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RESUMO

A Physalia physalis, comumente conhecida como Caravela Portuguesa, é um
hidrozoario colonial flutuante encontrado em ampla distribuicdo pelo Oceano Atlantico.
A sua ocorréncia é frequentemente observada no arquipélago dos Acores, ocorrendo
sazonalmente em grandes aglomerados de maio a agosto. O contato com suas células
urticantes resulta no envenenamento agudo que pode provocar inflamagdo e
perturbacdes na hemostasia, afetando a agregacao plaquetdria e a coagulacdo. Embora
em outras aguas-vivas esses sintomas tenham sido associados a presenca de enzimas
proteoliticas, pouco se sabe sobre o veneno da P. physalis. Este estudo tem como
objetivo analisar a acao do veneno da P. physalis na hemostasia, centrando-se na
investigacao das enzimas presentes no veneno e o seu mecanismo de ag¢do sobre a
coagulagao.

O veneno da P. physalis foi obtido por meio de cinco métodos distintos. A
extracdo através da homogeneizacdo dos tentdculos com “ultraturrax” (Vh) e a indugdo
das células urticantes (nematocistos) por electroestimulagao (Vr), foram os métodos que
resultaram num extrato de veneno com maior atividade enzimatica. Os venenos obtidos
por esses dois métodos apresentaram diferentes padrdes proteicos, pelo que foram
ambos utilizados no estudo das enzimas e suas a¢des na coagulacao.

A analise com substratos e inibidores especificos revelou pela primeira vez que o
veneno de P physalis exibe atividade proteolitica, do tipo serino protéase,
especificamente quimotripsina, e serino metaloproteases. O veneno obtido pelos
métodos Vi e Vr exibiu atividades distintas sobre o fibrinogénio e o codgulo de fibrina,
com impacto reduzido na cascata de coagulacdo. O veneno obtido por inducdo dos
nematocistos (V1) demonstrou elevada eficiéncia na digestdo do coagulo de fibrina,
apresentando simultaneamente atividade fibrinolitica e fibrinogenolitica. Por outro lado,
o veneno obtido por homogeneizacdo dos tentdculos (Vin) ndo apresentou atividade
fibrinolitica, mas exibiu uma hidrdlise altamente especifica do fibrinogénio, gerando
péptidos de fibrina com aproximadamente 23 kDa, semelhantes aos formados pela acao
da trombina. Estes péptidos de fibrina demonstraram a capacidade de formar um

coagulo instantaneo, sugerindo um efeito pré-coagulante. A atividade pré-coagulante da



amostra Vi e a ag¢do trombolitica da amostra Vr foram confirmadas nos ensaios de lise
do coagulo de euglobulina em plasma humano. Nenhuma das amostras testadas
apresentou atividade hemolitica.

O fracionamento da amostra Vi, por FPLC, resultou em quatro fragdes com
padrées proteicos e enzimaticos distintos. Duas dessas fracdes (#2 e #3) apresentaram
acdo pro-coagulante, enquanto as outras duas fracdes (#1 e #4) apresentaram agao
fibrinogenolitica e trombolitica. A caracterizacdo da atividade enzimatica das fraces
obtidas por cromatografia permitiu determinar que a atividade trombolitica é
promovida por metaloproteases, enquanto o efeito pré-coagulante é mediado por
serino protéases. Este estudo permitiu identificar, pela primeira vez, proteinas do
veneno que podem estar envolvidas nos disturbios hemostaticos resultantes do
envenenamento agudo por P. physalis e que por este motivo podem constituir
importantes fatores de toxicidade. O seu estudo pode contribuir para o desenvolvimento
futuro de antidotos ou para o desenvolvimento de novas moléculas para terapias anti

trombdticas.
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ABSTRACT

The Physalia physalis, commonly known as the Portuguese Man-o'-War, is a
floating colonial hydrozoan found widely across the Atlantic Ocean. Its presence is often
observed in the Azores archipelago, occurring seasonally in large clusters from May to
August. The contact with its stinging cells results in acute poisoning that can cause
inflammation and disruptions in hemostasis, affecting platelet aggregation and
coagulation. While in other jellyfish these symptoms have been associated with the
presence of proteolytic enzymes, little is known about the venom of P. physalis. This
study aims to analyze the action of P. physalis venom on hemostasis, focusing on
investigating the enzymes present in the venom and their mechanism of action on
coagulation.

In this study, the venom of P. physalis was obtained through five different
methods (Vh, Fy, Fs, Ve, and V). Extraction by homogenizing the tentacles with an
“ultraturrax” (Vh) and inducing the stinging cells (nematocysts) through
electrostimulation (V1) were the methods that resulted in venom extract with higher
enzymatic activity. The venoms obtained by these two methods showed different
protein patterns, prompting the selection of both for the study of enzymes and their
actions on coagulation.

Analysis with specific substrates and inhibitors revealed, for the first time, that
the venom of P. physalis obtained exhibited proteolytic activity, specifically serine
protease, including chymotrypsin and metalloproteases. The venom obtained from the
methods Vi e V1 showed different activities on the clot formation and fibrinolysis.

The venom obtained by inducing nematocysts (V1) showed high efficiency in
digesting the fibrin clot. The study of its mechanism of action revealed that this
thrombolytic activity is promoted by metalloproteases. Additionally, it was found to
hydrolyze fibrinogen into low molecular weight fibrinopeptides, inhibiting clot
formation. On the other hand, the venom obtained by homogenizing the tentacles (Vy)
did not digest the fibrin clot but demonstrated the ability to induce clot formation

through a fibrinogen hydrolysis process mediated by serine proteases. Investigation of



its mechanism of action on fibrinogen revealed a specific hydrolysis profile, generating
fibrinopeptides of approximately 23 kDa, which were capable of forming a fibrin clot.
The pro-coagulant effect of the Vi, sample and the thrombolytic activity of the Vr sample
were confirmed in euglobulin clot lysis assays on human plasma. None of the venoms
exhibited hemolytic activity.

Fractionation of the Vi, sample by FPLC chromatography resulted in four fractions
with distinct protein and enzymatic patterns. Two of these fractions (#2 and #3)
confirmed the pro-coagulant action, while the other two fractions (#1 and #4)
demonstrated fibrinogenolytic and thrombolytic activity. The characterization of the
enzymatic activity of the fractions obtained by chromatography allowed to determine
that the thrombolytic activity is promoted by metalloproteases, while the pro-coagulant
effect is mediated by serine proteases.

This study allowed for the first-time identification of venom proteins that may be
involved in the hemostatic disturbances resulting from acute P. physalis envenomation,
that may constitute important toxicity factors. Their characterization could contribute to
the future development of antidotes or the design of new molecules for anti-thrombotic

therapies.

Key-Words: Physalia physalis; Man-o’-war jellyfish; venom; serine proteases and

metalloproteases; blood coagulation and hemostasis.
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| - INTRODUCAO

1. Distribui¢do e principais caracteristicas da morfologia da Physalia physalis

A Physalia physalis, popularmente designada por Caravela Portuguesa, é uma
espécie de hidrozoario colonial pertencente ao reino Animalia, ordem Siphonophora, filo
Cniddria e familia Physaliidae (Diaz-Garcia, 2012; Munro, 2019). E considerada dos seres
pleusténicos mais conspicuos do Oceano Atlantico, uma vez que habitam num

ecossistema compreendido na interface ar-agua (Munro, 2019).

O aparecimento de caravela portuguesa é muito comum em aguas temperadas de
clima tropical a subtropical. Por consequéncia, as orlas maritimas portuguesas, em
especial o arquipélago dos Acores, possuem um ambiente cada vez mais favoravel para
o aparecimento de P. physalis onde ocorre em “blooms” sazonais de maio a agosto. O
seu aparecimento em massa é considerado um fendmeno natural, derivado por um
aumento exponencial das colénias numa determinada area (Rodrigues, 2020). Este
fendmeno pode dever-se a fatores ambientais incluindo luz, temperatura, salinidade e
alimento, que determinam o tamanho e localizacdo das coldénias (Batista, 2021). O
surgimento de grandes massas de P. physalis em Portugal ocorre devido a fendmenos
climaticos, tais como a Oscilacdo do Atlantico Norte (NAO) e a Corrente de Golfo (Batista,
2021; Headlam, 2020; Rodrigues, 2020). Estes fendmenos abrangem o Atlantico Norte,
atingindo por consequéncia o arquipélago dos Acores, levando assim a um aumento

crescente desta espécie na regido (Headlam, 2020; Rodrigues, 2020).

P. physalis é caracterizada por possuir uma morfologia constituida por quatro
“polipos”: o pneumatdforo, gastrozodide, os tentaculos e o gonodendron. O
pneumatdforo preenchido por gas, permite que flutue e se desloque através do vento
funcionando como uma vela de um navio de guerra portugués do século XV e XVI,
conferindo-lhe o nome de Caravela Portuguesa (Batista, 2021; Munro, 2019). Os seus
longos tentaculos, que podem atingir os 30 metros de comprimento, sdo responsaveis
pela captura das presas (Batista, 2021; Munro, 2019). Ao longo dos tentaculos
encontram-se milhares de células urticantes chamadas de cnidécitos e que contém no
seu interior os nematocistos (Batista, 2021; Cunha, 2022; Munro, 2019). Os

1



nematocistos sao estruturas especializadas que quando induzidas, permitem o
envenenamento devido a libertagdao de toxinas presentes nos cnidécitos (Batista, 2021;

Jouiaei, 2015; Munro, 2019; Yap, 2018).

2. Sintomas e composi¢ao do veneno de P. physalis

Estudos realizados em peixes revelam que a toxina libertada pelo nematocisto
provoca paralisia afetando o sistema nervoso e respiratério resultando na sua morte
(Bae, 2017; Batista, 2021; Cunha, 2022; D'Ambra, 2020; Diaz-Garcia, 2012). Estas células
libertam também enzimas proteoliticas capazes de digerir as presas (Batista, 2021;

Munro, 2019).

No Homem, a picada provocada pela P. physalis resulta em dor que se estende
por todo o local da inflamacdo. Esta dor geralmente desaparece momentos apds o
contacto e a inflamacdo poderd durar algumas horas, dias ou até mesmo semanas. A
maioria das reagdes provocadas pelo envenenamento restringem-se normalmente a
nivel dérmico, originando ocasionalmente bolha, inchaco e prurido. Para além disso
poderdo decorrer sintomas sistémicos tais como dor de cabeca, vémitos, dor abdominal
e diarreia (Batista, 2021; Cunha, 2022; Diaz-Garcia, 2012; Tibballs, 2011). Sintomas mais
graves sao caracterizados pela necrose do tecido lesado, toxicidade a nivel neural,
problemas motores, respiratdrios e cardiovasculares (Bae, 2017; Batista, 2021; Cunha,
2022; Khan, 2018). Embora sejam raros, existem casos reportados em que o
envenenamento por P. physalis origina a morte do individuo (Labadie, 2012). Julga-se
gue a toxicidade cardiovascular e as alteracdes da hemostasia sejam a principal causa de
morbilidade (Batista, 2021; Cunha, 2022; Khan, 2018; Labadie, 2012). Apesar de haver
alguns estudos focados em tratamentos da picada de P. physalis, até ao momento nao
se chegou a um consenso clinico sobre qual o tratamento mais eficaz em intoxicacdo
aguda pelo veneno de P. physalis (Montgomery, 2016). O presente trabalho pretende

analisar as proteinas do veneno que sao responsaveis pelas alteracdes da hemostasia.

Embora n3o seja totalmente conhecida a composicdao do veneno de P. physalis,
sabe-se que fazem parte uma variedade de péptidos, proteinas, enzimas e inibidores de

proteinases juntamente com alguns compostos ndo proteicos (purinas, compostos de
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amonio quaterndrio, aminas biogénicas e betainas) (Batista, 2021; D'Ambra, 2020). A
tabela 1 resume as toxinas identificadas no veneno de P. physalis, embora nenhuma
destas moléculas estejam publicadas em bases de dados genéticas (e.g. NCBI). Alguns
componentes do veneno de P. physalis, como metaloproteases, fosfolipases A2,
elastases, actinoporinas e hidrolisinas (Tabela 1), estdo descritos como tendo uma acdo
hemolitica, enquanto outros, tém sido associados a degrada¢cdo da bicamada
fosfolipidica ou formam poros na membrana, como é o caso das perforinas (Tabelal)
(Cunha, 2022). A principal toxina da P. physalis é a fisalitoxina, uma glicoproteina com
um peso molecular de 240kDa que representa 28% da proteina total do veneno e é
caracterizada como uma poderosa hemotoxina e citotoxina (Batista, 2021; Labadie,
2012; Mariottini, 2014; Rodrigues, 2020; Tamkun, 1981), sendo responsavel pelos efeitos
hemoliticos e letais causados pelo envenenamento com a caravela portuguesa
(Mariottini, 2014; Tamkun, 1981). A fisalitoxina foi a primeira toxina hemolitica
purificada do veneno de P. physalis, embora a sequéncia ndo tenha sido publicada, é
também a primeira toxina purificada diretamente de nematocistos de Cnidaria (Tamkun,

1981).

As alteracGes a nivel da hemostasia e da coagulacdo sdo sintomas frequentes
causados pelas picadas de cniddrias (Mariottini, 2014). Proteinas hemoliticas tém sido
purificadas de diferentes cnidarias, nomeadamente da classe Cubozoa, que inclui
espécies em que o veneno é considerado um dos mais letais, tais como a Chironex
fleckeri, Carybdea rastoni e Carybdea alata (Mariottini, 2014). As proteinas hemoliticas
destes venenos, como as citolisinas CfTX-1 e CfTX-2, sdo consideradas importantes
fatores de toxicidade (Mariottini, 2014; Piontek, 2020). Na espécie Carybdea rastoni as
citolisinas (CrTX-l, CrTX-1l e CrTX-1ll) tém sido descritas como capazes de induzir a

agregacdo plaquetaria (Mariottini, 2014).

As enzimas do tipo serino protéases, metaloproteases e fosfolipases A2 sdo as
principais enzimas descritas no veneno de vérios cnidarias (Jouiaei, 2015), e sdo também

descritas como maioritarias no veneno de P. physalis (Cunha, 2022).

As fosfolipases A2 (PLA2) pertencem a uma classe de enzimas que catalisam a

hidrolise da membrana fosfolipidica e promovem a libertacdo de acidos gordos livres

3



(Chang, 1987; Jouiaei, 2015; Nevalainen, 2004). Estas por sua vez clivam a ligagao sn-2-
acyl dos fosfolipidos produzindo quantidades equimolares entre lisofosfolipidos e acidos
gordos livres (Chang, 1987; Jouiaei, 2015; Nevalainen, 2004). Esta enzima possui grande
interesse, uma vez que desempenham fungdes importantes como o catabolismo lipidico,
inflamacdo e transducdo de sinal (Batista, 2021; Chang, 1987; Jouiaei, 2015). A atividade
da PLA; tem sido detetada em homogenatos de tentaculos de diversas Cniddarias
pertencentes aos subfilos Anthozoa, Schyphozoa, Hydrozoa e Cubozoa e tenham sido
associadas na digestdo da presa (Jouiaei, 2015). Contudo, embora esteja descrito que
as fosfolipases PLA2s fazem parte do veneno de P. physalis, estas ndo sao consideradas

fatores téxicos do veneno (Jouiaei, 2015; Stillway, 1971).

As metaloproteases sdo consideradas importantes fatores téxicos em veneno de
cnidaria, uma vez que conseguem induzir diversos efeitos toxicos tais como edema,
inflamacdo e hemorragia (Li, 2022) sendo responsaveis, por degradar a matriz
extracelular e inibir a formacdo de codgulo sanguineo (Jouiaei, 2015). Muitas destas
enzimas sdo ativadas pelo fator de coagulacdo lla e possuem capacidade para ativar o
fator de coagulagao X, atuando na disrup¢ao dos vasos sanguineos, causando lesdes
hemorragicas fatais (Weston, 2013). Estudos focados na andlise de atividade enzimatica
e funcdes citotdxicas das metaloproteases das medusas, identificaram diversos efeitos
proteoliticos, incluindo atividades gelatinolitica, caseinolitica e fibrinolitica (Jouiaei,

2015).

As serino protéases sao também extremamente abundantes em venenos de
diversas espécies de 4guas-vivas, tendo capacidade de atuar na cascata de coagulacdo
das presas (Barzkar, 2021). Possuem capacidade de hidrolisar fatores de coagulacgdo,
perturbar a agregacdo plaquetaria e inibir a formacdo do coagulo por fibrindlise,
podendo originar hemorragias e choque hipovolémico (Barzkar, 2021). As serino
protéases “hemotodxicas” podem ter tanto propriedades fibrinoliticas, como
fibrinogenolitica, perturbando a hemostasia (Weston, 2013). Algumas destas serino
protéases sdo também capazes de ativar o plasminogénio (Weston, 2013). O isolamento
e identificacdo destas enzimas possui grande interesse, uma vez que desempenham um

papel fulcral na atividade dos venenos (Barzkar, 2021). Desta forma, é importante



estudar o modo de acdo destas protéases de modo a desenvolver terapéuticas
antiveneno e também potenciais farmacos para patologias relacionadas com disturbios

da coagulacdo.

3. Aplicagdes terapéuticas a partir do veneno de P. physalis

De modo a contrariar os distlrbios da coagulacdo, tém sido utilizados agentes
tromboliticos, como a “streptokinase” e “urokinase”, ativadores de plasminogénio
(Barzkar, 2021), que atuam como agentes fibrinoliticos naturais, convertendo
plasminogénio em plasmina e por sua vez ajudam na dissolucdo de trombos (Barzkar,
2021). Consequentemente, as enzimas fibrinoliticas comerciais tém sido amplamente
utilizadas em tratamentos, contudo esses agentes tornam-se dispendiosos e apresentam
efeitos colaterais indesejdveis tais como complicagdes hemorragicas (Barzkar, 2021). O
desenvolvimento de novos farmacos com propriedades anticoagulantes é essencial na
prevencdo e tratamento de doencas de tromboemboliticas. Alguns estudos revelaram
gue o veneno de cobra possui propriedades anticoagulantes tais como inibicao de
agregacado plaquetaria e redugao dos niveis de fibrinogénio no sangue testada com
potencial aplicacdo farmacoldgica (Rastogi, 2012). Estudos recentes tém descoberto
diversas enzimas no veneno de cniddrios com propriedades trombolitica e
antitrombadticas. O veneno da agua viva Aurélia aurita é capaz de degradar as cadeias a,
B e y de fibrinogénio in vitro que resulta numa atividade anticoagulante, associada a
enzimas do tipo serino protéases e metaloproteases (Khan, 2018), mais eficaz

comparativamente com a de alguns venenos de cobra (Dibakar Chakrabarty, 2015).



Descrita Peso
Composto Organismo em P. Atividade Bioldgica Molecul Referéncia
physalis ar (kDa)
Schyphozoa,
Cubozoa, Citolitica, neurotodxica, dano no (Jouiaei, 2015;
Metaloprot N3o* tecido 17-130 Weston, 2013)
eases Anthozoa
Anthozoa,
Cubozoa, Citolitica, Hemolitica, Digestdo da (Jouiaei, 2015;
Fosfolipase ;
Azp Schyphozoa, Sim* presa 13-45 Stillway, 1971)
Hydrozoa
Colagenase Hydrozoa Sim* Citotoxica, hemolitica 25 (Burnett, 1987)
Elastases Hydrozoa Sim* Citolitica e hemolitica N/A (Werb, 1982)
PpVv19.3 Hydrozoa Sim* Neurotdxica, cardiotdxica 4.72 (Diaz-Garcia, 2012)
PpVv9.4 Hydrozoa Sim* Hemolitica 0.55 (Diaz-Garcia, 2012)
DNase Hydrozoa Sim* Citolitica 75 (Neeman, 1980)
Hydrozoa,
Scyphozoa,
Perforinas Cubozoa e N3o* Lise celular N/A (Jouiaei, 2015)
Anthozoa
Citolitica, hemolitica e paragem
Actinopori Anthozoa, . _ o P gN (Jouiaei, 2015;
Nao* cardiorrespiratdria, agregacao 20 Podobnik, 2017)
nas odobnik,
Hydrozoa plaquetdria
. . Citolitica, digestdo da presa
Hidrolisina Hydrozoa, N . o
Nao* hemolitica e paragem 27-31 (Jouiaei, 2015)
s Anthozoa . .
cardiorrespiratoria
Fisalitoxina Hydrozoa Sim* Hemolitica 240 (Tamkun, 1981)
Hydrozoa,
Serotonina Y N3o* Vasodilatagdo e dor aguda N/A (Jouiaei, 2015)
Anthozoa

Tabela 1 — Composicdo do veneno da Physalia physalis com base em Batista (2021).

*Sim - Atividade do veneno é compativel com estas moléculas e ja foram descritas em P.

physalis; *Ndo — A atividade do veneno é compativel com estas moléculas, mas ainda

ndo foram descritas em P. physalis.




4. Racional e objetivos da presente dissertagao

Como descrito acima, o veneno de P. physalis provoca disturbios hemostaticos
nas vitimas. Muitos dos sintomas sdo aparentemente contraditérios, uma vez que em
alguns casos sdo reportados casos clinicos de hemorragia e, noutros casos, é reportada
a formagdo de coagulos. Algumas familias de enzimas, nomeadamente serino e
metaloproteases, tém sido associadas a estes sintomas. No entanto, em P physalis,
embora este tipo de atividade enzimdtica tenha sido reportado no veneno, foi ainda

estabelecida uma associagdo entre a atividade e os disturbios na coagulagao.

O objetivo desta dissertacdo é analisar a atividade enzimdtica do tipo serino e
metaloprotease no veneno de P. physalis e estudar a sua acdao na coagulagdo do

sanguinea.



Il - Materiais e Métodos

1. Recolha dos tecidos e prepara¢ao das amostras

No presente trabalho foram utilizadas amostras de tentaculos de Physalia physalis
de espécimes recolhidos junto a costa da Ilha de S3o Miguel, ao largo da Ribeira Quente,
no mar dos Acores, no més de junho do ano de 2022. A captura realizou-se com a ajuda
de um camaroeiro, tendo os espécimes sido colocados numa caixa térmica juntamente
com 3agua do mar e transportados de imediato para o laboratdrio da Faculdade de
Ciéncias e Tecnologia da Universidade dos Acgores, onde se separou os tentaculos do
pneumatdforo. A regido distal dos tentaculos foi segmentada com um bisturi em
fragmentos de 1 cm, com 350 a 400 mg, colocado em tubos eppendorf e armazenados

a -80°C.

2. Extragdo do veneno

No presente estudo foram utilizados 5 métodos de extracdo distintos por forma
a comparar o método mais eficiente para obtencao das enzimas do veneno: dois
métodos de homogeneizacdo mecanica, utilizando esferas de vidro (Carrette, 2004) e
homogeneizacdo com “ultraturrax” (Pongprayoon, 1991); um método de
homogeneizacdo fisica por sonicacdo (Bloom, 1998); e, dois métodos de extracdo por
inducdo das células urticantes por electroestimulacdo (Toubarro, 2023) e por indugao
quimica com etanol (Jouiaei, 2015). Para o veneno/extrato obtido com cada um destes
métodos foi dada as seguintes designacbes: Fy, para homogeneizacdo com esferas de
vidro; Vh, para homogeneizacdao com “ultraturrax”; Fs, para sonicac¢ao; Vr o veneno
obtido por electroestimulagdo; e, V, para o a extragao por imersao do tentaculo em

etanol.

Para a extracdo mecanica do tentdculo com esferas de vidro (150 — 212um),
adicionou-se ao tentaculo 400uL de tampao fosfato (PB), 20mM a pH 7 e esferas de vidro
em microtubos. Levou-se 0s microtubos ao vortex a durante 10 minutos a 4°C e
posteriormente centrifugou-se a 12 000g, a 4°C, durante 5 minutos. Recolheu-se o

sobrenadante (Fv) que foi separado em diferentes aliquotas e armazenado a -20°C até
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ser utilizado. Na extracdo de veneno por homogeneizagdo do tentaculo com
“ultraturrax”, adicionou-se 400ul de tampdo fosfato 20mM, a pH 7, ao tecido e
homogeneizou-se durante 3 periodos de 10s, seguidamente centrifugou-se a 12 000 g,
a 4°C, durante 5 minutos. O sobrenadante obtido foi distribuido em diferentes
eppendorfs (Vi) e armazenado a -20°C. Durante o método de extracdo de veneno por
sonicagao, colocou-se o tentaculo em tampao fosfato 20mM, a pH 7, e submeteu-se a
ultrassons, em banho de gelo, utilizando um sonicador de sonda programado com 5x 30-
ciclos a 30 kHz. Em seguida centrifugou-se as amostras a 12 000g, a 4°C, durante 5

minutos. Realizou-se aliquotas (Fs) com o sobrenadante obtido e armazenou-se a -20°C.

No método de extracdo de células urticantes por electroestimulacdo, adicionou-se
100pL de 0,9% solugdo salina de cloreto e sédio (NaCl) ao tentdculo numa camara de
eletroporacao, realizando uma aplicacdo elétrica de 8 volts. Efetuou-se aliquotas (V7) e
armazenou-se a -20°C. Para a extragdao do veneno por indug¢do quimica com etanol,
colocou-se o tentaculo em 100ul de etanol a 90%, durante 30s a temperatura ambiente,
em seguida liofilizou-se o homogeneizado. Obteve-se um precipitado no fundo em que
se suspendeu com 400uL de Tampao Fosfato 20mM a pH 7 e deixou-se em gelo até
dissolver completamente. Realizou-se aliquotas (Ve) e armazenou-se a -20°C. A proteina
presente no veneno obtido foi quantificada através de medi¢cao no NanoDrop 2000c

(Thermo Scientific).

3. Perfil proteico do veneno

As amostras de veneno de P. physalis obtidas por diferentes métodos de
homogeneizacdo do tentdculo (por ultraturrax — Vi; esferas de vidro — Fy; por sonicagao
Fs) e por inducdo de células urticantes (por etanol — Vp e electroestimulagdo — Vr), foram
analisadas por SDS-PAGE, segundo o método de Laemmli (Laemmli, 1970), utilizando-se
um sistema de eletroforese vertical Mini-protean Il Cell (Bio-Rad). Para a separacdo
eletroforética por SDS-PAGE, foi utilizado 150ug de proteinas de cada um dos estratos
de veneno obtidos nos diferentes métodos, diluido em tampdo Laemmli com B-

mercaptoetanol, aquecido a 90°C, durante 10 minutos, e aplicado no gel de acrilamida



a 12%. A corrida eletroforética foi realizada a 4°C, durante 90 minutos, sendo que os

primeiros 20 minutos decorreram a 90 volts e a restante corrida realizou-se a 150 volts.

Para a coloracdo de Azul Coomassie das proteinas utilizou-se uma solucdo de
coloragao a 0,1% de Azul Coomassie R-250. Por ultimo, o gel foi descorado com uma
solugdao de 50% de metanol, 10% de acido acético e 40% de dgua destilada e deixou-se

em agitacdo até observacao do perfil de bandas proteicas.

4. Perfil de protéases do veneno

Para obter o perfil de protéases do veneno realizou-se uma separacao eletroforética
das proteinas por zimograma de gelatina dos diferentes métodos de homogeneiza¢ao
do tentdculo (Vh; Fy; Fs) e por inducdo de células urticantes (Ve e V1), segundo o método
de Laemmli (Laemmli, 1970) com ligeiras modifica¢Ges. O gel de separacao foi preparado
a 12% de acrilamida com 0,04% gelatina. Para a separacao SDS-PAGE foi utilizada 70ug
de cada uma das amostras, solubilizadas em tampao Laemmli ndo desnaturante e a
corrida eletroforética foi realizada a 4°C, durante 90 minutos. Nos primeiros 20 minutos
decorreu a 90 volts e o restante tempo de corrida a 150 volts. Apds a corrida, o gel foi
lavado com agua destilada, durante 10 minutos seguido de duas lavagens com Triton-
100, a 2,5%, 10 minutos cada. Lavou-se o gel em tampao de incubagdo (10mL de Tris-
HCL a 0,05M, com 10puL de CaCl, 1mM, 10uL de MgCl, 1ImM e 89,8mL de H,0 destilada)
e incubou-se 30 minutos. Para a coloracao do gel utilizou-se uma solucdo de coloracdo
0,1% de Azul Coomassie R-250. O gel foi descorado com uma solugao de 50% de
metanol, 10% de acido acético e 40% de 4gua destilada e deixou-se em agitacdo até

observacao do perfil de bandas de digestao.

5. Atividade proteolitica em substrato generalista azocaseina

Neste ensaio testou-se a atividade enzimatica do sobrenadante utilizando um
substrato generalista azocaseina a 2%, segundo a metodologia de Wang et al. (Wang,
2004), com ligeiras modificaces. O ensaio realizou-se a pH 7,5 e a uma temperatura de
37°C para as diferentes amostras de veneno. Para cada amostra (Vh, Fy Fs, Vp e V1),

pipetou-se 20uL para um eppendorf, adicionou-se 30uL de tampao Tris-HCla 1M pH 7,5
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e 50uL de Azocaseina a 2% e incubou-se durante a noite. No controlo negativo foi
adicionado 50puL de tampdo Tris-HCl 1M a pH 7,5, e 50uL de azocaseina a 2%. Apds a
incubacado, adicionou-se 30uL de TCA a 100% a cada eppendorf e incubou-se no gelo
durante 10 minutos. Em seguida, centrifugou-se as amostras a 15 000g, durante 5
minutos, e transferiu-se 50uL de sobrenadante de cada amostra para uma placa de 96
pogo. Adicionou-se 10puL de solu¢gdao de NaOH 1M em cada pogo para parar a reagao e
procedeu-se a leitura da placa a 450nm, num leitor de microplacas (Thermo Scientific
Multiskan Fuc). Foram efetuadas trés réplicas para cada amostra, para avaliagdo de

significancia estatistica.

6. Atividade proteolitica em substrato generalista com inibidores especificos

Para o ensaio com inibidores especificos, utilizou-se o substrato generalista
azocaseina a 2% com base na metodologia descrita por Lomonte (Lomonte, 2014) com
ligeiros ajustes. Neste ensaio, utilizou-se inibidores especificos para serino protéases:
TLCK a 50mM (Sigma T4376); APMSF a 100mM (Sigma A6664); 3,4 DCl a 10mM (Sigma
D7910); Chymostatin a 5mg/mL (Sigma C7268); STl a 3mg/mL (Sigma T0256); e,
Aprotinin a 10mM (Sigma A1153). Para metaloproteases utilizou-se Phosphoramidon a
5mM (Sigma R7385) e EDTA a 0,5M (Sigma ED2SS). Juntou-se num eppendorf, 30uL de
amostra, 10uL de inibidor especifico e levou-se a incubar a 37°C durante 20 minutos. Em
seguida adicionou-se 10uL de Tampao Tris-HCl 50mM a pH 7,5 e 50uL de substrato
Azocaseina 2% e incubou-se a 37°C durante a noite. Para o controlo positivo, colocou-se
30pL de amostra, 20puL de Tampao Tris-HClI 50mM a pH 7,5 e 50 uL de Azocaseina 2%.
Para o “branco” utilizou-se 50uL de Tampao Tris-HCI 50mM a pH 7,5 em que se adicionou
50uL de Azocaseina a 2% e levou-se a incubar tal como as amostras. Apds incubagdo
adicionou-se 30uL de TCA a 100% em cada eppendorf e deixou-se em gelo durante 10
minutos. Centrifugou-se todos os microtubos a 15 000 g, a 4°C, durante 5 minutos,
transferiu-se 50 plL de sobrenadante obtido para uma placa de 96 pocos e adicionou-se
10 pL de NaOH 1M em cada poco. A absorbancia foi medida a 450nm num leitor de

microplacas Multiskan Fuc (Thermo Scientific).
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Neste ensaio efetuou-se trés réplicas técnicas para cada amostra Vn, V1, para
avaliacdo de significancia estatistica. A percentagem de inibicdo foi calculada através da

diferenca de absorvancia em comparacdo com a amostra nao inibida.

7. Atividade proteolitica em substratos especificos

A andlise de atividade proteolitica com diferentes substratos especificos permitiu
caracterizar a atividade enzimatica das amostras de veneno, utilizando o método de
Endean and Henderson (Endean, 1969) com ligeiras modificacGes. Utilizou-se substratos
especificos para serino protéases: ALA-ALA-PHE (Sigma A9148), GLY-GLY-PHE (Sigma
S$1899); GLY-GLY-ARG (Sigma C7784); PRO-PHE-ARG (Sigma B2133-25MG); ALA-ALA-
PRO-MET (Sigma M7771); e, GLY-GLY-LEU (Sigma C3022). Foi ainda usado o substrato
para carboxipeptidases N-Benzoyl-L-Tyrosine (Sigma B6760) e substrato para
aminopeptidases L-proline (Sigma P5267). Todos os substratos especificos foram usados
a uma concentragcdao de 10mM. Para cada amostra V, e V1, pipetou-se 25uL numa
microplaca de 96 pogos e adicionou-se 20uL de tampao Tris-HCl a 1M, pH 7,5, e 5ulL de
substrato especifico. No “branco” adicionou-se 25uL de tampao Tris-HCI 1M, pH 7,5, e
25uL de amostra. Efetuou-se trés réplicas técnicas para cada tipo de amostra (Vi e V1,)
para avaliacao de significancia estatistica, através do valor da média e desvio padrdao. Em
seguida, procedeu-se a leitura da microplaca através do leitor de microplacas (Thermo
Scientific Multiskan Fuc) a um comprimento de onda de 405 nm. Realizaram-se leituras

em intervalos de 10 minutos por um periodo maximo de 1 hora, a 37°C.

Foram realizados ensaios de inibigdo com os substratos especificos ALA-ALA-PRO-
PHE e ALA-ALA-PRO-PHE. Para estes ensaios, o procedimento foi semelhante ao descrito
acima, tendo-se adicionado um passo de incubacdo com o inibidor especifico, durante
30 minutos, a 37°C, antes da adicdo do substrato. A percentagem de inibicdo foi

calculada através da reducdo da Vmsx €m comparacdo com a amostra ndo inibida.

8. Atividade do veneno sobre o coagulo de fibrina

Os venenos Vh e V1 foram testados quanto a atividade fibrinolitica, na digestdo do

coagulo de fibrina previamente formado segundo o método, de Bajwa (Bajwa, 1980),
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com pequenas alteragdes. Primeiramente, preparou-se uma solu¢do de fibrinogénio
(Sigma 341573) a uma concentragdo final de 4mg/mL em tampdo de incubagdo
constituido por 10mL de Tris-HCL 0,05M, 10uL de CaCl, 1mM, 10 yL de MgCl; 1ImM e
89,8 mL de H,0 destilada. Seguidamente, transferiu-se para uma microplaca de 96
pocos, 50uL de solugdo de fibrinogénio, adicionou-se 20uL de trombina diluida 1U/mL e
incubou-se a 37°C, durante 30 minutos. Posteriormente, adicionou-se sobre o codgulo
formado 20 pL de amostra e 10uL de solucdo tampao fosfato 20mM, a pH 7. No controlo
positivo procedeu-se de igual modo, no entanto, apds incubagao a 37°C colocou-se 30
pL tampao fosfato 20mM, a pH 7, sem amostra. No controlo negativo foi utilizado
exatamente o mesmo protocolo da amostra, mas em detrimento da trombina utilizou-
se Tris-HCI 0,005M. No “branco da amostra” ndo se utilizou fibrinogénio nem trombina.
Os resultados foram obtidos através da leitura de absorbancia a 405 nm no leitor de
microplacas Multiskan Fuc (Thermo Scientific), recorrendo ao software Thermo Scientific
Skanlt para as leituras cinéticas em intervalos de 5 minutos durante 1 H e a uma

temperatura de 37°C.

9. Atividade do veneno sobre o fibrinogénio

Apds avaliacdo da atividade fibrinolitica das amostras Vh e Vi, procedeu-se a
testagem de atividade fibrinogenolitica. Preparou-se uma solucdo de fibrinogénio a uma
concentracdo final de 4mg/mL e solubilizou-se em 1mL de tampao Tris-HClI 1M, a pH 7,5,
e 75mM de NaCl. Numa placa de 96 pocos colocou-se 50 uL de solucdo de fibrinogénio
com 20uL de amostra e levou-se a microplaca a incubar a 37°C durante 30 minutos. Apds
incubacdo, adicionou-se 10uL de trombina 1U/mL e 20uL de tampdo de incubagéo, tal
como descrito no ponto 8. No controlo positivo colocou-se tampao fosfato 20mM, a pH
7, em detrimento de amostra. No controlo negativo adicionou-se se 10uL de H;0
destilada e 10puL de tampdo fosfato 20mM, a pH 7, em detrimento da trombina e da
amostra. No “branco da amostra” colocou-se 10ulL de H,0O destilada em detrimento da

trombina.
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A leitura foi realizada num leitor de microplacas (Thermo Scientific Multiskan Fuc), a
um comprimento de onda de 405nm em intervalos de 5 minutos durante 1 H a uma

temperatura de 37°C, como descrito anteriormente.

10. Atividade fibrinogenolitica do veneno, por SDS-PAGE

Para a andlise fibrinogenolitica dos venenos, incubou-se 10uL de amostra Vh e V1 5
uL de solugdo de fibrinogénio a 4mg/mL, durante 30 minutos, a 37°C. Foi também
realizado um controlo de fibrinogénio, sem amostra, incubado nas mesmas condigdes.
Depois da incubacgdo, pipetou-se 3uL de cada uma das solugbes (controlo de
fibrinogénio, e tratamento com Vh e V1) e 2uL de Loading Buffer 5x, com [-
Mercaptoetanol, e desnaturou-se, durante 5 minutos, a 95°C. Correu-se a amostra num
gel de acrilamida a 12%, seguindo o método descrito no ponto 3. Para a coloracdo das
proteinas utilizou-se uma solugdo de coloragdo 0,1% de Azul Coomassie R-250. O gel foi
descorado com uma soluc¢do de 50% de metanol, 10% de acido acético e 40% de agua

destilada e deixou-se em agitacdo até observac¢do das bandas.

A atividade fibrinogenolitica dos venenos Vi e V1 foi também analisada, por
zimograma de fibrinogénio. Para esta analise o gel de eletroforese foi suplementado com
fibrinogénio 0.04% e as amostras corridas em SDS-PAGE a num gel a 12%, tal como
descrito anteriormente no ponto 4 para o zimograma de gelatina. De seguida, lavou-se
o gel em Triton-100 a 2,5%, seguido de 2 lavagens com tampao de incubacdo (10mL de
Tris-HCL a 0,05M, com 10 uL de CaCl; 1mM, 10uL de MgCl, 1ImM e 89,8 mL de H,0
destilada) e incubou-se 30 minutos. Para a coloracdo do gel utilizou-se uma solucdo de
coloragao 0,1% de Azul Coomassie R-250. O gel foi descorado com uma solugao de 50%
de metanol, 10% de acido acético e 40% de agua destilada e deixou-se em agitacdo até

observacao do perfil de bandas de digestao.

11. Atividade fibrinolitica do veneno

A atividade dos venenos obtidos com os métodos de extracdo distintos, Vhe Vr
foi testada quanto a acdo sobre a lise do coadgulo de euglobulina, em uma microplaca de

96 pogos medida através da reducdao da absorvancia na lise do codgulo plasmatico,
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utilizando o método de Copley (Copley, 1959), com ligeiras modificagdes. Foi utilizado
plasma de duas amostras de sangue humano sauddvel, recolhidos numa solugdo de
citrato de sédio, cedido pela clinica Forjaz Sampaio. Foram testados os venenos obtidos

pelo método Vi e Vr.

Para preparacdo da solu¢do de euglobulina, adicionou-se 7,2mL de dgua MiliQ, a
4°C, 600uL de CH3COOH a 0,25% e 800uL de plasma e deixou-se em gelo durante 10
minutos. Em seguida, levou-se a centrifugar a 2000 g, durante 5 minutos, a temperatura
ambiente, removeu-se o sobrenadante e deixado secar o precipitado criado, em gelo, na
cdmara de fluxo laminar durante 10 minutos. Posteriormente, suspendeu-se o
precipitado obtido com 1500 pL de tampdo borato de sédio 2,6mM, a pH 8,4,
suplementado com NaCl a 154mM. Solubilizou-se em banho-maria durante 1 minuto a

37°C, vortexou-se e colocou-se em gelo.

Para preparacdo do coagulo, adicionou-se 50uL da “solucdo de euglobulina”
preparada anteriormente e 25uL de amostra de veneno numa microplaca de 96 poc¢os.
Para inducdo do coagulo, adicionou-se a cada um dos pocos 25ulL de solugdo CaCl2
0,05M e 10puL de tampao fosfato 20mM a pH 7 e levou-se a incubar a microplaca, durante
10 minutos, a 37°C. Foram preparados para este ensaio trés controlos. Para o “controlo
positivo” adicionou-se 20 pL de tampao fosfato 20mM, a pH 7, em detrimento do veneno
e procedeu-se a indu¢do do codgulo de igual modo. Para o controlo negativo, adicionou-
se 50uL de tampao borato em detrimento da euglobulina e 20ul de veneno e procedeu-
se de igual modo. Para o “branco da amostra”, procedeu-se de igual forma a preparagao
da amostra, e levou-se a incubar também a 37°C, mas em detrimento da solucdo de

coagulagao (solugdao CaCl2 0,05M) juntou-se dgua destilada.

A medicdo da formacdo do codgulo foi obtida através da leitura de absorvancia num
leitor de placas (Thermo Scientific Multiskan Fuc). As leituras foram realizadas em
intervalos de 5 minutos durante 1H a um comprimento de onda de 405nm, a 37°C,

recorrendo ao software Thermo Scientific Skanlt.
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12. Ensaio de atividade hemolitica do veneno

A acdo do veneno de P. physalis foi testada quanto a capacidade de lise das
hemacias através de um ensaio de atividade hemolitica segundo método de Chakrabarty
(D. Chakrabarty, 2000), com ligeiras alteracdes. Para este ensaio foi utilizado apenas a
amostra Vi e V1. Realizou-se uma suspensado de hemacitos obtidos de sangue citrato, a
1:50 numa solugdo fisiolégica de NaCl a 0,8M. Em uma microplaca de 96 pogos,
transferiu-se 50uL de suspensdo de hemdcitos e adicionou-se 20uL de amostra de
veneno. Para o controlo, em detrimento da solucgdo fisioldgica, utilizou-se dgua destilada.
A observacdo de hemolise das células sanguineas foi realizada através de observacdo ao

microscépio Otico.

13. Fracionamento cromatografico do veneno

O veneno foi primeiramente aplicado numa coluna de exclusdao molecular Cytiva
Hitrap Desalting de 5mL, equilibrada com Tris-HCI 50mM e 1M de NaCl a pH 8,8 (Tampao
B), e corrida num sistema de Fast Protein Liquid Chromatography (FPLC da GE Healthcare
Life Sciences) a 5°C, no mesmo tampado, permitindo separar moléculas de peso
molecular inferiores a 10kDa, e sais. Depois, a fracdo eluida (superior a 10kDa) foi
aplicada numa coluna de exclusdo molecular Superdex 200 (GE), e corrida no mesmo
aparelho e com o mesmo tampado. A proteina eluida foi recolhida em fracGes de 2 mL
em eppendorfs, com um coletor automatico acoplado ao sistema de cromatografia. As
fracdes correspondentes a cada um dos picos cromatograficos foram juntas num pool,
concentradas em “filtros de centrifuga¢do” Centricon-Ultra, com um “cut-off” de 10 kDa
e trocado o tampado para Tris-HClI 50mM a pH 8,8. Cada um destes picos foi aplicado,
separadamente, numa coluna de toca iénica Hitap Q HP de 2 mL equilibrada com Solugao
Tris-HCl 50mM, a pH 8,8, e corridos em FPLC. A proteina foi eluida com concentracado
crescentes de Tris-HCI, 50mM, a pH 8,8, com 1 M NaCl, perfazendo no total 4 steps
lineares - 10%, 30%, 60% e 100%. As fracdoes foram recolhidas e juntou-se as
correspondentes aos mesmo picos cromatograficos. Em seguida, concentrou-se por
ultrafiltracdo, utilizando Centricons com “cut-off” 10kDa e trocou-se o tampao para

fosfato 20mM, a pH 7,5, para realizagcdo dos ensaios enzimaticos e de coagulacao.
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14. Perfil proteico e perfil de digestao das frag6es cromatograficas de veneno

As amostras correspondentes a cada um dos picos obtidos na cromatografia por
troca idnica foram analisadas por SDS-PAGE, utilizando a metodologia descrita no ponto
3. De modo a obter uma concentracdo de 100ug/uL para aplicar no gel, realizou-se uma
precipitacdo das amostras em acetona. Para tal, adicionou-se 20uL de TCA a 100% a
amostra, deixou-se em gelo durante 30 minutos e centrifugou-se a 10 000 g, durante 10
minutos, a 4°C. Em seguida, lavou-se o sobrenadante com 1mL de acetona refrigerada e
centrifugou-se a 10 000 g, durante 5 minutos, a 4°C. Transferiu-se o sobrenadante para
um eppendorf e adicionou-se 10uL de tampdo Tris-HCl a 50mM, pH 8,8, e 3 L de
Loading Buffer 5x com B-Mercaptoetanol. Por fim, deixou-se a hidratar em gelo e de

seguida solubilizou-se o precipitado.

De forma a visualizar a atividade proteolitica das amostras de veneno obtidas apds o
fracionamento de cromatografia de troca idnica, realizou-se uma separagao
eletroforética em zimograma com substrato de gelatina. Este ensaio foi realizado
segundo o procedimento descrito no ponto 4, sendo que em cada poco foi aplicado 50ug

de amostra.
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lll - Resultados
1. Andlise do perfil proteico do veneno por SDS-PAGE

Os resultados obtidos por SDS-PAGE (Figura 1) revelaram um perfil proteico
muito semelhante para as amostras Vi, Vp, Fy e Fs, ao nivel do peso molecular. E possivel
visualizar a presenca de uma banda maioritdria com um peso molecular de
aproximadamente 20kDa e trés bandas menos intensas, 24kDa, 26kDa e 36kDa
respetivamente. Ndao obstante, a amostra Vj revelou a banda de 20kDa mais intensa do
gue as outras 3 amostras e ainda bandas novas, com pesos moleculares entre 75 e 50
kDa e com pesos moleculares préximos de 10kDa. Para a amostra Vr, observou-se um
perfil proteico muito distinto das restantes amostras, apresentando duas bandas de
aproximadamente 70kDa e 55kDa, duas bastante intensas entre 50kDa a 40kDa, as
guatro bandas de 24kDa, 26kDa, 36kDa e 20kDa identificadas nas amostras obtidas por
homogeneizacdo e uma mancha intensa na faixa entre os 12kDa e 5kDa.

MM v, Vr V, F, F,
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Figura 1 — Perfil proteico do veneno de P. physalis obtido através de SDS-PAGE. Analise
de diferentes métodos de extracdo homogeneizacao do tentaculo (por “ultraturrax” - Vi;
esferas de vidro - Fy; por sonicacdo -Fs), por inducdo de células urticantes (por etanol -
Vp e electroestimulacdo — V).
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2. Anadlise do perfil de protéases do veneno por zimograma de gelatina

A separacdo eletroforética das proteinas do veneno de P. physalis, através de
zimograma em substrato de gelatina, permitiu visualizar e quantificar a atividade
proteolitica das enzimas presentes no veneno obtido nos diversos métodos de extracao
(Vh, V1, Vp, Fyv € Fs) (Figura 2). Os resultados obtidos revelaram que o perfil proteico foi
semelhante nas amostras Fy, Fs e Vi, apresentando uma banda de digestao intensa com
um arrastamento entre os 250kDa e os 70kDa, duas bandas de digestdo nitidas muito
préximas de 55kDa e uma terceira banda pouco intensa de aproximadamente 35kDa. A
amostra Vp, apresentou muito pouca digestdo no zimograma de gelatina, tendo sido
possivel distinguir uma digestdo residual nas bandas de 75kDa e 55kDa (Figura 2).
Relativamente a amostra V1, a semelhanga do que tinhamos observado no perfil SDS-
PAGE, apresentou um perfil de digestdo completamente distinto. Nesta amostra, para
além de apresentar as mesmas bandas de digestdo nos pesos moleculares descritos nas
amostras Fy, Fs e Vi, observou-se uma grande mancha de digestao entre os 25kDa e os

50kDa, bem como uma banda de digestdao nova com cerca de 20kDa.
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Figura 2 — Gel de eletroforese zimograma com amostras de veneno de P. physalis em
substrato de gelatina. As amostras de veneno foram obtidas através de diferentes

métodos de extracdo: Fy, para homogeneizacdo com esferas de vidro; Vi, para
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homogeneizacdo com “ultraturrax”; Fs, para sonica¢dao; Vr o veneno obtido por

electroestimulagdo; e, V, para o a extragao por imersao do tentaculo em etanol.

3. Atividade proteolitica do veneno em substrato generalista

Apds andlise do perfil enzimatico das amostras obtidas por diferentes métodos
de extracdo Vi, V1, Vp Fy e Fs (Figura 2), testou-se a atividade proteolitica das amostras
em substrato geral azocaseina. A amostra Vr apresentou uma atividade enzimdtica
significativamente muito maior, cerca de 7,5 vezes, que as restantes amostras. A amostra
Vh apresentou maior que as amostras Vp Fy e Fs, embora ndo seja significativamente

diferente (Grafico 1).
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Gréfico 1 — Ensaio de atividade proteolitica amostras de veneno de P. physalis obtidas
por diversos métodos de extracao testadas em azocaseina, medida através dos valores
de absorvancia. Amostra obtida por homogeneizacdo: Fy, para homogeneizacdo com
esferas de vidro; Vi, para homogeneizacdo com “ultraturrax”; Fs, para sonicacdo; Vr o
veneno obtido por electroestimulagao; e, Vp para o a extragdo por imersao do tentaculo
em etanol. Andlise estatistica realizada por ANOVA; a) — apresenta diferencas

significativas (p<0,05); b) — ndo apresentam diferencas significativas entre si (p<0,01).
4. Anadlise da atividade proteolitica do veneno

Apds andlise do perfil enzimatico por zimograma, em SDS-PAGE, selecionou-se

as amostras de veneno de P. physalis extraido por homogeneizac¢do Vi, e por inducdo de
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células urticantes V1, para analise das principais familias de enzimas presente no veneno,
utilizando diferentes inibidores especificos. Foram selecionadas apenas estas duas
amostras por apresentarem perfis de hidrolise distintos. Tratou-se a amostra Vx com
inibidores de metaloproteases onde observou-se uma perda de atividade,
nomeadamente, o EDTA e Phosphoramidon, e para inibidores de serinos protéases 3,4
DCI, APMSF e Aprotinin. A amostra Vr apresentou uma forte inibicdo em STl e APMSF, os
inibidores especificos para serino protéase do tipo tripsina e quimotripsina.
Comparando a inibigdo de atividade enzimatica dos dois venenos observou-se diferengas
significativas. A amostra Vj apresentou uma reducdo de atividade proteolitica de 68% e
61%, para os inibidores EDTA e 3,4 DClI, significativamente mais elevada (p<0,05) que a
amostra V1. A amostra Vr apresentou uma inibicdo significativa maior (p<0,05) para o

inibidor STl de 38,2% (Grafico 2) que a amostra V.
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Grafico 2 — Ensaio de inibicdo de atividade proteolitica. Ensaio realizado em substrato
generalista azocaseina, a 2%, com amostra de veneno obtida por homogeneizagao -
e por indugdao de células urticantes - V. Andlise estatistica realizada por ANOVA; * -
Diferenca estatistica significativa (p < 0,05); ** - Diferenca estatistica muito significativa

(p<0,01
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A andlise de atividade proteolitica com diferentes substratos especificos permitiu
confirmar as diferentes familias de protéases do veneno. Na amostra Vi obteve-se maior
atividade enzimatica para o substrato ALA-ALA-PHE, substrato especifico para serino
protéases do tipo quimotripsina. Relativamente a amostra V1 observou-se uma maior
atividade enzimatica para o substrato L-PROLINE, especifico para aminopeptidases, bem
como, para substratos especificos de serino protéases ALA-ALA-PRO-MET, ALA-ALA-PHE,
GLY-GLY-PHE e PRO-PHE-ARG do tipo quimotripsinas e “thrombin-like” (Gréfico 3).
Comparando a atividade enzimatica dos dois venenos observou-se diferengas
significativas entre os substratos especificos. Para a amostra Vh observou-se uma
atividade enzimatica significativamente mais elevada para o substrato ALA-ALA-PHE
(p<0,05). Em relacdo a amostra V1 observou-se uma atividade enzimatica significativa
maior (p<0,05) para os substratos L-PROLINE, GLY-GLY-PHE, PRO-PHE-ARG e ALA-ALA-
PRO-MET (Grafico 3).
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Gréfico 3 — Atividade enzimatica com substratos especificos. Amostras de veneno
obtidas por: homogeneizacdo — Vy; inducdo de células urticantes — V. Andlise estatistica
realizada por ANOVA; * - Diferenca estatistica significativa (p < 0,05); ** - Diferenca

estatistica muito significativa (p < 0,01).
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5. Atividade do veneno sobre o codgulo de fibrina

Atividade fibrinolitica foi testada através das medi¢Ges de alteragbes de
absorvancia resultantes da digestao do codgulo de fibrina. Apds aplicacdo da amostra Vi
sobre o coagulo formado, os valores de absorvancia mantiveram-se constantes ao longo
de 60 minutos, ndo havendo uma reducao significativa relativamente ao codgulo nao
tratado (C*), ou seja, a amostra ndo foi capaz de digerir o codgulo de fibrina.
Surpreendentemente, na amostra de fibrinogénio em que se aplicou Vi e nado se
adicionou trombina para induzir o coagulo (C), também se verificou a formag¢do de um
coagulo. O que significa que houve formagdo de um codgulo induzido pela agdo da
amostra Vi (Grafico 4 - A). Relativamente a amostra V7, verificou-se que os valores de
absorvancia reduziram significativamente apds a adicdo do veneno sobre o coagulo
formado, passando de um valor de 1,5 nm para aproximadamente 0,5 nm (Grafico 4 -
B), o que representa uma redugdo de 75% da absorvancia do coagulo apdés 60 min,
indicando uma atividade fibrinolitica bastante notéria. Na amostra V1 de em que ndo se
adicionou trombina ao fibrinogénio para indugdo do codgulo, ndo se verificou a

formacdo do codgulo, diferente do observado para amostra V.
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Gréfico 4 — Acdo das amostras de veneno de P. physalis Vi e V1 sobre o coagulo de fibrina
medida através dos valores de absorvancia ao longo do tempo. A medicao foi realizada

através do valor da média e desvio padrdo de 3 réplicas técnicas para cada amostra Vy e
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V1. Legenda: A, acdo da amostra Vi sobre o codgulo de fibrina; B, agdo da amostra Vr
sobre o codgulo de fibrina. C*, corresponde ao coagulo de fibrina sem tratamento com

o veneno; C, fibrinogénio sem adigao de trombina, com aplicagdao do veneno.

6. Atividade do veneno sobre o fibrinogénio

Apds avaliagdo da atividade fibrinolitica, foi testada a atividade sobre o
fibrinogénio, medida através da formacdo do coagulo de fibrina. Para tal, realizou-se
ensaios de coagulagao utilizando fibrinogénio previamente incubado com cada uma das
amostras de veneno. Na amostra de fibrinogénio incubada com o Vi, observou-se a
formacdo de um codgulo consolidado sem a adicdo de trombina, confirmando o
resultado observado no ensaio anterior. Este coagulo é semelhante ao codgulo com
trombina, sem incubacdo com o veneno (C*) (Tabela 2 e Figura 1 do Anexo 1). Este
resultado permitiu-nos confirmar que o veneno Vi induz a formagdo do codgulo de
fibrina. Na amostra de fibrinogénio incubada com o Vr, ndo se observou formacdo de
qualquer coagulo mesmo apds a adicdo de trombina, o que indica a atividade

fibrinogenolitica desta amostra.

Vh Vr

ct C Vh ct C Vr
(Fg+Tb)| (Fg+Vh) | (Fg+Vh+Tb) (Fg + Th) (Fg + V1) (Fg + V1 +Th)

+ + + + - -

Tabela 2 - Atividade do veneno de P. physalis sobre o fibrinogénio, medido através da
formacdo de coagulo de fibrina. Legenda: Fg, fibrinogénio; Tb; trombina; C*, amostra de
fibrinogénio com adi¢cdo de trombina, sem incubacdo com o veneno; C, amostra de
fibrinogénio incubada com o veneno, sem adicdo de trombina; V1, veneno obtido por
inducdo das células urticantes; Vi, veneno obtido por homogeneizacdo mecanica; +,

formacdo de codgulo; -, ndo formacdo de coagulo.
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7. Atividade do veneno sobre o fibrinogénio analisada por SDS-PAGE

Modo a estudar a hidrélise de fibrinogénio, foi obtido o perfil SDS-PAGE apds
incubagdo com cada uma das amostras do veneno, V1 e Vh. O perfil de fibrinogénio nao
tratado apresenta trés bandas caracteristicas, correspondente as 3 cadeias
polipeptidicas Aa, BB e y, com pesos moleculares de 66kDa, 56kDa e 47kDa,
respetivamente (Figura 3). A incubacdo do fibrinogénio com a amostra Vi, revelou a
digestdo parcial das cadeias a e B, resultando no aparecimento de uma banda muito
intensa e maioritaria de residuos de fibrina com aproximadamente 25kDa, indicando
uma grande especificidade de clivagem. O perfil de hidrolise apresenta também varias
bandas minoritarias, mais ténues, “em escada”, entre os 25 e os 10kDa, caracteristico de
um padrao de degradacdo enzimatica (Figura 3). O perfil obtido com Vi é semelhante
ao perfil conhecido da digestdo com trombina, que origina residuos com 23kDa.
Diferente do que foi observado na amostra Vi, a incubacdo de fibrinogénio com a
amostra V1 resultou numa digestdo completa das trés cadeias de fibrinogénio,
resultando numa mancha difusa, impossibilitando a discriminacdo de bandas
maioritarias com pesos moleculares definidos, e com uma mancha de péptidos com

peso molecular inferior a 10 kDa (Figura 3).
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Figura 3 — Perfil SDS-PAGE do fibrinogénio incubado com as amostras de veneno.
Legenda: Fb, perfil do fibrinogénio; Vi, fibrinogénio incubado com a amostra Vi; V1

fibrinogénio pré-incubado com a amostra Vr;

8. Atividade do veneno sobre o codgulo da euglobulina

A atividade do veneno foi testada sobre o coagulo, e o tempo de lise de
euglobulina, utilizando amostras de plasma humano. A presenca do codgulo, bem como
a sua consisténcia, foram confirmados na placa por “inspecdo mecanica”, tendo sido
comparadas as diferengas entre a amostra sem tratamento e tratada com o veneno. As
proteinas do plasma (euglobulina) tratadas com a amostra Vi apresentaram formacao
de codgulo mesmo sem induc¢do da coagulacdo pela adicao de Ca*, indicando mais uma
vez uma atividade “pro-coagulante” (Tabela 3). O coagulo formado ndo apresenta
diferencas em termos de consisténcia, com o codgulo obtido pela adi¢gdo de Ca*(C*). Os
valores de absorvancia mantiveram-se constantes ao longo de 60 minutos apds a
formacdo do coagulo e o tempo de lise de euglobulina n3ao foi alterando

significativamente em comparacdo com os valores da amostra tratada com célcio.

Nas proteinas do plasma tratadas com a amostra Vr, ndo foi observada a
formacdo de codgulo, mesmo apés a inducdo com Ca* (Figura 2, Anexo 2). Estes
resultados diferem drasticamente aos obtidos com a amostra Vi e estao de acordo com
os resultados obtidos no ensaio de fibrina, indicando que a atividade fibrinolitica da

amostra V1 impede completamente a formagdo de um codgulo.
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Vh Vr

(o C Vh ct C Vr
(Eg + Ca*) |(Eg+Vh)| (Eg+ Vh + Ca*) (Eg + Ca*) (Eg + V1) (Eg + Vr + Ca*)
+ + + + - -

Tabela 3 — Euglobulina tratada com veneno. Legenda: Veneno obtido por indu¢dao das
células urticantes (V1) e por homogeneizagao (Vn); C* solugao de euglobulina (Eg) nao
incubada com o veneno, com codgulo induzido pela adicdo de Ca*; C -, solugdo de
euglobulina incubada com o veneno, sem inducdo do coagulo pela adicdo de Ca*; Vh e
V1, solucdo de euglobulina incubada com o veneno, respetivamente, com indug¢do do

coagulo pela adicdo de Ca*; +, formacao de codgulo; -, ndo formacao de codgulo.

9. Atividade do veneno sobre células sanguineas

A atividade do veneno foi testada quanto a sua capacidade de provocar a
hemélise em amostras humanas. Verificou-se que nenhum venenos obtidos induz a
hemdlise das células sanguineas. As células sanguineas tratadas em amostra Vi, formam
aglomerado no fundo do pogo (Figura 4 — A), ao contrario das células tratadas com a
amostra V7, que se mantiveram dispersas (Figura 4 — B), semelhante ao observado nas
células sanguineas mantidas em solucdo fisioldgica. A observacao das células sanguineas
tratadas em amostra Vh ao microscépio revelou a aglutinacdao das células sanguineas
(Figura 5 — B), completamente diferente do observado nas células sanguineas mantidas

em solucgdo fisioldgica (Figura 5 — C), que se mantiveram dispersas e em suspensao.
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Figura 4 — Ensaio de atividade hemolitica em amostra de veneno de P. physalis em

microplaca de 96 pocos. Legenda: (A) — Ensaio de atividade hemolitica em extraida por
homogeneizacdo Vi, 12 poco — células sanguineas tratadas com amostra Vi, 22 pogo —
células sanguineas em tampdo da amostra; 32 poco — células sanguineas em solugdo
fisioldgica; 42 poco — células sanguineas em agua destilada. (B) - Ensaio de atividade
hemolitica em extraida por homogeneizacao Vr. 12 poco — células sanguineas tratadas
com amostra VT, 22 pogo — células sanguineas em tampao da amostra; 32 pogo — células

sanguineas em solucgao fisioldgica; 42 poco — células sanguineas em agua destilada.

(A)
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Figura 5 — Preparagdo de lamina e observagdo de ensaio de atividade hemolitica ao
microscopio. (A) — Preparagdo de lamina de microscépio controlo salino - células
sanguineas em solucgdo fisioldgica 0,8M (a esquerda) e Células sanguineas tratadas com
amostra Vj (a direita). Visualizagdo ao microscépio do ensaio de atividade hemolitica em
amostra de veneno de P. physalis extraida por homogeneizacdo Vn: (B) — Células
sanguineas tratadas com amostra; (C) — Controlo salino, células sanguineas em solucdo

fisiolégica 0,8M.
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10. Fracionamento cromatografico do veneno

O veneno Vh, foi primeiramente fracionado numa exclusdao molecular do tipo
“Desalting”, obtendo-se um pico proteico com peso molecular superior a 10 kDa, com a
eliminacdo de sais e de moléculas de baixo peso molecular. Nesta fracdo foi eliminada
uma grande parte do pigmento azul do veneno, devido a eliminagdo das bilirrubinas
(Figura 6 - A). O fracionamento subsequente desta amostra por troca idnica, permitiu
obter 4 picos cromatograficos, um pico de exclusdo molecular, e 3 picos de proteina
eluidos por steps com concentragées crescentes de NaCl de 0.3 M, 0.6 M e 1 M (Figura

6 - B).
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Figura 6 — Fracionamento cromatografico da amostra de veneno P. physalis. A exclusdo
molecular por coluna Hitrap Desalting; B. Troca idnica utilizando Hitrap Q. Legenda:

mAu, proteina medida a 280nm; #, fracdes de proteina eluidos e recolhidos.

11. Caracteriza¢dao enzimatica das fra¢6es cromatograficas do veneno

A fracdo de peso molecular superior a 10 kDa, obtida apds “Desalting”, manteve
a atividade especifica para os substratos ALA-ALA-PHE e ALA-ALA-PRO-MET, especificos
para serino protéases do tipo quimotripsina, sem diferencas significativas entre ambos
substratos (Grafico 5 - A). Foi notdria uma reducdo muito significativa da atividade
enzimdtica relativamente ao veneno original (antes da exclusdo molecular). O uso de

inibidores especificos (Grafico 5 - B) comprovou que a amostra continua a ser suscetivel
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Atividade Enzimatica

aos inibidores do tipo serino protéase APMSF, 3,4 - DCI e Aprotinin, que apresentaram
uma inibi¢cao de 51%, 38% e 34%, respetivamente. Os inibidores Phosphoramidon e EDTA
deixaram de ter uma acao inibitdria sobre o veneno, indicando uma reducgao substancial

da atividade do tipo metaloprotease.
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Gréfico 5 — Avaliacdo da atividade enzimatica do veneno Vh apds exclusdo molecular. A),
atividade enzimatica com substratos cromogéneos especificos; B), suscetibilidade da
atividade enzimatica a diferentes inibidores especificos, utilizando substrato generalista.
A atividade foi medida através de analise estatistica realizada por ANOVA. As letras a), b)

e c¢) indicam a diferencas significativas entre si.
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12. Atividade do veneno sobre o fibrinogénio apds “Desalting”

A atividade pro-coagulante do veneno Vi, foi confirmada apds a separacao de sais
e moléculas de baixo peso molecular. A atividade de Vi foi testada por ensaio de
coagulacdo, incubado o veneno com o fibrinogénio e medida a capacidade de formacao
do codgulo de fibrina (sem adi¢ao de trombina). Observou-se a formagao de um coagulo
apos 10 min de incubacdo, sem diferencas significativas com o codgulo obtido amostra
de fibrinogénio incubada com trombina (Grafico 6), ou seja, a amostra V, mantem a
capacidade de induzir a formagdo do codagulo mesmo apds uma redugao significativa da

atividade do tipo metaloprotease (como observado em 9).
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Gréfico 6 - Atividade pro-coagulante do veneno Vh apds exclusdo molecular. Legenda:
Amostra Vi incubada com fibrinogénio durante 10 minutos a 37°C, sem adi¢cdo de
trombina; C*, Incubacdo de fibrinogénio com adicdo de trombina durante 10 minutos a

37°C; C, Incubacao de fibrinogénio, 10 minutos a 37°C.
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13. Caracterizacao enzimatica do veneno apods fracionamento por troca iénica

A concentracdo de proteina foi determinada para cada uma das fragbes e
posteriormente caracterizada a atividade enzimatica com os substratos especificos ALA-
ALA-PHE e ALA-ALA-PRO-PHE. Ndo foram encontradas diferencas significativas entre os
dois substratos. A #2 foi a que apresentou maior atividade enzimatica, mas sem
diferencas significativas relativamente as #1 e #3 (Grafico 7).
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Grafico 7 - Ensaio de atividade proteolitica das fracdes de Vi obtidas por troca idnica.
Atividade foi determinada com os substratos ALA-ALA-PHE e ALA-ALA-PRO-PHE com

incubacdo de 10 minutos a 37°C.

Ainibicdo da atividade enzimatica especifica realizada com cada uma das frag¢des,
revelou uma forte inibicdo com os inibidores EDTA e APMSF (Grafico 8). Esta inibicdo foi
superior a 60% nas fracOes #1 e #2, e um pouco inferior, mas proximo dos 50%, na #3.
De realcar uma inibicdo muito baixa na #4. Este resultado revela atividade proteolitica

do tipo serino e metaloproteases em todas as fracdes obtidas do veneno V.
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Grafico 8 — Ensaio de inibicdo da atividade proteolitica especifica das fragdes de Vh
obtidas por troca idnica. A atividade enzimiatica foi determinada com substratos
especificos ALA-ALA-PHE e ALA-ALA-PRO-PHE apds 10 min de incubacdo a 37°C na
presenca APMSF e EDTA. Legenda: os graficos A, B, C e D correspondem as fragoes

cromatograficas #1, #2, #3 e #4, respetivamente.

14. Perfil proteico e enzimatico do veneno apds fracionamento por troca idnica

A analise por SDS-PAGE revelou um perfil distinto para cada pico de elui¢cdo. Nao
obstante, é possivel visualizar a presenca de uma banda maioritdaria com um peso
molecular de aproximadamente 20kDa que é comum a todas as fracdes. A #2 revelou
bandas distintas maioritarias, com um peso molecular de aproximadamente 25kDa,
35kDa, e 55kDa, respetivamente. A #3, revelou um perfil semelhante a #2, com

enriquecimento de proteinas de peso molecular entre 50 e 100 kDa (Figura 7).
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Figura 7 — Perfil SDS-PAGE das fragcdes cromatograficas de veneno Vi de P. physalis. As
fracbes obtidas através de fracionamento por cromatografia de troca idnica HitraQ e

analisadas por. SDS-PAGE 12 % de acrilamida.

A analise das fragdes em zimograma com substrato de gelatina, revelou um perfil
de protedlise semelhante nas #2 e #3, apresentando uma banda de digestao intensa com
um arrastamento entre os 130 kDa e 100 kDa, duas bandas de digestdao nitidas com
aproximadamente 35 kDa e 55 kDa e uma terceira banda de digestdo com
aproximadamente 20 kDa. A #2 apresentou duas bandas adicionais em relacdo a #3,
nitidas e com um peso molecular de aproximadamente de 27 e 33 kDa. A #1 revela um
perfil de protedlise distinto, com uma banda de digestdo entre os 250 kDa 130 kDa, duas
bandas de digestdao ténues muito proximas de aproximadamente 70 kDa e uma banda

de digestdo ténue entre os 55 kDa e os 35 kDa (Figura 8 - A).

A anilise do zimograma, utilizando fibrinogénio como substrato, revelou duas
bandas com aproximadamente 35kDa e duas bandas com 27kDa, identificadas no
zimograma de gelatina. No entanto, a banda de digestdo intensa com entre os 130kDa e
100kDa bem como e uma terceira banda de digestdao com aproximadamente 20kDa nao

estdo presentes, ao contrario do zimograma de gelatina (Figura 8 - B).
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Figura 8 — Perfil enzimatico das fragGes cromatograficas de veneno Vi de P. physalis.
Fragoes obtidas através de fracionamento por cromatografia de troca idnica HitraQ e
analisadas por. zimograma SDS-PAGE 12 % de acrilamida. A) zimograma com substrato
de gelatina; B) zimograma com substrato fibrina, 12 %; #1, #2, #3 e #4 corresponde aos

picos representados no cromatograma da figura 4.

15. Atividade fibrinogenolitica do veneno apds fracionamento por troca idnica

A atividade das fragdes cromatograficas foi testada quanto a acdao sobre o
fibrinogénio e medida através da formacdo do codgulo de fibrina. Na amostra de
fibrinogénio incubada com a #1 (Grafico 9 — A), observou-se uma reducdo acentuada dos
valores de absorvancia do coagulo formado apds a adicao de trombina em comparacao
com o coagulo formado sem tratamento com a amostra (C*). Este resultado, foi
imprevisto porque a mostra Vi original ndo apresentava atividade anticoagulante (ao
contrario da V1), e indica o enriquecimento de enzimas com atividade fibrinogenolitica
nesta fracdo. Na amostra de fibrinogénio incubada com a #2, observou-se uma atividade
pro-coagulante, com a formacdo de um coagulo mesmo sem adicdo de trombina, tal

como observado na amostra Vi original. O codgulo formado pela adi¢cdo da #2 (Grafico
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9 — B) apresentou valores de absorbancia mais elevados que o codgulo induzido com
trombina (C*), o que indica a formagao de codgulo consolidado. De salientar, ao longo
de 60 minutos de incubacdo do codgulo formado com a #2, os valores de absorvancia
reduziram significativamente de 0,7 para 0,4, enquanto o coagulo de trombina manteve
sempre o valor. Este resultado revela uma atividade pro-coagulante e fibrinolitica na
mesma fragdo, o que pode indicar a presenca de diferentes enzimas. Na incubagdo do
fibrinogénio com a #3 (Gréfico 9 — C), o resultado foi semelhante ao da #2, com a
formacgdao de um codgulo mais opaco que o codgulo do C*, seguida da digestdo desse
coagulo. Nesta amostra a digestdao posterior do coagulo foi mais notdria, ocorrendo a
digestdo completa em 60 minutos, passando de uma absorvancia de 0,5 para 0,1, muito
proximo dos valores do C. Surpreendentemente, foi observada uma auséncia completa
de coagulo no fibrinogénio tratado com a #4 (Grafico 9 — D), o que indica a hidrolise do
fibrinogénio. Resumindo, a #1 e #4 sdo capazes de impedir a formacdao de codgulo,
devido a atividade fibrinogenolitica, diferente da #2 e #3, que tém acdo fibrinogenolitica
pré-coagulante. Apds a analise do perfil de zimograma, verificou-se que a #2 e #3 tém
em comum uma banda de hidrolise de alto peso molecular (com cerca de 130 kDa),

diferente da #1.
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Grafico 9 — Atividade fibrinogenolitica do veneno apds fracionamento por troca idnica.

#1, #2, #3 e #4 corresponde a cada uma da fracGes cromatograficas, respetivamente. C*,

amostra com adi¢dao de trombina; C, amostra sem adicao de trombina.
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IV - DISCUSSAO

A ocorréncia da caravela portuguesa, P. physalis, representa uma ameaca para o
bem-estar do Homem, uma vez que o seu veneno pode originar sintomas que podem
ser ligeiros, como dor e inflamag¢do no local da picada, ou sintomas mais severos, como
alteracdes a nivel da hemostasia e da coagulacdo (Batista, 2021; Cunha, 2022; Diaz-
Garcia, 2012; Khan, 2018; Labadie, 2012; Munro, 2019). No presente trabalho estudou-
se a atividade proteolitica do veneno de P. physalis e analisou-se a atividade do veneno

sobre a coagulagao.

A analise do veneno de P. physalis obtido por de 5 métodos diferentes de
extracdo (Vh, Fv, Fs, Vp e V1), permitiu perceber diferencas na atividade proteolitica. A
amostra V7, obtida por electroestimulacdo das células urticantes (Toubarro, 2023),
apresentou atividade enzimatica significativamente maior que as amostras de veneno
obtidas por homogeneiza¢do mecanica do tentaculo (Fy, Fs, Vi), apresentando também
atividade especifica (atividade/mg de proteina) muito superior. Esta maior atividade
especifica, deve-se certamente a extragao do veneno contido nos cnidécitos com menor

contaminacgao de proteinas estruturais do tentaculo.

Utilizando inibidores de protéase especificos, foi possivel detetar uma
composicdo enzimatica distinta do veneno obtido com métodos diferentes. O veneno
obtido por inducdo de células urticantes (Vr) apresentou perda de atividade do tipo
serino protéases, mais especificamente quando tratado com inibidores de tripsina e
quimotripsina, diferente do veneno obtido por homogeneiza¢do do tentaculo (Vh), que
apresenta maior perda de atividade quando tratada com inibidores para
metaloproteases. Utilizando substratos especificos confirmou-se a atividade do tipo
guimotripsina e “thrombin-like” na amostra Vi e atividade do tipo serino protéase na
amostra V1. Em outros Cnidarias, as metaloproteases e as serinos protéases sao duas
grandes familias de enzimas responsaveis pelas alteracdes da hemostasia provocadas
pelo veneno (Batista, 2021; Cunha, 2022; Khan, 2018; Labadie, 2012). Estudos realizados
com a Nemopilema nomurai, demonstraram que as metaloproteases e as serinos

protéases (Bae, 2017), do tipo tripsina e quimiotripsina, sdo responsaveis por parte da
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toxicidade a nivel da coagulagdo sanguinea, desencadeando ag¢des fibrinoliticas,
agregacao plaquetaria, edema e alteragdes da hemostasia (Choudhary, 2019; Heo,
2016). Enzimas do tipo quimotripsinas sdo responsdveis pela digestdo de proteinas da
coagulagdo no veneno da espécie Rhopilema nomddica e sao capazes de digerir o
coagulo de fibrina (Heo, 2016). Estudos com a Carybdea marsupialis revelam que a
inibicdo de enzimas do tipo tripsina e quimotripsina reduzem a atividade hemolitica do
veneno em 30% e 70%, respetivamente (Rottini, 1995). A utilizacdo de antidotos para

estas enzimas é vista como um tratamento para picadas de Cnidaria (Feng, 2010).

Os ensaios de atividade enzimdtica mostraram, pela primeira fez, que o veneno
de P. physalis obtido por inducdo dos cniddcitos tem capacidade de hidrolisar o codgulo
de fibrina. A amostra Vr apresentou também capacidade de digerir o fibrinogénio,
impedindo a formacado do codgulo, mesmo apds a adicdo de trombina. Esta atividade foi
confirmada por SDS-PAGE, observando-se a digestdo completa das trés cadeias
polipeptidicas a, B ey, de fibrinogénio. Estudos realizados com a Nemopilema nomurai
também reportaram que o veneno apresenta enzimas capazes de degradar um coagulo
de fibrina (Bae, 2017), sendo estas uma das principais responsaveis pela causa de
sintomas tais como a hemorragia (Li, 2022). Neste veneno, o efeito hemolitico e
hemorragico foi atribuido a presenca de metaloproteases (Li, 2022). Em P. physalis tém
sido reportados cenarios hemorragicos no local da lesdo (Batista, 2021; Labadie, 2012;
Rodrigues, 2020; Tamkun, 1981) (Mariottini, 2014; Tamkun, 1981). O presente trabalho,
reporta pela primeira vez a relagdo entre as enzimas presentes no veneno,

nomeadamente serinos e metaloproteases, e alteracdes da coagulacao.

Surpreendentemente, ao contrario do que foi observado na amostra V7, a
amostra Vi, quando adicionada ao fibrinogénio hidrolisa as cadeias a e B do fibrinogénio,
produzindo residuos de fibrina com aproximadamente 23kDa. As fibrilas obtidas pela
digestdo do Vi, formam um coagulo de fibrina que se forma em poucos segundos, tal
como acontece com a trombina. Este resultado, indica que o veneno de P. physalis obtido
por homogeneizacdo produz péptidos de fibrina com tamanho muito semelhante e
caracteristicas ao das fibrilas obtidas por digestdo com trombina (Valenta, 2022).

Embora este ensaio ndo permita, por si s, comprovar o mecanismo de polimeriza¢do
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para formacdo do codgulo, pode-se dizer que a amostra Vi, tem uma atividade

“thrombin-like”.

As serino protéases “thrombin-like” identificadas no veneno de diversos
organismos tém sido descritas como responsaveis por diversos alteragdes fisioldgicas na
vitima, tais como a indu¢do da agregacdo plaquetaria e coagulos que podem
desencadear processos hemorragicos (Valenta, 2022; Weston, 2013). Estas enzimas
“thrombin-like” identificadas em venenos podem ser zinco-metaloproteases, que
hidrolisam preferencialmente a cadeia a do fibrinogénio, ou serinos protéases, com uma
maior atividade especifica para a cadeia B do fibrinogénio (Valenta, 2022). Na amostra
Vh obtida neste trabalho, observou-se a hidrolise simultanea de ambas as cadeias, o e B
do fibrinogénio. Os ensaios de fibrinogenolise, com plasma humano, comprovaram a
atividade “thrombin-like” da amostra Vh. De salientar, o tempo de lise de euglobulina
do codgulo induzido pela amostra Vh ndo foi alterando significativamente em
comparacdo com o coagulo induzido com Ca*, o que pode indicar que o Vi ndo altera na
cascata de fibrindlise do codgulo. O sangue tratado com o veneno de P. physalis ndo

apresentou quaisquer sinais de hemolise.

O fracionamento da amostra Vi por cromatografia permitiu aprofundar a sua
composicdo enzimatica e a atividade sobre o codgulo. As fracdes cromatograficas #2 e
#3 da cromatografia apresentaram uma atividade pro-coagulante, com a formacgao de
um coagulo mesmo sem adicdo de trombina, tal como observado no veneno Vi total.
Surpreendentemente, nas fra¢gdes cromatograficas #1 e #4 observou-se atividade
fibrinolitica, com hidrélise do codgulo, indicando a coexistem enzimas com atividade
pro-coagulante e atividade fibrinolitica na mesma amostra. Weston e os seus
colaboradores reportaram a coexisténcia no veneno de outras Cniddrias, que possuem
enzimas do tipo serino protéase tanto com atividade fibrinolitica como com atividade

fibrinogenolitica “prd-coagulante”(Weston, 2013).
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V — CONSIDERACOES FINAIS

No geral, este trabalho destaca a presencga de serinos protéases e metaloproteases
no veneno de P. physalis e suas implicacdes na coagulacdo sanguinea, que tanto quanto
sabemos apds pesquisa bibliografica, sdo reportadas pela primeira vez. As enzimas
presentes no veneno libertado pelas células urticantes diferem das do veneno obtido
por homogeneiza¢dao do tentdculo. O veneno libertado pelos Cniddcitos tem uma
atividade predominantemente fibrinolitica. O fracionamento da amostra de veneno
extraido dos tecidos revelou uma composicao enzimdtica mais complexa, com fragdes
apresentando tanto atividades pré-coagulantes quanto fibrinoliticas. Estas atividades
podem estar diretamente relacionadas com os disturbios na hemostasia, como
alteracdes na coagulagdo sanguinea e hemorragias, observados nas vitimas de
envenenamento com P. physalis uma vez que, noutros Cnidarios, atividades do tipo
serino e metaloproteases tém sido associadas a quadros clinicos de hemorragias,

tromboses e desregulacdo na coagulacdo sanguinea.

A descoberta destas atividades proteoliticas no veneno de P. physalis, pode ser
importante para o desenvolvimento de novos antidotos e aplicacdes biotecnoldgicas.
Atualmente, ndo existem antidotos eficazes para P. physalis, e a identificacdo dessas
enzimas abre a possibilidade de criar tratamentos direcionados para mitigar os sintomas
graves das picadas. Além disso, a caracterizacdo das atividades fibrinoliticas e pro-
coagulantes dessas enzimas sugere um potencial significativo para o desenvolvimento
de novos farmacos para doencas de coagula¢gdo. Nomeadamente, para condi¢cdes como
trombose, hemofilia e outras desordens hemostaticas, ampliando o arsenal terapéutico

disponivel na medicina moderna.

No entanto, é crucial identificar as proteinas responsaveis por essa atividade em
futuras pesquisas e prosseguir com testes de coagulacdo para avaliar a viabilidade no
desenvolvimento de agentes farmacolégicos com atividade coagulante, bem como

antidotos para o veneno de P. physalis.
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VII - ANEXOS

Anexo 1 - Atividade do veneno sobre o codgulo de fibrina

Figura 1 - Ensaio de atividade fibrinogenolitica em amostra de veneno de P. physalis
obtido por homogeneizacdo (Vh) coluna 6 da linha A a C e por inducdao de células
urticantes (Vr) coluna 6 da linha D a F. Realizou-se uma incubagdo prévia: de fibrinogénio
sem adicdo da amostra - controlo sem amostra (C*) coluna 7 da linha A a F; fibrinogénio
com amostra e sem adicdo de trombina posteriormente- controlo sem trombina (C)
coluna 8 da linha A a C; um controlo da amostra com uma incubacgdo previa para cada
amostra sem fibrinogénio (CA) coluna 9 da linha A a C para Vhe coluna9dalinhaDaF

para Vr,
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Anexo 2 - Atividade do veneno sobre o coagulo plasmatico

Figura 2— Ensaio de euglobulina em amostra de veneno de P. physalis. Utilizou-se dois
tipos de plasmas (Plasma A e Plasma B) em ambas as amostras extraidas por
homogeneizacdo Vi e por indugdo de células urticantes Vr. Realizou-se uma incubacgao
prévia: solucdo de euglobulina sem amostra - (C*); solucdo de euglobulina e amostra -
(C); incubacdo da amostra sem solucdo de euglobulina — CA, os valores de CA foram
subtraidos aos valores de cada uma das amostras. Amostra Vy— coluna 1 e 5 das linhas
A a C; Amostra Vr— coluna 1 e 5 das linhas Da F; C* - coluna 2 e 6 das linhas AaF; C -
colunas 3 e 7 das linhas A a C controlo sem euglobulina com incubagao da amostra Vi,
colunas 3 e 7 das linhas D a F controlo sem euglobulina com incubagdo da amostra Vr;
CA - coluna 4 da linha A a C controlo da amostra Vp, coluna 4 da linha D a F controlo da
amostra V1. Nas colunas 1,2 e 3 adicionou-se solugao de euglobulina realizada com
Plasma A e nas colunas 5, 6 e 7 solucdao de euglobulina com Plasma B em ambas as

amostras Vhe Vr.
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