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RESUMO

Os venenos de serpentes contém uma variedade de proteinas que sdo estudadas no
mundo pela importancia biologica e farmacoldgica. Dentro de sua complexa composicao, o
veneno apresenta enzimas proteases, como as metaloproteases e serinoproteases que estao
envolvidas em disturbios hemostaticos e coagulantes, interferindo na agregagao plaquetéaria.
O presente trabalho teve como objetivo purificar, caracterizar bioquimicamente e avaliar as
atividades farmacolédgicas de uma serinoprotease com atividade coagulante, do veneno de
Bothrops barnetti nomeada TLBbar. A purificacdo envolveu dois passos cromatograficos,
exclusdo molecular em Sephadex G-75 e HPLC de fase reversa em coluna analitica
Supelco C8, obtendo-se um alto grau de pureza e homogeneidade, revelado com SDS-
PAGE e com Mr ~ 28,5 kDa.

TLBbar mostrou homlogia sequéncial com outras serinoproteases de veneno de
serpentes, evidenciado através de espectrometria de massas MS/MS, como a trombina-like
denominada Calobin, isolada e caracterizada a partir de Agkistrodon caliginosus (Korean
Viper), Crotalase (Crotalus adamanteus), flavoxobin (Trimeresurus flavoviridis) entre
outras. Observa-se na homologia que as serinoproteases, com as quais foi comparada a
TLBbar, apresentam os aminoacidos conservados do sitio catalitico (His57, Asp102,
Ser195), ja na sequencia da TLBbar demonstra-se a presenca do aminoacido histidina na
posicdo 57 da triada catalitica. Este resultado em conjunto com as atividades enzimaticas e
bioldgicas, confirmam que TLBbar pertence ao grupo de enzimas serinoproteases com
atividade trombina-like.

A enzima apresenta sua maior atividade proteolitica a 37°C ¢ em pH 8, sendo essa
alterada na presen¢a de ions divalentes por interacdes eletrostdticas entre enzima e
substrato. TLBbar apresenta um comportamento michaeliano segundo os estudos cinéticos
realizados com o substrato BApNA, revelando um V,,,, ¢ K, de 0,42nmol/min e 0,433mM,
respectivamente. Em presenca de heparina mantem 80% de sua atividade, e apresenta
relativa estabilidade frente a SBT-I e agentes quelantes como EDTA e EGTA.

TLBbar tem atividade coagulante sobre fibrinogénio bovino (atividade

fibrigenolitica), formando um codgulo semi-rigido, pois nao ativa o fator XIII da cascata de



coagulagdo como faz a trombina que resulta na formagdo de um codgulo consistente. Sua
atividade fibrigenolitica foi evidenciada pela liberagdo dos fibrinopeptidios A, pela
degradac¢dao da cadeia Ao do fibrinogénio, a qual foi inibida por PMSF e Leupeptina,
confirmando sua classificagdo no grupo das serinoproteases. A eficiéncia desta atividade
fibrigenolitica foi observada entre 30 °C e 40°C durante 2 horas de incubagio e alterada em
presenca de ions divalentes como célcio, magnésio e bario, ressaltando a maior atividade
fibrigenolitica com o calcio.

A enzima purificada TLBbar foi capaz de agregar plaquetas e em concentracdo de
2,5ug evidenciou comportamento semelhante a trombina. Interessante que TLBbar estimula
a agregacao plaquetaria assim como também retarda dita atividade no tempo quando
comparado com o controle (trombina). Este fato ¢ devido a sua mudanga de conformacao
estrutural que corresponde a ativagdo plaquetaria a qual ocorre com mais lentiddo (nos
primeiros minutos), em comparacgao a transformagdo causada pela trombina, tendo como
conseqiiéncia a liberagdo mais lenta de agentes como ADP e tromboxanos A, necessarios
para alcancar a adesdo plaquetaria.

A serinoprotease TLBbar ndo apresenta toxicidade, pois ndo possui atividades
edematogénica, hemorragica e miotoxica in vivo. Por outro lado, TLBbar evidencia
capacidade de dissolver o coagulo de fibrina gerado pela trombina apds 36 horas de
incubacdo a 37°C, esta atividade foi inibida com PMSF nas mesmas condi¢des, estes dados

sugerem a presenca de atividade fibrinolitica.
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ABSTRACT

The snake venoms contain variety of proteins and are studied in the world for
biological and pharmacological importance, within their complex composition of the
venom protease enzymes present, as metalloproteases and serineproteases that cause
hemostatic disorders, coagulantes and platelet aggregation. The present dissertation aimed
to purify, biochemically characterize and evaluate the pharmacological activities of a serine
protease with coagulant activity named TLBbar from Bothrops barnetti. Its purification
involved two chromatographic steps, molecular exclusion in Sephadex G-75 and reversed-
phase HPLC with a Supelco C8 analytical column, obtaining high purity and homogeneity
revealed by SDS-PAGE with Mr ~ 28.5 kDa.

The enzyme has its highest proteolytic activity at 37 °C and at pH 8, which is altered
in the presence of divalent ions by electrostatic interactions between enzyme and substrate.
TLBbar presents a Michaelis-Menten behavior according the kinetic studies revealing a K,,
and V4 of 0.433 mM and 0.42 nmol/min, respectively. TLBbar in the presence of heparin
maintains its activity around 80%, although has relative stability compared with SBT-I and
chelating agents such as EDTA and EGTA.

TLBbar has coagulant activity on bovine fibrinogen, forming a clot semi-rigid,
different the action of thrombin that results in the formation of a clot consistent. Its
fibrigenolytic activity was evidenced by the release of fibrinopeptides A, by degradation of
fibrinogen Aa chain, which was inhibited by PMSF and Leupeptin, confirming its
classification in the group of serineproteases. The efficiency of this activity was observed
between 30 and 40 °C during 2 hours of incubation and changed in the presence of
divalents ions such as calcium, magnesium and barium, brings out the greatest
fibrigenolytic activity with calcium.

The purified enzyme TLBbar was capable of aggregating platelets; 2.5ug of
concentration evidence similar behavior to thrombin, TLBbar interesting stimulates platelet
aggregation as well as delay time in such activity when compared with control (thrombin).

We suggest that structural process of platelet activation occurs over a longer period of time
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with TLBbar as a result of release of ADP and thromboxane A, agents that happen that
occur with less speed to achieve platelet adhesion compared with thrombin.

This enzyme not showed edematogenic-activity when compared with the activity
caused by B. Barnetti snake venom, did not induce hemorrhagic nor myotoxic effect in
vivo. On the other hand, TLBbar had proteolytic activity similar to thrombin, proven in the
fibrigenolytic activity on bovine fibrinogen as measured in the release of fibrinopeptides in
times of release similar to the control, the proteolytic activity was also evidenced by the
ability to dissolve fibrin clot generated by Thrombin after 36 hours of incubation at 37 °C,
the activity was inhibited with PMSF under the same conditions, these data suggest the

presence of fibrinolytic activity.



1.  INTRODUCAO.
1.1  Serpentes e acidentes ofidicos.

Atualmente existem registradas cerca de 200 espécies de serpentes venenosas na
terra. Estas sdo classificadas em quatro grandes familias: Hydrophidae, Elapidae,
Viperidae e Crotalidae (Matsui et al., 2000). Registram-se mundialmente mais de cinco
milhdes de acidentes por ano com animais peconhentos, dos quais entre 50 a 75%
requerem tratamento para impedir a morte, amputacdes ou sequelas permanentes. Em
particular em paises tropicais a magnitude dos acidentes ndo ¢ bem conhecida, porque
ocorrem predominantemente em areas rurais, muitas vezes afastados do centro de saude
dificultando o registro de acidentes ofidicos (Bustamante et al., 2007).

Os envenenamentos ofidicos constituem um importante problema de satde
publica na América Latina, a grande maioria ¢ causada por serpentes da familia
Viperidae e uma pequena porcentagem por cobras corais (género Micrurus, familia
Elapidae). Por outro lado, também ocorrem acidentes por serpentes da familia
Colubridae que geralmente ndo causam envenenamento, embora algumas espécies
possam provocar alguns efeitos locais (Warrell, 2004). Na América Latina estima-se
150.000 envenenamentos ofidicos anuais e 5000 mortes por esta causa (Castrillon-
Estrada, 2007).

Os acidentes ofidicos no Brasil em sua grande maioria sdo causados por
serpentes de género Bothrops (média de 85%), seguida dos géneros Crotalus (média de
9%), Lachesis (média de 3%), Micrurus (média de 0,5%) e ndo pegonhentos (média de
1,5%). (Barraviera, 1994). Outro pais da América Latina que ¢ altamente afetado por
envenenamentos ofidicos € o Peru (Zavaleta e Salas, 1996). Este possui rica e diversa
herpetofauna que inclui espécies da familia Elapidae (género Micrurus) e Viperidae
(géneros Bothrops, Crotalus, Lachesis). A maior parte dos acidentes ofidicos ocorrem
nas zonas silvestres da selva alta e baixa, com maior nimero de casos na regido de
Loreto, embora a maior taxa de letalidade para a populacdo ocorre na Amazonia. As
zonas rurais da costa norte deste pais, também tém frequentes envenenamentos.
(Campbell e Lamar, 2004).

Diferentes trabalhos apontam as espécies do género Bothrops como as principais
agressoras (entre 61% a 88.5%), considerando-se que a espécie B. atrox ("jergon") € a
mais comum em seu género para as zonas da selva, B. barnetti ("macanche") para a
costa norte e B. pictus ("vibora da costa") para as costas centro e sul. Acidentes

envolvendo o género Lachesis resultam muito ocasionais (1% a 2.32%), j& acidentes



envolvendo o género Crdtalus registrados no departamento de Puno e Madre de Deus, a
porcentagem ¢ menor do que 1%, existindo dificuldade na identifica¢do da espécie. Nao
ha registro sobre acidentes com espécies da familia Elapidae e Hydrophiidae ("serpentes
marinhas") (Bustamante et al., 2007).

Devido a alta taxa de acidentes ofidicos pelo género botrépico no Pera, o Centro
Nacional de Producao Bioldgica do Instituto Nacional de Satde, em Lima, fabrica um
soro "antibotropico" polivalente, usado para tratar envenenamentos por Bothrops
sp.(Zavaleta e Salas, 1996), esse soro € uma preparacdo total de imunoglobulinas (IgG)
produzida a partir do plasma de cavalos imunizados com os venenos de B.atrox,
B.pictus, B.barnetti, B.brazili e Bothrocophias hyoprora que neutraliza os venenos das
espécies mais importantes em Bothrops no Pert (Rojas et al., 2005).

1.2  Veneno e seus efeitos

O veneno de serpentes esta constituido de uma mistura complexa de proteinas,
nucleotideos e ions inorganicos. De acordo com Kini (2003), entre os compostos
inorganicos encontra-se o calcio, cobre, ferro, potassio, magnésio, manganés, sodio,
fosforo, cobalto e zinco. Outros componentes presentes no veneno incluem carboidratos
(glicoproteinas), lipidios (fosfolipidios), aminas biogénicas, aminoacidos e
nucleotideos.

Entretanto, a maior parte do veneno de serpentes ¢ formada por proteinas,
correspondendo a cerca de 90 a 95% do seu peso seco (Tu, 1996). Dessas proteinas,
algumas apresentam func¢des enzimaticas, tais como hidrolases (PLA;), fosfodiesterases,
colinesterases,  aminotransferases, L-amino  oxidases, catalases, @ ATPases,
hialuronidases, NAD nucleosidases ¢ L-glicosaminidases e proteases (Matsui et al.,
2000). Os principais exemplos de proteases presentes nos venenos s3ao as
metaloproteases e as serinoproteases. Esta combinagao de peptidios e proteinas faz com
que o veneno apresente diferentes propriedades toxicas que podem causar manifestacdes
locais e sistémicas, como efeitos miotdxicos, hemorragicos, nefrotoxicos necrotizantes e
hemostaticos. As complica¢des hemostaticas do envenenamento ofidico, emcapsulam a
ativacdo do fator X e pro-trombina da cascata de coagulacdo, levando a produgdo de
trombina e desencadeando um quadro clinico de coagulacdo intravascular disseminada,
que se associa a trombocitopenia ¢ ao aumento dos produtos da degradacdo do
fibrinogénio (Otero, 2001).

O contetdo e a poténcia do veneno podem variar devido a diferentes fatores

como idade, clima, ou a ultima ingestdo (Agudelo, 2005). Ha relatos de que os venenos



de serpentes recém-nascidas sdo mais hemorragicos, edematizantes e letais que os
venenos de serpentes adultas, enquanto estes sdo mais hemoliticos e mionecroticos
(Gutiérrez, 2002; Stocker, 1990).

As alteracdes locais induzidas por venenos de viperidios constituem um
problema importante por varias razoes:

e As alteragdes sdo desencadeadas rapidamente apds a inoculagdo do veneno, o
que dificulta a neutralizagdo, se o antiveneno for administrado varias horas
depois do acidente.

e Afetam drasticamente o tecido muscular, os vasos sanguineos e¢ a pele,
induzindo lesdes que, frequentemente, deixam sequelas.

e Frequentemente se complicam com infec¢des, o que dificulta ainda mais o
tratamento deste quadro.

e Nos casos graves pode se desencadear sindrome compartimental, exigindo a
cirurgia de retirada do tecido ja necrosado (fasciotomia) o que complica o

tratamento e prolonga a permanéncia hospitalar.

A experiéncia clinica mostra que estes efeitos locais sdo dificeis de serem
neutralizar pelos soros antiofidicos conhecidos e por outros recursos terapéuticos
complementares. (Gutiérrez ¢ Lomonte, 2003).

Todas estas alteragcdes sdo ocasionadas pelo veneno, devido a mistura
complexa de toxinas que a serpente produz e armazena em suas glandulas, nas quais sdo
expressas entre 50 — 60 componentes de proteinas (Matsui et al., 2000) com diferentes
funcdes, estes componentes ao serem inoculados ocasionam efeitos proteoliticos,
edematizantes, neurotoxicos hemorragicos ou fibrinogenoliticos; estas atividades
farmacologicas serdo diferentes segundo a porcentagem de componentes e atividades

enzimaticas que o veneno possua.

1.3  Veneno Botrépico.

O veneno da espécie Botropica apresenta trés atividades principais:

a) Proteolitica ou Necrosante: A necrose muscular somada a outras alteragdes
locais do tipo vascular sdo causas de sequelas como a perda de tecido e disfungdo. A
mionecrose induzida por envenenamentos tém dois mecanismos: O primeiro ¢ de acdo

direta de toxinas, denominadas miotoxinas, sobre as células musculares, originando



lessdo celular irreversivel. O segundo mecanismo ¢ a isquemia que se desencadeia no
tecido muscular como conseqiiéncia do sangramento, compressdo tissular e outras
alteragdes inflamatdrias, que também contribuem para a necrose (Lomonte et al.,2003)

A atividade proteolitica e necrosante determinam o edema inflamatorio na regiao
da picada. Uma das consequéncias do edema ¢ a compressao tissular que pode agravar
as condigdes isquémicas do tecido exposto ao veneno (Garfin, 1985). A perda do fluido
intravascular causada pelo edema, quando este ¢ de magnitude consideravel, pode
acentuar o efeito hipovolémico e hipotensivo dos venenos que, por sua vez, pode
desencadear choque cardiovascular. A atividade edematogé€nica ¢ muito potente,
evidenciada nos casos clinicos e nos modelos experimentais. Nesses Ultimos, as doses
de veneno requeridas para induzir um efeito significativo variam de microgramas a
décimos de microgramas (Teixeira er al., 2003). O edema induzido pelos venenos se
caracteriza por ser de aparecimento imediato, podendo atingir seu pico em intervalo de
15 a 30 minutos. Nos estudos experimentais 0,9 pg de veneno de Bothrops asper no
modelo de coxim plantar (camundongos) ¢ capaz de induzir edema imediato e
transitorio na extremidade injetada. (Lomonte ef al., 1993).

Os componentes potencialmente responsaveis pelo edema nos venenos sdo de
natureza bioquimica muito variada; desde aminas biogénicas pre-formadas do tipo
histamina, até pequenos peptideos, ou proteinas como as fosfolipases A,, esterases,
proteases, enzimas liberadoras de cinina e lectinas (Landucci, 2000).

Uma caracteristica do envenenamento botropico € a intensa dor local. O efeito
hiperalgésico tem sido estudado experimentalmente em ratos com veneno de Bothrops
jararaca (Teixeira et al., 2003), Estes estudos demonstram que este efeito é mediado,
principalmente, por prostaglandinas, leucotrienos e fator ativador de plaquetas (PAF).

b) Coagulante. Os venenos que possuem a capacidade de ativar fatores da
coagulacdo sangiiinea e de formar um codgulo visivel in vitro sdo caracterizados como
coagulantes. Genericamente, os componentes que ativam os fatores da cascata de
coagulacdo podem ser classificados como ativadores de tipo pro-coagulantes ou como
ativadores do tipo trombina-like (semelhante a trombina) (Castro et al., 2001).

Entendem-se como ativadores do tipo pro-coagulantes os componentes do
veneno que clivam o fator X ou fator II (protrombina) da cascata de coagulagao,
gerando trombina, que por sua vez hidrolisa o fibrinogénio em fibrina. No entanto, os
ativadores do tipo trombina-like sdo aqueles que clivam diretamente o fibrinogénio em

fibrina, sem a necessidade de geracdo de trombina (Braud et al., 2000).



A cascata da coagulagdo pode ser ativada pelos venenos das seguintes formas:
(1) promovendo a conversdo do fator X em fator Xa; (2) conversdo de prétrombina em
trombina, na auséncia de fator V (ativagdo direta); (3) conversdo de protrombina em
trombina, na presenca de fator V (ativacdo indireta) e (4) conversdo de fibrinogénio em
fibrina (atividade trombina like) (Amaral et al., 1980; Ouyang et al., 1987).

A coagulopatia de consumo ocorre quando o fibrinogénio ¢ clivado em fibrina
pela gradativa absor¢do do veneno pela circulagdo sangiliinea. A fibrina formada
prontamente ativa o sistema fibrinolitico que promove a degradagdo da mesma. A
deposicdo de microtrombos formados pode ocorrer nos capilares glomerulares e
contribuir para o quadro de Insuficiéncia Renal Aguda (IRA). Dentre os vérios fatores
que desencadeiam a [IRA estdo ainda o sequestro de liquidos para o local da picada no
acidente botropico e laquético, substincias vasoativas, vOmitos, desequilibrio
hidroeletrolitico e nefrotoxicidade direta (Cardoso et al, 2003). As atividades
fibrinogenolitica, fibrinolitica e agregacao plaquetaria participam da fisiopatologia dos
envenenamentos.

¢) Hemorrdgica. Esse efeito ¢ causado por um grupo de toxinas, denominadas
hemorraginas, que sdo enzimas proteoliticas as quais degradam as proteinas da
membrana basal de vénulas e capilares, existindo assim a separagao da célula endotelial
da lamina basal que a rodeia. A diminuicdo da espessura das células endoteliais traz
como conseqiiéncia rupturas ou gaps através dos quais ocorre a hemorragia (Moreira,

1994).

1.4  Bothrops barnetti.

Bothrops barnetti (Parke) encontra-se no deserto costero do Peru, entre 0 ¢ 1000
metros sobre o nivel do mar. Esta é uma espécie endémica do Peru que se encontra nas
regides de La Libertad, Lambayeque e Piura (Campbell e Lamar, 2004).. Bothrops
barnetti apresenta tridngulos pretos e brancos, na superficie corporal, geralmente cresce
até 120 cm (Figura 1), as fémeas sdo muito menores e mais finas (Carrillo de Espinoza
et al., 1995).

Os estudos da caracterizacdo de toxinas da espécie Bothrops barnetti sdo
limitados. Os dados encontrados sdo de estudos comparativos a respeito de atividades

toxicas de varios venenos botropicos do Peru os quais se mostram na Tabela 1.



Tabela 1. Atividades toxicoldgicas de venenos botropicos do Peru (Rojas et al., 2005)

Veneno Letalidade® Hemorrigica® Edema®  Miotoxicidade' Coagulante® Desfibrinante’

B. atrox 6.04% 6.45+0.43% 2.95+1.11%8  56.3£9.93% 3.65+0.028 2.5%
B. brazili  5.51 3.71+£0.41 1.18+0.14  13.5+0.54 7.394+0.06 ND
B. pictus  2.78 1.06+0.15 0.52+0.13  15.4+1.49 46.6+0.40 10
B. barnetti 2.66 0.75+0.26 1.13£0.05  40.4+£1.55 21.540.45 2.5

"Letalidade expressa como dose letal media (LD50), definida como a dose de veneno que mata o
50% de camundongos injetados por via intraperitoneal (ug de veneno / peso corporal)

°Atividade hemorragica expressa em termos de dose hemorragica minima (MHD), definida
como a quantidade de veneno (pg) que induz um halo hemorragico de 10mm de didmetro 2
horas apds injecao.

‘Atividade edematogénica expressa em termos de dose edematogénica minima (MED), definida
como a quantidade de veneno (png) que induz 30% de aumento do volume da pata injetadad
com veneno.

IAtividade miotdxica expressa em termos de dose miotoxica minima (MMD), definida como a
quantidade de veneno (ug) que induz incremento da atividade de creatina quinase (CK)
plasmatico 3 horas apos injecdo intramuscular correspondente a 4 vezes a atividade CK de
camundongos que receberam PBS.

¢ Atividade coagulante expressa em termos de dose coagulante minima (MCD), definida como a
quantidade de veneno (pg) que induz coagulacdo do plasma em 60 s.

" Atividade desfibrinante expressa em termos de dose desfibrinante minima (MDD), definida
como a quantidade de veneno (ug) que induz incoagulabilidade sanguinea 1 h apds inje¢do em
camundongos. ND: ndo foi observada desfibrinacéo.

£ Resultados sdo apresentados como a média £S.D. (n = 4).

Os resultados mostraram que o veneno de Bothrops barnetti apresenta uma dose
hemorragica minima (DHM) de 0.75+ 0,26; B. brazili 3,71+ 0,41 e B. Atrox de 6.45 +
0,43. Estudos das atividades miotoxica e edematogénica evidenciaram valores menores
para Bothrops barnetti comparados a B. brazili, e B. atrox. No entanto, para a atividade
dose coagulante minima (DCM), o veneno de B barnetti apresenta valores de 21,5+
0,45; B brazili com 7,39+ 0,06 e B atrox 3,65+ 0,02, evidenciando que o veneno de B.
barnetti afeta o sistema hemostatico com maior intensidade do que os outros venenos
estudados. A maior letalidade para este grupo de venenos botropicos expressada como
dose letal media (LDsg) pertence a B. barnetti (2,66pg) o veneno de B. brazili (5,51ng)
e B. Atrox com 6,04ug (Rojas et al., 2005)

A alta atividade coagulante do veneno de B. barnetti sugere a presenca de
serinoproteases com atividade trombina-like. Até o presente momento ndo se tem
nenhum estudo com serinoproteases deste veneno, o que motiva o desenvolvimento

deste projeto.



Figura 1. Bothrops barnetti. Adaptado de reptile database

1.5  Serinoproteases.

As serinoproteases sdo enzimas proteoliticas, que catalisam a hidrolise das
ligacdes peptidicas, sdo denominadas assim por possuirem um mecanismo catalitico
comum que envolve um residuo de serina particularmente reativo em seu sitio catalitico.

Sdo enzimas muito freqiientes e formam a maior superfamilia das peptidases,
sendo encontradas desde virus e bactérias até em eucariotos (Rawlings e Barret, 1993).
As serinoproteases possuem uma ampla gama de atividades incluindo exopeptidases,
endopeptidases, oligopeptidases e dmega-peptidases. Mais de 20 familias (denominadas
de S1 a S66) de serinoproteases foram identificadas até o momento e sdo agrupadas
segundo sua similaridade estrutural e evidéncias funcionais, serinoproteases de veneno
de serpentes sdo clasificadas no clan A na familia S1(Rawlings e Barrett 1995).

As serinoproteases sao muito abundantes nos venenos de serpentes,
principalmente na familia Viperidae onde constituem aproximadamente 20% do total
das proteinas contidas no veneno (Kini, 2003). Estas enzimas isoladas ndo sdo letais,
mas contribuem para o efeito toxico quando associadas com outras proteinas do veneno.
Serinoprotease de veneno de serpentes (SVSPs) geralmente apresentam 12 residuos de
cisteinas e formam 6 pontes dissulfeto, apresentando uma massa molecular entre 25 —
35 kDa (Kini, 2005), na sua estrutura possuem residuos de aminoacidos em posicdes
especificas como propriedade estrutural, correspondendo a triada catalitica Ser195
(serina na posi¢do 195), His57 (histidina na posi¢do 57) e Asp102 (acido aspartico na
posi¢do 102) que ¢ altamente conservada. A figura (2) mostra a estrutura de uma

serinoprotease nomeada Saxthrombin.



Figura 2. Representagdo ribbon da estrutura da saxthrombin, uma serino protease trombina-like
isolada de Gloydius saxatilis, destacando a posi¢do dos residuos de aminoacidos que fazem
parte da triada catalitica (His, Asp e Ser). Adaptado de Huang et al., 2011.

Os diferentes estudos sobre as SVSPs evidenciam que este arranjo especial de
aminodcidos ¢ responsavel por afetar varias funcdes fisioldgicas como: ativar ou
inativar fatores de coagulacdo sanguinea, interferir na agregacao plaquetaria e afetar o

sistema fibrinolitico (fibrinolise) (Braud, 2005).

1.5.1 Mecanismo catalitico

Geralmente as SVSPs se enovelam de forma semelhante a quimiotripsina,
enzima digestiva que apresenta dois dominios assimétricos a folhas beta, separadas pela
triada catalitica. O mecanismo catalitico destas proteases mostrado na figura (3) inclui
um ataque nucleofilico da Ser 195 ao grupo carbonila da ligagao peptidica do substrato,
juntamente com a reatividade da histidina 57 formando um intermediario tetraédrico,
complexo acil enzima. O ataque nucleofilico envolve a transferéncia de um préton do
anel imidazolico da His 57, formando um ion imidazol. Esse processo ¢ auxiliado pelo
efeito da polarizagdo do ion carboxilato ndo-solvatado da Asp 102, que forma uma
ponte de hidrogénio com a His 57. O complexo acil enzima posteriormente se
decompde pela forga impulsora da doagdo do proton do nitrogénio (posicao trés) da His
57 (catalise acida) eliminando um grupo (NH;) amino (nova por¢ao N-terminal da
cadeia polipeptidica clivada) o qual ¢ substituido estruturalmente por uma molécula de
agua que participa da reacdo seguinte da desacilacdo, liberando o produto carboxilado

resultante (a nova por¢do C-terminal da cadeia polipeptidica clivada) (Voet et al., 2002)
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Figura 3. Mecanismo catalitico da serinoprotease. Adapatado de Voet et al., 2002

1.5.2 Aplicacoes da serinoproteases de veneno de serpentes na clinica medica.

O homem, com o desenvolvimento da ciéncia, e com estudos quimicos,
bioquimicos, farmacolégicos, fisiologicos e toxicologicos dos compostos como
proteinas, enzimas e peptideos realiza estudos cada vez mais especificos, na busca de
toxinas animais, as quais possam agir de forma benéfica ao homem.

Para exemplificar podem-se mencionar medicamentos ja comercializados que
surgiram de substancias isoladas de toxinas animais, como ¢ o caso do veneno de
Bothrops jararaca, por Rocha e Silva no ano 1949, que permitiu o descobrimento do
peptideo, que serviu de modelo biolégico para a molécula sintética, que hoje ¢ o
captopril, utilizado no tratamento da hipertensdo arterial, insuficiéncia cardiaca
congestiva e da doenca arterial coronaria (Ferreira, 2000).

Na atualidade, ¢ grande a incidéncia de doengas arteriais, entre elas a hipertensao
e hiperlipidemia, que resultam na deposi¢cdo lipidica que leva a hiperplasia da
musculatura lisa e levando a formagdo, por exemplo, do arteroma coronario. Com o
passar do tempo, as placas se tornam instaveis e se rompem, formando émbolos que
ativam a via extrinseca da cascata de coagulagdo, iniciando uma série de processos que
levardo a oclusdo trombdtica das artérias coronarias (Ariéns et al., 2002).

Agentes tromboliticos sdo usados no tratamento terapéutico de trombose,
destacando os ativadores de plasminogénio como ativador do plasminogenio tecidual

(tPA), uroquinas e estreptoquinase. Apesar do seu uso difundido, todos estes agentes
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tem efeitos secunddrios indesejaveis e possuem custos relativamente elevados. A busca
de outros agentes tromboliticos torna-se importante sob os aspectos terapéuticos e
econdmicos. Desta forma as moléculas antitromboticas encontradas em veneno de
serpentes estdo sendo purificadas e caracterizadas devido a alta eficacia que apresentam
no processo de dissolugdo de trombos (Xiuxia et al., 2001; Bortoleto et al., 2002). O
interesse comercial na atualidade € de estudar modelos perfeicoados pela natureza para
desenvolver novos medicamentos para uso clinico, para o tratamento de infarto do
miocardio, tromboses em veias profundas, hematomas ou embolia pulmonar
(Markland,1988).

Neste contexto o isolamento das serinoproteases provenientes de veneno de
serpentes trombina- like ¢ de grande interesse para a comunidade cientifica, devido ao
desenvolvimento de reagentes para diagnoésticos, tratamento de alteragdes hemostaticas
e como agente desfibrinogenante (Marsh; Williams, 2005). Grande parte das enzimas
trombina-like ja estudadas, sdo dos venenos de serpentes do gé€nero Agkistrodon,
Trimeresurus, Crotalus e Bothrops.

As enzimas trombina-like denominadas de venombina A comercialmente
disponiveis sdo: ancrod (Arvin da Agkistrodon rhodostoma) eficaz em limitar o volume
do infarto; batroxobin (Defibrase da Bothrops moojeni), utilizada para remover o
fibrinogénio do plasma, crotalase (de Crotaius atrox). Outras serinoproteases
provenientes de veneno de serpentes que atuam sobre o fibrinogénio sdo analogas da
giroxina (Lachesis muta muta), acutobin (Agkistrodon acutus), bothrombin (Bothrops
jararaca).

Nos ultimos anos foram desenvolvidas pesquisas sobre o desenvolvimento de
uma “cola biologica” a partir de serinoproteases que fornecem otimos resultados
(Thomazi-Santos 2001), se refiere a utilizagdo de uma fragdo trombina-like isolada do
veneno de Crotalus durissus terrificus em conjunto com uma fracdo de fibrinogénio
animal, com o intuito de produzir a "cola de fibrina" que seria utilizada como
alternativa a sutura tradicional, sendo essa capaz de reduzir a morbidade no pos-
operatorio e melhorar a dificil cicatrizagdo em feridas como em cancer de pele, cirurgias
cardiacas, fistulas estomacais e intestinais, entre outros ¢ que apresenta melhores efeitos
cosméticos evitando a formagdo de queldides (Miyagui, 2007).

Estudos com serinoproteases provenientes de veneno de serpentes demonstraram
que além de ser uma trombina-like, apresentam diversas outras atividades especificas,

tais como ativadores de plasminogénio: LV-PA (Lachesis muta muta), TSV-PA
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(Trimeresurus stejnegeri), PA-BJ (Bothrops jararaca); ativadores de proteina C: como
a toxina ativadora de proteina C de Agkistrodon contortrix contortrix (ACC-C), uma
enzima trombina-like comercialmente vendida (Protac da Agkistrodon contortrix),
anticoagulantes utilizados para inibir a oclusdo das artérias em pacientes que possuem

valvulas artificiais ou que sofreram cirurgias cardiacas (Koh et al., 20006).

1.5.3 Tipos de Serinoproteases.

As serinoproteases podem se agrupar de acordo com suas fungdes: As que tém
atividades fibrinoliticas e fibrigé€noliticas, idependentemente se exercerem ou ndo as
duas fungdes, sdo nomeadas de proteases trombina-like. As serinoproteases que liberam
bradicinina a partir de cininogénios, como a calicreina de mamiferos (ou kininogenase)
sdo chamadas de proteases “calicreina-like” (Bajarnason, 1983). Além desses dois tipos
tem sido descritas serinoproteaeses com atividade tnica, como ativacdo do fator V,

proteina C, plasminogénio ou plaquetas (Matsui et al., 2000).

1.5.3.1 Serinoproteases trombina-like.

Alfa trombina de mamiferos, uma forma ativada de protrombina, ¢ uma
serinoprotease multifuncional. Os estudos recentes sobre estrutura e funcdo por
pesquisadores revelam que a trombina tém papeis importantes na hemostasia e em
tromboses em mamiferos (Matsui et al., 2000) devendo-se a conversdo de fibrinogénio
para coagulo de fibrina envolvido no cross linked por ativacdo do fator XIII liberando
fibrinopeptidios A e B das cadeias alfa e beta do fibrinogénio respectivamente, este
processo também ¢ conhecido como fibrinogenase.

Segundo Kornalik (1990) as enzimas trombina-like de veneno de serpentes
podem ser agrupadas em trés categorias (1) enzimas trombina-like AB composto de
enzimas que hidrolisam o fibrinogénio liberando fibrinopeptidos A e B. (2) Enzimas
trombina-like A, caracterizada por clivar s6 a cadeia alfa (o) do fibrinogénio, (3)
enzimas trombina-like B, que libera as cadeias beta (B) de fibrinogénio apos a hidrdlise.

A liberagdo de fibrinopeptidios A ou B do fibrinogénio formam um coagulo
semi-rigido composto por “polimeros curtos” que sdo rapidamente dispersos por ndo
possuir longo entrecruzamento ativado por o fator XIII, resultando na interrupgdo do
sistema de coagulacdo sanguinea de vitimas. Apesar dos diferentes mecanismos de

interagdo sobre o fibrinogénio, nenhuma trombina-like de veneno de serpente mostra
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todas as multiplas fungdes da trombina, embora alguns deles também ativem o fator
VIII e/ou XIII, o agregam as plaquetas como faz a trombina. (Matsui et al., 2000).
A figura (4) mostra esquematicamente a atuacdo tanto da trombina como a

trombina-like na liberacdo dos fibrinopeptidios envolvendo o fator XIII.
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Figura 4. Mecanismo de agdo da trombina e trombina-like liberando fibrinopeptidios. Fib A:

Fibrinopeptidios A. Fib B: Fibrinopeptidios B. (Adaptado Costa Oliveira J. 2010).

A tabela abaixo apresenta as principais serinoproteases, trombina-like isoladas

de veneno de serpentes que foram caracterizadas quimicamente.

Nome comum (serpentes fonte) Substrato (s) Ref.

Trombina-like

Ancrod (Calloselasma rhodostoma) Fibrinogénio (A,[B])?, fator XIII  Burkhart er al., 1992
Batroxobin (Bothrops atrox moojeni) Fibrinogénio (A,[B]), fator XIII? Itoh er al., 1987

Bilineobin (A. binlineatus) Fibrinogénio (B,[A]) Nikai et al., 1995
Bothrombin (B. jararaca) Fibrinogénio (A), fator VIII? Nishida et al., 1994

Calobin (Crotalus atrox) Fibrinogénio (A,[B]) Halton, 1973

Crotalase (C. adamanteus) Fibrinogénio (A,[B]) Henschen-Edman et al., 1989
Flavoxobin (Trimeresurus £avoviridis)  Fibrinogénio (A) Shieh et al., 1988

Giroxin analogue (Lachesis muta muta) Fibrinogénio (A,[B]) Magalhaes et al., 1993
TM-VIG (T. mucrosquamatas) Fibrinogénio (B) Hung et al., 1994

Tabela 2. Serinoproteases trombina-like de veneno de caracterizadas quimicamente.
*Fibrinopeptideos liberados estdo entre parénteses. Os que estdo em colchete sdo liberados mais
lentamente que os outros (Adaptado de Matsui et al., 2000).
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1.5.4. Inibicao das serinoproteases

As serinoproteases listadas na tabela (2) apresentam os residuos de His, Asp e
Ser nas posi¢des correspondentes a sua triada catalitica, as atividades enzimaticas destas
mléculas podem ser inibidas por substancias comuns como o fenilmetilsulfonilfluoride
(PMSF) e diisopropil fluorofosfato (DFP) afetando o sitio catalitico, esta inibi¢do
confirma a presenca da serinoprotease. O PMSF contém um 4tomo de fltor o qual reage
com o grupo hidroxila do residuo da serina, deslocando o hidrogénio para
posteriormente formar acido fluoridrico em uma reagdo irreversivel, como se mostra na
Figura (5A), deste modo o sitio catalitico ¢ alterado da enzima ocorrendo a inativagao.
A leupeptina ¢ um inibidor que compete com o substrato pelo sitio ativo da enzima,
sendo deslocado quando o substrato esta em excesso revertendo, portanto, sua atividade
inibitéria (Sant’ Ana, 2008). Em sua estrutura apresenta um grupamento aldeido e vérios
pares de elétrons livres provenientes dos seis atomos de nitrogénio que formam parte de

sua estrutura (Figura 5B).
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Figura 5. (A) Reagdo entre Serina e PMSF. (B) Molécula estrutural de Leupeptina, inibidor de
serinoprotease. Adaptado de (Sant’Ana, 2008)
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Exposto anteriormente, as serinoproteases participam em diferentes processos
fisiologicos, estas enzimas interferem na cascata de coagulagdo, muitas vezes nao
especificamente através da degradagdo proteolitica, mas seletivamente através da
ativacdo ou inativacdo de fatores da coagulagdo envolvidos na agregacdo plaquetaria,
coagulacdo e fibrindlise; para o melhor entendimento da atuacdo da trombina-like é de
interesse a compreensdo do funcionamento da cascata de coagulacdo e dos sistemas

hemostaticos e fibrinoliticos.

1.6. Cascata de Coagulacao sanguinea.

A cascata de coagulacdo ¢ considerada uma ativag@o sequencial de zimogénios,
ou seja, cada fator ¢ um substrato para a enzima anterior e ativador da pro-enzima
subsequente. A maioria das etapas de ativagdo da coagulagdo estd ligada a proteolise
limitada e em sua grande maioria, os fatores da coagulacdo sdo serinoproteases, com
excecdo dos fatores VIla e XlIla (Boon, 1993). Esta etapa ¢ dividida em duas vias
distintas, a intrinseca e a extrinseca, que sdo inter-relacionadas e culmina em uma via

comum, a formagdo de fibrina. (figura 6).

VIA INTRINSECA

Ativacao
por contato

XII "pg Xlla

VIA EXTRINSECA
X1 Xla

x  Vlla
IX IXa

V1lIa @ Fator tecidual

Plasminogénio

Xa
Va PAI-1—|~T E;-:
&
11 11a Plasmina

=]

Fibrinogénio Fibrina— PDF

Figura 6. Inter-relagdes entre as vias intrinsecas e extrinsecas da cascata de coagulagdo
sanguinea e o sistema fibrinolitico. CAMP: cininogénio de alto peso molecular. PK: pré-
calicreina. PDF: produtos da degradagio de fibrina. Adaptado de (Franco, 2001)
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A cascata da coagulagdo pode ser ativada pelos venenos de serpentes das

seguintes formas:
(1) promovendo a conversdo do fator X em fator Xa; (2) conversdo de prétrombina em
trombina, na auséncia de fator V (ativagdo direta); (3) conversdo de protrombina em
trombina, na presenca de fator V (ativagdo indireta) e (4) conversdo de fibrinogénio em
fibrina (atividade trombina-like) (Amaral et al., 1980; Ouyang et al., 1987). A
coagulopatia de consumo ocorre quando o fibrinogénio ¢ clivado em fibrina pela
gradativa absor¢do do veneno pela circulagdo sanguinea. A fibrina formada prontamente
ativa o sistema fibrinolitico que promove a degradagao da mesma.

A formagdo do coagulo de fibrina envolve complexas interagdes entre proteases
plasmaticas e seus cofatores. O inicio da coagulagdo se faz mediante ligacdes do fator
Vlla ao fator tecidual (FT) ocorrendo ativacdo dos fatores IX e X. O complexo fator
[Xa/Vllla ativa o fator X com eficiéncia ainda maior, e o fator Xa forma complexo com
o fator Va, convertendo o fator II (protrombina) em fator Ila (trombina), que por
protedlise converte o fibrinogénio soltvel em fibrina insolavel (Franco, 2011). O Fator
tecidual (FT) ¢ uma glicoproteina de membrana de 45000 Da, que funciona como
receptor para o fator VII da coagulagdo. O FT ndo ¢ normalmente expresso em células
em contato direto com o sangue tais como células endoteliais e leucocitos (Drake et al.,
1989).

Quando completada a hemostasia, o vaso deve ser restabelecido para que o fluxo
sanguineo volte a seu estado normal. A etapa tercidria da hemostasia € o que se entende
por sistema fibrinolitico ou fibrindlise (Figura 7), uma resposta fisioldgica a deposi¢ao
de fibrina. O sistema fibrinolitico participa ndo somente da remocdo do coagulo
vascular, mas também de muitos outros fendmenos bioldgicos, como a reparagdo dos
tecidos, fungdo macrofagica, ovulagdo e implantacdo do embrido (Verstracte e
Vermylen, 1989). Esse sistema compreende trés componentes principais: O
plasminogénio, ativadores de plasminogénio tecidual (t-PA), uroquinase e
estreptoquinase que ativam ao plasminogénio transformando-o em plasmina, e os
inibidores do sistema fibrinolitico, os quais rapidamente neutralizam a plasmina ou
interferem na ativacdo do plasminogénio. A fibrindlise permite que qualquer coagulo

que se forme na circulagdo seja desfeito, evitando as complica¢des tromboemboliticas.
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Figura 7. Representagdo esquematica do sistema fibrinolitico e seus inibidores. t-PA: Ativador
de plasminogénio tecidual. PAI-1: Inibidor do ativador de plasminogénio tipo 1. PAI-2:
Inibidor do ativador de plasminogénio tipo 2. Adaptado de (Narayanan; Hamasaki, 1998).

A trombina esta também envolvida na estimulagdo de coagulagdo sanguinea por
ativagcdo dos fatores V, VII e XIII. Este complexo com Trombomodulin em células
endoteliais ativa a proteina C (proteina anticoagulante circulante no sangue como
zimogénio) para inibir a coagulacdo, a proteina C ativada degrada o fator V/Va e
VIII/VIlIa liberando o ativador plasminogénio, consequentemente estimula a fibin6lise
através de sua interacdo como inibidor do sistema fibrinolitico. Além disso, este

processo encapsula a ativacao da agregagdo plaquetaria. (Fenton, 1988; Matsui, 2000).

1.7 Hemostasia, coagulacao sanguinea, e fibrindlise.

Hemostasia ¢ um processo pelo qual o organismo procura controlar a perda
sanguinea através de um vaso lessado, evitando que ela se prolongue por um tempo
maior. Sdo varios os fatores que permitem a circulacdo do sangue em seu estado fluido e
impedem a formagao de coagulos ou trombos, sendo a integridade do endotelio vascular
o elemento essencial que permite a fluidez do sangue. Existem também, substancias que
sdo secretadas pelas células que participam do processo hemostatico, como mediadores

quimicos.

Em condi¢gdes normais, os fatores da coagulagdo circulam sob a forma nao-
ativada (zimogénios) juntamente com as plaquetas, as quais sO exercem funcdo

hemostatica ou coagulante quando as condigdes sao alteradas.
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Trés principais componentes sdo envolvidos na hemostasia: Parede do vaso,
trombocitos ou plaquetas e o sistema de coagulagdo plasmatico (Kornalik, 1985). Esta
acdo ¢ coordenada por uma série de sinais quimicos que sdo mutuamente dependentes.
O sistema hemostatico pode ser dividido em trés fases. A primeira, denominada
hemostasia primdria, sucede apos a lesdo do vaso sanguineo, onde ocorre uma vaso
constri¢do com a finalidade de diminuir o fluxo local e de permitir maior contato entre
as plaquetas circulantes e o ponto onde o endotélio foi danificado. Esse simples contato
¢ suficiente para a ativacdo das plaquetas que ficam aderidas ao local lesado em um
processo chamado adesdo plaquetéria, o primeiro mecanismo de defesa do organismo

contra a perda sanguinea. (Verstraete; Vermeylen, 1989).

A parede do vaso sanguineo tem uma dupla fun¢do na hemostase; a contracdo
neurogénica apos uma lessdo que permite a formag¢do de um tampdo plaquetario
primitivo, e a ativagcdo do sistema de coagulacdo plasmatico. As injurias ou as células
endoteliais irritadas liberam sinais quimicos que ativam reversivelmente os trombocitos
e o sistema de coagulagdo. O primeiro impulso para a adesdo é uma mudanga de carga
na superficie do endoltélio de negativo para positivo, os trombdcitos reagem em fragdes
de segundos com adesdo reversivel, a mudanca de carga aumenta o area superficial ¢
facilita a aderéncia para a superficie ativada. Apds a adesdo celular ocorre ativacao de
enzimas de membrana e conseqiientemente a liberacdo de substancias
farmacologicamente ativas como mensageiros dentro do plasma.

Os trombdcitos sdo células pequenas anucleadas derivadas dos megacaridcitos,
os quais sdo produzidos pela estimulagdo da medula o6ssea pelo hormdnio
trombopoetina, os trombdcitos na forma inativa tem uma estrutura de disco achatado
com um didmetro de 2 - 4um e uma espessura € de 1-2 um nessa forma o trombdcito ¢
incapaz de aderir a parede do vaso, uma vez ativadas mudam de conformagdo criando
um arranjo de canais retorcidos na superficie da membrana que penetram no citoplasma
permitindo um contato com o exterior (surface connected canalicular system). Os
microtibulos sdo os responsaveis pela mudanga estrutural da plaqueta e a respectiva
formagdo de pseudopodos durante a ativacdo do processo, mediado também pela

secrecdo de calcio, ADP e outras sustancias (Figura 8).

A transmissdo de sinais da superficie para o interior da plaqueta sdo mediados

pelas prostanglandinas, as quais sdo sintetizadas pela degradagdo de fosfolipidios de
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membrana via formagao de 4cido araquidonico (Kornalik, 1985). O mediador resultante
do ativador de plaquetas € o tromboxano A; que possui um forte efeito pro agregante

baseado na ativacdo do calcio.
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Figura 8. Esquema do processo da ativagdo das plaquetas apds uma lesdo na parede vascular.

ADP (Adenosin difosfato), FVa (fator V ativado), R(receptor). Adaptado de (Kornalik, 1985)

As plaquetas aderentes sofrem um processo de ativacdo (mudanga conformacional)
durante o qual ocorre liberacdo do contetido de seus granulos. A reagdo de liberagdo é
iniciada pela ligagdo do agonista a receptores de superficie celular, o que ativa as
cascatas de fosforilagdo de proteinas intracelulares, causando, em tultima andlise, a
liberacdo do contetido dos granulos. Especificamente, a estimulagdo pelo ADP, pela
epinefrina e pelo colageno leva a ativacao da fosfolipase A, da membrana plaquetaria,
estas moléculas clivam os fosfolipidios da membrana e libera acido araquidonico, e pela
via ciclooxigenase gera tromboxano A, , os quais através de um receptor acoplado a
proteina G, provoca vasoconstricdo no local de lesdo vascular ao induzir uma redugéo
dos niveis de cAMP nas células musculares lisas vasculares. Durante a reagdo de
liberacao, os granulos das plaquetas secretam ativamente grandes quantidades de ADP,

Ca2+, ATP, serotonina, FvW e fator plaquetario IV.



19

O receptor de trombina, um receptor acopladoa a proteina G e ativado por protease, ¢
expresso na membrana plasmatica das plaquetas, células endoteliais vasculares, células
musculares lisas e fibroblastos. A ativacdo do receptor de trombina envolve a clivagem
proteolitica de um dominio extracelular de receptor pela trombina. O novo ligante
fixado ao NH,-terminal liga-se intramolecularmente a um sitio distinto dentro do
receptor e desencadeia a sinalizag@o intracelular. A ativagdo do receptor de trombina

resulta em ativacdo da fosfolipase mediada pela proteina G.

As plaquetas ativadas e aderidas ao endotélio liberam uma série de substincias
que tem outras fung¢des, como:
1. Substancias que promovem agregacdo das plaquetas aderidas;
2. Substancias que ativam o mecanismo da coagulacdo;

3. Substancias que diminuem a permeabilidade vascular.

A fase secunddria da hemostasia compreende os fendomenos que se destinam a
formagdo de um coagulo consistente, baseado em uma série de reagdes em cascata cujo
resultado final ¢ a formacdo de fibrina sobre o tampdo plaquetario a partir do
fibrinogénio, resultando em um codgulo estavel e resistente capaz de obstruir o vaso
sangiiineo lesionado com a deposi¢ao de uma rede de fibrina entre as plaquetas
agregadas. Esse mecanismo da coagulagdo ¢ regulado por uma série de fatores que
impedem o crescimento descontrolado do trombo ou coagulo no interior do vaso (Figura

9) (Verstraete; Vermylen, 1989).

|Vasn (parede lesada) |

- \".-,

| Vasoconstrigio ‘ |Subenduté]iu vascular‘
Aderéncia e < Ativacio de fatores da
Agregacio cascata de coagulagio
3 v
Tampio plaguetario | > | Coagulo ‘ 4 ‘ Fatores inihidores |

Figura 9. Esquema do Sistema Hemostatico. Adaptado de (Narayanan; Hamasaki, 1998).
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2. OBJETIVOS.

Este trabalho tem como finalidade a purificacdo, caracterizagdo bioquimica e
avalicdo farmacologica da uma serinoprotease de veneno Bothrops barnetti,

constituindo os seguintes objetivos especificos.

2.1. Purificar uma serinoprotease trombina-like isolada do veneno da serpente Bothrops

barnetti.

2.2. Determinar propriedades bioquimicas através de eletroforese SDS-PAGE, massa
molecular relativa, estudos cinéticos, composicdo de aminoacidos e estudos

estruturais.

2.3. Avaliar as atividades farmacologicas através de atividade edematogénica, atividade

miotoxica, atividade hemorragica e agregacao plaquetaria.

2.4. Avaliar as atividades fibrigenoliticas frente aos efeitos de concentragdo da enzima,

tempo, temperatura, ions e inibidores.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1  Veneno: O veneno de Bothrops barnetti foi cedido pela Profa. Dra. Corina Vera
Gonzales da Escola de Quimica da Universidade Nacional San Agustin de Arequipa-

Perut.

3.2  Animais: Foram utilizados camundongos de linhagem Swiss, fornecidos pelo
Biotério Central da Unicamp. Os animais foram mantidos em gaiolas abastecidas de
agua e ragao, em ambiente com temperatura e iluminagao controlada. Os experimentos
com animais foram feitos como indicam as normas estabelecidas pela Comissdo de

Etica no Uso de Animais CEUA/UNICAMP pertencente ao protocolo N° 2313-1.

3.3  Reagentes: Os reagentes usados nos experimento foram de grau PA fornecidos

por Sigma-Aldrich Brasil, Merk e Bio Rad.

3.4  Isolamento e purificacio da serinoprotease de Bothrops barnetti
3.4.1 Preparacao da amostra e isolamento em cromatografia sephadex G -75.
Amostras de 50mg do veneno bruto cristalizado de Bothrops barnetti foram

suspensas em 1ml de tampao bicarbonato de amodnio — (NH4HCO3) IM pH 8,0 e

centrifugadas a 9000 rpm durante trés minutos, o sobrenadante foi aplicado em coluna
cromatografica de exclusdo molecular contendo Sephadex G-75 (110 x 4,0 cm)
previamente equilibrada, e eluida com tampao bicarbonato de aménio 0,5 M pH 8,0.
Fragdes de 2,5 ml foram coletadas em coletor de fragdes automatico (marca Pharmacia
Biotech) num fluxo de 0,16 ml/min e monitoradas em espectrofotdmetro (Femto 700
plus) a 280nm. Todas as fracdes foram submetidas a avaliagdo de atividade proteolitica
para o reconhecimento da atividade de serinoprotease com o substrato BApNA (N-
benzoil-D,L-arginil paranitroanilida). Este substrato sintético que cliva na ligagao de
arginina liberando o cromoforo p-nitroanilina como produto da reacdo de hidrdlise, a

qual produz uma coloracao amarela lida num comprimento de onda de 410nm.
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3.4.2 Purificacio em Cromatografia liquida de alta eficiéncia-fase reversa
(HPLC)

A fragdo com atividade serinoprotease foi purificada em uma coluna analitica
para HPLC de fase reversa. O sistema cromatografico utilizado foi HPLC com detector
Waters 2487, equipado com duas bombas Waters 515, um injetor automadtico de
amostras com um loop de 200pul modelo Rheodyne 77251, € uma coluna analitica
Supelco C8 previamente equilibrada com acido trifluoroacético (TFA) 0,1% pH 3,5
(Tampao A).

Os picos foram monitorados através da determinacdo da absorvancia a 280nm.
5,0mg de amostra dissolvidas em TFA e bicarbonato de amoénia foram previamente
centrifugadas e depois aplicada em cada corrida num volume final de 200ul. As fracdes

coletadas foram liofilizadas e estocadas a -20°C.

3.4.3 Avaliacao do grau de pureza.

As amostras obtidas da etapa de purificagio HPLC-F R foram analisadas por
eletroforese em gel de poliacrilamida na presenca de SDS-PAGEsegundo a metodologia
descrita por Laemmli (1970). A confirmagdo do grau de pureza da serinoprotease
isolada do veneno de B. barnetti (TLBbar) foi obtida através de HPLC (High
performance liquid chromatography) em coluna de fase reversa C-8 nas mesmas

condicdes da purificacao.

3.5 Avaliacao fisico-quimica.
3.5.1 Eletroforese em SDS-PAGE.

A eletroforese em gel de poliacrilamida foi realizada segundo metodologia
descrita por Laemmli (1970), em um sistema Mighty Small II SE 260 (Hoefer Scientific
Instruments). As placas de poliacrilamida foram feitas de modo descontinuo,
apresentando um gel de concentragdo de 5% (staking gel) e um gel de corrida de 15%
(Running gel). O gel de corrida foi preparado utilizando o tampao Tris-HCI 1,0M pH
8,8 SDS 20%, N-N-N-N Tetrametiletilendiamina (TEMED) 0,1% e persulfato de
amonio (PSA) 10% para a polimerizagao. O gel de corrida foi preparado com tampado
Tris-HCI 1M pH 6,8 SDS 20% TEMED 0,1% e persulfato de amonio 10%.

As amostras foram dissolvidas em tampao de amostra (Tris HC1 0,075 M pH 6,8
glicerol 10% SDS 4% e azul de bromofenol 0,001%) na propor¢do de 1:1

posteriormente fervidas a 95°C durante 5 minutos. 15ul de amostras e marcadores



23

moleculares foram aplicados ao gel. A corrida eletroforética foi realizada em
amperagem constante de 30mA e voltagem livre durante 90min. Foram usados os
seguintes marcadores de massa molecular: Fosforilase b (97,4kDa), albumina sérica
bovina (66,2kDa),Ovoalbumina (45kDa), anidrase carbdonica (31kDa), inibidor de
tripsina de soja (21,5kDa). lizosima (14,4kDa). Apos corrida o gel foi corado overnight
com solucdo de comassie blue 0,05%. O excesso de corante foi retirado com solugdo de

acido acético 10%.

3.5.2 Analise de composicao de aminoacidos.

O sistema utilizado foi do analisador “Pico-Tag” da Waters, onde a identificacdo
dos aminoacidos foi feita através da cromatografia em HPLC do produto
feniltiocarbamil do aminoacido, proveniente da derivatizacdo com feniltiocianato dos
aminoacidos obtidos de hidrolise acida. Estas formas de cromoforos podem ser
detectadas em concentragoes de 1,0 pmol As reagdes de hidrolises foram realizadas
através de dilui¢des das amostras em solugdo de acetonitrila 66%, 10ul dessa solugdo o
equivalente a 2nmoles de amostra foram secadas em vacuo, seguida de uma reagdo
acida de HCI/Fenol 6N por 24horas. As seguintes etapas antes da analise foram de
redryng (basificar o 4acido depois da hidrolise para conseguir o pH correto) e a
derivatizacao.

A analise dos aminoacidos PITC foi realizada em HPLC, usando coluna C18 p-
Bondapak (3,9 mm X 15 cm) em cromatografia de fase reversa com uma gradiente
linear de 0 a 100% de acetonitrila 60% por 21 min. A identificacdo de cada aminodcido
foi feita em relagdo a uma corrida padrao de aminoéacidos PITC (Henrikson e Meredith

1984).

3.5.3. Estudo da homologia seqiiencial da TLBbar.

3.5.3.1 Reducao e alquilacao.

A proteina liofilizada purificada em HPLC de fase reversa foi re-suspendida em
ureia 8M contendo DTT 10mM a pH 8 e incubada a 37°C por duas horas para redugédo
das pontes dissulfeto. lodoacetamida foi utilizada para alquilar o grupo tiol livre a partir
dos residuos de cisteina reduzidos. Apoiados em experimentos prévios foi escolhido um

excesso molar em 30% de iodoacetamida em relagdo ao nimero total de tidis. A mistura
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foi incubada por 1,5 horas a 37°C em escuriddo. A reagdo foi parada injetando a mistura

em uma coluna de HPLC de fase reversa seguida de liofilizagao dos picos coletados.
3.5.3.2 Hidrdlise enzimatica.

A proteina purificada foi hidrolisada com tripsina pancreatica bovina de grau
sequencia em bicarbonato de aménio 0,4% pH 8,5 durante 4 horas a 37°C em uma

propor¢ao enzima: substrato de 1:100 (v/v). A reagao foi parada por liofilizagao.
3.5.3.3 Espectrometria de massas.

Espectrometria de massa ESI-CID-MS/MS foi realizada usando um
espectrometro de massas hibrido quadrupole-time of flight (Q-TOF, Micromass
Manchester, UK), equipado com uma fonte de nano spray operando em modo de
ionizacao positivo. As condigdes de ionizagdo foram: voltagem capilar de 2,3kV, um
cone voltagem e lentes RF1 de 30 e 100V, respectivamente, € uma energia de colisdo de
10eV. A temperatura da fonte foi 70°C e o cone do gés foi N, a um fluxo de 80 I/h; ndo
foi utilizado gés nebulizador para obter o spray. Gas argonio foi utilizado para
fragmentacdo de ions. Foi realizada calibragdo externa com iodeto sdédico em uma faixa
de massas a partir de 50 até 3000 m/z. Todos os espectros foram adquiridos com o
analisador TOF em modo “Vmode” (TOF kV=9,1) e voltagem MCP a 2150V (Damico
et al., 2005).

Peptideos tripticos alquilados a partir da TLBbar foram separados em HPLC de
fase reversa, liofilizados e re-suspendidos em 20% de acetonitrila e 0,1% de TFA. Cada
peptideo foi introduzido por separado na fonte do espectrdmetro de massa com uma
seringa a um fluxo de 500 nl/min”'. Ante de realizar os espectros de massa em tandem
foi adquirido um espectro ESI/MS (modo TOF MS) para cada pico obtido do HPLC de
fase reversa na faixa de 400-2000 m/z para selecionar os ions de interesse.
Posteriormente esses ions foram fragmentados em uma célula de colisdo (modo TOF
MS/MS). Diferentes energias de colisdo foram utilizadas dependendo do estado de
carga e massa dos ions. Os espectros resultantes foram adquiridos no analisador TOF e

resolvidos usando o software MassLynx-MaxEnt 3 algorithm.

3.5.4 Atividade proteolitica sobre o BAPNA
O substrato cromogénico N-benzoil-D,L-arginil paranitroanilida (BApNA) ¢é

utilizado para avaliar atividade proteolitica. (Erlanger et al.,1961). Esta atividade foi
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determinada pela incubagdo de 200ul de substrato cromogénico sintético ImM e 50ul
de tampao (Tris HCI 10mM, CaCl, 10mM, NaCl 100mM) pH 7,8 por 10 minutos a
37°C. O produto de hidrdlise se obteve pela adigdo de 5ul de amostra (serinoprotease) e
foi analisado por absorbancia em 410nm em um VERSA Max microplate reader

(Molecular Devices, Sunnyvale, CA.) utilizando-se como coeficiente de extingdo molar

do produto p-nitroanilida o valor de 8800M-'.cm!. As absorbancias das amostras foram
aferidas sendo calculadas em unidades de nanomoles/minuto. Os controles foram feitos
com os reagentes, seguindo os mesmos procedimentos e substituindo o volume da
toxina ou proteina por dgua destilada. Uma unidade de atividade enzimatica foi definida
como a quantidade de enzima presente na amostra capaz de liberar 1 pumol de p-

nitroanilida por minuto, nas condi¢des descritas.

3.5.5 Estudo Cinético.
3.5.5.1 Efeito da concentracio do substrato.

O ensaio foi realizado seguindo a mesma metodologia descrita na atividade
proteolitica sobre 0 BApNA. As concentragdes da toxina TLBbar foram avaliadas em
diluicdes seriadas de 0,0815; 0,163; 0,325; 0,625; 1,25; 2,5; 50 ¢ 10 mM
respectivamente. Sul de cada amostra foi analisado por triplicata e lido em absorbancia

de 410nm, utilizando-se como coeficiente de extingao molar do produto p-nitroanilida o

valor de 8800M_1.cm_1. As absorbancias das amostras foram aferidas sendo calculadas
em unidades de nanomoles/minuto. Os controles foram feitos apenas com os reagentes,
seguindo os mesmos procedimentos e substituindo o volume da toxina ou proteina por
agua destilada. O ensaio foi feito em espectrofotometro VERSA Max microplate reader

(Molecular Devices, Sunnyvale, CA)

3.5.5.2 Efeito da temperatura sobre a atividade enzimatica

O ensaio para a avaliagdo do efeito da temperatura sobre a atividade da
seirinoprotease TLBbar foi realizado segundo o método descrito anteriormente. As
temperaturas trabalhadas foram de 25, 30, 35, 40 e 45°C respectivamente as quais

foram mantidas por 15 minutos e lidas em seguida a 410nm, utilizando-se como

a4
coeficiente de extingdo molar do produto p-nitroanilida o valor de 8800M .cm . As

absorbancias das amostras foram aferidas sendo calculadas em wunidades de

nanomoles/minuto. Os controles foram feitos apenas com os reagentes, seguindo os
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mesmos procedimentos e substituindo o volume da toxina ou proteina por agua
destilada. O ensaio foi feito em espectrofotometro VERSA Max microplate reader

(Molecular Devices, Sunnyvale, CA).

3.5.5.3 Efeito do pH sobre a atividade enzimatica

O ensaio do efeito do pH sobre a atividade da seirinoprotease TLBbar foi
realizado segundo o método descrito em 3.5.5, com variagdes de tampdes para a
obtencdo de pH diferentes de 2 até 10. Os tampdes preparados para este experimento
foram: Citrato de sodio/acido citico 15mM, NaCl 100mM, CaCl,.2H,0 10mM pH 2,3 ¢
4; Citrato de sédio 15mM, CaCl,. 2H,O 10mM, NaCl 100mM pH 5 e 6; Tris-HCI
10mM NaCl 100mM, CaCl,.2H,O 10mM pH 7 e 8; Glicina 15mM CaCl,. 2H,O 10mM

NaCl 100mM pH 9 e 10. As amostras foram lidas a 410nm, utilizando-se como

coeficiente de extingdo molar do produto p-nitroanilida o valor de 8800M-!cm!. As
absorbancias das amostras foram aferidas sendo calculadas em unidades de
nanomoles/minuto. Os controles foram feitos apenas com os reagentes, seguindo os
mesmos procedimentos e substituindo o volume da toxina ou proteina por agua
destilada. O ensaio foi feito em espectrofotometro VERSA Max microplate reader

(Molecular Devices, Sunnyvale, CA.)

3.5.5.4 Efeito de inibicao sobre a atividade enzimatica.

Os ensaios da inibi¢do foram feitos com o substrato cromogénico BApNA,
segundo a metodologia descrita na se¢do 3.5.5. A serinoprotease TLBbar e os agentes
quimicos acido etilendiamintetracetico EDTA (0,5M), acido glicol-bis (2 aminoetileter)
—N,N,N,N-tetracetico EGTA (0,5M), polimetilsulfonilfluoride PMSF (0,5mM), inibidor
tripsina de soja SBT-1 (5ug/ul), Leupeptina (10mM), e heparina sédica (5000UI/ml)
foram incubados (relagdo 1:1 v/v) por 15 minutos a 37°C antes de acrescentar a
mistura. A atividade proteolitica residual foi calculada como atividade porcentual em
relagdo a preparagdo controle (toxina sem agente inibidor), a qual foi considerada o 100

% da atividade.

3.5.5.5 Efeito de ions sobre a atividade enzimatica.
O ensaio utilizou o substrato BApNA com os seguintes ions divalentes: Calcio,

Magnésio, Bario, Zinco e Cadmio em concentracdes de 0,05 M os quais foram
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dissolvidos com tampdo Tris-HCL 10mM pH 7,5 o tampao contendo diferentes ions
foram incubadas por 10 minutos antes de acrescentar TLBbar.

O produto de hidrélise do cromoéforo obtida pela adicdo de Sul de amostra
(serinoprotease) foi analisado por absorbancia em 410nm em um VERSA Max
microplate reader (Molecular Devices, Sunnyvale, CA).

A atividade proteolitica residual foi calculada como atividade porcentual em

relag@o a preparagdo controle (toxina sem ions), considerada 100 % de atividade.

3.6  Avaliacao Farmacologica
3.6.1 Atividades Fibrinogenoliticas.
3.6.1.1 Avaliacao da concentracao de enzima sobre o fibrinogénio.

A atividade fibrinogenolitica foi determinada segundo metodologia descrita por
(Edgar e Prentice, 1973) com algumas modificagdes de acordo com Rodrigues et al.,
(2000). O experimento foi realizado com solugdo de fibrinogénio bovino 1,5mg/ml
ressuspendido em tampédo Tris-HCI 10mM pH 7,4 contendo 10% de CaCl, 0,01M. A
enzima TLBbar foi incubada em dita solugdo em concentragdes diferentes: 0,625; 1,25;
2,5; 5,0; 10 e 20ug.a 37°C por duas horas. A rea¢do foi interrompida pela adigdo de
50ul de solugao desnaturante contendo Ureia 8,5 M, SDS 0,55%, EDTA 0,002M,Tris-
HCI 0,02M, Beta Mercaptoetanol 10% e azul de bromofenol 0,05% seguida por fervura
a 100°C durante 5 minutos. As amostras foram analisadas por SDS-PAGE 15%.

3.6.1.2 Efeito de ions sobre atividade fibigénolitica

O ensaio foi realizado preparando solugdes 0,05 M de diferentes ions
provenientes das sais CaCl,. 2H,0, MgCl,. 6H,0, BaCl,. 2H,0, ZnCl,, CuCl, e CdCl,
contendo fibrinogénio 1,5mg/ml. 10ug da enzima TLBbar foi incubada para cada ion
testado durante duas horas a 37°C. A reagéo foi interrompida com adigdo de 50ul de
solucdo desnaturante, seguida por fervura a 100°C durante 5 minutos. As amostras

foram analisadas por SDS-PAGE 15%.

3.6.1.3 Efeito de agentes quimicos para inibicao.

O experimento foi realizado incubando a enzima TLBbar com diferentes agentes
quimicos: acido etilendiamintetracetico EDTA (0,5M) agente quelante, acido glicol-bis
(2 aminoetileter) —N,N,N,N-tetracetico = EGTA (0,5M) agente quelante,

polimetilsulfonilfluoride PMSF (0,5mM) inibidor de serinoproteases, inibidor tripsina
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de soja SBT-1 (Sug/ul), Leupeptina (10mM) inibidor competitivo de serinoproteases, ¢
heparina sdédica (2mM) relagao 1:1 (v/v) por 30 minutos a 37°C. 20ul da mistura
acrescentaram-se a 200ul de fibrinogénio (1,5mg/ml) contendo 10% de CaCl, 0,01M. A
solugdo final foi incubada a 37°C por duas horas. A reagdo foi interrompida com adigdo
de 50pl de solugdo desnaturante, seguida por fervura a 100°C durante Smin. As

amostras foram analisadas por SDS-PAGE 15%.

3.6.1.4 Efeito do tempo sobre a atividade fibrigénolitica.

O experimento foi realizado incubando 15pg da enzima TLBbar em
fibrinogénio 1,5mg/ml em diferentes tempos (0,25 0,5, 1, 2, 4, 6 e 24 horas) apos a
reacdo ¢ detida pela adicdo de 50ul de solucdo desnaturante, seguida por fervura a

100°C durante Smin. As amostras foram analisadas por SDS-PAGE 15%.

3.6.1.5 Efeito da temperatura sobre a atividade fibrigénolitica.

O ensaio foi realizado incubando 15ug da enzima TLBbar com fibrinogénio
1,5mg/ml a diferentes temperaturas: 20, 30, 40, 50, 60, 70 e 80°C durante duas horas
cada amostra. Apos o tempo a reacdo ¢ detida pela adicdo de 50ul de solucdo
desnaturante, seguida por fervura a 100°C durante Smin. As amostras foram analisadas

por SDS-PAGE 15%.

3.6.2 Atividade coagulante (Dose Coagulante Minima)

A atividade foi caracterizada pelo imediato aparecimento da rede de fibrina em
presenca de cloreto de calcio 0,1M. A dose coagulante minima (DCM) ¢ definida como
a quantidade de enzima capaz de coagular o plasma (200uL) em 60 segundos (Rojas,
2005). A atividade foi realizada com 200uL de plasma humano obtido da centrifugacao
do sangue a 200g as amostras foram testadas pré-encubadas a 37°C, com diferentes

concentragdes (1,0; 2,5; 5,0; 10; 15; 20pg) de TLBbar

3.6.3 Atividade fibrinolitica.

A atividade fibrinolitica foi avaliada com plasma humano, o qual foi obtido a
partir de centrifugacdo do sangue total a 200g por 15 minutos, 500ul de plasma foi
misturado com 100l de trombina a 37°C em banho Maria e ap0s esse periodo adiciona-

se 100ul de CaCl, 0,02M até aparecimento do coagulo. Este foi transferido a um tubo
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limpo, e deixado em incubagdo com 100ug de TLBbar overnight. O controle foi

deixado em incubagdo sem a enzima.

3.6.4 Agregacao Plaquetaria.

A atividade de agregacdo plaquetaria foi feita como descrita por Leet er al.,
2003. O ensaio foi realizado com plaquetas lavadas e o sangue total foi coletado em
propor¢do de 1:9v/v anticoagulante e sangue, o anticoagulante usado foi ACD-C (4cido
citrico dextrosa) que inibe a agregacdo durante o processo de lavagem das plaquetas
sendo eficiente para quelar célcio, o tubo de coleta foi homogeneizado por inversdo
lenta, e mantido a temperatura ambiente. O sangue foi centrifugado a 400g por 15min a
20°C, posteriormente o plasma rico em plaquetas (PRP) foi retirado colocado em tubo
com tampdo de lavagem pH 6,0 (NaCl 140mM, KCI 5mM, citrato de soédio 12mM,
glicose 10mM e sacarose 10mM) 5:7 v/v e centrifugado a 800g por 12min a 20°C,
sendo o sobrenadante  desprezado. O residuo plaquetdrio foi cuidadosamente
ressuspenso em solucdo de Krebs desprovida de calcio. (Radomski e Moncada, 1983).

A medida de agregacdo foi realizada usando-se um agregémetro de dois canais
(Payton Scientific Instruments, Inc, Buffalo, NY). Os ensaios foram realizados a 37°C
com 500uL de plaquetas lavadas e a agregacdo foi analisada depois de 2 minutos da
incubacdo com diferentes concentracdes da enzima TLBbar 0,03125; 0,0625; 1,25 e
2,5ug dissolvidas com NaCl 0,15 M. O controle dos experimentos foi realizado

utilizando trombina, como agregante plaquetario.

3.6.5 Atividade edematogénica.

A curva dose-resposta para este ensaio foi realizada utilizando proteina isolada
purificada TLBbar e veneno bruto de B. barnetti. Seis grupos de trés camundongos da
linhagem swiss foram injetados via subcutines na regido sub plantar da pata direita
posterior com 50uL de solugdes contendo 2, 5 e 10 pg do veneno total e com
concentragdes de 5, 25 e 50ug da proteina purificada TLBbar. Na pata esquerda foram
inoculados 50ul de PBS (0,12 M NacCl, 0,04 M fosfato de soédio, pH 7,2) para o
controle. A atividade edematogénica foi avaliada em intervalos de tempos (0,5, 1, 3, 6,9
e 24 horas respectivamente) apds a injecdo, a formacdo de edema foi avaliada pelo
aumento do volume da pata medida com paquimetro (INZISE Co LTDA, SP-USA

1101-150) e expresso em porcentagem de indu¢do de edema.
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A formacdo de edema foi expressa como a porcentagem a mais da medida da
pata direita em relagdo a pata esquerda (controle). A dose minima para a formagao de
edema (MED) foi definida como a quantidade de toxina que produz 30% de formacao

de edema apds uma hora de injetado a toxina (Ponse-Soto et al., 2007).

3.6.6 Atividade hemorragica.

A atividade hemorragica foi realizada segundo a metodologia de Salistre de
Araujo (2007). Os camundongos foram distribuidos aleatoriamente em seis grupos (trés
animais por cada grupo), permanecendo em repouso para adaptacdo por 24 horas.
Preparou-se uma solugdo stock de 1mg/ml do veneno total B. barnetti do qual foram
preparadas doses de 40, 50 e 60pug dissolvidas em solugdo de PBS, da mesma maneira
para TLBbar em doses de 10, 20 e 50ug respectivamente. A hemorragia foi induzida
através da injecdo intradérmica na regido dorsal dos camundongos, sendo os animais
sacrificados e as peles retiradas duas horas apo6s a inje¢do. O halo hemorragico formado
foi medido em milimetros (mm). A Dose Hemorragica Minima ¢ aquela dose de
amostra capaz de induzir um halo hemorragico de 10mm na pele.(Selistre de Araujo,

2007).

3.6.7 Atividade miotdxica.

Sete grupos de camundongos (trés animais por cada grupo) foram submetidos a
injecdes via intramuscular (I.M) no gastrocnémio direito, aplicando doses variadas de
toxina. Foram preparadas diferentes doses do veneno total de B. barnetti em
concentragdes de 5, 10 e 20ug e de TLBbar em doses de 10, 20 e 50ug. Os controles
receberam somente PBS. Os niveis de CK plasmaticos foram dosados depois de 1, 3, 6,
9 e 24 horas respectivamente. O kit utilizado foi CK — NAC método cinético UV
(Laborlab).

O sangue dos camundongos foi coletado através de corte na extremidade da cauda
e coletados em capilares heparinizados sendo imediatamente centrifugados a 12.000g
por 3 minutos. Em 250ul de reativo preparado de acordo ao kit foram acrescentados Sul
de plasma obtido pela centrifugagdo do sangue, os quais foram incubados por 3 minutos
em placa de ELISA ¢ lidas a 430nm no espectrofotometro VERSA Max microplate

reader (Molecular Devices, Sunnyvale, CA).
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A quantidade de creatina quinase foi expressa em U/L (unidades/litro), sendo que

uma unidade resulta da fosforilagdo de um nanomol de creatina por minuto (Gutierrez et
al., 2008).

3.7. Analise estatistica.
Os resultados foram representados pela média de experimentos * erro padrao. A

significancia foi obtida através do teste ndo-pareado t-Student e considerado como
p<0,05.
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4. RESULTADOS.
4.1  Purificacido da serinoprotease.
4.1.1 Cromatografia de exclusao molecular

O perfil cromatografico do veneno de Bothrops barnetti em Sephadex G-75
mostrou seis fra¢cdes denominadas Bbt-I, Bbt-la, Bbt-II, Bbt-Ila Bbt-III, Bbt-IV
(Figura.10). As fracdes foram submetidas a ensaios de atividade proteolitica sobre o
BApNA para detec¢do da fracdo de interesse com maior atividade enzimatica, assim
mesmo foram testados ensaios de tempo de coagulagdo sobre fibrinogénio bovino com o
proposito da identificagdo da serinoprotease.

Os resultados mostram que a fracdo Bbt-la apresentou maior atividade
enzimatica e um tempo de coagulacdo maior em comparagdo com as outras fracdes. A

fracdo Bbt-Ia foi coletada e quantificada para sua purificagdo.

14 - .
Bbt | s Bhtll
i
1,04 /
£ 084 Bbuai’
=
= -
o o
~ 06
<
! BUtI gy 1y
04 -
Bht Ila ( )
0,2 4 T
‘-.
*ettee gy ﬂ } T“"-oovﬂuuu
U,D - T T T T T 1
0 10 20 30 40 a0 60
Tubos

Figura 10. Cromatografia de exclusdo molecular em Sephadex G-75 (110 x 4,0cm) do veneno
bruto de Bothrops barnetti. A coluna foi equilibrada e eluida com tampao bicarbonato de
amodnio (AMBIC) 0,5M pH 8,0. Amostra: 50mg do veneno dissolvido em ImL de AMBIC 1,0
M centrifugado a 12.000 xg durante 5 minutos. Fluxo de 10mL/hora, sendo coletados
2,5mL/tubo a temperatura ambiente (25°C). As fragdes foram agrupadas de acordo com as
demarcagoes.
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4.1.2 Purificacdo da fracao Bbt-Ia em cromatografia HPLC fase reversa.

A fragdo em estudo foi submetida a cromatografia em HPLC de fase reversa em
coluna de hidrofobicidade analitica Supelco C-8 mostrando. O perfil cromatografico
apresentou um total de 13 picos (Figura 11), sendo avaliadas atividades bioldgicas,
proteolitica e coagulante em todas as fragcdes eluidas. S6 a fracdo 11 apresentou
atividades enzimaticas com propriedades serinoprotease de tipo trombina- like e foi
nomeada de TLBbar. A proteina de interesse foi eluida em tempo de retencdo de 41

minutos € 60% de tampao B (60% de acetonitrila, 0,1% de TFA).
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Figura 11. Cromatografia liquida de alta eficiéncia em coluna de fase reversa C8 da fracdo Bbt-
Ia (fracdo de exclusdo molecular). A eluicdo foi feita com gradiente de concentracdo de 0 -
100% de acetonitrila 60%, TFA 0,1% com um fluxo de 1,0mL/min durante 72 minutos. Os
picos foram monitorados na absorvancia de 280nm. A fracdo com atividades biologicas,
proteoliticas e coagulantes foi demarcada.

4.1.3 Eletroforese SDS-PAGE.

A figura 12 mostra a eletroforese em gel de poliacrilamida do veneno total de B.
barnetti e das fragdes correspondentes aos passos cromatograficos, como sao exclusao
molecular G-75 e HPLC fase reversa. Os marcadores moleculares utilizados foram de:
Isozyme 14kDa, Soybean trypsin inibitor 20kDa, Carbonic anhydrase 30kDa,
Ovoalbumin 43kDa, Albumin 66kDa, Phospolipase B 97kDa. O veneno total (1)
apresenta varias bandas proteicas evidenciando a complexa mistura proté€ica que possui.

A fracdo Bbt-la (2) obtida da cromatografia de exclusdo molecular apresenta bandas
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protéicas em torno de 19 a 30 kDa aproximadamente, TLBbar (3) condiciones nio
reducidas, e TLBbar (4) condi¢des reducidas, TLBbar em condi¢gdes ndo reducidas
apresenta uma uUnica banda protéica (massa molecular aparente de 28 kDa) de

mobilidade eletroforética restrita que denota homogeneidade molecular.
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Figura 12. Eletroforese em gel de poliacrilamida em condi¢des nativas e na presenca de
agentes desnaturantes (B-mercaptoetanol). Marcadores moleculares(M). (1)Veneno Total
Bothrops barnetti, (2) Fragdo Bbt-la exclusdo molecular, (3) TLBbar obtida HPLC em
condi¢des nativas, (4) TLBbar obtida HPLC em condi¢des reduzidas com DTT.

4.1.4 Determinacao da massa molecular relativa (Mr) SDS-PAGE
TLBbar do veneno bruto de Bothrops barnetti que foi obtido por purificagao em

cromatografia HPLC apresenta um alto grau de pureza e massa molecular relativa

proxima de 28,50 KDa (figura 13).
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Figura. 13. Massa molecular relativa de TLBbar.
4.1.5 Confirmacao do grau de pureza de TLBbar

A confirmagdo do grau de pureza da serinoprotease isolada do veneno de
Bothrops barnetti foi obtida através de HPLC em coluna de fase reversa C8 nas mesmas
condicdes da purificagdo. A Figura 14 apresenta um perfil com um unico pico agudo
que foi eluido com tempo de reteng@o de 41 minutos. A eluicdo foi feita com gradiente
de concentracdo de O - 100% do acetonitrila 60%, TFA 0,1%, com um fluxo de

1,0mL/min durante 72 minutos e monitorada a 280nm.
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Figura 14. Recromatografia liquida de alta eficiéncia em coluna de fase reversa C8. (Supelco).
A eluigdo foi feita com gradiente de concentragio de 0 - 100% do acetonitrila 60%, TFA 0,1%
(Tampao B), com um fluxo de 1,0 mL/min durante 72 minutos.

4.2 Avaliacao da atividade coagulante.

Foram analisadas as atividades coagulantes das 13 fragdes obtidas da
cromatografia HPLC fase reversa e avaliada a concentracdo de proteina de cada uma
delas pelo método de Bradfor. A fracdo que apresenta maior atividade coagulante ¢é
TLBbar (fragdo 11). Ela registra um tempo de coagulagdo sobre fibrinogénio bovino de
8 segundos, as demais fra¢des (excepto a 12) coagularam ap6s de 60 segundos (Tabela
3). As concentragdes de proteina de cada fracdo foram calculadas a partir de cada 100ug
de fracao liofilizadada apds a coleta. TLBbar obteve o maior tempo de coagulacio

independentemente da quantidade protéica.
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Amostras Tempo de Concentracio
coagulaciio (seg) | de proteina mg/ml
Fracdo 1 + 60 0,78356
Fragédo 2 + 60 0,814467
Fracdo 3 + 60 0,879433
Fragdo 4 + 60 0,649424
Fracdo 5 + 60 1,013316
Fragdo 6 + 60 0,772789
Fragdo 7 + 60 0,951067
Fracdo 8 + 60 0,851679
Fragdo 9 + 60 1,015743
Fragdo 10 + 60 1,061035
Fracdo 11(TLBbar) 8 0,900376
Fracao 12 12 0,888994
Fracdo 13 + 60 0,979111

Tabela 3. Atividade coagulante sobre o fibrinogénio bovino das fragdes obtidas da
cromatografia de HPLC e concentragdo de proteina obtida da purificagdo (Atividade coagulante
foi expressa em segundos).

4.3  Caracteristicas Fisico-quimicas.
4.3.1 Analise de composicao de aminoacidos.

A andlise global da composicdo de aminoacidos da TLBbar, evidenciou alta
presencga de Asx, GIx, Ser, Gly, Pro, e Leu em comparacao a outros residuos (tabela 4).
A evidéncia de 8 residuos de cisteina sugere a formagao de quatro pontes dissulfeto. A

massa molecular calculada é de 28407,75 Da.
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Aminoacidos | Mol AA PM
Asx 31 3568,41
Glx 20 2582,6
Ser 18 1567,65
Gly 26 1483,83
His 6 822,96
Arg 12 1874,52
Thr 14 1555,68
Ala 13 924,17
Pro 23 2233,99
Tyr 7 799,05
Val 15 2447,25
Met 5 656,05
Cys 8 825,12
Ile 16 1650,72
Leu 19 2150,23
Phe 9 1324,71
Lys 15 1922,85
Trp ND ND

Total 258 28407,75

Tabela 4. Composi¢ao de aminoacidos de TLBbar isoladas de veneno de Bothrops barnetti. Os
valores sdo expressos em mol de aminoacidos por mol de proteina. (ND = ndo determinado).

4.3.2 Analise estrutural da trombina like TLBbar.

Apobs a digestdo triptica da proteina TLBbar foi possivel a identificagdo e
sequenciamento de trés peptideos via espectrometria de massa MS/MS. O estudo da
homologia sequencial realizada nos trés peptideos (Figura 15), em alinhamento com
outras serinoproteases de veneno de serpentes, de sequéncias ja determinadas e
registradas no banco de dados, demonstrou possuir um alto grau de homologia com a
trombina-like Cal isolada de Gloydius ussuriensis, seguidamente de Crotalase (Crotalus
adamanteus) e flavoxobin (Trimeresurus flavoviridis). As regides encerradas
representam a sequéncia consenso entre as diferentes serinoproteases trombina-like,
indicando tanto regides altamente conservadas quanto varidveis. O aminodcido
Histidina conservado na posi¢do 57 evidencia a presenca inalteravel do sitio catalitico

das serinoproteases.
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de outras serinoproteases

oA

com a seqiliéncia

semelhantes, procedentes de veneno de serpentes: Calobin de Agkistrodon caliginosus (Hahn et
al., 1996); Crotalase, Crotalus adamanteus (Pirkle e Stocker, 1991); Flavoxobin, Trimeresurus
flavoviridis (Deshimaru et al., 1996), Bilineobin, Agkistrodon bilineatus (Nikai et al., 1995),

fracdo que apresenta atividade sobre o

14

da TLBbar.
a Unica

1ca

dade Proteolit

ivi

Gyroxin, (Gyr) Lachesis muta muta (Castro et al., 2001), Ancrod, Calloselasma rhodostoma
Para efeito comparativo foram avaliadas as atividades proteoliticas do veneno

(Burkhart et al., 1992). Batroxobin, Bothrops atrox (Petretski et al., 2000) e Bot TL B. jararaca
total Bothrops barnetti sobre o substrato BApNA, a fragdo Bbt-la proveniente do

sephadex G-75 e da fragdo purificada em HPLC (TLBbar), as diferentes etapas de
purificacdo mostram a eficiéncia da atividades proteoliticas para TLBbar (Figura 16 A).

(Kawasaki et al., 1996). Os residuos de Histidina e Cisteina (*) sdo altamente conservados em
Os resultados das atividades proteoliticas para as 13 fragdes obtidas do HPLC

Figura 15. Alinhamento da sequéncia N-terminal da serinoprotease com atividade trombina like
todas as seqiiéncias.

substrato com uma velocidade de reacao 0,35 nanomoles/min (Figura 16 B).

TLBbar procedente de Bothrops barnetti,
mostraram que TLBbar (fracaoll) ¢

433 At
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Figura 16. Atividades proteoliticas. A: Atividade proteolitica do veneno B. barnetti (VT). Fragdo de
exclusdo molecular G-75 (Bbt-la). Fragdo do HPLC fase reversa TLBbar. B: Atividade proteolitica
sobre o BApNA das fragdes 1-13 obtidas da Cromatografia HPLC de fase reversa.

4.4 Cinética Enzimatica.
4.4.1 Efeito da concentracio do substrato.

Avaliou-se a atividade enzimatica de TLBbar sobre o substrato cromogénico
BApNA com diferentes concentragdes de substrato: 0,0815; 0,163; 0,3125; 0,625; 1,25;

2,5; 5,0; 10mM. Os resultados na figura 17A se mostra uma curva Michaeliana

4.4.2 Determinacio de Kn e Vmax a partir do grafico duplo reciproco de
Lineawever-Burk
O calculo da V,, e K, foi feito pelo método de Lineweaver-Burk (duplo-

reciproco) calculando as inversas dos valores de velocidade e concentragdes do
substrato (Figura 17B). Assim os valores obtidos de Vmax é de 0,42 nanomoles/min e

Km de 0,433 mM para TLBbar.

4.4.3 Efeito da temperatura na atividade proteolitica
O efeito da temperatura na atividade proteolitica foi avaliado em diferentes
temperaturas: 25-45°C. Na Figura 17C demonstra-se que TLBbar apresenta atividade

enzimatica entre 35 ¢ 40°C sendo a temperatura 6tima de 37°C
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4.4.4 Efeito do pH na atividade proteolitica
A Figura 17 D mostra as atividades enzimaticas avaliadas em diferentes pH (2 -
10), os resultados evidenciam que o pH 6timo da atividade proteolitica de TLBbar ¢ 8.

Em pH acidos inferiores a 5 ndo apresenta nenhuma atividade enzimatica.
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0.25

Vo (nmolesimin)
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Figura 17. Cinética enzimatica da TLBbar sobre o substrato BApNA (n=3). Diferenca
significativa (p< 0,05) A: Concentracdo de substrato B: Grafico de transformacdo de
Lineweaver-Burk para calcular os valores da velocidade maxima da Serinoprotease e seu
respectivo Km. C: Efeito da temperatura na atividade proteolitica. D: Efeito do pH na atividade
proteolitica.



41

4.4.5 Efeito inibitério sobre a atividade proteolitica

A Figura 18 apresenta a TLBbar sendo avaliado com diferentes inibidores:
EDTA (0,5M), EGTA (0,5M), PMSF (0,5mM), inibidor tripsina de soja SBT-1
(Sug/ul), Leupeptina (10mM), e heparina soédica  (5000UI/ml). Os resultados
observados mostram que os agentes inibidores como PMSF e Leupeptina reduz a
atividade proteolitica da serinoprotease, apresentando atividades residuais de 8,82% e
4,01% respectivamente. Agentes quelantes como EDTA ¢ EGTA apresentam inibigdo
em torno de 50% semelhante a SBT-1. A heparina ndo apresenta inibi¢do significativa ja

que sua atividade residual ¢ de 78,87%.
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Figura 18. Efeito de inibidores na atividade enzimatica da serinoprotease TLBbar utilizando o
substrato BApNA. Os resultados sdo calculados em porcentagem de atividade, tendo como
100% a atividade de TLBbar sem os inibidores.

4.4.6 Efeito de ions sobre a atividade proteolitica

A atividade da serinoprotease TLBbar foi avaliada com solu¢des de ions
divalentes como Ca™, Mg™, Ba™, Zn™ e Cd"™ (0,05 M). A Figura 19 mostra que a
atividade enzimatica foi reduzida frente a os fons Zn"> e Cd+2, em comparagdo com oS

outros ions.
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Figura 19. Efeito de ions na atividade enzimatica utilizando o substrato BApNA.

4.5  Avaliacoes Farmacologicas
4.5.1 Atividade Edematogénica.

Foi avaliada a agdo inflamatoria da serinoprotease TLBbar (in vivo) através da
inoculagdo da toxina via subcutanea na regido subplantar em camundongo (pata direita),
tendo como controle a inoculagdo de PBS (pata esquerda). As concentragdes utilizadas
foram de 5,0; 25; e 50ug. Os resultados (Figura 20 A) mostram que a serinoprotease
apresenta uma atividade dose e tempo dependente, a mdxima inflamagao foi apresentada
com dose de 50ug que corresponde a 43,4% (+2,45) de edema. O aumento da area de
inoculagdo foi medida apo6s 0,5, 1, 3, 6, 9 e 24 horas.

Para efeito de comparacdo foi avaliada a acdo inflamatéria do veneno total
Bothrops barnetti “in vivo”. As concentragdes utilizadas foram de 2, 5 e 10pug. Os
resultados (Figura 19 B) mostram que o veneno tem uma maxima inflamag¢ao com dose
de 10pg que corresponde a 40,01% (£ 2,20) de edema, observa-se que as doses tem um
efeito até as 6 horas apos aplicacdo, seguidamente perdem a atividade inflamatoria

progressivamente.
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Figura 20. Atividade edematogénica. (n=3) Diferenca significativa de (p< 0,05). A: Avaliacao
da TLBbar. B: Avaliagdo do veneno total. Os resultados foram calculados em porcentagem de
edema em relagdo com o branco (PBS)

4.5.2 Atividade Miotoxica.

Foram feitas injecdes no musculo gastrocnémio direito de camundongo doses
10, 20 e 50png da serinoprotease TLBbar. Nos intervalos de tempo estabelecidos foram
extraidas da veia caudal amostras de sangue para determinar os niveis de CK
plasmatico. Os resultados (Figura 21A) evidenciam minima atividade creatina quinase
em plasma depois de trés horas de injecdo com valores acima de 120 U/l com dose de
50pg. As avaliagdes foram medidas nos intervalos de tempo de 1, 3, 6, 9 e 24 horas. As
avaliacdes da atividade miotoxica no veneno total Bothrops barnetti, com doses de 5, 10
e 20ug (Figura 21B) mostra uma atividade toxica alta de 1414,4 +£115,25 U/L com dose

de 20ug que se mantem a partir das 3 a 6 horas de inoculagao da toxina.

B
il 1500 7
-
——10ug e -—D—?:]Ig
a —2—20ug 4 ——10ug
600 50ug —— 20ug
800 A
300 600 4 —
T
300 1 a \\\-\
@@;\% N _
= I -
0 Ll Ll L T 1 0 L} L 1 T 1
0 5 10 15 20 25 0 5 10 15 20 25

Tempo (h) Tempo (h)

Figura 21. Atividade miotoxica avaliada no gastrocnemius de camundongos (n=3). Diferenca
significativa de (p< 0,05). A: serinoprotease TLBbar B: Veneno Total.
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4.5.3 Atividade hemorragica.

O gréafico mostra as avaliagdes da atividade hemorragica do veneno total de
Bothrops barnetti em trés doses: 40, 50 e 60ug em 100ul de solucao, e como controle
100ul de PBS. A dose hemorragica minima (DHM) do veneno foi de 34,13ug (Figura

22). A serinoprotease TLBbar ndo apresentou atividade hemorragica.

25

Y =0,312X - 0,648
R? = 0,970

[
o
|

—_
(&) ]
|
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10 Halo b 2 duzid
C por S0ug de veneno total

| % DHM = 34,13ug
1

T T T I;I T T 1
0O 10 20 30 40 50 60 65

Veneno Total (ug)

TLBbar

Figura 22. Atividade hemorrdgica do veneno total Bothrops barnetti avaliada na zona dorsal
dos camundongos (n=3). As avaliagdes foram medidas apds duas horas de inoculag@o da toxina.
Diferenca significativa de (p< 0,05).

4.5.4 Agregacao Plaquetaria.

As concentracdes avaliadas foram preparadas em dilui¢des seriadas de 0,03125;
0,625; 1,25 e 2,5ng. A Figura 23 mostra que TLBbar apresentou alta atividade
agregante sobre o plasma sangiiineo a qual foi capaz de induzir agregagdo plaquetaria,
atividade similar a trombina que foi usado como controle. A concentragdo de 0,325 ndo
apresentou efeito agregante, concentragdes de 0,625 e 1,25ug apresentam mais de 70%
de agregacdo; concentracao de 2,5ug apresenta 90% de agregacdo tendo o mesmo
comportamento que a trombina. Observa-se também, que TLBbar comeca sua
agregacao apos trés minutos quando comparado com o controle (trombina agrega apds
Imin). A serinoprotease TLBbar (2,5 pg) foi avaliada em presenca do inibidor PMSF,

apresentando efeito inibitério na atividade agregante.
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Figura 23. Agregacao plaquetaria da TLBbar avaliada em plaquetas lavadas do sangue humano
em diferentes concentragdes. Diferenca significativa de (p< 0,05).

4.5.5 Atividade coagulante sobre o plasma humano.

TLBbar isolada do veneno Bothrops barnetti apresentou atividade coagulante

sobre plasma humano. Em diferentes concentragdes, foi capaz de induzir a formagdo de

coagulo. A atividade foi confirmada através da resposta dose-dependente realizada para

obtencdo da dose coagulante minima que foi determinada em 1,71pg (DCM = dose

minima de proteina capaz de coagular o plasma em 60 segundos) (Figura 24).
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Figura 24. Dose coagulante minima (DCM) de TLBbar sobre o plasma humano em diferentes
concentracdes (1, 3, 5, 10, 15 e 20pg).
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4.5.6 Atividade coagulante sobre fibrinogénio bovino

A atividade coagulante foi caracterizada pelo imediato aparecimento da rede de
fibrina a partir do fibrinogénio bovino e conseqiientemente a formacdo do codgulo em
diferentes tempos. TLBbar apresentou alta atividade coagulante, formando a rede de
fibrina num tempo de 8 segundos. A fracdo Bbt-Ia (G-75) e o veneno total apresentaram

tempo de coagulacdo de 10 e 31 segundos respectivamente (Figura 25).

0,12 -

0,10 - —

0,08

0,06

0,04

1/ Tempo de coagulagéo (seg)

0,02+

1

0
W.T. Bbr-1 TLBbar

Figura 25. Atividade coagulante sobre o fibrinogénio bovino das amostras: Veneno total (VT),
fracdo do Sephadex G-75 com atividade serinoprotease (Bbt -la), Fracdo purificada no HPLC
fase reversa (TLBbar).

4.5.7 Atividade fibrinogenolitica.

O controle do fibrinogénio (bovino) apresentou trés bandas no gel
correspondentes as cadeias Aa, Bf e y como esperado (Figura 26 A, pista eletroforética
1). TLBbar apresentou atividade fibrigénolitica liberando fibrinopeptidios A através da
degradacdo da cadeia Aa do fibrinogénio em um tempo de 15min e em 2 horas se
observa sua completa degradacao. (Figura 26 A, pistas 2-8).

A concentragdo de 1,25ug (Fig 26 B, pistas 2-6) foi suficente para comecar a
clivar a cadeia Ao com eficiéncia, a avaliagdo da concentragdo ¢ dose depentente
observado na aparicdo de bandas de massas moleculares relativas menores, que sdo
proporcionais ao aumento da concentracdo da enzima, sendo os fibrinopepitideos,

produtos da quebra da cadeia do fibrinogénio através da atividade proteolitica.
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A atividade fibrigenolitica de TLBbar foi avaliada em diferentes temperaturas de
incubagdo, evidenciando que a quebra da cadeia do fibrinogénio € melhor entre 30 ¢
40°C (Figura 26 C)

A atividade fibrinogenolitica Do mesmo modo foi avaliado com a presenca de

. . 2+ 2+ 2+ 2+ 2 2+
diferentes ions divalentes (Ca , Mg , Ba , Cu , Cd, Zn ), os resultados mostram

que a atividade proteolitica de TLBbar ¢ aumentada na presenca de ions calcio,
magnésio e bario (Figura 26D).

As atividades fibrigenoliticas foram submetidas na presenca de agentes quimicos
(Leupeptina, PMSF, EDTA, EGTA e heparina) para avaliagdo de inibi¢do. Os
resultados evidenciam o efeito inibitorio caracteristico para serinoprotease dos

inibidores Leupeptina e PMSF. (Figura 25E).
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Figura 26. Atividades fibrigenoliticas da TLBbar (15ug) A: Tempo dependente (1) Controle de
fibrinogénio bovino 1,5mg/ml. (2) 15min de incubacdo (3) 30min de incubagdo. (4) 60min de
incubagdo. (5) 2 horas de incubagdo. (6) 4 horas de incubagao. (7) 6 horas de incubagao. (8) 24
horas de incubacdo. B: Dose dependente (1) Controle de fibrinogénio bovino 1,5mg/ml. (2)
1,25ug de enzima (3) 2,5ug de enzima. (4) 5,0ug de enzima. (5) 10pg de enzima (6) 20ug de
enzima. C: Temperatura. (1) Controle de fibrinogénio bovino 1,5mg/ml. (2)20°C (3) 30°C (4)
40°C  (5) 50°C (6) 60°C (7) 70°C (8) 80°C D: fons. 1) Controle de fibrinogénio bovino
1,5mg/ml. (2) TLBbar (3) TLBbar com ion calcio (4) TLBbar com ion magnésio (5) TLBbar
com ion bario (6) TLBbar com ion zinco (7) TLBbar com ion cobre (8) TLBbar com ion
cadmio. E: Inibigad. (1) Controle de fibrinogénio bovino 1,5mg/ml. (2) TLBbar (3) Leupeptina
(4) PMSF (5) EDTA (6) EGTA (7) Heparina.
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5. DISCUSSAO.

O Peru ¢ um pais com caracteristicas climaticas e geograficas muito variadas que
contém uma riquissima diversidade de flora e fauna, porém no percurso do tempo as
pesquisas sobre venenos de serpentes tém sido mais abrangentes. Diferentes trabalhos
indicam que as espécies do género Bothrops sdo as principais agressoras (entre 61% e
88.5%), considerando-se que a espécie Bothrops atrox ("jergdén") € a mais comum em
seu género para as zonas de floresta, Bothrops barnetti ("macanche") para a costa norte
e Bothrops pictus ("vibora de costa") para as costas centro e sul. O género Lachesis
resulta ser muito ocasional (1% a 2.32%). No caso do género Crotalus registrado no
departamento de Puno e Madre de Deus, a porcentagem ¢ menor do que 1%. Ndo tem
informagdes sobre acidentes com espécies da familia Elapidae e Hydrophiidae
(Bustamante JL, 2007; Rojas, 2005).

Na América do Sul, venenos de serpentes do género Bothrops vém sendo
estudados devido a sua predominancia e importancia médica em paises como Brasil,
Argentina, Colombia, Equador, Venezuela, Bolivia e Peru, ja que as serpentes
botrdpicas sdo as responsaveis por 90% dos acidentes ofidicos que acontecem nestes
paises (Funasa, 2002).

O veneno de serpentes ¢ formado por uma mistura de peptideos e proteinas
(principalmente enzimas), os quais conferem ao veneno as propriedades farmacologicas.
As enzimas que se encontram em maior quantidade sdo as fosfolipases A,,
metaloproteases, hialuronidases e serinoproteases (Kini 2003)

As Serinoproteases de veneno de serpentes (SVSPs) estdo entre as enzimas de
venenos melhores caracterizadas e afetam o sistema hemostatico. Elas atuam sobre
varios componentes da cascata de coagulacao, atuando nos sistemas fibrigenoliticos e
fibrinoliticos, calicreina-cininada e agregacao plaquetaria, causando sobre as células da
presa um desequilibrio no sistema hemostatico, atividades semelhantes a trombina, por
isso as SVSPs sdo também chamadas de trombina-like (Serrano, 2005). Estas enzimas
pertencem ao grupo S1 da familia da tripsina que ¢ a maior familia das peptidases
(Halfon e Craik, 1998), estdo presentes principalmente na familia Viperidae, com pouca
concorréncia nas familias Crotalidae, Elapidae e Coluibridae.

As SVSPs sdo enzimas caracterizadas por apresentar um sitio catalitico em
comun, nomeada “triada catalitica” que envolve o mecanismo que inclui uma alta
reatividade do residuo Ser 195, que tem um rol importante na formacdo do complexo

acil-enzima, que ¢ estabilizado por histidina 57 e acido aspartico 102 (Castro, 2004)



50

O isolamento das SVSPs trombina-like ¢ de grande interesse para a comunidade
cientifica, devido ao desenvolvimento de reagentes diagnésticos, no tratamento de
alteragdes hemostaticas e como agente desfibrinogenante (Marsh; Williams, 2005).
Grande parte das enzimas trombina-like ja estudadas, sdo dos venenos de serpentes do
género Agkistrodon, Trimeresurus, Crotalus e Bothrops. O interesse comercial na
atualidade € de uso clinico para o tratamento de infarto do miocardio, tromboses em
veias profundas, pancadas ou embolia pulmonar (Markland, 1988).

Devido as diferencas naturais ¢ a biodiversidade das enzimas entre as serpentes
de diferentes espécies e origens geograficas, o estudo de novas serinoproteases pode
prover conhecimentos relevantes para o entendimento de suas fungdes para a busca de
novas alternativas farmacologicas.

Até o presente momento nenhum estudo abordou a caracterizagdo bioquimica,
estrutural ou farmacolégica de serinoproteases do veneno de Bothrops barnetti. O
presente trabalho descreve o isolamento e purificagdo de uma serinoprotease como
atividade trombina-like denominada TLBbar, assim como sua caracteriza¢do Fisico-

quimica e avaliacdo farmacologica.

5.1. Isolamento e purificacio da serinoprotease do veneno Bothrops barnetti

TLBbar foi purificada através da combinagdo de duas etapas cromatograficas:
Cromatografia de exclusdo molecular Sephadex G-75 seguida de HPLC de fase reversa
(C8), usando bicarbonato de amonia (0,5 M) e acetonitrila (66%), respectivamente
como tampdes de eluicdo. Este tampdo tem a vantagem de ndo interferir na atividade
enzimatica das amostras, além da sua rapida eliminagdo durante a liofilizagdo, evitando
os exaustivos processos de didlise, conferindo rapidez ao processo ¢ mantendo a
funcionalidade das proteinas, podendo ser utilizadas em estudos bioldgicos posteriores.

O perfil cromatografico de exclusdo molecular do veneno total de Bothrops
barnetti apresenta seis fracoes (Bbt-I, Bbt-la, Bbt-1I, Bbt-1Ia, Bbt-III, Bbt-1V) (Figura
10). Atividades proteoliticas e coagulantes s6 foram encontradas na fragdo Bbt-Ia.
HPLC de fase reversa da Bbt-la permitiu isolar 13 fragdes (Figura 11). A fra¢do 11
apresentou alta atividade proteolitica sobre o substrato BApNA (0,35+0,07
nanomoles/min), as outras fragdes nao apresentaram atividade (figura 16 B), além disso,
a fracdo 11 evidenciou alta atividade coagulante com um tempo de coagulacdo de 8

segundos (tabela 3), as outras fracdes coagularam apds 60 segundos. Portanto, a fragdo
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11 que foi denominada como TLBbar confirmou sua atividade serinoproteases
realizando-se a caracterizagcdo enzimadtica e farmacologica.

Os resultados mostram que a combinagdao da cromatografia de exclusao
molecular com HPLC de fase reversa foi eficiente, principalmente esta Gltima que se
mostrou bastante efetiva, proporcionando um grande aumento na atividade proteolitica
de TLBbar (0,35 nmol/min), quando comparado a atividade proteolitica de veneno total
e da fragdo Bbt-lIa (0,027 + 0,002 e 0,166 = 0,009 nanomoles/min respectivamente)
(Figura 16 A). Além disso, ha preservagdo da seletividade e da capacidade de resolucdo
e um alto grau de pureza evidenciado na repurificagdo (Figura 14) como também a

preservacao das atividades enzimatica e biologica.

5.2 Avaliacoes Fisico-quimicas.

Eletroforese em condi¢des desnaturantes tem sido um método muito utilizado
para determinar o grau de pureza e massa molecular aparente das serinoproteases. Tem
sido reportado na literatura que estas familias de enzimas possuem massas moleculares
em torno de 25 a 35 kDa (Cavinato 1998). No entanto, foram purificadas
serinoproteases com variabilidade de massas entre 23 a 67 kDa como ¢ descrito para
flavoridis de 23kDa de Trimisurus flavoridis (Shiesh et al., 1988) PABJ de B jararaca
30kDa. (Serrano et al, 1995), TVS-PA de Trimesurus stejneri 33 kDa (Zhang et
al.,1995), LV-PA de Lachesis muta com 33 kDa (Sanchez et al., 2000). Outras
apresentam massas moleculares mais elevadas como cerastocitin 38kDa de Ceraste
cerastes (Marrakchi et al.,1997), CPIE-2 de Akgistrodon caliginosus com 44 kDa
(Shimokawa e Takahashi 1993), Bothrops protease A de Bothrops jararaca descrito
com 67kDa (Murayama et al., 2003).

Os resultados de eletroforese em SDS-PAGE (12,5%) evidenciou para TLBbar
uma unica banda eletroforética restrita com massa molecular relativa de ~28,5 kDa em
condi¢cdes nao reduzidas mostrando alto grau de homogeneidade molecular. Sob
condicdes desnaturantes (DTT) evidencia-se a presenga de uma tnica banda com massa
relativa de 40,96 kDa (Figura 12 e 13). Assim, pode-se inferir que TLBbar ¢ uma
proteina de cadeia polipeptidica unica, em condi¢des reduzidas ocorre a reducdo das
pontes dissulfeto intracadeia da TLBbar, fazendo com que a cadeia polipeptidica fique
“esticada” deixando de ser globular, diminuindo sua migracdo eletroforética no gel de
poliacrilamida (maior dificuldade de migragdo através da malha do gel), mostrando um

aumento aparente de massa molecular.
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TLBbar apresentou 258 residuos de aminoacidos, compostos por 31Asp/Asn, 20
Glu/Gln, 18Ser, 26Gly, 6His, 12Arg, 14Thr, 13Ala, 23Pro, 7Tyr, 15Val, 5Met, 8Cys,
16lle, 19Leu, 9Phe, 15Lys. Estes resultados apresentam similaridade com os descritos
na literatura como para Serinoprotease TLBm (Vilca-Quispe et al., 2010). O ponto
isoelétrico de TLBbar foi registrado em 7,5 segum esses dados indicam que se trata de
uma enzima basica (Tabela 4).

O sequenciamento, via espectrometria de massas modo MS/MS, dos trés
peptideos tripticos obtidos a partir da digestdio da TLBbar, demonstrou homologia
estrutural com outras serinoproteases de veneno de serpentes, como a trombina-like
denominada Calobin, isolada e caracterizada a partir de Agkistrodon caliginosus
(Korean Viper), Crotalase (Crotalus adamanteus), flavoxobin (Trimeresurus
flavoviridis) entre outras (Figura 15). As diferencas moleculares entre a TLBbar e as
outras desta familia de proteinas poderiam ser atribuidas a magnitude das glicosilacdes
da cadeia polipeptidica. Este fato € possivel desde que as enzimas trombina like exibam
uma micro heterogeneidade, devido as diferencas em suas cadeias polipeptidicas
glicosiladas formadas no processo das modificagdes pds-traducionais, como € o caso
das serpentes Agkistrodon rhodostoma (Hatton, 1973; Burkhart, et. al., 1992), Crotalus
horridus horridus (Shu, et. al., 1983), Lachesis muta muta (Silveira, et. al., 1989),
Bothrops jararaca (Serrano, et. al., 1995) e Bothrops jararacussu (Zaganelli, et. al.,
1996). As serinoproteases reportadas na literatura, com as quais foi comparada a
TLBbar, apresentam os aminoacidos conservados do sitio catalitico (His57, Asp102,
Ser195). A TLBbar apresenta o aminoacido histidina na posi¢do 57 da triada catalitica
no segundo peptideo triptico. Embora ndo tenha sido avaliado outros peptidios onde se
registre os dois aminoaciodos da triada catalitica (Asp102, Ser195), podemos dizer que
os resultados. em conjunto com as atividades enzimaticas e bioldgicas, confirmam que
TLBbar pertence ao grupo de enzimas serinoproteases com atividade trombina-like.

Sabe-se que o comportamento de uma enzima perante seu substrato e as
propriedades exibidas por um determinado inibidor estdo relacionados, entre outros
fatores, a possibilidade de ocorréncia de forgas de atracdo entre a molécula do substrato
e 0s atomos que compdem o sitio ativo da enzima. Estas interagdes podem ser
eletrostaticas, ligagdes de hidrogénio ou mesmo intera¢des hidrofobicas. A afinidade da
enzima pelo substrato entdo depende dos tipos de interacdes presentes entre estes.

A nomenclatura geral das posigdes do sitio de clivagem do substrato pelas

enzimas serinoproteases foram formuladas por Schechter e Berger (1967), Nesta
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nomenclatura os aminoacidos na por¢do N-terminal da ligagdo peptidica clivada pela
protease sao enumerados de acordo com sua posi¢ao na cadeia partindo da ligagao (P1,
P2, P3...). Os aminoacidos da por¢ao C-terminal sdo enumerados como P1°, P2’, P3’,
etc. J& os subsitios da enzima (um ou mais aminoacidos) que interagem com os
substratos sdo enumerados como S1,... ou S1°,... de acordo com o aminoacido do
substrato com o qual interage. Portanto, o aminoacido em P1 interage principalmente
com S1 (subsitio 1) na enzima, o aminoacido em P2 interage com S2.

O substrato utilizado no trabalho para a caracterizacdo enzimatica de TLBbar ¢ o
cromogénico BApNA (N-benzoil-D,L-arginil paranitroanilida) o qual apresenta o
residuo de arginina na posicdo P1, que se liga com a TLBbar na posicdo S1 que
corresponderia provavelmente ao residuo de Aspartato (102) presente no centro ativo da
enzima; esta afinidade de ligagdo enzima-substrato poderia basear-se quimicamente em
interagdes de ordem eletrostatico, ja4 que arginina possui radicais de nitrogénio
carregados positivamente que podem interatuar com Aspartato 102, que apresenta
cargas negativas, presente na triada catalitica (Figura 26). Além disso, este residuo polar
acido poderia incrementar a disponibilidade de cargas na nuvem eletronica
disponibilizando o ambiente de clivagem devido a presenga de elétrons livres
provenientes de seus dois d&tomos de nitrogé€nio na extremidade de sua cadeia presente
em S1 do centro ativo da serinoprotease, corroborando assim a especificidade destas
familias de enzimas por Arg e Lys em P1 (Perona et al., 1995).

Dessa forma podemos inferir que a interagdo destes aminoacidos, aspartato e
arginina, ndo s6 dependem das cargas de suas cadeias laterais pela preferéncia por Arg

em P1, mas também pela sua conformagao espacial e tamanho da molécula.

//NH+
Arginina -CH2-NH-C_ COO™- CH2-| —» aspartato

em P1
NH: em 51

* *

Substrato Enzima

Figura 26. Interago entre Arg situada em P1 e Asp situado em S1. (P1 aminoéacido do substrato
que interage ativamente com aminodcido presente no sitio ativo da enzima S1)
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O estudo cinético tem importdncia nas enzimas, ja que os resultados sdo
indicativos de sua velocidade de hidrdlise, afinidade pelo substrato e estabilidade frente
a determinados parametros como temperatura, ions e pH. Os resultados mostram que
TLBbar apresenta maior atividade proteolitica quando comparado com o veneno total
(0,35 + 0,17 e 0, 027 £0, 012 nanomoles/min respectivamente) (Figura 16 A). O efeito
da concentragdo de substrato sobre a atividade proteolitica de TLBbar evidencia um
comportamento cldssico michaeliano (Figura 17A). De maneira similar foi observado
para TLBm-I, utilizando o mesmo substrato (Vilca-Quispe et al., 2010)

Os valores de V. ¢ K,, encontrados para TLBbar foram 0,42nmol/min e
0,433mM respectivamente, (Figura 17B) estes valores podem ser comparados com
trombinas-like isoladas de Bothrops atrox como TLE-1 a qual apresenta um Km de
0,33mM e TLE-2 com Km de 0,46mM (Petretski er al., 2000) valores cercanos a
TLBbar. Lachesis muta muta também apresenta valores de Km de 0,075 mM e Vmax de
0,36nmoles/min. (Yarleque et al., 1989) Esses dados foram resultados das atividades
cinéticas frente a0 mesmo substrato BApNA, onde se observa que a trombina-like de
Laquesis muta muta tem mais afinidad com o substrato comparado com TLBbar. O
valor de V., foi encontrado similar com serinoprotease Ba III-4 de Bothrops atrox
(Ponce-Soto et al., 2007) que tem V,,, de 0,4Inmol/min. As atividades cinéticas de
TLBbar sao parecidas a outras trombina-like ja estudadas.

Atividade proteolitica de TLBbar foi verificada em diferentes valores de
temperatura e pH. A atividade 6tima ocorre a 37°C e pH de 8 (Figura 17C, D) Embora
as atividades proteoliticas observadas apresentam estes valores, TLBbar evidenciou
ainda atividade na faixa de 40 a 45°C o que indica a estabilidade da molécula frente ao
calor devido a presenga de pontes dissulfeto e o enovelamento adequado que da
estabilidade molecular; essa estabilidade também ¢ explicada pela natureza
pecilotérmica das serpentes. A variacdo da temperatura corporal dos répteis afeta muitos
processos fisiologicos e de desenvolvimento (Peterson et al., 1993). Moléculas com
estruturas rigidas e estaveis que possam manter a sua funcionalidade frente as variacdes
de temperatura do ambiente sdo necessarias para a sobrevivéncia das serpentes. TLBbar
apresenta estabilidade em pH basicos, no entanto registrou-se auséncia de atividade em
pH acidos, o qual evidencia a natureza basica da enzima.

Outros estudos cinéticos efetuados neste trabalho sdo de inibicdo e efeito de
ions. Inibidores especificos de serinoproteases t€ém sido utilizados, tais como Leupeptina

e polimetilsulfonilfluoride (PMSF) os quais inibem a atividade proteolitica de SVSPs
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assim confirmando que estas enzimas pertencem a familia das serinoproteases.
Leupeptina ¢ um inibidor competitivo, este inibidor compete com o substrato pelo sitio
ativo da enzima, sendo deslocado quando o substrato estd em excesso, revertendo por
tanto sua atividade inibitdria. (Sant’Ana, 2008). O PMSF tem a capacidade de ligar-se
ao residuo de aminoacido serina do sitio catalitico, provocando uma ligacdo irreversivel
e inativando-a. TLBbar apresentou inibi¢do quase totalmente na presenca de leupeptina
e PMSF, calculando-se atividades residuais de 4,01 e 8,82% respectivamente (Figura
18), confirmando assim que a proteina purificada ¢ uma serinoprotease.

As serinoproteases sdo geralmente insensiveis a inibidores de tripsina como
SBT-I e alfal-antitripsina. (Castro, 2004). No entanto, o SBT-I em alguns casos
mostrou seu efeito inibitério em altas concentragoes, tais como ACC-C (Orthner et al.,
1988) e Cerastocitin (Marrakchi et al., 1995). A Incubagdo de TLBbar com SBT-I,
apresentou uma atividade residual de 52,51%, indicando que SBT-I estaria tendo um
efeito inibitorio médio. EDTA e EGTA tiveram efeito inibitério em torno de 50%
apresentando atividades residuais de 53,20% 54,81%, respectivamente. No caso da
heparina ndo houve inibicdo significativa, apresentando uma atividade residual de
78,87%. Estes resultados sdao semelhantes a serinoproteases descritos como
Ceractocytin de Cerastes cerastes com inibi¢do negativa para heparina e positiva para
SBT-I (Dekhil et al., 2003) e Batroxombin de Bothrops atrox que também mostra
inibi¢do negativa para heparina e SBT-I (Serrano, 2005).

A TLBbar na presenca de alguns ions bivalentes como calcio, magnésio e bario
(0,05M) apresenta uma leve diminuicdo da atividade proteolitica sobre o BApNA,
entretanto os ions zinco e cadmio diminuem essa atividade (Figura 19) Com base nestes
resultados pode-se sugerir que, ja que a ligacdo do substrato ao sitio catalitico ¢
favorecida por interagao eletrostatica, ocorrendo entre os grupos carregados em P1 e S1,
os cations presentes no meio provavelmente competem com o substrato pela carga
negativa do Asp presente em Sl1, desfavorecendo a ligacdo enzima-substrato, e
conseqiientemente diminuindo a atividade enzimatica.

O aumento da forca idnica, causado pelo aumento da concentragdo de sais em
solucdo, leva a uma diminuicdo da atragdo entre ions de carga oposta e,
conseqiientemente, desfavorece a interacdo entre a Arg em P1 e o Asp em S1. Tal fato
também pode explicar a atividade inibidora destes ions sobre a TLBbar. A forga i6nica
de uma solucdo depende da concentracdo molar de cada ion, mas também da carga

destes ions. Quanto maior a carga do ion maior sera seu efeito na forca idnica.
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Os ions calcio, magnésio e bario t€ém comportamento similar pelo fato de
encontrar-se em um mesmo grupo quimico, tendo similares caracteristicas como raio
i6nico, eletro negatividade, entre outros. Os cations como zinco ¢ cddmio tem um raio
ionico menor (0,74 A°) que os elementos do grupo alcalinos terrosos (magnésio, calcio,
bario (0,86; 0,99; 1,34 A° respectivamente)), se sugere que eles podem se mobilizar
mais rapidamente para competir pelas cargas negativas do aminoacido Aspartato,
diminuindo em grande medida a ligacdo enzima-substrato. Além disso, esta
variabilidade poderia ser provocada por alguma mudanga conformacional devido a
interacdo destes cations com outra regido da enzima que ndo seja o centro ativo, mas

que altere a estrutura do sitio de catalise, interferindo na intera¢do enzima-substrato.

5.3  Avaliacoes Farmacolégicas.

O envenenamento botropico pode ser classificado segundo a presenca das
manifestagdes locais ou sistémicas. Entre as manifestagdes locais estdo a mionecrose,
hemorragia, inflamagdo e entre as sistémicas, hemorragia, alteragdes na coagulacdo, na
fungdo plaquetdria e do fibrinogénio (Hati er al., 1999). Estes efeitos podem ser
causados por miotoxinas, desintegrinas, peptideos vasoativos e enzimas, tais como
fosfolipases A,, metaloproteases, hialuronidases, serinoproteases entre outros.

Neste trabalho foram avaliadas as atividades edematogénica, miotdxica,
hemorragica, agregacao plaquetaria e fibrigenoliticas de TLBbar comparada em alguns
casos com o veneto total, com efeito de mostrar a contribuicdo dessas atividades em
relacdo da TLBbar isolada do veneno.

O edema ¢ o acumulo anormal de liquido no compartimento extra-celular
intersticial ou nas cavidades corporais devido ao aumento da pressdo hidrostatica,
aumento da permeabilidade vascular (inflamagdes) e diminui¢do da drenagem linfatica,
sendo uma das principais manifestagdes de um processo inflamatério. A inflamagdo ¢
causada por diversas fragdes do veneno botropico, por exemplo, aminas biogénicas, pré-
formadas do tipo histamina, PLA;, esterases, proteases, enzimas liberadoras de cininas e
lectinas (Teixeira et al., 2003).

A contribuicdo de TLBbar ao efeito edematogénico do veneno total pode ser
considerado irrelevante, uma vez que foram necessarios 50pg de proteina para induzir
43,3% £2,45 de edema, ja o veneno total induz a mesma magnitude de edema com uma
concentracdo 5 vezes menor de proteina (10pg) (Figuras 20 A, B). A serinoprotease nao

causa edema nem lesdo celular evidenciado em estes resultados, o efeito edemaogénico
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do veneno total deve-se a presenga de outros componentes de proetases ou fosfolipases
(Landucci et al., 2000)

A miotoxicidade ¢ definida como a habilidade das toxinas para induzir necrose
na musculatura esquelética in vivo, a partir de injecdo intramuscular ou, in vitro, através
da incubacdo com musculos esqueléticos diferenciados (Gutierrez e Ownby, 2003;
Lomonte er al, 2003) e ¢ evidenciada pela capacidade de aumentar os niveis plasmaticos
de CK apds a inje¢@o intramuscular ou intravenosa. A mionecrose induzida por esses
venenos tem dois mecanismos fundamentais: (1) agdo direta de toxinas, denominadas
miotoxinas, sobre as células musculares, originando lesdo e (2) isquemia que se
desencadeia no tecido como conseqiiéncia do sangramento, compressao tissular e outras
alteracdes inflamatodrias, que também contribuem para a mionecrose (Gutiérrez et al.,
2008).

TLBbar ndo induz miotoxicidade local ja que os valores de atividade CK
plasmatico foram similares ao controle (126,98 =11,87U/1, 6 horas apds aplicagdo). Por
outro lado, o veneno total aumentou consideravelmente a atividade CK até atingir
valores maximos de 1414,4 +115,25 U/l (Figuras 21 A, B). Estes resultados
demonstram auséncia de atividade miotoxica de TLBbar.

O intenso efeito toxico sobre as fibras musculares induzido pelo veneno total ¢é
provavelmente devido aos outros componentes miotoxicos como as PLA, (Ponce-Soto
et al., 2007) e metaloproteases (Torres-Huaco et al., 2010). Por outro lado, ndo pode ser
descartado um possivel efeito sinérgico destes componentes do veneno, ja que estes
estudos foram feitos com toxinas isoladas, restaria, portanto realizar avaliagdes de
possiveis efeitos potencializadores das atividades farmacologicas devido a associagdes
destes principais componentes do veneno botropico (Gutiérrez et al., 2002).

A atividade hemorrdgica do veneno ¢ causada principalmente por toxinas
denominadas hemorraginas, que sdo enzimas proteoliticas do tipo metaloprotease, sendo
sua atividade enzimatica dependente da presenca de um atomo de zinco no seu sitio
ativo (Bjarnason e Fox, 1994). As hemorraginas podem romper a integridade do
endotélio vascular e tem atividade desintegrina, além de serem potentes inibidoras da
agregacao plaquetdria. Ja foram descritos e estudados os efeitos hemorragicos de varias
metaloproteases de espécies botrdpicas, como ¢ caso da BaPl, toxina hemorragica
isolada de veneno de Bothrops asper (Rucavado et al., 1995), BjussuMP-I, isolada de
veneno de Bothrops jararacussu (Mazzi et al., 2004), a jararagina, isolada de Bothrops

jararaca (Kamiguiti et al., 1994), entre outras.
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O veneno total de Bothrops barnetti induz atividade hemorragica alcangando
uma dose hemorragica minima (DHM) de 34,13 ug (Figura 22), fato que indica a
presenca de um ou mais fatores hemorragicos no veneno. Entretanto, TLBbar nao induz
atividade hemorragica ainda que em concentragdes elevadas, devendo esta atividade ser
atribuida a possiveis enzimas metaloproteases comumente presentes nos venenos
botropicos (Torres-Huaco ef al., 2010).

Agregacdo plaquetaria consiste na formacdo de pontes intracelulares entre
proteinas soliveis (principalmente fibrinogénio e fator VIII) e glicoproteinas insoliiveis
GP-Ib e GP-Illa presente nas membranas plasmaticas. Esse processo ¢ desencadeado
quando a concentracdo de fibras expostas de colageno ¢ muito alta ou quando ha
presenca de agonistas, tais como ADP, acido araquiddnico, trombina, serotonina e
epinefrina (Weiss e Lages, 1997).

As plaquetas aderentes sofrem um processo de ativacdo (mudanga
conformacional) durante o qual ocorre liberagdo do contetido de seus granulos ADP,
Ca2+, ATP, serotonina, FvW e fator plaquetdrio IV. O receptor de trombina esta
acoplado a proteina G e ativado por protease sendo expresso na membrana plasmatica
das plaquetas, células endoteliais vasculares, células musculares lisas e fibroblastos. A
ativagdo do receptor de trombina envolve a clivagem proteolitica de um dominio
extracelular do receptor pela trombina. O novo ligante fixado ao NH,-terminal liga-se
intramolecularmente a um sitio distinto dentro do receptor e desencadeia a sinalizagdo
intracelular. A ativagdo do receptor de trombina resulta em ativagdo das fosfolipases

mediada pela proteina G.

Existem descritos de serinoproteases trombina-like com atividade de agregagao
plaquetaria tais como Bothrombin de B. jararaca (Nishida et al., 1994) Cerastocitin de
Cerastes cerastes (Marrakchi er al., 1995) PA-BJ de B. jararaca (Serrano et al., 1995)
entre outras. Os resultados mostram que TLBbar tem capacidade de agregar plaquetas e
em concentragdo de 2,5 pg exibe um comportamento semelhante a trombina, atingindo
90% de agregacao (Figura 23) pelo que se infere que a TLBbar ativo o receptor da
trombina da plaqueta para sua ativagdo via proteina G. A causa da agrega¢ao plaquetaria
por TLBbar foi corroborada com inibigdo de PMSF, inibidor especifico das
serinoproteases que, causou efeito inibitorio da atividade agregante na concentragio de
2,5ug. Interessantemente TLBbar assim como estimula a agregacdo, também atrasa o

tempo da atividade de agregacdo, quando comparado com o controle (trombina).
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TLBbar comega agregar entre o terceiro e quarto minuto, ja a trombina agrega no

transcurso do primeiro minuto.

A interpretagdo do grafico tem sido avaliada seguindo os tracos da curva (Warell
et al.,2004). As duas primeiras partes do grafico antes da agregacdo correspondem a
uma leve diminui¢do devido a diluicdo com o agente de agregagdo (neste caso a
trombina), seguidamente de um estado transitério devido ao inchaco inicial de plaquetas
pela mudanga conformacional que sofrem para ser ativadas. Baseados nestes resultados
pode-se sugerir que TLBbar ativa as plaquetas em um tempo mais prolongado que a
trombina o que indicaria que, a variagdo estrutural na superficie da membrana pela
liberagdo de agentes como ADP e tromboxanos A; sdo processos que se desenvolvem
com maior lentiddo para alcangar a adesdo plaquetaria alcancada rapidamente quando ¢

utilizada trombina.

O indice de coagulacdo (CI) foi definido por Cavinato (1998), através da
formula: CI =t 'x1000: donde ¢ ~'= inverso do tempo. O CI de TLBbar é de 125, valor
alto quando comparado com TLBm de Bothrops marajoensis (Vilca-Quispe, 2010) com
CI de 55,5. Do mesmo modo foi registrada para TLBbar a dose coagulante minima
(DCM) de 1,71pg (Figura 24). As serinoproteases bothrombin de B. jararaca e
batroxobin de Bothrops moojeni apresentam atividade coagulante sobre o fibrinogénio
(Serrano, 2005) de maneira similar TLBbar induz coagulacdo do fibrinogénio em 9
segundos, ja o veneno total de Bothrops barnetti coagula em 31 segundos (Figura 25).

Com base nestes resultados ¢ evidente que ndo se trata apenas de uma enzima
com agao proteolitica sobre o fibrinogénio, por isso denominada trombina-like, mas
também de uma enzima com capacidade de coagular o plasma, sugerindo que TLBbar
poderia estar agindo ndo somente sobre o fibrinogénio, mas também sobre outros
fatores da cascata de coagulagdo, apresentando atividade pro-coagulante.

No fibrinogénio a cadeia Aa ¢ clivada na ligacdo peptidica Argl6-Glyl7, por
isto as serinoproteases de veneno de serpentes permitem a liberagdo de fibrinopeptidios
A (Serrano, 2005). Ancrod de Calloselasma rhodostoma libera fibrinopeptidios A ¢ B
das cadeias Aa e B do fibrinogénio (Burkhart et al., 1992), Batroxobin (Bothrops atrox
moojeni) libera fibrinopeptidios A da cadeia Aa e mais lentamente fibrinopeptidios B da

cadeia Bp (Itoh et al., 1987).
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TLBbar degrada a cadeia Aa liberando o fibrinopeptideo A, cuja atividade ¢
tempo e dose dependente (Figura 26 A, B), a semelhanga de Bothrombin (B. jararaca)
(Nishida er al., 1994) e Flavoxobin (Trimeresurus £avoviridis) (Shieh et al., 1988). A
degradacdo do fibrinogénio foi evidenciada pela clivacdo da cadeia Aa com 15ug da
enzima, sendo degradada com maxima eficiéncia aos 15 minutos de incubacdo, e com
duas horas houve completa degradacdo, corroborada também pela liberacdo de
fibrinopeptideos. TLBbar ¢ classificada como uma enzima fibrinogé€nolitica da classe A
(Venombin A). Avaliagdes com temperatura mostram que a quebra da cadeia alfa do
fibrinogénio é maior a temperaturas de 30 a 40°C (Figura 26 C).

A serinoprotease TLBbar foi previamente incubada com diferentes ions e
inibidores, sendo verificada posteriormente sua capacidade proteolitica sobre o
fibrinogénio. Na presenca de ions calcio, magnésio e bario se evidencia uma alta
atividade fibrigénolitica (Figura 26 D), principalmente com célcio. Este efeito confirma
que TLBbar tém atividades trombina-like ja que na presenca de calcio o fator Va da
cascata de coagulacdo cliva o fibrinogénio em fibrina para posteriormente formar o
coagulo sanguineo. Ja os ions cobre, cddmio e zinco ndo interferem na degradacao,
possivelmente porque estes ions ndo estdo presentes na cascata de coagulagao.

A trombina-like TSV-PA do veneno de Trimeresurus stejnegeri (Zhang et al
1995), foi previamente tratada com inibidores para enzimas da classe serinoproteases,
como o PMSF, SBTI, EDTA, Hirudin, Heparina e Leupeptina; sendo posteriormente
testada sua capacidade proteolitica sobre o fibrinogénio. TSV-PA teve sua atividade
completamente inibida pelos inibidores PMSF e Leupeptina. Quando tratada com
EDTA (agente quelante) ndo apresentou nenhuma modificagdo em sua atividade
indicando, portanto, que TSV-PA seja uma serinoprotease ¢ nao uma metaloprotease, ja
que essas enzimas sdo zinco-dependentes. Do mesmo modo ndao houve alteracdo da
atividade proteolitica da TLBbar com SBTI nem heparina.

Leupeptina e PMSF inibiram a atividade fibrinogénolitica de TLBbar (Figura 26
E) confirmando que o seu sitio catalitico é o responsavel pela sua atividade proteolitica,
e a leupeptina compete com o substrato pelo sitio catalitico da enzima, evidenciando
uma inibicdo competitiva. Os inibidores EDTA, EGTA e heparina ndo apresentam
inibicao de forma semelhante a TSV-PA como foi reportado por Serrano (2005).

Outra atividade farmacoldgica descrita para as SVSPs ¢€ a atividade fibrinolitica,
como ¢ apresentada pela rhinocerase isolada de Bitis gabonica rhinoceros (Vaiyapuri,

2010). TLBbar por sua vez, dissolveu completamente o coagulo do plasma apds
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incubacdo de 36 horas. A incapacidade de TLBbar de dissolver o coagulo quando
incubada com PMSF sugere que TLBbar precisa da atividade proteolitica para degradar
a fibrina.(Figura ndo mostrada)

Através de suas caracteristicas bioquimicas e farmacologicas podemos dizer que
TLBbar ¢ uma nova serinoprotease com atividade trombina-like isolada do veneno de
Bothrops barnetti. Esta formada por uma unica cadeia polipeptidica com 258 residuos
de aminodcidos, possui uma massa molecular relativa de ~28 kDa e apresenta atividades
proteoliticas, fibrigenolitica e agregacdo plaquetaria, afetando principalmente o sistema

hemostatico da presa ou do ser humano.
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CONCLUSOES.

A metodologia utilizada no processo de purificagdo de TLBbar a partir do
veneno Bothrops barnetti, demostrou ser rapida e eficiente conservando as suas
atividades biologicas.

TLBbar ¢ uma serinoprotease com massa molecular relativa de ~28,5 kDa
conformada por 258 residuos de aminoacidos e um ponto isoelétrico de 7,5. Apresenta
homologia sequencial com outras serinoproteases como Crotalase, Flavoxobin, entre
outros. A histidina conserva sua posi¢ao especifica (57) da triada catalitica e a cisteina ¢
bem conservada para a formagao de pontes dissulfeto propria deste tipo de proteases.

TLBbar demonstrou maior atividade proteolitica a temperatura de 37°C ¢ em pH
de 8, evidencia atividade proteolitica sobre BApNA, sendo inibida por PMSF (inibidor
irreversivel) e Leupeptina (inibidor competitivo reversivel) inibidores especificos de
serinoproteases. Sua atividade foi diminuida principalmente na presenca de ions
bivalentes como calcio, magnésio, bario, zinco, e cadmio pela competi¢do de cargas
positivas com o substrato pelas cargas negativas do aspartato presente na regido
catalitica da enzima, desfavorecendo a ligacdo enzima-substrato, e conseqiientemente
diminuindo a atividade enzimatica.

Com respeito as atividades farmacoldgicas podemos dizer que a TLBbar induz
agregacdo plaquetaria, de forma similar a trombina, atingindo um 90% de agregacdo
com 2,5ug de enzima. Apresenta também atividade pro-coagulante sobre plasma
humano. Sua atividade fibrigénolitica foi evidenciada pela liberagao de fibrinopeptidios
A (FPA) da cadeia a do fibrinogénio, atividade que foi inibida por PMSF e Leupeptina,
a presenca de calcio acelerou a quebra do fibrinogénio. Por outro lado se sugere que
TLBbar apresenta atividade fibrinolitica ao dissolver o codgulo de fibrina gerado pela
trombina. TLBbar ¢ uma serinoprotease ndo toxica, ja que tem auséncia de atividades
hemorragica, edematogénica e miotoxica quando analisadas separadamente.

Serinoprotease TLBbar com atividade trombina-like apresenta atividade pro-
coagulante sobre plasma humano, evidenciado na dose coagulante minima (DCM) de
31,14ug assim mesmo foi evidenciado alta coagulabilidade (8 segundos) sobre
fibrinogénio bovino. No entanto, provavelmente esta proteina nao ativa o fator

estabilizador da rede de fibrina, o fator XIII, porque produz um coagulo semi-rigido.
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A TLBbar pode ser considerada uma nova serinoprotease trombina-like, com
potencial clinico, ja que ndo apresenta efeitos toxicos (miotoxicidade, edema,
hemorragia), pelo contrario, evidencia um potente efeito pro-coagulante e agregante

plaquetario.
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