SECRETARIA '\
DE
POS-GRADUAGAO

UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINA

INSTITUTO DE BIOLOGIA

AUGUSTO VILCA QUISPE

“Caracterizagao Estrutural e Funcional de uma Serinoprotease TLBm,

isolada a partir do veneno total de Bothrops marajoensis”

Este exemplar corresponde & redacéo final
Dissertagdo apresentada ao Instituto

i didato (a 5 : - £
da tese defendida pelofa) candidato (a) de Biologia para obtengdo do Titulo
de Mestre em Biologia Funcional e
Molecular, na drea de Bioquimica.

e aprovada pela (_,om;sséo Julgadora.

W““

Orientador: Prof. Dr. Serglo Marangoni
Co-Orientador: Prof. Dr. Luis Alberto Ponce Soto

Campinas, 2008



FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA PELA
BIBLIOTECA DO INSTITUTO DE BIOLOGIA - UNICAMP

Vilca Quispe, Augusto

V71ic Caracterizacéo estrutural e funcional de uma
serinoprotease TLBm, isolada a partir o veneno total de
Bothrops marajoensis [ Augusto Vilca Quispe. — Campinas,
SP:[s.n.], 2008.

Orientador: Sergio Marangoni.
Dissertacdo (mestrado) — Universidade Estadual de
Campinas, Instituto de Biologia.

1. Serinoprotease. 2. Bothrops marajoensis. 3.
Cromatografia liquida de alta eficiéncia. 4. Enzima

trombina “like”. 1. Marangoni, Sergio. 1l. Universidade
Estadual de Campinas. Instituto de Biologia. 1l Titulo.
(pbg/ib)

Titulo em inglés: Structural and functional characterisation of a serine proteinase TLBm,
isolated starting from the Bothrops marajoensis whole venom.

Palavras-chave em inglés: Serine proteases; Bothrops marajoensis; HPLC (chromatography);
Thrombin like enzyme.

Area de concentracdo: Bioquimica.

Titulagao: Mestre em Biologia Funcional e Molecular.

Banca examinadora: Sergio Marangoni, Fernanda Ramos Gadelha, Edson Antunes.

Data da defesa: 27/11/2008.
Programa de Pés-Graduacéao: Biologia Funcional e Molecular.

i



Campinas, 27 de novembro de 2008

BANCA EXAMINADORA

Prof. Dr. Sergio Marangoni (Orientador)

Assinaturs

Profa. Dra. Fernanda Ramos Gadealha

Prof. Dr. Edson Antunas

Asginatura

Prof. Dr. Claudio Chrysostomo Werneck

Profa. Dra. Elen Cristina Teizem Landucci

il



Dedicatoria

Ndo hd palavras que possam descrever meu profundo
agradecimento a minha querida Mae, quem merece mais do
que eu este titulo que agora obtenho, por seu esforco e
dedicacdo incansaveis em auxiliar na minha formacdo
profissional e em me ensinar bons valores. Agradeco
também a meu Pai, que ndo pode ver este resultado, pois
partiu cedo desta vida. A meus irmdos, que durante todos
estes anos confiaram em mim, compreenderam meus ideais

e minha auséncia. Amo vocés todos.

iv



Agradecimentos

Ao meu orientador, Prof. Dr. Sérgio Marangoni, pela confianga, pelo incentivo e
pela orientacdo durante a realizacdo deste trabalho. Agradeco muito por ter me
aceitado como seu aluno.

Ao meu amigo e co-orientador Luis, por sua ajuda, pois s6 através dela estou
aqui concluindo este trabalho. Muito obrigado!

Ao Paulo Baldasso, o nosso querido Paulinho, pela amizade e apoio técnico no
laboratério.

As professoras Dra. Fernanda Ramos Gadelha e Dra. Elen Cristina Teizem
Landucci, por terem aceitado o convite para participar da minha banca examinadora.

Aos meus amigos e colegas do Laboratério de Quimica de Proteinas: Vera, Frey,
Frank, Salomon e a todos meus amigos da Bioquimica.

A Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado de Sdo Paulo (FAPESP), pela
concessédo da Bolsa de Mestrado.

Por dltimo, gostaria de agradecer a Universidade Estadual de Campinas

(Unicamp), em especial ao Instituto de Biologia (IB), por essa tao grande oportunidade.



indice

Lista de ADIeVIAGOES ........ueiieiiiiiiiiiee et
[RT= S]] .o TSRS
AN 0 1= 1 = U]

1. INTRODUGAOD ..ottt et en et en st nenseatean e,
1.1 Uma visdo geral dos acidentes com serpentes ...........cccoevvvvvvviiieennnn.
1.2. Enzimas Trombina “liKe” ..........uuuueeiiiiiiiiiiiieie e
1.3. Epidemiologia dos acidentes por serpentes peconhentas no Brasil ...

JAVI @ ) (o (o] =To [1] ¢= <] RS
o R o [T o] = 1= SRR
C. GlICOSIHASES .vvveiiiiiiiiiieee e et e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e s e s e sennnnes
D. LIP@SES ..ot a e
E. Proteases ..o
1.4, SErNOPIOtEASES ...oeeiieiiiii ettt
1.5. BOthrops Marajo€NSIis ..........coccuuueeeeeiiiieeeaee e

2.1. OBUETIVO GERAL ...ttt

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS ...t

3. MATERIAIS E METODOS ...ttt
3.1. Veneno € reagentes .....coouiviiiiiiiiiiiieeet e
3.2. Cromatografia liquida de alta eficiéncia—fase reversa (HPLC-FR) .....
3.3. Atividade proteolitiCa .......c.ueeeeeeieieeeee e
3.4. Eletroforese em SDS-PAGE ........coooiiiiieei e
3.5. Analise de espectrometria de massa (MALDI-Tof) .....cccccevveeiiiiiinnnn.
3.6. CiNtiCa ENZIMALICA ......uuvreiiiiiiiiiiiiiiiee e

3.6.1. Efeito da concentragdo do substrato ............eevvviiiiiiiieeeeeeennnn.

3.6.2. Efeito da temperatura ...

3.6.3. Efeito dO PH e
3.7. Inibicao da atividade serinoprotease por PMSF (fenilmetilsulfonil

1118 0] (=1 o) I PP RTOPPPPP
3.8. Atividade fibrinogenolitiCa ...........uveeveeiiiiiiiiiee e
3.9. Degradacao do fibriNOGENIO .....cceeevvieiiiiiee e
3.10. Analise de composi¢cao de amin0acidos ...........coeeveeciinienniriinreeeeee.
3.11. Determinacao da sequéncia N—terminal ...........cccccooniiiiiiniiinniiineen.
3.12. Estudo de homologia seqiencial ...

Vi



3.13. Atividade hemMOrragiCa ........ccoeeiiiiuiiiieeeeeiiiii e 18

3.14. Determinacao da atividade inflamatéria ............cccooeiiriiiccccceee. 19
3.15. Determinacéo da dose letal 50% (DLsp) intracerebroventricular

(o328 TSP PRRRSOPRPRROPPPR 19

3.16. Determinacdo da Agregacgao Plaquetaria .........ccccceeeeviiiiiieeieeennee. 19

3.17. Analise EstadistiCa .....cccooeeeeiiiiiiiieeeeeeccee e 21

4, RESULTADOS ...ttt ettt e st e e e snee e e e st e e e enaeeeeennee s 23

4.1. Purificacdo de uma fragdo com atividade trombina “like” isolada a
partir de veneno total de Bothrops marajoensis em HPLC de fase

(232 £ R PP PPP PP 23
4.2. Atividade proteolitica da trombina “like” TLBM ........ccccoiieeiiiiiiiiiennn. 24
4.3. Analise de espectrometria de massa (MALDI-Tof) da trombina “like”
LI ] OSSR PPPPPRPR 25
4.4. Estudos da atividade cinética da trombina “like” TLBm procedente
do veneno total de Bothrops marajoensis ............ccccceeevuuuueeeeeeennnnnnnnn. 26
4.4 1. Efeito da concentrag@o do substrato .........ccceeeeeieiiiiiiiiiiiiiieeee, 26
4.4.2. Efeito da temperatura ... 28
4.4 3. Efeito do pH na atividade proteolitica da trombina “like” TLBm .... 29
4.5. Efeito inibitorio da atividade proteolitica ...........cccoveeeiiiiiiiiii 30
4.6. Atividade fibrinogenolitica da trombina “like” TLBM .............ccoeeennnnees 31
4.7. Degradacao do fibrinogénio pela acao da trombina “like” TLBm e
sua analise via SDS-PAGE ..........coo oo 32
4.8. Analise de Composicao de Aminoacidos (Pico-Tag) Waters .............. 33
4.9. Estudo da regidao N-terminal e estudo de homologia sequencial da
trombina “like” TLBM ....uueiieiieeeieeeeee e 34
4.10. Caracterizacao farmacologica da serinoprotease com atividade
trombina “like” TLBm procedente de Bothrops marajoensis ............... 35
4.10.1. Determinacao da atividade hemorragica .......c..ccecuveeeeeernnnee. 35
4.10.2. Determinacao da atividade inflamatoria ..........cccccceeeeiinnnnnee. 36
4.10.3. Determinagao da dose letal 50% (DLso)
intracerebroventricular (I.C.V.) .....eeeiiiiiiiee 37
4.10.4. Determinagéo da Agregacéao Plaquetaria ......cccccccceeeeviiiiinnnnee 38
5. DISCUSSAD ..ottt n s enstene s saneenn e aeneas 39
B. CONCLUSOES ...ttt en s en e 47
7. COMUNICAGOES EM CONGRESSOS ......c.ooieieeeeeeeeeeeeee e 48
8. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .......cooouiieiieeieirieereisee st 49
9. ANEXOS ... e e e e e e e aararaaaaaans 58

Vii



Lista de Abreviacoes

u- Bondapak C18

Coluna de HPLC com n-octadecil como base da fase
estacionaria

ACD Citrato Acido Dextrose

DLso Dose letal para provocar a morte a pelo menos 50% da
populacdo em estudo

DL-BApNA No-BENZOIL-p -ARGINIL p-NITROANILIDA

DMSO Dimetilsulfoxido

DTT Ditiotreitol

EDTA Acido etilenodiaminotetracético

FB Fibrinogénio bovino

HPLC-RP Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia - Fase Reversa

l.C.V. Intracerebroventricular

kDa kiloDalton

Kwu Constante de Michaelis-Menten

MALDI-Tof lonizacdo/Dessorcdo de Matriz Assistida por Laser -
Tempo-de-Véo

PBS Tampéo fosfato em salina

pH potencial hidrogenidnico

PITC Fenilisotiocianato

PL Plaguetas lavadas

PMSF FenilMetilSulfonil fluoreto

p-NA p-nitroanilina

PPP Plasma pobre em plaquetas

PRP Plasma rico em plaquetas

SBTH1 Inibidor de tripsina de soja

SDS-PAGE Eletroforese em Gel de poliacrilamida em presenca de
Dodecil Sulfato de Soédio

TEMED N,N,N',N'-Tetrametilenodiamino

TFA Acido Trifluoracético

TLBm Trombina “like” Bothrops marajoensis

TLEs Enzima trombina “like”

Tris-HCI Tris (hidroximetil) aminometane Hidrocloride

Vm ax

Velocidade maxima

Viii




Resumo

Muitas das toxinas isoladas e estudadas em seus efeitos bioldgicos precisam ser
reavaliadas a luz de metodologias otimizadas em HPLC e confirmadas por
espectrometria de massas, devido a possivel presenga de algum componente nao
estudado. No caso da serpente Bothrops marajoensis, sao valorizados os estudos
sobre essa espécie devido aos poucos trabalhos realizados, provavelmente por se
tratar de uma espécie restrita e rara encontrada na ilha de Marajé, no Para, e
posteriormente em alguns locais litoraneos do Maranhao, aparentemente endémica.

A reprodutibilidade da atividade biolédgica, através dos efeitos farmacologicos, sé
€ possivel com a utilizacdo de fragdes quimicamente homogéneas que mantenham a
integridade da fungao biolégica.

No presente trabalho, foi purificada uma nova serinoprotease TLBm, com
atividade trombina “like” em um Unico passo cromatografico em um sistema de HPLC
de fase reversa, com um alto grau de pureza e homogeneidade molecular, sem perda
da atividade bioldgica.

A nova serinoprotease foi caracterizada fisico-quimicamente, revelando uma
massa molecular de 33332,5 Da por Espectrometria de Massa (MALDI-Tof). Por outro
lado, mostrou uma atividade proteolitica perante o substrato cromogénico DL-BApNA,
assim como foi capaz de evidenciar uma atividade fibrinogenolitica frente ao
fibrinogénio bovino e hidrolisar a cadeia alfa (a) e beta (), comportando-se como uma
trombina “like” tipo A e B.

Os estudos da atividade cinética mostraram que a serinoprotease com atividade
trombina “like” possui um comportamento michaeliano frente ao substrato DL-BApNA,
registrando as constantes cinéticas de Vinax = 2,3x10" nmoles p-NA/Lt/min e o Ky =
0,52x10""M. Os estudos do efeito da temperatura sobre a atividade catalitica revelaram
que a serinoprotease TLBm apresenta uma 6tima atividade em torno de 38°C e um pH
de 8,0.

Para confirmar o carater trombina “like” da TLBm, esta foi inibida pela acao do
fenilmetilsulfonil fluoreto (PMSF) e outros inibidores, através dos quais a atividade foi
reduzida em mais de 50% (69,89+1,5 %). A analise de composicdo de aminoacidos

mostrou que a serinoprotease TLBm trata-se de uma proteina de carater acido ao



apresentar um elevado numero de aminoacidos &cidos, assim como uma boa
quantidade de aminoacidos hidrofébicos, 0 que garante a estabilidade conformacional
da proteina. A presenca de 12 cisteinas sugere a possivel presenca de 6 pontes
dissulfeto.

A seqiiéncia N-terminal da serinoprotease com atividade trombina “like” TLBm
mostrou um alto grau de homologia sequencial (55,9 a 79,4 %). No entanto, existem
algumas substituicbes nos aminoacidos (S)12—(H)12 e (V)15—(L)15, os quais
poderiam estar relacionados a diferenca na atividade biol6gica estudada aqui ou em
outras atividades, o que faria da TLBm uma serinoprotease particular.

Com relagdo ao estudo das atividades biolégicas, a TLBm mostrou-se
desprovida de atividade hemorragica, o que é caracteristico desta familia de proteinas e
reforca a afirmacao de esta ser uma serinoprotease. A TLBm apresentou também baixa
capacidade inflamatéria (edematogénica) e uma alta concentracao na letalidade (DLsg)
intracerebroventricular (i.c.v), evidenciando que a toxina ndo contribui significativamente
com a letalidade do veneno total.

A serinoprotease com atividade trombina “like” TLBm tem a propriedade de
induzir a agregagao plaquetaria em plasma rico em plaquetas (PRP) e esse efeito é
inibido na presenca do PMSF.



Abstract

Many of the isolated and studied toxins in their biological effects need to be
revalued, to the light of methodologies optimized in HPLC and confirmed by Mass
Spectrometry, due to the possible presence of some component which has not been
studied. In the case of the serpent Bothrops marajoensis, its results are valuable due to
the fact that there are few works accomplished probably because the treating of a
restricted and rare species found at the island of Marajé, in Para, and later in some
coastal places of Maranhao, which seem endemic.

The reproduction of the biological activity, through the pharmacological effects, is
only possible with the use of chemically homogeneous fractions so that they maintain
the integrity of the biological function.

In the present work a new serineprotease was purified with activity thrombin like
TLBm in a Chromatography step in a system of HPLC of reverse phase, with a high
degree of purity and molecular homogeneity, without loss of the biological activity.

A new serineprotease was characterized physical-chemically revealing a
molecular mass of 33332,5 Da by a Mass Spectrometry (MALDI-Tof), on the other hand,
it did show an proteolitic activity before the substratum chromogenic DL-BApNA, as well
as it was capable to evidence an fibrinogenolitic activity in front of the bovine fibrinogen,
and hydrolise the alpha (a) and beta () chain which behaved as a thrombin like A and B
types.

The studies of the kinetic activity showed that the serineprotease with activity
thrombin like, possesses a michaeliano behavior in front of the substratum DL-BApNA
registering the kinetic constants of Viax = 2,3x10™" nmoles p-NA/Lt/min and the Ky =
0,52x10"M respectively. The studies of the effect of the temperature under the catalytic
activity, revealed that the serineprotease TLBm was capable to show a great activity
around 38°C and a pH of 8,0.

To confirm the character thrombin like of TLBm, it was inhibited by the action of
the fenilmetilsulfonil fluoride (PMSF) and other inhibitors, where the activity was reduced
in more of the 50% (69,89 * 1,5%). The analysis of composition of amino acids showed
that the serineprotease TLBm is a character protein acid when presenting a high
number of acid amino acids, as well as a good amount of amino acids hydrophobic that
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guarantees the conformational stability of the protein. The presence of 12 cisteinas
suggests the possible presence of 6 dissulfeto bridges.

The N-terminal sequence of the serineprotease with activity thrombin like TLBm,
showed a high degree of sequential homology (55,9 to 79,4%). However there are some
substitutions in the following amino acids: (S)12—(H)12 and (V)15—(L)15 which could
be related with the difference in the biological activity studied here or with other
activities, which would make TLBm a private serineprotease.

The studies of biological activity such an as hemorrhage, reveal that the
serineprotease is completely deprived which is known is already of this family of
proteins. On the other hand the studies of the inflammatory effect (oedematogenic)
reveal that the serineprotease possesses a low inflammatory capacity and finally it
displays a high concentration in the lethality (DLsp) intracerebroventricular (i.c.v.)
showing that the toxin doesn't contribute significantly with the lethality of the total poison.

The serineprotease with thrombin like activity has the property of inducing the
platelet aggregation in platelets-rich plasma (PRP), and that effect is inhibited in the
presences of the PMSF.
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1.  INTRODUCAO

Interferéncias com aspectos do sistema hemostatico humano sdo um tema
comum associado aos venenos de serpentes, abrangendo as familias Hydrophidae,
Elapidae, Viperidae e Crotalidae de serpentes venenosas em maior ou menor grau
(Meier e Stocker, 1995). Isto é refletido na importancia de coagulopatias clinicas, como
consequéncia dos acidentes com serpentes (em todos os continentes, exceto na
Antartica, onde ndo ha serpentes). No entanto, enquanto as coagulopatias podem ser
importantes em humanos picados por serpentes, nem sempre o0s efeitos do veneno sao
responsaveis pela morbidez ou pela mortalidade; ainda podem atuar sinergicamente
com outros fatores do veneno, em prejuizo da saude humana. Semelhantemente
deveria ser lembrado que os humanos nao s&o presas naturais das serpentes
venenosas e alguns componentes do veneno que teriam efeito na presa poderiam

certamente causar diferentes efeitos em humanos (White, 2005).

1.1 Uma visao geral dos acidentes com serpentes

Globalmente os acidentes com serpentes venenosas estao estimados por afetar
mais de 2,5 milhdes de humanos anualmente, sendo que mais de 100.000 morrem
(Chippaux, 1998). A responsabilidade de morbidez e mortalidade € maior nos trépicos
rurais (Lalloo et al, 1995; Laing et al., 1995; Warrel et al., 1999), mas nao estao
limitadas as areas tropicais rurais mais pobres. Ha evidéncias de que algumas das
serpentes venenosas mais perigosas estao invadindo areas urbanas e colocando novos
grupos de humanos em risco de forma significativa (Melgarejo e Aguiar, 1995; Revault,
1995).

Muitos efeitos farmacoldgicos estdo presentes no envenenamento de humanos
por serpentes, mas somente alguns sdo de maior significancia clinica (White, 2004a),
quais sejam, (1) paralisia flacida; (2) miolise sistémica; (3) coagulopatias e hemorragias;
(4) dano e falha renal; (5) cardiotoxicidade; (6) injuria do tecido local no lugar da picada.
Cada uma dessas pode causar um numero de efeitos secundarios, com morbidez e
mortalidade potencial. Algumas espécies de serpentes podem mostrar atividade em
uma ou mais dessas categorias, embora raramente em todos as seis. No passado se
tinha a idéia de que uma unica espécie de serpente causaria efeitos locais e/ou

hemorragicos, enquanto os elapidios causariam efeitos puramente sistémicos e nao

1



hemorragicos. Esta suposi¢cdo é inteiramente incorreta. Alguns dos piores casos de
danos no tecido local sdo causados por acidentes de elapideos (Cobras Asiaticas e
Africanas) (Warrell, 1995a; Warrell, 1995b), enquanto algumas crotélicas (exemplo:
Cascavel Sul-americana) causam efeitos locais minimos (Fan e Cardoso, 1995).
Similarmente, algumas viboras podem causar paralisia ou midlise, enquanto alguns
elapideos causam severas coagulopatias (White, 2004a; White, 2004b; White, 2004c;
Warrell, 1995a; Warrell, 1995b; White, 1995).

Sao mais de 200 espécies conhecidas de venenos de serpentes classificadas
dentro de 5 familias: Elapidae, Viperidae, Crotalidae, Hydrophidae e Colubridae (Matsui
et al., 2000). Os venenos sao secretados e armazenados em glandulas venenosas. As
serpentes usam o veneno para imobilizar e ajudar a digerir a pressa, tornando-se uma
forma de defesa. Em acidentes com serpentes, o veneno € injetado dentro da vitima,
causando danos em muitas vias fisiolégicas (Lu et al., 2005).

Os venenos de serpentes do género Bothrops provocam alteracbes da
heméstase no individuo inoculado (Acosta de Perez et al, 1996). As sustancias
responsaveis por este efeito sdo enzimas do tipo trombinas que atuam sobre o
fibrinogénio convertendo-o em fibrina. Estruturalmente pertencem a familia das
serinoproteases (Ouyang et al., 1992), e a este grupo pertencem também a tripsina, a
quimiotripsina e a elastase. Estas enzimas possuem no seu sitio ativo um residuo de
serina que desempenha um papel crucial no processo catalitico e, ao redor, uma regiao
molecular caracteristica para cada tipo de serinoproteases, o que lhe da a
especificidade como enzima proteolitica (Mathews e Van Holde, 1998).

As proteinas de veneno que afetam os fatores de coagulacdo podem ser
classificadas como as que atuam em fatores coagulantes que incluem os ativadores FV,
ativadores FX, ativadores de protrombina e enzimas trombina “like” (TLEs); fatores
anticoagulantes que incluem proteinas ligadas FIX/X, ativadores de proteina C,
inibidores de trombina e fosfolipase Az; € 0os que atuam no fibrindlise, que incluem

enzimas fibrinoliticas e ativadores de plasminogénio.

1.2 Enzimas Trombina “like”
Os venenos de serpentes que contém TLEs (Thrombin-like enzymes) s&o
amplamente distribuidos em varios géneros de serpentes (Agkistrodom, Bothrops,



Lachesis e Trimeresurus), assim como em viboras verdadeiras (Bitis e Cerastes) e nos
colubrideos Dispholidus typus (Pirkle, 1998).

Os venenos de serpentes contém uma variedade de enzimas proteoliticas, como
as enzimas trombina “like”, que sao responsaveis por varios efeitos farmacolégicos,
como a transformacgao de fibrinogénio em fibrina (Meier e Stocker, 1991; Zhang et al.,
1998; Castro et al., 2004), ativando o fator V de coagulacéo (Kisiel, 1979; Tokunaga et
al., 1988) e a proteina C no plasma (Kisiel et al, 1987), liberando cininas de
cininogénios (Petretski et al., 2000) e clivando componentes do complemento C3
(Tambourgi et al., 1994; Yamamoto et al., 2002). Algumas dessas proteinas podem
contribuir com efeitos nocivos que podem causar mionecrose, disturbios na coagulacao
sanglinea, choque cardiovascular, mioglobinuria e liberacdo de mediadores
enddgenos, tais como a bradicinina (kini, 2005).

Até hoje, mais de 30 sequéncias de trombina “like” tém sido determinadas com
um alto grau de similaridade. O dominio catalitico, incluindo os residuos da triade
catalitica (Hiss7, Aspio2 € Serigs) € 0s sitios especificos S1 (Aspisg) € S2 (Gly216), sd0 as
regibes mais importantes conservadas. No entanto, elas mostram pouca similaridade
com a trombina de mamifero (Castro et al., 2004).

Como a trombina, as enzimas trombina ‘like”, especificamente, catalisam
clivagens limitadas de fibrinogénio e permitem a coagulacdo do fibrinogénio. Baseado
na relacao de liberacao de fibrinopeptidios A e B, as enzimas trombina “like” podem ser
classificados em trés grupos, venombin A, venombin B e venombin AB (Markland,
1998).

Os venenos de serpentes das familias Crotalidae e Viperidae, além das
hemorraginas, contém muitas outras proteases como aquelas que atuam na cascata de
coagulacao sangliinea (Kornalik, 1990). No Brasil, os estudos a respeito destas
proteases com agao na coagulagcao sanglinea tém sido realizados principalmente com
as serpentes peconhentas dos géneros Bothrops e Crotalus.

Varias enzimas isoladas de venenos de serpentes possuem atividade tipo
trombina que clivam as moléculas de fibrinogénio encontradas no plasma,
transformando-as diretamente em fibrina (Smolka et al., 1998; Ponce-Soto, et al., 2007).
O agente principal do sistema fibrinolitico é a plasmina, a qual possui capacidade de

degradacao da rede de fibrina (Figura 1).
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Figura 1. Degradacao do fibrinogénio (Zaganelli et al., 1996).

1.3 Epidemiologia dos acidentes por serpentes peconhentas no Brasil.

Foram notificados a Secretaria de Saude do Estado do Ceara, no periodo de
1992 a 1995, 688 acidentes causados por serpentes peconhentas (média anual de 172
casos), com coeficiente de incidéncia variando entre 0,9 e 5,8 por 100.000 habitantes.
Dentre 473 casos em que houve referéncia ao género da serpente, 88,3% foram por
Bothrops, 10,6% por Crotalus, 0,8% por Micrurus e 0,2% por Lachesis (Feitosa et. al.,
1997).

Os acidentes ofidicos constituem sério problema de salde publica,
especialmente para aquelas que moram nos paises tropicais (World Health
Organization, 1981; Bucaretchi et al., 2001; Pardal et al., 2004).

Existem aproximadamente trés mil espécies de serpentes em todo o mundo,
sendo que apenas 410 s&do consideradas perigosas para o homem (Barraviera, 1993).
Segundo Barraviera (1994), no Brasil, encontram-se 256 espécies de serpentes
catalogadas, sendo 69 de espécies peconhentas, das quais 32 pertencem ao género
Bothrops familia viperidae, 6 ao género Crotalus familia Crotalidae, 2 ao género
Lachesis familia Viperidae e 29 ao género Micrurus familia Elapidae.

Os acidentes causados por serpentes do género Bothrops mostram um quadro

clinico bastante caracteristico decorrente da acdo combinada dos componentes
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presentes no seu veneno: acdes proteoliticas, coagulantes e hemorragicas. As
manifestacbes locais caracterizam-se pelo aparecimento de equimoses, bolhas e
sangramentos no ponto da picada, acompanhados ou ndo de mionecrose e de
enfartamento ganglionar regional. Entre as manifestacoes sistémicas, podem ocorrer
hemorragias a distancia, como gengivorragias, epistaxes, hematémese e hematuria; em
alguns casos podem ocorrer ainda hipotensdo arterial, hemorragias intensas e
insuficiéncia renal aguda (Cardoso, 1997).

Os venenos de serpentes apresentam-se como uma mistura heterogénea e
complexa, contendo substancias simples como ions (magnésio, calcio e zinco) — por
exemplo, 0 magnésio e o zinco sao importantes ions para a acdo das principais
metaloproteases do veneno, como as hemorraginas —; e substancias complexas
(enzimas e proteinas). A acdo de algumas enzimas proteoliticas, fosfolipases A, e
neurotoxinas potencializam o efeito téxico do veneno, principalmente as neurotoxinas
que atuam em sinergismo, aumentando a ac¢ao toxica (Kini, 2003).

Segundo Varanda and Giannini (1994), os venenos de serpentes sao ricos em
substancias farmacologica e bioquimicamente ativas. Sua composicéo quimica varia de
espécie para espécie e sua acao depende da natureza dos elementos presentes e da
interacdo bioldgica entre estes elementos.

Os componentes do veneno parecem ter propor¢ées comuns e similares dentro
da mesma familia de serpentes, isto é, neurotoxinas (que agem sobre o sistema
nervoso) sdo geralmente encontradas no veneno das familias Hydrophidae e Elapidae,
enquanto que toxinas hemorragicas e mionecréticas no veneno das Crotalidae e
Viperidae (Matsui et al., 2000).

De todas as enzimas descritas, muitas sao de natureza hidrolitica, 12 sao
comumente encontradas em propor¢cdes variadas nos diferentes grupos de serpentes e
as restantes estao distribuidas de forma pontual (Matsui et al., 2000). Classicamente as
enzimas hidroliticas sdo agrupadas em cinco classes principais: Oxidorredutases,
Fosfatases, Glicosidases, Lipases e Proteases (Tu, 1991).

A. Oxidorredutases

A L-Amino acido oxidase (LAAO) é uma flavoproteina que catalisa a deaminacéo
oxidativa da L-amino acido ao correspondente a-ceto acido com liberacdo de perdxido
de hidrogénio e amoénia. Os venenos de serpentes sao ricos em LAAO e algumas tém
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sido isoladas e caracterizadas (Du e Clemetson, 2002; Suhr e Kim, 1996; Stiles et al.,
1991; Sun et al., 2003; Stabeli et al., 2004; Zhang et al., 2003). As LAAO séo
responsaveis pela cor amarela dos venenos secos. Desde o final do ultimo século, as
LAAO tém sido de interesse para os bioquimicos, fisiologistas e médicos devido aos
seus efeitos em varias células, incluindo principalmente células de cancer, plaquetas e

organismos microbiais (Li et al., 1994; Suhr e Kim, 1996; Du e Clemetson, 2002).

B. Hidrolases

Sao consideradas deste grupo fosfatases, fosfodiesterases, endonucleases e 5-
nucleotidases. As mais conhecidas sdo as fosfodiesterases, que sdo largamente
utiizadas no seqlenciamento ou na caracterizagdo de oligonucleotideos e
polinucleotideos (Aird, 2002). A 5—nucleotidase é uma enzima especifica encontrada na
maioria dos venenos de serpentes, e € mais instavel do que as fosfodiesterases
(Cousin e Bon, 1999).

A importancia das proteinas fosfatases deve-se a sua participacdo nos
processos de crescimento, diferenciacdo e proliferacdo celular, uma vez que as
mesmas regulam a atividade de outras enzimas por desfosforilacdo, levando a
alteracao de suas atividades intrinsecas, permitindo assim um funcionamento perfeito
do mecanismo de transducdo de sinais, desencadeando uma série de reacgdes
bioquimicas que induzem uma resposta bioldgica, como por exemplo alteracées no
metabolismo de carboidratos, bem como em eventos carcinogénicos (Serres et al.,
2000).

Proteinas fosfatases 1 e 2A pertencem ao grupo das fosfatases, que
desfosforilam residuos de treonina e serina. Em células de mamiferos,
aproximadamente 90% da atividade de proteina fosfatase esta relacionada com a
presenca das fosfatases 1 e 2A. As fosfatases serina/treonina sdo holoenzimas que
apresentam uma subunidade catalitica juntamente com uma subunidade regulatéria,
gue modulam a atividade enzimética ou determinam a localizacdo das enzimas (Serres
et al., 2000).

As fosfatases sao divididas em duas categorias, de acordo com o pH 6timo para
a atividade enzimatica: as fosfatases acidas, que possuem um pH étimo em torno de
5,0 e 6,0, e as fosfatases alcalinas, com um pH étimo em torno de 8,8 a 9,0. Atualmente
esta classificacdo nao é determinada apenas pela faixa de pH, mas também por outras
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caracteristicas relacionadas com o mecanismo da reacdo que catalisam, como por
exemplo, especificidade quanto ao substrato e sensibilidade a inibidores, ajudando a
diferenciar estas duas classes de enzimas (Serres et al., 2000).

C. Glicosidases

Estas enzimas tém a funcéo de facilitar a difusdo das toxinas do veneno para
dentro do tecido das vitimas (Aird, 2002). Dentre estas enzimas, temos as a—amilases,
as NAD nucleotidases e a hialuronidase. A hialuronidase € uma enzima que catalisa a
reacao de hidrélise do acido hialurénico, um mucopolissacarideo presente na pele, nos
tecidos conectivos e nos tenddes.

D. Lipases

Dentre as lipases, destaca-se o grupo das fosfolipases e as acetilcolinesterases.
As fosfolipases Az sdo as enzimas mais comumente encontradas nos venenos de
serpentes, as mais estudadas do ponto de vista bioquimico e bioldgico e tém importante
papel na digestao de lipidios (Kini, 2003).

As Fosfolipases A, sdo enzimas largamente distribuidas na natureza, podendo
ser encontradas em bactérias, plantas e tecidos de mamiferos (pulmao, figado, baco,
coracao, eritrécitos, plaguetas e leucocitos polimorfonucleares). No entanto, as mais
conhecidas e estudadas sdo aquelas encontradas nos tecidos pancreaticos de

mamiferos e nos venenos de serpentes e insetos (Denis, 2000).

E. Proteases

As proteases ndo sado responsaveis pela acao letal dos venenos, mas podem
causar outros tipos de efeitos danosos, como hemorragia. Venenos de serpentes das
familias Crotalidae e Viperidae contém um ou mais fatores hemorragicos chamados
hemorraginas. Estas moléculas sao caracterizadas como metaloproteases que contém
zinco e apresentam um dominio de protease e, em algumas delas, dominios adicionais.
Essas proteases agem degradando proteinas que compéem a membrana basal
subjacente das células endoteliais dos capilares (Hati et al., 1999).

As familias de serpentes Crotalidae e Viperidae contém, além das hemorraginas,
muitas outras proteases, como aquelas que atuam na cascata de coagulagao
sanguinea (Kornalik, 1990). No Brasil, os estudos a respeito destas proteases com
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acao na coagulacao sangtiinea tém sido realizados principalmente com as serpentes
peconhentas do género Bothrops e Crotalus.

As enzimas proteoliticas ou proteases sdo enzimas que catalisam a clivagem de
ligacbes peptidicas de proteinas. Essas proteases adquiriram um alto grau de
especializacdo durante sua evolugao bioldgica, restringindo seu mecanismo de acao
sobre ligacdes peptidicas especificas (Barrett e Rawlings, 1995).

Muitos processos bioldgicos sédo regulados pela acédo de proteases, por exemplo,
coagulacao do sangue e fibrindlise, a liberacao de proteinas hormonais de precursores
moleculares, o transporte de proteinas secretoras através da membrana, ativacao do
sistema de complemento, fertilizacdo, germinacado e controle da digestdo proteolitica
(Wenzel e Tschesche, 1995; Declerk e Imren, 1994).

As enzimas proteoliticas sdo indispensaveis para os processos fisiologicos em
animais, mas se nao forem adequadamente controladas, podem representar um risco
devido ao seu potencial catalitico, destruindo componentes protéicos celulares e
teciduais. Devido a isso, o equilibrio entre as enzimas e seus inibidores é um fator
essencial para a manutencdo de um estado fisiologico normal (Neurath, 1993). O
mecanismo basico de regulacao para estas enzimas envolve a ativacdo de precursores
de proteases inativos (zimogénios) por protedlise limitada com inibidores protéicos
especificos (Phillips e Fletterick, 1992; Neurath, 1993).

De acordo com a natureza dos seus sitios ativos, as proteases compreendem as
serinoproteases | e I, cisteinoproteases, metaloproteases | e Il e aspartilproteases,
como esta apresentado na tabela 1 (Neurath, 1984).

Tabela 1. Classificacao das proteases de acordo com a natureza dos sitios ativos.

Familia Proteases representativas Componentes do
sitio ativo
Serinoproteases | Quimiotripsina, tripsina, elastese, | Aspioz, Serigs, Hissz
calicreinas.
Serinoproteases Il | Subtilisina Aspsp. Serppq, Hises

Cisteinoproteases | Papaina, actinidina, catepsinas B | Cysgs, Hisis9, ASp1ss
e H de figado de rato.
Aspartilproteases Penicilopepsina, pepsina e renina. | Aspss, Asp»1s

Metaloproteases | | Carboxipeptidase bovina A e B. Zn, Gluozo, Tyroa
Metaloproteases Il | Termolisina. Zn, Gluyas, Tyros

Fonte: Neurath, H. (1984)



1.4 Serinoproteases

A classe de enzimas mais bem estudada e bem caracterizada € a das
serinoproteases, tendo como exemplo a quimiotripsina, a elastase e a tripsina, sendo
esta a mais estudada. Essas enzimas apresentam elevado grau de homologia e
mecanismo de catalise semelhante, embora apresentem diferencas acentuadas quanto
a especificidade por substratos (Dufton, 1990).

As serinoproteases sao assim denominadas por possuirem um mecanismo
catalitico comum que envolve um residuo de Ser particularmente reativo presente no
sitio ativo (catalitico). As serinoproteases incluem enzimas digestivas de procariontes e
de eucariontes, e proteinas mais especializadas que participam no desenvolvimento da
coagulacao sangiinea, nas inflamacbes e em varios outros processos (Halfon e Craik,
1998).

Alguns mecanismos de catdlise enzimatica foram propostos para as
serinoproteases, sendo mais aceito o mecanismo da dupla transferéncia de prétons do
residuo Serygs para o residuo Hiss7, € em seguida para o residuo Asp1g2, precisamente
0s aminoacidos que compdem o sitio ativo das serinoproteases. O resultado dessa
transferéncia é a formagao de uma carga negativa parcial que sera a responsavel pela
catalise enzimatica propriamente dita, que ocorre através de um ataque nucleofilico aos
radicais carbonila dos residuos de arginina e lisina dos substratos susceptiveis a
tripsina (Barrett e Rawlings, 1995).

1.5 Bothrops marajoensis

No género Bothrops, no Brasil, incluem-se as espécies B. alternatus, B. atrox, B.
bilineatus, B. brazili, B. castelnaudii, B. cotiara, B. eriythromelas, B. iglesiasi, B.
insularis, B. itapetiningae, B. jararaca, B. jararacussu, B. marajoensis, B. moojeni, B.
neuwidi, B. pirajai e B. pradoi. A espécie B. marajoensis é encontrada e se distribui
desde os estados do Sul até o Distrito Federal. B. marajoensis, como o nome indica, foi
encontrada primeiro na llha de Marajo, no Para, e posteriormente em alguns locais
litoraneos do Maranhao; porém, B. marajoensis, assim como B. itapetiningae, B.
muriciensis, B. pirajai, B. pradoi, e B. itapetiningae sdo consideradas espécies raras ou
restritas em sua distribuicdo (Underwood, 1967; Romano-Hoge, 1990).



Tabela 2. Hierarquia Taxonbémica

Reino Animalia

Filo Chordata

Subfilo Vertebrata

Classe Reptilia Laurenti, 1768
Ordem Squamata Oppel, 1811
Subordem Serpentes Linnaeus, 1758
Infraordem Alethinophidia Nopcsa, 1923
Familia Viperidae Oppel, 1811
Subfamilia Crotalinae Oppel, 1811
Género Bothrops Wagler, 1824
Espécie Bothrops marajoensis Hoge, 1966

Fonte: McDiarmid, et. al., (1999)
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2.1 OBJETIVO GERAL
Desenvolvimento de uma metodologia com menor numero de etapas para
purificacdo de uma nova serinoprotease presente no veneno de Bothrops marajoensis e

caracteriza-la bioquimica e farmacologicamente.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

2.21 Purificar uma serinoprotease a partir do veneno total de Bothrops marajoensis
utilizando metodologia cromatografica em sistema HPLC de fase reversa.

2.22 Caracterizar fisico-quimicamente a serinoprotease através de eletroforese em gel
de poliacrilamida na presenca de dodecil sulfato de sédio (SDS-PAGE),
espectrometria de massa (MALDI-TOF), atividade proteolitica, atividade
fibrinogenolitica, inibicdo da atividade serinoprotease na presenca de PMSF.

2.23 Caracterizar farmacologicamente a serinoprotease isolada a partir do veneno
total de Bothrops marajoensis, através da atividade hemorragica, edematogénica,

atividade letal (DLso) e agregacéo plaquetaria.

11



3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Veneno e reagentes

O veneno total de Bothrops marajoensis foi obtido do Serpentario Proteinas
Bioativas Ltda (Fazenda Boa Esperanca, Batatais, Sdo Paulo-Brasil).

Foram utilizados camundongos da linhagem SWISS, com peso entre 18-20 g,
fornecidos pelo Biotério Central da Unicamp. Os animais foram mantidos em gaiolas
abastecidas com agua e racao, em ambiente com temperatura e iluminagao controladas
(12 horas com luz e 12 horas sem luz). Todos os experimentos foram feitos de acordo
com as normas estabelecidas pelo Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal —
COBEA, protocolo N? 1085-2.

Todos os produtos quimicos utilizados foram de grau HPLC, grau seqiéncia ou
de alto grau de pureza, obtidos da Sigma- Aldrich Brasil, Merk e Bio Rad.

3.2 Cromatografia liquida de alta eficiéncia—fase reversa (HPLC-FR)

A fracdo com atividade serinoprotease foi purificada em uma coluna analitica
para HPLC de Fase Reversa. O sistema cromatografico utilizado foi HPLC-PDA 991
(Waters); equipado com duas bombas Waters modelo 510/B, um injetor automatico de
amostras U6K com um “loop” de 2,0 mL e uma coluna analitica yu-Bondapak C-18 (0,78
X 30 cm) previamente equilibrada com acido trifluoroacético 0,1%, pH 3,5 (Tampao A).
A eluicao das amostras foi realizada através de um gradiente linear com acetonitrila
66% + TFA 1% (Tampao B), 5ug de veneno total previamente dissolvido em 200uL de
TFA 0,1% foi aplicado em cada corrida, sendo eluidas as fragcdes a um fluxo constante
de 1TmL/min. A concentracdo das fragdes eluidas foi monitorada pela alteracdo da
absorbancia em 280 nm. Estas fragdes coletadas foram liofilizadas imediatamente e
estocadas a -20°C.

3.3 Atividade proteolitica

O substrato sintético Na-BENZOIL-p -ARGINIL p-NITROANILIDA (DL-BApNA)
foi utilizado para a dosagem da atividade proteolitica da amostra. Este substrato tem
sido empregado para medir a atividade amidasica para enzimas proteoliticas, tais como
tripsina, quimiotripsina, fator Xa, calicreina plasmatica humana, trombina e plasmina

humana. Este substrato, peptidio derivado de p-nitroanilina, tem sido amplamente
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utilizado principalmente pela alta sensibilidade fotométrica na absorbancia de 405 nm
da p-nitroanilina liberada apés hidrélise enzimatica, segundo o método de Erlanger, et
al., (1961) modificado por Ponce-Soto et al.,(2007).

Para a determinacao da atividade proteolitica da amostra, foi usado o substrato
cromogénico sintético BAbNA modificado para 96 pocos da placa de Elisa (Ponce-Soto
et al., 2007). Este substrato foi dissolvido em DMSO (50mg/mL) e 10 uL desta solucao
foi misturado em 1 mL de tampao (Tris—HCI, 10 mM, CaCl, 10 mM, NaCl 100 mM,
pH=7.8) que foi a solugéo substrato cromogénico (0,1M).

A mistura para o ensaio da atividade proteolitica conteve 45uL de tampéao (Tris—
HCI 10 mM, CaCl; 10 mM, NaCl 100 mM, pH=7.8), 180uL de solugcdo de substrato
cromogénico BApNA (0,1M), 15 uL de agua e 5 uL da amostra, com volume final de 245
UL. Apds a adigdo de 5 pL da amostra em teste, a mistura foi colocada em um meio de
incubacéao, por 30 minutos, a 37°C, e as absorbancias foram lidas em intervalos de 10
minutos. A atividade enzimatica foi baseada no aumento da absorbancia apés 20
minutos, através da liberagcdo do cromoforo p-nitroanilina, que € detectado na
absorbancia de 405 nm. O ensaio foi realizado em triplicata e a reagéo lida a 405nm em
um VERSA Max microplate reader (Molecular Devices, Sunnyvale, CA).

3.4 Eletroforese em SDS-PAGE

A eletroforese em gel de poliacrilamida foi realizada segundo a metodologia
descrita por Laemmli (1970); feita as placas de géis de poliacrilamida (SDS-PAGE)
descontinuos, apresentando um gel de concentracao de 5% e gel de corrida de 12,5%;
preparados a partir de uma solugcdo de acrilamida estoque 30% e bis N,N, metileno-
bisacrilamida 0,8% (30% T, 0,8%C) (Bio Rad Labs. Richmond, CA, USA), dissolvidos
em agua deionizada pelo sistema Milli-Q (Millipore-Waters Co.).

O gel de corrida foi preparado utilizando-se o tampao Tris-HCI 1,0 M, pH 8,8
contendo 0,2% de SDS para solubilizacdo das amostras, 0,1% de N-N-N-N-
Tetrametiletilenediamina (TEMED) e 0,01% de persulfato de amobnio para
polimerizacao. Apds a polimerizacao deste, foi preparado o gel superior (gel de
concentracao) com 5% de acrilamida em tampao Tris—HCI 1,0 M, pH 6,8; SDS 0,2%,
TEMED 0,1% e persulfato de aménio 0,01%.
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As amostras (10 a 50ug de proteina) foram diluidas no tampao de amostra (Tris—
HCI 0,08 M pH 6,8, SDS 0,02 M, glicerol 0,1 M e azul de bromofenol 0,01 M). A reducao
das amostras foi feita com Ditiotreitol (DTT), em uma concentracéo final de 0,1 M.

A eletroforese SDS—PAGE foi realizada em sistema duplo de placas “Mighty
Small SE 250” (Hoefer Scientific Instruments), em tampao de corrida (Tris—HCI 0,025M;
glicina 0,192 M com SDS 1 mM pH 8,3). Tanto as amostras quanto os marcadores
foram dissolvidos no tampao de amostra (Tris-HCI, 0,075M, pH 6,8; 10% de Glicerol;
4% de SDS; 0,001% de Bromofenol).

A corrida eletroforética foi realizada usando-se uma amperagem constante de 30
mA, durante 90 minutos. Foram usados como padrao os seguintes marcadores de
massa molecular, obtidos da Pharmacia: fosforilase b (94 kDa), albumina sérica bovina
(67 kDa), ovalbumina (43 kDa), anidrase carbdnica (30 kDa), inibidor de tripsina de soja
(20 kDa), lisozima (14 kDa).

Ap6s a corrida eletroforética, o gel foi corado com Coomassie Blue R-250
(0,05%). O gel foi embebido em solucao corante por 12 horas. Em seguida, o excesso
de corante do gel foi lavado com solucdo descorante (acido acético 7%) e finalmente

interrompeu-se a reacdao com adicdo de agua.

3.5 Analise de espectrometria de massa (MALDI-Tof)

A massa molecular da serinoprotease de B. marajoensis foi analisada por
Espectrometria de Massa utilizando um Voyager DE PRO MALDI-TOF (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA). 1 uL da amostra em TFA 0,1% € misturada em 2 uL
da matriz. A matriz foi preparada com acido a-ciano-4-hidroxi-cinamico (Sigma), 60%
acetonitrila e 0.1% v/v TFA e a massa foi analisada sob as condigdes seguintes:
aceleracdo de voltagem 25 kV, o laser ajustado a 2890 mJ/cm?, em 300 ns e o modo de

analise foi linear.

3.6 Cinética enzimatica
3.6.1 Efeito da concentracao do substrato

Para a determinacdo do efeito da concentracdo do substrato da serinoprotease
TLBm, foi usado o substrato cromogénico sintético BApNA modificado para 96 pocos da
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placa de Elisa (Ponce-Soto et al., 2007). Esse substrato foi dissolvido em DMSO
(50mg/mL) e dessa solucao 10 pL foram misturados em 1 mL de tampéao (Tris—HCI, 10
mM, 10 mM CaCl,, 100 mM NaCl, pH=7.8), que foi a solu¢ao substrato (0,1M).

A solucéo padrdo de ensaio conteve 45 uL de tampéao (Tris—HCI 10 mM, CaCl,
10 mM, NaCl 100 mM, pH 7.8), 180 uL de substrato (0,1M), 15 uL de agua e 5 L da
serinoprotease TLBm, com um volume final de 245 pL. Depois de colocar a enzima
(5uL), a mistura foi incubada durante 40 minutos, a 37°C. A atividade enzimatica foi
baseada no aumento da absorbancia, através da liberagcdo do cromoforo p-nitroanilina
que foi detectado na absorbancia de 405 nm. A atividade foi expressa como a
velocidade de reacédo (V), e foi calculada baseada na p-nitroanilina liberada apés a
catalise. O ensaio foi realizado em triplicata e a reacao foi lida na absorbancia em 405
nm em um VERSA Max microplate reader (Molecular Devices, Sunnyvale, CA.

3.6.2 Efeito da temperatura

O experimento para a observacao do efeito da temperatura sobre a atividade
serinoprotease TLBm foi realizado segundo o método descrito no item 3.6.1, como
ensaio padrao contendo 180 pL de substrato, 15 uL de agua deionizada, 45 pL de
tampé&o (Tris-HCI 10 mM, CaCl, 10 mM, NaCl 100 mM, pH 8,0) e 5 pL de TLBm. A
temperatura variou de 25-45 °C, foi mantida por 40 minutos e lida em seguida a 405
nm. O ensaio foi realizado em ftriplicata e a reacdo lida em seguida a 405 nm em um

VERSA Max microplate reader (Molecular Devices, Sunnyvale, CA).

3.6.3 Efeito do pH

O experimento do efeito do pH sobre a atividade serinoprotease foi realizado em
tampbes preparados com diferentes valores de pH (4,0-10,0), sendo que a
determinacao da atividade serinoprotease e a concentracdo da enzima foram idénticas
as usadas no item 3.6.1. Os tampdes utilizados neste experimento foram tampao citrato
de sbédio—HCI (pHs 4,5; 5,0 e 5.5), tampéao fosfato—NaCl (pHs 6.0; 6.5; 7.0 e 7.5),
tampao Tris—HCIl (pHs 8.0; 8.5) e tampao glicina—NaOH (pHs 9.0; 9.5 e 10.0),
respectivamente. O ensaio foi realizado em triplicata e a reacao lida a 405nm em um
VERSA Max microplate reader (Molecular Devices, Sunnyvale, CA).
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3.7 Inibicao da atividade serinoprotease

A atividade especifica da serinoprotease TLBm frente aos diferentes inibidores
foi calculada seguindo o mesmo protocolo para a determinacéo da atividade proteolitica
no item 3.3. A serinoprotease TLBm foi diluida em tampéao Tris—HCI 0,1 M, pH 7.4 na
propor¢cao de 1Tmg/mL e foi pré-incubada com o inibidor PMSF (5mM) por 15 min a 37°C
antes de acrescentar ao meio de reacdo. As propor¢des da enzima serinoprotease
TLBm com o inibidor estdo em 1:1 (v/v), apés isso, a amostra pré-incubada foi colocada
no meio de reacao e a velocidade expressa em quantidades de produto formado de p-
nitroanilina liberado apéds a catalise.

Assim como o PMSF, também foi testado perante os inibidores EDTA (5mM)
dissolvido em agua deionizada (agente quelante de diversos ions metélicos), SBT1
(5png/uL) (possui a habilidade de inibir a tripsina e a quimiotripsina) dissolvido em
tampao Tris-HCI 0,05M, pH 7,8 e Soro de Didelphis marsupialis (1mg/mL) (agente
neutralizante do veneno botrépico) dissolvido em tampao Tris-HCI 0,05M, pH 7,8. Todos
esses inibidores também foram feitos nas mesmas condicbes que o PMSF com
propor¢cdes da enzima serinoprotease TLBm com o inibidor em 1:1 (v/v), os ensaios
realizados em triplicata e as reacdes lidas a 405 nm em um VERSA Max microplate
reader (Molecular Devices, Sunnyvale, CA).

3.8 Atividade fibrinogenolitica

A medida quantitativa foi realizada pelo método descrito por Ware and Seegers
(1949), modificado conforme descrito.

Para a determinacdo da atividade fibrinogenolitica da amostra, utilizamos
fibrinogénio bovino na concentragdo de 2 mg/mL (0,2%) dissolvidos em Tris HCI 0,1 M
pH 7.,4. A fracdo purificada TLBm e as outras fra¢cdes obtidas foram diluidas em tampé&o
Tris—=HCI 0,1 M, pH 7.4 na proporcao de 1mg/mL.

A mistura para o ensaio da atividade coagulante conteve 900uL da solugao de
fibrinogénio (0,2%), 100uL de CaCly; (10mM) e 20 uL da amostra, com volume final de
1020 pL.

A atividade coagulante foi determinada medindo-se o tempo de coagulacdo em
tubos de ensaio de vidro ao primeiro sinal da formacéo da rede de fibrina visivel, apds a

adicao de 20 uL da amostra sobre a solugéo de fibrinogénio previamente incubado com
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CaCl, 10 mM a 37°C durante 10 minutos (m/v, em funcdo de proteinas coagulaveis),
em tampao Tris—HCI 0,1M pH 7.4. O tempo maximo da reacao para a formacao da rede
de fibrina foi de 2 minutos, uma vez que neste intervalo existe uma relacao retilinea
entre os inversos dos tempos de coagulacao e as respectivas concentracdes protéicas.

O ensaio foi realizado em triplicata.

3.9 Degradacao do fibrinogénio

Esta atividade foi ensaiada em gel descontinuo de Poliacrilamida (SDS-PAGE)
como estabelecido por Laemmli (1970) e Ouyang and Teng (1976). 160 uL da solucao
de fibrinogénio (0,2%) (2 mg/mL tampao Tris-HCI 0,01M; NaCl 0,1M; CaCl, 10 mM pH
7,8) foram misturados a 15 ulL da solugdo de amostra TLBm (1mg/mL agua milliQ) e
foram adicionados 230 ulL de agua deionizada.

Esta mistura, contendo a solucao de fibrinogénio com as amostras, foi incubada
por diferentes periodos de tempo: 0 Hrs, 0:30 Hrs, 1 Hr, 2 Hrs, 3 Hrs, 6 Hrs, 12 Hrs, 24
Hrs e 36 Hrs.

ApGs estes tempos, as reacdes foram interrompidas com 300 uL de uma solugéo
contendo 8,5 M Uréia, 10% B-Mercaptoetanol, 2% SDS; 0,002 M EDTA; 0,02 M Tris-HCI
pH 8,0, para depois serem ensaiadas em SDS-PAGE segundo a metodologia descrita
no item 3.4.

3.10 Analise de composicao de aminoacidos

A andlise de composi¢do de aminoacidos foi realizada no analisador automatico
de aminoacidos PICO-TAG (Sistema Waters) seguindo-se a metodologia descrita por
Henrikson e Meredith (1984). A proteina purificada (30 ug) foi hidrolisada a 105°C por
24 horas em 6M de HCI (grau de seqlienciamento) contendo 1% de fenol (w/v). O
hidrolisado reagiu com 20 uL da solucao de derivatizacao
(etanol:trietilamina:agua:fenilisotiocianato, 7:1:1:1, v/v) durante uma hora, a temperatura
ambiente. Os aminodacidos derivatizados (PTC aminoacidos) das amostras foram
identificados através da cromatografia em HPLC em uma coluna de fase reversa C-18
de acordo com o tempo de retencdo dos PTC-aminodacido padrdao. Os PTC aminoacidos
foram identificados no analisador automatico de PTH aminoacidos modelo 120 A

(Applied Biosystem) de acordo com o tempo de retengcéo e as areas dos picos dos 20
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PTH aminoacidos padrao. Para estimativa da composicao global, a andlise de
composigao de aminodcidos foi realizada de acordo com método descrito por Herinkson
e Meredith (1984).

3.11 Determinacao da sequiéncia N-terminal

A seqUéncia de aminoacidos foi obtida pelo seqlenciamento da regido N-
terminal da proteina reduzida e carboximetilada.

O sequlienciamento automatico da regidao N-terminal dos peptidios foi feito em um
seqUenciador automatico modelo Procise 991 (Applied Biosystem). Os
feniltioidantoinaminiacidos foram identificados por comparacao com aqueles tempos de
retencdo dos 20 feniltioidantoinaminiacidos padrdo, onde sao identificados por
comparagdo com o0s tempos de retengcdo, eluidos em 14°C de um sistema de
microgradiente e identificados em detector Perkin EImer serie 200—-UV/Vis. Os peptidios
contendo Cys foram identificados como feniltioidantoin carboximetil cisteina marcada e
confirmada por contagem radioativa (Beckman model L-8 250) (Ponce-Soto et al.,
2006).

3.12 Estudo de homologia seqiiencial

A sequéncia N—terminal de serinoprotease foi pesquisada quanto a sua
homologia com outras serinoproteases de sequéncias conhecidas usando os servicos
eletrdnicos BLAST-NCBI (Altschul et al., 1990) e BLITZ EMBL (Collins e Coulson,
1990).

3.13 Atividade hemorragica

A determinacédo da atividade hemorragica foi realizada seguindo a metodologia
descrita por Ownby et al. (1984).

Prepara-se uma solucéo estoque da serinoprotease TLBm (1 mg/mL) a partir da
qual se preparam solugdes de 5, 20, 40, 80 ug/100uL. Essas solu¢des foram inoculadas
via intradérmica (0,1 mL) na regido dorsal de camundongos previamente depilados, aos
grupos de 4 camundongos de 18 a 20 gr de peso. Apdés 2 horas de aplicada a
inoculacdo, os animais foram sacrificados e a pele rebatida. A area hemorragica foi

determinada medindo-se os didmetros cruzados, obtendo-se a média; determina-se
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como Dose Hemorragica Minima aquela dose de amostra capaz de induzir um diametro
de hemorragia de 10 mm.

3.14 Determinacao da atividade inflamatéria

A determinacéo da atividade inflamatéria ocasionada por acao da serinoprotease
TLBm foi realizada seguindo a metodologia descrita por Levy (1969), em grupos de 4
camundongos (18-20g).

O edema de pata foi induzido injetando 50uL das diferentes solucées de TLBm
dentro do tecido subplantar da pata traseira direita.

Para o0 presente experimento, foi utilizada uma solucdo estoque da
serinoprotease TLBm inicial de 400 ug/mL (20 ng/50ul) dissolvidas em PBS. Depois
foram feitas diluicbes seriadas, tomando-se 500 uL da primeira e misturando-se com
500uL de PBS (10ug/50uL), até se alcangar a concentracao de 2,5 ug/50ul.

A pata esquerda recebeu 50 uL de PBS, como controle.

Apoés a inoculagdo da serinoprotease TLBm, foram feitas leituras em intervalos
de tempo de 0 minuto, 30 minutos, 1 hora, 3 horas, 6 horas e 24 horas. A espessura do
edema produzido foi medida usando um micrémetro com relégio analdgico para

medidas externas (tipo compasso ODI-20).

3.15 Determinacao da dose letal 50% (DLso) intracerebroventricular (i.c.v.)

Varias doses da serinoprotease TLBm (0,5ug, 1ug, 5ug, 10ug e 20ug) foram
dissolvidas em 10 uL de PBS, as quais foram injetadas pela rota intracerebroventricular
(i.c.v.) em grupos de 5 camundongos (18-20g) sob condicées de anestesia com éter,
usando-se microseringas Hamilton (Gutiérrez et al., 1986; Ozcan et al.,2007). Um grupo
controle recebeu injecdo com PBS como grupo controle negativo e a sobrevida dos
animais foi avaliada 24 horas apés, sendo utilizado o método de Probits para o calculo
da DLsp (World Health Organization, 1981).

3.16 Determinacao da Agregacao plaquetaria

O método de Born (1963) foi utilizado para a dosagem da agregacao plaquetaria
que visa a quantificar a formacdo dos agregados plaquetarios in vitro quando
estimuladas as plaquetas.
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Para este ensaio foram coletados 10 mL de sangue de 10 camundongos com 8
semanas de idade com pesos de aproximadamente 20 g, previamente anestesiados
com halotano. O sangue foi coletado da aorta abdominal usando uma agulha namero
25 montada em uma seringa de poliestireno contendo 1 volume de ACD (Citrato
trisédico dihidratado 85 mM, &cido citrico monohidratado 66.6 mM e D(+)glucose
anhidro 111 mM) para 6 volumes de sangue. A quantidade de sangue obtido de cada
camundongo com peso de 20 g foi de 1mL, aproximadamente.

Para a preparacado dos estudos da agregacao plaquetaria, o sangue total foi
colocado em banho maria a 37°C por 30 minutos. Depois foi imediatamente
centrifugado o sangue a 180g por 10 minutos, a temperatura ambiente. Logo,
gentilmente foi transferido o plasma rico em plaquetas (o sobrenadante) a outro tubo de
poliestireno usando uma pipeta plastica.

Apé6s a retirada do plasma rico em plaquetas (PRP) para outro tubo plastico,
obteve-se o plasma pobre em plaquetas (PPP) pela centrifugacdo do mesmo tubo da
coleta a 1500g por 10 min. A centrifuga usada foi Fanem Excelsa 204-NR (FANEM -
Sao Paulo - Brasil).

Essas centrifugagcdes e a conservacdo das amostras foram feitas em tubos
vedados para evitar a perda de CO,, que eleva o pH, interferindo nas curvas de
agregacao plaquetaria.

O PRP foi mantido a temperatura ambiente por 30 minutos antes de comecar o
ensaio, mas as aliquotas foram esquentadas em 37°C (isto leva 2 minutos) antes de p6r
a enzima serinoprotease TLBm, Ristocetina ou a serinoprotease+TLBm na cubeta do
agregOmetro para o teste e registro da agregacéao plaquetaria.

A medida de agregacéao foi realizada usando-se um agregdmetro de plaquetas
de um canal (Agregbmetro de Plaquetas PA-04, Qualiterm Eletrénica, Brasil).

Antes de comecar o ensaio, o agregdbmetro foi previamente calibrado com PRP
no minimo de transmitadncia e com PPP no maximo de transmitancia. Esse ajuste é
automatico. Com isso, foi possivel determinar uma amplitude para o registro de
agregacao deste plasma.

A determinacdo da agregacdo plaquetaria foi realizada com solucao de
Ristocetina (1mg/mL) como controle positivo, a enzima serinoprotease TLBm (1mg/mL)
e a mesma TLBm pré-incubado com PMSF (5mM) (volumen 1/1) como controle

negativo.
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3.17 Analise Estatistica

Os resultados foram representados pela média de experimentos + erro padrao. A
significancia foi obtida através do teste nao-pareado fStudent e considerado como
p<0,05.
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4. RESULTADOS

4.1 Purificacao de uma fracao com atividade trombina “like” isolada a partir de

veneno total de Bothrops marajoensis em HPLC de fase reversa.

A figura 3 mostra o perfil cromatografico do veneno total em uma coluna analitica
u-Bondapak C-18 (Waters), acoplada a um sistema de HPLC de fase reversa. Foram
detectados 18 picos e o monitoramento do perfil da atividade biolégica com relacao a
atividade proteolitica e coagulante foi realizado em todas as fracdes eluidas, sendo que
a fracdo denominada de TLBm foi a que apresentou atividade enzimatica
serinoprotease com caracteristica trombina “like”. Essa fracdo foi eluida no tempo de

retencao aos 43 £ 0.5 min., sendo aos 65% do tampéo B.
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Figura 3 Cromatografia em sistema HPLC-fase reversa em uma coluna analitica C-18 p-Bondapak
(Waters), equilibrada em solugao de TFA (acido trifluoroacético 0,1% pH 3,5 solvente A). 5mg de veneno
total foi aplicado em cada corrida. A proteina TLBm (fragcdo 15) foi eluida usando um gradiente linear
continuo de concentragdo do tampao B (Acetonitrila 66%, TFA 0,1%). O perfil cromatografico foi
monitorado na absorbancia de 280 nm. As fragées foram eluidas em um fluxo constante de 1 mL/min.
Gréfico representativo de 20 corridas cromatograficas.

23



4.2 Atividade proteolitica da trombina “like” TLBm

O substrato cromogénico utilizado DL-BApNA foi usado em uma solu¢ao 0,1 M
para dosagem das fracées (1 mg/mL); 20 uL da amostra foram colocados em um meio
de incubacao que contém 1000 uL de uma solucao de substrato previamente dissolvido
em DMSO como solucao estoque para ser utilizado na proporcao de 1/10 (10 uL) em
tampao Tris—HCI 10 mM, 10 mM CaCl,, 100 mM NaCl, pH 7.8, mais 250 uL de tampao
para um volume final de 1350 pL.

Os resultados evidenciam que a fracdo 15 é correspondente a trombina “like” de
B. marajoensis, sendo o Unico que mostrou uma atividade catalitica frente ao substrato
cromogénico DL-BApNA, com uma leitura de absorbancia de 0,15 em um comprimento

de onda a 410 nm de acordo com a figura 4.
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Figura 4. Determinagdo do perfil da atividade proteolitica das fragbes obtidas da cromatografia do
veneno total de B. marajoensis em Cromatografia HPLC-fase reversa. Foram usados 54mM de substrato
cromogénico DL-BApNA por 20 png de amostra. O perfil da atividade proteolitica foi monitorado na
absorbancia de 410 nm. (*) serinoprotease TLBm. Os ensaios da atividade proteolitica foram feitos por
triplicata. (n=3)
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4.3 Analise de espectrometria de massa (MALDI-Tof) da trombina “like” TLBm

A serinoprotease com atividade trombina “like” de B. marajoensis apresenta uma
massa molecular de 33.332,5 Da (Figura 5). A determinacdo da massa molecular real
mostra que nao existe diferenca significativa entre a massa determinada por
eletroforese em SDS-PAGE (dados ndo mostrados).

Através desta anadlise, pode-se constatar a pureza da fracao serinoprotease com
atividade trombina “like” de B. marajoensis obtida a partir da cromatografia em HPLC de
fase reversa.
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Figura 5 A massa molecular da fragdo trombina “like” TLBm de B. marajoensis é determinada por
Espectrometria de Massa sendo de 33.332,5 Da. 1 uL da amostra em TFA 0,1% é misturada em 2 ulL da

matriz e analisada nas condi¢des de aceleracao de voltagem 25 kV, o laser ajustado a 2890 mJ/cmz, em
300 ns e 0 modo de andlise é linear.
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4.4 Estudos da atividade cinética da Trombina “like” TLBm procedente do
veneno total de B. marajoensis
A medida da atividade enziméatica proteolitica foi determinada nas condi¢des de
ensaio descritas no método 3.5 utilizando o substrato cromogénico sintético DL-BApNA.

4.4.1 Efeito da concentracao do substrato
Os resultados em nossas condi¢cées experimentais mostram que a trombina “like”

TLBm tem um comportamento michaeliano conforme ilustrado na figura 6.
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Figura 6. Efeito da concentracdo do substrato na atividade proteolitica da trombina “like” TLBm. As
concentragcbes empregadas na determinacao do efeito da concentragcéo do substrato foram: 0,078; 0,156;
0,312; 0,625; 1,25; 2,5; 5; 10 e 30M de BApNA. Depois foi incubada durante 40 minutos a 37°C. A leitura
de absorbancia foi monitorada em 405 nm. A atividade é expressa como a velocidade de reacéo (Vo) € é
calculada baseada na p-nitroanilina liberada apds catdlise. Os experimentos foram realizados em
triplicata e as barras representam o desvio padrao.
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Na analise da re-grafica empregando o método de Lineweaver-Burk (duplos
reciprocos), foi possivel calcular as constantes cinéticas de Ku € Vmax. Assim, o0s
valores obtidos foram: Vimax = 2,3 x 10" nmoles p-NA/Lt/min e 0 Ky = 0,52 x 10"'M

respectivamente, tal como se pode apreciar na figura 7.
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Figura 7. Grafico do efeito da concentragao do substrato na atividade proteolitica da trombina “like” TLBm
empregando o método de Lineweaver-Burk (duplos reciprocos). Os valores encontrados para as
constantes cinéticas de V. € Ky foram calculados estabelecendo o grau de regressao e correlagao
(linearidade da reta), entre os inversos da velocidade (1/Vma) € 0s inversos (1/Ky) da concentragao do
substrato. Os experimentos foram realizados em triplicata e as barras representam o desvio padréo.



4.4.2 Efeito da temperatura

O efeito da temperatura na atividade proteolitica foi determinado incubando a
serinoprotease com atividade trombina “like” em diferentes temperaturas (25 — 45°C). A

atividade da enzima a 37°C foi considerada como étima, tal como se mostra na figura 8.
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Figura 8. Efeito da variacdo de temperatura sobre a atividade proteolitica da trombina “like” TLBm. As
faixas das temperaturas empregadas foram 25, 30, 35, 40 e 45°C respectivamente. Depois de incubada
durante 40 minutos a 37°C, foi feita a leitura de absorbancia monitorada em 405 nm. A atividade é
expressa como a velocidade de reacao (V,), e é calculada baseada na p-nitroanilina liberada apés a
catalise. Os experimentos foram realizados em triplicata e as barras representam o desvio padrao.
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4.4.3 Efeito do pH na atividade proteolitica da trombina “like” TLBm

O pH 6timo da serinoprotease TLBm, foi determinado incubando a enzima em

diferentes pHs (4 — 10) sendo feito um controle para cada pH. A atividade da enzima a

pH 8 foi considerada como 6timo, tal como se mostra na figura 9.

A enzima mostra estabilidade consideravel, mesmo com o aumento do pH a

atividade da TLBm n&o cai rapidamente.

3.5

3.4 -

.3 1

3.2 +

Yo (nmoles/min)

0.1 Q

3.0 -

§K@
\Q
5 s 10

Figura 9. Efeito do pH na atividade proteolitica da trombina “like” TLBm. Os ambitos de pH empregados
foram: 4, 5, 6, 7, 8, 9 e 10 respectivamente, perante o substrato DL- BApPNA. Depois a enzima foi
incubada durante 40 minutos a 37°C. A leitura de absorbancia foi monitorada em 405 nm. A atividade é
expressa como a velocidade de reacédo (V,) e é calculada baseada na p-nitroanilina liberada apés a
catalise. Os experimentos foram realizados em triplicata e as barras representam o desvio padrao.
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4.5 Efeito inibitorio da atividade proteolitica

Foi ensaiado o efeito inibitério da atividade proteolitica da serinoprotease com
atividade trombina “like” TLBm procedente do veneno total de B. marajoensis, pela acao
dos inibidores: EDTA (5mM), SBIT (5ug/ulL), soro de Didelphis marsupialis (1mg/mL) e
PMSF (5mM).

Os resultados mostram o claro efeito inibitério do PMSF sobre a atividade
proteolitica da serinoprotease TLBm, o que evidencia o carater serinoprotease da
proteina, ao ser inibida significativamente a atividade proteolitica perante o substrato

cromogénico DL-BApNA (Figura 10).

100~
90
80
70

60
o S

04

304

I

% de inbigdo

20 -
10

EDTA SBIT S{Dm) FMSE

Figura 10. Efeito inibitério da atividade proteolitica da trombina “like” TLBm frente a EDTA, SBIT, soro de
Didelphis marsupialis e PMSF, frente ao substrato DL-BApNA. Foi incubada durante 40 minutos a 37°C e
a leitura de absorbancia foi monitorada em 405 nm. A atividade é expressa como a velocidade de reagao
(Vo), e é calculada baseada na p-nitroanilina liberada ap6s a catalise. (*) Nivel de significancia das
concentracdes em relacdo ao controle. (n=3, p<0,05).
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4.6 Atividade fibrinogenolitica da trombina “like” TLBm

A atividade coagulante foi determinada medindo-se os inversos do tempo de
coagulacao ao primeiro sinal da formagao da rede de fibrina, apds da adicao de 20 uL
da amostra sobre o substrato de fibrinogénio previamente incubado com CaCl, 10 mM a
37°C durante 10 minutos. O tempo méaximo de espera para a formagao da rede de
fibrina foi de 120 segundos a 37°C.

As fragcbes obtidas por HPLC de fase reversa foram submetidas a atividade
fibrinogenolitica cuja fragdo TLBm (fragdo 15) exibiu uma atividade fibrinogenolitica,
alcancando o inverso de tempo de coagulacdo de 0.055 s™'(1/T.C), como mostrado na
figura 11.

A fracdo TLBm mostrou a maxima atividade fibrinogenolitica.
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Figura 11. Determinagao da atividade fibrinogenolitica utilizando fibrinogénio bovino. A concentragdo de
solucdo de fibrinogénio empregado foi de 2 mg/mL (0,2%). 20ug da fragdo TLBm isolada a partir do
veneno total de B. marajoensis igual as outras fragdes obtidas por HPLC fase reversa foram diluidas em
buffer Tris-HCI 0,1 M (pH 7.4) e submetidas ao teste fibrinogenolitico . O tempo maximo de espera para a
formacgao da rede de fibrina foi de 2 minutos a 37°C. A atividade coagulante foi determinada medindo-se
os inversos do tempo de coagulacdo ao primeiro sinal da formacédo da rede de fibrina. (*) Nivel de
significancia das concentragées em relacdo ao controle. (n=3, p<0,05).
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4.7 Degradacao do fibrinogénio pela acao da trombina “like” TLBm e sua analise
por SDS-PAGE

A atividade fibrinogenolitica foi ensaiada de acordo com o método estabelecido
por Ouyan e Teng (1976). 160 uL da solugéo de fibrinogénio foi misturado com 15 puL da
solucao de TLBm e foram adicionados 230 uL de agua deionizada.

As amostras, depois de serem incubadas por diferentes periodos de tempo, a
saber, 0 h, 0:30 h, 1 h, 2 h, 3h, 6 h, e 12 h, tiveram as reagdes interrompidas com 300
uL de 8,5 M Uréia, 10% p-Mercaptoetanol, 2% SDS; 0,002 M EDTA; 0,02 M Tris-HCI pH
8,0.

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

Os resultados mostrados na figura 12 evidenciam que a trombina “like” TLBm
isolada a partir do veneno total de B. marajoensis possui uma atividade trombina “like”
capaz de degradar os fibrinopeptideos alfa (a) e beta (B) da molécula de fibrinogénio
bovino. Assim, depois de 1 hora de incubacao, as cadeias se mostram hidrolisadas pela

acao da trombina “like”.
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Figura 12. SDS-PAGE (12,5%). Analise de degradacao de fibrinogénio bovino por acdo de TLBm em
diferentes tempos de incubagao a 37°C: 0,5h, 1:00 h, 2:00 h, 3:00 h, 6:00 h, e 12:00 h. Em FB temos a
molécula de fibrinogénio a 0 minuto de reagao, mostrando a presenca das cadeias a, § e y da molécula
de fibrinogénio.
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4.8 Analise de Composicao de Aminoacidos (Pico-Tag) Waters.

A andlise da composicdo de aminoacidos da trombina “like” TLBm de Bothrops
marajoensis (Tabela 3).

A andlise de composicao global de aminoacidos mostra que se trata de uma
proteina de carater acido pela alta presenca de Glu/x e Asp/n. As 12 cisteinas
detectadas evidenciam a possivel presenca de 6 pontes dissulfeto, caracteristica
molecular desta familia de proteina. E evidenciada uma elevada porcentagem de

aminodcidos hidrofébicos, tais como Gly, Pro, Leu e lle.

Tabela 3. Composicao de aminoacidos da trombina “like” TLBm de Bothrops
marajoensis. Os valores sdo expressos em mol de aminoacidos por mol de
proteina. (*) Nao determinado pelo método.

Aminoacido TLBm %
Asx 33 13
Glx 21 8
Ser 18 7
Gly 22 8
His 5 2
Arg 15 6
Thr 10 4
Ala 15 6
Pro 17 7
Tyr 13 5
Val 15 6
Met 4 2
Cys 12 5

lle 17 7
Leu 24 9
Phe 6 2
Lys 14 5
Trp *

Total 261 100
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4.9 Estudo da regiao N-terminal e estudo de homologia seqiiencial da trombina
“like” TLBm

A seqglUéncia N-terminal da trombina “like” TLBm pode ser observada na figura
11, e em alinhamento com outras proteinas de seqiiéncias ja determinadas e
registradas no banco de dados, demonstrou possuir um alto grau de homologia
sequencial (55,9 — 79,4 %).

A regidao encerrada da figura 13 representa a seqiéncia consenso entre as
diferentes serinoproteases trombina “like” provenientes de serpentes, indicando tanto
regides altamente conservadas quanto variaveis.

Existem diferencas na posicao de alguns aminoacidos entre a trombina “like”
TLBm de B. marajoensis, na regiao N-terminal, como é o caso dos aminoacidos:
(S)12—(H)12 e (V)15—(L)15.

%)
Identidade

[9%)
[l

TL_Bm
Ba_III_4_TL
Bat_TL
Bot_TL
Gyr_TL
Fla_TL
Cro_TL
Zal TL
Bil TL
Anc_TL

=

MR R R R R R R
-
[
[
L]

ZEERERERAAAZAD
Zlmunnmnnnnur s
ZQWo o Q™
noooanooanno s
NRONRONH Q0

oOooOoOonnonn ¥
I = Y Y A O I |

B [ pep
HHH H H HHHH
zw e 2 2o o g
[

o
L= SET AT AT
o
=
WD O ] ] ] ] U1 s e

[l o e N )
oS S S o

s s B e s e a e | Lt
H e e e e

Qo006 aE ==

<HHEHES S aa4

[l il ol i il

H v - B[]0

EEEEEEEEEE
P A e
el i e ke
o o R R
MO ZOO g
[ R N
HEDEZZC0 00

[aEnRaRaRaNaRaRaRARA!
G G Gy 41 41 G G0 G 61 @G
wiviviviviviviwlwiw
3 leslnsNesWuslies MesliesWes i)
<P RE=EE

Figure. 13 Alinhamento da seqtiéncia N-terminal da serinoprotease com atividade trombina “like” TLBm
procedente de B. marajoensis, com a seqiéncia de outras serinoproteases semelhantes, procedentes de
veneno de serpentes obtidas da base de dados BLAST-protein data bank (PubMed—-Medline). Ba Ill-4 TL
B. atrox (Ponce-Soto et al., 2007), Bat TL B. atrox (Petretski et al., 2000), Bot TL B. jararaca (Kawasaki et
al., 1996), Gyr TL Lachesis muta muta (Castro et al., 2001), Fla TL Trimeresurus flavoviridis (Deshimaru
et al., 1996), Cro TL Crotalus adamanteus (Pirkle and Stocker, 1991), Cal TL Gloydius ussuriensis (Hahn
et al 1996), Bil TL Agkistrodon bilineatus (Nikai et al., 1995) e Anc, Agkistrodon rhodostoma (Burkhart et
al., 1992). Os espacos inseridos no alinhamento s&o para mostrar a maxima similaridade. Os residuos de
Cys (*) sao altamente conservados em todas as seqiiéncias respectivamente.
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4.10 Caracterizacao farmacoldogica da serinoprotease com atividade trombina
“like” TLBm procedente de B. marajoensis

4.10.1 Determinacao da atividade hemorragica

Foi determinada a atividade hemorragica da serinoprotease com atividade
trombina “like” procedente do veneno total de B. marajoensis, a qual foi ensaiada nas
seguintes concentragodes: 5, 20, 40, 80 e 100 pg/100uL.

Essas solugdes sao inoculadas via intradérmica 0,1 mL a grupos de 4
camundongos de 18 a 20 gr de peso. Depois de 2 horas de aplicada a injecéao,
determina-se como Dose Hemorrdgica Minima aquela dose de amostra capaz de
induzir um diametro de hemorragia de 10 mm. De acordo com nossos resultados, nao

foi evidenciado efeito hemorragico nenhum. A tabela 4 mostra os valores encontrados.

Tabela 4 Efeito da atividade hemorragica da serinoprotease com atividade
trombina “like” TLBm

Dose Media SD(%)
(ng/100pL) (mm)

Controle 1,23 0,05
5 1,36 0,05

20 1,36 0,05

40 1,46 0,05

80 1,43 0,05

100 1,46 0,05
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4.10.2 Determinacgao da atividade inflamatéria

Foi estimada a acao inflamatoria da serinoprotease com atividade trombina “like”
TLBm procedente do veneno de Bothrops marajoensis “in vivo”, através de edema de
pata.

Foram inoculadas as concentragbes de 2; 5; 5; 10 e 20ug/50uL na regido
subplantar do camundongo. A figura 14 mostra a acdo edematizante da TLBm,
observando-se um efeito inflamatério discreto. Apés 24 horas, o efeito inflamatério

diminui drasticamente, até alcancar os niveis normais.

30 -
TLBm Doses:
—0— 2.5 ugfalul
—o— 5.0 ugfa0ul
o5 —— 10.0 ugfS0ul
n —7— 20.0 ugis0ul
= 204 -
@
E
@
=]
L —
15 B
_—_—_‘——\_
=X

I I
0 3 3 9 12 15 18 21 24
Tempo apds tratamento {h)

Figura 14. Representagdo grafica da atividade inflamatéria da serinoprotease com atividade trombina
“like” de B. marajoensis inoculados na regido subplantar do camundongo. O aumento do volume de
inflamacdo atingida pela pata do animal ao longo do tempo, até 24 horas, sendo comparado com o
controle e expresso em porcentagem de edema induzido. As doses aplicadas de TLBm foram: 2,5; 5; 10
e 20 ug /50uL (n=3). Nivel de significancia das concentracdes em relagdo ao controle (p<0,05).
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4.10.3 Determinacao da dose letal 50% (DLso) intracerebroventricular (i.c.v.)

A atividade letal (DLsg) da serinoprotease com atividade trombina “like” TLBm

procedente de Bothrops marajoensis € testada por via intracerebroventricular (i.c.v) e é

estimada em 0,313mg/kg, atingindo um intervalo de confianga (Cl 95%) 0,135mg/kg —

0,780mg/kg. E utilizado o método de Probits para a determinacéo da Dose Letal.

Tabela 5 Determinagao da dose letal DL50 em camundongos (18-20g) (n=5)

Dose Vivos Obitos
0.5 ng/nlL 5 0
1,0 ng/ul 5 0
5.0 ug/ul 3 z
10 pg/ul 2 3
20 g/l 0 5
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4.10.4 Determinacao da Agregacao Plaquetaria

O teste de agregacédo plaquetaria realizado com a fracdo TLBm mostra que a
proteina agrega plaquetas diretamente e é capaz de induzir a inibicdo da agregacao
plaquetaria em presenca de PMSF.

Inicialmente incubaram-se as PRP com Ristocetina (1mg/mL) e o resultado foi a
ativacdo da agregacao plaquetaria (controle positivo); em uma segunda incubacéo foi
adicionada PRP com a fragdo TLBm e apds 6 minutos de leitura foi evidenciada a
ativacao da agregacao plaquetaria.

Depois foram incubadas as PRP com a fracdo TLBM previamente incubadas
com PMSF e o resultado observado foi a inibicdo da agregagéo plaquetaria (controle
negativo) de acordo com o mostrado na figura 15. O efeito inibitério da serinoprotease

pela acdo do PMSF foi evidenciado ao ndo mostrar a agregacao das plaquetas.

100

Ristocetina
TLBm

Agregacdo plaquetaria ( % )

TLBm
+
PMSF

Tempo (min)

Figura 15. Representagao grafica da agregacao plaquetaria induzida pela serinoprotease com atividade
Trombina “like” TLBm procedente do veneno de B. marajoensis. No quadro mostra-se a presencga do
agregante RISTOCETINA, (1mg/mL), onde se observa o processo de agregacao plaquetéaria. O efeito da
agregacao plaquetaria é evidenciado pela presenga da serinoprotease TLBm (1mg/mL).
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5. DISCUSSAO

As glandulas de veneno de serpentes sintetizam uma grande variedade de
serinoproteases capazes de afetar o sistema hemostatico. A familia de serinoproteases
de veneno de serpentes inclui enzimas que transformam o fibrinogénio em fibras de
fibrina (Zhang et al., 1998), ativam o fator V de coagulacdo (Tokunaga et al., 1988) e
proteina C do plasma (Kisiel et al., 1987; McMullen et al., 1989), liberando cininas de
calicreinogénios (Markland, 1998) e clivando componentes do complemento C3
(Tambourgi et al., 1994), causando desequilibrios do sistema hemostatico da presa
(Serrano e Maroun, 2005).

Até o presente momento, tém sido reportados trabalhos de purificacdo e
isolamento de serinoproteases, usando varios passos cromatograficos, tais como: em
gel filtragdo em Sephacryl S-100-HR e DEAE-5PW (Petretski et al., 2000), Sephacryl S-
200 seguido por cromatografia de afinidade em resina sepharose—agmatine para logo
passar em cromatografia de troca i6nica em DEAE-Sepharose CL-6B a pH 8.5
(Magalhdes et al., 2007); cromatografia por afinidade em p-Aminobenzamidine
substituido com agarose (Holleman e Weiss, 1975), ou por coluna
Sepharosebenzamidine CL-6B (Watanabe et al., 2002) e outros usando trés passos
cromatograficos: cromatografia HPLC de exclusao molecular (Superdex 75) seguido por
purificacdo em DEAE 5PW e por ultimo em uma coluna Hi Trap Benzamidine FF
(Pharmacia) (Braga et al., 2006).

A utilizacdo de muitas etapas de purificacdo faz com que sejam utilizadas etapas
intermediarias de concentracbes através de liofilizacbes, cuja estimativa laboratorial
indica que ocorra perda de 20% de material em cada etapa.

Ponce-Soto, et al., (2007) isolaram e caracterizaram uma nova trombina “like”
denominada como Ba lll 4, com atividade serinoprotease a partir de veneno total de
Bothrops atrox em uma combinagdo de dois passos cromatograficos. Em nossos
resultados, através de veneno total de B. marajoensis submetido em cromatografia de
HPLC fase reversa, conseguimos isolar uma trombina “like” ndo descrita na literatura
em uma unica etapa cromatografica, conseguindo, assim, simplificar o processo de
purificacao (Figura 3).

Com essa adequacao de metodologia, evitamos a perda de material nas etapas
de concentracao (liofilizacdo) e consequente perda da atividade bioldgica, conseguindo
prover, dessa maneira, suficiente material para os demais ensaios bioquimicos e
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biolégicos. A trombina “like” isolada na fracdo 15 foi denominada de TLBm (Trombina
“like” de Bothrops marajoensis) (Figura 3).

A presenca de uma trombina “like” foi caracterizada pela atividade proteolitica
sobre o substrato cromogénico artificial como o DL-BApNA, sendo indicativo que esta
enzima tem capacidade proteolitica, atuando preferencialmente sobre as ligacdes
arginil, como podemos verificar sobre o substrato artificial DL-BApNA, que contém a
ligacao especifica (Arg-Gly), onde atuam as serinoproteases.

A determinacdo do perfil da atividade proteolitica das fragées oriundas da
cromatografia obtida de Bothrops marajoensis em HPLC de fase reversa mostrou que a
trombina “like” TLBm apresenta atividade de clivagem frente ao substrato cromogénico
DL-BApNA, evidenciando assim seu carater proteolitico de serinoprotease.

Tem sido descrito na literatura que esta familia de proteinas de veneno de
serpentes da familia viperidae possui uma massa molecular no ambito de 30-35 kDa,
como descritas por Cavinato et al., (1998) e Zaganelli et al., (1996).

Com o objetivo de determinarmos a massa molecular da serinoprotease da
TLBm, submetemos essa fragdo em SDS-PAGE, de onde obtivemos uma massa
molecular relativa aos marcadores de massa molecular em torno de 33 kDa (dados nao
mostrados) e essa fracdo, quando submetida a espectrometria de massa MALDI-TOF
(forma linear), mostrou uma massa molecular com uma alta exatiddo de 33.332,5 Da
(Fig. 5), mostrando alto grau de pureza e confirmando os resultados obtidos por SDS-
PAGE. Esses resultados correspondem as massas moleculares daquelas enzimas
trombina “like” descritas por Ponce-Soto et al., (2007) e Petretski et al., (2000).

As constantes cinéticas de Ku (0,52 x 10'™M) e Vpmax (2,3 x 10" nmoles p-
NA/Lt/min) da serinoprotease com atividade trombina “like” procedente do veneno total
de B. marajoensis sao semelhantes a outras trombinas “like” procedentes de veneno de
serpentes Au et al., (1993); Cavinato et al., (1998) e Petretski et al., (2000).

Com relagcdo ao estudo cinético, a atividade proteolitica da serinoprotease
usando substrato DL-BApNA pode ser verificada frente a diferentes faixas de pH; o pH
6timo para as serinoproteases com atividade trombina “like” em estudo mostra ser
comum entre si, cujos valores 6timos se encontram entre 8,0 e 8,5 (Ponce-Soto, et al.,
(2007). Assim, temos que a TLBm evidencia sua atividade étima em pH de 8.0 (Figura
9).
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Outro parametro cinético utilizado para se caracterizar a serinoprotease com
atividade trombina “like” € a variagdo na temperatura. Tem sido registrado que a
serinoprotease com atividade trombina “like” BjussuSP-1 de Bothrops jararacussu é
altamente estavel a temperaturas diferentes (Sant' Ana et al., 2007); a temperatura
6tima para atividade da TLBm foi em torno de 37°C, e mesmo a 40-45°C, esta ainda
nao havia sofrido uma queda brusca na sua atividade (Figura 8). Os resultados de pH e
temperatura 6timos corroboram que a fracdo de TLBm purificada deva estar entre os
grupos das serinoprotease com atividade trombina “like”.

As serinoproteases no geral, assim como aquelas procedentes de veneno de
serpentes, podem ser inibidas pela acdo do PMSF, ao agir diretamente na triade
catalitica, sobre o residuo de Ser (193), impedindo dessa forma que aconteca a catalise
(Petretski et al., 2000; Ponce-Soto et al., 2007). Em nossos resultados, a atividade da
serinoprotease com atividade trombina “like” TLBm também foi inibida pela acado do
PMSF e outros inibidores, tais como EDTA e SBIT, de forma significativa (Figura 10).
Esses resultados sugerem que o mecanismo da catélise desta enzima, provavelmente,
€ semelhante, na organizagao do sitio ativo, a enzima tripsina.

De outro lado, tem sido estudada a resisténcia dos efeitos de veneno de
serpentes extensivamente pela acdo do soro do Didelphis virginiana procedente de
América do norte, assim como inibidores de proteases isolados do soro desta espécie
de marsupial e que é capaz de proteger dos efeitos toxicos das metaloproteases e
toxinas hemorragicas presentes no veneno de Crotalus atrox. Uma proteina semelhante
tem sido encontrada no soro dos marsupiais sul americanos Didelphis marsupialis e
Didelphis albiventris.

Na atualidade, vem-se investigando a resisténcia natural de animais a venenos
de serpentes do soro do gamba Didelphis marsupialis, isolando e caracterizando duas
glicoproteinas de 40 e 43kDa (DM40 e DM43), capaz de inibir as atividades de
metaloproteases encontradas nos venenos por formacao de complexos ndo-covalentes
(Neves-Ferreira et al., 2002). Uma proteina antimiotoxica com estrutura de
imunoglobulina-like denominada DM64 foi isolada recentemente do soro de Didelphis
marsupialis (Rocha, et al., 2002).

Em nosso trabalho, avaliamos que o soro total de Didelphis marsupialis é capaz
de inibir a atividade proteolitica da serinoprotease TLBm, possivelmente através da
formacao de complexos ndo-covalentes. Dessa forma, o soro do Didelphis também
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contém proteina capaz de inibir a acao das serinoproteases, e o desenvolvimento de
uma protecao antiveneno baseada nesse tipo de inibicdo sera capaz de inibir tanto
metalo como serinoproteases.

A literatura mostra muitas evidéncias do interesse académico sobre o0s
componentes do veneno de serpentes nas investigacdes nos campos de hemdstases e
tromboses, pelos disturbios causados pelas serinoproteases causando um efeito
dramatico no envenenamento; os investigadores estdo usando estas enzimas em
praticas de testes laboratoriais, estudos teéricos e aplicacdes clinicas (Chudzinski-
Tavassi e Claine de Albuquerque, 2007). O veneno botrépico possui capacidade de
ativar fatores da coagulagdo sanglinea, ocasionando consumo de fibrinogénio e
formagdo de fibrina intravascular, induzindo, freqlentemente, um estado de
incoagulabilidade sangtiinea.

A maioria das serpentes do género Bothrops possui, isolada ou juntamente
dentro do veneno, substancias capazes de ativar fibrinogénio, protrombina e fator X.
Nahas et al., (1979) e Kini (2005) realizaram estudos comparativos com venenos de
Bothrops sp, encontrando variacées na capacidade coagulante em diferentes espécies
e subespécies.

Existem serinoproteases que tém atividade fibrinogenolitica e fibrinolitica, mas
muitas delas especificamente clivam somente fibrinogénio, liberando preferencialmente
ou fibrinopeptidios A (venombin A) ou fibrinopeptidios B (venombin B), ou ambos
fibrinopeptidios A e B (venombins AB), promovendo a coagulacdo. Ja que as
serinoproteases imitam a fungcdo das trombinas de mamiferos de clivar os
fibrinopeptidios A e os fibrinopeptiiios B, elas tém sido conhecidas como enzimas
trombina “like” (Markland, 1998).

A trombina “like” TLBm isolada do veneno de Bothrops marajoensis mostrou a
capacidade procoagulante frente ao fibrinogénio bovino, revelando a sua atividade de
trombina “like”, como mostrado na figura 5, degradando as cadeias polipeptidicas a e B
do fibrinogénio.

De acordo com nossos resultados, a trombina “like” TLBm isolada revelou a
capacidade de hidrolisar as cadeias a e B do fibrinogénio bovino, mas ndo a cadeia y; o
que sugere que a TLBm provavelmente possa se agrupar no grupo venombin AB (Fig.
12).
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Quando as trombina “like” clivam as cadeias a e/ou 8 do fibrinogénio, liberando
fibrinopeptidios A e/ou B, converte-se o fibrinogénio em fibrina, com consequente
formagdo de monOGmeros de fibrina. Essas quebras ndo sdo exatamente idénticas as
liberadas pelas enzimas a-trombinas de mamiferos, ja& que estas enzimas trombina
“like” ndo ativam o fator XIIl de coagulagao e sé liberam os monémeros de fibrina que
ndo sao entrecruzados, fazendo que os coagulos formados sejam coagulos de fibrina
soluvel e estes sejam rapidamente dispersados (Serrano e Maroun, 2005), dificultando
a coagulacao. Dessa forma, a TLBm é um modelo em potencial a ser utilizado como
agente desfibrinogenante em varias condigdes clinicas de coagulopatias (Neville e
Vaughan, 2005).

A analise de composicdo de aminoacidos da serinoprotease com atividade
trombina “like” TLBm mostrou um alto conteudo de Glu/x e Asp/n. A presenga de 12
cisteinas sugere a possivel formagdo de 6 pontes dissulfeto, caracteristica molecular
desta familia de proteina (Tabela 3). De outro lado, pode ser observada uma elevada
porcentagem de aminodacidos hidrofébicos, tais como Gly, Pro, Leu e lle, o que poderia
estar relacionado a estabilidade da enzima na atividade catalitica.

A triade catalitica das serinoproteases de mamiferos fica situada no local ativo
da enzima onde a catalise acontece, e € preservada em todas as enzimas
serinoproteases. A triade é uma estrutura coordenada consistente de trés residuos de
aminodcidos essenciais: histidina (Hiss7), serina (Serigs) e acido aspartico (Aspig2). O
PMSF como inibidor quimico sintético forma uma ligacdo covalente, reagindo com o
residuo de serina, inibindo sua fungao.

Os residuos de aminodcidos responsaveis da rede catalitica provavelmente
encontram-se formando o sitio ativo da serinoprotease TLBm semelhante a
serinoprotease de mamifero e que ¢é inibida pela acao do PMSF.

As enzimas trombina “like” encontram-se na maioria dos venenos botropicos e
muitas vezes como isoformas (Kumasaka, 1996). A presengca destas enzimas é
dependente da idade e se mostra diferente pela variagdo geografica e individual
(Cavinato et. al., 1998). A trombina “like” TLBm isolada a partir do veneno total de
Bothrops marajoensis mostrou cerca de de 80% de homologia com outras
serinoproteases de veneno de serpentes (Figura 13).

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

A presenca da serinoprotease no veneno de B. marajoensis pode sugerir que
este veneno possa ser farmacologicamente diferente de outros venenos botrépicos, no
entanto podem existir similaridades entre os venenos de um mesmo género, mas de
regides diferentes, como sugerido por Ponce-Soto, et al., (2007). No presente trabalho,
descrevem-se algumas diferencas no inicio da seqiéncia N-terminal da serinoprotease
TLBm, que podem estar relacionadas com as separacoes geograficas e a eficiéncia
prépria do veneno.

Embora exista informacdo disponivel sobre serinoproteases com atividade
trombina “like” procedentes de veneno de serpentes nas bases de dados, existe pouca
informacado ao respeito das seqliéncias, assim como da estrutura tridimensional (3D)
desta familia de proteinas.

Encontram grande homologia nos 34 residuos N-terminal sendo que as
diferencas observadas podem ser devido a glicosilacées. Alternativamente, as
diferencas moleculares entre a TLBm e as outras desta familia de proteinas poderiam
ser atribuidas a magnitude da glicosilacées da cadeia polipeptidica. Este fato é possivel
desde que as enzimas trombina like exibam uma micro heterogeneidade, devido as
diferencas em suas cadeias polipeptidicas glicosiladas formadas no processo das
modificacées pos-traducionais, como € o caso das serpentes Agkistrodon rhodostoma
(Hatton, 1973; Burkhart, et. al., 1992), Crotalus horridus horridus (Shu, et. al., 1983),
Lachesis muta muta (Silveira, et. al., 1996), Bothrops jararaca (Serrano, et. al., 1995) e
Bothrops jararacussu (Zaganelli, et. al., 1996).

No geral, as serinoproteases procedentes de venenos de serpentes afetam a
cascata de coagulacdo ativando alguns componentes ou encontram-se diretamente
envolvidos na coagulacgao, fibrindlises e agregacao plaquetaria de uma forma especifica
ou por degradacao proteolitica (Serrano e Maroun, 2005).

A serinoprotease com atividade trombina “like” TLBm procedente de Bothrops
marajoensis foi capaz de evidenciar alguns efeitos farmacol6gicos importantes que
confirmam em primeiro lugar o carater de serinoprotease com atividade trombina “like”.
Assim, temos que a TLBm n&o possui atividade hemorragica. Apesar de a dose ter sido
aumentada em até 100ug/100uL, ela ndo foi capaz de desencadear efeito hemorragico
(Tabela 4). Por outro lado, a atividade edematogénica foi mostrada como sendo muito
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baixa (Figura 14), resultado semelhante aqueles mostrados por Sant' Ana et al., (2007)
que realizou estudos com a fracao BjussusSP-1 (B. jararacussu).

Podemos sugerir que esta proteina TLBm n&o contribui significativamente aos
efeitos toxicos quando sdo analisados separadamente, mas quando estdo associados
com as outras enzimas do mesmo veneno, elas potencializam o efeito téxico devido a
sua atividade proteolitica. Podemos referir como um sinergismo morfolégico em que as
fracbes PLA, (edematizantes e lise enzimatica da membrana celular) provocam a
dilatacdo vascular dos vasos, aumentando a permeacao do sangue e lise muscula, por
fim, as serinoproteases impedem a coagulagcao que iria diminuir esse extravasamento.

Os estudos de letalidade (DLso) intracerebroventricular (i.c.v.) mostram que a
concentracao da serinoprotease com atividade trombina “like”, de 0,313 mg/kg, € muito
alta quando comparada com outro tipo de toxinas isoladas de veneno de serpentes, as
quais contribuem significativamente com a letalidade do veneno, como é caso das PLA;
e PLA; homdélogas (Bonfim, et al., 2006 e 2008) que apresentam dose de 0,070 mg/kg
(para ambas Cr-V e Cr-1V) proveniente de Calloselasma rhodostoma. Este dado sugere
que a fracao estudada aqui ndo contribui com uma letalidade direta através do veneno
total, no entanto, tem uma atividade significativa no nivel da cascata de coagulagéo.

As proteases de veneno de serpentes da familia Viperidae, além de sua
contribuicdo na digestdo da presa, afetam varias funcgdes fisioldgicas. Afetam a
agregacao plaquetaria, coagulacdo sanguinea, fibrindlisis, sistema de complemento,
pressao sanglinea e o sistema nervoso.

As diferentes enzimas serinoproteases tém mecanismo de acgao préprio e
interagem com diferentes afinidades sobre varios sitios ativos na molécula de trombina,
bem com vWEF, Ristocetina, Botrocetina (Marrakchi, et al, 1997). Por exemplo,
Bothropsjaracina (Zingali et al., 1993) que inibe a ligacdo de a trombina ao complexo
glicoprotéico llb-1llb de plaquetas (GPllb-llla), ndo tem atividade de co-aglutinina ou de
ser um andlogo da Botrocetina, uma coaglutinina purificada de Bothrops jaracaca
(Andrews et al., 1989).

Ristocetina é um antibiético analogo a Botrocetina, que “in vitro” mimetiza a acao
de agonistas liberados na lesdo de vasos sangliineos. Nos testes de agregacao
plaguetaria, a TLBM teve uma agédo sobre a agregacdo em células lavadas, mas foi
capaz de inibir o efeito na presenga do PMSF, impedindo a agregacdo plaquetéaria
(Figura 15). Os resultados observados sdo comparaveis aqueles encontrados para
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outras serinoproteases procedentes de veneno de serpentes. Podemos entdo sugerir
que a TLBM apresenta similaridade com outras serinoproteases trombina “like”

Os estudos da estrutura tridimensional (3D), os aspectos das fungdes biolégicas
de estrutura-funcdo, assim como as propriedades bioquimicas destas enzimas
permanecem ainda desconhecidos.

O presente trabalho poderia revelar novas informagdes importantes relacionadas
tanto com as diferencas estruturais quanto funcionais para estabelecer o(s) possivel(is)
mecanismo(s) da(s) atividade(s) trombina “like” desta familia de proteinas, desde que
fosse determinada a estrutura primaria da serinoprotease com atividade trombina like,
TLBm, e assim poderiamos inferir sobre a contribuicdo de cada residuo de aminoacidos
na funcdo biologica, assim como os dominios conservados e as regides variaveis
responsaveis por outras atividades particulares da serinoprotease TLBm.

O estudo de serinoproteases contribui no contexto de doencas com
coagulopatias auxiliando o diagnéstico de condigbes hemorragicas ou trombaéticas por
ensaios de atividade hemorragica, além de fazer ensaios farmacolégicos executados
com preparacgdes isoladas classicas para bio-ensaios, como aorta de coelho, e ensaios
in vivo, como pressao arterial e de fluxo sanguineo arterial (ratos).

Como perspectiva de trabalho, poderiamos dar prosseguimento na determinagao
da estrutura primaria completa e da estrutura tridimensional (3D), possibilitando estudar
0s aspectos das fungdes bioldgicas entre estrutura-funcao.

Todas estas informacbes poderiam servir como uma nova plataforma de
resultados que solidificariam e permitiiam, no futuro, o melhor esclarecimento dos
mecanismos ainda desconhecidos desta familia de proteinas, e desta forma
compreenderiamos melhor o envenenamento ofidico e teriamos um maior

conhecimento do efeito coagulante do veneno botrépico.
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6. CONCLUSOES

Metodologias otimizadas de purificacdo em HPLC de fase reversa permitiram
purificar a serinoprotease com carater Trombina “like” a partir do veneno total de
Bothrops marajoensis.

A serinoprotease TLBm mostrou uma massa molecular com uma alta exatiddo de
33.332,5 Da, mostrando alto grau de pureza e confirmando os resultados obtidos por
SDS-PAGE.

As constantes cinéticas de Ky (0,52x10" M) e Viax. (2,3x10™" nmoles pNA/Lt/min)
sédo semelhantes a outras trombinas “like”.

Os valores de pH (8,0) e a temperatura (37°C), assim como foi inibida pela PMSF,
confirmam o carater trombina “like”.

A TLBm, por hidrolisar as cadeias a e B do fibrinogénio bovino, provavelmente
possa ser agrupada no grupo venombin AB.

A andlise de composi¢cdo de aminoacidos da TLBm mostrou a presenga de 12
cisteinas que sugerem a formagéo de 6 pontes dissulfeto.

A TLBm foi capaz de evidenciar uma total auséncia da atividade hemorragica e
edematogénica e induziu Agregacao Plaquetaria.

Os estudos de letalidade (DLsg) intracerebroventricular (i.c.v.) mostram que a
concentragcao da serinoprotease com atividade trombina “like”, de 0,313 mg/kg, € muito
alta, o que sugere que a fracao estudada aqui ndo contribui com uma letalidade direta
através do veneno total, no entanto tem uma atividade significativa no nivel da cascata

de coagulacgao.
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