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RESUMO 1

RESUMO

Venenos de serpentes contém uma ampla variedade de enzimas. As proteases
purificadas de veneno sdo geralmente classificadas por sua estrutura em: serinoproteases
e metaloproteases, e apreseniam polenie efeito na ativaco ou inibicdo da coagulacio
sanglinea, agindo na hemostasia, trombose, fibrindlise e agregacdo plaquetaria. A
presente dissertac2o teve por objetivo purificar e caracterizar a serinoprotease Uruprot do
venenoc de Bothrops alternatus, uma serpente da familia Viperidae.

Uruprot foi purificada em dois passos cromatogréficos: Sephadex 575 & DEAFE
5PW, em sisterna HPLC. A homogensidade de Uruprot fol monitorada em gel SDS-PAGE e
em coluna de fase reversa C18. O gel de eletroforese em condicdes desnaturantes
evidenciou uma banda com massa molecular aparente de 32 kDa na presenca de 0,1 M de
DTT, sugerindo que esta € formada por uma Unica cadeia polipeptidica.

A eletroforese de duas dimens&es de Uruprot demonstrou ser seu ponto isoelétrico
em torno de 4,6, confirmando massa molecular observada em SDS-PAGE. A andlise da
composi¢8o de aminoacidos de Uruprot apresentou alta concentracio dos aminoacidos
glicina, treonina, fenilalanina, isoleucina, serina e glutamina e baixos niveis de
aminoacidos basicos como histidina e arginina, ratificande o resultadec da 2D
caracterizando um pl acido.

Uruprot teve reaca@o positiva guando submetida a coloragdo para carboidrato,
sugerindo a existéncia de carboidratos ligados covalentemente & sua estrutura. O estudo
da homologia seqlencial da regido N-erminai da seqiéncia consenso
(VWGGDECNINEHR-LVAI) indicou alto grau de homologia com as serinoproteinases: TVS-
PA (94%), KLE Il (94%) e Ancrod (82%) entre outras. Uruprot n&o induziu a agregacio em
plaquetas lavadas, mas inibiu a indugdo da aglutinacdo de eritrdcitos na presenca de
Ristocetina na concentracdc minima de 10 pg/mL. O conjunto de resultados obtidos com
Uruprot monstram fortes indicios de gue essa pode desempenhar a funcdo de ativadora do
plasminogénio, entrefanto o papel da atividade “in vivo” das serinoproteases de venenos
em envenenamentos patologicos & pouco conhecido. Estudos adicionais s80 necessarios

para a obiencéo de maiores informacdes sobre esse grupo de enzimas.
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SUMMARY

Snake venoms contain a high variety of toxic compounds and enzymes. Venom
purified proteases are structurally classified as serine proteases and metalicproteases, and
show a potent effect on blood coagulation, acting on hemostasis, thrombosis, fibrinolysis
and platelet aggregation. The aim of this work was the purification and characterization of a
serine protease from the venom of Bothrops altermatus snake, called Uruprot.

Uruprot was purified in & two step chromatography: Sephadex 3-75 and DEAE
5PW both in MPLC system. Its homogenity was monitored in SDS-PAGE and reversaed-
phase C18 chromatography. in denaturing conditions, 0,1M DTT, a band of 32 kDs
apparent molecular mass was evidenced, suggesting that the protein consists in one
polypeptidic chain. The two dimensional eiectrophoresis of Uruprot showed its isoelectric
point at about 4,6, confirming the apparent molecular mass observed in SDS-PAGE.
Uruprot's amino acid analysis composition showed a high concentration of glycine,
threonine, phenylalanine, isoleucine, serine and glutamine and low levels of basic amino
acids, as histidine and arginine, ratifying the result obtained from bidimensional
electrophoresis wich showed an acid pi.

Uruprot showed a positive reaction when submitted to carbohydrate coloration,
indicating the presence of carbohydrate covalentely bound to its structure. The N—terminal
sequence homology study showed a consensus sequence (VWGGDECNINEHR-LVAI) and
indicated a high homology with serine proteinase TSV-PA (94%), KLE 1l (94%), Ancrod
{92%), and others. Uruprot did not induce platelet aggregation but inhibits erytrocytes
agglutination in the presence of ristocetin, in a minimum concentration of 10ug/mL. All the
results obtained indicates that Uruprot is a serine protease piasminogen activator, however,
the role of “in vivo"™ activity of venom serine proteases in envenomation remains unclear.

Additional studies are necessary to provide more information about this enzyme group.
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INTRODUCAO

1 - Serpentes e Composicac de seus Venenos.

Até o presente existem regisiradas cerca de 200 espécies de serpentes venenosas
na terra. Estas s@o classificadas em quatro grandes familias: Hydrophidae, Elapidae,
Viperidae e Crotalidae (Matsui et al, 2000). Segundc Barraviera (1994} no Brasil
enconiram-se 256 espécies de serpentes catalogadas, sendo 89 venenosas, das quais, 32
pertencem ao género Bothrops familia Viperidae, 8 ao género Crotalus familia Crotalidas,
2 ao género Lachesis familia Crotalidas, 29 ao género Micrurus familia Elapidas. Os
acidentes ofidicos no Brasil, em sua grande maioria, sdc causados por serpentes do
género Bothrops (média de 86%), seguida do género Crotalus (média de 9%), Lachesis
{média de 3%), Micrurus (média de 0.5%) e ndo pegonhentos (média de 1.5%).

No género Bothrops no Brasil, incluem-se as espécies B. alfernatus, B. atrox, B.
bilineatus, B. brasili, B. castelnaudii, B. cotiara, B. eriythromelas, B. iglesiasi, B.
insuiaris, B. itapetiningae, B. jararaca, B. jararacussu, B. marajoensis, B. moojeni, B.
neuwidi, B.pirajai, e B. pradoi. Sendo que a espécie B. aiternatus (figura 1) é
encontrada nos Estados do Rio Grande do Sul, Santa Catarina, Parana, S&o Pauio, Minas
Gerais e Rio de Janeiro, Argentina e Paraguai (Hoge & Romano 1978/1979).

Os acidentes causados por serpentes do género Bothrops mostram um guadro
clinico bastante caracteristico decorrente da agdo combinada dos componentes presentes
no seu veneno: agdes proteoliticas, coaguiantes e hemorragicas. As manifestacdes locais
caracterizam-se pelo aparecimento de equimoses, bolhas e sangramentos no ponto da
picada, acompanhados ou nao de micnecrose e de enfartamento ganglionar regional.
Entre as manifestacbes sistémicas, podem ocorrer hemorragias a distancia como
gengivorragias, epistaxes, hematémese e hematlria; em aiguns casos pode ocorrer ainda
hipotens&o arterial, choque, hemorragias intensas e insuficiéncia renal aguda (Cardoso,
1997).
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Figura 1: Foto de um exemplar de serpente Bothrops affernatus em posicdo de bote
exibinda as presas de veneno envoltas numa membrana chamada “vagina dentalis” (foto

de Marcus Buononato).

Os componentes do veneno parecem ter proporgdes comuns e similares dentro da
mesma familia de serpentes, isto &, neurotoxinas (que agem sobre o sistema nervoso} sdo
geraimente encontradas no veneno das familias Hydrophidae e Elapidae, enquanto que
toxinas hemorragicas e mionecrdticas no veneno das Crotalidae e Viperidae (Matsui et al.,
2000}.

Segundo Varanda & Giannini (1994), os venenos de serpentes sdo ricos em
substancias farmacologicamente e bioguimicamente ativas. Sua compasic@o guimica varia
de espécie para espécie e sua aclo depende da natureza dos elementos presentes e da
interacdo biologica entre estes elementos. Segundo Daltry ef al. (19986), a fungéo
primordial do veneno de serpentes € a imobilizacde e digestdo de animais capturados, e

serpentes da mesma especie podem diferir na composicio do venenc devido a posicéo
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geogréfica em que se enconfram e a diversidade de animais disponiveis para sus
alimentacéo.

Aproximadamente 80% a 95% do peso seco dos venenos de serpentes sdo
compostos de proteinas com fungdes diversas, incluindoc neurctoxinas, cardictoxinas,
citotoxinas, fatores de crescimento de nervos, leclinas, proteinas ligantes ao fator de von
Willebrand, proteinas ligante aos fatores IX e X, proteinas ligantes a glicoproteina b
plaguetaria, desintegrinas, peptideos, inibidores enzimaticos e véarias enzimas (Tu, 19986).

Destas enzimas, de acordc com lwanaga & Suzuki (1979), j& foram descritas pelo
menos 26 tipos, muitas das quais de nalureza hidrolitica. Deste total, 12 s80 comumentes
encontradas em proporgles variadas nos diferentes grupos de serpentes e, as restantes
estéo distribuidas de forma pontual (Matsui ef al, 2000).

Classicamente estas enzimas s3c agrupadas em cinco classes principais:
Oxidorredutases, Fosfatases, Glicosidases, Lipases e Proteases (Tu, 1977).

1.1 - Oxidorredutases

Nos venenos iofais de serpenies sdo encontradas pelo menos duas enzimas
responsdveis por reagbes redox: as L-aminoacido oxidases (LAQ) e lactato
desidrogenases. As LAQO convertem o aminoacido livre em um «-cetoacido. Muitos
venenecs de serpentes possuem LAO muito ativas que sdo responsaveis pela cor amarela
dos venenos secos. Descobriu-se que as LAC s&o capazes, em determinadas condicdes
laboratoriais, de induzir a agregacio plaquetdria (Li et al, 1994), e a apoptose em
determinadas células (Suhr & Kini, 1996).

4.2 — Fosfatases

A importancia das proteinas fosfatases se deve a sua participagio nos processos
de crescimento, diferenciaco e proliferacio celular, uma vez gue as mesmas regulam
atividade de ouiras enzimas por desfosforilagdo, levando 2 alteracdo de suas atividades
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intrinsecas, permitindo assim um funcionamento perfeito do mecanismo de transducio de
sinais, desencadeando uma série de reacdes bioguimicas gue induzem uma resposta
bioldgica, como por exemplo: aiteragbes no metabolismo de carboidratos, bem como em
eventos carcinogénicos (Serres ef a/, 2000).

Proteinas fosfatase 1 e 2A pertencem ao grupo das fosfatases que desfosforilam
residuos de ireonina e serina. Em células de mamiferos aproximadamente 90% ds
atividade de proteina fosfatase esta relacionada com a presenca das fosfatases 1 e 2A. As
fosfatases serinafireonina s&c holoenzimas que apresentam uma subunidade catalitica
juntamente com uma subunidade regulatdria que modulam a atividade enzimatica ou
determinam a localizacdo das enzimas (Serres ef al., 2000).

As fosfatases sao divididas em duas categorias de acordo com o pH &timo para a
atividade snzimatica: as fosfatases acidas, que possuem um pH 6timo em torne de 5.0 e
6,0 e as fosfatases alcalinas com um pH &timo em tomo de 8,8 a 9.0. Atualmente esta
classificacdo n@c € determinada apenas pela faixa de pH, mas também por outras
caracteristicas relacionadas com © mecanismo de reagdo, como por exemplo
especificidade quanio ac substrato e sensibilidade a inibidores, ajudando a diferenciar
estas duas classes de enzimas (Serres ef al., 2000).

1.3 . Glicosidases

Estas enzimas tém a fungae de facilitar a difuséo das toxinas do veneno para
dentro do fecido das vitimas (Meyer ef al, 1960). Dentre estas enzimas cita-se as o-
amilases, as NAD nucleotidases e a hialuronidase. A hialuronidase ¢ uma enzima que
cataliza a reagdo de hidrélise do acido hialurdnico, um mucopolissacarideo presente na
pele, nos tecidos conectivos e nos tenddes.
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1.4 — Lipases

Dentre as lipases destaca-se o grupc das fosfolipases que séo as enzimas mais
comumente encontradas nos venenos de serpentes, sendc as fosfolipases A; as mais

estudadas do ponto de vista bicguimico e bioldgico, e 1&m importante papel na digestio de
lipideos (Wittcoff, 1951, Toyama ef al., 2000).

1.5 — Proteases

As proteases presenies no veneno total ndc s&o responsdveis pela sua aco letal,
mas podem causar outres tipos de efeitos danosos, como hemorragia. Venenos de
serpentes das famifias Crotalidae e Viperidae contém um ou mais fatores hemorragicos
chamados hemorraginas. Estas moleculas s&o caracterizadas como metaloproteases que
contém zinco € apresentam um dominio de protease e, em algumas delas, dominios
adicionais. Essas proteases agem degradando proteinas que compdem a membrana basal
subjacente das células endoteliais dos capilares (Hati ef a/., 1999).

Os venenos de serpentes das familias Crotalidae e Viperidae contém, além das
hemorraginas, muitas outras proteases como aquelas que atuam na cascata de
coagulacio sangliinea (Komalik, 1990). No Brasil os estudos a respeito destas proteases
com acgio na coagulacdo sanglinea tém sido realizados principaimente com as serpentes
peconhentas do género Bothrops e Crotaius.

Varias enzimas isoladas de venenos de serpentes possuem atividade tipo
trombina; elas clivam as moléculas de fibrinogénio encontradas no plasma, transformando-
as diretamente em fibrina (Smotka ef a/., 1998; Lu ef a/,, 2000).

Além destes varios componentes, os venenos de serpentes da familia Viperidase
sdo constituidos por proteinas que interferem no mecanismo homeostatico e na ades3o

celular, afetando a coagulagdo sanglinea, o funcionamenio das plaquetas e causando
hemorragia local (Kamiguti & Sano-Martins, 1995).
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1.6 — Outras moléculas de importincia

Além das enzimas hidroliticas, o veneno total também apresenta outras moléculas
protéicas sem atividade enzimatica, como as desintegrinas e as lectinas. As desintegrinas,
s&o um grupo de proteinas com baixe peso molecular, ricas em residuos de cisteinas. Elas
contém uma seqUéncia de aminodcidos Arg-Gly-Asp responsavel por sua atividade de
inibir a interag&o do fibrinogénic com seus receptores (os complexos glicoproteicos iib-ila,
na coagulagio sanglinea) ocasionando hemorragia (Kamiguti ef al, 1998). As lectinas
constituem um grande grupo de proteinas ou glicoproieinas, que possuem a capacidade de
aglutinar celulas, precipitar polissacaridecs e glicoproteinas, pelo fato de se ligarem
especifica e reversivelmente a determinados carboidratos (Carvalho ef af,, 1998).

2 - Caracterizagdce Funcional e Estrutural das Proteases

As proteases estao presentes na maioria dos venenos, exceto nos venenos da
familia Hydrophidae. Elas tém sido estudadas desde o comego do século, guando
descobriu-se gque a coagulacdc sangiiinea podia ser desencadeada por venenos de
serpentes: enfretanto, a primeira protease com atividade na coagulacdo sangiinea foi
purificada na década de 50 (Ouyang ef al., 1990; Markland ef a/.,, 1991; Tu, 1996: Matsui ef
al., 2000). ‘

Algumas dessas proteases parecem degradar proteinas teciduais de mamiferos de
uma maneira nao especifica, para imobilizar a vitima. Contudo, algumas clivam proteinas
plasmaticas de uma maneira relativamente especifica, tendo potente efeito como inibidor
ou ativador nos processos de hemostasia e frombose, na coagulacio sangtiinea, fibrindlise
e agregacéo plaquetaria (Tu, 1996; Matsui, ef al., 2000).

Proteases em geral apresentam atividades fibrinoliticas {(anticoaguiante), ou
fibrinogenoliticas {coagulante) sendo poucas as proteases de veneno que tenham as duas
atividades. Proteases isoladas de veneno s&o comumente classificadas, por sua estrutura,



I . INTRODUCAO g

em serinoproteases ¢ metaloproteases. Ha apenas uma pequena evidéncia da presenca
de tiol proteases e proteases agparticas no venseno de serpentes {Matsui ef &/, 2000).

2.1 ~ Metaloproteases

Venenos de serpente contém uma variedade de metaloproteases gue séc
altamente t0xicas, podendo ou n&o causar hemorragia por interferir na coagulacao
sangliinea e na formagaoc do tampéc plaquetario, e também por degradar & membrans
basal ou degradar os componentes da matriz extracelular de suas vitimas (lwanaga ef al.,
1893; Marsh ef af., 1984).

Os fatores hemorragicos que contém zince ou caicio em sua estrutura so
exemplos de metaloproteases (Kini & Evans, 1992). A grande maioria das metaloproteases
de veneno, hemorragicas ou ndo, s&#c enzimas fibrinogenoliticas gue clivam
preferencialmente as cadeias « e posteriormente a § do fibrinogénio (Markland, 1998).

As proteases Fibrolases de Angkistrodon contoririx contortrix, Airoxase de
Crotalus atrox, € a Lebetase de Vipera lebetina degradam a cadeia o da fibrina e do
fibrinogénio t&o répido comoc a cadeiz 8. N&c ha registros de metaloproteases
fibrinogenoliticas que clivam especificamentea cadeia y do fibrinogénio, exceto a Atrolisina
F (Ht-f) de Crotalus atrox (Matsui ef al, 2000). As metaloproteases com atividade
Fibrino(genojlitica s@o aplicdveis em tratamento médico para abaixar ¢ nivel de

fibrinogénio no plasma ou soiubilizar os codguios plasmaticos em individuos trombéticos
{Matsui et al., 2000).

2.2 - Serinoproteases

As serinoproteases de veneno de serpentes so consideradas como uma familia

de proteinas com variadas propriedades fisioldgicas, apresentandc massa molecular
variando entre 25 a 35 kDa,
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Estudos com cDNA tém evidenciado extraordindrio grau de homologia entre as
serinoproteases, sustentando a hipdlese de que esta classe de proteinas divergiu de um
gene ancestral comum que, por duplicacio e elongacdo deu origem as serinoproteases
atuais. Assim, @ organizacéo de exonfintron do gene para Batroxobina, serinoprotease com
gtividade fibrinogenolitica (trombina-like), € similar 4 do gene para Calicraina,
serinoprotease com fungic de liberagdo de Bradicinina (calicreina-like) (Deshimaru ef al,
1096).

As primeiras serinoproteases bem conhecidas sao as enzimas “trombina-like” que
apresentam somente acao fibrinogenoiitica, se agrupando numa grande familia com muitas
funcBes de trombina, sendo capazes de interagirem diretamente com molécuias de
fibrinogénic causando entdc polimerizacdo nas fibras de fibrina (Pirkle & Theodor, 1991).

Outras serinoproteases, apresentam em lugar da agdo fibrinogenolitica, atividade
de calicreina- capaz de converter uma proteina do plasma em bradicinina, um potente
vasodilatador- como o “cininogénio-like”, uma calicreina de mamifero que € denominada
por protease “calicreina-like’. H& ainda um pegqueno nimero de serinoproteases com
atividades distintas, comc as que ativam o fator de coagulagdo V, proteina C,
plasminogénio ou plaquetas (Serrano ef al., 1995; Zhang ef ai., 1997).

As serinoproteases com acac de ativadora do plasminogénio agem indiretamente
quebrando plasminogénio em plasmina, formando um complexo molecular conhecido como
ativador do plasminogénio. A plasmina circula no sangue na forma de zimogénio inativo
(plasminogénio) que pode ser ativado por enzimas especificas que fragmentam coagulos

de fibrina dissolvendo-0s quando a integridade estrutural das areas danificadas é
restaurada (Sanchez et al., 2000).
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3 - Mecanismo de Ativagao da Cascata de Coagulacéo

Plaguetas ou ftrombdcitos constituintes do sangue, sdo células sem niclec
produzidas, como outras células sangilineas, na medula Ossea através de diversas
divisdes celulares. As mesmas acabam formando um megacariécito ~ célula cujo
citoplasma fragmenta-se para dar origem as plaquetas (Sixma ef af, 1995). Essas
plaguetas s8c fragmentos celulares enconirados no sangue circulante, apresentando forma
discoide com 2 a 3pm de didmetro e concentracdo da ordem de 2 x 10" ug por litro de
sangue sendo sua vida media de aproximadamente 10 dias (Hawiger, 1992).

Quando um vaso sanglinec sofre injaria, como demonstrado na figura 2, ocorre a
exposicdo das fibras de colageno, que combinadas com receptores especificos localizados
na membrana plaguetaria, provocam a liberaco de jons Ca®. Isto faz com gue haja uma
mudanga na conformacao da plaqueta, que adota um formato esférico {Sherry, 1992). O
resultado desse mecanisme € a exposicdo da GPIb, que atua como uma proteina de
adesdo plaquetaria ao endotélio lesado. O processo que consiste na cobertura da regido
injuriada por uma camada de plaguetas é chamado de adesio plaquetéria (Caen & Rosa,
1996). Os sangramentos ativam dois processos: o de coaguiacdo do sangue € o de
agregacao plaquetaria.
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Figura 2: liustrac@o da ruptura de um vaso. a) Desencadeamento do processo de adesio

das plaquetas. b) Formagéo do tamp&o plaguetdrio no meio da rede de fibrina {Sixma sf

al., 1993}.



3.1 - Coagulacio Sangliinea

Davie (1995) diz gue, em condigdes normais, ¢ sangue flui constante e
ininterruptamente no leito vascular (hemostasia), para que os fecidos e drgdos se
comuniquem entre si, alem de receber ¢ descartar metabdlitos e outros compostos.
Contudo, em algumas circunstancias, o fluxo sanglineo sofre uma diminuigdo
momentanea. Tal diminuicdo € necessaria para bloquear a perda de sangue, gue se da
através da descontinuidade na parede dos vasos sangiiineos lesados.

inicia-se ent&o o fendmeno da coagulacio sangiiinea. Esse envolve uma série de
reagbes encadeadas entre si, sobretudo enziméticas, e culmina na formacdo do codgulo
sanglineo. Este, por ser insoltvel, obiitera as lesbes vasculares e estanca o sangramento.
Uma vez desempenhada a sua funcdo, o codgulo & dissolvido gracas & seqUéncia de
eventos que constituem a fibrindlise, ao fim do quat o fluxo sangiineo volta a ser constante
no leito vascular (Davie, 1895).

Um grande numero de proteinas plasmaticas inativas s3o convertidas
seqlencialmente em enzimas alivas, através do mecanismoc de protediise limitada. Essas
miltiplas reagbes seqlenciais constituem a cascata da coaguiacio sangilinea que se
destina & geragao da fibrina que € uma proteina insoltvel (Davie, 1995).

Costumeiramente, entende-se a coagulagdo sanglinea come sendo composta por
trés vias, via intrinseca, via extrinsica e via comum. E da acdo conjunta dessas trés vias
gue resulta a formagdo do coagulo de fibrina, estas diferentes vias estio esquematizas na
figura 3.

Quando ocorre a les&o vascular, o fator tecidual (FT) desencadeia a via extrinsecs
da coagulagdo, que e uma das responsaveis pela formacdo do coaguio de ﬁbréna', clivando
o fator Vi (FVII) (zimogénio} em fator Vila (Morrissey of af, 1997).

O FVIi passa a sua forma ativa apds hidrdlise da ligagio peptidica Arg152-lle153,
as condigdes fisioldgicas desta ativacdo ainda ndo estio bem elucidadas, mas, sabe-se
que o FViia se liga fortemente ao dominio extracelular do FT e o complexo resultante

promove a ativacde do fator X (FX) da via comum & faior Xa (FXa), que é a enzima
responsavel pela conversao da protombrina em trombina (Bauer, 1997).
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A via intrinseca tambem € chamada de fase de contalo da coagulacdo, pois, sia
requer o contato de parte dos fatores de coagulagdc com uma superficie negativamente
carregada para a alivaggo dos zimogénios. Comp8em a via intrinseca da coagulacio o
cininogénio de alto peso molecular (HMW-KGN), a procalicreina plasmatica (Pro-HuPK)
o fator X1 (FXI) (Schmaier, 1997).

O FXII, também designado de fator de Hageman, é a primeira proteina desta série
a sofrer ativag@o. A sua ativagdo € promovida peia calicreina plasmética (HuPK) ou por
retro-ativacdo, através da hidrolise da figaco peptidica Arg353-Asn354, resultandc em
fator Xila (FXila). A procalicreina plasmatica (Pro-HuPK) circula no plasma complexada
com HMW-Kgn, sendc a proleina precursora da serinoprotease calicreina plasmatica
(HUPK) (Lin ef al., 1986). A transformac@o da Pro-HuPK & forma de enzima ativa é
desencadeada pelo FXila que ao hidrolizar a ligagio peptidica Arg371-11€372 libera HuPK
ativa (Herwald, 1996). A principal fungdc de HuPK na via intrinseca da coagulacio
sangiinea é a ativago do FXIl a FXlia.

O FX ¢ uma proteina fundamental na cascata da coagulaco, pois sua forma ativa
(FXa) desencadeia a via comum da coagulagdc. A sua alivagdo pode ocorrer tanto por
intermédio da via intrinseca (através do compiexo FVlia-FT), quanto pela via exirinseca
(através da ag@o do fator iXa), sendo que esta dltima necessita de FVlila, fosfolipideos e
Ca2+ como co-fatores (Halkier, 1981). O fator Xa, na presenca de fator Va, fosfolipideos e
Ca2+ promove a conversado da profrombina em trombina, a serinoprotease da cascata que
converte o fibrinogénio circulante sollvel no coagulo de fibrina insoldvel (Bode et al.,
1997).

O fibrinogénic € uma proteina composta por quatro cadeias, duas cadeias-o
duas cadeias-B. Da hidrdlise das ligagbes peptidicas Arg18-Gly19 das cadeias-o e Arg16-
Gly17 das cadeias-B do fibrinogénio pela trombina resultam a producdo de quatro
fibrinopeptideos e a polimerizacdo dos mondmeros de fibrina, proteina rica em residuocs de
lisina e principal componente do coagulo sangiiineo (Davie et al,, 1991).
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Figura 3: Cascata da coagulacdo sangiinea.

extrinseca e comum (figura adaptada de Voet ef al.,

Representagdo das vias inirinseca.
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3.2 - Agregagao Plaguetaria

A agregacéo plaguetaria propriamentie dita consiste na formacic de pontes
infracelulares entre proteinas soluveis, principalmente fibrinogénio e fator VIl e as
glicoproteinas insoluveis GP-Ib e GP-illa presentes na membrana da plagueta. Esse
processo é desencadeado quande a concentracio de fibras expostas de coldgeno é muiio
alta ou guando ha presenca de agonisias no local lesado (Matos, 1993 Weiss & Lages,
1697).

Segundo Zucker (1989), esies agonistas podem ser compostos de baixc peso
molecular tais como: ADP; acido araquiddnico; serotonina e epinefring; podem ser enzimas
como a trombina e tripsina; lipideos como o fator de agregagdo plaquetéria (PAF); ou
iondforos como A23187. Eles iniciam uma série de eventos celulares, comprometendo as
propriedades e fungbes das plaquetas pela formacdo de pseuddpodes, mudanca da forma
discéide para esferocitica, aderéncia de uma céluia a outra (agregacio) ou pela liberacdo
de varias substancias (secrego).

Por causa de sua grande importancia, mudangas da funcio normal das plaquetas
podem causar desordens fromboticas ou hemorragicas. Na trombose, causas
desconhecidas podem resuitar na formacio esponténea de agregados suficientemente
grandes para bioguear a circulaggdo (Derenleau, 1987). Esse distlrbio pode ser evitado
pela inibicdo da agregacéo plaguetaria, seja pela diminuigdo da sintese de agonistas ou
pela acdo de desintegrinas (Coller ef al., 1995; London et al, 1996). As plaquetas se
agregam sob condigbes adversas ou dano vascular *in vivo®, ou por agregacio controlada
“in vitro”. As plaquetas sao excelentes modelos para andlise de interacbes célula-célula e
célula-substrato (Kawasakj ef al.,, 1996).

Os processos desencadeados pelos agonistas sdo acompanhados pela exposicio
de receptores & moleculas adesivas presentes na circulagdc sanglinea, tais como o
fibrinogénio e o fator de von Willebrand (VWF). Estas podem levar & formacio do tampéo

plaquetario, conhecido como trombo, reduzindo ou interrompendo a perda de sangue no
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local de injuria. As plaguetas contribuem significativamente para manter a integridade da
parede vascular e ajudam no processo de recuperaco da lesdo vascular (Jamieson, 1988:;
Hawiger, 18989). Trombo e piaguetas, uma vez afivados, facilitam a acdo dos fatores de
coagulacio. As plaguetas também constituem uma superficie necesséria aos vérios passos
de ativaco das redes de agregacac (Tracy & Mann 1968 a; b, Ganz f al, 1988).

3.2.1 - O fator de von Willebrand

O fator de von Willebrand (VWF} é uma glicoproteina, formada por uma série de
multimeros ligados por pontes dissulfeto, que circula no sangue, formando um complexo
ndo covalente com o fator de coaguiacio VI, favorecendo a ades@o plagquetaria ao
subendotélio. Ele € sintetizado em células endoteliais e megacaridcitos e estocado em
granulos o de plaquetas (Nachman ef a/., 1977), tem uma subunidade com peso molecular
de 275.000 kDa consistindo de 2050 residuos de aminoacidos (Titani ef af., 1986)

A ligagao do fator de von Willebrand (VWF) do piasma com a glicoproteina GPlb de
plaguetas € visto como essencial para o inicic da hemostasia primaria, que consiste no
ancoramento de plaquetas na parede dos vasos lesados. A ligagde do vWF com a GPlb
n&o ocorre normalmente na circulacao “in vivo®, a ndo ser em casos de lesdes. Porém pode
ser reproduzida “in vitro” na presenca de um agonista ndo fisioldgico, como o antibidtico
Ristocetina ou com a Botrocetina do veneno de Bothrops jararaca, onde a ligacio do
VWF ao complexo de glicoproteina ib (GPIb) de plaqueta € o responsavel pela reproducio
deste fendmeno (Fujimura ef a/., 1996). A figura 4 mostra a estrutura do fator de von
Willebrand bem como a localizac&o dos sitios de ligagdo para diversas estruturas.

Os fragmentos de vWF de 52/48 e 46 kDa possuem o mesmo N-terminal
(VTLNPSDPEHCQ), que se estende do residuo Val 499 ao Lys 728, apresentando a
mesma capacidade de se ligar a proteina GPIb-IX, e inibem a ligacdo de VWF com
Heparina e Botrocetina. Estes resultados sugeriram gue a conformacao nativa do vWF ndo
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& necessaria para a formagio do complexo vWF-GPIb-IX (Fujimura ef af, 1993). Porém
Andrews ef al. (1988) verificaram gue o fragmento nativo do vWF é um homodimere com
uma ponte dissulfeto entre Cys509 e CysB95 e esta conformacio seria necesséria para
expresséo da funcéo de ligacdo a GPIb-iX.

Mohri ef al. (1988) demonstraram que a ligacdo do vWF ao complexo GPIb envoive
duas regifes nao contiglias da molécula, cada uma constituida de 15 residuos, separadas
em uma sequéncia linear de 205 residuos & mantidas em proximidade espacial por pontes

dissulfeto.(figura 5).
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Figura 4: Estrutura do vWi (fatcr de von Willebrand) indicando os sitios de ligagdo para
Colagenc, Heparina, Fator Vili, GPlb plaguetaria, GPlib-ilia plaquetéria, Boirocetina, e
grupos sulfidricos (Mever ef a/,, 1984).
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Figura 5: Representacao esquematica do dominio de ligagdo na GPlb do vwWi O
fragmento triptico do vWf entre os residuos 449 e 728 é representado esquematicamente
com seus sete residuos de cisteina (Mohri et al., 1988).

Muitos pesquisadores (Moake ef al., 1988; lkeda ef al, 1993; Alevriadou ef al,
1993; Savage ef al, 1996) tém mostrado que sob alto estresse de corte, a agregacio
plaguetaria € iniciada pela ligagdo entre vWF multimérico e GPIb plaquetéria. um
fendbmeno que ocorre em artérias coronarias “in vivo”. Esta interaclo & associada com o
fluxo extracelular de Ca*' para as plaquetas e a ativagéo do receptor GPlib/liia, para o qual
a ligagdo do dominio terminal, contendo a segiiéncia RGD (Arg1744-Asp1746) da
subunidade VWF é crucial. J& a agregacéo de plaguetas sob baixo estresse de corte,
presumiveimente gerado “in vive” no fluxo sanglineo em veias parciaimente obstruidas, é

mediada pela ligagdo de fibrinogénic do plasma a GPilb/llia.
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Nenhuma agregacac de plaguetas induzida por estresse de corte (SIPA), altc ou
baixo € vista nas plaguetas fixadas. A raz8o para esia ligacBo seletiva do vVWF ou
fibrinogénic ac receptor GPlib/llla alivado scob diferentes condicbes de corte ainds
necessita ser esclarecida (Kroll ef al, 1981; Ozaki ef al., 1695).

A relacdo estrutura-funcio de VWF e GPlb de plaguetas foi elucidada pelo
mapeamentc do anticorpe monoclonal (mAbj), por protedlises limitadas, e por estudos
envoivendo peptideos sinteticos, e fragmentos recombinados (Sadler, 1991; Fujimura &
Titani, 1993; Nurden, 1993, Cruz ef a/, 2000). Estudos adicionais sobre o mecanismo
molecular da interagdo dos eixos vWF-GPlb pode conduzir & descoberia de novos
compostos para uso em drogas anti-irombdticas.

4 - Agao de Proteinas de Serpentes nos Processos da Cascata de Coagulagio

Das proteinas encontradas nos venenos de serpentes destacam-se irés grupos
que atuam nos processos da cascata de coagulacio: desintegrinas, proteinas relacionadas
com as lectinas tipo C e as proteases (Kini & Evans, 1992).

As desintegrinas sao proteinas de baixa massa molecular (80kDa), ricas em
residuos de cisteina e que t&m na sua estrutura a seqiiéncia peptidica Arg-Gly-Asp (RGD)
que impede a ligagdo do fibrinogénio as piaquetas, inibindo desta forma a agregacio
plaquetaria (Niewiarowski ef al., 1994).

As proteinas relacionadas com as lectinas tipo C (CLP), constituem um grupo de
proteinas estruturaimente homdicgas, mas com fungdes distintas. Algumas delas exibem
atividades de lectina (Kassab, 1999; Carvalho et al, 1998), outras induzem efeitos

coagulantes ou na aglutinagao e agregacao plaquetarias (Kini, 1996).
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Figura 6: Esguema dos dominios estruturais de metaloprotease (C), desintegrina Dy e
proteinas relacionadas a lecting do tipo-C, CLPs (A) em um precursor comum. B indica
sitio de clivagem proteolitica; * o "cédon de terminag&o” ¥ o segmento de ligacdo a
carboidratos {que nem todas CLPs contem), RGD sequéncia caracteristica em

desintegrinas. A fung@o dos dominios B e £ ainda n&o foi determinada (Kini, 1996).

Vérios pesquisadores tém proposto que as metaloproteases e as desintegrinas sdo
derivadas da protedlise de um precursor comum (Kini & Evans,1982; Hite et af, 1992;
Paine ef al., 1992). Segundo Kini (1996}, a hipdtese de que as proteinas relacicnadas com
a lectinas dependentes de Ca®* (CLPs) também sao derivadas da regido N-terminal desse
precursor comum permitiu o desenvolvimento de um modelo precursor com cinco dominios
(Figura 6), onde as proteases constituem o dominio C, as desintegrinas o dominic D {com
a sequéncia de residuos Arg-Gly-Asp) e as CLPs o dominio A (com o segmento Y, de
ligag&o a carboidratos). O dominios B e E ainda néo foram caracterizados (Kini, 1996).

As proteases formam um grupo heterélogo com massas moleculares variando entre
15 a 380 kDa, tém seu principal papel na digestdo de presas, e induzem varios efeitos
farmacolégicos, comc o0s hemorragicos, anticoagulantes e de ativagdof/inibicdo da
agregacéo plaquetaria (Pirkle & Stocker, 1991).

Dentre as proteases temos as metaloproteases, que sdo sintetizadas e estocadas

nas giéndulas de veneno, na forma de zimogénic inative, e conservam um grupo tiol na
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pro-sequéncia PKMCGV bloqueando o sitic de atividade, por estar ligado ao fon zinco.
Apds a secrecBo das gléndulas, os processos proteoliticos limitados convertem o
zimogénio em enzima ativa por remog&o do grupo tiol. Este mecanismo de ativacéo tipo
“chave-de-cisteina” tém sido proposto para as metaloproteases de veneno de serpentes
{(Matsui ef al., 2000}

Dentre as melaloproteases existem as hemorrdgicas e nio hemorrdgicas.
Mocarargina € uma melaloprolease purificada do veneno de Naja mocambigue
mocambigue que cliva preferenciaimente as pontes Glu282-Asp283 da GPlba plaquetéria
tendo importante papel na agregagdo plaquetdria por interagir com vWF do plasma. A
mocarargina pode fambém divar a cadeia o do fibrinogénic humano nos residucs Phes01-
Asp502 quando incubada por um longo tempo. Observa-se ainda metaloproteases com
atividade de lectina em ensaios de hemaglutinagic que pode ser inibida com
polissacarideos suifatados, mas ndo com EDTA (Ward ef a/., 1996).

Matsui ef al. (2000) recentemente purificaram uma metaloprotease de nome
Caoutiagina do venenc de Naja kaouthia que quebra especificamente o VWF humano
entre os residuos Pro708 e Asp709, diminuindo a estrutura multimérica do VWF. Isto
resulta na perda de atividades como a agregacdo plaquetaria induzida por Ristocetina e a
ligagdo ao Colageno. Este sitio de atividade do VWF esté localizado no interior de um
agrupamento de cargas negativas de O-glicosideos. Caoutiagina ndo quebra nenhum
fibrinogénio nem substratos sintéticos de tripeptideo de lisina, mas parece clivar a regigo
amino terminal do fibrinogénio no residuo Asp em regido que contém muitos residuos
carregados negativamente.

Dentre a classe de serinoproteases pode-se citar as proteases trombina-like (t&m
atividade fibrinogenolitica), e as calicreina-like (liberam bradicinina do cininogénio
plasmatico). Dentre as serinoproteases “trombina-like” tem-se a «-trombina, uma serino
protease multifuncional com importante papel na hemostase e trombose. Ela converie
fibrinogénio em fibrina, que € em seguida clivada ativando o fator de coagulacgo XIII,
liberando fibrinopeptideos A e B das cadeias « e B do fibrinogénio respectivamente, por
protedlises limitadas (Stubss & Bode, 1995; Fenton ef a/., 1998).
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A literatura regisira a sequéncia priméria de residuos de aminodcidos de varias
serinoproteases de veneno de serpentes de diferentes géneros com atividade de
“trombina-iike”. Ancrode, Agkistrodon rhodostoma (RBurkhart ef al, 1882), Batroxobing,
Bothrops atrox moojenii (itoh ef al, 1887}, Bilineobina, Agkistrodon bilineatus {Komori,
et al., 1983), Bothrombina, B. jararaca (Nishida ef ai, 1994), Calobina, Crotalus atrox
(Hatton, 1973}, Crotalase, €. adamanteus (Henschen-Edman, ef al., 19889}, Flavoxobinag,
Trimeresurus flavoviridis (Shieh, et a/, 1988) Gyroxina, Lachesis muta muta
(Magathdes ef al., 1993), TM-VIG, Trimeresurus mucrosquamatas, {Hung ef al, 1894).

Outros grupos de serinoproteases s@o as enzimas calicreina-like, das quais
conhece-se a sequéncia completa de residuos de amincacidos de Gilatoxing {(Heloderma
horridum horridum) e Halistase (Agkistrodon halys biomhoffif), ambas iscladas
recentemente. Halistase apresentou em sua sequéncia similaridade com calicreina (42%) e
com trombina (26%). Apresentou atividade fibrinogenolitica comum &s serinoproteases
“trombina-like” de veneno de serpente, porém ela cliva primeiro a cadeia B, no residuc 42,
e degrada vagarosamente a cadeia o do fibrinogénio, geralmente observa-se ¢ contrario
em serinoproteases “trombina-like”, gerando um produto que néo é amplamente convertido
por trombina em coagulo de fibrina normal, resultando na inibicdo do coagulo de
fibrinogénio. Assim, esta serinoprotease induz a redugfo da pressio sanglinea e inibe a
coagulago sanglinea na vitima (Matsui et a/., 1998).

Qutras serinoproteases “calicreina-ike’ com potente atividade, mas com
propriedades fisico-quimicas diferentes da Halistase t#8m sido identificadas no mesmo
veneno {Agkistrodon halys blomhoffii) e varias outras tém sido isoladas do veneno de A,
caliginosus, Crotalus atrox e C. viridis, mas n&o se tem ainda a sua caracterizaco
estrutural (Matsui et af., 2000).

Em 1978, Read ef al. descreveram cinco venenos dao género Bothrops entre um
total de 73 venenos de serpentes com potente atividade de agregabilidade de plaquetas
dependentes de vWF. O autor isolou uma coaglutinina do veneno de Bothrops jararaca
(pequena vibora da Ameérica do 8ul), a qual eles chamaram Botrocetina (Brinkhous ef al.,
1983).
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A agregacio de plaguetas induzida pela Botrocstina (BIPA) & totalments
dependente do VWF do piasma, enquanto a agregacBc de plaquetas induzida por
Ristocetina (RIFPA) requer a presencga de seu receptor plaguetario GPlb. Tanto Botroceting
guanto Ristocetina aglutinam plaquetas normais fixadas e funcionam na auséncia de Ca™
Diferentemente da Ristocetina a BIPA funciona com um large espectro de formas
multiméricas de vWF do plasma (Brinkhous ef al, 1983). Em 1988, Read ef al
demonstraram que a Botrocetina liga-se ao vWF, e forma um complexo ativado, o gual
induz a agregacéo direta das plaquetas.

Fujimura ef al. (1991), purificaram duas formas distintas de Botroceting, uma de
cadeia simples e outra de cadela dupla (heterodimérica), a atividade biclogica da
Botroceting de cadeia simples em promover a ligacio do vWF ao GPlb foi trinta vezes
menor que da Botrocetina de cadeia dupla. A Botrocetina de cadeia simples foi mais tarde
identificada como a porcdo N-terminal jaragina (Paine ef al., 1992), uma metaloprotease
hemorragica com alto peso molecular, sendo seu nome mudado de Botrocetina para
jaracina-C (Usami et al, 1994). Por isso, o nome histdrico Botrocetina parece aplicavel
apenas para a forma de cadeia dupla, embora a possibilidade da Botrocetina de cadeia
dupla apresentar microheterogeneidade nao tenha sido totalmente excluida (Read ef al,
1989).

Andrews ef al. (1989) submeteram & purificaco a Bofrocetina dimérica com
idénticas seqléncias NH; terminal, e relataram que estes mondmeros ndo se ligam ao
fragmento de aproximadamente 120 kDa Glicocalicina, fragmento proteolitico NH, terminal
de GPIb o que contém o sitio de ligacio do vWF (Okumura ef al., 1978; Handa et af., 1986;
Titani ef al., 1987).

A determinagioc da sequéncia primaéria de residuos de aminoacidos de botrocetina
de cadeia dupla e a localizacdo de suas pontes dissulfeto, inter e intra cadeia, revelaram
grande homoilogia (44,8%) com segléncias de residuos das duas subunidades, e estas
duas subunidades estavam unidas por uma ponte dissulfeto inter-cadeia simples, entre
Cys80 da a-subunidade e Cys75 da B-subunidade. Cada subunidade molecular possui trés
sitios de pontes dissulfeto intra-cadeia (Usami ef al., 1993).
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A alta homologia e similaridades nas localizagbes das pontes dissulfeto inter e
intra cadeia para as subunidades de Botrocetinas fem sido observada entre outras
Botrocstina e muitas lectinas caicio-dependentes (lipo C) (Drickamer, 1988} incluindo
Echinoiding de ourico do mar (Giga ef al, 1987) e lacting de Crofalus afrox (cascavel)
(Hirabayashi ef al., 1991). Porém, a Botrocetina nao requer Ca** para sua ligacgo ao vWF
e inducgio da agregacac plagustaria. Além disso h& uma diferenca estrutural entre as
botrocetinas e as lectinas tipo-C isoladas, sendo todas as lectinas tipo-C homodiméricas,
enquanto as Botrocetinas séo hetercdiméricas (Moake ef al., 1988; lkeda ef a/.,, 1993).

De particular interesse foi a descoberta que existem trés sitios de ligacio de
Botrocstina, descontinuos dentro do ponto A1 (figura 5) de GPib, que coincidem muito com
a localizacgo de um numero de residuos de aminodcidos deduzidos da andlise da
sequéncia de cDNA de pacientes com tipo 2B da doenca von Willebrand, uma diatese de
sangramento caracterizada por uma interagdo aumentada de vWF-GPIb (Ginsburg &
Sadler, 1993; Hilbert ef al,, 1994, Federici ef al., 1995). E interessante também gue estes
sitios de ligac@o sobrepdem-se muito com os sitios de ligagio GPIb do vWF induzido pela
Ristocetina e Bofrocetina (Mohri ef al., 1988; Berndt ef al., 1992), & com os sitios de
ligac@o vWF para heparina negativamente carregada (Sobel ef al, 1992) e glicolipideos
sulfatados (Christophe ef al., 1991).

Considerados juntos, estes resultados sugerem foriemente que a Ristocetina
produz sua modulac@o funcional de VWF para ligacdo ao GPIb através da interacdo de
Ristocetina positivamente carregada em parte com as porgbes de carboidratc nas duas
regides delimitadas do ponto A1 e através da possivel neutralizacio das cargas da
superficie negativamente carregadas de acidos sidlicos (Christophe ef al., 1991).

Ainda e desconhecido se o sitio de ligagdo VWF de Botrocetina reside na
subunidade o ou B. Contudo, técnicas de "western blotting” usando anti-Botrocetina BCI-7
mAB (anticorpo monocional), gue inibe a ligacio de Botrocetina biotinilada no vWF, indica
que o MAB reage imunologicamente somente com a subunidade o recém reduzida, & nao
com a similar subunidade § (Makita ef a/., 1995).
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Em 1991, Scarborough ef al. apresentaram a purificacio e caracterizacio de duas
proteinas de ligagio a glicoproteina GPib de plaguetas, no veneno da serpente Crotalus
horridus horridus, chamadas CHH-A e CHH-B, as quais funcionam como potentes
inibidoras da ligag&o do vWF ao GPlb. Peng ef al (1991 e 1992) relataram a purificacioc
de trés proteinas de venenos de serpentes, designadas Alboagreginas (AL)-A B e C, do
veneno da Trismeresurus alborablis, que promovem & agregacao plaquetaria por ligarem-
se diretamente ac compiexo GPlb. Estas proteinas apresentam caracteristicas quimicas e
de sequéncia de aminoacidos com alta homologia 4 Botrocetina (Peng et al., 1991
Yoshida ef al,, 1983}

Read ef a/. (1989} demonstraram que a atividade de coaglutinina estd presente em
varics venenos do género Bothrops. Oulras proteinas relacionadas estruturalmente a
Botrocstina, Botropsjaracina (Zingali ef a/., 1993) e uma lectina tipo C (Ozeki ef al., 1994)
também foram isoladas do veneno de B. jararaca.

A investigac&o de proteinas componentes de outros venenos do género Bothrops
torna-se interessante para comparagao da evolucdo filogenética desta ciasse de proteinas,
como tambem para aumentar o conhecimento do mecanismo de acdo, relativamente ao
reconhecimento de sitios moleculares no vWF (fator de von Willebrand) & na membrana de
plaguetas que possam desencadear a reac8c de agregacdo ainda nao totalmente
explicada e de importancia fundamental no processec de hemostasia.

Apesar do numero expressivo de acidentes ofidicos causados por B. alternatus,
no Brasil, e da relativa abundéancia desta espécie, o veneno de B. alfternatus ¢ um dos
menos estudados (Bamraviera, 1994). Desta maneira este modelo torna-se muito

interessante para esiudos de interacio estrutura-funcdo de proteinas biologicamente
ativas no processe de hemostasia.
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- OBJETIVOS

Esta dissertacdo de mestrado teve por objetive realizar um estudo das proteinas do
yeneno da serpente Bothrops affernatus (Uruty), no que diz respeito a;

1 - Purificaggo e isolamento de uma serinoprotease de Bothrops alternatus
através de métodos cromatografices.

2 - Caracterizacdo, alravés de técnicas eletroforéticas, analise de aminoéacidos e
determinacio da sequéncia de residucs de aminoscidos da porcio N-terminal.

3- Caracterizagdo da alividade bioldgica da serinoprotease (Uruprot) de B.
afternatus no processoe de agregacéo plaguetaria.



117 . MATERIAIS E METODOS 28

- MATERIAIS E METODOS

i - Yeneno

G veneno total de Bothrops alematus utilizado, foi adguirido da Enzifarma,
serpentaric localizado em S&o José de Ribamar, MA.

2 - Purificacdo da Serinoprotease-iike {Uruprot) de Bothrops alternatus.

2.1 - Cromatografia de Exclusio Molecular

O veneno de B. alternatus foi dissolvido em tampao bicarbonato de aménio (0,1M,
pH 8,0) sendo depois clarificado por centrifugaco a 1200xg por 10 min. O veneno
solubilizado foi aplicado em uma coluna (115 x 2,0 cm), empacotada com Sephadex G-75
{Amershan Pharmacia Bictech) previamente equilibrada com tampfo bicarbonato de
ambdnio (0,1M, pH 8,0).

As fragOes resultantes foram eluidas com o mesmo tampio de equilibrio e
coletadas com fluxo constante (12mL/h), recolhendo-se em coletor Gilson modelo VL. Os
picos foram identificados por leitura da absorbancia e em seguida liofilizados.

2.2 - Cromatografia de Troca I6nica em SP 5PW (HPLC)

A fragao ativa (Slll), proveniente da cromatografia de exclusdo molecular em
Sephadex G-75, foi escolhida por apresentar proteinas na faixa de 25-40 kDa peso
molecular das proteases de veneno, e foi o picc de maior rendimento, esta fraco foi
cromatografada em coluna SP 8PW (0,75 x 7.5cm, Walters) equilibrada com tamp&o
fosfato 5 mM pH 7,4 e eluida com um gradiente de 0-0,5 M de NaCl.
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Obteve-se guatro picos desta cromatrografia, dentre os gquails foi escolhide o
primeiro pico (Pl), pois testes de agregacdc plaquetéria feito com todos os picos mostrou
gue Pl é capaz de agir inibindc a Ristoceting, Pl (Urucetina) ja foi caracterizado em testes
anteriores no laboratdério apresentou homologia de 82% com Botrocetina (Camilio, 19858},
Pill no era interessante por er pouco rendimento ao longo dos passos de purificaco e
PIV n&c apresentou atividade proteésica. Portanto o primeiro pico (P, eluido do gradiente,
foi dialisado, liofilizado e ulilizado para os estudos de caracterizacio.

2.3 - Cromatografia Liguida de Alts Eficiéncia/Fase Reversa

Para verificar a homogeneidade do Pl oriundo da cromatografis de troca idnica,
bem como o grau de hidrofobicidade do mesmo, utilizou-se o sguipamento Waters HPLC
modelo PDA, equipado com duas bombas Waters mod. 510 com injetor automatico de
amostra Waters modeio UK e coluna C18 pBondapak. Para a cromatografia de fase
reversa utilizou-se um gradiente linear de 0 a 100%, por 80 min., de soiucio de acetonitrila
88% em 0,1% de acido trifluoroacético sob fluxo constante de 1ml/min. As amostras foram
monitoradas a 280nm e em seguida liofilizadas.

3 — Caracterizacdo Fisico-Quimica da Uruprot
3.1 - Eletroforese em Gel de Poliacrilamida {SDS-PAGE)

A eletroforese em gel de poliacrilamida foi realizada segundo Lasmmii {1970). Géis
de poliacritamida descontinuos, apresentando um gel de concentracio de 5% e gel de
corrida de 12,5% preparados a partir de uma solugéo de acrilamida estoque a 30% e N,N,
metilenc-bisacritamida a 0,8% (Bic Rad Labs. Richimond, CA, USA) dissolvidos em &gua
desionizada pelo sistemna Milli-Q (Millipore-Waters Co.).
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O gel de commida fol preparado utiiizando-se o tamp8o Tris-HCI 1,0 M, pH 88
contendo 0,2% de SDS para solubilizacBc das amostras, 0,1% de N-N-N-N-
Tetrametiletiienediamina (TEMED) e 0,01% de persulfato de amdnio para polimerizacio.
Apds a polimerizacao dests, foi preparado o gel superior {gel de concentraco) com 5% de
acrilamida em tampaoc Tris-HCI 1.0 M, pH 6,8, SD8 0,2%, TEMED 0,1% e persulfaio de
amdnio 0,01%.

As amostras (10 a 50ug de proteina) foram diluidas no tampéc de amostra (Tris-
HCI 0,08 M pH 6,8, 5DS 0,02 M, glicerol 0,1 M e azul de bromofenol 0,01 M). A reducdo
das amostras foi feita com DTT (Sigma), numa concentracio final de 0,1 M.

A eletroforese SDS-PAGE foi realizada em sistema dupio de placas “SE 250 Might
Small II” (Hoefer Scientific Instruments), em tampéc de corrida (Tris-HCI 0,025M; glicina
0,192 M com SDS 1 mM pH 8,3) a voltagem inicial de 80 Voits até a entrada da proteina no
gel de corrida e posteriormente de 100 volts. Foram usados como padrio os seguintes
marcadores de massa molecular, obtidos da Pharmacia: fosforilase b (94 kDa), albumina
sérica bovina {87 kDa), ovalbumina {43 kDa), anidrase carbdnica (30 kDa), inibidor de
tripsina de soja (20 kDay}, lisozima (14 kDa).

Apbs a corrida eletroforetica o gel foi corado por prata, a concentracio segundo o
métado de Oackley ef al. (1880). O gel foi embebido em solugao fixadora (MeOH: HACH.0,
na proporcao de 4:1:3) por 12 horas. Em seguida, a placa foi lavada com etanol 0,5 M (irés
trocas por 20 min. cada, sob agitac&o). O gel foi incubado com solucdo de tiossulfato de
sodio 2 mM por 1 minuto, seguido de trés trocas de agua por vinte min. Posteriormente, o
gel foi imersc em solug@o de nitrato de prata 2 mM por 20 min. e em seguida a placa foi
lavada com agua por trés vezes a cada 20 min. A revelagdo foi feita com solucdo de
carbonato de so6dio 30 mM contendo formaideido 0,2 mM até que as bandas protéicas

estivessem com a coloracao adequada, interrompendo-se a reacgio pela a adigdo de dcido
acético 756 mM.
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3.2 - Determinacio da Concentragio de Uruprot no Veneno Total

3.2.1 - Pelo Método de Lowry

A dosageim de proteinas foi feita ulilizando-se o método descrito por Lowry st al,
(18581). A amostra com solugac de proteina foi diluida 8 vezes em um volume final de 200y
¢ incubada a temperatura ambiente por 10 min. com 1mbL de reagente cuproalcalino,
constituido de Solugao A (carbonato de sédic 2% em NaOH 0,1 M), Solucdo B1 (sulfato de
cobre 1% em Hx0, p/v) e da Soluglo B2 (tartarato de sbdio e potassio 2% em H0, p/v) na
proporcac de 100:1:1 viv, respectivamente.

Em seguida foram adicionados 50ul de Reagente de Folin (Merck), deixou-se por
30 min. & temperatura ambiente e na auséncia de luz; posteriormente foi lida & absorbancia
&4 660 nm. A concentragdc de proteina foi determinada usando curva padric de soro

albumina bovina, em concentragbes de 0 a 129 ng/mL.

3.2.2 - Por Densifomefria

A anaiise densitométrica foi feita utilizando “Sharp-Scanner” para obtencéo da
imagem e programa image Master 1D-Elite (Amershan Pharmacia, Upsala, Suécia). O gel
corado com Comassie Blue teve a area e intensidade de cada banda quantificada usando-
se 0s mesmos parametros de intensidade, resolucdo, luz, além de pOSsuir uma amaosira
comc padrac intemo, para que pudéssemos obter valores expressos em unidades

arbitrarias.

3.3 - Ensaio para Glicoproteinas

A eletroforese em condicdes nativas foi realizada para determinar a presenca de
carboidratos em Uruprot. O gel nativo contendo Uruprot foi feito em duas placas, uma

placa foi corada com Comassie Biue, e a oulra foi corada com reagente de Schiff. A
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coloracdo de Uruprot com acide periddico- reagente de Schiff, apds fratamento com
periodato evidenciou a presenca de carboidratos ligados covalentemente & serinoprotease
indicando que esta é uma glicoproteina (figura 11).

A coloragdo para carboidratos foi desenvolvida de acordo com o método do acido
pericdico - Reagente de Schiff (Kom & Wright, 1973). A corrida eletroforética foi feita como
descritc em metodos (item 3.1) na auséncia de SDS. O gel nativo, apds ser retirado do
sistema, foi fixado com TCA (acido tricloroacético) a 0,125 M durante 1 hora & em seguida
fol tavado 3 vezes com agua Milli O e incubado com acido periédico a 0,01 M, em &cido
acético 0,03 M, por 1 hora. Apods este intervalo, o gel foi lavado por 3 vezes com agua Milli
Q e deixado por 12 horas, também em agua. A revelacao fol feita apds este pericdo com a
retirada da agua e a adicdo de reagente de Schiff por 1 hora ou até ¢ aparecimento das
bandas. Em seguida foi lavado repetidamente com metabissulfito de sddio 5 mM, e deixado
por 10 min. em acido acetico, para retirar o excessc de corante; posteriormente o gel foi
mantido em agua. Todas as etapas foram desenvolvidas na auséncia de luz.

3.4 - Eletroforese de Duas Dimensdes em Gel de Poliacrilamida (2D)

A eletroforese em gel 2D € um método revoluciondrio para avaliacio de pl & massa
molecular (MM) aparente de proteinas, suas duas dimensfes usam parémetros
independentes para calcuio de pl e MM. Os programas de andlise de imagem criam linhas
(“grids”) de pl e MM, possibilitando que os mesmos possam ser determinados.

A primeira dimens&o da 2D ¢ a focalizacdo isoelétrica (*IEF”), aonde as proteinas
séo separadas em um gradiente de pH até alcancarem a posicio estacionéria onde a
carga total é zero. O pH no qual a proteina tem carga total zero &€ chamado de ponto
isoelétrico (pl). Na segunda dimens&o, as proteinas separadas pela IEF s&c novamente
separadas por eletroforese do tipo SDS-PAGE. Esta separacdo é baseada na massa
molecular (MM) das proteinas.

O resuitade da separag@o € um perfil de pontos ou “spots”. Segundo um sistema

Cartesiano, da esquerda para a direita, hd um aumento do pl e de baixo para cima um
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aumento da massa molecuiar. Estes mapas 2D oferecermn a maior resolugiio de todos os
métodos conhecidos atuaimente (Westermeier, 1997).

A alta resolucio da 20 deve-se ao fato da primeira e da segunda dimenséo serem
embasadas em parametros independentss (p! e massa molecular das proteinas).

Um gel 20 pode ter sua imagem digitalizada em computador. Esta pode ser
comparada, via Internet, a géis presentes em bancos de dados de 2D, o que pode levar a
identificacBio de proteinas (por localizacdo no gel), técnica de facil manuseio e pouco

gasto.

3.5 - Analise Automética de Aminoacidos.

O sistema utilizado foi do analisador “Pico-Tag” da Waters, onde a identificagic
dos amincéacidos fol feita através da cromatografia em HPLC do produto feniltiocarbamil do
aminoacido, proveniente da derivatizac&o com feniltiocianato dos aminoacidos abtidos de
hidrélise 4cida. Estas formas de cromdforos podem ser detectadas em concentracées de
1,0 pmol.

3.5.1 - Preparacio da amostra
Reducdo e Alguitagao

Uma quantidade aproximada de 30 nmol da Uruprot proveniente da cromatografia
em C18 pBondapack foi dissolvida em agua e acetonitrila (1:1, v/v) e transferida para
pequenos tubos de reacdo de 20 ul de volume. Estes tubos foram colocados dentro do
frasco de reagdo, que possui uma tampa especial, para conex3o com o sistema de vacuo e
atmosfera de nitrogénio.

A proteina dissolvida em tamp&c completo de reduclo; Tris, HCL 0,6 M, pH 8,2
contendo 0,001 M EDTA e 6 M guanidina, foi adicionada uma solucdo de 5 mM DTT e &

sclugéo foi incubada por uma hora sob atmosfera de nitrogénio. A proteina reduzida foi
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alguilada com acido lodo acético 0,1 M durante uma hora & temperatura ambiente, Retirou-
se o sal da amosira em Sephadex G-25 em &cido acético 1,0 M e monitoradas & 280nm.
Os tubos contendo protsina foram liofilizadoes,

Hidrélise Acida

Esta etapa foi efetuada colocando no fundo do frasco de reacoe 100wl de uma
solugio de MCI 6,0 M, proteina, alem de 1,0 mg/mL de fenol para evitar g formacdo de
clorotirosina. Em seguida foi felfo vacuo préximo de 1-2 torr até inicio do borbulhamento do
HCl. Fechado o vacuo, deixou-se entrar nitrogénic (S$S-ultra puro) por 5 seg. Esta etapa fol
repetida por 3 vezes. A seguir removeu-se a tampa do frasce de reacdo, e a amosira fol
levada ao forno de hidrolise, a 105°C, durante 24 horags. Apds este periodo o tubo de

reacio foi colocado a vacuo até 65 militorr para secagem da proteina hidrolisada.

Derivatizag@o

Na proteina foi adicionade 20 ul de uma soluglo de metanol:dguatrietilamina,
2:2:1 viv. Cada tubo foi agitado, centrifugado e colocado a evaporar em véacuo até 85
militorr. Este procedimento remove sais e solventes, adsorvidos nos aminodcidos. Uma
solucdo fresca de derivatizagao foi preparada com metanol:trietilamina: agua:feniltiocianato,
na propor¢ao 7:1:1:1 v/v, sendo adicionados 20 ul 2 cada tubo de reacdo e deixados a
temperatura ambiente por 30min. Apds a derivatizacdo a amostra foi seca a vacuo até 50
militorr, para completa remogao de todo o PITC. A amostra foi dissolvida em 50 ul de uma
solucdo 0,4 mM de tampé&o fosfato de sddio contendo 0,05 M de acetonitrila.

A andlise dos aminoacidos PITC foi realizada em HPLC, usando coluna C18
uBondapack (3,2 mm X 15 cm) em cromatografia de fase reversa com um gradiente linear
de G a 100% de acelonitrila 60% por 21 min. A identificacic de cada aminoécido foi feita
em relacdc a uma corrida padréo de aminoécidos PITC (Bidiingmeyer ef al,, 1984),
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3.6 - Determinagio da Estrutura N-Terminal

3.6.1 - Transferéncia para PVDF

A tecnica de transferéncia para PVDF permite que proteinas, separadas em gel de
poliacrilamida descrito em método (item 3.1), possam ser transferidas e imobilizadas em
membrana de PVDF (polivinildilenc difiuoreto), isto garante 2 pureza do material. As
bandas de Uruprot transferidas foram utilizadas na determinacio da sequéncia N-terminal
da cadeia polipeptidica (LeGendre & Matsudaira, 1988).

O Tamp&o de transferéncia foi preparado com 2,2 g de 3-ciclohexil-amino-1-acido
propanosulfonico (CAPS) em 900mL de agua, sendo titulado a pH 11 comNaQH 2 M e o
volume final completado a 1L com 100 mL de metanol. A membrana de PVDF e o gel de
poliacrilamida foram colocados para equilibrar com tampZo CAPS por 5 min. O gel foi
colocado sobre a membrana em suporte pldstico e a transferéncia se fez a 400 volts por 45
min. a 15°C em sistema refrigerado da serie TE (Hoefer, CA, EUA).

As bandas foram reveladas com corante Coomassie blue em metancl & agua
{0,1%: 50%: 48%j}, por 2 min., e descorada em solucdc descorante, metanol, agua e acido
aceético (5:4:1). As bandas de interesse foram recortadas com auxilio de uma lamina de aco
e utilizadas para a determinacéo da sequéncia N-terminal de Uruprot.

3.6.2 - Preparacdo e aplicacdo das amostras para determinacdo do N-terminal

160 pg da serinoprotease (Uruprot) reduzida com 1M de DTT foram transferidos
para a membrana de PVDF e aplicados no sequenciador (Procise 491) parz 2
determinacéo da seqléncia de aminoécidos da porcdo amino terminal da Uruprot obtida na
cromatografia de fase reversa em HPLC.
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UNICAMP
Degradacdo Autornética de Edman GIBLIOTECA CENTRA L

SECAO CIECULANT
Este método foi utilizado para a determinacio da porgBo N-terminal da Uruprot. O

sequenciador automatico de proteinas e peptideos usa a técnica de degradacio de Edman
{(Edman & Begg, 1967) para remover e identificar aminoacidos a partir da porgdo N-
terminal de um polipeptidec. Apls a ativacio de um filtro composto de papel e fibra de
vidro, a proteina era covalentemente unida a este suporie e em seguida colocada na
camara de reacac. Depois de cada ciclo degradative, o aminodcido N-terminal era
removido da cadeia polipeptidica na forma p7 3 derivada de anilinotiazolinona (ATZ). ©
ATZ-aminoacido era automaticamente transferido para uma segunda cémara de reacio,
onde ocorreu a conversao para um derivado mais estavel, na forma de feniltioidantoina do
correspondente aminoacido (PTH). O PTH-aminoacido foi transferido para um sistema de
cromatografia liquida de alta pressao onde a identificacéo foi realizada em comparacéo a
uma cromatografia de um padrao de PTH aminoacidos.

O sequenciador utilizade fol o Procise 481 da Faculdade de Medicina de Ribeirdc
Preto (USP) que utiliza para a identificacic dos PTH aminoacidos, um sistema de HPLC,
ambos da Applied Biosystem.

Reagentes e tampao foram transferidos para a camara de reacéo e conversdo por
controle automatico através de um micro processador, permitindo seqiléncias automaticas
em alta sensibilidade entre 10 - 500 picomoles de proteina ou peptideos. Os reagentes
utilizados foram: R1. 5% fenilisotiocianato (PITC) em n-heptano; R2: 12.5% trimetilamina
(TMA) em agua; R3: acido frifluoroacético (TFA), com 0,002% de ditiotreitol (DTT); R4:
25% TFA em agua com 0,01% DTT; R5: acetonitrila, com 0,001% DTT; S1: n-heptano: S2:
etilacetato; S3: 1-clorobutano; 54: 20% acetonitrilo em agua.



IIT . MATERIAIS E METODOS 37

3.6.3 - Pesquisa da Homologia Segiiencial

As sequéncias N-terminal da Uruprot foi pesquisada, quanto sua homoiogia com
outras proteases de sequéncias conhecidas usando os servigos eletrdnicos BLAST - NCBI
{Altschul ef af, 1990) e o BLITZ EMBL (Collins & Coulson, 1980).

4 - Caracterizagio Funcional da Uruprot

4.1 — Padronizac&o de Erifrocitos

A atividade hemolitica de Uruprot foi testada sobre eritrdcitos intactos e
tripsinizados de humanos tipos A, B, AB e O. O sangue foi colhido e mantide em solugéo
Alsever (2,05g de glicose, 0,80g de citrato de sédio e 0,42g de cloreto de sodio, para 100
ml. de agua destilada, pH 6,1 ajustado com acido citrico).

A tripsinizagao dos eritrdcitos sequiu o método descrito por Lis & Sharon (1872). O
sangue foi centrifugado a temperatura ambiente em centrifuga de mesa (Exceisa 3, Fanem
S.A)) a 450 X g por 10 min. Em seguida, descartou-se ¢ sobrenadante e o sedimento de
células (eritrdcitos) fol lavado de 4 a 5 vezes com NaCl 0,15 M, numa proporcéo de 5 mL
de Na(Ci para cada mL de erifrécito sedimentado.

Fara cada 1 mL de eritrocitos lavados foram adicionados 25mL de PBS (0,8g de
NaCi, 0,02 g de KCI, 0,17 g de Na;HPQ4 e 0,02 g de KH,PQ,, para 100 mbL H,0). A dez
partes desta suspensdo foi adicionada uma parte de solugdo de tripsina a 1%, pfv, deixou-
se incubar a 37°C por 1 hora. Os eritrécitos tripsinizados foram lavados de 4 a 5 vezes,

com solugao de NaCi 0,15 M para remocio da tripsina. Finalmente foram ressuspendidos
em tampé&o (CTBS) até a concentracio de 2% dos eritrocitos (viv).
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4.2 - Atividade Hemolitica

Para a determinacio da alividade hemolitica da Uruprot foram utilizadas placas de
microtitulacgo de 86 pogos (Corning, USA), com 12 colunas verticais e 8 filsiras
horizontais. Inicialmente foram colocados 100p] da amostra (Uruprot) nos pogos da coluna
1 e nos demais pogos foram adicionados 50ul de sclugfo salina tamponada com PBS. A
amostra foi entdo diluida serialmente, com transferéncia de 50ul dos pocos da coluna 1 até
a pendlitima (coluna 11). Apds as diluicdes, foram adicionados aons pogos 50 ul de
suspenséo de eritrocitos tripsinizados a 2% (viv). Os Gltimos pogos (coluna 12) continham
somente suspensac de erilrocites e foram considerados coniroles, 2 coluna 1 foi
adicionada apenas agua e amostra era um controle sem solugéc salina tamponada com
FBS. As placas foram incubadas por 2 horas a temperatura ambiente e observou-se ac
final desse periodo & concentracdoc minima de Uruprot que apresentava atividade
hemolitica. Foi consideradc como hemdlise & auséncia do botdo compacio de células no
fundo dos pogos, resultado observado no controle, e coloragio avermelhada presente no
sistema de teste, indicando liberacdc de hemogiobina, uma vez que na hemdlise as
membranas das hemaceas s&o rompidas.

4.3 - Agregacao Plaguetaria

Para este ensaio foi coletado 20 mL de sangue tipo A de voluntarios sadios, que
ndo tomaram medicamentos por 15 dias. O sangue foi colocado em fubos plasticos
contendo citrato de sddio 3,8% {1:10 v/v). e centrifugado a 200 X g por 15min. a 25°C o
sobrenadante foi coletado para obtengéo do plasma rico em plaquetas (PRP), enquanto
que o piasma pobre em plaquetas (PPP) foi obtido centrifugando-se o sangue
remanescente a 900 X g por 15min., a 25°C.

Para preparar as plaguetas lavadas (PL), o PRP foi centrifugado & 900 X g por 12
min. na presenca de 9 ul de iloprost (8 nM), um analogo da prostaciclina. O sobrenadante

foi desprezado, o precipitado de plaguetas Toi ressuspenso em solugdo de Krebs (200 mL:
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1,38g de Na CI; 0,42g de NaHCOs 0,2g de CeHqa0s; 0,074g de KCI; 0,032g de KH.PO,;
0,0007g de MgSQy) e centrifugado a 200 X g; o processo repetiu-se por mais duas vezes
{Radomski & Moncada, 1983). Apds a lavagem, as plaquetas (50 ul) foram incubadas em
tubos tipo eppendorf, com 950 ul de oxalato de aménio 1% por 10 min. & a contagem de
plaguetas foi feita em Cémara de Neubauer, ajustada para 3 x 10° plaquetas/mL. Cloreto
de Calcio (1 mM; foi adicionado a suspenséo final das plaguetas. O sangue para obtencdo
das PL continha ACD-C 3,68% (1:10).

4.3.1- Medida da Agregacdo Plaguetaria

A medida de agregacio foi realizada, usando-se um agregdmero de dois canais
(Payton Sclentific instruments, Inc., Buffalo, NY). Para ¢ PRP gue representa 100% de
agregag@o o aparelho foi calibrado contra PPP, determinando-se um pico maximo de
agregacgo. O PRP representa 0% de agregacdo, determinando-se uma linha de base, com
isso & possivel determinar uma amplitude para o registro de agregagdes deste plasma.
Para as PL {0%) a calibrago foi realizada contra solucéo de Krebs (100%).

Uma suspensaoc de PRP (500ul) foi mantida sob agitaggo constante (900 X g) no
agregbmero em cuvetas a 37°C, e entdo estimuladas com 25 ul de Ristocetina (1 mg/mL).
Para este agonista a agregacao (medida por mudancas na transmitancia) iniciava-se em 3
min. apods a estimulagdo. No entanto, os registros eram feitos por um periodo de 10 min.
para uma maior seguranca dos resultados.

A medida de agregaco plaquetéria foi feita afravés da transmitancia (capacidade
de transmiss@o de luz de uma solucdo) sabe-se que a transmitdncia é inversamente
proporcional a absorbancia {quantidade de luz absorvida por uma solugdo). Pode-se
calcular ¢ resuftado em absorbancia através da formula (A =2~ log T %).

Apods o registro da agregacio estimulada por Ristocetina adicionou-se, 2 uma outra
suspensac de plaquetas, 15 pl de Uruprot com concentragic inicial de 50 ug/mi, na
auséncia e presenca de Ristocetina.
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RESULTADOS

5 — purificacao da serinoprotease Uruprot

Na purificac&o da serinoprotease de Bothrops alternatus chamada Uruprot usou-
se cromatografia de exclusao molecular em coluna Sephadex G-75, cromatografia de troca
idnica em coluna 5P 5PW e coluna C18 uBondapak como j& descrito em materiais e
métodos e demonstrado no esguema 1.

Esquema 1: Esquema representative da purificacdo de Uruprot discriminando as etapas

peias quais passou o veneno total e suas fracdes.
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5.1 — Cromatografia do veneno em coluna de Exclusio Molecular em
Sephadex G-75.

Quatro fragbes correspondentes aocs picos de absorbancia em 280nm foram
eluidas na cromatografia de exclusio molecular em Sephadex G-75 a partir do veneno
iotal de Bothrops alternatus em tamp&o bicarbonato ambnio (0,1M pH 8,0). Fssas fracdes
foram denominadas Si, Sil, Slli E 81V e o perfil de eluicio é mostrado na figura 7. Testes
anteriores feilos em nosso laboratério demoenstraram que a fracdo Si apresenta uma
proteina com atividade “trombina-like”, a fracdo Sl apresenta proteinas com forte atividade
coagulante, e a fragdo SIV apresenta atividade de potenciadeora de bradicinina em testes
feito em cobaias (Smolka ef a/,, 1998; Camillo, 1995).

A fracgo Sill constituida por proteinas de massa molecular aparente em torno de
30 kDa, representou a fragdo do veneno de B. afternaftus com maior rendimento e inibiu a
Ristocstina na sua atividade de ativadora da agregacao plaguetaria.

Os testes de atividade bioldégica que monitoraram esta cromatografia
demonstraram que a fragéo Sill & capaz de se ligar ac fator de von Willebrand (vWF) em
teste “in vitro”. Além disso esta fracdo apresentou atividade de lectina {hemagiutinacio)
(Noveilo, 1995).



V . RESULTADOS 42

SH mafa

SV —>

o, 280 e

ﬂ }]x!bil!!!l‘?f!]ill!![!lIitiliilf3!!51(7{:!5]!i1!l|%1§!§Eifl!?lii]?lii?ii{if

1 i 21 kL & 5 51 f1
Tubas

Figura 7: Cromatografia do veneno total em coluna G-75 (115 X 2,0cm) equilibrada com
bicarbonato de ambnia 0,1 M, pH 8,0. FracBes coletadas: 4mi, fluxo constante de 12 miL/h.
Apresentando quatro picos dos quais Slill foi escolhido para os estudos de caracterizagso.
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5.2 - Cromatografia de Troca idnica em SP 5PW

A fracBo ativa (SHil) proveniente da cromatografia de exclusio molecular em
Sephadex G-75 fol cromalografada em coluna SP 5PW (0,75 x 7.5cm, Walters) e
apresentou guatro picos principais denominados P, Pl Plll & PV, como evidenciado na
figura 8. A frag@o Pl n&o se ligou a coluna na eluigio com tampao fosfato 5 mM pH7.4. As
fragbes Pll e Pili foram eluidas com um gradiente de 40% a 60% de tamp3o (fosfato 5 mM
pH 7.4 contendo NaCl 0,5 M). O primeiro pico (Pl) apds ge! SDS-PAGE mostrou-se com

uma unica banda, portanio puro, Toi dialisade, licfilizado e utilizade para os estudos

seguintes.
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Figura 8: Cromatografia de Troca idnica da fragio Sill em SP 5PW, acoplada ao sistema
de HPLC. Amostra: 4 mg de Sl proveniente da coluna de exclusdo molecular, Tampao de
equilibrio fosfato 5 mM pH 7.4, Tamp&o de eluicgo fosfato 5 mM pH 7,4 com gradiente de
NaCl 0,5 M?iuxe: Tml/min.
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5.3 — Cromatografia Liguida de Alta Eficiéncia em HPLC/Fase Reversa

A fracdo Pl (Uruprot) eluida da cromatografia em coluna SP 5PW e o pico Sill
foram submetidos a cromatografia em fase reversa-HPLC. Monitorou-se o grau de pureza ¢
hidrofobicidade da Uruprot em comparacdo com S Esta foi eluida como um dnico pico
simétrico em tormno de 78% de acetonitrila (figura 9), demonstrando que Uruprot apresenta-
se em sua forma pura, sendo de carater apolar ou hidrofobicoc. A composi¢de de
aminodcidos {tabela 1) corrobora com este dado a medida que nos mostra na composicao

de Uruprot a alta concentracdc de aminoacidos hidrofobicos come glicing, isoleucing, &

feniialanina.
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Figura 9: Cromatografia de Sl e Pl em fase reversa com uma coluna C18 yuBondapak (3,9
X 30cm), equilibrada em solugdo de TFA (acido triflucroacético) 0,1M pH 2,5 (scivente A).
Amostra aplicada: 500 ug de Pl e 800 ng de Sill. Gradiente linear continuo até 100% de
solvente B (acetonitrilina 66% em 0,01M de TFA acido trifluoroacético). Fiuxo de 1 mL/min.

Absorbancia monitorada em 280 nm.
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5.1.1 — Caracterizacao Fisico Quimica da Uruprot

5.1.2 - Eletroforese em Gel de Poliacrilamida (SDS-PAGE)

A fraclo P1 eluida com tampéo fosfato 5 mM pH 7.4 e gradiente 0,5M de NaCl em
coluna SP S5PW, apss a dialise contra &gua, foi liofilizada e submetida a andlise do perfil
de massa aparente em gel de poliacrilamida a 12 5%, com SDS, come descrito em
materiais € métodos. O gel foi corado com prata e Pl apresentou, em condighes ndo
redutoras, uma Unica banda com aproximadamente 28 kDa e em condicdes redutoras uma

unica banda com aproximadamente 32 kDa (figura 10).

2

14

MM RN TRR

Figura 10: Eletroforese de Pi em gel de poliacrilamida a 12,5%, na presenca de SDS,
frac&o obtida na cromatografia em SP 5PW. Andlise de PI na presenca (PI-R) e auséncia
(PI-N) de 0,1M de DTT. MM - marcadores de massa molecular (em kDa identificados na
esquerda e descritos em metodos)
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5.1.3 Ensaio para glicoproteinas

A fracdo P! obtida apds cromatografia em SP 5PW e gue corresponde & protease
Uruprot foi submetida a uma eletroforese SDS-PAGE & 12.5% para identificagéo da
presenca ou n&o de glicoproteina, o método utilizado foi © acido periddico reativo de Schiff
(PAS).

A coloracéo de Uruprot realizada com acido periddico — Reagente de Schiff, apds o
fratamento do gel nativo com periodato, evidenciou a presenga de carboidratos ligados

covalentements 2 protease revelando ser uma glicoproteina {figura 113

o,

i

"y
[ 158

Figura 11: Eletroforese de Uruprot em condicdes nativas (auséncia de SDS) pH 80. A}
Coloracdo para Carboidratos; 1A Albumina; 2A: Uruprot. B) Colorac8o para proteinas. 1B:

Albumina; 2B: Uruprot.
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5.1.4 — Eletroforese de Duas Dimensdes em Gel de Poliacrilamida

Quando examinado por eletroforese de duas dimensbes (2D) em gel SDS-PAGE, a
fracio Slil do veneno {otal mostrou duas faixas de proteinas que, fixaram-se préximas aos
marcadores de 30 kDa e 14 kDa, dado observado na figura 12. Uruprot migrou entre as
proteinas de 30 kDa aproximadamente e mostrou-se homogénea, apresentando um “spot’
com ponto isoslétrico préximo a 4,8, dado gue pode ser observado na figura 13,

Eletroforese em duas dimensdes evidenciou somente um “spot’, reafirmando a
pureza de Uruprol e ndc observou-se a heterogeinedade comum a glicoproteinas,
sugerindo ser Uruprot uma glicoproteina constituida por um Gnico tipo de caboidrato.
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Figura 12: Eletroforese PAGE de duas dimensdes em gel de poliacrilamida de proteinas
da fracdo Siil do venenc de Bothrops alternatus. A seta no interior do gel indica a
posic&o de Uruprot. Os valores da esquerda para a direita indicam o pl (valores de 3 a 10)
e de baixo para cima 0 aumento da massa molecular (de 14 kDa a 66 kDa).
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30 kDa

Figura 13: Elefroforese de duas dimensBes em gel de poliacrilamida de Uruprot,
serinoprotease purificada do veneno de Bothrops aifernatus. A seta no interior do gel
indica a posi¢ao de Uruprot no mesmo. Os valores da esquerda para a direita indicam o pl
(de 3 a 10) e de baixo para cima o aumento da massa molecular (de 14 kDa a 66 kDa).
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£.1.5 — Andlise de Aminoécidos

A serinoprolease Uruprot fol submetida & hidrélise &cida (HCI 8 M) & 3
derivatizagdo para obtencio da composicdo global de amincécidos mostrada na tabela 1.
A anélise da composigéo global de aminoécidos evidenciou uma alta ocorréncia de Gly,
Phe, lle, Gix, Thr e Ser, em comparacdc a cutros residuos. Uruprot apresenta baixo
contedo de aminoacidos basicos como His e Arg, tratando-se de uma proteina &cida.
Evidenciou-se a auséncia de metionina, residuc presente em grande concentracao na
albumina gue € comumente encontrada em proteinas provenientes de soros.

Nao foram determinados residuos de cisteina e triptofano. O triptofano néo foi
detectado pelo processo empregado e outros testes como o de fiuorescéncia ndo foi
empregado. O Unico residuo de cisteina foi computado a partir da determinacgo do N-
terminal de Uruprot.

A compara¢go da composigio de aminodcidos de Uruprot com outras proteinas em
banco de dados (http://expasy.crb.nrc.ca) identificou homelogia entre Uruprot e outras
proteinas conhecidas. O resuitado obtide comprovou a caracterizacdo de Uruprot como
uma serinoprotease, observando-se um score (medida de grau de homologia) de 331 para

PA-BJ, (uma serinoprotease que tem acgdo de ativadora do plasminogénio, Serrano ef al,
1995).
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Tabela 1: Nesta iabela mosirou-se a composicdo de aminoacidos da Uruprot, onde a
composicBo € expressa em moles de residuo por moles de proteing, e expressa como
porcentagem molar. A abreviagdo n.d. significa ndo determinado. A presenca de uma
cisteina, foi estabelecida pela sequéncia N-terminal de Uruprot.

Aminoacido Uruprot Porcentagem PM calculado
Asn : 12 35% 1381.32
Gin 22 B.4% 2840.88
Ser 30 8.7% 2812.70
Gly 54 15.8% 3081.78
His 01 0.3% 137.160
Arg 01 0.3% 156.210
Thr 45 13.1% 5000.40
Ala 13 3.8% 924170
Pro 14 4% 1359.82
Tyr 08 1.7% 684.900
Val 10 2.9% 1631.50
Met 00 0% 0
Cys 01 0.3% 103.140

e 31 9.1% 3198.27
Leu 10 2.92% 1131.70
Phe 33 9.6% 4857 .27
Lys 0g 2.6% 1153.71
Trp n.d n.d. n.d.

Totai 292 100% 30254.9
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5.1.8 . Determinacao da Segiiéncia N-Terminal

Apos determinacéc da segléncia N-Terminal da Uruprot, pesquisa em banco de
dados de profeinas com sequéncias ja determinadas mostrou alta homologia da Uruprot
com outras proteinas, como por exemplo as KLE | (86%) e KLE 1l (94%) que tém funcio
‘calicreina-like”, e serinoproteases ativadoras do piasminogénic como TSV-PA (94%),
dentre outras.

A parte colorida da figura 14 representa a segii@éncia consenso entre as diferentes
serinoproteases indicando que regifes proximas a exiremidade N-terminal s8o muito
conservadas € demonsiram alto grau de homologia evidenciando mais uma das

caracteristicas das serinoproteases.

Proteinas Posicdo Homol
1 5 10 15 20 %
Uruprot VVCCEDECNI NEHRSL o
Catroxobina Y VCCDECN! NEHRSL 96
KLEI HYCCDECNI|I NEHRSL 06
KLEI! HYGCCCECNI NEHRSL 04
DE-3 Y1 CCDECNI!I NEHRFL 94
TSV-PA VFCCDECNI NEHRSL 94
Jerdonina VI CCCECNI NEHRFL 92
Ancrode Y1 CCDECNI NEHRF L 92
Crotalase VI CCDECNI NEHRFL 90
Bilineobina Y ! CCDECNI NEHRFL 20

Figura 14: Analise da homologia comparativa da regi&o N-terminal de Uruprot com outras
serinoproteases. A parte destacada em cor amarela determina a regido de uma seqiiéncia
invariavel entre as diferentes serinoproteases: Jerdonina {Lu, et al;2000), Catroxobina
{(Pirkie, et a/;1989), KLE! e KLE!l (Komori, et al.; 1993), DE-3 (Chiou, ef al.; 1992), TVS-PA
{Zhang, et al.; 1995), Crotalase (Pirkle, ef al.; 1981), Ancrode (Au, et al.; 1993), Bilecbina

{Markland & Damus 1971). A Ultima coluna & direita indica o grau de homoiogia entre as

diferentes proteinas.
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& - Caracterizacdo Funcional da Uruprot

6.1, — Ensaio Hemolitico

Leituras foram feitas apds 2 horas de incubacgdo da placa de microtitulagdo a
temperatura de 37°C. Para os ensaios da atividade hemolitica, Uruprot foi testada em
eritrécitos intactos e tripsinizados de humano (A, B, AB e O), na presencga de CTBS como
descrito na metodologia. A concentragd@o minima de Uruprot capaz de hemolizar os
eritrocitos Wripsinizados fol de 0.97ug/mi. para o tipo sanguines A de humano, mostrando

ser este tipo mais sensivel a Uruprot que também mostrou-se capaz de hemolizar todos os
tipos sanglineos fripsinizados, sem especificidade (tabela 2).

Tabela 2: Tabela demonstrando a concentracéo minima hemolizante de Uruprot. Ensaio
hemolitico feito com Uruprot agindo sobre diferentes tipos de eritrécitos (A, B, AB, O) na
presenca de caicio. A sigla no (n&o observado) indica que até a conceniragio de

150ug/mL ndo ocorreu hemolise. As hemaceas para o ensaio foram tripsinizadas e diluidas
4 concentracdo de 2%.

Eritrocitos intactos Tripsinizados
A 15.6ug/miL 0.87ug/mL
B no 3.9ug/mL
AB no 1.95ug/mL

O ne 3.9ug/mL
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8.2 - Agregacio Plaguetaria

O teste de agregacio plaguetaria realizado com a2 fragdo Pl mosirou gue esta
proteina n&o agrega plaquetas diretamente, e € capaz de inibir a agregacéo plaguetaria
induzida pela Ristocetina.

iniciaimente incubou-se as PRP com apenas Ristocetina {1 mg/mL) e o resultado
foi a ativacBo da agregacao plaguetaria (linha A, figura 18), numa segunda incubacéo foi
adicionada PRP, Ristocetina (1 mg/mL) e apds & minutos adicionou-se & esta suspenséo
Uruprot & observou-se efeito inibitdrio numa concentrago minima de 10 ugimL (linha B,

figura 15) sobre a agregaco plaguetaria induzida por Ristocetina.



Y. RESULTADOS 55

0% °

RISTOCETINA
&
o
o
i
£ ? B
N
£
g
-

VRUPROT
50% ==

A
109%
12 min. | TEmMpo (min)

Figura 15: Efeito inibitorio de Uruprot no processo de agregacio plaquetéria induzido pela
Ristocetina. No quadro a letra A refere-se a suspensao de plaquetas lavadas na presenca
de Ristocetina (1mg/mL) onde observa-se o processo de agregacéo plaquetaria e a letra B
demonstra a suspenséo de plaguetas lavadas na presenca de Ristocetina (1Tmg/mL) e

Uruprot (10 pg/mL) onde percebe-se ¢ efeito inibitério da Uruprot sobre a Ristocetina.
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DISCUSSAO

Serpentes do género Bothrops produzem venenos ricos em componentes
enziméticos ou idxicos que, quando introduzidos nos tecidos de suag presas ou vitimas
ocasionais, induzem lesGes locais que, as vezes, repercutem sistematicamente (Cardosc
et al., 1993, Otero-Patific ef al, 1997). As serpentes do génerc Bothrops sio
responsaveis por 86% das ccorréncias de acidentes ofidicos no Brasil (Barraviera &
Pgreira, 1984), toma-se portanto importante objeto de estudo.

Os acidentes causados por serpentes do género Bothrops mostram um gquadro
clinico bastante caracteristico decorrente da acgdo combinada dos componenies presentes
em seu veneno: agdes proteoliticas, coagulantes & hemorrdgicas (Cardoso, 1997). Das
proteinas enconiradas nos venenocs de serpentes destacam-se trés grupos que atuam nos
processos da cascata de coaguiacdo: desintegrinas, proteinas relacionadas com as
lectinas tipo C e as proteases (Kini & Evans, 1992).

Segundo Barraviera & Pereira (1994) peconhas da maioria das espécies de
Bothrops, principalmente exemplares jovens, como B. jararaca, B. moojeni, B. neuwiedi,
B. cotiara e B. alternatus (figura 1) apresentam componentes fortemente coagulantes, em
contraste com as de B. jararacussu e B. itapetiningae que apresentam uma menor
atividade de coagulac&o.

As proteases apresentam atividade fibrino(geno)litica, agindo na coagulagdo
sanglinea, fibrindlise, agregacdo plaguetéria e nos processos de trombose e hemostase
(Matsui ef al, 2000). Venenos de serpentes apresentam também componentes que
provocam hemolise, que pode ocorrer de duas maneiras: diretamente agindo sobre a
membrana celular desorganizando-a ou, indiretarnente agindo sobre componentes da fase
fluida (proteinas conjugadas) liberando ou formando substancias que, apds essa acio,
adquirem capacidade de atuar sobre a membrana eritrocitaria (Sugiki, ef al, 1995; Freire,
1998).

Neste trabaiho relata-se a purificaco de uma serinoprotease (Uruprot) do veneno
de Bothrops afternatus. A purificacdo da Uruprot deu-se por métodos convencionais de
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guimica de proteinas: cromatografia em Sephadex G-75 e cromatografia de troca iénica em
3P 5PW.

Inicialmente ¢ veneno bruto fol submetido a uma filtrac8o molecular em gel de
Sephadex G-75 equilibrada com tampéo bicarbonato de aménio (0,1M, pH 8.0) onde,
obteve-se quatro fragbes: SI, Sl SHl, SIV (figura 7). Tornou-se interessante & purificacio
da fracBo SHI pois a mesma foi 0 compenente com maior rendimento, apresentava
proteinas cujas massas encontravam-se no patamar de 30 kDa e, sstudos realizados
mostraram gue SH! n8o agregava plaguetas diretamente, ndo inibia o trombina, ndo
induzia agregagio plaquetaria na presenca vWF, porém inibia a agregacio induzida por
Ristocetina (Novelio, 1995).

Estes resultados sao indicativos que as proteinas contidas na fracio Sl possusm
atividades bioldgicas diferentes de outras proteinas com massa molecular aparente em
tomo de 30 KDA, observadas em venenos de serpentes de géneros e até mesmo em
espécies diferentes como: Albogregina-B (23, kDa cadeia Unica, e que induz agregacéo
plaguetéria direta através de ligago com o complexo GPIb- Yoshida et al., 1993),
Botrocetinas (30-32 kDa, cadeia unica de 27 kDa e cadeia dupla 15 e 14,5 kDa, e que
induz agregag@o plaquetaria na presenca de vWF Read ef al., 1978) e Botropsjaracina (27
kDa, cadeia dupia com 15 e 13 kDa e que promove inibigdo da o trombina Zingali ef &/,
1993).

Na cromatografia de troca idnica em SP 8PW a fracdoe Slii foi resolvida em quatro
picos principais nomeados Pl, Pll, PIll E PIV (figura 8). Resultados anteriores de nosso
laboratéric mostraram que a fragcdo Pll tem a capacidade de se ligar ao fator de vWWF,
inibindo a ligagao da Ristocetina com o mesmo, induzindo a hemorragia (Novello, 1995).
Neste trabalho mostramos que a fracdo Pl apresentou pouco rendimento e nenhum teste
bioloégico foi realizado; PIV n&o apresentou atividade sobre agregacio plaquetéria,
enquanto Pl apresentou a capacidade de inibir a agregacdo plaquetaria na presenca de
Ristocetina (figura 15).

De acorde Zhang ef al. 1995, as proteases parecem ser componentes constantes
nos venenos de serpentes. Analises individuais do veneno de quinze espécies de

Trimeresurus stejnegeri evidenciou similar atividade de ativacdo do plasmincgénio “in
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vitro”, gue & normalmente desencadeada por serinoproteases. O rendimento de proteases
purificadas do veneno de serpentes fica na faixa de 0,1 a 1 % do veneno total. Uruprot
representa aproximadamente 0,5% do veneno fotal, de acordo com a quantificacBo por
densitometria, sendo igual ao rendimento observado para as serinoproteases TSV-PA e
LV-PA, ambas ativadoras do plasminogénio, que representam 0,5% das proteinas totais do
veneno (Zhang ef al., 1895, Sanchez ef a/., 2000).

Eletroforese em condigbes desnaturantes tem sido um método muito utilizado para
determinar o grau de pureza & massa molecular aparente de serinoproteases. As
serinoproteases apresentam massa molecular aparente muifo varidvel, aigumas tém peso
molecular em tomo de 23 a 35 kDa como Flavoxobina 235 kDa de Trimeresurus
Flavoridis (Shieh ef al, 1988), PABJ 30kda de Bothrops jararaca (Serrano ef al, 10856),
TVS-PA de 33 kDa de Trimeresurus stejneri (Zhang ef al, 1995) e LV-PA 233kDa de
Lachesis muta (Sanchez ef a/.,, 2000). Oultras apresentam massas moleculares acima de
35 kDa, como Cerastotina 40kDa de Cerastes cerastes (Marrakchi ef ai., 1997), CPIE-2,
44KDa de Agkistrodon caliginosus Shimokawa & Takahashi, 1993) e Bilineobina 57 kDa
de Agkistrodon bilineatus (Komori ef al., 1993).

SDS-PAGE 12,5% de Uruprot, corado por prata, além de confirmar um elevado
grau de homogeneidade evidenciou também uma massa molecular aparente de 28 kDa em
condicbes nativas e aproximadamente 32 kDa em condicBes redutoras com DTT, como
ilustrado na figura 10. Assim, pode-se inferir que Uruprot é uma proteina de cadeia
polipeptidica unica, ou que uma possivel dimerizacdc ndc € estédvel nas condiges
desnaturanies. Em condicbes redutoras, ocorreu um pequeno aumento na massa
molecular aparente, isto ocorreu devido a reducBo das pontes dissulfeto intracadeis,
fazendo com que a cadeia polipeptidica ficasse “esticada”, o que comumente ocorre com
proteinas globulares, dificultandoc a penetracéo da Uruprot no gel de poliacrilamida.

O pesc molecular aparente de Uruprot (ndo reduzido) estéd muito préximo ao de
varias serinoproteases observadas na literatura, principaimente para PA-BJ (30 Kda) de
Bothrops jararaca (Serrano ef al, 1995), TVS-PA (33 kDa) de Trimeresurus stejnegeri
(Zhang et al., 1995) e KLE 1l 28,2 KDa de Crotalus atrox (Bjarmason et a/., 1983). A massa
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molecular em condigbes reduzidas também é semelhante para a serinoprotease
Ralterobina isolada e caracterizada por Smolka ef al. (1988).

A homogeneidade de Uruprot & confirmada por gel native e cromatografia em
coluna €18 emn sistema de HPLC (figura 9). O gel nativo corado para proteina evidencia
uma Unica banda, que provavelmente apresenta um baixo pl, devido sus facilidade de
penetracio em dire¢ac ao polo positivo, resuliados observados por Zhang ef &/, 1985 e
Zhang ef al. 1998,

Muitas proteinas de venenos de serpentes sdo glicoproteinas e em algumas
espécies podem ser glicosiladas de maneira especifica. Elas contém oligossacarideos de
diversas estruturas, e as atividades bioidgicas e farmacolbgicas dessas glicoproteinas em
veneno de serpente ainda permanecem obscuras (Gowda & Davidson, 1892).

A grande maioria das serinoproteases sic glicoproteinas: Okinaxobina I de
Trimeresurus okinavensis (Nose ef al., 1994), £l e Ell de Crotalus atrox (Bjamason ef
al., 1983), Bilineobina de Agkistrodon bilineatus (Komori ef al,1993), PA-BJ) de
Bothrops jararaca (Serranc et al., 1995) Stejnobina de Trimeresurus stejnegeri (Zhang
et al., 1998), algumas apresentandc residuos de acido sidlico como Eil, Crotalase de
Crotalus adamanteus (Markland & Damus 1971) e outras manose como Loxolysina B
(Feitosa, ef al., 1998; Veiga et a{., 1999).

Os carboidratos sdo responséveis pelas heterogeneidade aparente nos géis onde
¢ possivel pos coramento, identificar-se um arraste, que € caracteristico de glicoproteinas
em eletroforese em condigbes nativas, isto é, na auséncia de SDS (Morris ef al, 1989). A
coloragdo de Uruprot pelo reagente de Schiff, apds tratamente do gel nativo com periodato
evidenciou a presenca de carboidratos ligados covalentemente a serinoprotease Uruprot
revelando ser esta uma glicoproteina (figura 11). Entretanto, outras metodologias
especificas S&0 necessarias para que se possa saber o tipo de carboidrato ligado a
estrutura de Uruprot, como analise da composicdo de carboidrato e guantificacio pelo
método de Dubois (1976).

Em géis 2D, o pl e a massa molecuiar (MM) aparente de todas as proteinas podem
ser estimados ac mesmo tempo por analise da imagem do gel. A estimativa pode ser feita
comparando-se 0 padro da amostra em relacio a proteinas padrio de pl & MM
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conhecidos (Witkins ef al, 1996, Westermeler, 1997). Estes géis 2D oferecem a maior
resolugdo de todos os metodos conhecidos atualmente para determinacdc de MM de
proteinas (Westermeier, 1987). A alta resoluclo da 2D deve-se ao fato da primeira e
segunda dimens@o serem embasadas em par@metros independentes (pl & massa
molecular das proteinas).

Encontram-se dentre serinoproteases purificadas muitas que apresentam pl
basicos, porem atualmente a purificacdo e caracterizagfo de serinoproteases acidas tém
sido demonstrada (Shimokawa & Takahashi 1993; Deshimaru st a/, 1996). As
serinoproteases parecem advir de um gene ancestral comum divergindo nos seus
processos de evolugdo. isto é fundamentado nas diferentes organizagbes de exons &
introns em seus genes, resultando em alteragtes de suas atividades fisiologicas. N&o raro,
enconiram-se serinoproteases de fontes distintas que tém pl diferentes e atividades
fisioldgicas semelhantes. Embora seja inapropriada a suposicio de gue a atividade das
serinoproteases depende do ponto isoelétrico, isoenzimas bésicas parecem possuir
atividades fisiologicas especificas diferentes das conhecidas para serinoproteases acidas
(Deshimaru et al., 1996).

Podemos citar KLE | e KLE i, ambas serinoproteases acidas (4,7 e 4,3) que
possuem a mesma atividade calicreina-iike (Bjarason ef al, 1983). Observa-se também
que serinoproteases como Okinaxobina | e Okinaxobina Il que tém pl diferentes 54 e 8.1,
respectivamente, apresentam a mesma atividade trombina. Embora Okinaxobina | degrade
primeiro a cadeia § do fibrinogénio e posteriormente a cadeia «, enquanto, a Okinaxobina
I quebra preferenciaimente a cadeia o do fibrinogénio e lentamente a cadeia B, acdo essa
observada para a maioria das serinoprotease com atividade trombina-like (Nose et al.,
1994). Ha diversos trabalhos indicando a purificagic de serinoproteases de veneno de
serpente que estimulam a liberagao de ativadores de plasminogénio em células endoteiiais
(Sanchez et al,, 2000). Podemos citar algumas serinoproteinases acidas como LV-PA e
TSV-PA ambas com alividade de ativadoras do plasminogénic (Zhang et al, 1995
Sanchez et al., 2000).

A andlise em eletroforese 2D (figura 13), mostra que Uruprot é homogénea com um
unico spot com relacdc a cadeia protéica e a de carboidratos, com um pi 4cido (4,8).
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Observa-se na iiteratura muitas serinoproteases acidas com afividade trombina-like,
calicreina-like & ativadoras do plasminogénio, portanto, faz-se necessario a realizagdo de
testes adicionals para confirmar a atividade especifica de Uruprot.

Quando proteinas s&o submetidas a hidrdlise acida em elevadas temperaturas,
podem ocorrer algumas alteragbes quimicas gue interferem nos resultados das analises de
aminogcidos. N&c h& uma condicdo padréo de hidrélise que forneca resultados correios
para todos os aminoacidos nas moléculas de proteinas, podendc ainda ocorrer a
intervencdo de compostos ndo proteéicos na recuperacdo dos aminoacidos (Sittampalam ef
al., 1988).

Em serinoproteases apesar das variadas propriedades fisicldgicas, verifica-se gue
em sua grande maioria elas sdo compostas por aproximadamente 235 aminoacidos gue
s&o altamente homdélogos em suas sequéncias (Deshimaru et af, 1898). A andlise da
composicdo de aminoacidos de Uruprot que pode ser vista na tabela 1 demonstrou
similaridades com algumas serincproteases trombina-like e ativadoras do plasminogénio. A
alta ocorréncia dos aminoacidos Gly, Thr, Phe, lie, Ser e Giu também sao caracteristicas
das serinoproteases: Bilineobin de Agkistrodon bilineatus (Komori et al, 1993),
Crotalase, Trombina, e Okinaxobina Il. E possivel observar também a baixa ocorréncia de
aminoAcidos basicos como His e Arg, o que confirma o resultado do pl acido (4.6
observado em gel 2D.

Na analise de Uruprot, o valor de triptofano ndo foi quantificado, pois esse resiguo
ndo foi detectado pelo processc empregado e nenhuma correcdo para possiveis perdas
durante a hidrolise &cida foi realizada. NZo foi detectado nenhum residuc de metionina na
andlise desta serinoprotease ¢ que confirma sua pureza uma vez que metionina é um
residuo muito presente em albumina gue € comumente encontrada em proteinas
provenientes de soro. Contudo, o valor da massa molecular aproximada para Uruprot (30
kDa), pela analise de aminoacidos ficou proximo do valor da massa molecular aparente
encontrada em gel de poliacrilamida.

Uruprot apresenta alta concentracéo aminoacidos hidrofébicos como Gly, lie, Phe
e Pro conferindo um alio grau de hidrofobicidade, como demonstrado em coluna de fase
reversa C18, onde Uruprot foi eluida por 78% de acetonitrila. As interagSes hidrofébicas
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sdo responsaveis pelo arranjo molecular da proteina, uma vez que, expdem os
aminoacidos hidrofilicos {polarss) e conservam em sey interior os hidrofdbicos (apolares).
As serinoproteases conservam a grande maioria de seus aminoécidos, assim eles devem
sstar organizados em posictes distintas em suas moleculas. A conformagae resultanie
deste arranjo molecular determina a funcdc da proteina, sendo possivel supor que as
diferentes atividades fisiclogicas atribuidas as serinoproteases tenham seu fundamenic
nesta interagao.

As regides proximas a extremidade N-terminal das proteases sdo muito
conservadas e apresantam glto grau de homologia. Comparando-se a regiao N-termina! de
Uruprot com a mesma regido de oulras proteases de sequéncias ja deferminadas,
encontram-se muitos residuocs conservados ({figura 14), apresentandc homologia de 96%
com Catroxobin e KLE |, 94% com KLE Il e TVS-PA, 82% com Ancrod, 80% com Crotalase
e Bilineobin, sendo todas serinoproteases (Pirkie ef al., 1989; Bjarnason &t a/,1983; Zhang
et al., 1995; Burkhart ef al,, 1992; Markiand & Damus 1871; Komori ef a/., 1993). Quandoe
comparada a Trombina, observou-se 23% de homologia sequencial (dado ndo mostrado).

Uruprot apresentou em seu N-terminal a sequéncia consenso dos residuos
invariaveis VVGGDECNINEHR-LVAI (figura 14) com as serinoproteases comparadas, ao
que tudo indica, estas proteases mostram muitos residuos de aminoacidos gue se
conservaram durante a evolucdo e que estdo provavelmente relacionados com sua
atividade biologica. Uruprot além da alta homologia apresentou-se com pl semelhante,
rendimento igual @ massa molecular aparente similar a duas serinoproteases com atividade
de ativadoras do plasminogénio que sdo: LV-PA e TSV-PA (Zhang et al., 1995; Sanchez ef
al., 2000). Entretanto a atividade fisiologica de Uruprot necessita ser melhor elucidada.

Varias enzimas de venenos de serpentes, especialmente da familia Viperidae, s&o
conhecidas por ter grande efeito sobre o sistema de coagulacdo sanglineo, estas enzimas
podem promover ou inibir a coagulacée (Markiand, 1998). Dentre as atividades biologicas
dos venenos de serpentes, aranhas e insetos peconhentos podemos cifar a atividade
hemolitica. O grau de hemdlise € dependente do tipo de hemacia, sendo as humanas de

sensibilidade moderada guando comparadas com as de cdes e ratos, gue sac mais
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sensiveis. Peptideocs isolados de venenos de serpentes produzem lise direta em hemacias
lavadas e ressuspendidas em meio isotdnico (Condrea ef 2/, 1964).

Ensaio de hemdlise realizado com heméceas de humanos, numa concentracio de
2%, evidenciou que Uruprot fem atividade hempolitica numa concentragdo minima de
0,97 ug/mi em eritrécitos tripsinizados do tipo A, mostrando serem estes mais sensivels a
acdo de Uruprot, entretanto, observou-se hemdlise em todos os eritrocitos tripsinizados de
outros grupos sanglineos com concentragbes crescentes de Uruprot (tabela 2).

As diferentes enzimas serinoproteases tém mecanismo de acgdo propric e
interagem com diferentes afinidades sobre varios sitios ativos na molécula de trombina,
bem como vWFE, Risloceting, Botrocetina (Marrakchi ef a/, 18%97). Por exempio,
Bothropsjaracina (Zingall et al, 1993) que inibe a ligacdo de o trombina ac complexo
glicoprotéico lib-llla de plaquetas (GPllb-ilia), nao tem atividade de coagiutinina ou de
inibir a ligag&o de Ristocetina ao vWF. Alguns autores sugerem que Bothropsjaracina pode
ser um analogo da Botrocetina, uma coagiutinina purificada de Bothrops jararaca
(Andrews et al., 1989},

Ristocetina € um antibistico analogo da Botrocetina, gue “in vilro” mimetiza a acéo
de agonistas liberados na les&o de vasos sanglineos. Nos testes de agregacac
plaquetaria Uruprot n&o teve agao sobre a agregac@o em celulas lavadas, mas foi capaz
de inibir o efeito da Ristocetina (1 mg/ml), em concentragcdo minima de 10ug/mL,
impedindo sua ligacdc ao vWF (figura 15). Os resultados observados para Uruprot s&o
comparaveis aqueles encontrados para Urucetina, embora Uruprot n2c tenha apresentado
homologia sequencial, apresentou homologia funcional com Urucetina (Novello, 1995). As
serinoproteases trombina-like t&m potente atividade coagulante sendo seu mecanismo de
acdo similar ao da trombina. Podemos entdo sugerir que Uruprot ndo apresenta
similaridade com serinoproteases “trombina-like”.

Em conclus@c, do veneno de Bothrops alternatus foi purificade uma
serinoprotease &cida, cuja eletroforese em gel de poliacrilamida revelou ser de cadeia
gnica mesmo em condigbes redutoras, com pesc molecular aparente de 28-32 kDa.
Uruprot apresentou atividade hemolitica e inibiu o efeifo da Ristocetina na agregacéo

plagqustéria. Os dados aqui apresentados esclarecem algumas particularidades funcionais
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dessas proteinas que se relacionam com a sua organizacdo estrutural. Um maior
conhecimenio das serinoproteases de serpentes, através da purificacdo e caracterizacio
bioquimica e funcional e necessario, e muito contribuird para a elucidacéo das variadas
atividades das proteases, permitindo assim, uma melhor aplicacio destas em prevencdo
de doencas trombdiicas,

Os resultados oblidos s8o estimulantes e somado ao grau de pureza observado
principalmente por SDS-PAGE 2D, onde tém-se um Unico spot para Uruprot, justifica um
estudo mais detathado quanto a atividade bioldgica e caracterizacdo da estrutura priméria
de Uruprot.

Sendo Uruprot uma glicoproteina, seria imporiante identificar & quaniificar o(s)
aclcar({es) constituinte(s) na molécuia de Uruprot.

Do ponto de vista fisico-quimico, seria interessante realizar uma caracterizacéo da
estrutura molecular de Uruprof, por sequenciamento total de seus residucs {estrutura
primaria), determinacgao da porcentagem de estrutura secundarias (por dicroismo circular)
e analise da estrutura terciaria a partir de estudos cristalograficos.

O interesse no estudc das serinoproteases ndoc se restringe unicamente na
estrutura fisico-quimica de Uruprot, mas também tem o objetivo de elucidar as possiveis
diferencas estruturais que contribuem para express@c da atividade bioidgica. Como
mencinado anteriormente, outras metodologias sdo necessarias para inferir as atividades

bioldgicas de Uruprot, objetivando uma maior aplicabilidade desta serinoprotease.
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