR2 provocavam alteracdes morfolégicas
nas linhagens celulares testadas, sem promover a morte celular. Apés a remocéo

do veneno, as células cresceram normalmente de novo.
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No ensaio imunoenzimatico Western Blot (figura 15), utilizou-se como
anticorpo priméario o anti-jararagina. A jararagina, é uma metaloproteinase com
dominio disintegrina, pertencente a classe Plll, com massa molecular de 46,7 kDa
e 421 aminoacidos que apresenta sitio catalitico dependente de zinco (Zn*). No
trabalho, foram observadas bandas reativas em praticamente todas as fracoes,
com excecdo das amostras referentes aos picos VIII-1 e VIII-IIl. A maioria das
toxinas de interesse apresentou imunoreatividade com um anticorpo policlonal
contra esta metaloproteinase, sugerindo o envolvimento destas proteases no

efeito citotdxico observado nas células tumorais murinas B16F10.

A identificacdo de metaloproteinase foi confirmado a partir da analise
dos resultados obtidos por LC/MS/MS onde verificou-se a presenca de
sequéncias homologas entre as metaloproteinase de C.vegrandis e a encontrada
na espécie C.durissus durissus, confirmando assim os dados do Western Blot. A
homologia de sequéncias, assim como a reatividade cruzada frente ao anticorpo

anti-jararagina sugere proximidade evolutiva entre ambas as espécies.

Tanjoni e colaboradores (2005) observaram que células endoteliais
expostas a jararagina apresentaram uma reducdo de viabilidade celular
acompanhada de perda de adeséao e alteragbes no formato, desencadeados pelo

processo de apoptose (Anoikis).

Ao submeter os picos citotoxicos a eletroforese em gel SDS PAGE
15%, (figura 10) foram observados a presenca de bandas de aproximadamente
25 kDa, que supostamente assemelham-se em tamanho a crotoxina, a principal
neurotoxina isolada do veneno de Crotalus durissus terrificus, corroborando com
os resultados de Kaiser e colaboradores (1987) que identificaram uma proteina
crotoxina simile no veneno de C. vegrandis, hipétese esta confirmada no ensaio
de Western Blot (figura 16), onde utilizou-se como anticorpo primario soro anti-
crotalico que reconheceu duas proteinas com massa molecular de
aproximadamente 50 e 25 kDa. Além disso, observamos também bandas de
baixo peso molecular nos picos VI-II e VII-1ll, sugerindo a presenca de possiveis

fosfolipases A..

A MVL-PLA;, originaria do veneno de Macrovipera lebetina
transmediterranea e pertencente ao grupo Il de enzimas fosfolipase A,, apresenta

acao inibitéria em algumas linhagens de células tumorais com perda de adeséo
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celular em concentragdes acima de 2 uM, tendo sido demonstrado que este efeito
antitumoral foi mediado por a5B1 e algumas outras integrinas que possuem av
(Bazaa et.al., 2009).

Véarios estudos tém mostrado que crotoxina apresenta atividade
antitumoral in vivo e in vitro e interfere no crescimento tumoral modificando
seletivamente o0s procesos celulares associados ao crescimento tumoral
(Sampaio et.al., 2010).

A citotoxicidade da crotoxina é inicialmente mediada pela interacdo de
alta afinidade com receptores presentes na superficie da célula (Montecucco
et.al., 2008) e envolve a atividade da PLA; (Corin et.al., 1993).

Donato et.al em 1996, sugerem que 0s receptores transmembranicos
envolvidos na sinalizacao celular, por exemplo, o receptor de fator de crescimento
epidermal (EGFr) sdo alvos celulares da atividade anti-proliferativa da crotoxina e
esta atividade é dependente da fragdo bésica (PLA;) da toxina.

A eficacia antitumoral mostrada in vivo, utilizando doses diarias de
crotoxina, foi demonstrada em carcinoma pulmonar de Lewis com 83% de inibicdo
do crescimento, e carcinoma mamario humano MX-1 que reduziu em 69% o
crescimento das células. A baixa atividade observada em células leucémicas HL-
60, sugere que a crotoxina pode apresentar especificidade para tumores sélidos
(Newman et.al., 1993).

Cura e colaboradores (2002) administraram doses diarias de crotoxina
durante 30 dias consecutivos em pacientes com diversos tipos de cancer como o
de préstata, gastrointestinal, mama, cabeca e pescoco, dentre outros e

observaram uma reducao significativa no tamanho dos tumores.

Ao fracionarmos o veneno total em coluna de afinidade foi observada a
presenca de grande quantidade de metaloproteinases confirmada posteriormente
pelos ensaios de Western Blot e zimografia das trés fracdes coletadas (figuras 23
e 24). Isso mostra a riqueza de proteinases presentes neste veneno, que
provavelmente seja uma das responsaveis pelo efeito hemorragico encontrado

nos acidentes ofidicos provocados pela C.vegrandis.

Ao realizar um ensaio comparativo entre os perfis cromatograficos das

serpentes venezuelana e a brasileira (figura 26) observam-se semelhancas entre
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0os venenos. Este dado foi confirmado nos ensaios imunoenziméticos Dot Blot
(figura 27) e Western Blot (figura 28 e 29) onde houve o reconhecimento pelo
anticorpo anti-crotalico de proteinas presentes em todas as fracdes coletadas,

indicando epitopos em comum nos componentes dos dois venenos.
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6. CONCLUSAO

As toxinas do veneno total da C. vegrandis foram separadas em 12
fragcbes por cromatografia de troca anidnica em sistema HPLC. O fracionamento
mostrou-se eficaz frente ao efeito citotdxico, visto que o veneno total ndo se
mostrou toxico para as células tumorais.

As fracbes de interesse foram novamente separadas na segunda
etapa cromatografica em coluna de gel filtracdo, obtendo-se proteinas semi-
purificadas. Tais proteinas apresentaram maior atividade citotoxica quando
aplicadas em células B16F10.

O efeito citotéxico foi observado nas fragdes com baixas concentracdes
protéicas, comportamento comum encontrado em alguns venenos devido a
adaptacdes encontradas nas serpentes para se proteger do efeito nocivo do
préprio veneno.

Os dados obtidos nas analises por Western Blot, Dot Blot e SDS PAGE
sugerem que esta atividade esta relacionada a presenca de principalmente
metaloproteinase(s) e também de uma molécula crotoxina-simile. Esta
metaloproteinase apresenta atividade autoproteolitica visto que, fracdes ativas
submetidas a congelamento seguido de descongelamento mostraram menor
atividade citotdxica, sugerindo labilidade da molécula ativa.

A analise por LC/MS/MS da fracao ativa confirmou a presenca de uma
metaloproteinase da classe PIlll, com homologia com uma toxina de C.durissus
durissus.

Nos ensaios comparativos observamos significativa identidade

imunoldgica entre os venenos da cascavel brasileira e a Crotalus vegrandis.
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