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Resumo

No presente trabalho duas novas serinoproteases com atividade trombina-simile,
nomeadas TLBbz e TLBro isoladas a partir de Bothrops brazili e Bothrops roedingeri
respectivamente, foram purificadas em um tnico passo cromatografico por HPLC de fase reversa
com um alto grau de pureza e homogeneidade molecular, sem perda da atividade biologica.
Ambas serinoproteases foram caracterizadas fisico-quimicamente, revelando uma massa
molecular relativa de TLBbz = 35,13 KDa e TLBro = 20,24 KDa por SDS-PAGE. Ambas
apresentaram atividade proteolitica perante o substrato cromogénico DL-BapNA. Os estudos da
atividade cinética mostraram que as serinoproteases tiveram um comportamento michaeliano
frente ao substrato DL-BapNA, apresentando uma V,,,, = 1,89 nmoles p-NA/Lt/min e Ky = 0,853
mM para TLBbz; € V. = 0,0432 nmoles p-NA/Lt/min e Ky = 0,039 mM para TLBro. Ambas
serinoproteases apresentam uma atividade 6tima em torno de 38 °C e pH 8,0; sendo inibidas pela
acao do fluoreto de fenilmetilsulfonila (PMSF) e outros inhibidores, através dos quais a atividade
trombina-simile foi reduzida em mais do 50 % (TLBbz = 86.2 % and TLBro = 42.6 %). Ambas
TLBbz e TLBro possuem carater acido ao apresentar um elevado nimero de aminodcidos acidos,
assim como uma boa quantidade em numero de aminodcidos hidrofobicos, o que garante a
estabilidade conformacional da proteina. A presencga de 12 cisteinas sugere a possivel formagao
de 6 pontes dissulfeto. TLBbz e TLBro evidenciaram uma atividade fibrinogenolitica frente ao
fibrinogénio bovino hidrolisando a cadeia alfa (o) e beta (), comportando-se como uma
trombina-simile tipo AB no caso da TLBro e tipo B, por hidrolizar a cadeia beta (B), no caso da
TLBbz. Finalmente, estudos da atividade biologica indicam a propriedade de induzir agregagao

plaquetéria e esse efeito ¢ inibido pela presenca de PMSF.



Abstract

In this work, two new serine proteases with thrombin-like activity called TLBbz and
TLBro from Bothrops brazili and Bothrops roedingeri respectively, were purified in a single
chromatographic step by reverse phase HPLC with a high degree of purity and molecular
homogeneity without loss of biological activity. Both serine proteases have been characterized
physico-chemically, showing a relative molecular mass of TLBbz = 35.13 and TLBro = 20.24
kDa by SDS-PAGE. On the other hand, showed a proteolytic activity towards the chromogenic
substrate DL-BapNA. The studies of the kinetic activity showed that serine proteases have a
michaelian behavior when tested with the substrate DL-BapNA, with a Vi, = 1.89 nmoles p-
NA/Lt/min and Ky = 0.853 mM for TLBbz, and Vy,ax = 0.0432 nmoles p-NA/Lt/min and Ky =
0.039 mM for TLBro. Both serine proteases have an optimal activity around 38 °C and pH 8,0;
and were inhibited by the action of phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF) and other inhibitors,
whereby the thrombin-like activity was reduced in more than 50 % (TLBbz = 86.2 % and TLBro
= 42.6 %). Both TLBbz and TLBro have acidic character by presenting a large number of
aminoacids acids and a good amount of hydrophobic amino acids, which ensures the
conformational stability of the protein. The presence of 12 cysteines suggests the possible
formation of six disulfide bridges. TLBbz and TLBro showed an fibrinogenolytic activity against
the bovine fibrinogen and hidrolise alpha (o) and beta (B) chain, behaving as a thrombin-like AB
types in the case of TLBro and hydrolyzing the beta chain () behaving as a thrombin-like B
types in the case of TLBbz. Finally, studies of biological activity indicate the ability to induce
platelet aggregation and this effect is inhibited by the presence of PMSF.
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I. INTRODUCAO
1.1 Proteases presentes no veneno de serpentes

Existem no mundo aproximadamente 3000 espécies de serpentes, sendo que 10 a 14 %
sao consideradas venenosas (Cardoso e Brando, 1982) e classificadas em diversas familias:
Elapidae, Crotalidae, Hydrophidae e Colubridae (Lu et al., 2005).

Os acidentes ofidicos e suas consequéncias locais, sistémicas e até fatais tém sido
observadas desde o tempo das antigas civilizagdes (Angulo ¢ Lomonte, 2009). De acordo com a
Organizagdo Mundial de Satde (OMS), cerca de 2.500.000 acidentes ocorrem anualmente,
resultando em uma média de 125 mil mortes por ano (Pinho ef al., 2004 e 2005; Sitprija, 2006;
Bawaskar, 2004). Ocorrem aproximadamente 21 mil acidentes ofidicos registrados no Brasil,
levando ao 6bito cerca de 120 vitimas por ano (Cruz et al., 2009; Kasturiratne et al., 2008),
constituindo, portanto, um grave problema de Satde Publica (Ministério da Saade, 2001; Warrell,
2010; Williams, 2010).

O Peru ¢ outro pais da América Latina que também ¢ afetado por envenenamentos
ofidicos (Zavaleta e Salas, 1996) por possuir uma diversa herpetofauna que inclui espécies da
familia Elapidae (género Micrurus) e Viperidae (géneros Bothrops, Crotalus e Lachesis) sendo
que a maior taxa de letalidade ocorre na Amazonia. As zonas rurais da costa norte deste pais
também tém frequentes envenenamentos (Campbell e Lamar, 2004).

Os venenos das serpentes das familias Viperidae e Elapidae sdo as principais responsaveis
pelos danos teciduais locais (Warrell, 1995 e 2004), envolvendo complexos efeitos patologicos
como: necrose, hemorragia, edema, alteracdes nos vasos linfaticos e degradagdao da matriz
extracelular (Gutiérrez ¢ Lomonte, 2003; Gutiérrez et al., 2009).

A literatura apresenta o isolamento e a caracterizagdo de inumeras proteinas ofidicas, que
exibem diversas atividades biologicas e/ou enzimdticas, tais como: proteases, miotoxinas,
fosfolipases A,, fosfomonoesterases, L-aminoacidooxidases, acetilcolinesterases, nucleotidases,
desintegrinas e lectinas tipo C, além de peptideos bioativos (Matsui et al., 2000; Swenson e
Markland Jr, 2005; Perales et al., 2005; Lu et al., 2005; Calvete et al., 2005; Matsui et al., 2010).

As enzimas proteoliticas, classificadas principalmente como metalo- e serinoproteases,
geralmente afetam o sistema hemostatico (Garcia et al., 2004; Lu et al., 2005; Sanchez et al.,
2005), frequentemente levando a hemorragia ap6s inocula¢do na vitima (Marsh et al., 1994;
Kamiguti et al., 1996; Marsh et al., 2005) podendo ser classificadas como procoagulantes,
anticoagulantes e/ou fibrin(ogen)oliticas (Markland Jr, 1991; Siigur e Siigur, 1992; Clemetson et

al. 2005).



As metaloproteases ou hemorraginas, encontradas nos venenos de serpentes sao
dependentes de cations (normalmente Zn*", Ca*" ou Mg®"). Elas so sintetizadas na glandula de
veneno como proteinas multidominios que compreendem um dominio proenzima e um dominio
protease. Essas metaloproteases sdo secretadas como pre-proenzimas e ainda possuem moédulos
regulatérios adicionais, os quais sdo responsaveis pelas interacdes com a matriz extracelular e

integrinas (Ramos et al., 2003).

1.2 As serinoproteases do veneno de serpentes

Sao conhecidas por causarem desordens hemostaticas, interferindo em pontos distintos da
coagulacdo sanguinea por degradacdo proteolitica ou seletivamente, por ativacdo ou inibicao
especifica de fatores coagulantes envolvidos na agregagdo plaquetaria, coagulacdo e fibrindlise
(Braud et al., 2000), causando, paradoxalmente, coagulacdo sanguinea in vitro (Pirkle, 1998;
Magalhaes et al., 2007) e incoagulabilidade in vivo por diminuir o fibrinogénio circulante,
competindo com a trombina (TR) pela hidrolise do fibrinogénio. No entanto, ao contrario da acao
da TR, as enzimas trombina-simile (TLEs) ndo s3o inibidas pela heparina e, geralmente, ndo
ativam o fator XIII da cascata de coagulacdo (Figura 1). A atividade de serinoproteases esta
relacionada principalmente a agdo do tipo trombina (trombina-simile) de venenos botropicos
(Matsui et al., 2000; Santoro e Sano-Martins, 2003). Estas serinoproteases possuem residuos de
aminodcidos em posi¢cdes especificas correspondendo a uma triade catalitica altamente
conservada (Serj9s, Hiss; € Aspjpz) em posigdes analogas em relacdo as serinoproteases de
mamiferos, conforme a numeragao do quimotripsinogénio (Perona e Craik, 1997; Matsui et al.,
2000; Serrano e Maroun, 2005), e podem ativar ou inativar fatores de coagulacdo sanguinea,
interferir na agregacdo plaquetaria e participar do sistema fibrinolitico (Braud ef al., 2000; White,
2005). As diferencas e similaridades entre a trombina e as enzimas trombina-simile de veneno de
serpentes podem ser observadas no quadro 1.

As serinoproteases de veneno de serpentes pertencem a uma grande familia de peptidases
conhecida como Tripsina S1 do cld SA, pois possuem estrutura semelhante a tripsina; e apesar
desta similaridade estrutural, elas frequentemente atuam em substratos macromoleculares
especificos (Halfon e Craik, 1998).

Apresentam entre si, com apenas uma excecdo descrita (Wang et al., 2001), 12 residuos
de cisteina nas mesmas posigoes, que perfazem 6 pontes dissulfeto (provavelmente 22-157, 42-
58, 91-250, 136-201, 168-182 e 191-220), uma vez que ndo ha grupos tidis livres (Serrano e
Maroun, 2005; Amiconi et al., 2000; Nikai et al., 1995; Parry et al., 1998). As pontes dissulfeto



mostraram-se essenciais para a atividade catalitica destas enzimas, uma vez que o tratamento com
agentes redutores como [-mercaptoetanol ou ditiotreitol (DTT) as inativam, como descrito para
flavoridiobina, originada de Trimeresurus flavoviridis (Pirkle et al., 1998; Tatematsu et al.,

2000).

I,-' A
Trambing "
| Forna" T
/ Coagulo de fibrnina
Enzima trombina-simile [Ea— * |:= {//‘ Plasmina
Fibrinogénio——_—_ PD‘F?U‘;.;F'H. Ativador do

{ plasminogénio
Plasminogénia

Enzima

Trombina-Simile

Agregacao Plaquetaria

Figura 1. Sitios da interacdo da trombina-simile na via da cascata de coagulagdo dentro da hemostase
humana (Ilustracao modificada: White, 2005).

Sdo compostas por uma unica cadeia polipeptidica ou, mais raramente, duas como a
brevinase de Agkistrodon blomhoffii brevicaudatus (Lee et al., 1999). A maior parte apresenta
glicosilagcdes em residuos de asparagina, mas ndo em posi¢des conservadas. O conteudo de
carboidratos ligados varia amplamente (0 a 30% do peso), tendo participagdo, as vezes, no
reconhecimento de substratos pela enzima e, especialmente, na estabilizacdo da estrutura terciaria
destas enzimas (Castro et al., 2004).

Geralmente, as serinoproteases de veneno de serpentes se enovelam de forma semelhante
a quimotripsina, enzima digestiva que apresenta dois dominios assimétricos de folhas beta,
separados pela triade catalitica. O mecanismo catalitico destas proteases inclui a reatividade do
residuo serina, responsavel pela formacdo de um complexo transiente acil-enzima, o qual ¢
estabilizado por residuos de histidina e acido aspartico no interior do sitio ativo (Lesk e Fordham,
1996) (Figura 2). O residuo de serina reage com inibidores enzimaticos classicos de
serinoproteases como o PMSF (fenilmetilsulfonil fluoreto), o DFP (diisopropilfluorofosfato) e a
benzamidina, formando um complexo inativo estavel o que confirma a fun¢do de serinoprotease

destas enzimas.



Embora a regido central proxima a triade catalitica das serinoproteases de veneno de
serpentes, seja bastante conservada, estas enzimas apresentam considerdveis diferencas
estruturais de uma para outra (bem como em relacdo a trombina), o que elucida as diferentes
especificidades e atividades em relagdo aos diferentes inibidores e substratos em que atuam
(Serrano e Maroun, 2005; Krem e Di Cera, 2001). A discussdo deste assunto ¢ facilitada pelo uso
da nomenclatura sugerida por Schechter e Berger (1967). Nesta nomenclatura os aminoacidos na
por¢dao N-terminal da ligacdo peptidica clivada pela protease sdo enumerados de acordo com sua
posi¢do na cadeia partindo da ligagdo (P1, P2, P3 e assim por diante). Os aminoacidos da por¢ao
C-terminal sdo enumerados como P1°, P2’, P3’, etc. J& os sitios da enzima (um ou mais
aminoécidos) que interagem com os substratos sdo enumerados como S1 ou S1° de acordo com o
aminodcido do substrato com o qual interage. Portanto, o aminoicido em P1 interage
principalmente com S1 (subsitio 1) na enzima, o amino4cido em P2 interage com S2 e assim por

diante.

(A) serino protease
trombina-simile (B) quimotripsina

Figura 2. (A) Estrutura da saxthrombin (serinoprotease trombina-simile isolada de Gloydius saxatilis),
destacando a posi¢cdo dos residuos de aminoacidos que fazem parte da triada catalitica. Adaptado de
Huang et al., 2011. Os elementos estruturais secundarios indicados acima das sequéncias estdo de acordo
com a convengdo utilizada para a quimotripsina (B). As triades cataliticas, Hiss;, Asp;o, € 0 residuo reativo

Ser;95 respectivamente, sdo mostrados (Ilustragdo modificada: Ma et al., 2005).



Ja foi reconhecida a presenca de um sitio de ligagdo de s6dio na molécula de trombina (Di
Cera et al., 1995; De Filipis et al., 2005). Foi demonstrado que o sédio tem a propriedade de
regular alostericamente a atividade da trombina. A atividade da trombina sobre fatores
procoagulantes, tais como receptor ativador de protease 1 (PARI) e fibrinogénio, ¢ dependente de
sodio, mas ndo ¢ sobre fatores anticoagulantes (proteina C). Deste modo, a disponibilidade de
sodio no meio sugere a especificidade de agdo da molécula de trombina (Dang et al., 1995).

Estudos tém demonstrado que as serinoproteases de veneno de serpentes ndo sao
reguladas alostericamente por ions sodio (Castro et al., 2001), devido a auséncia deste sitio de
ligacdo de sodio. Diferentemente da trombina que apresenta Tyr,;s, as serinoproteases de veneno
de serpentes exibem uma Pro,ys. A tirosina na posi¢ao 225 ¢ essencial para a estruturagdo do sitio
de ligagdo do sodio na trombina e, consequentemente importante na regula¢do de sua atividade
por estes ions (Castro ef al., 2004; Guinto et al., 1999).

Sabe-se também que a trombina apresenta sobre sua superficie duas regides carregadas
positivamente (subsitios secunddrios I e II) e uma regido de natureza hidroéfoba que sdo
importantes na ligacdo da trombina com seus substratos e inibidores (Castro et al., 2004). A
maioria das serinoproteases de venenos de serpentes apresenta uma regiao hidréfoba semelhante
a trombina, mas ndo apresenta os sitios carregados positivamente.

O subsitio secundario I ¢ essencial para a interagdo da trombina (e subsequente catalise)
através de atracdo eletrostidtica com seus substratos naturais. Fibrinogénio, receptores de
plaquetas (PAR-1 e PAR-3, glicoproteina Ib plaquetaria — GPIb), por¢ao C-terminal da hirudina
(inibidor natural de trombina derivado de sanguessugas) e trombomodulina interagem com
trombina através desta regido. O subsitio secundario II € responséavel pela interagdo da heparina
com a trombina.

Outra implicacao destas diferencas estruturais entre trombina e serinoproteases de veneno
de serpentes ¢ o desempenho frente ao fibrinogénio. A trombina cliva o fibrinogénio em duas
ligagcdes Arg-Gly, na cadeia Ao (liberando FP-A) e na cadeia BB (liberando FP-B). Algumas
serinoproteases de veneno de serpentes clivam o fibrinogénio em ambas as cadeias, mas a
maioria delas cliva o fibrinogénio em apenas uma cadeia (Aa ou Bp). A especificidade de
clivagem dirigida somente a cadeia y do fibrinogénio nao foi descrita na literatura até o presente
momento. De acordo com Markland Jr (1991), as enzimas fibrinogenoliticas podem ser
classificadas de acordo com sua atividade sobre fibrinogénio: serinoproteases de veneno de
serpentes FP-A ou venombin A (clivam preferencialmente a cadeia Aa liberando FP-A),

serinoproteases de veneno de serpentes FP-B ou venombin B (clivam preferencialmente a cadeia



BB liberando FP-B) e serinoproteases de veneno de serpentes FP-AB ou venombin AB (clivam as
duas cadeias A e B liberando FP-A e FP-B) (Kornalik, 1990; Markland, 1997; Magalhaes ef al.,
2007). A clivagem do fibrinogénio em apenas uma cadeia leva a formagdo de mondmeros de
fibrina anormais, que se polimerizam, porém em uma fragil rede que nao € reconhecida pelo fator
XIII (responsavel pelo fortalecimento da rede de fibrina) e, consequentemente, ¢ facilmente
disperso pela corrente sanguinea e sdo facilmente susceptiveis a plasmina. Isto leva a um quadro
de hipofibrinogenemia e hipocoagulabilidade, acdo contraria, portanto, a da trombina sobre a
coagulagdo (Castro ef al., 2004).

Hé4 também enzimas trombina-simile conhecidas como ancrode (‘ancrod’), isolada do
veneno de Agkistrodon rhodostoma (Burkhart et al., 1992), batroxobina, isolada de Bothrops
atrox (Stocker e Barlow, 1976) e crotalase, isolada de Crotalus adamanteus (Markland e Damus,
1971). Essas enzimas liberam preferencialmente o fibrinopeptideo A (FP-A) e, portanto,
pertencem a classe venombin A, nao ativam o fator XIII ou outros fatores de coagulagdo e nao
causam agregacao plaquetéria, de forma que o codgulo formado ndo possui ligagdes covalentes
entre as cadeias fibrinicas (Marsh, 1994). As enzimas trombina-simile que liberam os
fibrinopeptideos A e B e ativam o fator XIII sdo conhecidas como venombinas AB e possuem
como exemplo a enzima isolada do veneno de Bitis gabonica (Pirkle, 1998). Enzimas como a
contortrixobina, isolada de Agkistrodon contortrix contortrix (Amiconi et al., 2000) e
okinaxobina I, isolada de Trimeresurus okinavensis (Iwasaki et al., 1990) representam uma
terceira classe de venombinas, conhecidas como venombinas B, que liberam preferencialmente o
FP-B.

Algumas enzimas trombina-simile de veneno de serpentes induzem agregacdo plaquetaria
pela proteolise de receptores plaquetarios (PAR1 e PAR4), porém com atividade bem menor do
que a trombina (Castro et al., 2004). Esta propriedade pode levar ao uso destas enzimas para
estudos sobre plaquetas.

Enzimas trombina-simile de veneno de serpentes geralmente atuam apenas sobre o
fibrinogénio, ou seja, ndo atuam sobre outros fatores da coagulacdo. Entretanto existem algumas
excecoes. Uma serinoprotease que ativa o Fator V foi descrita em Agkistrodon contortrix
contortrix (contortrixobina) (Amiconi et al., 2000), com atividade 250 a 500 vezes menor que a
trombina (Rosing et al., 2001). Em Bothrops jararaca e Bothrops atrox (botrombina e
trombocitina, respectivamente) foram descritas enzimas trombina-simile de veneno de serpentes
que ativam fator VIII (Niewiarowski et al., 1979; Nishida et al., 1994). Foi descrita para

cerastocitina de Cerastes cerastes (Marrakchi et al., 1995) a propriedade de ativar o fator X.



O residuo de aspartato (Aspis), localizado na base do sitio ativo das enzimas trombina-
simile de veneno de serpentes, requer aminoacidos basicos como a arginina e lisina no substrato,
0 que justifica a especificidade enzimatica em catalisar a quebra de ligacdes arginil. Substratos
fluorogénicos ou cromogénicos para enzimas fibrinogenoliticas também podem ser utilizados
para a determinagdo de atividades amidoliticas ou esteroliticas de enzimas trombina-simile de
veneno de serpentes (Silva Junior e De-Simone, 2004). As atividades especificas de determinadas
enzimas de veneno de serpentes merecem cautela, pois algumas acdes podem ser desencadeadas
sinergisticamente por duas ou mais toxinas (Angulo e Lomonte, 2009). Além disso, uma tnica
enzima pode ter mais de uma atividade especifica e, consequentemente, ser responsavel por
multiplos efeitos decorrentes do envenenamento. De qualquer forma, o isolamento e a
caracterizacdo de componentes presentes em venenos representam passos fundamentais para o

entendimento dos eventos envolvidos em acidentes ofidicos (Angulo e Lomonte, 2009).

Quadro 1: Resumo descritivo de diferengas e similaridades entre a trombina ¢ as enzimas trombina-simile

de veneno de serpentes.

TROMBINA ENZIMA TROMBINA-SIMILE

» Pertencem a familia das tripsinas. » Pertencem a familia das tripsinas.

» Induzem agregacgdo plaquetaria. » Podem ou ndo induzir agregagéo

plaquetaria.

» Atuam sobre outros fatores da coagulagao. » Podem ou ndo atuar em outros fatores

da coagulagdo.

» Hidrolisa simultaneamente cadeias o ¢ . » Hidrolisa cadeias o, B ou ambas o ¢ [

simultaneamente.

» Sao inibidas pela heparina. » Nao sédo inibidas pela heparina.

» Ativam o fator XIII, responsavel pela » Nao ativam o fator XII e
polimerizagao da rede de fibrina. consequentemente ndo fortalece a rede

de fibrina.

> Tem sitios de ligacdo de Na', portanto sdo > Nio tem sitio de ligacdo de Na' e nido
regulados alostericamente por estes ions sd0 regulados alostericamente
(Tyrys funciona como sitio para a ligacao (apresentam  Pro,s  neste  sitio,
desse ion). diferentemente da trombina).

» Apresenta duas regides carregadas » Apresenta uma regido hidrofobica
positivamente ¢ uma regido de natureza semelhante & trombina, mas nao
hidrofobica, sitios importantes para a apresenta  os  sitios  carregados
ligagdo com os substratos e inibidores. positivamente.

» Apresenta baixo grau de similaridade com | » Compartilham ndo s6 a triade catalitica,
as trombinas-simile de veneno de serpentes mas também cinco pontes dissulfeto
(26 ~ 33 %) na sequéncia primaria. topologicamente equivalentes.




1.3 Caracterizacao cinética de serinoproteases

Para o estudo das caracteristicas bioquimicas de proteases entre elas enzimas trombina-
simile de veneno de serpentes, sdo exploradas diversas ferramentas experimentais. Para a
caracterizagdo cinética uma das ferramentas mais utilizadas ¢ a obtengao de parametros cinético
enzimaticos da enzima como o Ky € Viax para substratos cromogénicos sintéticos.

A utilizagdo de substratos sintéticos ¢ justificada tendo em vista a alta dificuldade de se
obter os substratos naturais em quantidades aprecidveis e graus de pureza aceitdveis. Em um
trabalho de Friberger (1982 e 1991) sobre o uso de substratos peptidicos cromogénicos, tais como
os peptidil-pNA’s, foi verificada a superioridade do uso destes substratos sobre os substratos
naturais e substratos sintéticos (€steres de lisina e arginina). Os substratos cromogénicos do tipo
peptidil-pNA mimetizam sequéncias curtas de aminodcidos dos substratos naturais e permitem o
acompanhamento da hidrdlise destas ligacdes peptidicas por leitura espectrofotométrica,
facilitando enormemente a obtencdo dos pardmetros cinéticos das enzimas que clivam estas
ligagdes.

Outra vantagem do uso destes substratos ¢ o fato de que se podem sintetizar sequéncias
especificas de aminoacidos (Figura 3), o que permite verificar a influéncia da seqiiéncia peptidica

do substrato na atividade catalitica da enzima.

Sitio de clivagem

pela enzima
NH
NO.
Substrato Substrato
natural cromogénico

sintético

Figura 3. Mimetizagdo de uma sequéncia de aminoacidos de um substrato natural por um substrato do
tipo peptidil-pNA (4-Nitroanilida). O peptideo derivado de pNA tem sido amplamente utilizado
principalmente pela alta sensibilidade fotométrica na absorbancia de 405 nm da p-nitroanilida liberada

apos hidrolise enzimatica. (Tlustragdo modificada: Friberger e Gallimore, 1991).



Alguns parametros podem ser utilizados para avaliar os fatores que poderiam afetar a
velocidade de reagdao como:
1.3.1 Constante de Michaelis (Ky) — o Ky ¢ a concentragdo de substrato na qual uma
determinada enzima trabalha com metade de sua velocidade méaxima. No caso de hidrdlise de
amidas catalisadas por serinoproteases, como ¢ o caso da atividade das enzimas trombina-simile
de veneno de serpentes sobre os substratos do tipo peptidil-pNA, o valor de Ky ¢ bastante
proximo do valor da constante de ligacdo enzima-substrato, e o seu inverso (1/Ky). Este valor
fornece uma idéia da afinidade que a enzima apresenta pelo respectivo substrato, o que depende
da estrutura tridimensional e da natureza quimica dos substratos € do centro ativo da enzima
trombina-simile de veneno de serpente. Portanto, quanto menor o valor de Ky, maior serd a
afinidade que a trombina-simile apresentaré pelo substrato. Apenas o grau de afinidade (1/Ky) de
uma enzima por um determinado substrato ndo reflete muito acerca da atividade enzimatica,
devido a existéncia de outros fatores que poderiam afetar a velocidade de reagdao como o pH,

temperatura, ions e inibidores (Berg et al., 2007; Nelson e Cox, 2011).

1.3.2 Constante catalitica (K.a) — ¢ a quantidade de ciclos cataliticos que cada unidade de
enzima ativa processa por unidade de tempo, geralmente expresso em s'. Recebe também o
nome de nimero de reciclagem, o nimero maximo de moléculas transformadas por unidade de
tempo (substrato, produto) por molécula de enzima ou nimero de sitios ativos. Sempre em
condi¢cdes de saturacdo de modo que a quantidade de substrato ndo seja limitante. As enzimas
causam reducdo da energia de ativacdo por que se ligam ao estado ativado dos seus substratos,
estabilizando-os e reduzindo assim seu nivel energético. Portanto, assim como o Ky, 0 Kea
depende da estrutura tridimensional e da natureza quimica dos substratos e do centro ativo da

enzima (Berg ef al., 2007; Nelson e Cox, 2011).

1.3.3 Constante de especificidade (kc./Kv) — € uma medida que relaciona a eficiéncia
catalitica da enzima com a sua afinidade pelo substrato. Assim, a constante de especificidade €
um modo eficaz de obter a constante de segunda ordem da velocidade para enzimas livres na
reac¢do com substrato livre para formagdo de produto ja que as velocidades da reacdo variam
diretamente com a frequéncia de colisdes entre as moléculas de enzima e as de substrato na
solugdo. A constante de especificidade é limitada pela frequéncia com que o substrato e a enzima
se encontram na solucdo. A razdo entre constantes de especificidade para dois substratos ¢ uma

comparagdo quantitativa da eficiéncia da enzima na conversdo dos substratos. Valores baixos da
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relacdo indicam pouca afinidade da enzima pelo substrato. A forma complementar, carga e
caracteristicas hidrofilicas/hidrofobicas, sdo responsaveis por esta especificidade. As enzimas
exibem também elevados niveis de estereoespecificidade, regioseletividade e quimioseletividade.

Bons substratos sao aqueles que sdo rapidamente processados e que se ligam bem a
enzima. Estes apresentam, portanto alta relacao k¢,/Ky. Como podemos ver, um substrato que se
liga muito bem, mas tem um ciclo de catalise longo ndo apresentara uma boa relacao k,/Ky. Da
mesma forma ocorre com aquele substrato que ¢ rapidamente processado, ou seja, tem um ciclo
catalitico rapido, mas que ndo apresenta um grau de afinidade adequado com a enzima.
Substratos que nao se ligam bem e sdo lentamente processados apresentardo valores de kea/Kum
ainda mais baixos, significando que a atividade da enzima sobre eles ¢ baixa (Berg ef al., 2007,
Nelson e Cox, 2011).

Desta forma, a obtencdo destes pardmetros de uma determinada enzima para substratos
que diferem em sua sequéncia de aminoacidos, pode revelar informacdes importantes sobre a
estrutura tridimensional do centro ativo desta enzima, bem como de sua afinidade com relagao
aos substratos naturais sobre os quais age.

A linguagem utilizada nos trabalhos cientificos voltados para este tipo de estudo
geralmente leva em conta a nomenclatura sugerida por Schechter e Berger (1967) ja mencionado
anteriormente.

Os valores dos parametros cinéticos se tornam bastante uteis como fonte de andlise da
estrutura do centro ativo de uma enzima quando se comparam substratos semelhantes na sua
sequéncia polipeptidica, mas que diferem em uma posicao. Por exemplo, um substrato do tipo
Leu-Pro-Phe-Arg-pNA ¢ outro semelhante Leu-Pro-Phe-Lys-pNA. E interessante observar que
estes substratos s6 se diferem na posi¢do P1, adjacente a ligagdao peptidica clivada. Enquanto o
primeiro tem Arg em PI, o segundo apresenta um residuo de Lys. O valor de Ky que este
substrato apresentard para uma determinada enzima serdo diferentes, e estas diferencas sdo
resultado da:

1. Natureza do grupo que ocupa P1 no substrato

2. Interagdo deste grupo com a regido S1 na enzima

Como esta interagdo ¢ de natureza quimica, conhecendo as sequéncias peptidicas dos
substratos, € possivel obter algumas informagdes (afinidade enzima-sustrato, Ky, Vmax, €tc.) a

respeito do centro ativo da enzima e de seus subsitios.
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1.4  Hemostasia, coagulacio sanguinea e fibrindlise

Hemostasia significa prevencdo da perda de sangue. Ocorrendo lesdo ou rompimento de
um vaso sanguineo a hemostase ¢ alcancada através de alguns mecanismos: espasmo vascular,
formacao de um tampao plaquetario, formacao de um coagulo sanguineo e eventual crescimento
de tecido fibroso para dentro do coagulo sanguineo com o intuito de fechar permanentemente a
lesdo no vaso. Pode ocorrer ainda o que ¢ denominado de fibrindlise, ou seja, a dissolucdo do
coagulo por proteolise (Sajevic et al., 2011; Campbell et al., 2011).

O mecanismo fisiologico da coagulacdo (Figura 4) envolve complexas interagcdes entre
proteases do plasma sanguineo e seus cofatores, acarretando uma ativacdo sinérgica de
zimogénios, de tal forma que cada fator, em sua maioria serinoproteases com exce¢ao dos fatores
Vlla e Xllla (Verstraete e Vermylen, 1989; Boon, 1993), comporta-se como substrato para a
enzima anterior e ativador da proenzima subsequente. A atividade proteolitica limitada ¢
responsavel por grande parte das etapas de ativacdo. E interessante ressaltar que as inimeras
enzimas envolvidas na coagulacdo se localizam em superficies celulares contendo fosfolipidios,
especialmente em plaquetas. As membranas de plaquetas, quando ativadas, expressam sitios de
ligacdo para os complexos fator [Xa/fator VIlla, conhecido como complexo “tenase” e fator
Xa/fator Va, denominado complexo “protrombinase” (Franco, 2001). Adicionalmente, ions calcio
sdo0 necessarios em diversos passos das reacdes de coagulagdo.

Duas vias distintas, a intrinseca (iniciada por componentes presentes no espago
intravascular) e a extrinseca (que envolve componentes do sangue, mas também elementos que
usualmente ndo estdo presentes no espaco intravascular), se entrelacam e culminam em uma via
comum para explicar o processo de coagulacdo (Barros et al., 2009). A via intrinseca inicia-se
com a ativa¢do ou fase de contato, processo que envolve o fator XII, pré-calicreina, cininogénio
de alto peso molecular (HMWK) e o fator XI. Uma superficie contendo cargas elétricas negativas
desencadeia a ativacdo e unido dos fatores de contato, os quais sdo independentes de célcio e
fosfolipidios. Inicialmente, ocorre uma reacao ciclica entre o fator XII e a précalicreina e, apds o
contato com a superficie, o fator XII ¢ clivado em duas cadeias transformando-se no fator XIla
(forma ativa). Este, por sua vez, converte précalicreina em calicreina, que catalisa a sua propria
geracdo por ativar o fator XII, acelerando a fase de contato.

Outro catalisador ¢ o cininogenio de alta massa molecular, atua como uma molécula
carreadora responsavel por elevar a concentragdo dos fatores de contato. O fator Xlla ativa ainda
o fator XI, que, por sua vez, ativa o fator IX. O fator [Xa, na presencga de fator VIII, ativa o fator

X da coagulacdo. Na via extrinseca, ativada no momento da injuria, o fator VII plasmatico se liga
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ao seu cofator, o fator tecidual, e forma um complexo na presenca de fosfolipidios e calcio, o
qual facilita a conversao por clivagem peptidica do fator VII na sua forma ativa (Figura 4). Este
complexo ativa o fator X ao clivar um peptideo na cadeia pesada da molécula e, além disto, ativa

o fator IX por protedlise limitada (Barros et al., 2009).
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Figura 4. Representacdo esquematica da interacdo da trombina-simile na via da cascata de coagulagdo
dentro da hemostase humana (Ilustragao modificada: White, 2005).

A formagdo do fator Xa pelas vias intrinseca e extrinseca resulta na génese da trombina,

que, por protedlise do fibrinogénio, promove a formagdo de fibrina. Neste momento, o fator Xa
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ativa o fator V e forma o complexo ativador protrombinase, citado anteriormente, o qual ¢
responsavel pela conversao de protrombina em trombina (Davie, 2003).

A trombina, uma serinoprotease endogena converte, por protedlise, o fibrinogénio solivel
em fibrina insolavel (Kornalik, 1985). O fibrinogénio plasmatico ¢ uma glicoproteina dimérica de
alta massa molecular (340 kDa), apresentando em cada dimero trés cadeias polipeptidicas (Aa,
Bp e v), unidas por ligagdes dissulfeto (Wolberg, 2007). A sua degradacao resulta na liberagao
dos fibrinopeptideos A (FP-A) e B (FP-B) apds a hidrdlise das ligagcdes Argl6—Glyl7 e Argl5—

Gly16 presentes, respectivamente, nas cadeias Ao ¢ B da molécula.

A ativagdo do fator XIII da cascata de coagulacdo pela trombina resulta na formagao de
ligacdes cruzadas entre as cadeias fibrinicas promovendo a formagdo do codgulo sanguineo
denso.

Logo apos a lesdo do vaso sanguineo ocorre vasoconstri¢ao, para diminuir o fluxo local e
permitir maior contato entre as plaquetas circulantes e a regido danificada do endotélio, processo
chamado de adesao plaquetaria. Essa adesdo ocorre em superficies carregadas negativamente, por
interacdes entre glicoproteinas de membranas, principalmente glicoproteinas Ib (GPIb), VI
(GPVI) e complexo la/integrina Ila, com proteinas do subendotélio como fator de von Willebrand
(vWF), colageno, fibronectina e vitronectina (Kornalik, 1985).

O primeiro sistema de defesa contra a perda sanguinea se faz por meio deste tampdo
plaquetario. Desta forma, as plaquetas ativadas e aderidas ao endotélio liberam inUimeras
substancias que promovem a agregacdo das plaquetas, ativam o mecanismo da coagulagdo e
diminuem a permeabilidade vascular. Os ativadores quimicos como a adenosina-difosfato (ADP),
trombina, catecolaminas e coldgeno sdo essenciais para os processos de adesdo e agregagdo
plaquetaria (Kornalik, 1985).

O passo seguinte ¢ a deposi¢cdo de uma rede fibrinica entre as plaquetas agregadas, o que
contribui para estancar o sangramento. Como foi visto, a fibrina se forma por um mecanismo
proteolitico. A ativacdo dos fatores da coagulacdo pode ocorrer pelas proprias plaquetas, contatos
com superficies carregadas negativamente e por cé€lulas do vaso lesado. A cascata de coagulagao
¢ regulada por uma série de fatores, que impedem o crescimento descontrolado de trombo ou
coagulo no interior do vaso (Franco, 2001).

Um sistema anticoagulante natural pode agir contrariamente aos mecanismos coagulantes.
A antitrombina (AT) e a proteina C (PTN C), com participagdo do cofator proteina S (PTN S),
sdo imprescindiveis para os recursos anticoagulantes deste sistema. Desta forma, a AT possibilita

a formag¢dao de complexos inativados (ex: complexo trombina-antitrombina) que resultam na
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remogao rapida de enzimas coagulantes da circulagdao. Na presenca de trombomodulina, a PTN C
¢ ativada pela trombina resultando na inibi¢do da coagulacdo por protedlise do fator VIlla e do
fator Va (Franco, 2001).

Assim como o mecanismo de coagulagdo ¢ responsavel por impedir a perda excessiva de
sangue, a Ultima etapa da hemostasia, conhecida como fibrinolise, contribui para que nao ocorra a
formacao desordenada de trombos intravasculares, evitando complicagdes tromboemboliticas.

Em sintese, a hemostasia compreende dois mecanismos opostos responsaveis pela
formacao e dissolu¢do do codgulo de fibrina, os quais, simultancamente, contribuem para a
manuten¢do adequada do fluxo sanguineo no interior dos vasos e se mantém em equilibrio pelas

propriedades hemodindmicas do sangue (Braud ef al., 2000).

1.5  Alteracoes teciduais causadas por proteases botropicas

Envenenamentos por serpentes botropicas podem resultar em alteragdes patoldgicas
locais, as quais podem vir acompanhadas por uma série de efeitos deletérios sistémicos (Warrell,
2004). As manifestacdes clinicas das alteragdes sistémicas incluem sangramento, coagulopatia,
hipotensao, alteracdes hemodindmicas, edema pulmonar, faléncia renal aguda, hemdlise
intravascular, alteragdes hepaticas e miocardicas agudas e, em muitos casos ndo tratados com a
antiveneno, podem ocorrer faléncia multipla dos 6rgdos e morte (Warrell, 2004).

Alteracdes teciduais locais podem ser resultantes do envenenamento por serpentes das
familias Viperidae e Elapidae (Warrell, 1995 e 2004). Toxinas botrdpicas com agdo citotoxica,
especialmente metalo- e serinoproteases podem induzir efeitos patologicos como necrose de pele
e musculo, bolhas cutaneas (Figura 5), hemorragia, danos em vasos linfaticos, degradacdo da
matriz extracelular e inflamagdo (edema, infiltragao leucocitaria e dor) (Gutiérrez ¢ Lomonte,
2003; Serrano e Maroun, 2005; Moura-Da-Silva et al., 2007; Gutiérrez et al., 2009 e 2012),
porém, a contribuicdo para a resposta inflamatéria do veneno total ¢ relativamente pouco
compreendida.

Em envenenamentos ou em atividades experimentais direcionadas, os venenos ofidicos
sdo injetados em posi¢des anatOmicas restritas € um gradiente de concentracdo de toxinas ¢
estabelecido em diferentes areas teciduais, variando ao longo do tempo. Tal gradiente depende do
total de veneno injetado e da capacidade toxicocinética de cada proteina presente no tecido
afetado. E provavel que, em 4reas em que a concentracio de toxinas é mais elevada, os processos

patoldgicos tipicos predominem (Warrel, 2012a).
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Em areas mais periféricas, os efeitos patologicos seriam pouco pronunciados, pois
provavelmente, necrose e rompimento de microvasos ocorrem concomitantemente, com
fendmenos menos drasticos tais como apoptose, ativacdo e proliferacdo de alguns tipos de
células. Mesmo em dreas de alto impacto citotoxico, existem células como macrofagos e
fibroblastos que nao sdo afetadas pela agdo das toxinas, mas podem ser ativadas por expressao de
genes, sintese e proliferacdo de mediadores inflamatdrios € componentes da matriz extracelular.
Estes fenomenos sdo similares as consequéncias descritas apds o choque isquémico, onde areas
necrosadas sdo cercadas por uma regido de células menos severamente afetadas, em que a
intervencao terapéutica eficaz reduz a extensao do dano isquémico (Marsh e Williams, 2005).

A reagdo inflamatoéria local induzida por venenos botrdpicos normalmente € resultante da
acdo combinada de diversas toxinas, atuando rapidamente em tecidos muscular e conjuntivo,
promovendo a liberagdo de mediadores inflamatérios endogenos (Olivo Rdo et al., 2007).

Apesar dos avangos significativos no entendimento da patogénese dos danos teciduais
locais induzidos por venenos de serpentes, observacdes recentes sugerem que o conhecimento
sobre este fenomeno ¢ ainda limitado. O estudo deste aspecto ¢ baseado em trés suposicdes

implicitas.

L]

Figura 5. Acidentes com serpentes botropicas. (A) Inchago enorme do muisculo e fasciotomia no lugar da
mordida em um menino produzido pela serpente Bothrops atrox (Warrel, 2010). (B) Inchago, bolhas,
hematomas e necrose no local da mordida pela Jararaca (Bothrops jararaca) no dorso do pé em um
menino brasileiro (Warrell, 2012b). (C) Necrose tecidual extensa do membro inferior em um menino de
11 anos que tinha sido mordido duas semanas antes por Bothrops asper no Equador. O grau de necrose ¢
suficientemente grave que ¢ inevitavel a amputacdo cirirgica acima do joelho (Gutiérrez ef al., 2006).
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Primeira, o tecido e a resposta celular para a agdo de toxinas tém sido vistos dentro de
uma perspectiva dicotdmica, ou seja, células sdo danificadas ou poupadas da acdo das toxinas
(Gutiérrez et al., 1984).

Segunda, as respostas teciduais aos venenos foram consideradas homogéneas, no sentido
que as alteracdoes foram frequentemente investigadas por mudancas celulares na matriz
extracelular e por componentes inflamatorios em homogeneizados de tecidos totais (Rucavado et
al., 2002).

Terceira, os efeitos patologicos locais foram estudados predominantemente pelos efeitos
de toxinas purificadas e isoladas de venenos, sugerindo que o processo de envenenamento pode

ser compreendido pela distingdo do mecanismo de agdo de toxinas individuais.

1.6  Importancia das serinoproteases provenientes de veneno de serpentes na clinica

As principais causas de mortalidade e morbidade nos paises desenvolvidos sdo as
condi¢des clinicas associadas a quadros trombdticos, como doencas cerebrovasculares
isquémicas, doengas vasculares periféricas e infarto do miocardio, conhecidas como desordens
aterotromboticas. Destacam-se ainda as desordens trombdticas venosas, representadas pela
embolia pulmonar e pela trombose profunda das veias (Ari€ns et al., 2002; Araujo, 2003;
Dobromirski e Cohen, 2012).

A interacdo de fatores de risco aterogénicos como dislipidemias, hipertensdo e diabetes
com anomalias do sistema hemostatico contribuem para as manifestagoes destas desordens, as
quais geralmente levam muitos anos para se desenvolverem.

O infarto do miocérdio esta relacionado ao aparecimento de um coagulo de fibrina rico
em plaquetas e resistente a dissolucdo pela plasmina. A trombose venosa normalmente ocorre em
pacientes geneticamente predispostos, com deficiéncias na sintese da proteina C ou da
antitrombina III e, quando comparada as doencas arteriais, predominam os polimeros de fibrina e
o numero de plaquetas ¢ reduzido.

As doengas cardiovasculares (DCVs) correspondem as desordens do coracdo e vasos
sanguineos e incluem doencas cardiacas corondrias, doengas cerebrovasculares, hipertensao,
doencas arteriais periféricas e cardiacas reumaticas, anomalias cardiacas congénitas e faléncia
cardiaca (Deng et al., 2010). De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude, cerca de 17,5
milhdes de pessoas morreram de DCVs em 2005, o que representa 30% das mortes globais. Em

2015, aproximadamente 20 milhdes de pessoas morrerdao de DCVs (Franchini e Mannucci, 2011).
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A trombose intravascular ¢ caracterizada pela agregagdo fibrinica em artérias,
representando uma das principais causas de doencas cardiovasculares. Agentes tromboliticos
estdo sendo usados no tratamento terapéutico de trombose, destacando os ativadores de
plasminogénio como tPA (ativador de plasminogénio tecidual), uroquinase e estreptoquinase.
Apesar do seu uso difundido, todos estes agentes tém efeitos secundarios indesejaveis e possuem
pregos relativamente elevados (Blann ef al., 2002).

A busca por outros agentes tromboliticos torna-se importante sob os aspectos terapéutico
e econdmico. Desta forma, moléculas antitrombdticas encontradas nos venenos de serpentes estao
sendo purificadas e caracterizadas devido a alta eficacia que estes componentes apresentam no
processo de dissoluc¢do de trombos (Escoubas e King, 2009).

O interesse médico por proteinas presentes em peconhas ofidicas vem crescendo
substancialmente devido as suas propriedades farmacologicas. Algumas enzimas trombina-simile
de veneno de serpentes estdo sendo utilizadas em laboratdrios na deteccdo do fibrinogénio em
amostras de sangue heparinizadas, na verificagdo do processo de formagdo da rede fibrinica,
assim como na terapia antitrombotica, em transplantes de orgdos e em cirurgias vasculares
(Marsh e Williams, 2005). Novamente, como citado anteriormente, tem-se como exemplo de
moléculas desfibrinogenantes as enzimas batroxobina, ancrode (Arwin®) e crotalase. Merece
especial atencdo, uma enzima trombina-simile isolada do veneno de Bothrops moojeni
denominada de BThTI, a qual destaca-se ndo so6 por suas propriedades anticoagulantes, como
também pode ser utilizada como cola biolégica em conjunto com outras substancias (Oliveira e
Homsi-Brandeburgo, 2004).

E importante ressaltar ainda a importancia da cola de fibrina utilizada em processos
cirirgicos como esplenectomia, preservacdo esplénica, trauma, neurocirurgias, microcirurgias
oftalmoldgicas e cirurgias cardiotoraxicas (Wang et al., 1995). A cola de fibrina pode ser usada
como agente hemostatico e selante, a qual pode ser formada a partir do mecanismo de ag¢ao de
enzimas trombina-simile que ¢ similar a cascata de coagulagdo sanguinea por interromper o
extravasamento sanguineo por meio da protedlise do fibrinogénio, resultando em mondmeros de
fibrina, responsaveis pela formagao do codgulo “frouxo”, o que favorece a reabsor¢do da cola por
fibrinolise (Costa et al., 2009).

Esses estudos permitem inferir que estas toxinas podem ser utilizadas como ferramentas
para a investigacdo da func¢do plaquetdria, como também na elaboracdo de firmacos que atuam
no equilibrio hemostatico e como agentes desfibrinogenantes terapéuticos (Bortoleto et al.,

2002).
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1.7  Aspectos estruturais e funcionais de serinoproteases de veneno de serpentes

Muitas serinoproteases de veneno de serpentes foram isoladas e suas caracteristicas
estruturais e funcionais elucidadas, especialmente as pertencentes a familia Viperidae (Serrano e
Maroun, 2005). As sequéncias deduzidas por cDNA de muitas serinoproteases ofidicas revelaram
um dominio altamente conservado na regido amino-terminal, rico em residuos de valina. O
quadro 2 apresenta a sequéncia de aminoacidos da regido N-terminal de algumas serinoproteases
de veneno de serpentes citados mostrando o alto grau de homologia entre elas.

A estrutura tridimensional de uma proteina apresenta diferentes dominios estruturais e
esta diretamente relacionada a sua funcao bioldgica. Geralmente, a compreensao dos mecanismos
relacionados a atividade catalitica de uma enzima requer a utilizacdo de procedimentos que
permitam a quantificagdo, a analise do grau de pureza e a estrutura parcial da biomolécula por
meio da sequéncia N-terminal, podendo complementar outras técnicas mais sofisticadas como a
obtencdo da sequéncia completa utilizando métodos pertencentes a tecnologia do DNA

recombinante (Shively et al., 1989).

Quadro 2: Sequéncia N-terminal de serinoproteases isoladas de venenos ofidicos.

SVTLEs N-terminal Serpente Referéncias PMID
TLBan VIGGDECNINEHPFL Bothrops andianus | Valeriano-Zapana et | 384950758
al., 2012
Balternina VIGGDECNINEHRSL Bothrops alternatus | Costa et al., 2010 20184912
Purpurase VVGGDECNINEHRSL Cryptelytrops Tan, 2010 19770070
purpureomaculatus
TLBm VIGGDECNINESPFL Bothrops Vilca-Quispe et al., | 380875413
marajoensis 2010
TI-Bp VIGGDECDINEHPFL Bothrops Costa et al., 2009 19539638
pauloensis
Ba IlI-4 VIGGDECDINEHPFL Bothrops atrox Ponce-Soto et al.,
2007
Catroxobina | VVGGDECNINEHRSL Crotalus atrox Pirkle et al., 1989 2617466
Flavoxobina | VIGGDECDINEHPFL Trimeresurus Shieh et al., 1988 3170503
Sflavoviridis
Crotalase VIGGDECNINEHPFL Crotalus Markland, Damus 5132665
adamanteus (1971)
Gabonase VVGGAECKIDGHRCL Bothrops gabonica | Pirkle et al., (1986) 3522580
Batroxobina | VIGGDECDINEHPFL Bothrops atrox Stocker, Barlow 1011993
(1976)
Botrombina | VIGGDECDINEHPFL Bothrops jararaca | Nishida et al., (1994) | 8110787

Nota: Residuos de aminoacidos conservados estdo destacados em negrito.
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Neste contexto, a Transcriptase reversa, seguida de reacdo em cadeia da polimerase (RT-
PCR) permite determinar o DNA complementar (cDNA) e, assim, deduzir os aminoécidos. Pelo
alinhamento multiplo ¢ possivel comparar a sequéncia de aminodcidos e, portanto, a similaridade

estrutural entre enzimas presentes em diferentes peconhas ofidicas.

Costa et al., (2010) purificaram e caracterizaram bioquimicamente uma enzima trombina-simile
(balternina) do veneno de Bothrops alternatus. O produto de amplificagdo por PCR produziu um
fragmento de cDNA de 708 pares de bases que codifica para a proteina madura de 236 residuos
de aminodacidos. O alinhamento multiplo da balternina e de outras serinoproteases de peconhas de
serpentes mostrou que esta enzima apresenta similaridade entre 65 a 72 % com serinoproteases
isoladas de diferentes géneros ofidicos, por meio do sequenciamento total.

Embora exista alto grau de homologia entre as serinoproteases de veneno de serpentes,
sugerindo a divergéncia a partir de uma molécula ancestral comum, a especificidade por
diferentes substratos como fibrinogénio, cininogénio e plasminogénio ¢ significativamente alta
(Serrano e Maroun, 2005).

As bases moleculares que definem a especificidade das serinoproteses com atividade
trombina-simile para o substrato ainda sdo pouco compreendidas. Desta forma, técnicas mais
sofisticadas, como a cristalografia por raios-X de baixo angulo e modelagem molecular sdao

importantes para o estudo e compreensao da estrutura e fun¢ao destas proteinas.

1.8.  Bothrops brazili

Bothrops brazili (Figura 6A) ¢ uma serpente peconhenta comumente conhecida como
“Jergdon Shushupe” (Campbell e Lamar, 2004), pertencente a familia Viperidae, subfamilia
Crotalinae. E amplamente encontrada na América do Sul, reportando-se sua presenca em Brasil,
Colombia, Equador, Peru, Guiana, Suriname ¢ Guiana Francesa (Campbell e Lamar, 1989). A
serpente Bothrops brazili ¢ endémica da Floresta Amazdnica, estando sua localizagdo restrita as
regides de mata primarias ou pouco alteradas (Campbell e Lamar, 2004).

O veneno de B. brazili comecou a ser estudado ha 15 anos. Diversos trabalhos foram
desenvolvidos utilizando o veneno desta serpente (Muniz et. al., 2000; Rojas et al., 2005), tais
como relatos de algumas purificagdes e caracterizagdes parciais de componentes isolados do
veneno, como ¢ o caso de uma metaloprotease e o estudo de sua atividade sobre fibrinogénio
(Azafiero et al., 2000), purificacdo e caracterizacdo de uma L-amino oxidase (Solis ef al., 1999),

caracteristicas bioquimicas e a¢do bioldgica de uma hemorragina (Isla et al., 2003), isolamento ¢
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propriedades de uma Fosfolipase A, (Lazo ef al., 1998; Zeballos et al., 1999; Costa et al., 2008;
Huancahuire-Vega et al., 2009).

1.9.  Bothrops roedingeri

E conhecida como “Jergodn de la costa”, esta espécie geralmente nio excede os 75 cm de
comprimento, mas ndo sao raros os espécimes de 100 cm. Estas sdo espécies endémicas no Peru,
e habitam as planicies costeiras do Pacifico desde o estado de “La Libertad” para o sul até o
estado de Arequipa a partir do nivel do mar pelo menos 500 m de altitude (Campbell e Lamar,
2004) (Figura 6B).

Seu veneno caracteriza-se por apresentar propriedades tipicamente hemotdxicas, com
alguns fatores citotdxicos, como as de outras espécies do género Bothrops.

Atualmente ndo se tem relatos de purificagdo de serinoproteases com caracteristicas
trombina-simile a partir do veneno de Bothrops roedingeri € Bothrops brazili. Assim sendo o
presente trabalho justifica-se pela necessidade de caracteriza-las a fim de compreender melhor

este efeito coagulante desencadeado por estas proteinas.
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Figura 6. Imagen da serpente e distrubui¢do dos principais locais de ocorréncia das espécies Bothrops
brazili e  Bothrops  roedingeri. (A)  Bothrops  brazili  (adaptado de  http:/get-
id.com.br/Animais/Serpentes/Resultado.aspx) (B) Bothrops roedingeri (Ministerio de salud - NT No. 007-
MINSA/DGSP-V.01).
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II.
2.1

OBJETIVOS
OBJETIVO GERAL

Desenvolvimento de uma metodologia com menor nimero de etapas para purificacdo de

serinoproteases presentes nos venenos de Bothrops brazili € Bothrops roedingeri.

Caracterizacao bioquimica e farmacoldgica da serinoprotease proveniente dos dois

venenos visando a realizagdo de estudos comparativos da atividade trombina-simile entre as

mesmas.

2.2
2.2.1

222

223

224

225

OBJETIVOS ESPECIFICOS
Purificar serinoproteases a partir do veneno total de Bothrops brazili e Bothrops

roedingeri utilizando metodologia cromatografica em sistema HPLC de fase reversa.

Caracterizar fisico-quimicamente as serinoproteases através de eletroforese em gel de
poliacrilamida na presenca de dodecil sulfato de s6dio (SDS—-PAGE), espectrometria de
massa (ESI-QTOF-MS/MS), atividade proteolitica, inibi¢do da atividade serinoprotease
na presenca de PMSF (fenilmetilsulfonil fluoreto) e determina¢do da composicao de

aminoacidos.

Estudo de homologia sequencial das enzimas trombina-simile procedentes do veneno de
Bothrops brazili e Bothrops roedingeri estabelecendo a contribui¢do de cada um dos
aminoacidos das regides conservadas quanto varidveis nas respectivas cadeias

polipeptidicas.
Estudar a estabilidade quimica das enzimas trombina-simile isoladas, a partir do veneno
de Bothrops brazili e Bothrops roedingeri por meio de parametros cinéticos de

temperatura e pH sobre a atividade proteolitica (BApNA).

Caracterizar farmacologicamente as serinoproteases isoladas através da atividade

fibrinogenolitica e agregacao plaquetaria.
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Figura 7. Fluxograma da caracterizagao estrutural e funcional de uma serinoprotease com atividade trombina-simile isolada a partir do
veneno total de Bothrops brazili e Bothrops roedingeri.
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III. MATERIAL E METODOS
3.1 Venenos
Os venenos foram gentilmente cedidos pela Profa. Corina Vera do Instituto de

Biomedicina e Biotecnologia da Universidade Nacional de “San Agustin” - UNSA (Arequipa —

PERU).

3.2  Animais

Foram utilizados camundongos da linhagem SWISS, com peso entre 18-20 g, fornecidos
pelo Biotério Central da Unicamp. Os animais foram mantidos em gaiolas abastecidas com agua
e ra¢do, em ambiente com temperatura e iluminacdo controlada (12 horas com luz e 12 horas sem
luz). Os experimentos com animais foram feitos de acordo com as normas estabelecidas pela
Comissdo de Etica no Uso de Animais CEUA/UNICAMP pertencente ao protocolo N° 1932-1 e
2755-1.

3.3  Reagentes
Todos os solventes, produtos quimicos e reagentes utilizados sdao de grau HPLC, grau

sequéncia ou de alto grau de pureza, obtidos da Sigma-Aldrich Chemicals, Merk e Bio-Rad.

34 Purifica¢ao:
3.4.1 Cromatografia liquida de alta eficiéncia—fase reversa (HPLC-FR)

A fracdo com atividade serinoprotease foi purificada em uma coluna analitica p-
Bondapak C-18 (0,78 x 30 cm) HPLC de Fase Reversa. O sistema cromatografico utilizado foi
HPLC-PDA 991 (Waters) equipado com duas bombas Waters modelo 510/B, um injetor
automatico de amostras U6K com um “loop” de 200 pl modelo Rheodyne 77251, com detector
Waters 2487 sendo previamente equilibrada com acido trifluoroacético (TFA) 0,1 %, pH 3,5
(Tampao A).

Quantidade de 5 mg de veneno total previamente dissolvido em 120 uL de TFA 0,1 % e
80 uL de bicarbonato de amonio — (NH4HCO3) 1 M pH 8,0 foram centrifugados a 9000 rpm
durante 3 minutos e aplicados em cada corrida, sendo eluidas as fragdes a um fluxo constante de
1 mL/min. A elui¢do das amostras foi realizada através de um gradiente linear com acetonitrila
66% em TFA 1 % (Tampao B). A concentracio das fragdes eluidas foi monitorada pela alteracao
da absorbancia em 280 nm. Estas fragdes coletadas foram liofilizadas imediatamente ¢ estocadas

a-20°C.
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3.5 Caracterizacoes Fisico-quimicas
3.5.1 Atividade proteolitica sobre o BApNA

O substrato cromogénico sintético, Na-Benzoil-DL-Arginil p-Nitroanilida (DL-BApNA)
foi utilizado para a dosagem da atividade proteolitica das amostras (Figura 8). Este substrato tem
sido empregado para medir a atividade amidésica de enzimas proteoliticas tais como: tripsina,
quimiotripsina, fator Xa, calicreina plasmatica humana, trombina e plasmina humana. Este
substrato, peptideo derivado de p-nitroanilida, tem sido amplamente utilizado principalmente
pela alta sensibilidade fotométrica na absorbancia de 405 nm da p-nitroanilida liberada apods
hidrolise enzimatica, segundo o método de Erlanger et al., (1961), sendo feito as modificacdes

para microplaca por Vilca-Quispe et al., (2010).

NOs

TLBbz ou TLBro
0] @ 0

N
HN HN
MH NH
HN% 2 HN% Z p-nitroanilida
benzoyil-Arg p-nitroanilida benzail-Arg Abs A10nm Cor Amareto
(BADNA)

Figura 8. Mecanismo catalitico do das enzimas TLBbz ou TLBro no substrato cromogénico Na-benzoil-

Arg-pNA.

O substrato cromogeénico sintético BApNA foi dissolvido em dimetilsulfoxido (DMSO)
43,6 mg/mL e 10 pL desta solu¢dao foi misturada em 1 mL de tampao (Tris—HCI, 10 mM, CacCl,
10 mM, NaCl 100 mM) pH 7.8 formando assim a soluc¢do substrato cromogénico sintético (0,1
M).

A mistura para o ensaio da atividade proteolitica conteve 45 uL de tampao (Tris—HCI 10
mM, CaCl, 10 mM, NaCl 100 mM) pH 7,8; 180 puL de solugdo de substrato cromogénico
BApNA (0,1 M), 10 uL de 4gua e 5 pL da amostra, com volume final de 240 pL. Apds a adi¢do
de 5 uL da amostra em teste, a mistura foi colocada em um meio de incubacao, por 30 minutos, a
37 °C, e as absorbancias foram lidas em intervalos de 10 minutos. A atividade enzimatica foi

baseada no aumento da absorbancia apds 20 minutos, através da liberacdo do cromoéforo p-
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nitroanilida. O ensaio foi realizado em triplicata e a reagao lida a 405 nm em um VERSA Max
microplate reader (Molecular Devices, Sunnyvale, CA). Para os célculos utilizou-se o valor de
8800 M.cm™ como coeficiente de extingdo molar do produto p-nitroanilida. As velocidades de
reacdo das amostras foram medidas e calculadas em unidades de nmol/minuto. Os controles
foram feitos com os reagentes seguindo os mesmos procedimentos e substituindo o volume da
amostra por dgua destilada. Uma unidade de atividade enzimatica foi definida como a quantidade
de enzima presente na amostra capaz de liberar 1 pmol de p-nitroanilida por minuto, nas

condicdes descritas.

3.5.2 Determinacido das massas moleculares da fracio TLBbz e TLBro por Eletroforese

em SDS-PAGE

A eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) foi realizada segundo a
metodologia descrita por Laemmli (1970) em um sistema duplo de placas “Mighty Small SE
250” (Hoefer Scientific Instruments). As placas de géis de poliacrilamida (SDS-PAGE) foram
feitas de modo descontinuo, apresentando um gel de concentragdo de 5 % (staking gel) e um gel
de corrida de 12,5 % (running gel) preparados a partir de uma solucao de acrilamida estoque a 30
% e N,N,metileno-bisacrilamida a 0,8 % (Bio-Rad Labs. Richimond, CA, USA) dissolvidos em
agua Milli-Q deionizada (Millipore-Waters Co.).

O gel de corrida (running gel) foi preparado utilizando-se o tampao Tris-HCI 1,0 M, pH
8,8; SDS 20 %; N-N-N-N-Tetrametiletilenediamina (TEMED) 0,1 % e persulfato de amonio
(PSA) 10 %, para a polimerizagdo. Depois de polimerizado o gel de corrida, foi preparado o gel
superior ou gel de concentragdo (staking gel) com 5 % de acrilamida em tampao Tris—HCI 1,0 M,
pH 6,8; SDS 20 %, TEMED 0,1 % e persulfato de aménio 10 %.

Tanto as amostras quanto os marcadores foram dissolvidos no tampao de amostra (Tris-
HCI, 0,075 M, pH 6,8; Glicerol 10 %; SDS 4 % e azul de Bromofenol 0,001 %). A reducdo das
amostras foi feita com Ditiotreitol (DTT), em uma concentragdo final de 0,1 M. Estas amostras
diluidas foram fervidas a 95 °C durante 5 minutos; 10 pl de cada amostra e 15 pl do marcador
molecular foram aplicados separadamente nos pocinhos do gel.

A eletroforese SDS-PAGE foi realizada com tampao de corrida (Tris—HCI 0,025 M;
glicina 0,192 M com SDS 1 mM pH 8,3) usando uma amperagem constante de 30 mA e
voltagem livre durante 90 minutos. Foram usados como padrio os seguintes marcadores de massa

molecular, obtidos da Pharmacia: fosforilase b (94 kDa), albumina sérica bovina (67 kDa),
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ovalbumina (43 kDa), anidrase carbdonica (30 kDa), inibidor de tripsina de soja (20 kDa) e
lisozima (14 kDa).

Ap0s a corrida eletroforética, o gel foi corado com Coomassie Blue R—250 (0,05 %). O
gel foi embebido em solugdo corante por 12 horas “overnight”. Em seguida, o excesso de corante
do gel foi lavado e retirado com solucdo descorante (acido acético 10 %) e finalmente a reacdo

foi interrompida com a adi¢ao de agua.

3.5.3 Analise e estudo da homologia sequencial da TLBbz e TLBro
3.5.3.1 Reducio e alquilacao

A fracdo TLBbz e TLBro foram ressuspendidas em uréia 8 M contendo DTT 10 mM a pH
8 e incubada a 37 °C por duas horas para redugdo das pontes dissulfeto. Como o niimero de
residuos de cisteina na proteina inicialmente eram desconhecidos, a concentracdo Otima de
Iodoacetamida utilizada para alquilar os grupos tidis livres a partir dos residuos de cisteina
reduzidos, foi obtida de forma empirica com base nos resultados a partir de incubagdes utilizando
diferentes concentragdes de iodoacetamida. Com base nesses experimentos preliminares foi
escolhido um excesso molar relativo de 30 % de iodoacetamida em relacdo ao numero total de
tidis e a mistura foi incubada por 1,5 horas a 37 °C em escuridao total. A reacao foi bloqueada
injetando a mistura em uma coluna de HPLC de fase reversa seguida da liofilizagdo dos picos

coletados.

3.5.3.2 Hidrdlise enzimatica
A proteina purificada foi hidrolisada com tripsina pancreatica bovina de grau sequencia
em bicarbonato de amoénio 0,4 % pH 8,5 durante 4 horas a 37 °C em uma propor¢ao

enzima:substrato de 1:100 (v/v). A reagdo foi encerrada por liofilizagao.

3.5.3.3 Sequencia de aminoacidos deduzidas por espectrometria de massa dos peptideos
tripticos

Todos os espectros de massa foram adquiridos usando um espectrometro de massas
hibrido quadrupolo Q-TOF (Quadrupole Time-of-Flight) ultima em micromassa (ESI-QTOF-
MS/MS, Micromass Manchester, UK), equipado com um sistema de fonte nano spray operando
em modo de ionizagdo positivo. As condi¢des de ionizagdo de uso incluem: voltagem capilar de
2,3 kV, um cone de voltagem ¢ lente RF1 de 30 e 100 V respectivamente, ¢ uma energia de

colisdo de 10 V. A temperatura da fonte foi 70 °C e o cone do gas foi N, a um fluxo de 80 L/h;
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nao foi empregado gids nebulizador para obter o spray. O géas argdnio foi utilizado para o
resfriamento e fragmentacdo dos fons na colisdo dentro da célula. A calibragdo externa foi
realizada com iodeto de sdédio 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 = 9,1 kV) ¢ a
voltagem conjunto MCP a 2150 V.

Os peptideos tripticos alquilados a partir da TLBbz e TLBro foram separados em HPLC
de fase reversa, liofilizados e ressuspendidos em 20 % de acetonitrila e 0,1 % de TFA. Cada
peptideo foi introduzido separadamente na fonte do espectrometro de massa com uma seringa a
um fluxo de 500 nL/min. Antes de realizar os espectros de massa em fandem um espectro
ESI/MS (modo TOF-MS) foi realizado para cada pico obtido do HPLC de fase reversa na faixa
de 400-2000 m/z para selecionar os ions de interesse. Os espectros de massa foram adquiridos na
faixa de massa de 1000-2800 m/z para a proteina nativa sobre o intervalo de 800-2000 m/z para
as proteinas alquiladas, ambas a uma velocidade de varredura de 1 s/scan. Posteriormente esses
ions foram fragmentados na célula de colisdo (modo TOF MS/MS). Um estudo de sobreposicao
de peptideos obtidos da digestdo pela tripsina serd realizado, a partir da cadeia polipeptidica e
massa determinada. Por fim, o alinhamento dos fragmentos peptidicos e sua homologia estrutural
¢ realizado com outras serinoproteases trombina-simile de veneno de serpentes disponiveis em

bancos de dados, dentre eles 0 NCBI-BLAST (Altschul, 1990).

3.5.4 Analise de composicio de aminoacidos

A andlise de composi¢do de aminoacidos foi realizada em um sistema analisador
automatico de aminoéacidos PICO-TAG (Sistema Waters) seguindo a metodologia descrita por
Henrikson e Meredith (1984) onde a identificacdo dos aminodcidos ¢ 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 concentragdes de 1,0 pmol.

As proteinas purificadas (~30 pg) foram submetidas as reacdes de hidrélise através de
diluicdes das amostras em solugdo de acetonitrila 66 %, 10 pL dessa solugdo o equivalente a 2
nmoles de amostra foram secadas em vacuo, seguida de uma reagdo acida de HCl/Fenol 6 N
(grau de sequenciamento) contendo 1 % de fenol (w/v) por 24 horas a 105 °C. As etapas
anteriores a analise foram de “redryng” (basificar o 4cido depois da hidrdlise para conseguir o pH
correto) e derivatizacdo. O hidrolisado reagiu com 20 pL da solugdo de derivatizagdo

(etanol:trietilamina:agua:fenilisotiocianato, 7:1:1:1, v/v) durante uma hora, a temperatura
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ambiente. Os aminodacidos derivatizados (PITC aminoacidos) das amostras foram identificados
através da cromatografia em HPLC em uma coluna de fase reversa C-18 p-Bondapak (3,9 mm x
15 cm) de acordo com o tempo de retengdo dos PITC-aminoacido padrdo com uma gradiente
linear de 0 a 100 % de acetonitrila (60 %) por 21 min. Os PITC aminoacidos foram identificados
no analisador automatico de PITH aminoacidos modelo 120A (Applied Biosystem) de acordo

com o tempo de retenc¢do e as areas dos picos dos 20 PITC aminoacidos padrao.

Preparacgdo da amostra
a) Reducdo e alquilacio
Uma quantidade aproximada de 30 pg da serinoprotease proveniente da cromatografia em
C-18 p-Bondapak foi dissolvida em é4gua e acetonitrila (1:1, v/v) e transferida para pequenos
tubos de reagdo de 20 pL de volume. Estes tubos foram colocados dentro do frasco de reagao,
que possui uma tampa especial, para conexao com o sistema de vacuo e atmosfera de nitrogénio.
A proteina dissolvida em tampao completo de redugdo; Tris—HCI 0,6 M, pH 8,2 contendo
EDTA 0,001 M e guanidina 6 M, foi adicionada uma solu¢cdo de DTT 5 mM e a solugdo foi
incubada por uma hora sob atmosfera de nitrogénio. A proteina reduzida foi alquilada com 4cido
1odoacético 0,1 M durante uma hora a temperatura ambiente. Retirou-se o sal da amostra em
Sephadex G-25 em 4cido acético 1,0 M e monitoradas em 220 nm. Os tubos contendo proteina

foram liofilizados.

b) Hidrdolise dacida

Esta etapa ¢ efetuada colocando no fundo do frasco de reagdo contendo a proteina 100 uL
de uma solugdo de HCl 6,0 M, além de 1,0 mg/mL de fenol para evitar a formagdao de
clorotirosina. Em seguida ¢ feito vacuo proximo de 1-2 torr até inicio do borbulhamento do HCI.
Fechado o vacuo, deixa-se entrar nitrogénio (SS—ultra puro) por 5 s. Esta etapa ¢ repetida por 3
vezes. A seguir remove-se a tampa do frasco de reagdo, e a amostra ¢ levada ao forno de
hidrolise, a 105 °C, durante 24 horas. Apos este periodo o tubo de reacdo ¢ colocado ao vacuo até

65 militorr para secagem da proteina hidrolisada.
¢) Derivatizacdo

Apds a hidrolise 4acida, foi adicionado a amosta 20 pL de uma solugdo de

metanol:dgua:trietilamina (2:2:1 v/v). Cada tubo foi agitado, centrifugado e colocado para
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evaporar em vacuo até 65 militorr. Este procedimento remove sais e solventes adsorvidos nos
aminoacidos. = Uma  solugdo  fresca de  derivatizacio  foi  preparada  com
metanol:trietilamina:agua:feniltiocianato, na propor¢ao 7:1:1:1 v/v, sendo adicionados 20 pL a
cada tubo de reacdo e deixados a temperatura ambiente por 30 minutos. Apds a derivatizagao, a
amostra ¢ seca a vacuo até¢ 50 militorr, para completa remog¢do de todo o PITC. A amostra foi
dissolvida em 50 pL de uma solucdo 0,4 mM de tampao fosfato de sédio contendo 0,05 M de
acetonitrila. A andlise dos aminoacidos PITC foi realizada em HPLC, usando coluna C-18 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 identificagdo de cada aminoacido foi realizada em

relacdo a uma corrida padrao de aminoacidos PITC (Bidlingmeyer et al., 1984).

3.5.5 Estudos cinéticos da enzima TLBbz e TLBro
3.5.5.1 Efeito da concentrac¢ao do substrato

Para a determinacdo do efeito da concentragcdo do substrato da serinoprotease, o ensaio foi
realizado seguindo a mesma metodologia descrita na atividade proteolitica sobre o substrato
sintético N-benzoil-L-arginina-p-nitroanilida (BApNA) (Item 3.5.1).

A variagdo da concentragdo do substrato foi feita em dilui¢cdes seriadas de substrato
cromogénico BApNA (10; 5,0; 2,5; 1,25; 0,625; 0,3125; 0,1563; 0,0782; 0,039; 0,0195 e 0,0098
mM). A mistura para o ensaio efeito da concentracdo do substrato da atividade proteolitica
conteve 45 pL de tampao (Tris—HCI 10 mM, CaCl, 10 mM, NaCl 100 mM) pH 7,8; 180 uL de
solucdo de substrato cromogénico BApNA (dilui¢des seriadas), 10 pL de agua e 5 uL da
amostra, com volume final de 240 pL. Depois de colocar a enzima (5 plL) nas diferentes
concentracoes, foi incubada e lida durante 40 min a 37 °C a intervalos de 10 minutos cada leitura.
A atividade enzimatica foi baseada no aumento da absorbancia, através da liberacdo do
cromoforo p-nitroanilida que foi detectado na absorbancia de 405 nm. A atividade foi expressa
como a velocidade de reagdo (V,) e foi calculada baseada na p-nitroanilida liberada apds a
catalise. As velocidades das amostras foram calculadas em unidades de nmoles/minuto. Os
controles foram feitos apenas com os reagentes, seguindo os mesmos procedimentos e
substituindo o volume da amostra por dgua destilada. O ensaio foi realizado em triplicata e a
reagdo foi lida na absorbancia em 405 nm em um leitor de microplacas VERSA Max microplate

reader (Molecular Devices, Sunnyvale, CA).
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3.5.5.2 Efeito da temperatura

O experimento para a observagdo do efeito da temperatura sobre a atividade da
serinoprotease foi realizado segundo o método descrito no item 3.5.5.1, com o ensaio padrao
contendo: 180 pL de substrato, 10 uL de agua deionizada, 45 pL de tampao (Tris—HCI 10 mM,
CaCl, 10 mM, NaCl 100 mM, pH 8,0) e 5 uL da serinoprotease (TLBbz e TLBro). Os controles
foram feitos apenas com os reagentes, seguindo os mesmos procedimentos e substituindo o
volume da serinoprotease por dgua destilada. A temperatura variou-se de 15 - 70 °C, foram
mantidas por 40 minutos e lidas a intervalos de 10 minutos a 405 nm em um leitor VERSA Max

microplate reader (Molecular Devices, Sunnyvale, CA). O ensaio foi realizado em triplicata.

3.5.5.3 Efeito do pH

O experimento do efeito do pH sobre a atividade serinoprotease foi realizado em tampdes
preparados com diferentes valores de pH (2,0 ate 10,0), sendo que a determinagdo da atividade
serinoprotease e a concentragdo da enzima foram idénticas ao usado no item 3.5.5.1 e para cada
pH ¢ feito um controle. Os tampdes utilizados neste experimento foram: tampao citrato de s6dio—
HCI (pH 2,0; 3,0; 4,0 € 5,0) 15 mM, tampao fosfato—NaCl (pH 6.0 e 7.0) 15 mM, tampao Tris—
HCI (pH 8.0) 15 mM e tampao glicina—NaOH (pH 9.0 e 10.0) 15 mM respectivamente. Depois
de colocar a enzima (5 pL) nos diferentes tampdes de pH, foi incubada e lida durante 40 min a 37
°C a intervalos de 10 minutos cada leitura. O ensaio foi realizado em triplicata e a reagdo lida a
405 nm em um leitor VERSA Max microplate reader (Molecular Devices, Sunnyvale, CA). As
velocidades das amostras foram calculadas em unidades de nmoles/minuto usando-se como
coeficiente de extingdo molar do produto p-nitroanilida o valor de 8800 M'cm™. Os controles
foram feitos apenas com os reagentes, seguindo os mesmos procedimentos e substituindo o

volume das serinoproteases ou proteina por dgua destilada.

3.5.5.4 Inibicao da atividade serinoprotease por PMSF (fenilmetilsulfonil fluoreto) e outros
inibidores
A atividade especifica da serinoprotease frente aos diferentes inibidores foi calculada
seguindo o mesmo protocolo para a determinagdo da atividade proteolitica no item 3.5.5.1. A
serinoprotease foi diluida em tampao Tris—HCI 0,1 M, pH 7,4 na propor¢ao de 1 mg/mL e foi
pré-incubada com o inibidor PMSF (5 mM) por 15 min a 37 °C antes de acrescentar ao meio de

reacdo. As proporc¢des da enzima serinoprotease com o inibidor estdo em 1:1 (v/v). Depois disso,
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a amostra pré-incubada foi colocada no meio de reagdo e a velocidade expressa em quantidades
de produto formado de p-nitroanilina liberado apds catalise.

Assim como o PMSF, também foi avaliado a atividade serinoprotease perante o acido
etilendiaminotetracetico (EDTA) 5 mM dissolvido em &4gua deionizada (agente quelante de
diversos ions metélicos), acido glicol-bis (2 aminoetileter) —N,N,N,N-tetracetico (EGTA) 5 mM,
inibidor tripsina de soja (SBT1) 5 pg/uL (possui a habilidade de inibir a tripsina e quimiotripsina)
dissolvido em tampao Tris-HCI 0,05 M, pH 7,8 e Soro de Didelphis marsupialis (Dm) 1 mg/mL
(agente neutralizante do veneno botropico) dissolvido em tampao Tris-HCI 0,05 M, pH 7.,8.
Todos estes inibidores também foram feitos nas mesmas condi¢des que o PMSF com propor¢des
da serinoprotease com o inibidor em 1:1 (v/v), os ensaios foram realizados em triplicatas e as
reacdes lidas em 405 nm em um leitor VERSA Max microplate reader (Molecular Devices,
Sunnyvale, CA). A atividade proteolitica residual foi calculada como atividade percentual em
relagdo a preparacdo controle que € a serinoprotease sem agente inibidor, a qual foi considerada

100 % da atividade.

3.5.5.5 Efeito dos ions divalentes sobre a atividade enzimatica.

Da mesma forma, a atividade enzimatica foi observada perante o efeito dos ions
divalentes: céalcio, magnésio, manganés, zinco ¢ cadmio em concentragdes de 10 mM; estes ions
foram dissolvidos com tampao Tris-HCI 10 mM pH 8,0 e o substrato sintético N-benzoil-L-
arginina-p-nitroanilida (BApNA) 10 mM por separado para cada ion divalente. O tampao
contendo o substrato BApNA e os diferentes ions foram incubadas por 10 minutos antes de
acrescentar a enzima (TLBbz e TLBro) diluida em tampao Tris-HCl 10 mM pH 8,0 na proporgao
de 1 mg/mL e pre-incubada com os ions por 10 minutos a 37 °C.

O produto de hidrolise do cromoforo obtida pela adicdo de 5 pL de amostra
(serinoprotease) foi analisado pela absorbancia em 405 nm em um leitor VERSA Max microplate
reader (Molecular Devices, Sunnyvale, CA). A atividade proteolitica residual foi calculada como
atividade porcentual em relagdo a preparacdo controle (enzima sem ions), considerada 100 % de

atividade.
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3.6  Caracterizacoes Farmacoldgicas
3.6.1 Atividade coagulante

A medida quantitativa foi realizada pelo método desenvolvido por Ware e Seegers (1949)
e modificado conforme descrito abaixo.

Para a determinacgdo da atividade coagulante das amostras (TLBbz e TLBro) foi utilizado
fibrinogénio bovino na concentragdo de 2 mg/mL (0,2 %). A fracdo purificada e as outras fracdes
obtidas foram diluidas em tampao Tris—HCI 0,1 M, pH 7,4 na propor¢do de 1 mg/mL. A mistura
para o ensaio da atividade coagulante conteve 900 pL da solucao de fibrinogénio (0,2 %), 100 uL
de CaCl, (10 mM) e 20 uLL da amostra para um volume final de 1020 pL.

A atividade coagulante foi determinada medindo-se o tempo de coagulagdo em tubos de
ensaio de vidro (1,0 x 7,0 cm) ao primeiro sinal da formagdo da rede de fibrina visivel, apos a
adicao de 20 uL da amostra sobre a solugao de fibrinogénio previamente incubado com CaCl, 10
mM a 37 °C durante 10 minutos (m/v, em fun¢do de proteinas coagulaveis), em tampao Tris—HCI
0,1 M pH 7.4. O tempo méaximo da reagdo para a formagao da rede de fibrina foi de 2 minutos,
uma vez que neste intervalo existe uma relacdo retilinea entre os inversos dos tempos de
coagulagdo e as respectivas concentragdes protéicas. A coagulagdo ¢ expressa como indice de
coagulagio (IC) obtido pela equacio: IC =t x 1000, onde t" = inversa do tempo. A dose minima
coagulante (MCD) ¢ definida como a menor quantidade de veneno ou fracdo purificada capaz de
coagular o fibrinogénio dentro de 1 minuto (Cavinato et al., 1998)

O numero de unidades de coagulagdo ¢ definido como a quantidade de enzima que
coagula 1,0 mL de uma solugdo padrio de fibrinogénio em 15 segundos a 37 °C. O ensaio foi

realizado em triplicata.

3.6.2 Atividades Fibrinogenoliticas
3.6.2.1 Efeito da concentracio de enzima na degradaciao do fibrinogénio

O efeito da concentragdo de enzima na degradagdo do fibrinogénio foi determinado
segundo metodologia descrita por Edgar e Prentice (1973) com algumas modificagdes de acordo
com Rodrigues et al., (2000). O experimento foi realizado utilizando fibrinogénio bovino na
concentragdo de 2,0 mg/mL (0,2 %) ressuspendido em tampao Tris-HCI 0,1 M pH 7,8 e solugao
de CaCl, 10 mM. 900 pL da solugdo de fibrinogénio foi misturada com 100 pL da solugdo de
CaCl, 10 mM, ambas solucdes foram incubadas por 10 minutos. As enzimas TLBbz e TLBro
foram diluidas em tampao Tris-HCI1 0,1 M, pH 7,4 na propor¢do de 1 mg/mL para logo fazer

dilui¢des seriadas e obter concentragdes diferentes: 0,625; 1,25; 2,5; 5,0; 10 ¢ 20 ug contidos em
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20 uL que foram adicionados e incubados na solu¢ao de fibrinogénio e mantidas a 37 °C por duas
horas. Apoés este tempo a reagdo foi interrompida pela adi¢do de 100 puL de solugdo desnaturante
contendo Uréia 8,5 M, SDS 2 %, EDTA 2 mM, Tris-HCI 20 mM, B-Mercaptoetanol 10 % e azul
de bromofenol 0,05 % seguida por fervura a 100 °C durante 5 minutos. Finalmente as amostras

foram analisadas por SDS-PAGE 12,5 % segundo a metodologia descrita no item 3.5.2.

3.6.2.2 Efeito do tempo na degradacio do fibrinogénio

Esta atividade foi avaliada em gel descontinuo de Poliacrilamida (SDS-PAGE) como
estabelecido por Laemmli (1970) e Ouyang e Teng (1976). Foram preparados varios tubos de
ensaio contendo 900 pL da solugdo de fibrinogénio 0,2 % (2 mg/mL tampao Tris-HCI 0,1 M pH
7,8) misturados com 100 pL de uma solucdo salina (CaCl, 10 mM pH 7,8) e em seguida
incubados por 10 minutos a 37 °C. Apos este tempo foram adicionados independentemente a
cada tubo 20 uL da TLBbz ou TLBro (1 mg/mL tampao Tris-HCI 10 mM pH 7,8).

Esta mistura contendo a solu¢do de fibrinogénio com as amostras foram incubadas por
diferentes periodos de tempo: Oh, 30 min, 1h, 2h, 3h, 6h, 12h, 24h e 36h. Apos destes tempos, as
reacoes foram interrompidas com 100 pLL de uma solugdo desnaturante contendo uréia 8,5 M, -
Mercaptoetanol 10 %, SDS 2 %; EDTA 2 mM; Tris-HCI 20 mM pH 8,0 e azul de bromofenol
0,05 % seguida por fervura a 100 °C durante 5 minutos; para depois serem analisadas em SDS-

PAGE 12,5 % segundo a metodologia descrita no item 3.5.2.

3.6.2.3 Efeito do pH na degradacéio do fibrinogénio

O efeito do pH sobre a atividade fibrinogenolitica da trombina-simile TLBbz e TLBro foi
realizado segundo o método descrito no item 3.6.2.1 com tampdes preparados em diferentes
valores de pH (2,0 — 10,0). Se utilizou fibrinogénio bovino na concentragdao de 2,0 mg/mL (0,2
%) ressuspendido com tampdes preparados em diferentes valores de pH e solugdao de CaCl, 10
mM. Os tampdes utilizados neste experimento foram: tampao citrato de s6dio—HCI (pH 2,0; 3,0;
4,0 e 5,0) 15 mM, tampao fosfato—NaCl (pH 6,0 e 7,0) 15 mM, tampao Tris—HCI (pH 8,0) 15
mM e tampao glicina—NaOH (pH 9,0 e 10,0) 15 mM respectivamente. Apds preparar as solugdes
de fibrinogénio a diferentes pH, 900 puL da solug¢do de fibrinogénio foram misturadas com 100
nL da solucdo de CaCl, 10 mM (cada tubo com solugdes de pH diferente), ambas solucdes foram
incubadas por 10 minutos. As enzimas TLBbz e TLBro foram diluidas em tampao Tris-HCI 0,1
M pH 7,4 na propor¢do de 1 mg/mL e desta preparacdo 20 pL foram adicionadas separadamente

e incubadas na solugdo de fibrinogénio e mantidas a 37 °C por duas horas. Apds este tempo a
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reacdo foi interrompida pela adicdo de 100 pL de solucao desnaturante contendo Uréia 8,5 M,
SDS 2 %, EDTA 2 mM, Tris-HCI 20 mM, B-Mercaptoetanol 10 % e azul de bromofenol 0,05 %
seguida por fervura a 100 °C durante 5 minutos. Finalmente as amostras foram analisadas por

SDS-PAGE 12,5 % segundo a metodologia descrita no item 3.5.2.

3.6.2.4 Efeito da temperatura na degradacio do fibrinogénio

Esta atividade foi avaliada em gel descontinuo de Poliacrilamida (SDS-PAGE) como
estabelecido por Laemmli (1970) e Ouyang e Teng (1976). Foram preparados varios tubos de
ensaio contendo 900 pL da solucdo de fibrinogénio 0,2 % (2 mg/mL tampao Tris-HCI 0,1 M pH
7,8) misturados com 100 pL de uma solucdo salina (CaCl, 10 mM pH 7,8) e em seguida
incubados por 10 minutos a 37 °C. Apods este tempo foram adicionados independentemente a
cada tubo 20 pL da TLBbz e TLBro (na concentracao de 1 mg/mL tampao Tris-HCI 10 mM pH
7,8) por separado.

Estes tubos contendo a solucdo de fibrinogénio com as amostras foram incubados em
diferentes temperaturas: 20, 30, 40, 50, 60, 70 e 80 °C durante duas horas, depois deste tempo, as
reacoes foram interrompidas com 100 pL de uma solugdo desnaturante contendo uréia 8,5 M, -
Mercaptoetanol 10 %, SDS 2 %; EDTA 2 mM; Tris-HCI 20 mM pH 8,0 e azul de bromofenol
0,05 % seguida por fervura a 100 °C durante 5 minutos; para depois serem analisadas em SDS-

PAGE 12,5 % segundo a metodologia descrita no item 3.5.2.

3.6.2.5 Efeito dos ions na degradaciao do fibrinogénio

O efeito dos ions divalentes sobre a atividade fibrinogenolitica da TLBbz e TLBro foi
realizado segundo o método descrito no item 3.6.2.1. Se preparou solucdes 10 mM de diferentes
ions provenientes das sais CaCl, 2H,O, MgCl, 6H,0, MnCl, 2H,0, ZnCl,, e CdClL. O
fibrinogénio bovino na concentracao de 2,0 mg/mL (0,2 %) foi ressuspendido nas solugdes de
diferentes ions preparados. Apds preparar as solugdes de fibrinogénio com diferentes ions; estas
foram misturadas na seguinte propor¢ao: 900 pL da solugdo de fibrinogénio foi misturada com
100 pL da solucao de CaCl, 10 mM (cada tubo com solucdes de diferentes ions), ambas solugdes
foram incubadas por 10 minutos. As enzimas TLBbz e TLBro foram diluidas em tampao Tris-
HCI 0,1 M, pH 7,4 na propor¢do de 1 mg/mL e desta preparacdo 20 pL foram adicionadas e
incubadas na solucdo de fibrinogénio e mantidas a 37 °C por duas horas. Apds este tempo a
reacdo foi interrompida pela adicdo de 100 uL de solugdo desnaturante contendo Uréia 8,5 M,

SDS 2 %, EDTA 2 mM, Tris-HCI 20 mM, B-Mercaptoetanol 10 % e azul de bromofenol 0,05 %
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seguida por fervura a 100 °C durante 5 minutos. Finalmente as amostras foram analisadas por

SDS-PAGE 12,5 % segundo a metodologia descrita no item 3.5.2.

3.6.3 Determinacao da Agregacao plaquetaria

O método de Born (1963) e Leet et al., (2003) foi utilizado para a dosagem da agregacao
plaquetdria que visa quantificar a forma¢do dos agregados plaquetarios “in vitro” quando
estimuladas as plaquetas.

Para este ensaio foram coletados 10 mL de sangue de 10 camundongos com oito semanas
de idade com pesos de aproximadamente 20 g, previamente anestesiados com halotano. O sangue
foi coletado da aorta abdominal usando uma agulha niimero 25 montada em uma seringa de
poliestireno contendo 1 volume de ACD (Citrato trisédico dihidratado 85 mM, &cido citrico
monohidratado 66,6 mM e D(+)glucose anidro 111 mM) para 6 volumes de sangue (este
anticoagulante inibe a agregacdo durante o processo de lavagem das plaquetas sendo eficiente
para quelar célcio); o tubo de coleta foi homogeneizado por inversdo lenta, ¢ mantido a
temperatura ambiente. A quantidade de sangue obtido de cada camundongo com peso de 20 g foi
de 1 mL aproximadamente.

Para a preparagdo dos estudos da agregagdo plaquetéria, o sangue total foi colocado em
banho maria a 37 °C por 30 minutos. Depois foi imediatamente centrifugado a 180 g por 10
minutos, a temperatura ambiente. Logo, o plasma rico em plaquetas (o sobrenadante) foi
transferido cuidadosamente usando uma pipeta plastica a outro tubo de poliestireno contendo
tampao de lavagem pH 6,0 (NaCl 140 mM, KCI 5 mM, citrato de sdédio 12 mM, glicose 10 mM e
sacarose 10 mM) na propor¢do 5:7 (v/v) e centrifugado a 800 g por 12 min a 20 °C, sendo o
sobrenadante desprezado. O residuo plaquetario foi cuidadosamente ressuspenso em solugao de
Krebs desprovida de calcio (Radomski e Moncada, 1983). A centrifuga usada foi Fanem Excelsa
204-NR (FANEM - Sao Paulo - Brasil). Essas centrifugacdes e a conservagdo das amostras foram
feitas em tubos vedados para evitar a perda de CO,, que eleva o pH, interferindo nas curvas de
agregacao plaquetaria.

As plaquetas lavadas foram mantidos a temperatura ambiente por 30 minutos antes de
comecar o ensaio, mas as aliquotas foram aquecidas a 37 °C por 2 minutos antes da adicdo da
enzima serinoprotease TLBbz, TLBro ou o ADP na cubeta do agregdmetro para o teste e registro
da agregacao plaquetaria.

A medida foi realizada usando-se um agregometro de plaquetas de um tnico canal

(Agregdmetro de Plaquetas PA-04, Qualiterm Eletronica, Brasil). Antes de comegar o ensaio, o
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agregometro foi previamente calibrado com as plaquetas lavadas no minimo de transmitancia e
com solu¢do de Krebs no méaximo de transmitancia. Esse ajuste ¢ automatico. Com isso, foi
possivel determinar uma amplitude para o registro da agregagao das plaquetas.

Os ensaios foram realizados a 37 °C com 500 pL de plaquetas lavadas e a agregagao foi
analisada depois de 2 minutos da incubacdo com 5 pL das diferentes amostras (TLBbz e TLBro)
na concentracdo da enzima 1 mg/ml dissolvida com tampao Tris-HCI 10 mM pH 7.,8.

A determinagdo da agregagdo plaquetdria foi realizada com solugdo de ADP (1 mg/mL)
como controle positivo (agregante plaquetario); as enzimas TLBbz e TLBro (1 mg/mL), mais a

mesma TLBbz e TLBro pré-incubado com PMSF (5 mM) (volume 1/1) como controle negativo.
3.7  Anailise Estatistica

Os resultados foram representados pela média de experimentos + desvio padrdo. A

significancia foi obtida através do teste ndo-pareado #-Student e considerada como p<0,05.
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IV. RESULTADOS
4.1 Purificacdo de uma fracdo com atividade trombina-simile isolada a partir de veneno
total de Bothrops brazili e B. roedingeri em HPLC de fase reversa.

A figura 9 mostra o perfil cromatografico do veneno total Bothrops brazili feito em uma
coluna analitica p-Bondapak C-18 (Waters), acoplada a um sistema de HPLC de fase reversa.
Foram detectados 21 picos. Estas fracdes, depois de serem liofilizadas, foram submetidas a
ensaios de atividade proteolitica sobre 0o BApNA para deteccdo da fragdo de interesse com maior
atividade enzimatica. Da mesma forma foram realizados com estas fracdes ensaios de tempo de
coagulagdo sobre fibrinogénio bovino com o propdsito da identificagdo da serinoprotease. Os
resultados evidenciaram que a fragdo 12 denominada de TLBbz foi a que apresentou atividade
enzimatica serinoprotease com caracteristica trombina-simile. Essa fracdo foi eluida no tempo de

retengdo aos 37 = 0.5 min, sendo aos 65 % do tampao B.
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Figura 9. Cromatografia em sistema HPLC-fase reversa em uma coluna analitica C-18 p-Bondapak
(Waters), equilibrada em solucdo de TFA (4cido trifluoroacético 0,1 % pH 3,5 solvente A). 5 mg de
veneno total foi aplicado em cada corrida. A proteina TLBbz (* fracdo 12) foi eluida usando um gradiente
linear continuo de concentragdo do tampao B (Acetonitrila 66 %, TFA 0,1 %). O perfil cromatografico foi
monitorado na absorbancia de 280 nm. As fragdes foram eluidas em um fluxo constante de 1 mL/min.

Grafico representativo de 20 corridas cromatograficas.
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Da mesma forma que o passo anterior de purificagcdo a figura 10 mostra o perfil
cromatografico do veneno total Bothrops roedingeri feito na mesma coluna analitica p-Bondapak
C-18 (Waters), acoplada a um sistema de HPLC de fase reversa. Foram detectados 17 picos.
Estas fracdes depois de serem liofilizadas, também foram submetidas a ensaios de atividade
proteolitica sobre 0 BApNA para deteccdo da fragdo de interesse com atividade enzimatica,
assim como também, foram realizados ensaios de tempo de coagulagao sobre fibrinogénio bovino
com o propdsito da identifica¢@o da serinoprotease. A fragdo 12 denominada de TLBro foi a que
apresentou atividade enzimatica serinoprotease com caracteristica trombina-simile. Essa fracao

foi eluida no tempo de retengdo aos 38 + 0.5 min, sendo aos 68 % do tampao B.
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Figura 10. Cromatografia em sistema HPLC-fase reversa em uma coluna analitica C-18 p-Bondapak
(Waters), equilibrada em solu¢do de TFA (acido trifluoroacético 0,1 % pH 3,5 solvente A). 5 mg de
veneno total foi aplicado em cada corrida. A proteina TLBro (* fragdo 12) foi eluida usando um gradiente
linear continuo de concentragdo do tampao B (Acetonitrila 66 %, TFA 0,1 %). O perfil cromatografico foi
monitorado na absorbancia de 280 nm. As fragdes foram eluidas em um fluxo constante de 1 mL/min.

Grafico representativo de 20 corridas cromatograficas.
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4.2 Atividade proteolitica da trombina-simile TLBbz e TLBro

O substrato cromogénico DL-BApNA foi usado em uma solugao 0,1 M para dosagem das
fragdes TLBbz e TLBro (1 mg/mL); 5 uL. da amostra foram colocados em um meio de incubacao
que contém 235 pL de uma solugdo de substrato previamente dissolvido em DMSO como
solucdo estoque para ser utilizado na propor¢ao de 1/10 (10 pL) em tampao Tris—HCI 10 mM,
CaCl, 10 mM, NaCl 100 mM, pH 7,8 para um volume final de 240 pL.

Os resultados da atividade proteolitica evidenciam que a fracdo 12 (TLBbz) obtida do
HPLC-FR foi a inica que mostrou atividade catalitica dentre as 21 fragdes coletadas frente ao
substrato cromogénico DL-BApNA, com uma velocidade de reacdo de 2,14 + 0,025 nmoles/min

que sugere a presenga de uma serinoprotease (Figura 11).
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Figura 11. Determinagdo do perfil da atividade proteolitica das fracdes obtidas da cromatografia do
veneno total de B. brazili em Cromatografia HPLC-fase reversa. O perfil da atividade proteolitica foi
monitorado na absorbancia de 405 nm. (*) serinoprotease TLBbz (Proteina que serd considerada nas

caracterizacOes bioquimicas e biologicas). Os ensaios da atividade proteolitica foram feitos em triplicata

(n=3).
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A figura 12 mostra a atividade proteolitica avaliada nas fracdes obtidas da cromatografia
de HPLC-FR do veneno de B. roedingeri.

O perfil da atividade proteolitica frente ao substrato cromogénico DL-BApNA evidencia
que a fragdo 12 foi a que apresentou maior atividade proteolitica de 0,43 £+ 0,043 nmoles/min,

evidenciando a presenca de uma serinoprotease nessa fragao.
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Figura 12. Determinagdo do perfil da atividade proteolitica das fracdes obtidas da cromatografia do
veneno total de B. roedingeri em Cromatografia HPLC-fase reversa. O perfil da atividade proteolitica foi
monitorado na absorbancia de 405 nm. (*) serinoprotease TLBro (Proteina que sera considerada nas

caracterizagdes bioquimicas e biologicas). Os ensaios da atividade proteolitica foram feitos em triplicata

(n=23).
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4.3 Determinacio da massa molecular das fra¢oes TLBbz e TLBro por SDS-PAGE

O gel de eletroforese evidencia a homogeneidade da proteina, mostrando uma banda tanto
em condi¢des reduzidas e nao reduzidas (figura 13). As massas moleculares relativas da TLBbz e
TLBro foram obtidas baseada na figura 13 calculando as distancias percorridas de cada marcador

molecular e as proteinas TLBbz e TLBro em condig¢des reduzidas e ndo reduzidas (figura 14.
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Figura 13. Eletroforese em gel de poliacrilamida em condigdes nativas ¢ na presenga de agente
desnaturante (DTT). Marcadores moleculares (MM). TLBbz ¢ TLBro obtidas do HPLC em condigdes nédo

reduzidas e reduzidas com DTT.
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Figura. 14. Curva gerada através da representacdo grafica do logaritmo dos marcadores da massa
molecular estandard contra a mobilidade relativa (Rf) para obter a massa molecular relativa da TLBbz e
TLBro em condigdes reduzidas e ndo reduzidas. Rf= mobilidade relativa. Rf = distdncia migrada pela

proteina / distancia migrada pela coloragao.
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4.4  Determinacido das sequéncias de peptideos da fracao TLBbz purificada de Bothrops
brazili.

A TLBbz foi digerida com tripsina e alguns peptideos tripticos foram separados por
HPLC-FR, detectados e caracterizados, sendo as massas moleculares medidas e as sequéncias de
aminoacidos deduzidas obtidas por ESI-QTOF-MS/MS baseadas nos peptideos tripticos
alquilados de TLBbz (Tabela 1). Todas as massas moleculares foram informadas como

monoisotdpicas.

Tabela 1. Massas moleculares medidas e sequéncias de aminoacido deduzidas de peptideos tripticos

obtidas da proteina TLBbz alquilada.

TLBbz
Fracao Massa Medida Sequéncia de Massa
de HPLC (Da) Aminodacidos Tedrico
(Da)
1 1511.6787 VI/LGGDECNI/LNEHR 1511.5957
2 1068.5968 FL/IVAL/IYTSR 1068.5952
3 1419.7002 SL/IMNI/LYLGMHNK 1419.7044
4 964.4362 FDDEQ/KRR 964.4110
5 753.4609 L/INRPVR 753.4270
6 1188.6325 WDK/QDI/LMLI/LR 1188.6304
7 1189.6165 VLMGWGTI/LSPTK 1189.6163
8 1060.5587 TL/ICAGI/LLEGGK 1059.5728
9 1167.5560 VSDYTEWI/LR 1167.5544
10 1732.8118 VLCAGVLEGGIDTCNR 1732.8237
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4.5 Determinacdo do peptideo crucial por espectrometria de massa (ESI-QTOF-
MS/MS)

O peptideo triptico crucial que confirma a regido N-terminal, caracteristica da familia das
serinoproteases com atividade trombina-simile de veneno de serpente, ¢ mostrado na fracao 1 da
enzima TLBbz, tendo as sequéncias de aminoacidos deduzidas que sdo: “1511.6787 Da”

(espectro de massa M/S em tandem na Figura 15).
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Figura 15. Espectros ESI-QTOF-MS/MS dos peptideos tripticos (1) com uma massa de 1511.6787 Da.
Série de fragmento de ions b do peptideo triptico de 9-residuo-longo na fragdo 1 do HPLC-FR da TLBbz.
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A sequéncia de aminoacidos da TLBbz foi deduzida utilizando o banco de dados NCBI-
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BLAST. TLBbz possui um alto grau de similaridade (Figura 16) com P33589 Lachesis muta
muta (Magalhaes et al., 1993), 073800 1 Gloydius halys (Jeong et al., 2001), P85109 Gloydius

brevicaudus (Sakai et al., 2006), Q8AYS81 1 Viridovipera stejnegeri (Zhang et al., 1998).
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Figura 16. Analise comparativa da sequéncia de aminoacidos da trombina-simile de Bothrops brazili
(TLBbz) com outras serinoproteases semelhantes obtidas da base de dados BLAST-Protein Data Bank

(Pubmed. Medline) onde o simbolo (*) representa os aminoacidos que compdem o sitio catalitico desta

classe de enzimas.
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4.7  Determinacio das sequéncias de peptideos da fracio TLBro purificada de Bothrops

roedingeri

A TLBro foi digerida com tripsina e alguns peptideos tripticos foram separados por
HPLC-FR, detectados e caracterizados, sendo as massas moleculares medidas e sequéncias de
aminoacido deduzidas obtidas por ESI-QTOF-MS/MS baseadas nos peptideos tripticos

alquilados de TLBro (Tabela 2). Todas as massas moleculares foram informadas como

monoisotdpicas.

Tabela 2. Massas moleculares medidas e sequéncias de aminoacidos deduzidas de peptideos tripticos

obtidas da proteina TLBro alquilada.

TLBro
Fracao Massa Medida Sequéncia de Massa
de HPLC (Da) Aminoacidos Teodrico
(Da)

1 1454.6572 VI/LGGDECNI/LNEHR 1454.6594
2 1287.6394 NFQ/KMQ/KL/IGVHSK 1286.6335
3 1230.6204 KVL/INEDEQ/KTR 1229.6193
4 848.4578 FI/LCPNKK 848.4591
5 1188.6325 WDK/QDI/LMLI/LR 1187.6455
6 1258.5652 ETYPDVPHCAK 1258.5631
7 1076.5614 AAYAGL/IPATSR 1076.5619
8 1139.5499 VSDYTEWI/LK 1139.1515
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4.8 Determinacio do peptideo crucial por espectrometria de massa (ESI-QTOF-
MS/MS)

O peptideo triptico crucial que confirma a regido N-terminal, caracteristica da familia das
serinoproteases com atividade trombina-simile de veneno de serpente ¢ mostrada na fragdo 1 da

enzima TLBro, tendo as sequéncias de aminoéacidos deduzidas que sdo: “1454.6572 Da”

(espectro de massa M/S em tandem na Figura 17).

i
s
k)
+ o
by @
R 7 .
v I ~l u
3 s : & @ >
? 2 FO
T |. . ‘ 5
L b bl IJiIlIL |.I.I|J|I||l|.||]|
| | | | | | | 1
200 400 E00 aaa 1000 1200 1400
Mass (miz)

Figura 17. Espectro ESI-QTOF-MS/MS dos peptideos tripticos (1) com uma massa de 1454.6572 Da.
Série de fragmento de ions b do peptideo triptico de 9-residuo-longo na fragdo 1 do HPLC-FR da TLBro.
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Realizando a anélise de espectrometria de massa, a fragdo TLBro com atividade trombina-

le apresentou as seguintes sequéncias de aminoacidos deduzidas utilizando o banco de dados

7

simi

20 30 40

10

N-terminal

NCBI-BLAST, demonstrando possuir um alto grau de similaridade (Figura. 18) com P33589
Lachesis muta muta (Magalhaes et al., 1993), O73800 1 Gloydius halys (Jeong et al., 2001),
P85109 Gloydius brevicaudus (Sakai et al., 2006), Q8AY81 1 Viridovipera stejnegeri (Zhang et
al., 1998).
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Figura 18. Analise comparativa da sequéncia de aminoacidos da trombina-simile de Bothrops roedingeri
(TLBro) com outras serinoproteases semelhantes obtidas da base de dados BLAST-Protein Data Bank

(Pubmed. Medline) onde o simbolo (*) representa os aminoacidos que compdem o sitio catalitico desta

classe de enzimas.
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4.9 Estudos das atividades cinéticas das Trombinas-simile TLBbz e TLBro.
A medida da atividade enzimatica proteolitica foi determinada nas condi¢des de ensaio

descritas no método 4.2 utilizando o substrato cromogénico sintético DL-BApNA.

4.9.1 Efeito da concentraciao do substrato

Os resultados do efeito da concentracdo de substrato na atividade proteolitica frente ao
substrato cromogénico DL-BApNA nessas condi¢des experimentais mostram que a trombina-
simile TLBbz e TLBro apresentam um comportamento michaeliano conforme ilustrado na figura

19.
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Figura 19. Efeito da concentracdo do substrato na atividade proteolitica da trombina-simile TLBbz e
TLBro. As proteinas foram incubadas na presenga de diferentes concentragdes de substrato (0,078; 0,156;
0,312; 0,625; 1,25; 2,5; 5,0 e 10 mM de BApNA) por 40 minutos a 37 °C. A leitura de absorbancia foi
monitorada em 405 nm. A atividade é expressa como a velocidade de reagdo (V,) e foi calculada baseada
na p-nitroanilida liberada apds catalise. Os experimentos foram realizados em triplicata e as barras

representam o desvio padrao.
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Na analise da re-grafica empregando o método de Lineweaver-Burk (duplos reciprocos),
foi possivel calcular as constantes cinéticas Ky € Vinax. Assim, os valores obtidos foram: Vi =
1,89 nmoles p-NA/Lt/min e Ky = 0,853 mM respectivamente, para a TLBbz; e V. = 0,0432
nmoles p-NA/Lt/min e Ky = 0,039 mM respectivamente para a TLBro tal como se pode observar

na figura 20A e 20B.
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Figura 20. Efeito da concentragdo do substrato na atividade proteolitica da trombina-simile TLBbz e
TLBro empregando o método de Lineweaver-Burk (duplos reciprocos). Os valores encontrados para as
constantes cinéticas de V.« ¢ Ky foram calculados estabelecendo o grau de regressdo e correlagdo
(linearidade da reta), entre os inversos da velocidade (1/V.x) € os inversos (1/Ky) da concentragdo do

substrato. Os experimentos foram realizados em triplicata e as barras representam o desvio padrao.
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4.9.2 Efeito da temperatura

O efeito da temperatura na atividade proteolitica foi determinado incubando a
serinoprotease TLBbz e TLBro com atividade trombina-simile em diferentes temperaturas (15 —
70 °C). A atividade da enzima entre 40 até¢ 70 °C foi considerada como 6tima para a TLBbz e de

45 °C para a TLBro tal como se mostra na figura 21A e 21B.
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Figura 21. Efeito da variacdo de temperatura sobre a atividade proteolitica da trombina-simile TLBbz e
TLBro. As faixas das temperaturas empregadas foram 15, 25, 30, 35, 40, 45, 55 ¢ 70 °C. Depois de
incubada durante 40 minutos, foi feita a leitura de absorbancia monitorada em 405 nm. A atividade ¢
expressa como a velocidade de reacdo (V,), e foi calculada baseada na p-nitroanilina liberada apos a

catalise. Os experimentos foram realizados em triplicata e as barras representam o desvio padrao.
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4.9.3 Efeito do pH na atividade proteolitica da trombina-simile TLBbz e TLBro

O pH ¢6timo das serinoproteases TLBbz e TLBro, foi determinado incubando as enzimas
em diferentes pH (2 — 10) sendo feito um controle para cada pH. A atividade da enzima em pH 8
a 10 foi considerada como o6timo para a TLBbz, ja4 que ndo cai a pH superior de 8 ate 10
mostrando estabilidade consideravel, mesmo com o aumento do pH, e para a TLBro o pH 8 foi
considerado como o6timo, mas conforme o pH aumenta ou diminui deste valor, a atividade

enzimatica decresce drasticamente, tal como se mostra na figura 22.
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Figura 22. Efeito do pH na atividade proteolitica da trombina-simile TLBbz ¢ TLBro. Os ambitos de pH
empregados foram: 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 e 10, perante o substrato DL- BApNA. A enzima foi incubada
durante 40 minutos a 37 °C ¢ a leitura da absorbancia foi monitorada em 405 nm. A atividade é expressa
como a velocidade de reagdo (V,) e foi calculada baseada na p-nitroanilida liberada apds a catalise. Os

experimentos foram realizados em triplicata e as barras representam o desvio padrao.
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4.9.4 Efeito inibitorio da atividade proteolitica

Foi estudado o efeito inibitorio de EDTA (5 mM), SBTI (5 pg/ul), soro de Didelphis
marsupialis (1 mg/mL) e PMSF (5 mM) na atividade proteolitica das serinoproteases com
atividade trombina-simile TLBbz e TLBro.

Os resultados mostram claro efeito inibitério do PMSF sobre a atividade proteolitica da
serinoprotease TLBbz (86,2 %) e da TLBro (42,6 %), o que evidencia o carater serinoprotease da
proteina, ao ser inibida significativamente a atividade proteolitica perante o substrato
cromogénico DL-BApNA. Com os demais inibidores a faixa de inibi¢do foi de 30 até 40 % para

as duas enzimas conforme na Figura 23A e 23B.
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Figura 23. Efeito inibitorio da atividade proteolitica da trombina-simile TLBbz e TLBro frente a PMSF,
EDTA, EGTA, SBT1, SBT2 L-Cys e soro de Didelphis marsupialis (Gamba), frente ao substrato DL-
BApNA. As enzimas foram incubadas na presenca ou auséncia de inibidores por 40 minutos a 37 °C e a
leitura de absorbancia foi monitorada em 405 nm. A atividade é expressa como porcentagem da
velocidade de reacdo (%), e foi calculada baseada na p-nitroanilina liberada ap6s a catélise. (*) Nivel de

significancia das concentragdes em relagdo ao controle. (n=3, p<0,05).
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4.9.5 Efeito dos ions sobre a atividade proteolitica

A atividade proteolitica da serinoprotease TLBbz e TLBro foi avaliada com diferentes

solugdes de fons divalentes como Ca®", Mg®", Mn®*, Zn*" ¢ Cd*" (10 mM). A Figura 24 mostra

que a atividade enzimatica da TLBbz foi reduzida frente aos ions Zn*" e Cd*", em comparacio

. . . . , + + ~
com a TLBro que foi reduzida a atividade frente aos fons Mg”" e Cd*" em comparagdo com os

outros ions tal como se mostra na figura 24A e 24B.
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Figura 24. Efeito dos ions divalentes na atividade proteolitica da TLBbz e TLBro utilizando o substrato

cromogénico DL-BApNA. As enzimas foram incubadas, na auséncia ou presenca de cations divalentes,

por 40 minutos a 37 °C e a leitura de absorbancia foi monitorada em 405 nm. A atividade € expressa como

a velocidade de reagdo baseada na p-nitroanilida liberada apos a catalise. (*) Nivel de significancia das

concentragdes em relacdo ao controle. (n=3, p<0,05).
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4.10 Analise de Composicao de Aminoacidos (Pico-Tag) Waters.

A andlise de composi¢do de aminoacidos das trombina-simile TLBbz ¢ TLBro (Tabela 3),
mostra que trata-se de proteinas de carater acido pela predomindncia de Glx/21 e Asx/33 para
TLBbz e Glx/14 e Asx/25 para TLBro. As 12 cisteinas detectadas nas duas enzimas, evidenciam
a possivel presenca de 6 pontes dissulfeto, caracteristica molecular desta familia de proteinas. E
evidenciada também, uma elevada porcentagem de aminoécidos hidrofébicos, tais como Gly,

Pro, Leu e Ile e um baixo contetido de aminoacidos basicos (His, Arg e Lys) nas duas trombinas-

simile. Todas estas caracteristicas sugerem que a TLBbz e TLBro sdo serinoproteases.

Tabela 3. Composicdo de aminoacidos da trombina-simile TLBbz e TLBro isoladas do
veneno de Bothrops brazili e Bothrops roedingeri. Os valores sdo expressos em mol de

aminoacidos por mol de proteina. (*) Nado determinado pelo método.

Aminodcido TLBbz MM % TLBro MM %
Calculado Calculado

Asx 33 3798,63 10 25 2877,75 14
Glx 21 2711,73 7 14 1807,82 8
Ser 27 2351,43 8 12 1045,08 6
Gly 33 1883,31 10 17 970,19 9
His 11 1508,76 3 4 548,64 2
Arg 14 2186,94 4 6 1093,47 4
Thr 28 3111,36 9 12 1333,44 6
Ala 22 1563,98 7 13 924,17 7
Pro 24 2331,12 8 14 1359,82 8
Tyr 10 1141,5 3 5 799,05 4
Val 18 2936,7 6 10 1631,5 5
Met 4 524,84 1 3 393,63 2
Cys 12 928,26 3 12 721,98 4
Ile 20 2063,4 6 9 928,53 5
Leu 25 2829,25 8 12 1358,04 7
Phe 7 1030,33 2 7 1030,33 4
Lys 12 1922,85 5 8 1281,9 5
Trp * * * * * *

Total 321 34842,39 100 183 20123,34 100
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4.11 Caracterizacido farmacoldgica da serinoprotease com atividade trombina-simile TLBbz
e TLBro procedentes de B. brazili e B. roedingeri.
4.11.1 Avaliacao da atividade coagulante da trombina-simile TLBbz e TLBro

A atividade coagulante foi determinada medindo-se os inversos do tempo de coagulacao
ao primeiro sinal da formacdo da rede de fibrina a partir do fibrinogénio bovino e, por
conseguinte, a formagdo do coagulo em diferentes tempos apos a adicao de 20 puL da amostra
sobre o substrato de fibrinogénio previamente incubado com CaCl, 10 mM a 37 °C durante 10
minutos. O tempo maximo de espera para a formacdo da rede de fibrina das TLBbz e TLBro foi
de 120 segundos a 37 °C.

As fragdes obtidas por HPLC de fase reversa com atividade proteolitica TLBbz e TLBro
foram submetidas a atividade fibrinogenolitica cuja fracdo TLBro (fracdo 12) exibiu uma maior
atividade fibrinogenolitica (7,75 segundos) enquanto, a fracio TLBbz mostrou atividade
fibrinogenolitica com segundos a mais no tempo da formacgao da rede de fibrina (10,5 segundos),
alcangando o inverso de tempo de coagulacdo de 0.1304 s™' (1/T.C) para a TLBro e de 0,096 s
(1/T.C) para a TLBbz, como mostrado na figura 25.

0,14 R

0,12

0,10

0,08

0,06

0,04

Atividade fibrigenolitica (1/T.C.)

0,02

0,00 - 1 { 1
Trombina TLBbz TLBro

Amostras

Figura 25. Determinacdo da atividade fibrinogenolitica utilizando fibrinogénio bovino. A concentragdo de
solugdo de fibrinogénio empregado foi de 2 mg/mL (0,2 %). 20 pg da fragdo TLBbz e TLBro isoladas
foram diluidas em tampao Tris-HCl 0,1 M (pH 7.4) e submetidas ao teste de coagulacdo. O tempo
maximo de espera para a formacdo da rede de fibrina foi de dois minutos a 37 °C. A atividade coagulante

foi determinada medindo-se os inversos do tempo de coagulagdo ao primeiro sinal da formagao da rede de

fibrina (n=3).

55



4.11.2 Degradaciao do fibrinogénio pela acdo da trombina-simile (TLBbz e TLBro) e sua
analise por SDS-PAGE
A atividade fibrinogenolitica foi avaliada de acordo com o método estabelecido por
Ouyan e Teng (1976). 900 uL da solucdo de fibrinogénio foi misturado com 100 pL de solugdo
salina e logo depois foram adicionados as serinoproteases TLBbz e TLBro (20 pL) a cada ensaio

separadamente por um periodo de 2 horas.

4.11.2.1 Efeito da concentracio de enzima na degradacao do fibrinogénio

A concentragdo de 20 pg de TLBbz (Figura 26A) foi suficiente para comecar a clivar a
cadeia B com eficacia. A avaliagdo da concentracdo ¢ dose dependente observado na apari¢do de
bandas de massas moleculares relativas menores, que sdo proporcionais ao aumento da
concentracdo da enzima. Como pode ser observado, os fibrinopeptideos produtos da quebra da
cadeia B do fibrinogénio através da atividade proteolitica sdo bem nitidos quando o ensaio ¢é
realizado utilizando uma concentrag¢ao de 20 pg de TLBz. Os resultados mostrados na figura 26B
evidenciam que a fracdo TLBro possui atividade proteolitica sobre o fibrinogénio bovino,
liberando fibrinopeptideos a ¢ f com concentracdo de 20 pg; sendo que a cadeia B € clivada ja

com 2,5 ng (Figura 26B).
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Figura 26. SDS-PAGE (12,5 %) Analise de degradag@o do fibrinogénio bovino por acdo da TLBbz e

TLBro em diferentes concentragdes.
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4.11.2.2 Efeito do tempo na degradacao do fibrinogénio

As amostras, depois de serem incubadas por diferentes periodos de tempo, a saber, Oh, 15
min, 30 min, 1h, 2h, 3h, 6h, 12h e 24h, tiveram as reac¢des interrompidas com 100 pL de uréia 8,5
M, B-Mercaptoetanol 10 %, SDS 2%; EDTA 2 mM; Tris-HC1 20 mM pH 8,0.

Os produtos hidrolisados foram analisados por SDS-PAGE 12,5 %. As proteinas foram
visualizadas por coloracdo com azul de Coomassie brilhante R-250 e o descoramento realizado
com 25 % de etanol e 8 % de acido acético em agua.

Os resultados mostrados na figura 27A evidenciam que a trombina-simile TLBbz possui
uma atividade trombina-simile capaz de degradar o fibrinopeptideo beta (f) da molécula de
fibrinogénio bovino. Assim, depois de 1 hora de incubagdo, a cadeia se mostra hidrolisada pela
acdo da trombina-simile.

Os resultados mostrados na Figura 27B claramente evidenciam que a TLBro possui
atividade proteolitica sobre o fibrinogénio bovino, liberando fibrinopeptideos A, as 2 horas e o
fibrinopeptideo B as 3 horas, pertencendo assim a familia venombin AB. A concentra¢do da

enzima TLBro para cada ensaio foi de 20 pg.
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Figura 27. SDS-PAGE (12,5%). Andlise de degradacdo de fibrinogénio bovino por acdo de TLBbz e
TLBro em diferentes tempos de incubagdo a 37 °C: Oh; 15 min; 30 min; lh; 2h; 3h; 6h 12h e 24h. No
controle tem-se a molécula de fibrinogénio aos 0 minutos da reagdo, mostrando a presenga das cadeias a,

B ey da molécula de fibrinogénio.



4.11.2.3 Efeito do pH na degradacio do fibrinogénio
Os resultados da figura 28A e 28B mostram o claro efeito do pH na atividade

fibrigenolitica, sendo que a pH de 8 a atividade foi méxima para ambas as enzimas (TLBbz e

TLBro).
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Figura 28. SDS-PAGE (12,5%) Analise de degradagdo do fibrinogénio bovino por agdo da TLBbz e
TLBro em diferentes pH: 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 e 10 incubadas por duas horas.
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4.11.2.4 Efeito da temperatura na degradacio do fibrinogénio
A atividade fibrigenolitica da TLBbz e TLBro foi avaliada em diferentes temperaturas de
incubac¢do, evidenciando que a quebra das cadeias do fibrinogénio ¢ melhor entre 30 e 45 °C

(Figura 29A e 29B).
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Figura 29. SDS-PAGE (12,5 %) Analise de degradagdo do fibrinogénio bovino por acdo da TLBbz e

TLBro em diferentes temperaturas. Como controle foi usado fibrinogénio bovino 2,0 mg/mL.



4.11.2.5 Efeito dos ions na degradacao do fibrinogénio

A atividade fibrinogenolitica foi avaliada de maneira similar aos ensaios anteriores,
entretanto com a presenga de diferentes fons divalentes (Ca®*, Mg*", Mn*", Cd*" ¢ Zn™"). Os
resultados revelam que a atividade proteolitica de TLBbz e TLBro ¢ aumentada na presenca de

ions calcio, magnésio e manganés (Figura 30A e 30B).
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Figura 30. SDS-PAGE (12,5 %) Andlise de degradacdo do fibrinogénio bovino por agcdo da TLBbz e

TLBro com diferentes ions. Como controle foi usado fibrinogénio bovino 2,0 mg/ml.
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4.11.3. Determinacao da Agregacao Plaquetaria

O teste de agregacdo plaquetdria realizado com a fracdo TLBbz ¢ TLBro mostra que a
proteina agrega plaquetas diretamente sendo esse processo inibido em presenca de PMSF.

Inicialmente incubaram-se as plaquetas com ADP que resultaram na ativacdo da
agregacao plaquetaria (controle positivo). Em uma segunda incubacao foi adicionada as plaquetas
com a fracdo TLBbz e apds 6 minutos de leitura foi evidenciada a ativagdo da agregacdo
plaquetaria.

Depois foram incubadas as plaquetas com a fracdo TLBbz previamente incubadas com
PMSF e observou-se a inibicdo da agregacdo plaquetaria (controle negativo) de acordo com o
mostrado na figura 31. O efeito inibitdrio da serinoprotease pela acdo do PMSF foi evidenciado
ao ndo mostrar a agregacdo das plaquetas. A TLBro também provocou a agregagdo plaquetaria

quando se fez o ensaio sob mesmas condicdes que a TLBbz.
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Figura 31. Representagdo grafica da agregacdo plaquetaria induzida pela serinoprotease com atividade
Trombina-simile TLBbz ¢ TLBro. O quadro mostra a presenca do agregante ADP, onde se observa o
processo da agregacdo plaquetaria. O efeito da agregacdo plaquetaria é evidenciado pela presenga da

serinoprotease TLBbz e TLBro (1 mg/mL).

61



V.  DISCUSSAO

A purificagdo de moléculas presentes nos venenos de serpentes exige critérios e técnicas
padronizadas de manipulacdo. A amostra final deve ter qualidade, ou seja, grau de pureza, além
de manter sua atividade original. Portanto, os ensaios de purificagdo devem proporcionar a
amostra de veneno o minimo de alteracdes na sua composicdo € consequentemente, em suas
atividades biologicas.

O isolamento e purificagdo das trombinas-simile normalmente utilizam sistemas
convencionais de purificagdo, que consistem de 2 a 3 técnicas cromatograficas, tais como:
cromatografia de exclusao molecular (Superdex 75) seguido por purificacio em DEAE 5PW e
por ultimo em uma coluna Hi Trap Benzamidine FF (Braga et al., 2006); Sephacryl S-200,
seguido pela cromatografia de afinidade em resina sepharose-agmatina e cromatografia de troca
1onica em DEAE-Sepharose CL-6B em pH 8,5 (Magalhaes et al., 2007); por cromatografia de
exclusdo Molecular Sephadex G-75 seguido por cromatografia de afinidade Sepharose 6B
Benzamidina ultrafiltrado em um sistema Amicon ¢ HPLC em fase reversa usando uma coluna
C-18 (Sant’Ana et al., 2008); coluna A-50 seguido Coluna G-75 e coluna de A-50 (Liu ef al.,
2009); ou DEAE-Sephacel seguido da coluna de cromatogratia Sephadex G-75 ¢ Benzamidina-
Sepharose (Costa et al., 2010).

A utilizacdo de vérias etapas de purificacio faz com que sejam utilizados passos
intermediarios através de liofilizagdes, cuja estimativa laboratorial traz consigo a perda de 30 %
de material em cada etapa de concentragdo. O objetivo foi encontrar uma técnica otimizada ou a
melhor combinagdo de técnicas cromatograficas que permitissem isolar as serinoproteases com
atividade trombina-simile, mantendo as propriedades destas, tais como sua atividade enzimatica e
suas atividades bioldgicas, além de fornecer material com alto grau de homogeneidade molecular
e quantidades suficientes para a realiza¢do dos experimentos propostos.

Nesse sentido, o grupo de pesquisa tem otimizado e padronizado a metodologia de
purificagdo de serinoproteases com atividade trombina-simile de veneno de serpentes em um
unico passo cromatografico, utilizando um sistema de HPLC em uma coluna C18 de fase reversa,
assim temos a TLBm de Bothrops marajoensis (Vilca-Quispe et al., 2010) e TLBan de Bothrops
andianus (Valeriano-Zapana et al., 2012). Com a utilizagdo do método proposto, foram
purificadas eficientemente duas novas serinoproteases a partir do veneno total de Bothrops brazili
e Bothrops roedingeri, denominadas TLBbz e TLBro respectivamente.

A presenga de uma trombina-simile foi caracterizada pela atividade proteolitica sobre o

substrato cromogénico artificial DL-BApNA, sendo esta atividade indicativo que a enzima tem
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capacidade proteolitica porque atua preferencialmente sobre as ligacdes arginil. O substrato
artificial contém a ligagdo especifica (Arg-Gly), onde atuam as serinoproteases.

As atividades amidolitica esteredsica e coagulante s6 foram encontradas nos picos 12 de
ambas cromatografias em HPLC de fase reversa. A atividade catalitica da TLBbz foi 5 vezes
maior que a TLBro. O papel do carboidrato sobre a relacao estrutura-func¢ao das serinoproteases
trombina-simile do veneno de serpente ainda ndo ¢ compreendido totalmente. Em muitos casos,
demonstrou-se que a N-glicosilagcdo interfere na atividade catalitica dessas enzimas. No entanto,
Komori e Nikai (1998) relataram que, em algumas serinoproteases, os carboidratos sdo mais
importantes para a estabilizacdo de proteinas do que a atividade catalitica. Uma hipotese para a
estabilidade ¢ que os glicanos podem direcionar a renaturacdo da proteina apos desnaturagdo por
calor ou pH (Sant’Ana et al., 2008). A diferenca na atividade proteolitica das TLBbz e TLBro,
pode estar relacionada provavelmente com a glicosilacdo da proteina.

As serinoproteases possuem um intervalo de massas entre 26 a 67 KDa dependendo das
glicosilagdes, como descritas por Cavinato et al., (1998) e Zaganelli et al., (1996). Assim temos
varios relatos: flavoridis de 23 kDa de Trimeresurus flavoviridis (Shieh et al., 1988), PABJ de
Bothrops jararaca 30 kDa (Serrano et al., 1995), TVS-PA de Trimeresurus stejnegeri 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 38 kDa de Ceraste cerastes
(Marrakchi et al., 1997), CPIE-2 de Agkistrodon caliginosus com 44 kDa (Shimokawa e
Takahashi, 1993), Bothrops protease A de Bothrops jararaca reportado com 67 kDa (Murayama
et al.,2003).

O perfil eletroforético de SDS-PAGE em gel de poliacrilamida da TLBbz apresentou uma
unica banda proteica com massa molecular relativa ~35,13 kDa em condi¢des ndo reduzidas e de
41,36 kDa em condi¢des reduzidas. E para TLBro uma unica banda proteica com massa
molecular relativa ~20,24 kDa em condigdes ndo reduzidas e de 25,34 kDa em condigodes
reduzidas. Como a maioria das enzimas trombinas-simile isoladas até agora, as trombinas-simile
sdo compostas por uma unica cadeia polipeptidica, a trombina-simile TLBbz e TLBro, se
enquadram dentro desta familia de proteinas (Serrano e Maroun, 2005; Kini, 2005).

A presenca das serinoproteases nos venenos de Bothrops brazili cujo habitat ¢ a mata
atlantica e Bothrops roedingeri que se encontra restrito ao litoral do Pacifico do Peru, sugere que
esses venenos sejam farmacologicamente semelhantes a outros venenos botropicos. No entanto
podem existir diferencas entre os venenos de um mesmo género, mas de locais diferentes, como

sugerido por Ponce-Soto et al., (2007).
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No presente trabalho, foram descritas algumas diferencas na estrutura primaria das
serinoprotease TLBbz e TLBro. Essas caracteristicas reveladas entre as serinoproteases através
da micro heterogeneidade molecular podem estar relacionadas com as separagdes geograficas
mostradas no processo micro evolutivo relacionado como um todo na eficiéncia do proprio
veneno (Ponce-Soto et al., 2009).

Ja a varia¢do individual na composi¢do de venenos, ¢ uma caracteristica comum, em
maior ou menor numero em todas as espécies de serpentes venenosas Gibbs et al., (2011).

Calvete (2010) explica: "Esta teoria relaciona-se com o conceito atual de espécie como uma

metapopulacdo de individuos portadores de um mesmo genoma, mas dotado de notaveis

diferencas fenotipicas”.

A trombina-simile TLBbz e TLBro isoladas a partir do veneno total de Bothrops brazili e
Bothrops roedingeri respectivamente mostraram um alto grau de similaridade quando
comparadas com outras serinoproteases de veneno de serpentes provenientes das bases de dados
(SwissProt data-base http://br.expasy.org). Essa homologia entre enzimas coagulantes ¢
confirmada pela presenca de residuos de valina como o primeiro residuo da regido N-terminal e é
uma caracteristica comum de uma grande maioria de trombinas-simile de veneno de serpentes
(Andrido-Escarso et al., 1997). No entanto aparecem regides variaveis ao longo da sequéncia
deduzida. A presenca de diferencas estruturais entre ambas serinoproteases ¢ devida
provavelmente ao fato de serem espécies que habitam diferentes nichos ecoldgicos, embora
possam existir similaridades entre os venenos de um mesmo género, mas de regides diferentes,
como sugerido por Ponce-Soto, et al., (2007).

Alternativamente, a diferenga estrutural entre a TLBbz ¢ a TLBro, ¢ as outras desta
familia de proteinas, podem ser atribuidas & magnitude de glicosilagcdes da cadeia polipeptidica.
Este fato € possivel desde que as enzimas trombina-simile exibam uma micro heterogeneidade
molecular, devido as diferengas em suas cadeias polipeptidicas glicosiladas formadas no processo
das modificagdes pods-traducionais, como ¢ o caso das proteinas 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
Jjararacussu (Zaganelli et al., 1996).

A triade catalitica das serinoproteases de mamiferos fica situada no local ativo da enzima
onde a catdlise acontece e ¢ preservada em todas as enzimas serinoproteases. A triade ¢ uma
estrutura coordenada consistente de trés residuos de aminoacidos essenciais: histidina (Hiss7),

serina (Serj9s) e acido aspartico (Aspjgz). O PMSF como inibidor forma uma ligacdo covalente,
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reagindo com o residuo de serina, inibindo sua fun¢ao. A TLBbz ¢ TLBro mostram um alto grau
de conservacdo estrutural destes residuos cruciais da atividade catalitica (Hisss, Aspss € Ser;sn),
como mostrado na sequéncia de aminoécidos (Figura 16 e 18).

Todas estas serinoproteases sao geralmente glicoproteinas, e cada uma contém Asn(N)-
ligado aos sitios de glicosilagdes entre elas nas posigdes variaveis da sequéncia. Os residuos de
Cys em suas estruturas formam pontes dissulfeto e estas enzimas sdo idénticas a tripsina de
mamifero (Itoh et al., 1987).

Embora exista informacao disponivel sobre serinoproteases com atividade trombina-
simile procedentes de veneno de serpentes nas bases de dados, existe pouca informagao a respeito
das sequéncias, assim como da estrutura tridimensional (3D) desta familia de proteinas.

As serinoproteases geralmente contém 12 residuos de meia-cistina. A caracterizagdo
estrutural das TLBbz e TLBro, mostrou a presenga dos sitios altamente conservados na posi¢ao
His(44), Asp(88) e Ser(182), correspondentes a triade catalitica.

Com a provavel auséncia de grupamentos tiol (-SH) livres, na estrutura de ambas enzimas,
podemos sugerir que os residuos de cisteina encontrados sdo responsaveis pelas pontes
dissulfetos, que t€ém um papel importante na estabilizacdo da estrutura nativa desta enzima. Esta
estabilidade ¢ mostrada no estudo cinético de ambas proteases no presente trabalho. Estas pontes
dissulfeto sdo essenciais para a atividade catalitica destas enzimas, uma vez que o tratamento com
agentes redutores como [-mercaptoetanol ou ditiotreitol (DTT) as inativam, como descrito para
flavoridiobina, originada de Trimeresurus flavoviridis (Pirkle, 1998; Tatematsu et al., 2000).

De acordo com Castro et al., (2004), existem seis pares de cisteina encontrados através da
estrutura cristalografica da TSV-PA (ativador do plasminogénio) isolada do veneno de
Trimeresurus stejnegeri por Zhang et al., (1998) e da crotalase isolada do veneno de Crotalus
adamanteus por Markland (1976), onde a ponte dissulfeto da posi¢cao 136-201 ¢ indicada como a
principal na estabilidade dessas serinoproteases. Foi observado que para ambas trombinas-simile,
também existem os 12 residuos de cisteina, onde possivelmente possam formar os seis pares de
pontes dissulfetos caracteristicos nas serinoproteases, mantendo a mesma arquitetura molecular.

Os aminodcidos que circundam o sitio catalitico também sdo importantes na
especificidade funcional dessas enzimas, uma vez que sua estrutura secundaria, através de suas
folhas B e a-hélice, tém papel fundamental nesta especificidade, como ¢ citado para a trombina-
simile batroxobin e para o ativador de plasminogénio (Castro et al., 2004).

Sabe-se que o comportamento de uma enzima perante seu substrato e as propriedades

exibidas pelo sitio ativo, entre outros fatores, cria a possibilidade de ocorréncia de forgas de
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atracdo entre a molécula do substrato e os atomos que compdem o sitio ativo da enzima, as quais
estdo relacionadas por uma complementariedade de carga (Ponce-Soto et al., 2007). Estas
interagdes podem ser eletrostaticas, ligacdes de hidrogénio ou mesmo interacdes hidrofobicas. A
afinidade da enzima pelo substrato depende do nimero e dos tipos de interagdes presentes. O fato
da estrutura tridimensional da molécula do substrato ser complementar ao centro ativo permite
um alto grau de interacdo e, consequentemente, grande afinidade.

As posi¢des do sitio de clivagem do substrato pelas serinoproteases foram estabelecidas
por Schechter e Berger (1967). Assim, os aminodcidos na por¢do N-terminal da cadeia
polipeptidica, clivada pela protease sdo enumerados de acordo com sua posi¢do partindo da
ligacdo (P1, P2, P3...). De outro lado os aminoacidos da por¢do C-terminal sdo enumerados como
P1°, P2’, P3’, e a serinoprotease possui locais denominados de subsitios e estes estdo compostos
de um ou mais aminoacidos, os quais interagem com os substratos enumerados como S1 ou S1°.
Desta forma, o aminodcido em P1 interage principalmente com S1 (subsitio 1) da enzima, o
aminoacido em P2 interage com S2.

O substrato cromogénico sintético, utilizado no presente trabalho foi o Na-benzoil-Arg-
pNA o qual apresenta s6 um residuo de arginina na posi¢ao P1, que se liga com a as trombinas-
similes TLBbz e TLBro na posicao S1 que corresponderia provavelmente ao residuo de aspartato
(88) para ambas enzimas (TLBbz e TLBro) presente no centro ativo da enzima. Esta afinidade de
unido poderia basear-se em interacdes de ordem eletrostatica, j4 que arginina possui radical de
nitrogénio carregados positivamente que podem interagir com aspartato (88), que apresenta
cargas negativas, presente na triade catalitica.

Além disso, este residuo polar acido poderia incrementar a disponibilidade de cargas na
nuvem eletronica disponibilizando um ambiente de clivagem devido a presenca de elétrons livres
provenientes de seus dois atomos de nitrogénio na extremidade de sua cadeia presente em S1 do
centro ativo da serinoprotease, corroborando assim com a especificidade destas familias de
enzimas por Arg em P1 (Perona ef al., 1995).

As trombinas-simile TLBbz e TLBro demonstraram ter atividade sobre Na-benzoil-Arg-
pNA, indicando que seu centro ativo se encaixa bem com este substrato. De fato, o Ky da TLBro
encontrado para este substrato (0,039 mM) ¢ o mais baixo quando comparado com o Ky de
TLBbz (0,853 mM), o que indica uma forte ligacdo ou grande afinidade. Por outro lado, pode-se

inferir que a TLBro contém um centro ativo que se liga muito bem com a Na-benzoil-Arg-pNA.
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Isto nos leva a inferir que ha um alto grau de semelhanca entre os centros ativos de ambas
enzimas (TLBbz e TLBro).

Assim as trombina-simile TLBbz e TLBro evidenciam uma cinética semelhante a outras
trombinas-similes procedentes de veneno de serpentes perante o substrato Na-benzoil-Arg-pNA;
Au et al., (1993); Andrido-Escarso et al., (1997); Cavinato et al., (1998); Petretski et al., (2000);
Ponce-Soto et al., (2007); Costa et al., (2009); Vilca-Quispe et al., (2010) e Valeriano-Zapana et
al., (2012).

No entanto a TLBro ¢ semelhante a TLBbz que também exibe atividade catalitica perante
Noa-benzoil-Arg-pNA o que sugere que em ambas enzimas existe uma ligacdo de grande
afinidade. Pode-se inferir, portanto que, da mesma forma que com a TLBbz, a TLBro tem um
centro ativo de topografia semelhante.

Sabe-se que a trombina humana possui dois subsitios de reconhecimento (do inglés
exosites I e II) que estdo proximos ao sitio catalitico e que sd@o importantes, dentre outros fatores,
para a ligagdo da trombina com seus substratos naturais. Estes sitios de ligagdo ndo estdo
presentes nas enzimas trombina-simile de veneno de serpentes, o que explica em parte este
aparente paradoxo entre atividades parecidas de ambas enzimas (Magalhaes ef al., 2006).

Em relagdo ao parametro de pH encontram-se o pH 6timo para as TLBbz ¢ TLBro entre
7,0 e 10,0 para TLBbz e 7,0 e 9,0 para TLBro, respectivamente. Estes valores sdo coerentes com
aqueles encontrados por Swenson e Markland, (2005), Ponce-Soto et al., (2007), Vilca-Quispe et
al., (2010) e Valeriano-Zapana et al., (2012).

O contetido de carboidratos ligados varia entre 0 a 30 % do peso. Os principais N-glicanos
que interagem com as serinoproteases caracterizados sdo: fucose, hexose, acido sidlico N-acetil-
D-glicosamina (GlcNAc) manose, galactose e acido N-acetilneuraminico (NeuAc) (Castro ef al.,
2004). O papel do carboidrato sobre a relagdo estrutura-funcdo da trombina do veneno da
serpente ainda ndo ¢ compreendido totalmente. Em muitos casos, demonstrou-se que a N-
glicosilagdo interfere na atividade catalitica dessas enzimas. No entanto, Komori e Nikai (1998)
relataram que, em algumas serinoproteases, os carboidratos sdo mais importantes para a
estabilizagdo de proteinas do que a atividade catalitica. Uma hipdtese para a estabilidade € que os
glicanos podem direcionar a renaturacdo da proteina apds desnaturacdo por calor ou pH
(Sant”Ana et al., 2008).

A temperatura 6tima para atividade das trombinas-simile TLBbz e TLBro, foi em torno de

45 °C, e mesmo a 50 — 55 °C, estas ainda ndo haviam sofrido uma perda conformacional
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mostrada em sua atividade. Este fato relacionado a estabilidade conformacional pode estar
relacionado a presenca de carboidratos ligados a enzima.

A maioria das serinoproteases atua em diversos substratos naturais e cromogénicos
sintéticos e suas propriedades enzimaticas sao geralmente afetadas por inibidores especificos tais
como PMSF, leupeptina, aprotinina e benzamidina (Braud et al., 2000; Serrano e Maroun, 2005).
A susceptibilidade dos inibidores de proteases sobre a TLBbz e TLBro usando Na-benzoil-Arg-
pNA como substrato, mostraram que s6 o PMSF foi capaz de abolir a atividade proteolitica de
ambas enzimas significativamente em mais de 50 % da atividade. Este inibidor ¢ altamente
especifico das serinoproteases € atuam a partir de mecanismos capazes de bloquearem o sitio
ativo da enzima, especificamente ao residuo serina da triade catalitica.

As serinoproteases ndo sdo afetadas pelos inibidores de tripsina como SBTI e alfal-
antitripsina (Castro, 2004). No entanto, o SBT-I em alguns casos mostrou seu efeito inibitério em
altas concentragdes, tais como ACC-C (Orthner et al., 1988) e Cerastocitin (Marrakchi et al.,
1995).

Por outro lado EDTA e EGTA foram capazes de inibir a atividade das serinoproteases
reportados como Cerastocytin de Cerastes cerastes com inibicdo negativa para heparina e
positiva para SBTI (Dekhil et al., 2003) e Batroxobin de Bothrops atrox que também apresenta
inibi¢ao negativa para heparina e SBTI (Serrano, 2005).

Utilizando outros possiveis inibidores tais como L-Cys e D2-1I um fator anti-hemorragico
do soro de Didelphis marsupialis, foi verificada a inibicao da atividade das trombinas-similes
TLBbz e TLBro, mas nao atingiram 50 % da inibi¢do da atividade catalitica.

A interacdo entre S1 e P1 em enzimas trombina-simile ¢ de natureza eletrostatica, o que
evidencia a especificidade destas enzimas por substratos contendo um aminoécido carregado
positivamente em P1, Arg ou Lys. Tal fato se deve a presenca de um residuo de Asp em S1
contendo um grupo carboxilico carregado negativamente. Portanto, a ligacdo do substrato ao sitio
catalitico ¢ favorecida por esta interacdo. Porém, este tipo de interacdo certamente ndo ocorre
apenas entre os grupos carregados em S1 e P1, mas em outros grupos do sitio ativo Schechter e
Berger (1967). No caso do substrato Na-benzoil-Arg-pNA, ele s6 exibe um local de unido ao
sitio catalitico P1, o qual vai se ligar com o subsitios S1 da trombina-simile.

Os cétions presentes no meio provavelmente competem com o substrato pela carga
negativa do Asp presente em S1, desfavorecendo a ligagdo enzima-substrato e consequentemente

diminuindo a atividade enzimatica. Os cations com carga dupla exercem um efeito inibidor mais
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potente uma vez que competem mais fortemente pela carga negativa do residuo de Asp no centro
ativo da enzima.

Assim, temos que a atividade enzimdtica das trombinas-simile TLBbz ¢ TLBro foi
diminuida na presenca de cétions divalentes tais como: Ca2+, Mg2+, Mn2+, Zn*" e Cd2+, de forma
diferenciada. O Zn*" e Cd*" apresentaram um maior poder inibitorio em relagdo ao outros ions.
Este fato é devido provavelmente a uma série de caracteristicas presentes nos ions divalentes Zn>"
e Cd*" que os diferenciam dos outros ions também divalentes, como raio atdmico e
eletronegatividade ou eletroafinidade. Portanto, solu¢des com mesma molaridade (5 mM), mas
compostas por sais de cations divalentes com diferentes raio atdmico e eletronegatividade
resultardo em diferentes forgas idnicas; como observado no presente trabalho. As solucdes que
continham: Zn*" e Cd*" apresentaram um raio atdmico e eletronegatividade maior que as solugdes
que continham Ca®>", Mg*" e Mn*".

Uma outra possivel explicagcdo para este comportamento das serinoproteases de veneno de
serpentes frente a estes cations reside na possibilidade de existéncia de alguma interagdo destes
cations com outra regido da enzima diferente do centro ativo, mas que altera a configuragdo
tridimensional do sitio de catélise, interferindo na interacdo enzima-substrato de tal forma a
prejudicar a atividade enzimatica. Estes mecanismos permanecem ainda desconhecidos e
merecem uma maior investigagao.

TLBbz apresentou 321 residuos de aminodcidos, compostos por 33 Asp/Asn, 21 Glu/Gln,
27 Ser, 33 Gly, 11 His, 14 Arg, 28 Thr, 22 Ala, 24 Pro, 10 Tyr, 18 Val, 4 Met, 12 Cys, 20 Ile, 25
Leu, 7 Phe, 12 Lys. Enquanto TLBro apresentou 183 residuos de aminoacidos, compostos por 25
Asp/Asn, 14 Glu/Gln, 12 Ser, 17 Gly, 4 His, 6 Arg, 12 Thr, 13 Ala, 14 Pro, 5 Tyr, 10 Val, 3 Met,
12 Cys, 9 lIle, 12 Leu, 7 Phe, 8 Lys. Estes resultados apresentam similaridade com outras
serinoproteases, tais como Swenson ¢ Markland, (2005), Ponce-Soto et al., (2007), Vilca-Quispe
et al., (2010) e Valeriano-Zapana et al., (2012).

Existem serinoproteases que tém atividade fibrinogenolitica e fibrinolitica, mas muitas
delas clivam especificamente somente fibrinogénio, liberando preferencialmente fibrinopeptidios
A (venombin A) ou fibrinopeptidios B (venombin B), ou ambos fibrinopeptidios A ¢ B
(venombins AB), promovendo a coagulagdo. Ja que as serinoproteases imitam a fun¢do das
trombinas de mamiferos de clivar os fibrinopeptidios A e os fibrinopeptidios B, elas tém sido
conhecidas como enzimas trombina-simile (Markland, 1998; Magalhaes et al., 2006; Ponce-Soto

et al., 2007; Vilca-Quispe ef al., 2010 e Valeriano-Zapana et al., 2012).
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No entanto, a leucurobina, apesar de exibir boa atividade liberadora de fibrinopeptideo A
(FP-A) do fibrinogénio, ndo exibiu o mesmo perfil de atividade da trombina sobre os substratos
naturais desta Ultima: a leucurobina ndo apresenta atividade consideravel sobre a cadeia B do
fibrinogénio, pois libera fibrinopeptideo B (FP-B) muito lentamente e ndo ativa o fator XIII
(Magalhaes et al., 2006).

As trombinas-simile TLBbz e TLBro revelaram forte atividade coagulante “in vitro” sobre
fibrinogénio bovino, os tempos reportados como os inversos na atividade coagulante, mostram
que existe apenas uma ligeira diferenca entre os trés. Assim sendo, a trombina-simile TLBro
coagula em menos tempo, em relacdo a TLBbz e inclusive a trombina bovina. Essa diferenca nos
tempos de coagulacdo encontram-se relacionados com a clivagem das cadeias o e/ou B do
fibrinogénio, liberando fibrinopeptidios A e/ou B, e esse fato encontra-se relacionado
intimamente com o tipo de trombina-simile presente no veneno (Serrano ¢ Maroun, 2005), por
isto algumas serinoproteases de veneno de serpentes permitem a liberacao de fibrinopeptidios A;
(Serrano e Maroun, 2005). Ancrod de Calloselasma rhodostoma libera fibrinopeptidios A e B das
cadeias a e B do fibrinogénio (Burkhart et al., 1992), Batroxobin (Bothrops atrox moojeni) libera
fibrinopeptidios A da cadeia a ¢ mais lentamente fibrinopeptidios B da cadeia B (Itoh et al.,
1987).

Enquanto as trombinas-simile, a TLBbz degrada apenas a cadeia B, sendo classificada
como uma serinoprotease com atividade trombina-simile tipo B; tais como CPl-enzyme-2 de
Agkistrodon caliginosus (Shimokawa e Takahashi, 1993) e Halystase de Agkistrodon halys
blomhoffii (Matsui et al., 1998), a TLBro degrada as duas cadeias o e [, liberando o
fibrinopeptideo A e B, sendo classificada como uma serinoprotease com atividade trombina-
simile tipo AB, a semelhanca de Bilineobin de Agkistrodon bilineatus (Komori et al., 1993) e
Brevinase de Agkistrodon blomhoffii brevicaudus (Lee et al., 1999). Ambas trombinas-similes
TLBbz e TLBro, mostraram a degradacao do fibrinogénio bovino como sendo concentragado-
dependente ao longo do tempo.

As trombinas-simile TLBbz e TLBro foram previamente incubadas com diferentes
intervalos de pH, temperatura e ions divalentes, e observa-se a sua capacidade fibrinogenolitica
sobre o fibrinogénio. Nos diferentes intervalos de pH testado (3 a 10), é possivel visualizar que a
atividade fibrinogenolitica inicia na faixa de 7 a 9, para ambas trombinas-similes. Por outro lado,
quando incubadas a diferentes temperaturas (15 até¢ 70 °C), ambas mostraram uma atividade
fibrinogenolitica a partir de 30 a 55 °C. Estes resultados sugerem que as trombinas-simile TLBbz

e TLBro sdo serinoproteases termoestaveis como a maioria das enzimas provenientes de veneno
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de serpentes que agem sobre a degradagao do fibrinogénio (Stocker et al., 1982; Markland,
1998).

A atividade fibrinogenolitica na presenga de ions Ca2+, Mg2+, Mn2+, Zn*" e Cd**
evidenciou-se um efeito inibitério marcado perante os fons Zn>" e Cd*" e ligeiramente frente aos
fons Mn®" ¢ uma baixa ou nula inibi¢io perante os fons Ca*" e Mg*".

As trombinas-simile TLBbz e TLBro exercem seu papel apenas na etapa de protedlise do
fibrinogénio. A etapa de polimerizagdo ndo sofre interferéncia das enzimas, ja que ¢ um processo
espontaneo. Porém, esta etapa de polimerizagdao ndo sofre inibigdo perante os ions célcio. Tal
efeito foi descrito por Brass et al., (1978). Em seu trabalho Brass mostrou que o calcio ndo ¢
necessario, mas quando presente ainda acelera a polimerizacdo da fibrina, reduzindo o tempo de
coagulacdo. Em outro trabalho, Kanaide et al., (1982) mostraram que ndo s6 o calcio, mas
diversos ions divalentes, zinco entre eles, aceleram a polimerizacdo de fibrina, reduzindo da
mesma forma o tempo de coagulagdo. Esse fato ndo foi observado nas TLBbz e TLBro.

Masahisa et al., (1983) descreveram que além do calcio, o magnésio também reduz o
tempo de coagulacdo. J& em um trabalho de Marx (1988), estd descrito que o magnésio, na
concentracdo de 0,5 mM, nao altera significativamente a formacao do coagulo de fibrina. De
posse destas observacdes a seguinte hipotese se torna plausivel para explicar o comportamento
verificado para as enzimas TLBbz e TLBro perante o célcio e magnésio:

a) O Ca”" inibe a atividade de protedlise do fibrinogénio pela enzimas TLBbz ¢ TLBro,
por seu efeito de inibidor competitivo, devido a sua interacdo com o residuo de Asp no centro
ativo, mas pelo seu efeito acelerador sobre a polimerizagdo dos mondmeros de fibrina os tempos
de coagulacdo sdo semelhantes aqueles obtidos na auséncia de célcio.

b) O Mg”" apresentou o mesmo efeito e provavelmente isto é devido ao fato de apresentar
uma carga dupla assim como o Ca”". Porém, o efeito do Mg®" sobre a polimerizagio foi descrito
na literatura de forma controversial ja que alguns trabalhos relatam que o magnésio reduz o
tempo de coagulagdo enquanto outros relatam que este ndo interfere na polimerizagao.

Existem relatos de serinoproteases trombina-simile com atividade de agregagdo
plaquetaria tais como Bothrombin de B. jararaca (Nishida et al., 1994), Cerastocitin de Cerastes
cerastes (Marrakchi et al., 1995), PA-BJ de B. jararaca (Serrano et al., 1995) entre outras. Os
resultados mostram que ambas enzimas TLBbz e TLBro tem capacidade de agregar plaquetas e
em concentracdo de 5 pg exibe um comportamento semelhante a trombina, atingindo 80 % de
agregacdao. Ambas enzimas comeg¢am agregar em tempos diferentes assim a TLBbz comega aos 2

minutos, a TLBro a 1 minuto.
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A trombina gerada durante a ativagdo do processo de coagulagdo, apds o dano do vaso
sanguineo, ativa as plaquetas pela clivagem dos receptores ativados de proteinases PAR1 e PAR4
(Covic et al., 2000) e também através da unido aos receptores da GPIba (Mazzucato et al., 1998).
Os resultados poderiam sugerir que as enzimas TLBbz e TLBro ativam a agregacao plaquetaria
diretamente por clivagem proteolitico dos PARs, como foi observado pela PA-Bj (Bothrops
Jjararaca) (Santos et al., 2000), ou pela unido aos receptores da GPIba como sugerido para a
serinoprotease Bothrombin (Bothrops jararaca) (Nishida et al., 1994).

Todas estas informagdes podem servir como uma nova plataforma de resultados que
solidificardo e permitirdo no futuro, o melhor esclarecimento dos mecanismos ainda
desconhecidos desta familia de proteinas, e desta forma resultando em uma melhor compreensao

do envenenamento ofidico.
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VI. CONCLUSOES

A metodologia otimizada de purificagdo em HPLC de fase reversa permitiu purificar as
serinoproteases TLBbz e TLBro sem perder a atividade enzimdtica de caracter trombina-simile a
partir do veneno total de serpente (Bothrops brazili e Bothrops roedingeri).

As caracteristicas fisicoquimicas da TLBbz e TLBro revelaram que as massas moleculares
estdo dentro do intervalo da familia das serinoproteases tipo trombina-simile. A analise de
composi¢ao de aminoacidos da TLBbz ¢ TLBro mostraram a presenca de 12 cisteinas que
sugerem a formagdo de 6 pontes dissulfeto e a variagdo na quantidade dos aminoacidos que as
compdem, revelando que ambas apresentam caracter acido.

As constantes cinéticas revelaram que mesmo TLBbz apresentando altos valores de V. €
Ky comparados a TLBro: baixo V. € baixo Ky, a TLBbz exibe uma maior eficiéncia
enzimatica pelo substrato.

A TLBbz e TLBro mostraram um alto grau de similaridade quando comparadas com outras
serinoproteases de veneno de serpentes; essa homologia entre enzimas coagulantes foi
confirmada pela presenca de residuos de valina como o primeiro residuo da regido N-terminal e ¢
uma caracteristica comum de uma grande maioria de trombinas-simile de veneno de serpentes.

As caracteristicas bioquimicas da TLBbz e TLBro revelaram que estas duas enzimas tem
boa estabilidade perante a diferentes condigdes de temperatura e pH. A atividade proteolitica com
variacoes de pH, temperatura, ions e inibidores especificos das serinoproteases permitiram
conhecer as caracteristicas das duas trombinas-similes.

A TLBbz e TLBro mostraram atividade fibrinogenolitica liberando fibrinopeptidios a e 3
do fibrinogénio bovino sendo que a TLBbz ¢ agrupada como venombin tipo B por clivar a cadeia
B e a TLBro agrupada no grupo venombin AB por hidrolisar a cadeia a e f3.

Além disso, a TLBbz e TLBro foram capazes de induzir agregagdo plaquetaria resultando
em um agravamento do quadro clinico do acidentado pela formag¢ao de trombos plaquetarios.

Todos esses resultados permitem uma maior compreensao sobre a estrutura e fungdo da
serinoprotease tipo trombina-simile, as quais poderdo contribuir para avangos na terapéutica e

elucidacao do mecanismo de envenamento ofidico.
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