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No presente trabalho duas novas serinoproteases com atividade trombina símile, 

nomeadas TLBbz e TLBro isoladas a partir de  e  

respectivamente, foram purificadas em um único passo cromatográfico por HPLC de fase reversa 

com um alto grau de pureza e homogeneidade molecular, sem perda da atividade biológica. 

Ambas serinoproteases foram caracterizadas físico quimicamente, revelando uma massa 

molecular relativa de TLBbz = 35,13 KDa e TLBro = 20,24 KDa por SDS PAGE. Ambas 

apresentaram atividade proteolítica perante o substrato cromogênico DL BaρNA. Os estudos da 

atividade cinética mostraram que as serinoproteases tiveram um comportamento michaeliano 

frente ao substrato DL BaρNA, apresentando uma = 1,89 nmoles ρ NA/Lt/min e M = 0,853 

mM para TLBbz; e = 0,0432 nmoles ρ NA/Lt/min e M = 0,039 mM para TLBro. Ambas 

serinoproteases apresentam uma atividade ótima em torno de 38 ºC e pH 8,0; sendo inibidas pela 

ação do fluoreto de fenilmetilsulfonila (PMSF) e outros inhibidores, através dos quais a atividade 

trombina símile foi reduzida em mais do 50 % (TLBbz = 86.2 % and TLBro = 42.6 %). Ambas 

TLBbz e TLBro possuem caráter ácido ao apresentar um elevado número de aminoácidos ácidos, 

assim como uma boa quantidade em número de aminoácidos hidrofóbicos, o que garante a 

estabilidade conformacional da proteína. A presença de 12 cisteínas sugere a possível formação 

de 6 pontes dissulfeto. TLBbz e TLBro evidenciaram uma atividade fibrinogenolítica frente ao 

fibrinogênio bovino hidrolisando a cadeia alfa (α) e beta (β), comportando se como uma 

trombina símile tipo AB no caso da TLBro e tipo B, por hidrolizar a cadeia beta (β), no caso da 

TLBbz. Finalmente, estudos da atividade biológica indicam a propriedade de induzir agregação 

plaquetária e esse efeito é inibido pela presença de PMSF. 

 

 



 

xi

In this work, two new serine proteases with thrombin like activity called TLBbz and 

TLBro from  and  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 BaρNA. The studies of the kinetic activity showed that serine proteases have a 

michaelian behavior when tested with the substrate DL BaρNA, with a max = 1.89 nmoles ρ

NA/Lt/min and M = 0.853 mM for TLBbz, and max = 0.0432 nmoles ρ NA/Lt/min and M = 

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 (α) and beta (β) chain, behaving as a thrombin like AB 

types in the case of TLBro and hydrolyzing the beta chain (β) 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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Existem no mundo aproximadamente 3000 espécies de serpentes, sendo que 10 a 14 % 

são consideradas venenosas (Cardoso e Brando, 1982) e classificadas em diversas famílias: 

Elapidae, Crotalidae, Hydrophidae e Colubridae (Lu ., 2005). 

Os acidentes ofídicos e suas consequências locais, sistêmicas e até fatais têm sido 

observadas desde o tempo das antigas civilizações (Ângulo e Lomonte, 2009). De acordo com a 

Organização Mundial de Saúde (OMS), cerca de 2.500.000 acidentes ocorrem anualmente, 

resultando em uma média de 125 mil mortes por ano (Pinho ., 2004 e 2005; Sitprija, 2006; 

Bawaskar, 2004). Ocorrem aproximadamente 21 mil acidentes ofídicos registrados no Brasil, 

levando ao óbito cerca de 120 vítimas por ano (Cruz ., 2009; Kasturiratne ., 2008), 

constituindo, portanto, um grave problema de Saúde Pública (Ministério da Saúde, 2001; Warrell, 

2010; Williams, 2010). 

O Peru é outro país da América Latina que também é afetado por envenenamentos 

ofídicos (Zavaleta e Salas, 1996) por possuir uma diversa herpetofauna que inclui espécies da 

família Elapidae (gênero ) e Viperidae (gêneros ,  e ) sendo 

que a maior taxa de letalidade ocorre na Amazônia. As zonas rurais da costa norte deste país 

também têm frequentes envenenamentos (Campbell e Lamar, 2004). 

Os venenos das serpentes das famílias Viperidae e Elapidae são as principais responsáveis 

pelos danos teciduais locais (Warrell, 1995 e 2004), envolvendo complexos efeitos patológicos 

como: necrose, hemorragia, edema, alterações nos vasos linfáticos e degradação da matriz 

extracelular (Gutiérrez e Lomonte, 2003; Gutiérrez ., 2009). 

A literatura apresenta o isolamento e a caracterização de inúmeras proteínas ofídicas, que 

exibem diversas atividades biológicas e/ou enzimáticas, tais como: proteases, miotoxinas, 

fosfolipases A2, fosfomonoesterases, L aminoácidooxidases, acetilcolinesterases, nucleotidases, 

desintegrinas e lectinas tipo C, além de peptídeos bioativos (Matsui ., 2000; Swenson e 

Markland Jr, 2005; Perales ., 2005; Lu ., 2005; Calvete ., 2005; Matsui ., 2010). 

As enzimas proteolíticas, classificadas principalmente como metalo  e serinoproteases, 

geralmente afetam o sistema hemostático (Garcia ., 2004; Lu ., 2005; Sanchez ., 

2005), frequentemente levando à hemorragia após inoculação na vítima (Marsh ., 1994; 

Kamiguti ., 1996; Marsh ., 2005) podendo ser classificadas como procoagulantes, 

anticoagulantes e/ou fibrin(ogen)olíticas (Markland Jr, 1991; Siigur e Siigur, 1992; Clemetson 

. 2005). 
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As metaloproteases ou hemorraginas, encontradas nos venenos de serpentes são 

dependentes de cátions (normalmente Zn2+, Ca2+ ou Mg2+). Elas são sintetizadas na glândula de 

veneno como proteínas multidomínios que compreendem um domínio proenzima e um domínio 

protease. Essas metaloproteases são secretadas como pre proenzimas e ainda possuem módulos 

regulatórios adicionais, os quais são responsáveis pelas interações com a matriz extracelular e 

integrinas (Ramos ., 2003). 

 

São conhecidas por causarem desordens hemostáticas, interferindo em pontos distintos da 

coagulação sanguínea por degradação proteolítica ou seletivamente, por ativação ou inibição 

específica de fatores coagulantes envolvidos na agregação plaquetária, coagulação e fibrinólise 

(Braud ., 2000), causando, paradoxalmente, coagulação sanguínea (Pirkle, 1998; 

Magalhães ., 2007) e incoagulabilidade por diminuir o fibrinogênio circulante, 

competindo com a trombina (TR) pela hidrólise do fibrinogênio. No entanto, ao contrário da ação 

da TR, as enzimas trombina símile (TLEs) não são inibidas pela heparina e, geralmente, não 

ativam o fator XIII da cascata de coagulação (Figura 1). A atividade de serinoproteases está 

relacionada principalmente à ação do tipo trombina (trombina símile) de venenos botrópicos 

(Matsui ., 2000; Santoro e Sano Martins, 2003). Estas serinoproteases possuem resíduos de 

aminoácidos em posições específicas correspondendo a uma tríade catalítica altamente 

conservada (Ser195, His57 e Asp102) em posições análogas em relação às serinoproteases de 

mamíferos, conforme a numeração do quimotripsinogênio (Perona e Craik, 1997; Matsui ., 

2000; Serrano e Maroun, 2005), e podem ativar ou inativar fatores de coagulação sanguínea, 

interferir na agregação plaquetária e participar do sistema fibrinolítico (Braud ., 2000; White, 

2005). As diferenças e similaridades entre a trombina e as enzimas trombina símile de veneno de 

serpentes podem ser observadas no quadro 1. 

As serinoproteases de veneno de serpentes pertencem a uma grande família de peptidases 

conhecida como Tripsina S1 do clã SA, pois possuem estrutura semelhante à tripsina; e apesar 

desta similaridade estrutural, elas frequentemente atuam em substratos macromoleculares 

específicos (Halfon e Craik, 1998). 

Apresentam entre si, com apenas uma exceção descrita (Wang ., 2001), 12 resíduos 

de cisteína nas mesmas posições, que perfazem 6 pontes dissulfeto (provavelmente 22 157, 42

58, 91 250, 136 201, 168 182 e 191 220), uma vez que não há grupos tióis livres (Serrano e 

Maroun, 2005; Amiconi ., 2000; Nikai ., 1995; Parry ., 1998). As pontes dissulfeto 
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mostraram se essenciais para a atividade catalítica destas enzimas, uma vez que o tratamento com 

agentes redutores como β mercaptoetanol ou ditiotreitol (DTT) as inativam, como descrito para 

flavoridiobina, originada de (Pirkle ., 1998; Tatematsu ., 

2000). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

. Sitios da interação da trombina símile na via da cascata de coagulação dentro da hemostase 

humana (Ilustração modificada: White, 2005). 

 

São compostas por uma única cadeia polipeptídica ou, mais raramente, duas como a 

brevinase de  (Lee ., 1999). A maior parte apresenta 

glicosilações em resíduos de asparagina, mas não em posições conservadas. O conteúdo de 

carboidratos ligados varia amplamente (0 a 30% do peso), tendo participação, às vezes, no 

reconhecimento de substratos pela enzima e, especialmente, na estabilização da estrutura terciária 

destas enzimas (Castro ., 2004). 

Geralmente, as serinoproteases de veneno de serpentes se enovelam de forma semelhante 

à quimotripsina, enzima digestiva que apresenta dois domínios assimétricos de folhas beta, 

separados pela tríade catalítica. O mecanismo catalítico destas proteases inclui a reatividade do 

resíduo serina, responsável pela formação de um complexo transiente acil enzima, o qual é 

estabilizado por resíduos de histidina e ácido aspártico no interior do sítio ativo (Lesk e Fordham, 

1996) (Figura 2). O resíduo de serina reage com inibidores enzimáticos clássicos de 

serinoproteases como o PMSF (fenilmetilsulfonil fluoreto), o DFP (diisopropilfluorofosfato) e a 

benzamidina, formando um complexo inativo estável o que confirma a função de serinoprotease 

destas enzimas. 



 

4 

Embora a região central próxima à tríade catalítica das serinoproteases de veneno de 

serpentes, seja bastante conservada, estas enzimas apresentam consideráveis diferenças 

estruturais de uma para outra (bem como em relação à trombina), o que elucida as diferentes 

especificidades e atividades em relação aos diferentes inibidores e substratos em que atuam 

(Serrano e Maroun, 2005; Krem e Di Cera, 2001). A discussão deste assunto é facilitada pelo uso 

da nomenclatura sugerida por Schechter e Berger (1967). Nesta nomenclatura os aminoácidos na 

porção N terminal da ligação peptídica clivada pela protease são enumerados de acordo com sua 

posição na cadeia partindo da ligação (P1, P2, P3 e assim por diante). Os aminoácidos da porção 

C terminal são enumerados como P1’, P2’, P3’, etc. Já os sítios da enzima (um ou mais 

aminoácidos) que interagem com os substratos são enumerados como S1 ou S1’ de acordo com o 

aminoácido do substrato com o qual interage. Portanto, o aminoácido em P1 interage 

principalmente com S1 (subsítio 1) na enzima, o aminoácido em P2 interage com S2 e assim por 

diante. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

. (A) Estrutura da saxthrombin (serinoprotease trombina símile isolada de ), 

destacando a posição dos resíduos de aminoácidos que fazem parte da tríada catalítica. Adaptado de 

Huang ., 2011. Os elementos estruturais secundários indicados acima das sequências estão de acordo 

com a convenção utilizada para a quimotripsina (B). As tríades catalíticas, His57, Asp102 e o resíduo reativo 

Ser195 respectivamente, são mostrados (Ilustração modificada: Ma ., 2005). 
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Já foi reconhecida a presença de um sítio de ligação de sódio na molécula de trombina (Di 

Cera ., 1995; De Filipis ., 2005). Foi demonstrado que o sódio tem a propriedade de 

regular alostericamente a atividade da trombina. A atividade da trombina sobre fatores 

procoagulantes, tais como receptor ativador de protease 1 (PAR1) e fibrinogênio, é dependente de 

sódio, mas não é sobre fatores anticoagulantes (proteína C). Deste modo, a disponibilidade de 

sódio no meio sugere a especificidade de ação da molécula de trombina (Dang ., 1995). 

Estudos têm demonstrado que as serinoproteases de veneno de serpentes não são 

reguladas alostericamente por íons sódio (Castro ., 2001), devido a ausência deste sítio de 

ligação de sódio. Diferentemente da trombina que apresenta Tyr225, as serinoproteases de veneno 

de serpentes exibem uma Pro225. A tirosina na posição 225 é essencial para a estruturação do sítio 

de ligação do sódio na trombina e, consequentemente importante na regulação de sua atividade 

por estes íons (Castro ., 2004; Guinto ., 1999). 

Sabe se também que a trombina apresenta sobre sua superfície duas regiões carregadas 

positivamente (subsítios secundários I e II) e uma região de natureza hidrófoba que são 

importantes na ligação da trombina com seus substratos e inibidores (Castro ., 2004). A 

maioria das serinoproteases de venenos de serpentes apresenta uma região hidrófoba semelhante 

à trombina, mas não apresenta os sítios carregados positivamente. 

O subsítio secundário I é essencial para a interação da trombina (e subsequente catálise) 

através de atração eletrostática com seus substratos naturais. Fibrinogênio, receptores de 

plaquetas (PAR 1 e PAR 3, glicoproteína Ib plaquetária – GPIb), porção C terminal da hirudina 

(inibidor natural de trombina derivado de sanguessugas) e trombomodulina interagem com 

trombina através desta região. O subsítio secundário II é responsável pela interação da heparina 

com a trombina. 

Outra implicação destas diferenças estruturais entre trombina e serinoproteases de veneno 

de serpentes é o desempenho frente ao fibrinogênio. A trombina cliva o fibrinogênio em duas 

ligações Arg Gly, na cadeia Aα (liberando FP A) e na cadeia Bβ (liberando FP B). Algumas 

serinoproteases de veneno de serpentes clivam o fibrinogênio em ambas as cadeias, mas a 

maioria delas cliva o fibrinogênio em apenas uma cadeia (Aα ou Bβ). A especificidade de 

clivagem dirigida somente à cadeia γ do fibrinogênio não foi descrita na literatura até o presente 

momento. De acordo com Markland Jr (1991), as enzimas fibrinogenolíticas podem ser 

classificadas de acordo com sua atividade sobre fibrinogênio: serinoproteases de veneno de 

serpentes FP A ou venombin A (clivam preferencialmente a cadeia Aα liberando FP A), 

serinoproteases de veneno de serpentes FP B ou venombin B (clivam preferencialmente a cadeia 
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Bβ 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; Magalhães ., 

2007). A clivagem do fibrinogênio em apenas uma cadeia leva à formação de monômeros de 

fibrina anormais, que se polimerizam, porém em uma frágil rede que não é reconhecida pelo fator 

XIII (responsável pelo fortalecimento da rede de fibrina) e, consequentemente, é facilmente 

disperso pela corrente sanguínea e são facilmente susceptíveis à plasmina. Isto leva a um quadro 

de hipofibrinogenemia e hipocoagulabilidade, ação contrária, portanto, à da trombina sobre a 

coagulação (Castro ., 2004). 

Há também enzimas trombina símile conhecidas como ancrode (‘ancrod’), isolada do 

veneno de (Burkhart ., 1992), batroxobina, isolada de 

(Stocker e Barlow, 1976) e crotalase, isolada de (Markland e Damus, 

1971). Essas enzimas liberam preferencialmente o fibrinopeptídeo A (FP A) e, portanto, 

pertencem à classe venombin A, não ativam o fator XIII ou outros fatores de coagulação e não 

causam agregação plaquetária, de forma que o coágulo formado não possui ligações covalentes 

entre as cadeias fibrínicas (Marsh, 1994). As enzimas trombina símile que liberam os 

fibrinopeptídeos A e B e ativam o fator XIII são conhecidas como venombinas AB e possuem 

como exemplo a enzima isolada do veneno de (Pirkle, 1998). Enzimas como a 

contortrixobina, isolada de (Amiconi ., 2000) e 

okinaxobina I, isolada de (Iwasaki ., 1990) representam uma 

terceira classe de venombinas, conhecidas como venombinas B, que liberam preferencialmente o 

FP B. 

Algumas enzimas trombina símile de veneno de serpentes induzem agregação plaquetária 

pela proteólise de receptores plaquetários (PAR1 e PAR4), porém com atividade bem menor do 

que a trombina (Castro ., 2004). Esta propriedade pode levar ao uso destas enzimas para 

estudos sobre plaquetas. 

Enzimas trombina símile de veneno de serpentes geralmente atuam apenas sobre o 

fibrinogênio, ou seja, não atuam sobre outros fatores da coagulação. Entretanto existem algumas 

exceções. Uma serinoprotease que ativa o Fator V foi descrita em 

 (contortrixobina) (Amiconi ., 2000), com atividade 250 a 500 vezes menor que a 

trombina (Rosing ., 2001). Em  e  (botrombina e 

trombocitina, respectivamente) foram descritas enzimas trombina símile de veneno de serpentes 

que ativam fator VIII (Niewiarowski ., 1979; Nishida ., 1994). Foi descrita para 

cerastocitina de  (Marrakchi ., 1995) a propriedade de ativar o fator X. 
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O resíduo de aspartato (Asp189), localizado na base do sítio ativo das enzimas trombina

símile de veneno de serpentes, requer aminoácidos básicos como a arginina e lisina no substrato, 

o que justifica a especificidade enzimática em catalisar a quebra de ligações arginil. Substratos 

fluorogênicos ou cromogênicos para enzimas fibrinogenolíticas também podem ser utilizados 

para a determinação de atividades amidolíticas ou esterolíticas de enzimas trombina símile de 

veneno de serpentes (Silva Júnior e De Simone, 2004). As atividades específicas de determinadas 

enzimas de veneno de serpentes merecem cautela, pois algumas ações podem ser desencadeadas 

sinergisticamente por duas ou mais toxinas (Ângulo e Lomonte, 2009). Além disso, uma única 

enzima pode ter mais de uma atividade específica e, consequentemente, ser responsável por 

múltiplos efeitos decorrentes do envenenamento. De qualquer forma, o isolamento e a 

caracterização de componentes presentes em venenos representam passos fundamentais para o 

entendimento dos eventos envolvidos em acidentes ofídicos (Ângulo e Lomonte, 2009). 

 

: Resumo descritivo de diferenças e similaridades entre a trombina e as enzimas trombina símile 

de veneno de serpentes. 

Pertencem à família das tripsinas. Pertencem à família das tripsinas. 

Induzem agregação plaquetária. Podem ou não induzir agregação 

plaquetária. 

Atuam sobre outros fatores da coagulação. Podem ou não atuar em outros fatores 

da coagulação. 

Hidrolisa simultaneamente cadeias α e β. Hidrolisa cadeias α, β ou ambas α e β 

simultaneamente. 

São inibidas pela heparina. Não são inibidas pela heparina. 

Ativam o fator XIII, responsável pela 

polimerização da rede de fibrina. 

Não ativam o fator XIII e 

consequentemente não fortalece a rede 

de fibrina. 

Tem sítios de ligação de Na+, portanto são 

regulados alostericamente por estes íons 

(Tyr225  funciona como sítio para a ligação 

desse íon). 

Não tem sítio de ligação de Na+ e não 

são regulados alostericamente 

(apresentam Pro225 neste sítio, 

diferentemente da trombina). 

Apresenta duas regiões carregadas 

positivamente e uma região de natureza 

hidrofóbica, sítios importantes para a 

ligação com os substratos e inibidores. 

Apresenta uma região hidrofóbica 

semelhante à trombina, mas não 

apresenta os sítios carregados 

positivamente. 

Apresenta baixo grau de similaridade com 

as trombinas símile de veneno de serpentes 

(26 ~ 33 %) na sequência primária. 

Compartilham não só a tríade catalítica, 

mas também cinco pontes dissulfeto 

topologicamente equivalentes. 
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Para o estudo das características bioquímicas de proteases entre elas enzimas trombina

símile de veneno de serpentes, são exploradas diversas ferramentas experimentais. Para a 

caracterização cinética uma das ferramentas mais utilizadas é a obtenção de parâmetros cinético 

enzimáticos da enzima como o M e max para substratos cromogênicos sintéticos. 

A utilização de substratos sintéticos é justificada tendo em vista a alta dificuldade de se 

obter os substratos naturais em quantidades apreciáveis e graus de pureza aceitáveis. Em um 

trabalho de Friberger (1982 e 1991) sobre o uso de substratos peptídicos cromogênicos, tais como 

os peptidil ρNA’s, foi verificada a superioridade do uso destes substratos sobre os substratos 

naturais e substratos sintéticos (ésteres de lisina e arginina). Os substratos cromogênicos do tipo 

peptidil ρNA mimetizam sequências curtas de aminoácidos dos substratos naturais e permitem o 

acompanhamento da hidrólise destas ligações peptídicas por leitura espectrofotométrica, 

facilitando enormemente a obtenção dos parâmetros cinéticos das enzimas que clivam estas 

ligações. 

Outra vantagem do uso destes substratos é o fato de que se podem sintetizar sequências 

específicas de aminoácidos (Figura 3), o que permite verificar a influência da seqüência peptídica 

do substrato na atividade catalítica da enzima. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

. Mimetização de uma sequência de aminoácidos de um substrato natural por um substrato do 

tipo peptidil ρNA (4 Nitroanilida). O peptídeo derivado de ρNA tem sido amplamente utilizado 

principalmente pela alta sensibilidade fotométrica na absorbância de 405 nm da ρ nitroanilida liberada 

após hidrólise enzimática. (Ilustração modificada: Friberger e Gallimore, 1991).  
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Alguns parâmetros podem ser utilizados para avaliar os fatores que poderiam afetar a 

velocidade de reação como: 

 – o M é a concentração de substrato na qual uma 

determinada enzima trabalha com metade de sua velocidade máxima. No caso de hidrólise de 

amidas catalisadas por serinoproteases, como é o caso da atividade das enzimas trombina símile 

de veneno de serpentes sobre os substratos do tipo peptidil ρNA, o valor de M é bastante 

próximo do valor da constante de ligação enzima substrato, e o seu inverso (1/ M). Este valor 

fornece uma idéia da afinidade que a enzima apresenta pelo respectivo substrato, o que depende 

da estrutura tridimensional e da natureza química dos substratos e do centro ativo da enzima 

trombina símile de veneno de serpente. Portanto, quanto menor o valor de M, maior será a 

afinidade que a trombina símile apresentará pelo substrato. Apenas o grau de afinidade (1/ M) de 

uma enzima por um determinado substrato não reflete muito acerca da atividade enzimática, 

devido à existência de outros fatores que poderiam afetar a velocidade de reação como o pH, 

temperatura, íons e inibidores (Berg , 2007; Nelson e Cox, 2011). 

 

– é a quantidade de ciclos catalíticos que cada unidade de 

enzima ativa processa por unidade de tempo, geralmente expresso em s 1. Recebe também o 

nome de número de reciclagem, o número máximo de moléculas transformadas por unidade de 

tempo (substrato, produto) por molécula de enzima ou número de sítios ativos. Sempre em 

condições de saturação de modo que a quantidade de substrato não seja limitante. As enzimas 

causam redução da energia de ativação por que se ligam ao estado ativado dos seus substratos, 

estabilizando os e reduzindo assim seu nível energético. Portanto, assim como o M, o kcat 

depende da estrutura tridimensional e da natureza química dos substratos e do centro ativo da 

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

 

 é uma medida que relaciona a eficiência 

catalítica da enzima com a sua afinidade pelo substrato. Assim, a constante de especificidade é 

um modo eficaz de obter a constante de segunda ordem da velocidade para enzimas livres na 

reacção com substrato livre para formação de produto já que as velocidades da reação variam 

diretamente com a frequência de colisões entre as moléculas de enzima e as de substrato na 

solução. A constante de especificidade é limitada pela frequência com que o substrato e a enzima 

se encontram na solução. A razão entre constantes de especificidade para dois substratos é uma 

comparação quantitativa da eficiência da enzima na conversão dos substratos. Valores baixos da 



 

10 

relação indicam pouca afinidade da enzima pelo substrato. A forma complementar, carga e 

características hidrofílicas/hidrofóbicas, são responsáveis por esta especificidade. As enzimas 

exibem também elevados níveis de estereoespecificidade, regioseletividade e quimioseletividade. 

Bons substratos são aqueles que são rapidamente processados e que se ligam bem à 

enzima. Estes apresentam, portanto alta relação kcat/ M. Como podemos ver, um substrato que se 

liga muito bem, mas tem um ciclo de catálise longo não apresentará uma boa relação kcat/ M. Da 

mesma forma ocorre com aquele substrato que é rapidamente processado, ou seja, tem um ciclo 

catalítico rápido, mas que não apresenta um grau de afinidade adequado com a enzima. 

Substratos que não se ligam bem e são lentamente processados apresentarão valores de kcat/ M 

ainda mais baixos, significando que a atividade da enzima sobre eles é baixa (Berg , 2007; 

Nelson e Cox, 2011). 

Desta forma, a obtenção destes parâmetros de uma determinada enzima para substratos 

que diferem em sua sequência de aminoácidos, pode revelar informações importantes sobre a 

estrutura tridimensional do centro ativo desta enzima, bem como de sua afinidade com relação 

aos substratos naturais sobre os quais age. 

A linguagem utilizada nos trabalhos científicos voltados para este tipo de estudo 

geralmente leva em conta a nomenclatura sugerida por Schechter e Berger (1967) já mencionado 

anteriormente. 

Os valores dos parâmetros cinéticos se tornam bastante úteis como fonte de análise da 

estrutura do centro ativo de uma enzima quando se comparam substratos semelhantes na sua 

sequência polipeptídica, mas que diferem em uma posição. Por exemplo, um substrato do tipo 

Leu Pro Phe ρNA e outro semelhante Leu Pro Phe ρNA. É interessante observar que 

estes substratos só se diferem na posição P1, adjacente à ligação peptídica clivada. Enquanto o 

primeiro tem Arg em P1, o segundo apresenta um resíduo de Lys. O valor de M que este 

substrato apresentará para uma determinada enzima serão diferentes, e estas diferenças são 

resultado da: 

1. Natureza do grupo que ocupa P1 no substrato 

2. Interação deste grupo com a região S1 na enzima 

Como esta interação é de natureza química, conhecendo as sequências peptídicas dos 

substratos, é possível obter algumas informações (afinidade enzima sustrato, M, max, etc.) a 

respeito do centro ativo da enzima e de seus subsítios. 
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Hemostasia significa prevenção da perda de sangue. Ocorrendo lesão ou rompimento de 

um vaso sanguíneo a hemostase é alcançada através de alguns mecanismos: espasmo vascular, 

formação de um tampão plaquetário, formação de um coágulo sanguíneo e eventual crescimento 

de tecido fibroso para dentro do coágulo sanguíneo com o intuito de fechar permanentemente a 

lesão no vaso. Pode ocorrer ainda o que é denominado de fibrinólise, ou seja, a dissolução do 

coágulo por proteólise (Sajevic ., 2011; Campbell ., 2011). 

O mecanismo fisiológico da coagulação (Figura 4) envolve complexas interações entre 

proteases do plasma sanguíneo e seus cofatores, acarretando uma ativação sinérgica de 

zimogênios, de tal forma que cada fator, em sua maioria serinoproteases com exceção dos fatores 

VIIa e XIIIa (Verstraete e Vermylen, 1989; Boon, 1993), comporta se como substrato para a 

enzima anterior e ativador da proenzima subsequente. A atividade proteolítica limitada é 

responsável por grande parte das etapas de ativação. É interessante ressaltar que as inúmeras 

enzimas envolvidas na coagulação se localizam em superfícies celulares contendo fosfolipídios, 

especialmente em plaquetas. As membranas de plaquetas, quando ativadas, expressam sítios de 

ligação para os complexos fator IXa/fator VIIIa, conhecido como complexo “tenase” e fator 

Xa/fator Va, denominado complexo “protrombinase” (Franco, 2001) Adicionalmente, íons cálcio 

são necessários em diversos passos das reações de coagulação. 

Duas vias distintas, a intrínseca (iniciada por componentes presentes no espaço 

intravascular) e a extrínseca (que envolve componentes do sangue, mas também elementos que 

usualmente não estão presentes no espaço intravascular), se entrelaçam e culminam em uma via 

comum para explicar o processo de coagulação (Barros ., 2009). A via intrínseca inicia se 

com a ativação ou fase de contato, processo que envolve o fator XII, pré calicreína, cininogênio 

de alto peso molecular (HMWK) e o fator XI. Uma superfície contendo cargas elétricas negativas 

desencadeia a ativação e união dos fatores de contato, os quais são independentes de cálcio e 

fosfolipídios. Inicialmente, ocorre uma reação cíclica entre o fator XII e a précalicreína e, após o 

contato com a superfície, o fator XII é clivado em duas cadeias transformando se no fator XIIa 

(forma ativa). Este, por sua vez, converte précalicreína em calicreína, que catalisa a sua própria 

geração por ativar o fator XII, acelerando a fase de contato. 

Outro catalisador é o cininogenio de alta massa molecular, atua como uma molécula 

carreadora responsável por elevar a concentração dos fatores de contato. O fator XIIa ativa ainda 

o fator XI, que, por sua vez, ativa o fator IX. O fator IXa, na presença de fator VIII, ativa o fator 

X da coagulação. Na via extrínseca, ativada no momento da injúria, o fator VII plasmático se liga 
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ao seu cofator, o fator tecidual, e forma um complexo na presença de fosfolipídios e cálcio, o 

qual facilita a conversão por clivagem peptídica do fator VII na sua forma ativa (Figura 4). Este 

complexo ativa o fator X ao clivar um peptídeo na cadeia pesada da molécula e, além disto, ativa 

o fator IX por proteólise limitada (Barros ., 2009). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

. Representação esquemática da interação da trombina símile na via da cascata de coagulação 

dentro da hemostase humana (Ilustração modificada: White, 2005). 

 

A formação do fator Xa pelas vias intrínseca e extrínseca resulta na gênese da trombina, 

que, por proteólise do fibrinogênio, promove a formação 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 é 

responsável pela conversão de protrombina em trombina (Davie, 2003). 

A trombina, uma serinoprotease endógena converte, por proteólise, o fibrinogênio solúvel 

em fibrina insolúvel (Kornalik, 1985). O fibrinogênio plasmático é uma glicoproteína dimérica de 

alta massa molecular (340 kDa), apresentando em cada dímero três cadeias polipeptídicas (Aα, 

Bβ e γ), unidas por ligações dissulfeto (Wolberg, 2007). A sua degradação resulta na liberação 

dos fibrinopeptídeos A (FP A) e B (FP B) após a hidrólise das ligações Arg16–Gly17 e Arg15–

Gly16 presentes, respectivamente, nas cadeias Aα e Bβ da molécula. 

A ativação do fator XIII da cascata de coagulação pela trombina resulta na formação de 

ligações cruzadas entre as cadeias fibrínicas promovendo a formação do coágulo sanguíneo 

denso.

Logo após a lesão do vaso sanguíneo ocorre vasoconstrição, para diminuir o fluxo local e 

permitir maior contato entre as plaquetas circulantes e a região danificada do endotélio, processo 

chamado de adesão plaquetária. Essa adesão ocorre em superfícies carregadas negativamente, por 

interações entre glicoproteínas de membranas, principalmente glicoproteínas Ib (GPIb), VI 

(GPVI) e complexo Ia/integrina IIa, com proteínas do subendotélio como fator de von Willebrand 

(vWF), colágeno, fibronectina e vitronectina (Kornalik, 1985). 

O primeiro sistema de defesa contra a perda sanguínea se faz por meio deste 

. Desta forma, as plaquetas ativadas e aderidas ao endotélio liberam inúmeras 

substâncias que promovem a agregação das plaquetas, ativam o mecanismo da coagulação e 

diminuem a permeabilidade vascular. Os ativadores químicos como a adenosina difosfato (ADP), 

trombina, catecolaminas e colágeno são essenciais para os processos de adesão e agregação 

plaquetária (Kornalik, 1985). 

O passo seguinte é a deposição de uma rede fibrínica entre as plaquetas agregadas, o que 

contribui para estancar o sangramento. Como foi visto, a fibrina se forma por um mecanismo 

proteolítico. A ativação dos fatores da coagulação pode ocorrer pelas próprias plaquetas, contatos 

com superfícies carregadas negativamente e por células do vaso lesado. A cascata de coagulação 

é regulada por uma série de fatores, que impedem o crescimento descontrolado de trombo ou 

coágulo no interior do vaso (Franco, 2001). 

Um sistema anticoagulante natural pode agir contrariamente aos mecanismos coagulantes. 

A antitrombina (AT) e a proteína C (PTN C), com participação do cofator proteína S (PTN S), 

são imprescindíveis para os recursos anticoagulantes deste sistema. Desta forma, a AT possibilita 

a formação de complexos inativados (ex: complexo trombina antitrombina) que resultam na 
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remoção rápida de enzimas coagulantes da circulação. Na presença de trombomodulina, a PTN C 

é ativada pela trombina resultando na inibição da coagulação por proteólise do fator VIIIa e do 

fator Va (Franco, 2001). 

Assim como o mecanismo de coagulação é responsável por impedir a perda excessiva de 

sangue, a última etapa da hemostasia, conhecida como fibrinólise, contribui para que não ocorra a 

formação desordenada de trombos intravasculares, evitando complicações tromboembolíticas. 

Em síntese, a hemostasia compreende dois mecanismos opostos responsáveis pela 

formação e dissolução do coágulo de fibrina, os quais, simultaneamente, contribuem para a 

manutenção adequada do fluxo sanguíneo no interior dos vasos e se mantêm em equilíbrio pelas 

propriedades hemodinâmicas do sangue (Braud ., 2000). 

 

Envenenamentos por serpentes botrópicas podem resultar em alterações patológicas 

locais, as quais podem vir acompanhadas por uma série de efeitos deletérios sistêmicos (Warrell, 

2004). As manifestações clínicas das alterações sistêmicas incluem sangramento, coagulopatia, 

hipotensão, alterações hemodinâmicas, edema pulmonar, falência renal aguda, hemólise 

intravascular, alterações hepáticas e miocárdicas agudas e, em muitos casos não tratados com a 

antiveneno, podem ocorrer falência múltipla dos órgãos e morte (Warrell, 2004). 

Alterações teciduais locais podem ser resultantes do envenenamento por serpentes das 

famílias Viperidae e Elapidae (Warrell, 1995 e 2004). Toxinas botrópicas com ação citotóxica, 

especialmente metalo  e serinoproteases podem induzir efeitos patológicos como necrose de pele 

e músculo, bolhas cutâneas (Figura 5), hemorragia, danos em vasos linfáticos, degradação da 

matriz extracelular e inflamação (edema, infiltração leucocitária e dor) (Gutiérrez e Lomonte, 

2003; Serrano e Maroun, 2005; Moura Da Silva ., 2007; Gutiérrez ., 2009 e 2012), 

porém, a contribuição para a resposta inflamatória do veneno total é relativamente pouco 

compreendida. 

Em envenenamentos ou em atividades experimentais direcionadas, os venenos ofídicos 

são injetados em posições anatômicas restritas e um gradiente de concentração de toxinas é 

estabelecido em diferentes áreas teciduais, variando ao longo do tempo. Tal gradiente depende do 

total de veneno injetado e da capacidade toxicocinética de cada proteína presente no tecido 

afetado. É provável que, em áreas em que a concentração de toxinas é mais elevada, os processos 

patológicos típicos predominem (Warrel, 2012a). 
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Em áreas mais periféricas, os efeitos patológicos seriam pouco pronunciados, pois 

provavelmente, necrose e rompimento de microvasos ocorrem concomitantemente, com 

fenômenos menos drásticos tais como apoptose, ativação e proliferação de alguns tipos de 

células. Mesmo em áreas de alto impacto citotóxico, existem células como macrófagos e 

fibroblastos que não são afetadas pela ação das toxinas, mas podem ser ativadas por expressão de 

genes, síntese e proliferação de mediadores inflamatórios e componentes da matriz extracelular. 

Estes fenômenos são similares às consequências descritas após o choque isquêmico, onde áreas 

necrosadas são cercadas por uma região de células menos severamente afetadas, em que a 

intervenção terapêutica eficaz reduz a extensão do dano isquêmico (Marsh e Williams, 2005). 

A reação inflamatória local induzida por venenos botrópicos normalmente é resultante da 

ação combinada de diversas toxinas, atuando rapidamente em tecidos muscular e conjuntivo, 

promovendo a liberação de mediadores inflamatórios endógenos (Olivo Rdo ., 2007). 

Apesar dos avanços significativos no entendimento da patogênese dos danos teciduais 

locais induzidos por venenos de serpentes, observações recentes sugerem que o conhecimento 

sobre este fenômeno é ainda limitado. O estudo deste aspecto é baseado em três suposições 

implícitas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

. Acidentes com serpentes botrópicas. (A) Inchaço enorme do músculo e fasciotomia no lugar da 

mordida em um menino produzido pela serpente  (Warrel, 2010). (B) Inchaço, bolhas, 

hematomas e necrose no local da mordida pela 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  no Equador. O grau de necrose é 

suficientemente grave que é inevitável a amputação cirúrgica acima do joelho (Gutiérrez ., 2006). 

A 

B 
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Primeira, o tecido e a resposta celular para a ação de toxinas têm sido vistos dentro de 

uma perspectiva dicotômica, ou seja, células são danificadas ou poupadas da ação das toxinas 

(Gutiérrez ., 1984). 

Segunda, as respostas teciduais aos venenos foram consideradas homogêneas, no sentido 

que as alterações foram frequentemente investigadas por mudanças celulares na matriz 

extracelular e por componentes inflamatórios em homogeneizados de tecidos totais (Rucavado 

., 2002). 

Terceira, os efeitos patológicos locais foram estudados predominantemente pelos efeitos 

de toxinas purificadas e isoladas de venenos, sugerindo que o processo de envenenamento pode 

ser compreendido pela distinção do mecanismo de ação de toxinas individuais. 

 

As principais causas de mortalidade e morbidade nos países desenvolvidos são as 

condições clínicas associadas a quadros trombóticos, como doenças cerebrovasculares 

isquêmicas, doenças vasculares periféricas e infarto do miocárdio, conhecidas como desordens 

aterotrombóticas. Destacam se ainda as desordens trombóticas venosas, representadas pela 

embolia pulmonar e pela trombose profunda das veias (Ariëns ., 2002; Araujo, 2003; 

Dobromirski e Cohen, 2012). 

A interação de fatores de risco aterogênicos como dislipidemias, hipertensão e diabetes 

com anomalias do sistema hemostático contribuem para as manifestações destas desordens, as 

quais geralmente levam muitos anos para se desenvolverem. 

O infarto do miocárdio está relacionado ao aparecimento de um coágulo de fibrina rico 

em plaquetas e resistente à dissolução pela plasmina. A trombose venosa normalmente ocorre em 

pacientes geneticamente predispostos, com deficiências na síntese da proteína C ou da 

antitrombina III e, quando comparada às doenças arteriais, predominam os polímeros de fibrina e 

o número de plaquetas é reduzido. 

As doenças cardiovasculares (DCVs) correspondem às desordens do coração e vasos 

sanguíneos e incluem doenças cardíacas coronárias, doenças cerebrovasculares, hipertensão, 

doenças arteriais periféricas e cardíacas reumáticas, anomalias cardíacas congênitas e falência 

cardíaca (Deng ., 2010). De acordo com a Organização Mundial da Saúde, cerca de 17,5 

milhões de pessoas morreram de DCVs em 2005, o que representa 30% das mortes globais. Em 

2015, aproximadamente 20 milhões de pessoas morrerão de DCVs (Franchini e Mannucci, 2011). 
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A trombose intravascular é caracterizada pela agregação fibrínica em artérias, 

representando uma das principais causas de doenças cardiovasculares. Agentes trombolíticos 

estão sendo usados no tratamento terapêutico de trombose, destacando os ativadores de 

plasminogênio como tPA (ativador de plasminogênio tecidual), uroquinase e estreptoquinase. 

Apesar do seu uso difundido, todos estes agentes têm efeitos secundários indesejáveis e possuem 

preços relativamente elevados (Blann ., 2002). 

A busca por outros agentes trombolíticos torna se importante sob os aspectos terapêutico 

e econômico. Desta forma, moléculas antitrombóticas encontradas nos venenos de serpentes estão 

sendo purificadas e caracterizadas devido à alta eficácia que estes componentes apresentam no 

processo de dissolução de trombos (Escoubas e King, 2009). 

O interesse médico por proteínas presentes em peçonhas ofídicas vem crescendo 

substancialmente devido às suas propriedades farmacológicas. Algumas enzimas trombina símile 

de veneno de serpentes estão sendo utilizadas em laboratórios na detecção do fibrinogênio em 

amostras de sangue heparinizadas, na verificação do processo de formação da rede fibrínica, 

assim como na terapia antitrombótica, em transplantes de órgãos 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 atenção, uma enzima trombina símile isolada do veneno de 

denominada de BThTl, a qual destaca se não só por suas propriedades anticoagulantes, como 

também pode ser utilizada como cola biológica em conjunto com outras substâncias (Oliveira e 

Homsi Brandeburgo, 2004). 

É importante ressaltar ainda a importância da cola de fibrina utilizada em processos 

cirúrgicos como esplenectomia, preservação esplênica, trauma, neurocirurgias, microcirurgias 

oftalmológicas e cirurgias cardiotoráxicas (Wang ., 1995). A cola de fibrina pode ser usada 

como agente hemostático e selante, a qual pode ser formada a partir do mecanismo de ação de 

enzimas trombina símile que é similar à cascata de coagulação sanguínea por interromper o 

extravasamento sanguíneo por meio da proteólise do fibrinogênio, resultando em monômeros de 

fibrina, responsáveis pela formação do coágulo “frouxo”, o que favorece a reabsorção da cola por 

fibrinólise (Costa ., 2009). 

Esses estudos permitem inferir que estas toxinas podem ser utilizadas como ferramentas 

para a investigação da função plaquetária, como também na elaboração de fármacos que atuam 

no equilíbrio hemostático e como agentes desfibrinogenantes terapêuticos (Bortoleto ., 

2002). 
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Muitas serinoproteases de veneno de serpentes foram isoladas e suas características 

estruturais e funcionais elucidadas, especialmente as pertencentes à família Viperidae (Serrano e 

Maroun, 2005). As sequências deduzidas por cDNA de muitas serinoproteases ofídicas revelaram 

um domínio altamente conservado na região amino terminal, rico em resíduos de valina. O 

quadro 2 apresenta a sequência de aminoácidos da região N terminal de algumas serinoproteases 

de veneno de serpentes citados mostrando o alto grau de homologia entre elas. 

A estrutura tridimensional de uma proteína apresenta diferentes domínios estruturais e 

está diretamente relacionada à sua função biológica. Geralmente, a compreensão dos mecanismos 

relacionados à atividade catalítica de uma enzima requer a utilização de procedimentos que 

permitam a quantificação, a análise do grau de pureza e a estrutura parcial da biomolécula por 

meio da sequência N terminal, podendo complementar outras técnicas mais sofisticadas como a 

obtenção da sequência completa utilizando métodos pertencentes à tecnologia do DNA 

recombinante (Shively ., 1989). 

 
 

Sequência N terminal de serinoproteases isoladas de venenos ofídicos. 

     
TLBan CN PF Valeriano Zapana 

., 2012 
384950758 

Balternina CN   Costa ., 2010 20184912 
Purpurase V CN  Tan, 2010 19770070 

TLBm CN PF Vilca Quispe ., 
2010 

380875413 

TI Bp CD PF  
 

Costa ., 2009 19539638 

Ba III 4 CD PF Ponce Soto ., 
2007 

 

Catroxobina V CN   Pirkle ., 1989 2617466 
Flavoxobina CD PF  

 
Shieh ., 1988 3170503 

Crotalase CN PF  
 

Markland, Damus 
(1971) 

5132665 

Gabonase V A CK DG RC   Pirkle ., (1986) 3522580 
Batroxobina CD PF   Stocker, Barlow 

(1976) 
1011993 

Botrombina CD PF   Nishida ., (1994) 8110787 

Resíduos de aminoácidos conservados estão destacados em negrito. 
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Neste contexto, a Transcriptase reversa, seguida de reação em cadeia da polimerase (RT

PCR) permite determinar o DNA complementar (cDNA) e, assim, deduzir os aminoácidos. Pelo 

alinhamento múltiplo é possível comparar a sequência de aminoácidos e, portanto, a similaridade 

estrutural entre enzimas presentes em diferentes peçonhas ofídicas. 

Costa ., (2010) purificaram e caracterizaram bioquimicamente uma enzima trombina símile 

(balternina) do veneno de . O produto de amplificação por PCR produziu um 

fragmento de cDNA de 708 pares de bases que codifica para a proteína madura de 236 resíduos 

de aminoácidos. O alinhamento múltiplo da balternina e de outras serinoproteases de peçonhas de 

serpentes mostrou que esta enzima apresenta similaridade entre 65 a 72 % com serinoproteases 

isoladas de diferentes gêneros ofídicos, por meio do sequenciamento total. 

Embora exista alto grau de homologia entre as serinoproteases de veneno de serpentes, 

sugerindo a divergência a partir de uma molécula ancestral comum, a especificidade por 

diferentes substratos como fibrinogênio, cininogênio e plasminogênio é significativamente alta 

(Serrano e Maroun, 2005). 

As bases moleculares que definem a especificidade das serinoproteses com atividade 

trombina símile para o substrato ainda são pouco compreendidas. Desta forma, técnicas mais 

sofisticadas, como a cristalografia por raios X de baixo ângulo e modelagem molecular são 

importantes para o estudo e compreensão da estrutura e função destas proteínas. 

 

 (Figura 6A) é uma serpente peçonhenta comumente conhecida como 

“Jergón Shushupe” (Campbell e Lamar, 2004), pertencente à família Viperidae, subfamília 

Crotalinae. É amplamente encontrada na América do Sul, reportando se sua presença em Brasil, 

Colômbia, Equador, Peru, Guiana, Suriname e Guiana Francesa (Campbell e Lamar, 1989). A 

serpente  é endêmica da Floresta Amazônica, estando sua localização restrita as 

regiões de mata primárias ou pouco alteradas (Campbell e Lamar, 2004). 

O veneno de  começou a ser estudado há 15 anos. Diversos trabalhos foram 

desenvolvidos utilizando o veneno desta serpente (Muniz ., 2000; Rojas ., 2005), tais 

como relatos de algumas purificações e caracterizações parciais de componentes isolados do 

veneno, como é o caso de uma metaloprotease e o estudo de sua atividade sobre fibrinogênio 

(Azañero ., 2000), purificação e caracterização de uma L amino oxidase (Solis ., 1999), 

características bioquímicas e ação biológica de uma hemorragina (Isla ., 2003), isolamento e 
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propriedades de uma Fosfolipase A2 (Lazo ., 1998; Zeballos ., 1999; Costa ., 2008; 

Huancahuire Vega ., 2009). 

 

É conhecida como “Jergón de la costa”, esta espécie geralmente não excede os 75 cm de 

comprimento, mas não são raros os espécimes de 100 cm. Estas são espécies endêmicas no Peru, 

e habitam as planícies costeiras do Pacífico desde o estado de “La Libertad” para o sul até o 

estado de Arequipa a partir do nível do mar pelo menos 500 m de altitude (Campbell e Lamar, 

2004) (Figura 6B). 

Seu veneno caracteriza se por apresentar propriedades típicamente hemotóxicas, com 

alguns fatores citotóxicos, como as de outras espécies do gênero . 

Atualmente não se tem relatos de purificação de serinoproteases com características 

trombina símile a partir do veneno de e . Assim sendo o 

presente trabalho justifica se pela necessidade de caracteriza las a fim de compreender melhor 

este efeito coagulante desencadeado por estas proteínas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Imagen da serpente e distrubuição dos principais locais de ocorrência das espécies 

 e . (A)  (adaptado de http://get

id.com.br/Animais/Serpentes/Resultado.aspx) (B)  (Ministerio de salud  NT No. 007

MINSA/DGSP V.01). 

(A)  (B)  
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Desenvolvimento de uma metodologia com menor número de etapas para purificação de 

serinoproteases presentes nos venenos de e . 

Caracterização bioquímica e farmacológica da serinoprotease proveniente dos dois 

venenos visando à realização de estudos comparativos da atividade trombina símile entre as 

mesmas  

 

2.2.1 Purificar serinoproteases a partir do veneno total de e

utilizando metodologia cromatográfica em sistema HPLC de fase reversa. 

 

2.2.2 Caracterizar físico quimicamente as serinoproteases através de eletroforese em gel de 

poliacrilamida na presença de dodecil sulfato de sódio (SDS–PAGE), espectrometria de 

massa (ESI QTOF MS/MS), atividade proteolítica, inibição da atividade serinoprotease 

na presença de PMSF (fenilmetilsulfonil fluoreto) e determinação da composição de 

aminoácidos. 

 

2.2.3  Estudo de homologia sequencial das enzimas trombina símile procedentes do veneno de 

e  estabelecendo a contribuição de cada um dos 

aminoácidos das regiões conservadas quanto variáveis nas respectivas cadeias 

polipeptídicas. 

 

2.2.4 Estudar a estabilidade química das enzimas trombina símile isoladas, a partir do veneno 

de  e   por meio de parâmetros cinéticos de 

temperatura e pH sobre a atividade proteolítica (BAρNA). 

 

2.2.5 Caracterizar farmacologicamente as serinoproteases isoladas através da atividade 

fibrinogenolítica e agregação plaquetária. 
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P
ara atingir os objetivos estabelecidos foi seguido o fluxogram

a representado na figura 7. 

                                  

 Fluxograma da caracterização estrutural e funcional de uma serinoprotease com atividade trombina símile isolada a partir do 
veneno total de  e . 
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Os venenos foram gentilmente cedidos pela Profa. Corina Vera do Instituto de 

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

PERU). 

 

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 água 

e ração, em ambiente com temperatura e iluminação controlada (12 horas com luz e 12 horas sem 

luz). Os experimentos com animais foram feitos de acordo com as normas estabelecidas pela 

Comissão de Ética no Uso de Animais CEUA/UNICAMP pertencente ao protocolo Nº 1932 1 e 

2755 1. 

 

Todos os solventes, produtos químicos e reagentes utilizados são de grau HPLC, grau 

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

 

A fração com atividade serinoprotease foi purificada em uma coluna analítica µ

Bondapak C 18 (0,78 x 30 cm) HPLC de Fase Reversa. O sistema cromatográfico utilizado foi 

HPLC–PDA 991 (Waters) equipado com duas bombas Waters modelo 510/B, um injetor 

automático de amostras U6K com um “loop” de 200 µl modelo Rheodyne 7725i, com detector 

Waters 2487 sendo previamente equilibrada com ácido trifluoroacético (TFA) 0,1 %, pH 3,5 

(Tampão A). 

Quantidade de 5 mg de veneno total previamente dissolvido em 120 µL de TFA 0,1 % e 

80 µL de bicarbonato de amônio – (NH4HCO3) 1 M pH 8,0 foram centrifugados a 9000 rpm 

durante 3 minutos e aplicados em cada corrida, sendo eluídas as frações a um fluxo constante de 

1 mL/min. A eluição das amostras foi realizada através de um gradiente linear com acetonitrila 

66% em TFA 1 % (Tampão B). A concentração das frações eluídas foi monitorada pela alteração 

da absorbância em 280 nm. Estas frações coletadas foram liofilizadas imediatamente e estocadas 

a 20 °C. 
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ρ

O substrato cromogênico sintético, Nα Benzoil DL Arginil ρ Nitroanilida (DL–BAρNA) 

foi utilizado para a dosagem da atividade proteolítica das amostras (Figura 8). Este substrato tem 

sido empregado para medir a atividade amidásica de enzimas proteolíticas tais como: tripsina, 

quimiotripsina, fator Xa, calicreína plasmática humana, trombina e plasmina humana. Este 

substrato, peptídeo derivado de ρ nitroanilida, tem sido amplamente utilizado principalmente 

pela alta sensibilidade fotométrica na absorbância de 405 nm da ρ nitroanilida liberada após 

hidrólise enzimática, segundo o método de Erlanger  (1961), sendo feito as modificações 

para microplaca por Vilca Quispe ., (2010). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Mecanismo catalítico do das enzimas TLBbz ou TLBro no substrato cromogênico Nα benzoil

Arg ρNA. 

 

O substrato cromogênico sintético BAρNA foi dissolvido em dimetilsulfóxido (DMSO) 

43,6 mg/mL e 10 µL desta solução foi misturada em 1 mL de tampão (Tris–HCl, 10 mM, CaCl2 

10 mM, NaCl 100 mM) pH 7,8 formando assim a solução substrato cromogênico sintético (0,1 

M). 

A mistura para o ensaio da atividade proteolítica conteve 45 µL de tampão (Tris–HCl 10 

mM, CaCl2 10 mM, NaCl 100 mM) pH 7,8; 180 µL de solução de substrato cromogênico 

BAρNA (0,1 M), 10 µL de água e 5 µL da amostra, com volume final de 240 µL. Após a adição 

de 5 µL da amostra em teste, a mistura foi colocada em um meio de incubação, por 30 minutos, a 

37 °C, e as absorbâncias foram lidas em intervalos de 10 minutos. A atividade enzimática foi 

baseada no aumento da absorbância após 20 minutos, através da liberação do cromóforo ρ
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nitroanilida. O ensaio foi realizado em triplicata e a reação lida a 405 nm em um VERSA Max 

microplate reader (Molecular Devices, Sunnyvale, CA). Para os cálculos utilizou se o valor de 

8800 M 1.cm 1 como coeficiente de extinção molar do produto ρ nitroanilida. As velocidades de 

reação 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 água destilada. Uma unidade de atividade enzimática foi definida como a quantidade 

de enzima presente na amostra capaz de liberar 1 mol de ρ nitroanilida por minuto, nas 

condições descritas. 

 

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 descontínuo, apresentando um gel de concentração de 5 % (staking gel) e um gel 

de corrida de 12,5 % (running gel) preparados a partir de uma solução de acrilamida estoque a 30 

% e N,N,metileno bisacrilamida a 0,8 % (Bio Rad Labs. Richimond, CA, USA) dissolvidos em 

água Milli Q deionizada (Millipore Waters Co.). 

O gel de corrida (running gel) foi preparado utilizando se o tampão Tris HCl 1,0 M, pH 

8,8; SDS 20 %; N N N N Tetrametiletilenediamina (TEMED) 0,1 % e persulfato de amônio 

(PSA) 10 %, para a polimerização. Depois de polimerizado o gel de corrida, foi preparado o gel 

superior ou gel de concentração (staking gel) com 5 % de acrilamida em tampão Tris–HCl 1,0 M, 

pH 6,8; SDS 20 %, TEMED 0,1 % e persulfato de amônio 10 %. 

Tanto as amostras quanto os marcadores foram dissolvidos no tampão de amostra (Tris

HCl, 0,075 M, pH 6,8; Glicerol 10 %; SDS 4 % e azul de Bromofenol 0,001 %). A redução das 

amostras foi feita com Ditiotreitol (DTT), em uma concentração final de 0,1 M. Estas amostras 

diluídas foram fervidas a 95 °C durante 5 minutos; 10 µl de cada amostra e 15 µl do marcador 

molecular foram aplicados separadamente nos pocinhos do gel. 

A eletroforese SDS–PAGE foi realizada com tampão de corrida (Tris–HCl 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 padrão 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 carbônica (30 kDa), inibidor de tripsina de soja (20 kDa) e 

lisozima (14 kDa). 

Após a corrida eletroforética, o gel foi corado com Coomassie Blue R–250 (0,05 %). O 

gel foi embebido em solução corante por 12 horas “overnight”. Em seguida, o excesso de corante 

do gel foi lavado e retirado com solução descorante (ácido acético 10 %) e finalmente a reação 

foi interrompida com a adição de água. 

 

A fração 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 redução das pontes dissulfeto. Como o número de 

resíduos de cisteína na proteína inicialmente eram desconhecidos, a concentração ótima de 

Iodoacetamida utilizada para alquilar os grupos tióis livres a partir dos resíduos de cisteína 

reduzidos, foi obtida de forma empírica com base nos resultados a partir de incubações utilizando 

diferentes concentrações de iodoacetamida. Com base nesses experimentos preliminares foi 

escolhido um excesso molar relativo de 30 % de iodoacetamida em relação ao número total de 

tióis e a mistura foi incubada por 1,5 horas a 37 °C em escuridão total. A reação foi bloqueada 

injetando a mistura em uma coluna de HPLC de fase reversa seguida da liofilização dos picos 

coletados. 

 

A proteína purificada foi hidrolisada com tripsina pancreática bovina de grau sequencia 

em bicarbonato de amônio 0,4 % pH 8,5 durante 4 horas a 37 °C em uma proporção 

enzima:substrato de 1:100 (v/v). A reação foi encerrada por liofilização. 

 

Todos os espectros de massa foram adquiridos usando um espectrômetro de massas 

híbrido quadrupolo Q TOF (Quadrupole Time of Flight) última em micromassa (ESI QTOF

MS/MS, Micromass Manchester, UK), equipado com um sistema de fonte nano spray operando 

em modo de ionização positivo. As condições de ionização de uso incluem: voltagem capilar de 

2,3 kV, um cone de voltagem e lente RF1 de 30 e 100 V respectivamente, e uma energia de 

colisão de 10 V. A temperatura da fonte foi 70 °C e o cone do gás foi N2 a um fluxo de 80 L/h; 
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não foi empregado gás nebulizador para obter o spray. O gás argônio foi utilizado para o 

resfriamento e fragmentação dos íons na colisão dentro da célula. A calibração externa foi 

realizada com iodeto de sódio 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) e a 

voltagem conjunto MCP a 2150 V. 

Os peptídeos trípticos 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 

peptídeo foi introduzido separadamente na fonte do espectrômetro de massa com uma seringa a 

um fluxo de 500 nL/min. Antes de realizar os espectros de massa em  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 íons de interesse. Os espectros de massa foram adquiridos na 

faixa de massa de 1000 2800 m/z para a proteína nativa sobre o intervalo de 800 2000 m/z para 

as proteínas alquiladas, ambas a uma velocidade de varredura de 1 s/scan. Posteriormente esses 

íons foram fragmentados na célula de colisão (modo TOF MS/MS). Um estudo de sobreposição 

de peptídeos obtidos da digestão pela tripsina será realizado, a partir da cadeia polipeptídica e 

massa determinada. Por fim, o alinhamento dos fragmentos peptídicos e sua homologia estrutural 

é realizado com outras serinoproteases trombina símile de veneno de serpentes disponíveis em 

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

 

A análise de composição de aminoácidos foi realizada em um sistema analisador 

automático de aminoácidos PICO TAG (Sistema Waters) seguindo a metodologia descrita por 

Henrikson e Meredith (1984) onde a identificação dos aminoácidos é feita através da 

cromatografia em HPLC do produto feniltiocarbamil do aminoácido, proveniente da 

derivatização com feniltiocianato dos aminoácidos obtidos de hidrólise ácida. Estas formas de 

cromóforos podem ser detectadas em concentrações de 1,0 pmol. 

As proteínas purificadas (~30 µg) foram submetidas as reações de hidrólise através de 

diluições das amostras em solução de acetonitrila 66 %, 10 µL dessa solução o equivalente a 2 

nmoles de amostra foram secadas em vácuo, seguida de uma reação ácida de HCl/Fenol 6 N 

(grau de sequenciamento) contendo 1 % de fenol (w/v) por 24 horas a 105 °C. As etapas 

anteriores à análise foram de “redryng” (basificar o ácido depois da hidrólise para conseguir o pH 

correto) e derivatização. O hidrolisado reagiu com 20 µL da solução de derivatização 

(etanol:trietilamina:água:fenilisotiocianato, 7:1:1:1, v/v) durante uma hora, à temperatura 
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ambiente. Os aminoácidos derivatizados (PITC aminoácidos) das amostras foram identificados 

através da cromatografia em HPLC em uma coluna de fase reversa C 18 µ Bondapak (3,9 mm x 

15 cm) de acordo com o tempo de retenção dos PITC aminoácido padrão com uma gradiente 

linear de 0 a 100 % de acetonitrila (60 %) por 21 min. Os PITC aminoácidos foram identificados 

no analisador automático de PITH aminoácidos modelo 120A (Applied Biosystem) de acordo 

com o tempo de retenção e as áreas dos picos dos 20 PITC aminoácidos padrão. 

 

Uma quantidade aproximada de 30 µg da serinoprotease proveniente da cromatografia em 

C–18 µ Bondapak foi dissolvida em água e acetonitrila (1:1, v/v) e transferida para pequenos 

tubos de reação de 20 µL de volume. Estes tubos foram colocados dentro do frasco de reação, 

que possui uma tampa especial, para conexão com o sistema de vácuo e atmosfera de nitrogênio. 

À proteína dissolvida em tampão completo de redução; Tris–HCl 0,6 M, pH 8,2 contendo 

EDTA 0,001 M e guanidina 6 M, foi adicionada uma solução de DTT 5 mM e a solução foi 

incubada por uma hora sob atmosfera de nitrogênio. A proteína reduzida foi alquilada com ácido 

iodoacético 0,1 M durante uma hora à temperatura ambiente. Retirou se o sal da amostra em 

Sephadex G–25 em ácido acético 1,0 M e monitoradas em 220 nm. Os tubos contendo proteína 

foram liofilizados. 

 

Esta etapa é efetuada colocando no fundo do frasco de reação contendo a proteína 100 L 

de uma solução de HCl 6,0 M, além de 1,0 mg/mL de fenol para evitar a formação de 

clorotirosina. Em seguida é feito vácuo próximo de 1–2 torr até início do borbulhamento do HCl. 

Fechado o vácuo, deixa se entrar nitrogênio (SS–ultra puro) por 5 s. Esta etapa é repetida por 3 

vezes. A seguir remove se a tampa do frasco de reação, e a amostra é levada ao forno de 

hidrólise, a 105 °C, durante 24 horas. Após este período o tubo de reação é colocado ao vácuo até 

65 militorr para secagem da proteína hidrolisada. 

 

Após a hidrólise ácida, foi adicionado à amosta 20 µL de uma solução de 

metanol:água:trietilamina (2:2:1 v/v). Cada tubo foi agitado, centrifugado e colocado para 
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evaporar em vácuo até 65 militorr. Este procedimento remove sais e solventes adsorvidos nos 

aminoácidos. Uma solução fresca de derivatização foi preparada com 

metanol:trietilamina:água:feniltiocianato, na proporção 7:1:1:1 v/v, sendo adicionados 20 µL a 

cada tubo de reação e deixados a temperatura ambiente por 30 minutos. Após a derivatização, a 

amostra é seca a vácuo até 50 militorr, para completa remoção de todo o PITC. A amostra foi 

dissolvida em 50 µL de uma solução 0,4 mM de tampão fosfato de sódio contendo 0,05 M de 

acetonitrila. A análise dos aminoácidos PITC foi realizada em HPLC, usando coluna C–18 µ

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 identificação de cada aminoácido foi realizada em 

relação a uma corrida padrão de aminoácidos PITC (Bidlingmeyer  1984). 

 

Para a determinação do efeito da concentração do substrato da serinoprotease, o ensaio foi 

realizado seguindo a mesma metodologia descrita na atividade proteolítica sobre o substrato 

sintético N benzoil L arginina ρ nitroanilida (BAρNA) (Item 3.5.1). 

A variação da concentração do substrato foi feita em diluições seriadas de substrato 

cromogênico BAρNA (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 concentração do substrato da atividade proteolítica 

conteve 45 µL de tampão (Tris–HCl 10 mM, CaCl2 10 mM, NaCl 100 mM) pH 7,8; 180 µL de 

solução de substrato cromogênico BAρNA (diluições seriadas), 10 µL de água e 5 µL da 

amostra, com volume final de 240 µL. Depois de colocar a enzima (5 L) nas diferentes 

concentrações, foi incubada e lida durante 40 min a 37 °C a intervalos de 10 minutos cada leitura. 

A atividade enzimática foi baseada no aumento da absorbância, através da liberação do 

cromóforo ρ nitroanilida que foi detectado na absorbância de 405 nm. A atividade foi expressa 

como a velocidade de reação ( o) e foi calculada baseada na ρ nitroanilida liberada após a 

catálise. 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 água destilada. O ensaio foi realizado em triplicata e a 

reação foi lida na absorbância em 405 nm em um leitor de microplacas VERSA Max microplate 

reader (Molecular Devices, Sunnyvale, CA). 
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O experimento para a observação do efeito da temperatura sobre a atividade da 

serinoprotease foi realizado segundo o método descrito no item 3.5.5.1, com o ensaio padrão 

contendo: 180 µL de substrato, 10 µL de água deionizada, 45 µL de tampão (Tris–HCl 10 mM, 

CaCl2 10 mM, NaCl 100 mM, pH 8,0) e 5 µL da serinoprotease (TLBbz e TLBro). Os controles 

foram feitos apenas com os reagentes, seguindo os mesmos procedimentos e substituindo o 

volume da serinoprotease por água 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. 

 

O experimento do efeito do pH sobre a atividade serinoprotease foi realizado em tampões 

preparados com diferentes valores de pH (2,0 ate 10,0), sendo que a determinação da atividade 

serinoprotease e a concentração da enzima foram idênticas ao usado no item 3.5.5.1 e para cada 

pH é feito um controle. Os tampões utilizados neste experimento foram: tampão citrato de sódio–

HCl (pH 2,0; 3,0; 4,0 e 5,0) 15 mM, tampão fosfato–NaCl (pH 6.0 e 7.0) 15 mM, tampão Tris–

HCl (pH 8.0) 15 mM e tampão glicina–NaOH (pH 9.0 e 10.0) 15 mM respectivamente. Depois 

de colocar a enzima (5 L) nos diferentes tampões 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 reação 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 extinção molar do produto ρ nitroanilida o valor de 8800 M 1cm 1. Os controles 

foram feitos apenas com os reagentes, seguindo os mesmos procedimentos e substituindo o 

volume das serinoproteases ou proteína por água destilada.

 

A atividade específica da serinoprotease frente aos diferentes inibidores foi calculada 

seguindo o mesmo protocolo para a determinação da atividade proteolítica no item 3.5.5.1. A 

serinoprotease foi diluída em tampão Tris–HCl 0,1 M, pH 7,4 na proporção 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 

reação. As proporções da enzima serinoprotease com o inibidor estão em 1:1 (v/v). Depois disso, 



 

31 

a amostra pré incubada foi colocada no meio de reação e a velocidade expressa em quantidades 

de produto formado de ρ nitroanilina liberado após catálise. 

Assim como o PMSF, também foi avaliado a atividade serinoprotease perante o ácido 

etilendiaminotetracetico (EDTA) 5 mM dissolvido em água deionizada (agente quelante de 

diversos íons metálicos), ácido glicol bis (2 aminoetileter) –N,N,N,N tetracetico (EGTA) 5 mM, 

inibidor tripsina de soja (SBT1) 5 µg/µL (possui a habilidade de inibir a tripsina e quimiotripsina) 

dissolvido em tampão Tris HCl 0,05 M, pH 7,8 e Soro de  (Dm) 1 mg/mL 

(agente neutralizante do veneno botrópico) dissolvido em tampão Tris HCl 0,05 M, pH 7,8. 

Todos estes inibidores também foram feitos nas mesmas condições que o PMSF com proporções 

da serinoprotease com o inibidor em 1:1 (v/v), os ensaios foram realizados em triplicatas e as 

reações lidas em 405 nm em um leitor VERSA Max microplate reader (Molecular Devices, 

Sunnyvale, CA). A atividade proteolítica residual foi calculada como atividade percentual em 

relação à preparação controle que é a serinoprotease sem agente inibidor, a qual foi considerada 

100 % da atividade. 

 

Da mesma forma, a atividade enzimática foi observada perante o efeito dos íons 

divalentes: cálcio, magnésio, manganês, zinco e cádmio em concentrações de 10 mM; estes íons 

foram dissolvidos com tampão Tris HCl 10 mM pH 8,0 e o substrato sintético N benzoil L

arginina ρ nitroanilida (BAρNA) 10 mM por separado para cada íon divalente. O tampão 

contendo o substrato BAρNA e os diferentes íons foram incubadas por 10 minutos antes de 

acrescentar a enzima (TLBbz e TLBro) diluída em tampão Tris HCl 10 mM pH 8,0 na proporção 

de 1 mg/mL e pre incubada com os íons por 10 minutos a 37 °C. 

O produto de hidrólise do cromóforo obtida pela adição de 5 µL de amostra 

(serinoprotease) foi analisado pela absorbância em 405 nm em um leitor VERSA Max microplate 

reader (Molecular Devices, Sunnyvale, CA). A atividade proteolítica residual foi calculada como 

atividade porcentual em relação à preparação controle (enzima sem íons), considerada 100 % de 

atividade. 
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A medida quantitativa foi realizada pelo método desenvolvido por Ware e Seegers (1949) 

e modificado conforme descrito abaixo. 

Para a determinação da atividade coagulante das amostras (TLBbz e TLBro) foi utilizado 

fibrinogênio bovino na concentração de 2 mg/mL (0,2 %). A fração purificada e as outras frações 

obtidas foram diluídas em tampão Tris–HCl 0,1 M, pH 7,4 na proporção de 1 mg/mL. A mistura 

para o ensaio da atividade coagulante conteve 900 µL da solução de fibrinogênio (0,2 %), 100 µL 

de CaCl2 (10 mM) e 20 µL da amostra para um volume final de 1020 µL. 

A atividade coagulante foi determinada medindo se o tempo de coagulação em tubos de 

ensaio de vidro (1,0 x 7,0 cm) ao primeiro sinal da formação da rede de fibrina visível, após a 

adição de 20 µL da amostra sobre a solução de fibrinogênio previamente incubado com CaCl2 10 

mM a 37 oC durante 10 minutos (m/v, em função de proteínas coaguláveis), em tampão Tris–HCl 

0,1 M pH 7,4. O tempo máximo da reação para a formação da rede de fibrina foi de 2 minutos, 

uma vez que neste intervalo existe uma relação retilínea entre os inversos dos tempos de 

coagulação e as respectivas concentrações protéicas. A coagulação é expressa como índice de 

coagulação (IC) obtido pela equação: IC = t 1 x 1000, onde t 1 = inversa do tempo. A dose mínima 

coagulante (MCD) é definida como a menor quantidade de veneno ou fração purificada capaz de 

coagular o fibrinogênio dentro de 1 minuto (Cavinato ., 1998) 

O número de unidades de coagulação é definido como a quantidade de enzima que 

coagula 1,0 mL de uma solução padrão de fibrinogênio em 15 segundos a 37 oC. O ensaio foi 

realizado em triplicata. 

 

O efeito da concentração de enzima na degradação do fibrinogênio foi determinado 

segundo metodologia descrita por Edgar e Prentice (1973) com algumas modificações de acordo 

com Rodrigues ., (2000). O experimento foi realizado utilizando fibrinogênio bovino na 

concentração de 2,0 mg/mL (0,2 %) ressuspendido em tampão Tris HCl 0,1 M pH 7,8 e solução 

de CaCl2 10 mM. 900 µL da solução de fibrinogênio foi misturada com 100 µL da solução de 

CaCl2 10 mM, ambas soluções foram incubadas por 10 minutos. As enzimas TLBbz e TLBro 

foram diluídas em tampão Tris HCl 0,1 M, pH 7,4 na proporção de 1 mg/mL para logo fazer 

diluições seriadas e obter concentrações diferentes: 0,625; 1,25; 2,5; 5,0; 10 e 20 µg contidos em 



 

33 

20 µL que foram adicionados e incubados na solução de fibrinogênio e mantidas a 37 °C por duas 

horas. Após este tempo a reação foi interrompida pela adição de 100 µL de solução desnaturante 

contendo Uréia 8,5 M, SDS 2 %, EDTA 2 mM, Tris HCl 20 mM, β Mercaptoetanol 10 % e azul 

de bromofenol 0,05 % seguida por fervura a 100 ºC durante 5 minutos. Finalmente as amostras 

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

 

Esta atividade foi avaliada em gel descontínuo de Poliacrilamida (SDS PAGE) como 

estabelecido por Laemmli (1970) e Ouyang e Teng (1976). Foram preparados vários tubos de 

ensaio contendo 900 µL da solução de fibrinogênio 0,2 % (2 mg/mL tampão Tris HCl 0,1 M pH 

7,8) misturados com 100 µL de uma solução salina (CaCl2 10 mM pH 7,8) e em seguida 

incubados por 10 minutos a 37 °C. Após este tempo foram adicionados independentemente a 

cada tubo 20 µL da TLBbz ou TLBro (1 mg/mL tampão Tris HCl 10 mM pH 7,8). 

Esta mistura contendo a solução de fibrinogênio com as amostras foram incubadas por 

diferentes períodos de tempo: 0h, 30 min, 1h, 2h, 3h, 6h, 12h, 24h e 36h. Após destes tempos, as 

reações foram interrompidas com 100 µL de uma solução desnaturante contendo uréia 8,5 M, β

Mercaptoetanol 10 %, SDS 2 %; EDTA 2 mM; Tris HCl 20 mM pH 8,0 e azul de bromofenol 

0,05 % seguida por fervura a 100 ºC durante 5 minutos; para depois serem analisadas em SDS

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

 

O efeito do pH sobre a atividade fibrinogenolítica da trombina símile TLBbz e TLBro foi 

realizado segundo o método descrito no item 3.6.2.1 com tampões preparados em diferentes 

valores de pH (2,0 – 10,0). Se utilizou fibrinogênio bovino na concentração de 2,0 mg/mL (0,2 

%) ressuspendido com tampões preparados em diferentes valores de pH e solução de CaCl2 10 

mM. Os tampões utilizados neste experimento foram: tampão citrato de sódio–HCl (pH 2,0; 3,0; 

4,0 e 5,0) 15 mM, tampão fosfato–NaCl (pH 6,0 e 7,0) 15 mM, tampão Tris–HCl (pH 8,0) 15 

mM e tampão glicina–NaOH (pH 9,0 e 10,0) 15 mM respectivamente. Após preparar as soluções 

de fibrinogênio a diferentes pH, 900 µL da solução de fibrinogênio foram misturadas com 100 

µL da solução de CaCl2 10 mM (cada tubo com soluções de pH diferente), ambas soluções foram 

incubadas por 10 minutos. As enzimas TLBbz e TLBro foram diluídas em tampão Tris HCl 0,1 

M pH 7,4 na proporção de 1 mg/mL e desta preparação 20 µL foram adicionadas separadamente 

e incubadas na solução de fibrinogênio e mantidas a 37 °C por duas horas. Após este tempo a 
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reação foi interrompida pela adição de 100 µL de solução desnaturante contendo Uréia 8,5 M, 

SDS 2 %, EDTA 2 mM, Tris HCl 20 mM, β Mercaptoetanol 10 % e azul de bromofenol 0,05 % 

seguida por fervura a 100 ºC durante 5 minutos. Finalmente as amostras foram analisadas por 

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

 

Esta atividade foi avaliada em gel descontínuo de Poliacrilamida (SDS PAGE) como 

estabelecido por Laemmli (1970) e Ouyang e Teng (1976). Foram preparados vários tubos de 

ensaio contendo 900 µL da solução de fibrinogênio 0,2 % (2 mg/mL tampão Tris HCl 0,1 M pH 

7,8) misturados com 100 µL de uma solução salina (CaCl2 10 mM pH 7,8) e em seguida 

incubados por 10 minutos a 37 °C. Após este tempo foram adicionados independentemente a 

cada tubo 20 µL da TLBbz e TLBro (na concentração de 1 mg/mL tampão Tris HCl 10 mM pH 

7,8) por separado. 

Estes tubos contendo a solução de fibrinogênio com as amostras foram incubados em 

diferentes temperaturas: 20, 30, 40, 50, 60, 70 e 80 °C durante duas horas, depois deste tempo, as 

reações foram interrompidas com 100 µL de uma solução desnaturante contendo uréia 8,5 M, β

Mercaptoetanol 10 %, SDS 2 %; EDTA 2 mM; Tris HCl 20 mM pH 8,0 e azul de bromofenol 

0,05 % seguida por fervura a 100 ºC durante 5 minutos; para depois serem analisadas em SDS

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

 

O efeito dos íons divalentes sobre a atividade fibrinogenolítica da TLBbz e TLBro foi 

realizado segundo o método descrito no item 3.6.2.1. Se preparou soluções 10 mM de diferentes 

íons provenientes das sais CaCl2 2H2O, MgCl2 6H2O, MnCl2 2H2O, ZnCl2, e CdCl2. O 

fibrinogênio bovino na concentração de 2,0 mg/mL (0,2 %) foi ressuspendido nas soluções de 

diferentes íons preparados. Após preparar as soluções de fibrinogênio com diferentes íons; estas 

foram misturadas na seguinte proporção: 900 µL da solução de fibrinogênio foi misturada com 

100 µL da solução de CaCl2 10 mM (cada tubo com soluções de diferentes íons), ambas soluções 

foram incubadas por 10 minutos. As enzimas TLBbz e TLBro foram diluídas em tampão Tris

HCl 0,1 M, pH 7,4 na proporção de 1 mg/mL e desta preparação 20 µL foram adicionadas e 

incubadas na solução de fibrinogênio e mantidas a 37 °C por duas horas. Após este tempo a 

reação foi interrompida pela adição de 100 µL de solução desnaturante contendo Uréia 8,5 M, 

SDS 2 %, EDTA 2 mM, Tris HCl 20 mM, β Mercaptoetanol 10 % e azul de bromofenol 0,05 % 



 

35 

seguida por fervura a 100 ºC durante 5 minutos. Finalmente as amostras foram analisadas por 

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

 

O método de Born (1963) e Leet ., (2003) foi utilizado para a dosagem da agregação 

plaquetária que visa quantificar a formação dos agregados plaquetários “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 número 25 montada em uma seringa de 

poliestireno contendo 1 volume de ACD (Citrato trisódico dihidratado 85 mM, ácido cítrico 

monohidratado 66,6 mM e D(+)glucose anidro 111 mM) para 6 volumes de sangue (este 

anticoagulante inibe a agregação durante o processo de lavagem das plaquetas sendo eficiente 

para quelar cálcio); o tubo de coleta foi homogeneizado por inversão lenta, e mantido a 

temperatura ambiente. A quantidade de sangue obtido de cada camundongo com peso de 20 g foi 

de 1 mL aproximadamente. 

Para a preparação dos estudos da agregação plaquetária, o sangue total foi colocado em 

banho maria a 37 °C por 30 minutos. Depois foi imediatamente centrifugado a 180 g por 10 

minutos, à temperatura ambiente. Logo, o plasma rico em plaquetas (o sobrenadante) foi 

transferido cuidadosamente usando uma pipeta plástica a outro tubo de poliestireno contendo 

tampão de lavagem pH 6,0 (NaCl 140 mM, KCl 5 mM, citrato de sódio 12 mM, glicose 10 mM e 

sacarose 10 mM) na proporção 5:7 (v/v) e centrifugado a 800 g por 12 min a 20 °C, sendo o 

sobrenadante desprezado. O resíduo plaquetário foi cuidadosamente ressuspenso em solução de 

Krebs desprovida de cálcio (Radomski e Moncada, 1983). A centrífuga usada foi Fanem Excelsa 

204 NR (FANEM  São Paulo  Brasil). Essas centrifugações e a conservação das amostras foram 

feitas em tubos vedados para evitar a perda de CO2, que eleva o pH, interferindo nas curvas de 

agregação plaquetária. 

As plaquetas lavadas foram mantidos à temperatura ambiente por 30 minutos antes de 

começar o ensaio, mas as alíquotas foram aquecidas a 37 °C por 2 minutos antes da adição da 

enzima serinoprotease TLBbz, TLBro ou o ADP na cubeta do agregômetro para o teste e registro 

da agregação plaquetária. 

A medida foi realizada usando se um agregômetro de plaquetas de um único canal 

(Agregômetro de Plaquetas PA 04, Qualiterm Eletrônica, Brasil). Antes de começar o ensaio, o 
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agregômetro foi previamente calibrado com as plaquetas lavadas no mínimo de transmitância e 

com solução de Krebs no máximo de transmitância. Esse ajuste é automático. Com isso, foi 

possível determinar uma amplitude para o registro da agregação das plaquetas. 

Os ensaios foram realizados a 37 °C com 500 L de plaquetas lavadas e a agregação foi 

analisada depois de 2 minutos da incubação com 5 µL das diferentes amostras (TLBbz e TLBro) 

na concentração da enzima 1 mg/ml dissolvida com tampão Tris HCl 10 mM pH 7,8. 

A determinação da agregação plaquetária foi realizada com solução 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. 

 

Os resultados foram representados pela média de experimentos ± desvio padrão. A 

significância foi obtida através do teste não pareado Student e considerada como <0,05. 
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e  

A figura 9 mostra o perfil cromatográfico do veneno total feito em uma 

coluna analítica Bondapak C 18 (Waters), acoplada a um sistema de HPLC de fase reversa. 

Foram detectados 21 picos. Estas frações, depois de serem liofilizadas, foram submetidas a 

ensaios de atividade proteolítica sobre o BAρNA para detecção da fração de interesse com maior 

atividade enzimática. Da mesma forma foram realizados com estas frações ensaios de tempo de 

coagulação sobre fibrinogênio bovino com o propósito da identificação da serinoprotease. Os 

resultados evidenciaram que a fração 12 denominada de TLBbz foi a que apresentou atividade 

enzimática serinoprotease com característica trombina símile. Essa fração foi eluída no tempo de 

retenção aos 37 ± 0.5 min, sendo aos 65 % do tampão B. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Cromatografia em sistema HPLC fase reversa em uma coluna analítica C 18 µ Bondapak 

(Waters), equilibrada em solução de TFA (ácido trifluoroacético 0,1 % pH 3,5 solvente A). 5 mg de 

veneno total foi aplicado em cada corrida. A proteína TLBbz (* fração 12) foi eluída usando um gradiente 

linear contínuo de concentração do tampão B (Acetonitrila 66 %, TFA 0,1 %). O perfil cromatográfico foi 

monitorado na absorbância de 280 nm. As frações foram eluídas em um fluxo constante de 1 mL/min. 

Gráfico representativo de 20 corridas cromatográficas. 
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Da mesma forma que o passo anterior de purificação a figura 10 mostra o perfil 

cromatográfico do veneno total feito na mesma coluna analítica Bondapak 

C 18 (Waters), acoplada a um sistema de HPLC de fase reversa. Foram detectados 17 picos. 

Estas frações depois de serem liofilizadas, também foram submetidas a ensaios de atividade 

proteolítica sobre o BAρNA para detecção da fração de interesse com atividade enzimática, 

assim como também, foram realizados ensaios de tempo de coagulação sobre fibrinogênio bovino 

com o propósito da identificação da serinoprotease. A fração 12 denominada de TLBro foi a que 

apresentou atividade enzimática serinoprotease com característica trombina símile. Essa fração 

foi eluída no tempo de retenção aos 38 ± 0.5 min, sendo aos 68 % do tampão B.

 Cromatografia em sistema HPLC fase reversa em uma coluna analítica C 18 µ Bondapak 

(Waters), equilibrada em solução de TFA (ácido trifluoroacético 0,1 % pH 3,5 solvente A). 5 mg de 

veneno total foi aplicado em cada corrida. A proteína TLBro (* fração 12) foi eluída usando um gradiente 

linear contínuo de concentração do tampão B (Acetonitrila 66 %, TFA 0,1 %). O perfil cromatográfico foi 

monitorado na absorbância de 280 nm. As frações foram eluídas em um fluxo constante de 1 mL/min. 

Gráfico representativo de 20 corridas cromatográficas. 
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O substrato cromogênico DL BAρNA foi usado em uma solução 0,1 M para dosagem das 

frações TLBbz e TLBro (1 mg/mL); 5 µL da amostra foram colocados em um meio de incubação 

que contém 235 µL de uma solução de substrato previamente dissolvido em DMSO como 

solução estoque para ser utilizado na proporção de 1/10 (10 µL) em tampão Tris–HCl 10 mM, 

CaCl2 10 mM, NaCl 100 mM, pH 7,8 para um volume final de 240 µL. 

Os resultados da atividade proteolítica evidenciam que a fração 12 (TLBbz) obtida do 

HPLC FR foi a única que mostrou atividade catalítica dentre as 21 frações coletadas frente ao 

substrato cromogênico DL BAρNA, com uma velocidade de reação de 2,14 ± 0,025 nmoles/min 

que sugere a presença de uma serinoprotease (Figura 11). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Determinação do perfil da atividade proteolítica das frações obtidas da cromatografia do 

veneno total de  em Cromatografia HPLC fase reversa. O perfil da atividade proteolítica foi 

monitorado na absorbância de 405 nm. (∗) serinoprotease TLBbz (Proteína que será considerada nas 

caracterizações bioquímicas e biológicas). Os ensaios da atividade proteolítica foram feitos em triplicata 

(n=3). 
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A figura 12 mostra a atividade proteolítica avaliada nas frações obtidas da cromatografia 

de HPLC FR do veneno de . 

O perfil da atividade proteolítica frente ao substrato cromogênico DL BAρNA evidencia 

que a fração 12 foi a que apresentou maior atividade proteolítica de 0,43 ± 0,043 nmoles/min, 

evidenciando a presença de uma serinoprotease nessa fração. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Determinação do perfil da atividade proteolítica das frações obtidas da cromatografia do 

veneno total de  em Cromatografia HPLC fase reversa. O perfil da atividade proteolítica foi 

monitorado na absorbância de 405 nm. (∗) serinoprotease TLBro (Proteína que será considerada nas 

caracterizações bioquímicas e biológicas). Os ensaios da atividade proteolítica foram feitos em triplicata 

(n = 3). 
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O gel de eletroforese evidencia a homogeneidade da proteína, mostrando uma banda tanto 

em condições reduzidas e não 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 proteínas TLBbz e TLBro em condições reduzidas e não reduzidas (figura 14. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Eletroforese em gel de poliacrilamida em condições nativas e na presença de agente 

desnaturante (DTT). Marcadores moleculares (MM). TLBbz e TLBro obtidas do HPLC em condições não 

reduzidas e reduzidas com DTT. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Curva gerada através da representação gráfica do logaritmo dos marcadores da massa 

molecular estandard contra a mobilidade relativa (Rf) para obter a massa molecular relativa da TLBbz e 

TLBro em condições reduzidas e não reduzidas. Rf= mobilidade relativa. Rf = distância migrada pela 

proteína / distância migrada pela coloração. 
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A TLBbz foi digerida com tripsina e alguns peptídeos trípticos foram separados por 

HPLC FR, detectados e caracterizados, sendo as massas moleculares medidas e as sequências de 

aminoácidos deduzidas obtidas por ESI QTOF MS/MS baseadas nos peptídeos trípticos 

alquilados de TLBbz (Tabela 1). Todas as massas moleculares foram informadas como 

monoisotópicas. 

 

. Massas moleculares medidas e sequências de aminoácido deduzidas de peptídeos trípticos 

obtidas da proteína TLBbz alquilada. 

 

TLBbz 
Fração  

de HPLC 
Massa Medida 

(Da) 
Sequência de 
Aminoácidos 

Massa 
Teórico 

(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 I/LMGWGTI/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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O peptídeo tríptico crucial que confirma a região N terminal, característica da família das 

serinoproteases com atividade trombina símile de veneno de serpente, é mostrado na fração 1 da 

enzima TLBbz, tendo as sequências de aminoácidos deduzidas que são: “1511.6787 Da” 

(espectro de massa M/S em tandem na Figura 15). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

. Espectros ESI QTOF MS/MS dos peptídeos trípticos (1) com uma massa de 1511.6787 Da. 

Série de fragmento de íons b do peptídeo tríptico de 9 resíduo longo na fração 1 do HPLC FR da TLBbz. 
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A sequência de aminoácidos da TLBbz foi deduzida utilizando o banco de dados NCBI

BLAST. TLBbz possui um alto grau de similaridade (Figura 16) com P33589 

 (Magalhaes ., 1993), O73800_1  (Jeong ., 2001), P85109 

 (Sakai ., 2006), Q8AY81_1  (Zhang ., 1998). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Análise comparativa da sequência de aminoácidos da trombina símile de  

(TLBbz) com outras serinoproteases semelhantes obtidas da base de dados BLAST Protein Data Bank 

(Pubmed. Medline) onde o símbolo (*) representa os aminoácidos que compõem o sítio catalítico desta 

classe de enzimas. 
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A TLBro foi digerida com tripsina e alguns peptídeos trípticos foram separados por 

HPLC FR, detectados e caracterizados, sendo as massas moleculares medidas e sequências de 

aminoácido deduzidas obtidas por ESI QTOF MS/MS baseadas nos peptídeos trípticos 

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

monoisotópicas. 

 

. Massas moleculares medidas e sequências de aminoácidos deduzidas de peptídeos trípticos 

obtidas da proteína TLBro alquilada. 

 

TLBro 
Fração  

de HPLC 
Massa Medida 

(Da) 
Sequência de 
Aminoácidos 

Massa 
Teórico 

(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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O peptídeo tríptico crucial que confirma a região N terminal, característica da família das 

serinoproteases com atividade trombina símile de veneno de serpente é mostrada na fração 1 da 

enzima TLBro, tendo as sequências de aminoácidos deduzidas que são: “1454.6572 Da” 

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

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

. Espectro ESI QTOF MS/MS dos peptídeos trípticos (1) com uma massa de 1454.6572 Da. 

Série de fragmento de íons b do peptídeo tríptico de 9 resíduo longo na fração 1 do HPLC FR da TLBro. 
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Realizando a análise de espectrometria de massa, a fração TLBro com atividade trombina

símile apresentou as seguintes sequências de aminoácidos deduzidas utilizando o banco de dados 

NCBI BLAST, demonstrando possuir um alto grau de similaridade (Figura. 18) com P33589 

 (Magalhaes ., 1993), O73800_1  (Jeong ., 2001), 

P85109  (Sakai ., 2006), Q8AY81_1  (Zhang 

., 1998). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Análise comparativa da sequência de aminoácidos da trombina símile de  

(TLBro) com outras serinoproteases semelhantes obtidas da base de dados BLAST Protein Data Bank 

(Pubmed. Medline) onde o símbolo (*) representa os aminoácidos que compõem o sítio catalítico desta 

classe de enzimas. 
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A medida da atividade enzimática proteolítica foi determinada nas condições de ensaio 

descritas no método 4.2 utilizando o substrato cromogênico sintético DL BAρNA. 

 

Os resultados do efeito da concentração de substrato na atividade proteolítica frente ao 

substrato cromogênico DL BAρNA nessas condições experimentais mostram que a trombina

símile TLBbz e TLBro apresentam um comportamento michaeliano conforme ilustrado na figura 

19. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Efeito da concentração do substrato na atividade proteolítica da trombina símile TLBbz e 

TLBro. As proteínas foram incubadas na presença de diferentes concentrações de substrato (0,078; 0,156; 

0,312; 0,625; 1,25; 2,5; 5,0 e 10 mM de BAρNA) por 40 minutos a 37 °C. A leitura de absorbância foi 

monitorada em 405 nm. A atividade é expressa como a velocidade de reação (Vo) e foi calculada baseada 

na ρ nitroanilida liberada após catálise. Os experimentos foram realizados em triplicata e as barras 

representam o desvio padrão. 
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Na análise da re gráfica empregando o método de Lineweaver Burk (duplos recíprocos), 

foi possível calcular as constantes cinéticas M e max. Assim, os valores obtidos foram: max = 

1,89 nmoles ρ NA/Lt/min e M = 0,853 mM respectivamente, para a TLBbz; e max = 0,0432 

nmoles ρ NA/Lt/min e M = 0,039 mM respectivamente para a TLBro tal como se pode observar 

na figura 20A e 20B. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

feito da concentração do substrato na atividade proteolítica da trombina símile TLBbz e 

TLBro empregando o método de Lineweaver Burk (duplos recíprocos). Os valores encontrados para as 

constantes cinéticas de max e M foram calculados estabelecendo o grau de regressão e correlação 

(linearidade da reta), entre os inversos da velocidade (1/ max) e os inversos (1/ M) da concentração do 

substrato. Os experimentos foram realizados em triplicata e as barras representam o desvio padrão. 
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O efeito da temperatura na atividade proteolítica foi determinado incubando a 

serinoprotease TLBbz e TLBro com atividade trombina símile em diferentes temperaturas (15 – 

70 ºC). A atividade da enzima entre 40 até 70 °C foi considerada como ótima para a TLBbz e de 

45 °C para a TLBro tal como se mostra na figura 21A e 21B. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Efeito da variação de temperatura sobre a atividade proteolítica da trombina símile TLBbz e 

TLBro. As faixas das temperaturas empregadas foram 15, 25, 30, 35, 40, 45, 55 e 70 ºC. Depois de 

incubada durante 40 minutos, foi feita a leitura de absorbância monitorada em 405 nm. A atividade é 

expressa como a velocidade de reação ( o), e foi calculada baseada na ρ nitroanilina liberada após a 

catálise. Os experimentos foram realizados em triplicata e as barras representam o desvio padrão. 
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O pH ótimo 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 ótimo para a TLBbz, já que não cai a pH superior de 8 ate 10 

mostrando estabilidade considerável, mesmo com o aumento do pH, e para a TLBro o pH 8 foi 

considerado como ótimo, mas conforme o pH aumenta ou diminui deste valor, a atividade 

enzimática decresce drasticamente, tal como se mostra na figura 22. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Efeito do pH na atividade proteolítica da trombina símile TLBbz e TLBro. Os âmbitos de pH 

empregados foram: 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 e 10, perante o substrato DL BAρNA. A enzima foi incubada 

durante 40 minutos a 37 °C e a leitura da absorbância foi monitorada em 405 nm. A atividade é expressa 

como a velocidade de reação ( o) e foi calculada baseada na ρ nitroanilida liberada após a catálise. Os 

experimentos foram realizados em triplicata e as barras representam o desvio padrão. 
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Foi estudado o efeito inibitório de EDTA (5 mM), SBTI (5 g/ L), soro de 

 (1 mg/mL) e PMSF (5 mM) na atividade proteolítica das serinoproteases com 

atividade trombina símile TLBbz e TLBro. 

Os resultados mostram claro efeito inibitório do PMSF sobre a atividade proteolítica da 

serinoprotease TLBbz (86,2 %) e da TLBro (42,6 %), o que evidencia o caráter serinoprotease da 

proteína, ao ser inibida significativamente a atividade proteolítica perante o substrato 

cromogênico DL BAρNA. Com os demais inibidores a faixa de inibição foi de 30 até 40 % para 

as duas enzimas conforme na Figura 23A e 23B. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Efeito inibitório da atividade proteolítica da trombina símile TLBbz e TLBro frente a PMSF, 

EDTA, EGTA, SBT1, SBT2 L Cys e soro de  (Gamba), frente ao substrato DL

BAρNA. As enzimas foram incubadas na presença ou ausência de inibidores por 40 minutos a 37 °C e a 

leitura de absorbância foi monitorada em 405 nm. A atividade é expressa como porcentagem da 

velocidade de reação (%), e foi calculada baseada na ρ nitroanilina liberada após a catálise. (*) Nível de 

significância das concentrações em relação ao controle. (n=3, <0,05). 
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A atividade proteolítica da serinoprotease TLBbz e TLBro foi avaliada com diferentes 

soluções de íons divalentes como Ca2+, Mg2+, Mn2+, Zn2+ e Cd2+ (10 mM). A Figura 24 mostra 

que a atividade enzimática da TLBbz foi reduzida frente aos íons Zn2+ e Cd2+, em comparação 

com a TLBro que foi reduzida a atividade frente aos íons Mg2+ e Cd2+ em comparação com os 

outros íons tal como se mostra na figura 24A e 24B. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Efeito dos íons divalentes na atividade proteolítica da TLBbz e TLBro utilizando o substrato 

cromogênico DL BAρNA. As enzimas foram incubadas, na ausência ou presença de cátions divalentes, 

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

a velocidade de reação baseada na ρ nitroanilida liberada após a catálise. (*) Nível de significância das 

concentrações em relação ao controle. (n=3, <0,05). 
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A análise de composição de aminoácidos das trombina símile TLBbz e TLBro (Tabela 3), 

mostra que trata se de proteínas de caráter ácido pela predominância de Glx/21 e Asx/33 para 

TLBbz e Glx/14 e Asx/25 para TLBro. As 12 cisteínas detectadas nas duas enzimas, evidenciam 

a possível presença de 6 pontes dissulfeto, característica molecular desta família de proteínas. É 

evidenciada também, uma elevada porcentagem de aminoácidos hidrofóbicos, tais como Gly, 

Pro, Leu e Ile e um baixo conteúdo de aminoácidos básicos (His, Arg e Lys) nas duas trombinas

símile. Todas estas características sugerem que a TLBbz e TLBro são serinoproteases. 

 

 

 Composição de aminoácidos da trombina símile TLBbz e TLBro isoladas do 

veneno de e . Os valores são expressos em mol de 

aminoácidos por mol de proteína. (*) Não determinado pelo método. 

 

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 * * * * * * 
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e  

A atividade coagulante foi determinada medindo se os inversos do tempo de coagulação 

ao primeiro sinal da formação da rede de fibrina a partir do fibrinogênio bovino e, por 

conseguinte, a formação do coágulo em diferentes tempos após a adição de 20 L da amostra 

sobre o substrato de fibrinogênio previamente incubado com CaCl2 10 mM a 37 oC durante 10 

minutos. O tempo máximo de espera para a formação da rede de fibrina das TLBbz e TLBro foi 

de 120 segundos a 37 ºC. 

As frações obtidas por HPLC de fase reversa com atividade proteolítica TLBbz e TLBro 

foram submetidas à atividade fibrinogenolítica cuja fração TLBro (fração 12) exibiu uma maior 

atividade fibrinogenolítica (7,75 segundos) enquanto, a fração TLBbz mostrou atividade 

fibrinogenolítica com segundos a mais no tempo da formação da rede de fibrina (10,5 segundos), 

alcançando o inverso de tempo de coagulação de 0.1304 s 1 (1/T.C) para a TLBro e de 0,096 s 1 

(1/T.C) para a TLBbz, como mostrado na figura 25. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Determinação da atividade fibrinogenolítica utilizando fibrinogênio bovino. A concentração de 

solução de fibrinogênio empregado foi de 2 mg/mL (0,2 %). 20 g da fração TLBbz e TLBro isoladas 

foram diluídas em tampão Tris HCl 0,1 M (pH 7.4) e submetidas ao teste de coagulação. O tempo 

máximo de espera para a formação da rede de fibrina foi de dois minutos a 37 ºC. A atividade coagulante 

foi determinada medindo se os inversos do tempo de coagulação ao primeiro sinal da formação da rede de 

fibrina (n=3). 
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A atividade fibrinogenolítica foi avaliada de acordo com o método estabelecido por 

Ouyan e Teng (1976). 900 L da solução de fibrinogênio foi misturado com 100 L de solução 

salina e logo depois foram adicionados as serinoproteases TLBbz e TLBro (20 L) a cada ensaio 

separadamente por um período de 2 horas. 

 

A concentração de 20 µg de TLBbz (Figura 26A) foi suficiente para começar a clivar a 

cadeia β com eficácia. A avaliação da concentração é dose dependente observado na aparição de 

bandas de massas moleculares relativas menores, que são proporcionais ao aumento da 

concentração da enzima. Como pode ser observado, os fibrinopeptídeos produtos da quebra da 

cadeia β do fibrinogênio através da atividade proteolítica são bem nítidos quando o ensaio é 

realizado utilizando uma concentração de 20 µg de TLBz. Os resultados mostrados na figura 26B 

evidenciam que a fração TLBro possui atividade proteolítica sobre o fibrinogênio bovino, 

liberando fibrinopeptideos α e β com concentração de 20 µg; sendo que a cadeia β é clivada já 

com 2,5 µg (Figura 26B). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

SDS PAGE (12,5 %) Análise de degradação do fibrinogênio bovino por ação da TLBbz e 

TLBro em diferentes concentrações. 
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As amostras, depois de serem incubadas por diferentes períodos de tempo, a saber, 0h, 15 

min, 30 min, 1h, 2h, 3h, 6h, 12h e 24h, tiveram as reações interrompidas com 100 L de uréia 8,5 

M, β Mercaptoetanol 10 %, SDS 2%; EDTA 2 mM; Tris HCl 20 mM pH 8,0. 

Os produtos hidrolisados foram analisados por SDS PAGE 12,5 %. As proteínas foram 

visualizadas por coloração com azul de Coomassie brilhante R 250 e o descoramento realizado 

com 25 % de etanol e 8 % de acido acético em água. 

Os resultados mostrados na figura 27A evidenciam que a trombina símile TLBbz possui 

uma atividade trombina símile capaz de degradar o fibrinopeptídeo beta (β) da molécula de 

fibrinogênio bovino. Assim, depois de 1 hora de incubação, a cadeia se mostra hidrolisada pela 

ação da trombina símile. 

Os resultados mostrados na Figura 27B claramente evidenciam que a TLBro possui 

atividade proteolítica sobre o fibrinogênio bovino, liberando fibrinopeptideos A, às 2 horas e o 

fibrinopeptideo B às 3 horas, pertencendo assim à família venombin AB. A concentração da 

enzima TLBro para cada ensaio foi de 20 µg. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 SDS PAGE (12,5%). Análise de degradação de fibrinogênio bovino por ação de TLBbz e 

TLBro em diferentes tempos de incubação a 37 °C: 0h; 15 min; 30 min; 1h; 2h; 3h; 6h 12h e 24h. No 

controle tem se a molécula de fibrinogênio aos 0 minutos da reação, mostrando a presença das cadeias α, 

β e γ da molécula de fibrinogênio. 
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Os resultados da figura 28A e 28B mostram o claro efeito do pH na atividade 

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

TLBro). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

SDS PAGE (12,5%) Análise de degradação do fibrinogênio bovino por ação da TLBbz e 

TLBro em diferentes pH: 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 e 10 incubadas por duas horas. 
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A atividade fibrigenolítica da TLBbz e TLBro foi avaliada em diferentes temperaturas de 

incubação, evidenciando que a quebra das cadeias do fibrinogênio é melhor entre 30 e 45 °C 

(Figura 29A e 29B). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

SDS PAGE (12,5 %) Análise de degradação do fibrinogênio bovino por ação da TLBbz e 

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

 

 

 

 



 

60 

A atividade fibrinogenolítica foi avaliada de maneira similar aos ensaios anteriores, 

entretanto com a presença de diferentes íons divalentes (Ca2+, Mg2+, Mn2+, Cd2+ e Zn2+). Os 

resultados revelam que a atividade proteolítica de TLBbz e TLBro é aumentada na presença de 

íons cálcio, magnésio e manganês (Figura 30A e 30B). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

SDS PAGE (12,5 %) Análise de degradação do fibrinogênio bovino por ação da TLBbz e 

TLBro com diferentes íons. Como controle foi usado fibrinogênio bovino 2,0 mg/ml. 
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O teste de agregação plaquetária realizado com a fração TLBbz e TLBro mostra que a 

proteína agrega plaquetas diretamente sendo esse processo inibido em presença de PMSF. 

Inicialmente incubaram se as plaquetas com ADP que resultaram na ativação da 

agregação plaquetária (controle positivo). Em uma segunda incubação foi adicionada as plaquetas 

com a fração TLBbz e após 6 minutos de leitura foi evidenciada a ativação da agregação 

plaquetária. 

Depois foram incubadas as plaquetas com a fração TLBbz previamente incubadas com 

PMSF e observou se a inibição da agregação plaquetária (controle negativo) de acordo com o 

mostrado na figura 31. O efeito inibitório da serinoprotease pela ação do PMSF foi evidenciado 

ao não mostrar a agregação das plaquetas. A TLBro também provocou a agregação plaquetaria 

quando se fez o ensaio sob mesmas condições que a TLBbz. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Representação gráfica da agregação plaquetária induzida pela serinoprotease com atividade 

Trombina símile TLBbz e TLBro. O quadro mostra a presença do agregante ADP, onde se observa o 

processo da agregação plaquetária. O efeito da agregação plaquetária é evidenciado pela presença da 

serinoprotease TLBbz e TLBro (1 mg/mL). 
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A purificação de moléculas presentes nos venenos de serpentes exige critérios e técnicas 

padronizadas de manipulação. A amostra final deve ter qualidade, ou seja, grau de pureza, além 

de manter sua atividade original. Portanto, os ensaios de purificação devem proporcionar à 

amostra de veneno o mínimo de alterações na sua composição e consequentemente, em suas 

atividades biológicas. 

O isolamento e purificação das trombinas símile normalmente utilizam sistemas 

convencionais de purificação, que consistem de 2 a 3 técnicas cromatográficas, tais como: 

cromatografia de exclusão molecular (Superdex 75) seguido por purificação em DEAE 5PW e 

por último em uma coluna Hi Trap Benzamidine FF (Braga 2006); Sephacryl S 200, 

seguido pela cromatografia de afinidade em resina sepharose agmatina e cromatografia de troca 

iônica em DEAE Sepharose CL 6B em pH 8,5 (Magalhães ., 2007); por cromatografia de 

exclusão Molecular Sephadex G 75 seguido por cromatografia de afinidade Sepharose 6B 

Benzamidina ultrafiltrado em um sistema Amicon e HPLC em fase reversa usando uma coluna 

C 18 (Sant´Ana ., 2008); coluna A 50 seguido Coluna G 75 e coluna de A 50 (Liu ., 

2009); ou DEAE Sephacel seguido da coluna de cromatografia Sephadex G 75 e Benzamidina

Sepharose (Costa ., 2010).  

A utilização de várias etapas de purificação faz com que sejam utilizados passos 

intermediários através de liofilizações, cuja estimativa laboratorial traz consigo a perda de 30 % 

de material em cada etapa de concentração. O objetivo foi encontrar uma técnica otimizada ou a 

melhor combinação de técnicas cromatográficas que permitissem isolar as serinoproteases com 

atividade trombina símile, mantendo as propriedades destas, tais como sua atividade enzimática e 

suas atividades biológicas, além de fornecer material com alto grau de homogeneidade molecular 

e quantidades suficientes para a realização dos experimentos propostos. 

Nesse sentido, o grupo de pesquisa tem otimizado e padronizado a metodologia de 

purificação de serinoproteases com atividade trombina símile de veneno de serpentes em um 

único passo cromatográfico, utilizando um sistema de HPLC em uma coluna C18 de fase reversa, 

assim temos a TLBm de  (Vilca Quispe ., 2010) e TLBan de 

 (Valeriano Zapana ., 2012). Com a utilização do método proposto, foram 

purificadas eficientemente duas novas serinoproteases a partir do veneno total de  

e , denominadas TLBbz e TLBro respectivamente. 

A presença de uma trombina símile foi caracterizada pela atividade proteolítica sobre o 

substrato cromogênico artificial DL BAρNA, sendo esta atividade indicativo que a enzima tem 
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capacidade proteolítica porque atua preferencialmente sobre as ligações arginil. O substrato 

artificial contém a ligação específica (Arg Gly), onde atuam as serinoproteases. 

As atividades amidolítica estereásica e coagulante só foram encontradas nos picos 12 de 

ambas cromatografias em HPLC de fase reversa. A atividade catalítica da TLBbz foi 5 vezes 

maior que a TLBro. O papel do carboidrato sobre a relação estrutura função das serinoproteases 

trombina símile do veneno de serpente ainda não é compreendido totalmente. Em muitos casos, 

demonstrou se que a N glicosilação interfere na atividade catalítica dessas enzimas. No entanto, 

Komori e Nikai (1998) relataram que, em algumas serinoproteases, os carboidratos são mais 

importantes para a estabilização de proteínas do que a atividade catalítica. Uma hipótese para a 

estabilidade é que os glicanos podem direcionar a renaturação da proteína após desnaturação por 

calor ou pH (Sant´Ana ., 2008). A diferença na atividade proteolítica das TLBbz e TLBro, 

pode estar relacionada provavelmente com a glicosilação da proteína. 

As serinoproteases possuem um intervalo de massas entre 26 a 67 KDa dependendo das 

glicosilações, como descritas por Cavinato  (1998) e Zaganelli  (1996). Assim temos 

vários relatos: flavoridis de 23 kDa de  (Shieh ., 1988), PABJ de 

a 30 kDa (Serrano ., 1995), TVS PA 33 kDa 

(Zhang ., 1995), LV PA de  com 33 kDa (Sanchez ., 2000). Outras 

apresentam massas moleculares mais elevadas como cerastocitin 38 kDa de  

(Marrakchi ., 1997), CPIE 2 de  com 44 kDa (Shimokawa e 

Takahashi, 1993), Bothrops protease A de  reportado com 67 kDa (Murayama 

., 2003). 

O perfil eletroforético de SDS PAGE em gel de poliacrilamida da TLBbz apresentou uma 

única banda proteica com massa molecular relativa ~35,13 kDa em condições não reduzidas e de 

41,36 kDa em condições reduzidas. E para TLBro uma única banda proteica com massa 

molecular relativa ~20,24 kDa em condições não reduzidas e de 25,34 kDa em condições 

reduzidas. Como a maioria das enzimas trombinas símile isoladas até agora, as trombinas símile 

são compostas por uma única cadeia polipeptídica, a trombina símile TLBbz e TLBro, se 

enquadram dentro desta família de proteínas (Serrano e Maroun, 2005; Kini, 2005). 

A presença das serinoproteases nos venenos de cujo habitat é a mata 

atlântica e  que se encontra restrito ao litoral do Pacífico do Peru, sugere que 

esses venenos sejam farmacologicamente semelhantes a outros venenos botrópicos. No entanto 

podem existir diferenças entre os venenos de um mesmo gênero, mas de locais diferentes, como 

sugerido por Ponce Soto ., (2007). 
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No presente trabalho, foram descritas algumas diferenças na estrutura primária das 

serinoprotease TLBbz e TLBro. Essas características reveladas entre as serinoproteases através 

da micro heterogeneidade molecular podem estar relacionadas com as separações geográficas 

mostradas no processo micro evolutivo relacionado como um todo na eficiência do próprio 

veneno (Ponce Soto ., 2009). 

Já a variação individual na composição de venenos, é uma característica comum, em 

maior ou menor número em todas as espécies de serpentes venenosas Gibbs ., (2011). 

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

metapopulação de indivíduos portadores de um mesmo genoma, mas dotado de notáveis 

diferenças fenotípicas”. 

A trombina símile TLBbz e TLBro isoladas a partir do veneno total de  e 

 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 é 

confirmada pela presença de resíduos de valina como o primeiro resíduo da região N terminal e é 

uma característica comum de uma grande maioria de trombinas símile de veneno de serpentes 

(Andrião Escarso ., 1997). No entanto aparecem regiões variáveis ao longo da sequência 

deduzida. A presença de diferenças estruturais entre ambas serinoproteases é devida 

provavelmente ao fato de serem espécies que habitam diferentes nichos ecológicos, embora 

possam existir similaridades entre os venenos de um mesmo gênero, mas de regiões diferentes, 

como sugerido por Ponce Soto, ., (2007). 

Alternativamente, a diferença estrutural entre a TLBbz e a TLBro, e as outras desta 

família de proteínas, podem ser atribuídas à magnitude de glicosilações da cadeia polipeptídica. 

Este fato é possível desde que as enzimas trombina símile exibam uma micro heterogeneidade 

molecular, devido às diferenças em suas cadeias polipeptídicas glicosiladas formadas no processo 

das modificações pós traducionais, como é o caso das proteínas das serpentes 

 (Hatton, 1973; Burkhart, ., 1992),  (Shu ., 1983), 

 (Silveira ., 1989),  (Serrano ., 1995) e 

 (Zaganelli ., 1996). 

A tríade catalítica das serinoproteases de mamíferos fica situada no local ativo da enzima 

onde a catálise acontece e é preservada em todas as enzimas serinoproteases. A tríade é uma 

estrutura coordenada consistente de três resíduos de aminoácidos essenciais: histidina (His57), 

serina (Ser195) e ácido aspártico (Asp102). O PMSF como inibidor forma uma ligação covalente, 
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reagindo com o resíduo de serina, inibindo sua função. A TLBbz e TLBro mostram um alto grau 

de conservação estrutural destes resíduos cruciais da atividade catalítica (His44, Asp88 e Ser182), 

como mostrado na sequência de aminoácidos (Figura 16 e 18). 

Todas estas serinoproteases são geralmente glicoproteínas, e cada uma contém Asn(N)

ligado aos sítios de glicosilações entre elas nas posições variáveis da sequência. Os resíduos de 

Cys em suas estruturas formam pontes dissulfeto e estas enzimas são idênticas à tripsina de 

mamífero (Itoh ., 1987). 

Embora exista informação disponível sobre serinoproteases com atividade trombina

símile procedentes de veneno de serpentes nas bases de dados, existe pouca informação a respeito 

das sequências, assim como da estrutura tridimensional (3D) desta família de proteínas. 

As serinoproteases geralmente contêm 12 resíduos de meia cistina. A caracterização 

estrutural das TLBbz e TLBro, mostrou a presença dos sítios altamente conservados na posição 

His(44), Asp(88) e Ser(182), correspondentes à tríade catalítica. 

Com a provável ausência de grupamentos tiol ( SH) livres, na estrutura de ambas enzimas, 

podemos sugerir que os resíduos de cisteína encontrados são responsáveis pelas pontes 

dissulfetos, que têm um papel importante na estabilização da estrutura nativa desta enzima. Esta 

estabilidade é mostrada no estudo cinético de ambas proteases no presente trabalho. Estas pontes 

dissulfeto são essenciais para a atividade catalítica destas enzimas, uma vez que o tratamento com 

agentes redutores como β mercaptoetanol ou ditiotreitol (DTT) as inativam, como descrito para 

flavoridiobina, originada de (Pirkle, 1998; Tatematsu ., 2000). 

De acordo com Castro ., (2004), existem seis pares de cisteína encontrados através da 

estrutura cristalográfica da TSV PA (ativador do plasminogênio) isolada do veneno de 

por Zhang ., (1998) e da crotalase isolada do veneno de 

por Markland (1976), onde a ponte dissulfeto da posição 136 201 é indicada como a 

principal na estabilidade dessas serinoproteases. Foi observado que para ambas trombinas símile, 

também existem os 12 resíduos de cisteína, onde possivelmente possam formar os seis pares de 

pontes dissulfetos característicos nas serinoproteases, mantendo a mesma arquitetura molecular. 

Os aminoácidos que circundam o sítio catalítico também são importantes na 

especificidade funcional dessas enzimas, uma vez que sua estrutura secundária, através de suas 

folhas β e α hélice, têm papel fundamental nesta especificidade, como é citado para a trombina

símile batroxobin e para o ativador de plasminogênio (Castro ., 2004). 

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

exibidas pelo sítio ativo, entre outros fatores, cria a possibilidade de ocorrência de forças de 
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atração entre a molécula do substrato e os átomos que compõem o sítio ativo da enzima, as quais 

estão relacionadas por uma complementariedade de carga (Ponce Soto ., 2007). Estas 

interações podem ser eletrostáticas, ligações de hidrogênio ou mesmo interações hidrofóbicas. A 

afinidade da enzima pelo substrato depende do número e dos tipos de interações presentes. O fato 

da estrutura tridimensional da molécula do substrato ser complementar ao centro ativo permite 

um alto grau de interação e, consequentemente, grande afinidade. 

As posições do sítio de clivagem do substrato pelas serinoproteases foram estabelecidas 

por Schechter e Berger (1967). Assim, os aminoácidos na porção N terminal da cadeia 

polipeptídica, clivada pela protease são enumerados de acordo com sua posição partindo da 

ligação (P1, P2, P3 ). De outro lado os aminoácidos da porção C terminal são enumerados como 

P1’, P2’, P3’, e a serinoprotease possui locais denominados de subsítios e estes estão compostos 

de um ou mais aminoácidos, os quais interagem com os substratos enumerados como S1 ou S1’. 

Desta forma, o aminoácido em P1 interage principalmente com S1 (subsítio 1) da enzima, o 

aminoácido em P2 interage com S2. 

O substrato cromogênico sintético, utilizado no presente trabalho foi o Nα benzoil Arg

ρNA o qual apresenta só um resíduo de arginina na posição P1, que se liga com a as trombinas

símiles TLBbz e TLBro na posição S1 que corresponderia provavelmente ao resíduo de aspartato 

(88) para ambas enzimas (TLBbz e TLBro) presente no centro ativo da enzima. Esta afinidade de 

união poderia basear se em interações de ordem eletrostática, já que arginina possui radical de 

nitrogênio carregados positivamente que podem interagir com aspartato (88), que apresenta 

cargas negativas, presente na triade catalítica. 

Além disso, este resíduo polar ácido poderia incrementar a disponibilidade de cargas na 

nuvem eletrônica disponibilizando um ambiente de clivagem devido à presença de elétrons livres 

provenientes de seus dois átomos de nitrogênio na extremidade de sua cadeia presente em S1 do 

centro ativo da serinoprotease, corroborando assim com a especificidade destas famílias de 

enzimas por Arg em P1 (Perona ., 1995). 

As trombinas símile TLBbz e TLBro demonstraram ter atividade sobre Nα benzoil Arg

ρNA, indicando que seu centro ativo se encaixa bem com este substrato. De fato, o M da TLBro 

encontrado para este substrato (0,039 mM) é o mais baixo quando comparado com o M de 

TLBbz (0,853 mM), o que indica uma forte ligação ou grande afinidade. Por outro lado, pode se 

inferir que a TLBro contém um centro ativo que se liga muito bem com a Nα benzoil Arg ρNA. 
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Isto nos leva a inferir que há um alto grau de semelhança entre os centros ativos de ambas 

enzimas (TLBbz e TLBro). 

Assim as trombina símile TLBbz e TLBro evidenciam uma cinética semelhante a outras 

trombinas símiles procedentes de veneno de serpentes perante o substrato Nα benzoil Arg ρNA; 

Au  (1993); Andrião Escarso ., (1997); Cavinato  (1998); Petretski  (2000); 

Ponce Soto ., (2007); Costa ., (2009); Vilca Quispe ., (2010) e Valeriano Zapana 

., (2012). 

No entanto a TLBro é semelhante a TLBbz que também exibe atividade catalítica perante 

Nα benzoil Arg ρNA o que sugere que em ambas enzimas existe uma ligação 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 subsítios de reconhecimento (do inglês 

exosites I e II) que estão próximos ao sítio catalítico e que são importantes, dentre outros fatores, 

para a ligação da trombina com seus substratos naturais. Estes sítios de ligação não estão 

presentes nas enzimas trombina símile de veneno de serpentes, o que explica em parte este 

aparente paradoxo entre atividades parecidas de ambas enzimas (Magalhães ., 2006). 

Em relação ao parâmetro de pH encontram se o pH ótimo para as TLBbz e TLBro entre 

7,0 e 10,0 para TLBbz e 7,0 e 9,0 para TLBro, respectivamente. Estes valores são coerentes com 

aqueles encontrados por Swenson e Markland, (2005), Ponce Soto ., (2007), Vilca Quispe 

., (2010) e Valeriano Zapana ., (2012). 

O conteúdo de carboidratos ligados varia entre 0 a 30 % do peso. Os principais N glicanos 

que interagem com as serinoproteases caracterizados são: fucose, hexose, ácido siálico N acetil

D glicosamina (GlcNAc) manose, galactose e ácido N acetilneuramínico (NeuAc) (Castro ., 

2004). O papel do carboidrato sobre a relação estrutura função da trombina do veneno da 

serpente ainda não é compreendido totalmente. Em muitos casos, demonstrou se que a N

glicosilação interfere na atividade catalítica dessas enzimas. No entanto, Komori e Nikai (1998) 

relataram que, em algumas serinoproteases, os carboidratos são mais importantes para a 

estabilização de proteínas do que a atividade catalítica. Uma hipótese para a estabilidade é que os 

glicanos podem direcionar a renaturação da proteína após desnaturação por calor ou pH 

(Sant´Ana ., 2008). 

A temperatura ótima para atividade das trombinas símile TLBbz e TLBro, foi em torno de 

45 °C, e mesmo a 50 – 55 °C, estas ainda não haviam sofrido uma perda conformacional 
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mostrada em sua atividade. Este fato relacionado à estabilidade conformacional pode estar 

relacionado à presença de carboidratos ligados à enzima. 

A maioria das serinoproteases atua em diversos substratos naturais e cromogênicos 

sintéticos e suas propriedades enzimáticas são geralmente afetadas por inibidores específicos tais 

como PMSF, leupeptina, aprotinina e benzamidina (Braud ., 2000; Serrano e Maroun, 2005). 

A susceptibilidade dos inibidores de proteases sobre a TLBbz e TLBro usando Nα benzoil Arg

ρNA como substrato, mostraram que só o PMSF foi capaz de abolir a atividade proteolítica de 

ambas enzimas significativamente em mais de 50 % da atividade. Este inibidor é altamente 

específico das serinoproteases e atuam a partir de mecanismos capazes de bloquearem o sítio 

ativo da enzima, especificamente ao resíduo serina da triade catalítica. 

As serinoproteases não são afetadas pelos inibidores de tripsina como SBTI e alfa1

antitripsina (Castro, 2004). No entanto, o SBT I em alguns casos mostrou seu efeito inibitório em 

altas concentrações, tais como ACC C (Orthner ., 1988) e Cerastocitin (Marrakchi ., 

1995). 

Por outro lado EDTA e EGTA foram capazes de inibir a atividade das serinoproteases 

reportados como Cerastocytin de  com inibição negativa para heparina e 

positiva para SBTI (Dekhil ., 2003) e Batroxobin de  que também apresenta 

inibição negativa para heparina e SBTI (Serrano, 2005). 

Utilizando outros possíveis inibidores tais como L Cys e D2 II um fator anti hemorrágico 

do soro de , foi verificada a inibição da atividade das trombinas símiles 

TLBbz e TLBro, mas não atingiram 50 % da inibição da atividade catalítica. 

A interação entre S1 e P1 em enzimas trombina símile é de natureza eletrostática, o que 

evidencia a especificidade destas enzimas por substratos contendo um aminoácido carregado 

positivamente em P1, Arg ou Lys. Tal fato se deve à presença de um resíduo de Asp em S1 

contendo um grupo carboxílico carregado negativamente. Portanto, a ligação do substrato ao sítio 

catalítico é favorecida por esta interação. Porém, este tipo de interação certamente não ocorre 

apenas entre os grupos carregados em S1 e P1, mas em outros grupos do sítio ativo Schechter e 

Berger (1967). No caso do substrato Nα benzoil Arg ρNA, ele só exibe um local de união ao 

sítio catalítico P1, o qual vai se ligar com o subsítios S1 da trombina símile. 

Os cátions presentes no meio provavelmente competem com o substrato pela carga 

negativa do Asp presente em S1, desfavorecendo a ligação enzima substrato e consequentemente 

diminuindo a atividade enzimática. Os cátions com carga dupla exercem um efeito inibidor mais 
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potente uma vez que competem mais fortemente pela carga negativa do resíduo de Asp no centro 

ativo da enzima. 

Assim, temos que a atividade enzimática das trombinas símile TLBbz e TLBro foi 

diminuída na presença de cátions divalentes tais como: Ca2+, Mg2+, Mn2+, Zn2+ e Cd2+, de forma 

diferenciada. O Zn2+ e Cd2+ apresentaram um maior poder inibitório em relação ao outros íons. 

Este fato é devido provavelmente a uma série de características presentes nos íons divalentes Zn2+ 

e Cd2+ que os diferenciam dos outros íons também divalentes, como raio atômico e 

eletronegatividade ou eletroafinidade. Portanto, soluções com mesma molaridade (5 mM), mas 

compostas por sais de cátions divalentes com diferentes raio atômico e eletronegatividade 

resultarão em diferentes forças iônicas; como observado no presente trabalho. As soluções que 

continham: Zn2+ e Cd2+ apresentaram um raio atômico e eletronegatividade maior que as soluções 

que continham Ca2+, Mg2+ e Mn2+. 

Uma outra possível explicação para este comportamento das serinoproteases de veneno de 

serpentes frente a estes cátions reside na possibilidade de existência de alguma interação destes 

cátions com outra região da enzima diferente do centro ativo, mas que altera a configuração 

tridimensional do sítio de catálise, interferindo na interação enzima substrato de tal forma a 

prejudicar a atividade enzimática. Estes mecanismos permanecem ainda desconhecidos e 

merecem uma maior investigação. 

TLBbz apresentou 321 resíduos de aminoácidos, 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 resíduos de aminoácidos, 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 Ile, 12 Leu, 7 Phe, 8 Lys. Estes resultados apresentam similaridade com outras 

serinoproteases, tais como Swenson e Markland, (2005), Ponce Soto ., (2007), Vilca Quispe 

., (2010) e Valeriano Zapana ., (2012). 

Existem serinoproteases que têm atividade fibrinogenolítica e fibrinolítica, mas muitas 

delas clivam especificamente somente fibrinogênio, liberando preferencialmente fibrinopeptídios 

A (venombin A) ou fibrinopeptídios B (venombin B), ou ambos fibrinopeptídios A e B 

(venombins AB), promovendo a coagulação. Já que as serinoproteases imitam a função das 

trombinas de mamíferos de clivar os fibrinopeptídios A e os fibrinopeptidios B, elas têm sido 

conhecidas como enzimas trombina símile (Markland, 1998; Magalhães ., 2006; Ponce Soto 

., 2007; Vilca Quispe ., 2010 e Valeriano Zapana ., 2012). 
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No entanto, a leucurobina, apesar de exibir boa atividade liberadora de fibrinopeptídeo A 

(FP A) do fibrinogênio, não exibiu o mesmo perfil de atividade da trombina sobre os substratos 

naturais desta última: a leucurobina não apresenta atividade considerável sobre a cadeia β do 

fibrinogênio, pois libera fibrinopeptídeo B (FP B) muito lentamente e não ativa o fator XIII 

(Magalhães ., 2006). 

As trombinas símile TLBbz e TLBro revelaram forte atividade coagulante “in vitro” sobre 

fibrinogênio bovino, os tempos reportados como os inversos na atividade coagulante, mostram 

que existe apenas uma ligeira diferença entre os três. Assim sendo, a trombina símile TLBro 

coagula em menos tempo, em relação à TLBbz e inclusive à trombina bovina. Essa diferença nos 

tempos de coagulação encontram se relacionados com a clivagem das cadeias α e/ou β do 

fibrinogênio, liberando fibrinopeptídios A e/ou B, e esse fato encontra se relacionado 

intimamente com o tipo de trombina símile presente no veneno (Serrano e Maroun, 2005), por 

isto algumas serinoproteases de veneno de serpentes permitem a liberação de fibrinopeptídios A; 

(Serrano e Maroun, 2005). Ancrod de  libera fibrinopeptídios A e B das 

cadeias α e β do fibrinogênio (Burkhart ., 1992), Batroxobin ( ) libera 

fibrinopeptídios A da cadeia α e mais lentamente fibrinopeptídios B da cadeia β (Itoh ., 

1987). 

Enquanto as trombinas símile, a TLBbz degrada apenas a cadeia β, sendo classificada 

como uma serinoprotease com atividade trombina símile tipo B; tais como CPI enzyme 2 de 

 (Shimokawa e Takahashi, 1993) e Halystase de 

 (Matsui ., 1998), a TLBro degrada as duas cadeias α e β, liberando o 

fibrinopeptídeo A e B, sendo classificada como uma serinoprotease com atividade trombina

símile tipo AB, a semelhança de Bilineobin de  (Komori ., 1993) e 

Brevinase  (Lee ., 1999). Ambas trombinas símiles 

TLBbz e TLBro, mostraram a degradação do fibrinogênio bovino como sendo concentração

dependente ao longo do tempo. 

As trombinas símile TLBbz e TLBro foram previamente incubadas com diferentes 

intervalos de pH, temperatura e íons divalentes, e observa se a sua capacidade fibrinogenolítica 

sobre o fibrinogênio. Nos diferentes intervalos de pH testado (3 a 10), é possível visualizar que a 

atividade fibrinogenolítica inicia na faixa de 7 a 9, para ambas trombinas símiles. Por outro lado, 

quando incubadas a diferentes temperaturas (15 até 70 ºC), ambas mostraram uma atividade 

fibrinogenolítica a partir de 30 a 55 ºC. Estes resultados sugerem que as trombinas símile TLBbz 

e TLBro são serinoproteases termoestáveis como a maioria das enzimas provenientes de veneno 
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de serpentes que agem sobre a degradação do fibrinogênio (Stocker ., 1982; Markland, 

1998). 

A atividade fibrinogenolítica na presença de íons Ca2+, Mg2+, Mn2+, Zn2+ e Cd2+ 

evidenciou se um efeito inibitório marcado perante os íons Zn2+ e Cd2+ e ligeiramente frente aos 

íons Mn2+ e uma baixa ou nula inibição perante os íons Ca2+ e Mg2+. 

As trombinas símile TLBbz e TLBro exercem seu papel apenas na etapa de proteólise do 

fibrinogênio. A etapa de polimerização não sofre interferência das enzimas, já que é um processo 

espontâneo. Porém, esta etapa de polimerização não sofre inibição perante os íons cálcio. Tal 

efeito foi descrito por Brass ., (1978). Em seu trabalho Brass mostrou que o cálcio não é 

necessário, mas quando presente ainda acelera a polimerização da fibrina, reduzindo o tempo de 

coagulação. Em outro trabalho, Kanaide ., (1982) mostraram que não só o cálcio, mas 

diversos íons divalentes, zinco entre eles, aceleram a polimerização de fibrina, reduzindo da 

mesma forma o tempo de coagulação. Esse fato não foi observado nas TLBbz e TLBro. 

Masahisa ., (1983) descreveram que além do cálcio, o magnésio também reduz o 

tempo de coagulação. Já em um trabalho de Marx (1988), está descrito que o magnésio, na 

concentração de 0,5 mM, não altera significativamente a formação do coágulo de fibrina. De 

posse destas observações a seguinte hipótese se torna plausível para explicar o comportamento 

verificado para as enzimas TLBbz e TLBro perante o cálcio e magnésio: 

a) O Ca2+ inibe a atividade de proteólise do fibrinogênio pela enzimas TLBbz e TLBro, 

por seu efeito de inibidor competitivo, devido à sua interação com o resíduo de Asp no centro 

ativo, mas pelo seu efeito acelerador sobre a polimerização dos monômeros de fibrina os tempos 

de coagulação são semelhantes àqueles obtidos na ausência de cálcio. 

b) O Mg2+ apresentou o mesmo efeito e provavelmente isto é devido ao fato de apresentar 

uma carga dupla assim como o Ca2+. Porém, o efeito do Mg2+ sobre a polimerização foi descrito 

na literatura de forma controversial já que alguns trabalhos relatam que o magnésio reduz o 

tempo de coagulação enquanto outros relatam que este não interfere na polimerização. 

Existem relatos de serinoproteases trombina símile com atividade de agregação 

plaquetária tais como Bothrombin de (Nishida ., 1994), Cerastocitin de 

(Marrakchi ., 1995), PA BJ de  (Serrano ., 1995) entre outras. Os 

resultados mostram que ambas enzimas TLBbz e TLBro tem capacidade de agregar plaquetas e 

em concentração de 5 µg exibe um comportamento semelhante à trombina, atingindo 80 % de 

agregação. Ambas enzimas começam agregar em tempos diferentes assim a TLBbz começa aos 2 

minutos, a TLBro a 1 minuto. 
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A trombina gerada durante a ativação do processo de coagulação, após o dano do vaso 

sanguíneo, ativa as plaquetas pela clivagem dos receptores ativados de proteinases PAR1 e PAR4 

(Covic ., 2000) e também através da união aos receptores da GPIba (Mazzucato ., 1998). 

Os resultados poderiam sugerir que as enzimas TLBbz e TLBro ativam a agregação plaquetária 

diretamente por clivagem proteolítico dos PARs, como foi observado pela PA Bj (

) (Santos ., 2000), ou pela união aos receptores da GPIba como sugerido para a 

serinoprotease Bothrombin ( ) (Nishida ., 1994). 

Todas estas informações podem servir como uma nova plataforma de resultados que 

solidificarão e permitirão no futuro, o melhor esclarecimento dos mecanismos ainda 

desconhecidos desta família de proteínas, e desta forma resultando em uma melhor compreensão 

do envenenamento ofídico. 
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A metodologia otimizada de purificação em HPLC de fase reversa permitiu purificar as 

serinoproteases TLBbz e TLBro sem perder a atividade enzimática de carácter trombina símile a 

partir do veneno total de serpente ( e )  

As características fisicoquímicas da TLBbz e TLBro revelaram que as massas moleculares 

estão dentro do intervalo da família das serinoproteases tipo trombina simile. A análise de 

composição de aminoácidos da TLBbz e TLBro mostraram a presença de 12 cisteínas que 

sugerem a formação de 6 pontes dissulfeto e a variação na quantidade dos aminoácidos que as 

compõem, revelando que ambas apresentam carácter ácido. 

As constantes cinéticas revelaram que mesmo TLBbz apresentando altos valores de Vmax e 

M comparados à TLBro: baixo Vmax e baixo M, a TLBbz exibe uma maior eficiência 

enzimática 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 presença de resíduos de valina como o primeiro resíduo da região N terminal e é 

uma característica comum de uma grande maioria de trombinas símile de veneno de serpentes. 

As características bioquímicas da TLBbz e TLBro revelaram que estas duas enzimas tem 

boa estabilidade perante a diferentes condições de temperatura e pH. A atividade proteolítica com 

variações de pH, temperatura, íons e inibidores específicos das serinoproteases permitiram 

conhecer as características das duas trombinas símiles. 

A TLBbz e TLBro mostraram atividade fibrinogenolítica liberando fibrinopeptídios α e β 

do fibrinogênio bovino sendo que a TLBbz é agrupada como venombin tipo B por clivar a cadeia 

β e a TLBro agrupada no grupo venombin AB por hidrolisar a cadeia α e β. 

Além disso, a TLBbz e TLBro foram capazes de induzir agregação plaquetária resultando 

em um agravamento do quadro clinico do acidentado pela formação de trombos plaquetarios. 

Todos esses resultados permitem uma maior compreensão sobre a estrutura e função da 

serinoprotease tipo trombina símile, as quais poderão contribuir para avanços na terapêutica e 

elucidação do mecanismo de envenamento ofídico. 
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