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Apresentacéo

As serpentes peconhentas sempre foram vistas de maneira totalmente
destrutiva por muitas comunidades, no entanto elas sdo de fundamental importancia
no controle de diversas pragas que afetam a vida do homem. Os envenenamentos
ofidicos constituem um problema de saude publica no Brasil devido a grande
incidéncia e a gravidade dos efeitos. O quadro clinico desenvolvido por um
acidentado pode ser muito variado, dependo da quantidade de peconha que foi
inoculada, da localizagao da picada, da idade e espécie da serpente e principalmente
do tempo decorrido entre o acidente e o atendimento médico. As peconhas de
serpentes de uma forma geral sdo constituidas por uma grande variedade de
proteinas com efeitos téxicos que podem atuar de forma isolada ou sinérgica
potencializando ainda mais os danos teciduais locais ou sistémicos.

O interesse pelo estudo das caracteristicas quimicas e funcionais de toxinas
isoladas de peconhas ofidicas ndo € devido somente a sua relevancia no
envenenamento, mas também pela sua possivel utilizagdo como valiosos
instrumentos de pesquisa em outras areas do conhecimento. Estudos farmacoldgicos
e bioquimicos das peconhas de serpentes, realizados nas ultimas trés ou quatro
décadas, tém mostrado a riqueza de enzimas, toxinas, compostos biologicamente
ativos, e a grande diversidade de suas acdes. Consequentemente, numerosas
tentativas vém sendo realizadas para utilizar esses compostos como ferramentas
para pesquisas na area medica.

As alteragbes da coagulagdo sanglinea, causadas por peg¢onhas ofidicas,
também tém sido alvo de muitas pesquisas desde a década de 60 no Brasil.
Enzimas coagulantes, conhecidas como “thrombin-like” s&o importantes na
compreensdo dos processos complexos envolvidos na coagulagédo do sangue. Sao
utilizadas também como auxiliares nos diagndsticos clinicos, além de agentes
terapéuticos para provocar a desfibrinogenagdo no tratamento de desordens

trombodticas.



Neste trabalho procuramos formas simples e eficientes de isolar a primeira
enzima “thrombin-like” da pegconha de Bothrops pauloensis, assim como caracteriza-
la quimica e funcionalmente. Esses estudos nos permitem compreender os diversos
mecanismos de acdo desta classe de enzimas, que possivelmente abrem
perspectivas para uma possivel utilizagcdo futura desta proteina como modelo
molecular para o desenvolvimento de novos farmacos.

A apresentacao deste trabalho foi realizada seguindo as normas do curso de
Poés- Graduacdo em Genética e Bioquimica da Universidade Federal de Uberlandia-
MG e da Associacao Brasileira de Normas Técnicas, a ABNT, sendo dividido em dois
capitulos. O Capitulo 1 - Introdugdo Geral ou revisdo bibliografica da literatura
envolvendo aspectos gerais sobre o envenenamento ofidico, composigdo e
diversidade de suas peconhas e alteragbes do sistema de coagulagdo sanguinea,
enfatizando principalmente as enzimas “thrombin-like”. O Capitulo 2 - apresenta um
artigo intitulado: Caracterizagdo bioquimica e funcional de uma nova “thrombin-like”

isolada da pegonha de Bothrops pauloensis (artigo em preparagao).
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1. 1 Introducao Geral

1. 1. 1- Biologia das Serpentes

As serpentes pertencem a um grupo extraordinario de vertebrados terrestres,
com numerosas especializagdes que as diferenciam de outros esquamados, como
lagartos e anfisbenas. O sistema musculoesquelético permite as serpentes
possuirem habitos rastejantes, fossoriais, natatérios e até mesmo capacidade de
realizar planagem (COATES; RUTA, 2000).

As serpentes modernas sao divididas em trés superfamilias, a Scolecophidia

(Typhlopoidea), a Henophidia (Boidea) e a Caenophidia (Xenophidia), (Figura 1).

1 Anomalepidae r Hydrophiinae

Scolecophidia Typhlopidae Lacticaudinae
(Typhlopoidea)

Leptotyphlopidae

— Bungarus
| Aniliidae Dendroaspis
Anomochilidae Naja
Boidae ] Ophiophagus
Bolyeridae
Henophidia Cylindrophiidae
(Boidea) Loxocemidae M Notechis
Tropidophiidae Oxyuranus
Serpentes (Ophidia) }7 Uropeltidae || peudoechis
Xenopeltidae
| | Acrochordidae [ Bitis
| m Causus
Elapidae Cerastes
Atractaspididae L| vipera
Colubridae
Psammophiidae [ Agkistrodon
Xenodermiidae Bothrops
8?;2352:3::) Xenodontidae Crotalus
o Viperidae _—" _ Lachesis
Homalopsidae Trimeresurus
Natracidae Sistrus
Pareidae — Calloselasma
| Pseudoxenodontidae
Calamaridae

Figura 1: Representacdo das Subordens das Serpentes (Ofidios), (GRAHAM
et al., 2007).



A superfamilia Scolecophidia € representada por serpentes fossoriais com
caracteristicas primitivas como a presenga de vestigios pélvicos. A superfamilia
Henophidia contém muitas familias que mostram uma transicdo de formas primitivas,
como a familia Aniliidae, a qual possui vestigios pélvicos e formas derivadas como a
familia Achrochordidae que s&o mais similares aos caenofidios. Por fim, as serpentes
mais desenvolvidas e especializadas sao representadas pela superfamilia
Caenophidia, as quais incluem dentre outras, as familias Colubridae, Elapidae e
Viperidae (GRAHAM et al., 2007).

Atualmente sdo listadas no pais cerca de 353 espécies de serpentes
distribuidas em 9 familias em que quatro delas tém maior importancia epidemioldgica
em territorio nacional, a Colubridae (262 espécies), a Boidae (9 espécies) e sendo as
espécies peconhentas representadas pelas familias Elapidae (27 espécies) e
Viperidae (27 espécies), (SOCIEDADE BRASILEIRA DE HERPETOLOGIA, SBH,
2007).

A familia Viperidae responsavel pela maioria dos acidentes ofidicos no Brasil,
é constituida pelos géneros: Bothrops, Lachesis e Crotalus, todos representantes da
subfamilia Crotalinae.

Serpentes botrépicas possuem cauda lisa, ndo possuem chocalho e as suas
cores variam muito, dependendo da espécie e da regido onde vivem. Sao
popularmente conhecidas como jararaca, ouricana, jararacugu, urutu-cruzeira,
jararaca-do-rabo-branco, malha-de-sapo, patrona, combdia, caicaca e diversas
outras denominagdes. Habitam zonas rurais e periferias de grandes cidades,
preferindo ambientes umidos como matas e areas cultivadas e locais onde haja
facilidade para proliferacdo de roedores (paidis, celeiros, depdsitos de lenha),
(CARDOSO, 2003). Tem habitos predominantemente noturnos ou crepusculares e
podem apresentar comportamento agressivo quando se sentem ameagadas,
desferindo botes a partir de postura corpérea enrodilhada sem produzir ruido
(ARAUJO; MARTINS, 2007). Particularmente, em regides rurais e tropicas, picadas
por elas causam morbidez e mortalidade nas vitimas (WHITE, 2005).

O género Bothrops compreende 25 espécies, distribuidas em todo territdrio

nacional. As espécies mais conhecidas s&o: Bothrops atrox, encontradas no Norte do



Brasil, Bothrops erythromelas, na regido Nordeste, Bothrops jararaca, na regido Sul e
Sudeste, Bothrops jararacussu, no Cerrado da regido Central e em florestas tropicais
do Sudeste, Bothrops alternatus, distribuidas ao Sul do pais e o complexo Bothrops
neuwiedi, encontradas em todo territério nacional, exceto na Bacia Amazobnica
(FUNDACAO NACIONAL DE SAUDE, FUNASA, 2001).

Bothrops pauloensis foi descrita por Amaral em 1925 como Bothrops neuwiedi
pauloensis, constituindo uma das doze subespécies de Bothrops neuwiedi.
Recentemente, com a revisdo sistematica do complexo Bothrops neuwiedi realizado
por Silva (2000) e baseando em analises de caracteres morfoldégicos multiplos, as
doze subespécies passaram a ser consideradas sete espécies distintas, proposta
esta aceita pela SBH em 2005.

Bothrops pauloensis € listada principalmente no Brasil e outros paises vizinhos
sul-americanos, como a Bolivia (JANSEN, 2006). No Brasil tem sido registrada em
Minas Gerais, Goias, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul e Sdo Paulo (SILVA, 2000).
Preferem habitar ambientes do Cerrado brasileiro, seja sensu stricto, campo cerrado,
campo sujo ou campo limpo, nas zonas geograficas do Tridngulo Mineiro e Alto
Paranaiba, inclusive em areas alteradas pelo processo de urbanizagédo (BRITES et
al., 1988).

1. 1. 2- Epidemiologia dos acidentes ofidicos

Os acidentes por animais pegonhentos acarretam sérios problemas a saude
humana e por isso, deveriam ser obrigatoriamente notificados ao Ministério e as
Secretarias Estaduais de saude (BOCHNER; STRUCHINER, 2002).

Existem no mundo aproximadamente 3000 espécies de serpentes, das quais
de 10 a 14% sao consideradas peconhentas. A OMS (Organizagao Mundial de
Saude) calcula que ocorram anualmente no mundo 1.250.000 a 1.665.000 acidentes
por serpentes peconhentas, com 30.000 a 40.000 mil mortes. A mortalidade dos

acidentados varia nas diferentes regiées do mundo.



Na Asia, principalmente na india, Paquistdo e Birmania, os acidentes ofidicos
provocam de 25.000 a 35.000 mil ébitos por ano, sendo umas das serpentes mais
importantes a Vipera russeli. Na Nigéria, ocorrem 500 casos por 100.000 mil
habitantes, com taxa de mortalidade de 10%. Nos Estados Unidos, 12 a 15 dos 8.000
casos anuais s&o fatais, com mortalidade de 0,2%. Na Africa, ocorrem de 400 a 1000
mortes por ano, causadas principalmente pelas serpentes conhecidas como naja
(PINHO; PEREIRA, 2001).

No Brasil, segundo dados do Ministério da Saude, ocorrem entre 19.000 a
22.000 mil acidentes ofidicos por ano, com média de aproximadamente 13,5
acidentes para cada 100.000 habitantes. Os dados da FUNASA, 2001, mostraram a
distribuicdo dos acidentes ofidicos no periodo de 1990 a 1993 e revelaram que,
90,5% das notificagdes de acidentes foram referentes ao género Bothrops, 7,7% a
Crotalus, 1,4% a Lachesis, todos membros da familia Viperidae, e somente 0,4% ao
género Micrurus, pertencente a familia Elapidae. A letalidade geral foi de 0,45% e
mais significante nos acidentes crotalicos (1,87%).

Na regido central do Brasil, especialmente no Tridngulo Mineiro, dados
epidemiolégicos advindos do Departamento de Clinica Médica do Hospital das
Clinicas da cidade de Uberlandia revelaram a ocorréncia de 90 casos de acidentes
por serpentes da subfamilia Crotalinae no periodo de 1993 a 1995. Do total de
acidentes ofidicos, 68 foram causados pelo género Bothrops, 22 pelo género
Crotalus, e somente, 2 pelo género Micrurus (DA SILVA et al., 2003).

A epidemiologia dos acidentes ofidicos aponta para um perfil que se mantém
inalterado ao longo dos ultimos 100 anos no Brasil. Estes acidentes ocorrem com
maior frequéncia no periodo de setembro a mar¢o e com o aumento da atividade
humana no campo. Pessoas do sexo masculino, principalmente trabalhadores rurais,
na faixa etaria produtiva de 15 a 49 anos sao preferencialmente acometidos (Figura
2), (BOCHNER; STRUCHINER, 2003).
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Figura 2: Epidemiologia de acidentes ofidicos provocados pela subfamilia
Crotalinae, na regiao do Triangulo Mineiro (MG) e areas adjacentes, (DA SILVA et
al., 2003).

1. 1. 3- Peconhas ofidicas: Sintese, composic¢édo e variabilidade

As serpentes do género Bothrops, Crotalus e Lachesis possuem dentes
inoculadores bem desenvolvidos e fosseta loreal, um orificio situado entre o olho e a
narina, um orgao sensorial com fungéo de termorrecepgéao, o qual indica com
segurancga que a serpente é pegconhenta. As serpentes do género Micrurus sao uma
excecgao, pois, apesar de serem pegonhentas, ndo apresentam fosseta loreal e

possuem dentes inoculadores pouco desenvolvidos (CARDOSO, 2003).

As serpentes pegonhentas, para se defenderem possuem glandulas exécrinas
modificadas, que sintetizam, armazenam e secretam toxinas, as quais sdo formadas
por complexas misturas de 50-60 proteinas ou peptideos de diferentes estruturas e

com uma ampla variedade de atividades biologicas (MATSUI et al., 2000).



Os mecanismos celulares que regulam a produgao e secrec¢ao de proteinas
nesse 6rgao sdo desconhecidos. Sabe-se que a producao da pegonha depende dos
niveis protéicos armazenados no lumen glandular. Como a propor¢ao de granulos
secretores nas células glandulares representa apenas 4% do volume celular,
acredita-se que a secregao de toxinas ocorre continuamente apos a sintese
(JUNQUEIRA-DE-AZEVEDO; HO, 2002).

Além disso, é importante ressaltar que a quantidade de peg¢onha inoculada
varia de acordo com o porte da serpente e também, se ela atacou outra presa
recentemente. No caso de serpente do género botrépico, ha uma diferencga entre a
peconha do filhote, que é predominantemente coagulante, e do adulto, com maior
acgao proteolitica e menor agao coagulante (OLIVEIRA et al., 2003).

As peconhas, que originalmente eram substancias digestivas, foram
acrescidas de novos componentes, como peptideos farmacologicamente ativos e
enzimas indutoras de uma variedade imensa de efeitos, além de toxinas nao-
enzimaticas e uma porgao nao-proteica representada por cations metalicos, citratos,
carboidratos, nucleosideos, aminas, aminoacidos livres e lipideos (MARKLAND,
1998). Tais substancias na pegonha tornam uma importante ferramenta para a
serpente, n&o so para a apreenséo e digestdo do alimento, como também para a

defesa.

As enzimas proteoliticas podem apresentar agdo nos constituintes da propria
peconha. De fato, algumas proteinas sdo derivadas de grandes precursores que séo
quebrados durante a formacdo da peconha. Esta atividade proteolitica endogena
aumenta a variabilidade das toxinas fazendo assim com que diferencas individuais
em uma mesma espécie de serpente sejam observadas (SOUSA et al., 2000;
SALAZAR et al., 2006). Em 1996, Daltry e col. publicaram um interessante trabalho,
no qual descreveram que a presenca de determinados componentes da peconha de
uma mesma especie de serpente depende da variagdo geografica em que estédo
submetidas, em associagcdo com a dieta utilizada por elas.

Peconhas ofidicas, portanto, possuem uma vasta variedade de componentes

que sao responsaveis por conduzirem alteragdes no sistema hemostatico, além de
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provocarem hemorragias frequentes diagnosticadas apds o0 envenenamento.
Pesquisadores sugerem que esses processos sdo parte de uma estratégia que as
serpentes utilizam para imobilizar as vitimas, no entanto, toxinas provavelmente
também contribuem para aumentar a permeabilidade do tecido alvo para outros
componentes da pegonha (MARSH; WILLIAMS, 2005).

1. 1. 4- O processo hemostético

Hemostasia € um delicado balango entre o processo de formagao de coagulo,
o qual ocorre por agdes coordenadas por uma série de sinais quimicos mutuamente
dependentes, até sua completa dissolucdo, a fibrindlise. Estes processos opostos
sdo mantidos em equilibrio pelas propriedades hemodindmicas do sangue (BRAUD
et al., 2000).

A coagulacdo ocorre em uma superficie vascular via ativacdo de uma cascata
trombdtica de algumas serinoproteases “trypsin-like” eventualmente conduzindo para
formagao de trombina e coagulo. Em pessoas saudaveis, esta cascata é firmemente
regulada para prevenir perda de sangue, mas também para evitar formagado de
coagulos inapropriados (BODE, 2006).

Em condigdes fisioldgicas, a coagulagao inicia-se através de injuria na parede
de um vaso, isto conduz uma vasoconstricdo ou contragdo neurogénica local que
altera a superficie endotelial vascular. Estas modificagdes no endotélio permitem a
formacédo de um tampéao plaquetario primitivo e liberagao pelas células injuriadas de
sinais quimicos, os quais reversivelmente ativam trombdcitos e sistema coagulante
plasmatico. Os ativadores quimicos tais como ADP (Adenosina Difosfato), trombina,
catecolaminas e colageno sao essenciais para os processos de adesao e agregacao
plaquetaria (KORNALIK, 1985).

A adesdo de plaquetas ocorre a principio em superficies carregadas
negativamente que promovem interagcdes entre glicoproteinas da membrana de

plaquetas, principalmente glicoproteinas Ib (GPIb), VI (GPVI) e complexo la/integrina
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Ila, com proteinas do subendotélio como fator de von Willebrand (VWF), colageno,
fibronectina e vitronectina.

Em seguida, a ativagdo de plaquetas requer mudangas estruturais e quimicas
rapidas que consistem na remodelagem celular do citoesqueleto para facilitar o
espalhamento e a agregacéo, além de permitir alteragcado na forma plaquetaria, a qual
passa de discoide para esférica, irregular e com formacao de pseuddépodes. Nesta
fase também ocorrem mudangas na composicdo da membrana plasmatica e
secrecao de constituintes presentes nos granulos alfa, corpos densos e lisossomais
(HARTWING, J. H.; 2003; KROLL, M. H.; RESENDIZ, J. C.; 2003).

Os granulos o contém proteina neutralizadora de heparina (fator 4
plaquetario), p-tromboglobulina, proteinas basicas com intensa atividade mitogénica,
conhecidas como fator de crescimento derivado da plaqueta (PDGF),
trombospondina e enzimas. Os corpos densos armazenam serotonina, potassio, ATP
(Adenosina Trifosfato), ADP e calcio. Por fim, os gréanulos lisossomais, sdo outra
fonte de enzimas, além de glicoproteinas e catecolaminas (KORNALIK, 1985;
PEERSCHKE, E. I. B.; LOPEZ, J. A.; 2003). Os microtubulos circunferenciais e os
filamentos submembranas se contraem, comprimindo os diversos componentes
dispersos no citosol. Com isso, esses elementos sao espremidos e formam uma
massa no centro da plaqueta acarretando a eliminagao dessas diversas substancias
pelo sistema canalicular aberto (KORNALIK, 1985).

O processo de ativacdo plaquetaria associado com a liberagdo de
constituintes dispersos no citosol e mudangas na forma das plaquetas aumenta a
area de superficie e facilita a aderéncia permitindo a formacéo de agregados, por
estimular secundariamente outras plaquetas no sitio da injuria vascular e a
agregacgao plaquetaria continua via interagdes plaqueta-plaqueta e interagdes entre
os sinalizadores quimicos (KORNALIK, 1985; HARKER, 1997).

Entretanto, o tampao plaquetario ndo € uma estrutura estavel e precisa ser
reforgado por outros componentes sanguineos. Assim, o processo de coagulagao

propriamente dito torna-se imprescindivel na contencéo eficiente do sangramento.
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As primeiras teorias racionais que explicam a coagulagdo do sangue foram
formuladas por Schmidt e Morawitz em 1892 e 1905, respectivamente. No entanto,
elas foram modificadas entre as décadas de 1940 e 1960, pela descoberta de
adicionais fatores coagulantes. Assim, o mecanismo de coagulagdo é mais bem
explicado por Macfarlane (1964), Davie e Ratnoff (1964), (Figura 3).
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Figura 3: Cascata de coagulacao e formacgéao de fibrina pelas vias intrinseca e
extrinseca (DAVIE, 2003).

A cascata de coagulacdo € considerada uma ativagdo sequencial de
zimogénios, ou seja, cada fator é substrato para a enzima anterior e ativador da
proenzima subsequente. A maioria das etapas da coagulagao esta ligada a protedlise
limitada e, quase todos os fatores sao serinoproteases, com excecgao do fator Xllla,
que é uma transpeptidase.

O processo de coagulacéo, didaticamente é separado em duas vias: intrinseca
e extrinseca. Estas vias convergem para a ativagdo do fator X que culmina na
formacgé&o do coagulo de fibrina (DAVIE, 2003).

A via intrinseca inicia com o processo conhecido como fase de contato que

envolve fator XIl, pré-calicreina, HMWK (cininogénio de alto peso molecular) e fator
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Xl. A fase de contato é independente de calcio e fosfolipidios, mas uma superficie
ativa carregada negativamente é o elemento desencadeador necessario para
ativacao e uniao dos fatores de contato. Inicialmente ocorre uma reagao ciclica entre
fator XllI e pré-calicreina. Apos contato com a superficie, o fator Xll é clivado em duas
cadeias transformando em sua forma ativa, fator Xlla. Este, converte pré-calicreina
em calicreina e fator Xl em fator Xla. Por sua vez, a calicreina catalisa geragao
prépria por ativar o fator Xll, acelerando a fase de contato. Outro acelerador é o
HMWK, o qual, atua como molécula carreadora responsavel por aumentar a
concentragao dos fatores de contato.

O fator Xla, ligado a calcio e fosfolipidios & clivado para gerar fator 1Xa, o qual
nao tem atividade enzimatica, mas € importante na ultima fase da via intrinseca, que
€ a formacdo do fator Xa. Os fatores coagulantes (IXa, X e VIII) formam um
complexo multimolecular na presenga de fosfolipidios e calcio, que transformam a
forma inativa do fator X em ativa (FXa).

A via extrinseca € ativada no momento da injuria. O fator VIl se liga ao fator
tecidual e forma um complexo na presenca de fosfolipidios e calcio, o qual facilita a
conversao do fator VII na sua forma ativa, por clivagem de um peptideo interno. Este
complexo ativa o fator X ao clivar um peptideo na cadeia pesada da molécula e além
disto, ativa o fator IX por protedlise limitada.

Apos a formacao do fator Xa por ambas as vias, intrinseca e extrinseca, ha
amplificacdo do processo que leva a producao de trombina. Neste passo, o fator Xa
ativa o fator V e forma um complexo em presenca de calcio e fosfolipidios chamado
de complexo ativador protrombinase, o qual é responsavel em converter protrombina
em trombina (DAVIE, 2003).

Estudos de coagulagdo sanguinea utilizando modelos “in vitro” (BUTENAS;
MANN, 2002) demonstraram que a iniciagdo da geragdo de trombina pelo fator
tecidual, pode ser dividida em duas fases: Fase de iniciacdo e Fase de propagacao.
De acordo com esses autores, a fase de iniciagdo € caracterizada por geragao de
quantidades nanomolares de trombina e quantidades muito menores de fatores Vlia,
IXa, Xa e Xla, e pela ativacdo parcial de plaquetas, bem como protedlise de

procofatores. Subsequentemente, em presenca de todas as proteinas
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procoagulantes com médias concentragdes no plasma permitem o inicio da fase de
propagagao, em que ocorre a geragao de trombina. As caracteristicas da fase de
propagacgao sao: a conversao de protrombina em taxas elevadas, completa ativagao
de plaquetas e formacdo de coagulo sdlido. Contudo, pesquisas recentes de
modelos “in vitro” da coagulagdo sanguinea mostram acordo com resultados obtidos
de observagdes “in vivo”, o que torna necessario uma mudanga de paradigma ao
tratar e estudar o processo do sistema de coagulagédo sanguinea.

A trombina resultante consiste de 36 residuos de aminoacidos que formam a
cadeia A e 256 residuos na cadeia B, ligados covalentemente por pontes dissulfeto.
A cadeia B € homdloga a tripsina e exibe propriedades procoagulantes importantes:
ativacado do fator VIII, V e Xl, ativa ligagdes cruzadas na rede de fibrina pelo fator
Xllla e estimula a agregacao plaquetaria. Além disso, exerce um papel critico na
coagulacao por iniciar a formagao de fibrina, por converter o fibrinogénio soluvel em
mondmeros de fibrina (BODE, 2006; WOLBERG, 2007).

O fibrinogénio € uma molécula globular simetricamente dimérica. Cada
unidade do dimero é composto de trés cadeias designadas Aa, BB e y, detidas
unidas por pontes dissulfeto (WOLBERG, 2007). A transformagédo do fibrinogénio
soluvel em gel de fibrina procede em trés passos: agao proteolitica, polimerizagao e
estabilizacdo (KORNALIK, 1985).

A trombina liga na regido central do fibrinogénio e atua proteolicamente
clivando ligagdes peptidicas arginina-glicina, removendo peptideos N-terminais das
cadeias Aa e BB. A principio, a trombina cliva a cadeia Aa para liberar um
fibrinopeptideo A (FpA) composto de 16 residuos de aminoacidos e,
subsequentemente atua removendo 14 residuos da cadeia BB, que formam os
fibrinopeptideos B (FpB). A molécula de fibrinogénio destituida destes
fibrinopeptideos €& chamada de mondbmero de fibrina, fase conhecida como
polimerizacéo da rede de fibrina. No entanto, o coagulo necessita ser fortalecido e
entdo, a trombina ativa uma transglutaminase, o fator Xlll, que atua de forma

altamente especifica por introduzir ligagdes cruzadas entre os mondémeros de fibrina
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para formar um codagulo insoluvel e resistente a protedlise (KORNALIK, 1985;
WOLBERG, 2007).

A formagédo descontrolada de trombos no organismo poderia culminar em
morte com obstrugdo acidental de veias ou artérias. Portanto, o coagulo deve ser
dissolvido para liberar o fluxo sanguineo e para isto, ha varios mecanismos que
regulam a hemostasia (BRAUD et al., 2000).

Em presenga de trombomodulina, a trombina perde suas propriedades
procoagulantes, adquirindo carater anticoagulante e antifibrinolitico. A interacao
destas duas moléculas ativa a proteina C, que degrada os fatores Va e Vllla para
inativar o complexo protrombinase.

Muitas etapas do sistema hemostatico sdo reguladas por varios inibidores
especificos pertencentes a diferentes familias de proteinas, embora a mais comum
sdo as serpinas, familia de serinoproteases com atividade inibitoria. Alguns inibidores
especificos atuam sobre determinados fatores coagulantes para impedir que o
coagulo se espalhe em outras regides e, outros, podem atuar no sistema fibrinolitico
para inibir a fibrindlise se o processo de cicatrizagdo do vaso ainda nao estiver sido
reparado (BODE, 2006).

O restabelecimento sanguineo € propiciado principalmente pelo sistema
fibrinolitico, evento responsavel por dissolver gradualmente o coagulo. A atividade de
dissolugdo é principalmente devido a serinoprotease plasmina, produzida por
ativacdo do plasminogénio por potentes ativadores, o ativador de plasminogénio tipo
tecidual (t-PA) e ativador de plasminogénio tipo uroquinase (u-PA), (SANCHEZ;
SWENSON, 2007).

1. 1. 5- Influéncia de componentes de peconhas ofidicas sobre a hemostasia

O sistema hemostatico humano e de muitos outros mamiferos s&o alvos
favoritos de peconhas Viperidae. Suas toxinas atingem quase todas as partes do
sistema, conduzindo mudangas espetaculares na hemostasia. Muitos desses

componentes estimulam ou inibem o mecanismo hemostatico, incluindo a cascata de
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coagulagdo sanguinea, fibrindlise, hipotensdo, integridade vascular e fungao
plaquetaria (MARKLAND, 1998).

Os principais componentes ativos que interferem na hemostasia podem ser
agrupados como: 1) Procoagulantes: pertencem a este grupo, os ativadores de
fatores V, X, IX e protrombina, além de proteases com agao similar a trombina,
conhecidas como enzimas “thrombin-like”. 2) Anticoagulantes: ativador de proteina
C, proteinas que ativam a formagao do complexo fator IX/X, inibidores de trombina e
fosfolipases A,. 3) Fibrino(geno)liticas: proteinas que degradam fibrinogénio e ou
fibrina e toxinas ativadoras de plasminogénio. 4) Proteinas que interagem com
superficies vasculares: as hemorraginas. 5) Atividade sobre plaquetas: incluem
toxinas que induzem ou inibem a agregacao plaquetaria. 6) Ativadores de proteinas
do plasma: pertencem ao grupo os inibidores, conhecidos como serpinas (WHITE,
2005).

Muitas dessas toxinas que interferem na hemostasia sdo enzimas, como as
fosfolipases Az, nucleotidases, fosfodiesterases, L-amino oxidases, metaloproteases
e serinoproteases, enquanto outras, tais como desintegrinas e lectinas tipo-C, nao
possuem atividade enzimatica (MARKLAND, 1998).

O efeito de algumas toxinas ofidicas no processo hemostatico em alguns
casos € bem claro. Por exemplo, nucleotidases, hidrolizam ADP que inibem a
agregacao plaquetaria. Algumas fosfolipases A, de peconhas ofidicas atuam como
anticoagulantes por hidrolisarem de forma eficiente superficies de fosfolipidios
carregados negativamente. Ja outras fosfolipases A, hidrolisam fosfolipidios de
membranas plaquetarias e induzem agregacgao por liberar acido araquidénico e/ou
fatores agregantes (KINI; EVANS; 1989). Portanto, em contraste as enzimas
fosfolipases A, de mamiferos, muitas enzimas fosfolipases A; isoladas de pegonhas
ofidicas, apesar de apresentarem estruturas comuns exibem fungcdes multiplas, elas
sdo toxicas e induzem um amplo espectro de efeitos farmacolégicos, os quais
incluem, neurotéxico, cardiotoxico, miotéxico, hemolitico, convulsivo, anticoagulante,
antiplaquetario, inducado de edema e prejuizos teciduais (KINI, 2006).

Verheij e col. (1980) estudaram as propriedades anticoagulantes de

fosfolipases A, e as classificaram em enzimas fortes, fracas e ndo-anticoagulantes.
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Enzimas fosfolipases A; anticoagulantes fortes inibem a coagulagdo do sangue em
concentragdes abaixo de 2ug/mL, ja enzimas fosfolipases A; anticoagulantes fracas
mostram efeitos entre 3 e 10ug/mL, enquanto que outras enzimas fosfolipases A, néo
prologam significantemente o tempo de formagdo do coagulo em concentragdes
acima de 15ug/mL.

Diversas enzimas fosfolipases A; que afetam a funcéo plaquetaria tém sido
caracterizadas. No entanto, ndo ha mecanismo geral estabelecido que indiquem que
fosfolipases A2 isoladas de peconhas ofidicas inibem a ativacdo plaquetaria ou
induzem agregacao plaquetaria (DU et al.,, 2006). Os pontos isoelétricos destas
enzimas variam de extremos acidos e basicos, e esta propriedade afeta a
especificidade de ligacdo e afinidade das fosfolipases A, sobre os fosfolipidios de
membrana. No entanto, os valores de pl destas enzimas n&o é preditivo do seu efeito
sobre a atividade plaquetaria, por exemplo, as fosfolipases da peconha de
Agkistrodon halys pallas (CHEN et al., 1987) e praelonginas 2blll da pegonha de
Acanthophis praelongus (SIM, 1998) sdo ambas potentes inibidores plaquetarios,
porém seus pls sao 4,5 e 10,3, respectivamente. Chen e Chen (1989) isolaram uma
fosfolipase A, acida (pl 4,9) da pegconha de Agkistrodon acutus e mostraram que esta
enzima apresenta um efeito inibidor sobre a agregagao plaquetaria induzida por
ADP, colageno e araquidonato de sodio em plasma humano rico em plaquetas
(PRP). No entanto, quando incubada com plaquetas lavadas, esta proteina torna-se
um ativador e induz a agregacdo plaquetaria. Interessantemente, Bthtx-1l, uma
fosfolipase A, basica com baixa atividade enzimatica isolada da peconha de
Bothrops jararacussu (FULY et al., 2004), mostra agregacédo plaquetaria em
concentragao-dependente tanto em PRP quanto em plaquetas lavadas.

As bases estruturais de fosfolipases A2 que contribuem para a ampla
diversidade de atividades ainda s&o incertas, portanto, outras investigagcoes sobre as
relagbes existentes entre atividade catalitica, bem como sitios de ligagdo ou
receptores de membrana serdo Uteis para a compreensio do papel de fosfolipases
A, secretadas de humanos e lancar luz sobre se estas enzimas estdo envolvidas na

agregacao plaquetaria ou na formagao do trombo (DU et al., 2006).
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Proteinas ndo-cataliticas de pegonhas de serpentes que afetam a hemostasia
sdo principalmente desintegrinas e lectinas tipo-C. Desintegrinas sao polipeptideos
de baixa massa molecular que apresentam uma sequéncia tripeptidica (Arg-Gly-Lys-
RGD) responsavel pela inibicio da agregacdo plaquetaria por competir
especificamente com integrinas, em particular receptores plaquetarios GPIIb/llla. Por
outro lado, lectinas tipo-C ligam seletivamente em proteinas de membrana
plaquetaria ou em fatores da coagulagdo sanguinea. Elas s&o proteinas de
aproximadamente 30 kDa que consistem de associagdes covalentes de duas cadeias
polipeptidicas idénticas ou homodlogas e caracterizadas pela presenga de dominio
carboidrato (KINI; EVANS; 1990).

O desequilibrio da hemostasia apdés o envenenamento ofidico pode ser
induzido principalmente por enzimas proteoliticas que geralmente sao classificadas
de acordo com suas estruturas em metaloproteases e serinoproteases.

As metaloproteases sado proteinas que apresentam massa molecular que
variam de 20 a 100 kDa e de acordo com a constituicdo do dominio, as
metaloproteases de peconhas ofidicas (SVMPs) podem ser classificadas em quatro
grupos, designados PI, PII, Plll e PIV. O grupo Pl é constituido por enzimas que
possuem apenas o dominio metaloprotease, o grupo PIl, inclui enzimas que
apresentam o dominio metaloprotease, seguido por um dominio desintegrina-like
(Dis-like), ja o grupo PIlll, sdo enzimas que possuem além dos dominios
metaloprotease e Dis-like, ttm o dominio rico em cisteina (Cys-like), e por fim, o
grupo PIV, que compreendem enzimas com duas subunidades, ligadas através de
pontes disulfeto, em que uma das subunidades é constituida pelos trés dominios
caracteristicos das enzimas Plll e a outra sendo uma proteina lectina tipo-C (FOX;
SERRANO, 2005).

Essas proteases sdo dependentes de ions metalicos para exercerem suas
fungdes Dbioldgicas, sao altamente tdxicas e muitas apresentam acado
fibrinogenolitica, sendo de grande interesse clinico no combate a formacédo de
trombos (KAMIGUTI et al.,, 1996; BRAUD et al., 2000). Jararagina, uma toxina
altamente versatil isolada de Bothrops jararaca € um exemplo classico de uma

metaloprotease hemorragica da classe Plll que mostra efeitos em uma variedade de
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diferentes mecanismos do sistema hemostatico, podendo atuar em componentes
como proteinas da membrana basal, proteinas coagulantes, plaquetas e células
endoteliais (LAING; MOURA-DA-SILVA, 2005).

Por fim, as serinoproteases também sao conhecidas por causarem desordens
hemostaticas, interferindo em pontos distintos da coagulagdo sanguinea por
degradacao proteolitica ou seletivamente, por ativagdo ou inibicdo especifica de
fatores coagulantes envolvidos na agregacao plaquetaria, coagulagédo e fibrindlise
(BRAUD et al., 2000).

Contudo, evidentemente toxinas apresentam atividades extremamente
complexas e podem, usualmente, ser atribuidas a componentes especificos. No
entanto, diferentes toxinas podem atuar sinergicamente para induzir um mesmo
efeito e uma dada toxina pode ter varias atividades (CARDOSO, 2003). Estes
estudos tém atraido consideravel atencdo ja que sao uteis como potentes
ferramentas em testes laboratoriais, usos clinicos e como modelos teoricos de

hemostasia e trombose.

1. 1. 6- Serinoproteases de peconhas ofidicas (SVSPs)

Serinoproteases sao abundantes especialmente em peg¢onhas das subfamilias
Viperinae e Crotalinae, as quais representam cerca de 20% das proteinas totais.
Geralmente elas ndo causam letalidade, mas contribuem com o efeito toxico quando
associadas com outras proteinas da pegconha (MARKLAND, 1998; BRAUD et al.,
2000).

As SVSPs pertencem a uma grande familia de peptidases, conhecida como
Tripsina S1 de clan SA, pois possuem estrutura semelhante a tripsina, entretanto
apesar desta similaridade estrutural elas frequentemente atuam em substratos
macromoleculares especificos (HALFON; CRAIK, 1998).

SVSPs em sua maioria possuem enovelamento tipico da enzima digestiva
quimotripsina, caracterizada pela presenca de dois dominios assimétricos de folhas

B, separados pela triade catalitica e sdo definidas por um mecanismo catalitico
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comum que inclui uma alta reatividade do residuo serina que exerce um papel critico
na formacado de um complexo transiente acil enzimatico, o qual é estabilizado pela
presenca de residuos de histidina e acido aspartico dentro do sitio ativo (LESK;
FORDHAM, 1996). Estudos indicam que as SVSPs s&o constituidas de
aproximadamente 231 residuos de aminoacidos com doze residuos de cisteina, os
quais formam seis pontes dissulfeto (SERRANO; MAROUN, 2005).

Estudos de sequéncias de aminoacidos dessa classe de proteases indicam
que as SVSPs possuem um dominio catalitico formado por uma triade de trés
residuos: His®, Asp'® e Ser'®®, os quais s3o conservados em posicdes analogas em
relacdo as serinoproteases de mamiferos, conforme a numeracido do
quimotripsinogénio (PERONA; CRAIK, 1997; MATSUI et al., 2000).

A alta reatividade da serina é demonstrada pela habilidade em reagir com
reagentes como fenilmetilsulfonilfluoride (PMSF) e diisopropilfluorofosfato (DFP), os
quais formam um complexo inativo que é indefinidamente estavel, tais reagdes
ocorrem com a maioria das SVSPs (SERRANO; MAROUN, 2005).

Na enzima digestiva tripsina assim como nas SVSPs, o residuo Asp'®,
negativamente carregado, esta posicionado na base do sitio ativo, estabelecendo a
necessidade absoluta por residuos basicos carregados positivamente como arginina
ou lisina presentes no substrato. A presenca de Asp'®® em todas as SVTLEs explica
a clivagem de pontes arginil no substrato. Alguns substratos cromogénicos ou
fluorogénicos contém arginina ou lisina posicionada de forma semelhante ao
fibrinogénio, portanto tem sido utilizados para mensurar atividades amidoliticas ou
esteroliticas de SVSPs (SILVA JUNIOR; DE-SIMONE, 2004).

As SVSPs sdo glicoproteinas sintetizadas como zimogénios e possuem cadeia
polipeptidica unica com massas moleculares variadas, dependendo da quantidade
de carboidratos que a molécula apresenta na estrutura. Além disso, elas diferem uma
da outra pelo numero variavel de sitios de glicosilagédo N- ou O- ligados.

SVSPs apresentam um alto grau de semelhangca na sequéncia de
aminoacidos, mas apesar disto, elas sido altamente especificas em atuar em
diferentes substratos tais como fibrinogénio, cininogénio e plasminogénio
(SERRANO; MAROUN, 2005). Dessa forma, algumas SVSPs sao ativas em um ou
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mais substratos, enquanto outras apresentam atividade limitada, como € o caso de
TSV-PA, um ativador de plasminogénio isolado da pegonha de Trimeresurus
stejnegeri (ZHANG et al., 1995) e a toxina PA-BJ isolada da pegonha de Bothrops
jararaca, que possui atividade especifica responsavel pela agregacéo plaquetaria
(SERRANO et al., 1995). Entretanto, apesar do esforco em entender a relagdo da
estrutura e fungcdo dessas enzimas, as bases moleculares que definem a
especificidade para o substrato ainda é pouco compreendida. Recentemente, o
entendimento da relacdo estrutura-fungdo tem melhorado bastante devido as
analises cristalograficas por raios-x.

O alto grau de similaridade entre as SVSPs sugerem que elas divergiram de
uma molécula ancestral comum. Itoh e col. (1988), relataram que a organizagéo
éxon/intron do gene da batroxobina difere do gene da protrombina, mas é similar ao
gene que leva a produgdo de calicreina. Isso indica que SVSPs divergiram da
calicreina glandular, e ao longo da evolugdo as glandulas de serpentes sofreram

alteragdes rapidas que levaram ao desenvolvimento de diversas fungdes fisioldgicas.

1. 1. 7- Serinoproteases de peconhas ofidicas com acdo similar & trombina
(SVTLES)

Toxinas responsaveis por apresentarem atividade coagulante “in vitro” sao
encontradas em varias pegonhas de serpentes de diferentes géneros. Essas toxinas
sdo frequentemente referidas como enzimas “thrombin-like” por mimetizarem
algumas fungdes da trombina, como a capacidade em coagular o fibrinogénio.

A sequéncia motivo do sitio ativo é altamente conservada nas SVTLEs, no
entanto, existem algumas diferengcas no que diz respeito a especificidade da
atividade catalitica sobre o fibrinogénio, quando comparadas com a trombina.
Algumas SVTLEs clivam ambas cadeias do fibrinogénio, Ao e Bp, liberando

fibrinopeptideos A (FpA) e fibrinopeptideos B (FpB), mas a maioria delas atuam
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preferencialmente em apenas uma das cadeias do fibrinogénio Aa ou B (PIRKLE,
1998; MARKLAND, 1998; MATSUI et al., 2000; BORTOLETO et al., 2002).

Com base nessas caracteristicas, SVTLEs tém sido classificadas de acordo
com o produto liberado pela reagédo sobre o fibrinogénio como Fp-A, Fp-B ou Fp-AB
(KORNALIK, 1990), no entanto pesquisadores atuais ndo sugerem essa designagao
pois Fp é produto da reacao e nao indica a classe enzimatica.

Markland (1998) designou a subfamilia das enzimas “thrombin-like” como
venombinas A, B ou AB, para definir toxinas que atuam de forma semelhante a
trombina, liberando fibrinopeptideos A, B ou AB da molécula de fibrinogénio,
respectivamente.

Recentemente, revisbes de Castro e col.,, (2004), sugerem o0 uso da
designacdo SVTLE para esta subfamilia de serinoprotease. Assim, SVTLEs podem
ser agrupadas de acordo com a liberagéo de fibrinopeptideos em trés categorias:
SVTLE-AB, SVTLE-A, SVTLE-B, (Figura 4).

I

I
I |
I |
™
%j“k . &1_/
SVTLE-B
Thrombin
SVTLE- "'- SVTLE-AB

Figura 4: Comparagao da via catalitica da trombina e SVTLEs sobre o fibrinogénio.
Os simbolos a, 3 e y representam as cadeias do fibrinogénio, enquanto que as letras
A e B referem aos fibrinopeptideos que foram liberados pela ag¢do hidrolitica
(CASTRO et al., 2004).

SVTLEs-AB sdo um grupo composto de enzimas que, como a trombina,
desencadeiam a coagulagao do fibrinogénio por liberar hidroliticamente ambos os
fibrinopeptideos A e B, como exemplos incluem neste grupo, jararacussina da
peconha de Bothrops jararacussu (BORTOLETO et al.,, 2002), THLE isolada de



23

Trimeresurus flavoviridis (KOMORI et al., 2002), kangshunmei de Agkistrodon halys
brevicaudus stejnegeri (SAKAI et al., 2006), dentre outras.

SVTLEs-A sdao o grupo mais encontrado nas pegonhas ofidicas e
caracterizadas por atuarem clivando o fibrinogénio liberando preferencialmente
fibrinopeptideo A e inclui enzimas coagulantes purificadas e descritas na literatura
como a batroxobina isolada de Bothrops atrox (STOCKER; BARLOW, 1976), a
crotalase isolada de Crotalus adamanteus (MARKLAND; DAMUS, 1971) e a ancrod
isolada de Calloselasma rhodostoma (NOLAN et al., 1976). Estas sdo as enzimas
classicas e bem estudadas clinicamente e nas pesquisas basicas.

SVTLEs-B liberam preferencialmente fibrinopeptideos B do fibrinogénio e sédo
representadas, por exemplo, pelas enzimas contortrixobina isolada de Agkistrodon
contortrix contortrix (AMICONI et al., 2000) e okinaxobina | isolada de Trimeresurus
okinavensis (IWASAKI et al., 1990).

As SVTLEs, na maioria dos casos, ndo ativam o fator Xlll da cascata de
coagulagao, o qual é responsavel pela formagéo do coagulo denso, resultando em
coagulos aberrantes e frageis que sao dissolvidos independentemente da ativagao
da plasmina, sendo portanto, rapidamente dispersos e removidos da circulacio via
sistema reticulo-endotelial (STOCKER et al., 1982).

Algumas SVTLEs ndo sdo bem caracterizadas como € caso de habutobina
isolada de Trimeresurus flavoviridis (SUNAGAWA et al., 2007) e elegaxobina isolada
de Trimeresurus elegans (OYAMA; TAKAHASHI, 2000), ambas as enzimas atuam
apenas sobre o fibrinogénio de coelhos, ndo mostrando algum efeito nos
fibrinogénios bovino e humano. Em coelhos, as conversdes do fibrinogénio-fibrina
induzida por elas, liberam preferencialmente apenas fibrinopeptideos A, por isso
estdo classificadas no grupo SVTLE-A.

SVTLEs nao apresentam todas as multifungdes da trombina, mas um numero
delas podem mimetizar outras fungcdes desta enzima, tais como a ativacao de fatores
coagulantes ou indugdo da agregagao plaquetaria, embora os mecanismos pelos
quais as SVTLEs trabalham provavelmente diferem daquelas enzimas de mamiferos
(MATSUI et al., 2000).
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Com base na literatura disponivel, excluindo algumas exceg¢des, a maioria das
SVTLEs estudadas nao ativam outros fatores da coagulagéo ou atuam sobre o fator
XIII (PIRKLE, 1998). Entretanto, algumas SVTLEs sao capazes de ativar fatores da
coagulacdo, como € o caso da enzima contortrixobina, que é responsavel por ativar
os fatores Xlll e V (AMICONI et al., 2000). Este comportamento singular também é
observado para as enzimas botrombina e trombocitina isoladas de Bothrops jararaca
e Bothrops atrox, respectivamente, as quais ativam o fator VIl (CASTRO et al.,
2004).

Acutrombina da peconha de Agkistrodon acutus e cerastocitina de Cerastes
cerastes também sao responsaveis por ativar o fator Xlll, assim como outras
serinoproteases purificadas dos géneros Agkistrodon, Bitis, Bothrops, Cerastes e
Trimeresurus (PIRKLE, 1998). No caso da cerastocitina, ela também €& capaz de
ativar o fator X, que é uma caracteristica rara e interessante na subfamilia das
SVTLEs.

SVTLEs possuem diferentes atividades biolégicas no sistema hemostatico e
vale dizer que elas também podem atuar em outros processos, como nos sistemas
complemento, nervoso e renal (TORRENT et al., 2007).

Contudo, a literatura mostra que as SVTLEs sdo extremamente diversas
podendo apresentar atividades especificas proprias o que as tornam como

importantes ferramentas para a investigagdo de mecanismos bioldgicos.

1. 1. 8- Aplicagdes terapéuticas de SVTLEs na hemostasia

Trombose arterial e venosa sao as principais causas de morbidade e
mortalidade em humanos. Estratégias em inibir a trombogénese tém como principal
objetivo a utilizacdo de medicamentos que bloqueiam a fung¢ado plaquetaria, mas elas
frequentemente incluem anticoagulantes que previnem a deposigao de fibrina, ja que
trombos s&o formados principalmente de células sanguineas e fibrina (HENRIQUES
et al., 2004).
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Serinoproteases, especialmente aquelas com atividade “thrombin-like” e
calicreina-like sao ferramentas importantes nos estudos de aplicagdes clinicas e
bioquimicas. Desde 1970, SVTLEs tém sido extensamente estudadas em pesquisas
basicas e clinicas devido a potencial aplicagdo terapéutica incluindo infarto do
miocardio, isquemia aguda e desordens do sistema de coagulagdo sanguinea
(MARKLAND, 1998; KORNALIK, 1985).

Diferente da trombina que produz coagulos firmes e resistentes, SVTLEs
hidrolizam o fibrinogénio produzindo coagulos mais frageis facilmente dissolvidos
pelo sistema fibrinolitico. O resultado é uma rapida diminuicdo do estoque de
fibrinogénio “in vivo”, causando efeito anticoagulante e desfibrinogenante, que por
consequéncia reduz a viscosidade do sangue e melhora do fluxo sanguineo,
contribuindo assim parcialmente para o prolongamento do tempo de oclusao
(HENRIQUES et al., 2004; MARKLAND, 1998).

Séao bastante conhecidas e utilizadas como agentes desfribrinogenantes as
enzimas: ancrod (Knoll, Ludwigshafen, Germénia) isolada de Callosellasma
rhodostoma, batroxobina (Reptilase, Pentapharm, Basel, Switzerland) isolada da
peconha de Bothrops atrox e crotalase isolada de Crotalus adamanteus. Estas trés
enzimas apresentam atividades coagulantes “in vitro”, proteolitica e esterasica,
embora o mecanismo basico da agado desfibrinogenante seja um efeito proteolitico
sobre o fibrinogénio circulante.

Ancrod e batroxobina tém sido usadas em pacientes com trombose de veias
profundas, infarto do miocardio e trombose arterial periférica. O tratamento € bem
tolerado e os efeitos colaterais sérios sao raros (STOCKER et al., 1976).

Batroxobina também é util em testes diagnodsticos para mensurar niveis de
fibrinogénio em presencga de heparina (Tempo Reptilase), para caracterizar fungdes
do fibrinogénio em desfibrinogenemias e para remover fibrinogénio de amostras para
testes trombina-dependente. A presenca de produtos de degradagédo de fibrina,
hipofibrinogenemia e defeitos na polimerizacao de fibrina (desfibrinogenemia),
acarretam em prolongamento do tempo Reptilase.

Estudos recentes sugerem que o uso de Ancrod em pacientes com choque

isquémico resulta em melhoras, além do baixo custo médico comparado com outros
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medicamentos e uso seguro, terapeuticamente, em pacientes com sindrome de
heparina associados a trombocitopenia e trombose (MARSH; WILLIAMS, 2005).

As “thrombin-like” também s&o capazes de formar a “cola de fibrina”, que é um
efetivo agente hemostatico e selante para tecidos defeituosos e tém sido largamente
empregado em muitos processos cirurgicos. Os componentes desta cola sdo o
fibrinogénio, a trombina e ions calcio e seu mecanismo de acao é imitar o sistema de
coagulagao para interromper o extravasamento sanguineo. Em presencga de trombina
e ions calcio, moléculas de fibrinogénio sdo proteolicamente clivadas e convertidas
em mondémeros de fibrina. Uma vez aplicado no paciente, a cola € aos poucos
reabsorvida por fibrindlise.

A “cola de fibrina” pode ser utilizada como agente hemostatico em varios
procedimentos cirurgicos, tais como esplenectomia, preservagao esplénica, trauma
hepatico, cirurgias cardiotoraxicas, utilizada também como selante em ruptura de
tendées, de nervos, em neurocirurgias, em oftalmologia nas técnicas de
microcirurgias, além de muitos outros procedimentos cirurgicos (WANG, M-C et al.,
1995).

Esses estudos permitem-nos inferir que estas toxinas podem ser utilizadas
como ferramentas para a investigagdo da funcado plaquetaria, como também na
elaboragdo de farmacos, que atuam no equilibrio hemostatico, e agentes
desfibrinogenantes terapéuticos (ROSENFELD, 1971; BORTOLETO et al., 2002).

Atualmente, o conhecimento da composi¢cdo protéica das peconhas de
serpentes, tem assumido uma importancia significativa, ndo apenas no aspecto
terapéutico especifico ligado a acidentes ofidicos, mas também por seu amplo
potencial farmacoldgico, onde toxinas isoladas tém se revelado como valiosos
instrumentos de pesquisa nas diversas areas do conhecimento.

O conhecimento humano sobre as substancias integrantes da pegonha de
serpentes tem exercido uma importancia maior que o entendimento da peconha
como um todo. Para se compreender a extrema complexidade destes venenos é
importante extrairmos deles seus diversos constituintes e examinarmos suas

propriedades individuais. Uma vez identificados, pode-se investir em pesquisas para
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combater ou explorar determinados efeitos causados por componentes especificos
da peconha.

Assim, a utilizacdo de enzimas proteoliticas como ferramentas poderosas para
a elucidacdo de mecanismos de agao de fenémenos biolégicos € um campo aberto e
inesgotavel nas investigagdes cientificas.

Portanto, ha interesse em conhecer melhor componentes especificos de
peconha para melhor compreender fendmenos bioldégicos que estas toxinas

provocam no sistema hemostatico de mamiferos.
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Resumo

Serinoproteases isoladas de peconhas ofidicas tém um importante papel na
formacéao e dissolugdo de coagulos. Essas toxinas principalmente, as enzimas “thrombin-
like” afetam o sistema hemostatico resultando em incoagulabilidade sanguinea. No
presente estudo, uma enzima “thrombin-like” nomeada TI-Bp foi isolada de Bothrops
pauloensis e caracteristicas bioquimicas, enzimaticas e farmacologicas foram
determinadas. TI-Bp é uma glicoproteina que contém ambos, carboidratos N-ligados e
acido sialico na estrutura, possui PM = 34 kDa sob condi¢cdes redutoras e pl ~ 6,4. A
sequéncia N-terminal da enzima (VIGGDECDINEHPFL) mostrou alta similaridade quando
comparada com outras toxinas “thrombin-like” isoladas de pegonhas ofidicas. TI-Bp
mostrou alta atividade coagulante sobre os plasmas bovino e humano e foi inibida por
PMSF, benzamidina e leupeptina. Além disso, mostrou estabilidade quando examinadas
em diferentes temperaturas (- 70°C a 37°C), pHs (3 a 9) e presenca de ions metalicos
divalentes (Ca®*, Mg?*, Zn** e Mn?'). TI-Bp mostrou alta atividade catalitica sobre
substratos naturais como o fibrinogénio e sintético, tais como o TAME, S-2238 e S-2288,
além disso, mostrou atividade calicreina-like, mas foi incapaz de atuar sobre o S-2765 e
substrato da plasmina. A enzima nao demonstrou atividade hemorragica, miotdxica,
indugdo de edema e agregacgao plaquetaria, assim como atividade proteolitica sobre a
caseina. Analisados juntos, nossos resultados mostram que TI-Bp € uma nova isoforma

de enzima “thrombin-like” isolada da pegonha de Bothrops pauloensis.

Palavras-chave: Bothrops pauloensis; pegconhas de serpentes; coagulacao; atividade

proteolitica; enzimas “thrombin-like”.
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Abstract

Serine proteinases isolated from snake venom have an important role in the
formation and dissolution of clots. These toxins primarily, the thrombin-like enzymes affect
the hemostatic system resulting in blood incoagulation. At present study, a thrombin-like

enzyme named TI-Bp was isolated from Bothrops pauloensis snake venom and its

biochemical, enzymatic and pharmacological characteristics were determined. TI-Bp is a

glycoprotein that contain both carbohydrates N-linked and sialic acid in its structure, has
Mr. = 34,000 at reducing conditions and pl ~ 6.4. The N-terminal sequence of the enzyme
(VIGGDECDINEHPFL) showed high similarity when compared with other thrombin-like

enzymes isolated from snake venoms. TI-Bp showed high clotting activity upon bovine and

human plasma and was inhibited by PMSF, benzamidine and leupeptin. Moreover, showed
stability when examined at different temperatures (-70°C to 37°C), pHs (3 to 9) and

presence of divalent metal ions (Ca?*, Mg?*, Zn?* and Mn?*). TI-Bp showed high catalytic

activity upon natural substrates such as fibrinogen and synthetic, such as TAME, S-2238
and S-2288, moreover, showed kallikrein-like activity, but was unable to act upon S-2765
and plasmin substrate. The enzyme did not induce hemorrhage, myotoxicity, edema and

platelet aggregation as well as proteolytic activity upon casein. Take together, our data

show that TI-Bp is a new thrombin-like enzyme isoform isolated from Bothrops pauloensis

snhake venom.

Keywords: Bothrops pauloensis; snake venom; blood coagulation; proteolytic enzymes;

thrombin-like enzymes.
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2. 1- Introducéo:

Mundialmente ocorrem a cada ano, segundo dados do Ministério da Saude,
cerca de 1.250.000 a 1.665.000 acidentes por serpentes pegonhentas, com 30.000 a
40.000 mil mortes. Destas serpentes, mais de cem espécies sdo conhecidas por
afetarem o sistema hemostatico por uma variedade de mecanismos (MARKLAND,
1998).

Os componentes da peconha podem estimular ou inibir varias etapas da
hemostasia, incluindo a cascata de coagulagdo sanguinea, fibrindlise, hipotensao,
integridade vascular e funcéo plaquetaria (BRAUD et al., 2000; MATSUI et al., 2000;
WHITE, 2005).

Os principais componentes ativos que interferem na hemostasia podem ser
agrupados como: 1) Procoagulantes: pertencem a este grupo, os ativadores de
fatores V, X, IX e protrombina, além de proteases com agdo similar a trombina,
conhecidas como enzimas “thrombin-like". 2) Anticoagulantes: ativador de proteina
C, proteinas que ativam a formacgao do complexo fator IX/X, inibidores de trombina e
fosfolipases Ay. 3) Fibrino(geno)liticas: proteinas que degradam o fibrinogénio e ou
fibrina e toxinas ativadoras de plasminogénio. 4) Proteinas que interagem com
superficies vasculares: as hemorraginas. 5) Atividade sobre plaquetas: incluem
toxinas que induzem ou inibem a agregacao plaquetaria. 6) Ativadores de proteinas
do plasma: pertencem ao grupo os inibidores, conhecidos como serpinas (WHITE,
2005).

Muitas dessas toxinas de serpentes que interferem na hemostasia sdo enzimas,
como as fosfolipases A;, nucleotidases, fosfodiesterases, L-amino oxidases,
metaloproteases e serinoproteases, enquanto outras, tais como desintegrinas e
lectinas tipo-C, ndo possuem atividade enzimatica (MARKLAND, 1998).

Os dois principais grupos de proteases sintetizados pelas glandulas exdécrinas
de serpentes pegonhentas e que sdo responsaveis por alteracdes na hemostasia sdo

conhecidos como metaloproteases e serinoproteases. Esses grupos compdem
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toxinas que possuem sequéncias altamente homologas e conservadas durante a
evolugao e isto tem sido um fator critico para a sobrevivéncia das diferentes classes
de enzimas.

Serinoproteases sao abundantes especialmente em peconhas das subfamilias
Viperinae e Crotalinae. Elas pertencem a uma familia de peptidases, conhecida
como Tripsina S1 de clan SA (LESK; FORDHAM, 1996; HALFON; CRAIK, 1998) e
sdo caracterizadas por um mecanismo catalitico comum que inclui uma alta
reatividade do residuo serina na posicao 195 (PERONA; CRAIK, 1997; MATSUI et
al., 2000; SILVA JUNIOR; DE-SIMONE, 2004). Apesar da similaridade estrutural com
a tripsina, elas sdo altamente especificas em atuar em diferentes substratos tais
como fibrinogénio, cininogénio e plasminogénio (BRAUD et al., 2000; SERRANO;
MAROUN, 2005).

Serinoproteases responsaveis por apresentarem atividade coagulante “in vitro”
sdo encontradas em varias pegconhas de serpentes de diferentes géneros. Essas
toxinas s&o frequentemente referidas como enzimas “thrombin-like” por mimetizarem
algumas funcbes da trombina, como a capacidade em coagular o fibrinogénio
(STOCKER et al., 1982; KORNALIK, 1985; PIRKLE, 1998). Enzimas “thrombin-like”
de pecgonhas ofidicas (SVTLEs) podem atuar clivando ambas cadeias do
fibrinogénio, Aa e Bp, liberando fibrinopeptideos A (FpA) e fibrinopeptideos B (FpB),
mas a maioria delas atuam preferencialmente em apenas uma das cadeias do
fibrinogénio Aa. ou BB (PIRKLE, 1998; MARKLAND, 1998; MATSUI et al., 2000;
CASTRO et al., 2004). Portanto, SVTLEs podem ser agrupadas de acordo com a
liberacédo de fibrinopeptideos em trés categorias: SVTLE-AB, SVTLE-A e SVTLE-B
(CASTRO et al., 2004).

Na maioria dos casos, os mondmeros de fibrina formados pela atividade de
SVTLEs nao possuem ligagbes cruzadas, pois estas enzimas ndo ativam a
transglutaminase responsavel pelo ultimo passo da formagédo e estabilizagcdo das
redes de fibrina, levando como conseqiéncia “in vivo” um acentuado efeito
anticoagulante (ROSENFELD, 1971; STOCKER et al., 1982; KORNALIK, 1985;
KORNALIK, 1990; MARSH; WILLIAMS, 2005).
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Portanto, as SVTLEs mostram-se interessantes modelos moleculares para o
desenvolvimento de novas drogas ou agentes terapéuticos, principalmente por serem
resistentes a inibidores de proteases fisiolégicos, como as serpinas (MATSUI et al.,
2000; SERRANO; MAROUN, 2005). Estas enzimas possuem inumeras aplicacbes
terapéuticas dentre elas o tratamento de trombose arterial e venosa, infarto do
miocardio, isquemia aguda e desordens do sistema de coagulagdo sanguinea
(KORNALIK, 1985; MARKLAND, 1998; HENRIQUES et al, 2004; MARSH,;
WILLIAMS, 2005).

O género Bothrops (familia Viperidae, subfamilia Crotalinae) € responsavel pela
maioria dos acidentes que ocorrem no Brasil. Bothrops pauloensis, popularmente
conhecida como ‘jararaca-pintada’ habita todo o territério brasileiro, exceto na Bacia
Amazénica. Sao encontradas, principalmente em zonas rurais e periferias de
grandes cidades, preferindo ambientes umidos como matas e areas cultivadas e
locais onde haja facilidade para proliferacdo de roedores (CARDOSO, 2003; WHITE,
2005; ARAUJO; MARTINS, 2007). A peconha produzida por esses animais possui
alta atividade proteolitica com intensos efeitos hemorragicos e toxinas capazes de
ativar a cascata de coagulagao induzindo incoagulabilidade sanguinea por consumo
de fibrinogénio (PINHO; PEREIRA, 2001). No presente trabalho, isolamos e
caracterizamos quimica e funcionalmente a primeira SVTLE da espécie Bothrops

pauloensis.

2. 2- Materiais

A peconha bruta (PB) de Bothrops pauloensis foi obtida a partir de espécimes
mantidas no serpentario da Pentapharm, Minas Gerais, Brasil. O plasma bovino foi
obtido na fazenda experimental da Universidade Federal de Uberlandia.

CM-Sepharose e Phenyl Sepharose CL-4B (Amersham Biosciences do Brasil
Ltda). Acrilamida, bis-acrilamida, TEMED, SDS, EDTA, azul de bromofenol, fucsina
basica, Coomassie Brilliant Blue R-250, Coomassie Brilliant Blue G, glicina,

soroalbumina bovina, trombina, fibrinogénio, persulfato de amoénio, TAME,
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fibrinogénio bovino, caseina bovina, inibidores enzimaticos como: aprotinina,
benzamidina, 1,10-fenantrolina, leupeptina, EDTA, PMSF e -mercaptoetanol (Sigma
Chem. Co.), substratos cromogénicos (S-2238, S-2288, S-2765, S-2251, S-2266 e S-
2302, todos da Chromogenix) e padrdo de peso molecular (Amersham Biosciences
do Brasil Ltda). Os demais reagentes eram de grau analitico.

Camundongos da raga Swiss machos, (18-22g) foram fornecidos pelo Instituto
Valle, Minas Gerais, Brasil e mantidos no biotério do Laboratério de Experimental
Animal (LEA) da Universidade Federal de Uberlandia sob condicbes padrdes de
temperatura 25°C, umidade relativa do ar de 60-65%, ciclo de 12h de luz/noite, dieta

e agua “ad libitum”.

2. 3- Métodos

2. 3. 1- Fracionamento da Peconha Bruta de Bothrops pauloensis e obtencéo
da “thrombin-like” TI-Bp

a) Cromatografia de troca idnica da peconha de Bothrops pauloensis em gel de
CM-Sepharose

Uma amostra de 200mg do veneno de B. pauloensis (Bp) foi ressuspendida
em 2 mL de tamp&o bicarbonato de aménio 0,05 M, pH 7,8, centrifugada a 480 X g
durante 10 minutos a 4°C e o sobrenadante limpido obtido foi aplicado em uma
coluna de troca i6nica contendo a resina CM-Sepharose (2,0 x 20,0 cm), previamente
equilibrada com o mesmo tampao.

As proteinas foram eluidas em temperatura ambiente com um gradiente
convexo de concentragado de bicarbonato de aménio (0,05 - 0,5 M), pH 7,8. Fracbes

de 3,0mL/tubo foram coletadas num fluxo de 20mL/hora por um coletor de fragdes
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REDIFRAC (Amersham Biosciences do Brasil Ltda). Cada fracdo coletada foi
monitorada por absorbancia a 280nm em um espectrofotémetro SPEKOL UV VIS
(Zeiss). Apos tragcar o cromatograma as amostras de proteinas foram reunidas em

“pools”, liofilizadas e armazenadas a -20° C.

b) Cromatografia da fracdo CM4 em gel de hidrofobicidade Phenyl-Sepharose
CL-4B

A fraggo CM4 (10mg) obtida da cromatografia de troca i6bnica em CM-
Sepharose foi dissolvida em 1mL de tampao Tris-HClI 10mM pH 8,5 + NaCl 4M,
sendo posteriormente aplicada em uma coluna de afinidade (1,0 x 7,0cm) contendo a
resina Phenyl-Sepharose CL-4B, equilibrada com o0 mesmo tampao.

As amostras foram eluidas a temperatura ambiente iniciando-se com o tampéo
de equilibrio (Tris-HCI 10mM pH 8,5 + NaCl 4M) e posteriormente com solugdes
decrescentes de concentracdo molar de NaCl (3M, 2M, 1M, 0,5M), seguindo com
Tris-HCI 10mM pH 8,5 e finalmente com agua destilada. Foram coletadas fragdes de
2,5mL/tubo num fluxo de 20mL/hora no coletor de fragbes REDIFRAC (Amersham
Biosciences do Brasil Ltda). A eluicdo de cada fragédo foi monitorada por absorbancia
a 280nm em um espectrofotdmetro SPEKOL UV VIS (Zeiss). Apés tragar o
cromatograma as amostras de proteinas foram reunidas em “pools” e a fragcdo com
atividade especifica coagulante e esterasica foi submetida a um sistema de
ultrafitracgdo (AMICON YM 10) lavando-se pelo menos duas vezes com agua

destilada e posteriormente foi liofilizada e armazenada a -20° C.

c) Cromatografia liquida de alta eficiéncia em fase reversa (HPLC-RP)

Aproximadamente 1mg da fracdo P4 foi diluido em 550ul de &cido

trifluoracético (TFA) 0,1% (v/v) e submetido em um sistema de RP-HPLC, coluna



46

Shimadzu CLC-ODS C-18 (octacil sulfonila) (2,0 x 25,0cm). A eluicdo da amostra foi
inicialmente realizada em acido trifluoracético 0,1% (v/v), seguindo com gradiente de
concentragao linear de acetonitrila 70% em um fluxo de 1mL/min a temperatura
ambiente. O pico unico foi separado e liofiizado para a determinagdo das

propriedades quimicas e estruturais.

2. 3. 2- Determinacdo quantitativa de proteinas

Para quantificar as proteinas presentes nas amostras, solugdes contendo de 5
a 50ug de proteinas foram submetidas a dosagem pelo método de Bradford, (1976).
A reta padrdo foi construida com soroalbumina bovina, considerando-se o seu
coeficiente de extingdo molar em 280 nm (0,665). Apés a dosagem, o material
restante foi separado em aliquotas de 100ug que posteriormente foram liofilizados e

armazenados a -20° C.

2. 3. 3- Caracterizagao Quimica

2. 3. 3. 1- Eletroforese em gel de poliacrilamida com agentes desnaturantes

As eletroforeses em gel de poliacrilamida a 14% com agentes desnaturantes
(SDS) foram realizadas conforme a técnica descrita por Laemmli, (1970).

Para o gel de separagao foram utilizadas as seguintes solugdes: Tris-HCI 2M
pH 8,8 , Acrilamida:Bis 30:0,8, Temed 1% e persulfato de aménio 1%. Enquanto que,
para o gel de empilhamento foram utilizados: Tris-HCI 2M pH 6,8 , Acrilamida:Bis
30:08 , Temed 1% e persulfato de aménio 1%. A solugao de trizma base 0,025M,
glicina 0,192M e SDS 0,1% pH 8,3 foi utilizada como tampao para o catodo e a

mesma solugdo para o anodo. As amostras contendo 10ug de proteinas foram
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dissolvidas em 20uL do tampédo STOP (Tris-HCI 0,06M pH 6,8, SDS 6%, Azul de
Bromofenol 0,001%, Glicerol 10% e 10uL de p-mercaptoetanol 10%). Em seguida, as
amostras foram aquecidas por 3 minutos a 100°C. A eletroforese foi conduzida a
20mA de corrente, por aproximadamente 50 minutos, até o indicador azul de
bromofenol alcangar o final do gel.

Terminada a migracao o gel foi submetido em coloragédo por prata seguindo
um protocolo da Pharmacia Biotech. O peso molecular foi estimado pelo padrao de
peso molecular 7L (Sigma), contendo as seguintes proteinas: soroalbumina bovina
(66kDa), ovoalbumina (45kDa), gliceraldeido-3-fosfato-desidrogenase (36kDa),
anidrase carbénica (29kDa), tripsinogénio (24kDa), inibidor de tripsina (20.1kDa), a-
lactoalbumina (14.4kDa).

2. 3. 3. 2- Focalizacéo isoelétrica

A eletrofocalizagdo da enzima TI-Bp isolada da pegonha de Bothrops
pauloensis foi realizada segundo o método descrito por Vesteberg (1972), com
algumas modificagbes como descrito a seguir. O experimento foi realizado no
Departamento de Fisica e Quimica da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de
Ribeirdo Preto — USP, com a colaboragao da Profa. Dra. Eliane C. A. Braga.

O gel foi preparado a 7% (m/v) em acrilamida (solu¢ao estoque: bis-acrilamida
0,8:30), contendo 1,3g de sacarose, 650uL de anfélitos (Pharmacia 40% de pl
variavel de 3,0 a 10,0), 0,17% de TEMED (v/v) e 0,075% de persulfato de aménio
(m/v). A solugcdo do gel foi completada para um volume final de 10mL de agua
destilada e polimerizado em placa de vidro 12X14cm utilizando como suporte uma
borracha em forma de U.

O gel foi colocado sobre uma placa refrigerada ligada a um banho
termostatizado a 4°C. A placa milimetrada foi previamente umedecida com glicerina,
para melhor refrigeracdo do gel. Dois strips da Pharmacia Biotech foram utilizados

para conectar o gel e os eletrodos de platina, sendo o catodo embebido em uma
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solugdo de NaOH 1M e o anodo em acido fosférico 1M. Os eletrodos de platina
foram centralizados sobre as tiras de papel e o sistema entao fechado.

A fonte de alta voltagem foi ajustada para valores maximos de 500V, 10mA, 3
Watts e 30 minutos para a realizagao de uma pré-corrida. Em seguida, as amostras
foram aplicadas sempre no cruzamento de duas linhas azuis, exatamente sobre a
linha mais central do gel. A fonte foi programada para 1500V, 15mA, 10 Watts e 5h.
O final da corrida foi determinado quando a fonte marcasse uma alta voltagem e uma
baixa amperagem (cerca de 1mA).

Apos a focalizagao isoelétrica, foram seccionados cerca de 1cm de largura (no
sentido do comprimento) de cada extremidade do gel e colocados em tubos de
ensaio contendo 200uL de agua destilada para a leitura do pH apés 2 horas em
repouso e em seguida, foi construido o grafico de determinag¢do do gradiente de pH.

O restante do gel contendo as amostras foi fixado em solugdo de acido
tricloroacético por 30 minutos, prosseguindo com a utilizagdo de um kit para

coloragao por prata seguindo um protocolo da Pharmacia Biotech.

2. 3. 3. 3- Sequéncia N-terminal

A analise da sequéncia N-terminal da enzima purificada foi realizada em um
sequenciador automatico de proteinas da Shimadzu (modelo PPSQ-23A). Uma
solugdo com aproximadamente 1mg/mL da enzima foi aplicada no sequenciador e
determinado pelo método de degradagao de Edman (EDMAN; BEGG, 1967). O
experimento foi realizado no Departamento de Fisiologia da Universidade Federal de
Sao Carlos, com a colaboracdo da Profa. Dra. Heloisa Sobreiro Selistre-de- Araujo. A
sequéncia N-terminal e homologia de aminoacidos foram analisadas por alinhamento
usando programa BLAST (ALTSCHUL et al., 1990).
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2. 3. 4- Caracterizagdo Enzimética

2. 3. 4. 1- Atividade coagulante

A atividade coagulante das amostras foi realizada segundo Assakura e col.
(1992), com algumas modificagbes. Para essas reagdes foram utilizados 150uL de
plasma bovino citratado e diferentes quantidades de enzimas (0.1-12.0ug) em 50uL
de salina, em ordem para determinar a dose minima coagulante (DMC).

A DMC foi definida como a quantidade de enzima necessaria para coagular o
plasma bovino citratado & 37°C durante 60 segundos de reagao, o que é equivalente
a 1U(unidade). A DMC encontrada foi utilizada para estudos de estabilidade da
proteina, quando pré-incubadas por 20 minutos a diferentes pHs (1.0 a 13.0),
temperaturas (-70°C a 100°C), presenca de diferentes ions divalentes 10mM (Ca**,
Mg™, Cu™, Zn"" e Mn™) e diferentes inibidores (B-mercaptoetanol 10mM, EDTA
10mM, aprotinina 10mM, PMSF 10mM, benzamidina 10mM e leupeptina 1mM).

Os ensaios de coagulagao foram realizados em um analisador de coagulagéo
micro-processador Quick-Timer (DRAKE LTDA). O modelo Quick-Timer determina o
tempo de coagulacdo de uma amostra de plasma bovino utilizando um sistema
optico que detecta a variagdo brusca da densidade 6tica da amostra no instante da
coagulacgao.

Assim que a amostra era adicionada ao plasma bovino, o cronémetro do
aparelho era acionado registrando o tempo (em segundos) necessario para a
formacado da rede de fibrina. Os tempos obtidos foram comparados ao controle
positivo (pegonha bruta) para verificar se houve ou ndo diminuicdo do tempo de

coagulacgao.
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2. 3. 4. 2- Atividade fibrinogenolitica

A atividade proteolitica sobre o fibrinogénio foi realizada segundo Rodrigues e
col., (2000) como descrito a seguir. Em 50uL de uma solugao de fibrinogénio bovino
(1,5mg/mL agua) foram incubados diferentes concentracdes da enzima (0,1ug;
0,5ug; 1ug; 3ug; Sug e 10ug) a 37°C durante 1 hora.

O mesmo procedimento foi realizado incubando-se 5ug de TI-Bp com 50uL de
fibrinogénio bovino (1,5 mg/mL) em diferentes intervalos de tempos (0Oh, Smin.,
15min, 30min., 45min., 1h e 2h) a 37°C.

Estudos de estabilidade da enzima foram realizados em presenca de
inibidores, tais como, Benzamidina 10mM, Aprotinina 10mM, EDTA 10mM, PMSF
10mM, leupeptina 1mM, B-mercaptoetanol 10mM e 1,10-fenantrolina 10mM. Para
cada ensaio, inicialmente 5ug de TI-Bp foram pré-incubados por 30 min. a
temperatura ambiente com o inibidor e em seguida, estas amostras foram incubadas
com o fibrinogénio bovino por 1 hora a 37°C. Além disso, a estabilidade da TI-Bp
também foi avaliada em diferentes pHs (1 a 11) e temperaturas (-70°C a 100°C),
conforme descrito acima.

Em todos os ensaios acima, apds a incubagdo a reacdo foi interrompida
adicionando-se 25uL de solugédo STOP (Tris-HCI 0,06M pH 6,8, SDS 6%, azul de
bromofenol 0,001%, glicerol 10% e 10% de p-mercaptoetanol). Em seguida, as
amostras foram aquecidas a 100°C por 3 minutos e submetidas a eletroforese em gel
de poliacrilamida a 14% com SDS (PAGE-SDS), como descrito no item 2.3.3.1.

2. 3. 4. 3- Atividade Caseinolitica

A atividade proteolitica sobre a caseina foi realizada preparando uma solugéo
de caseina bovina a 1% (10mg/mL em tampao bicarbonato de aménio 0,1M pH 7,8),
sendo esta centrifugada por 15 minutos a 480 X g. O sobrenadante limpido foi

separado para o preparo das amostras. Cerca de 10ug de proteinas dissolvidas em
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solugao salina foram incubadas por 30 minutos a 37°C com 50uL de caseina. Para
interromper a reagao foram adicionados 50% de STOP (Tris-HCI 0,06M pH 6,8, SDS
6%, Azul de Bromofenol 0,001%, Glicerol 10% e 10uL de pB-mercaptoetanol 10%) e,
em seguida, as amostras foram aquecidas por 3 minutos a 100°C. O teste
caseinolitico foi analisado em gel de poliacrilamida com agentes redutores (PAGE-

SDS) como descrito no item 2.3.3.1.

2. 3. 4. 4- Atividade esterasica sobre o TAME

A atividade esterasica foi determinada sobre o substrato TAME (N-p-tolueno-
sulfonil arginina metil éster) segundo Hummel (1959), com modificacdes. Neste
ensaio 5ug de proteinas foram incubados com uma solugdo de TAME 1,04uM em
Tris-HCI 0,02M, pH 8,1 e KCI 0,15M.

A quantificacédo da atividade foi realizada por analise espectrofotométrica a
244nm durante os 10 primeiros minutos de reacao. Foi definido que uma unidade de
atividade esterasica (TAME) representa o aumento na variagcéo de 0,01 de
absorbancia resultante da atividade hidrolitica da enzima sobre o substrato. A

atividade especifica foi expressa por unidades de TAME/mg de proteinas.

2. 3. 4. 5- Determinacéo da atividade procoagulante

A capacidade da TI-Bp de hidrolisar os substratos cromogénicos, S-2238 (H-
D-Phe-Pipecolyl-Arg-pNA.2HCI) e S-2288 (H-D-lle-Pro-Arg-pNA.2HCI), a 0.1mM, foi
realizada utilizando-se diferentes concentragées da enzima diluidas em tampéo Tris-
HCI 20mM pH 7,4 em um volume final de 100ul. A reacao foi realizada durante 20
minutos a 37°C e a hidrolise monitorada por espectrofotometria em absorbancia de

405nm, utilizando uma leitora de Microplacas Thermomax (Molecular Devices, Menlo
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Park, CA, USA) termostatizada e com agitacdo. Neste ensaio determinou-se a
concentragao efetiva (CE) da enzima TI-Bp (ug/uL) capaz de produzir um aumento
de 0,1 de absorbancia a 405nm durante 10 min. a 37°C. Apds, determinado a CE, os
mesmos substratos cromogénicos ditos anteriormente foram utilizados para testar a
inibicdo da atividade, com os seguintes inibidores de proteases: Benzamidina
150mM, PMSF 2,5mM e EDTA 0,2M.

Outros substratos cromogénicos também foram utilizados para avaliagédo da
atividade procoagulante da TI-Bp: S-2302 (H-D-Pro-Phe-Arg-pNA.2HCI), S-2765 (Z-
D-Arg-Gly-Arg-pNA.2HCI), S-2251 (H-D-Val-Leu-Lys-pNA.2HCI) e S-2266 (H-D-Val-
Leu-Arg-pNA.2HCI). Nestes ensaios, a reagdo de hidrolise dos substratos foi
avaliada utilizando-se 100ul de Tris-HClI 20mM pH 7,4, contendo os substratos

(0,2mM) e a enzima (CE), conforme descrito acima.

2. 3. 4. 6- Determinacéo da funcéo carboidrato na atividade coagulante da TI-Bp

Para determinar a influéncia de carboidratos ligados (N-glicanos ou &acido
sialico) na atividade “thrombin-like” da TI-Bp, a enzima foi tratada ou n&o com
PNGase-F e neuraminidase, respectivamente. Apds incubacdo por 24 horas a 37°C
foi avaliada a interferéncia da cinética da coagulagéo. Para isto, 200uL de plasma
humano citratado foram misturados com 50uL de PBS contendo 125 ou 250ng de TI-
Bp tratadas ou ndo com PNGase-F e neuraminidase, seguindo instrugdes do
fabricante (New England Biolabs Inc., Ipswich, MA). A reacao foi monitorada por uma
leitora de placa ELISA padronizada com absorbancia a 405nm utilizando um

programa cinético.

2.3.4.7- Teste de degradacédo da fibrina



53

Este ensaio foi realizado segundo o método descrito por Leitdo e col., (2000),
utilizando solugdes de fibrinogénio bovino 0,3% e agarose 0,95%, ambas preparadas
em tampao barbital 0,05M, pH 7,8, contendo CaCl, 1,66mM, MgCl, 0,68mM e NaCl
94mM. Essas solugdes foram preparadas com volume final de 10mL e a solugéo de
agarose foi mantida sob aquecimento até a formacédo de um coldide transparente.
Apds o esfriamento (40°C) da solugdo de agarose adicionou-se a solugdo de
fibrinogénio, na proporgao (fibrinogénio: agarose, 1:1, v/v). A mistura foi adicionado
100uL de uma solugao contendo trombina (1ug/ulL) e vertida em placa de Petri para
coagulagdo. As placas contendo coagulo foram mantidas a 4°C e apés 30 minutos,
com o auxilio de uma ponteira, um numero adequado de pequenos orificios (5mm de
diametro) foram feitos sobre o coagulo de fibrina para a aplicagcdo das amostras em
concentragdes desejadas com volume final de 30uL, seguido de incubagao por 24 e
48 horas a 37°C. A analise foi feita visualmente e quantificada com o auxilio de um

paquimetro medindo os halos de lises produzidos sobre o coagulo de fibrina.

2.3.4.8- Teste de Agregacdao plaquetéria

A agregacao plaquetaria foi determinada utilizando o método previamente
descrito por Carlini e colegas (1985). O plasma rico em plaquetas (PRP) foi
preparado a partir de sangue citratado coletado a partir da artéria central da orelha
de coelhos, transferido imediatamente em tubos contendo 5mM de EDTA
(concentracao final) e centrifugados a 375g por 12 minutos a temperatura ambiente.
Em seguida, amostras do PRP obtidas foram centrifugados a 1800g por 2 minutos
também a temperatura ambiente e os “pellets” de plaquetas foram ressuspensos em
uma solugdo de Tyrode-gelatina (TG) com pH final ajustado a 7.4, para obter
plaguetas lavadas. A suspensédo foi ajustada para uma concentragao de 3-4X10°
células/uL.

A agregagado plaquetaria foi medida turbidimetricalmente utilizando um

agregdbmetro Whole Blood Lumi-Agregometer (Chrono Log Corporation. Havertown,
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EUA). O método foi realizado em cuvetas de vidro siliconizadas com volume total de
240pL. Plaquetas lavadas (4 X 10° células/uL) ressuspendidas em Tampdo TG
(200uL) com 1mM de CaCl, (concentragao final) foram agitadas a 37°C com varias
concentragdes de TI-Bp (5-40 pug/mL) por 2 minutos. Em seguida, o fibrinogénio
(0,5mg/mL) foi adicionado e agregagcao plaquetaria foi monitorada. O controle
experimental foi realizado sem a presenga de fibrinogénio. A maxima agregagao
plaquetaria tida como 100% foi obtida com concentragdo supramaxima de 2nM de
trombina e comparadas com a agregacao induzida pela TI-Bp, enquanto que 0% de
agregacao (linha de base) foi a transmitancia registrada em presenca de plaquetas
lavadas isoladamente ou apdés a adicdo de tampdo TG. Os resultados foram

expressos com média + SEM de dois experimentos individuais (n=4).

2. 3. 5- Atividades Biolégicas

2. 3. 5. 1- Atividade edematogénica

Grupos de 5 camundongos (18-22g) foram injetados intradermicamente na
regido subplantar da pata direita com 50ul de solugéo contendo 25ug pegonha bruta
ou TI-Bp dissolvidas em PBS. Em seguida realizava-se a medigdo das patas em
diferentes intervalos (30’, 1, 2, 3 horas) de tempo a partir do tempo Oh (o qual era
subtraido e cada valor obtido). O aumento da area na pata dos camundongos foi
medido com um paquimetro de baixa pressdo 0,01mm (Mytutoyo, Jap&o) e expresso

em porcentagem direta de edema induzido.

2. 3. 5. 2- Analise miotdxica por dosagem de creatina cinase no plasma

Aproximadamente 50ug da enzima TI-Bp foram inoculados no musculo

gastrocnemius direito de camundongos machos Swiss (n=3, 18-22g). Apos 3 horas
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os animais foram sacrificados e o sangue colhido por pungdo cardiaca e
imediatamente centrifugados a 2.500 X g por 10 minutos a 4°C (Laborzentrifugem 2K
15-Sigma). Os animais controles receberam somente PBS no mesmo volume que a
toxina. A atividade da enzima creatina cinase foi determinada utilizando-se o Kit CK-
UV cinético (Bioclin). A atividade creatina cinase foi expressa em unidades/litro,
constituindo uma unidade o resultado da fosforilagdo de um nanomol de creatina por

minuto a 25°C.

2. 3. 5. 3- Atividade hemorragica

A atividade hemorragica foi realizada como descrito por Nikai e col., (1984),
com algumas modificagées. Foram utilizados camundongos Swiss machos de 20-25¢g
divididos em grupos (n=5). Os animais controle receberam injecao intradérmica de
50uL de PBS e os outros grupos receberam 50 ou 100 ug TI-BP, dissolvidos em
50uL de PBS. Apds 3 horas de inoculagdo, os animais foram sacrificados, a pele
removida e o halo hemorragico na superficie interna da pele foi medido com um
paquimetro digital DIGMESS 100.174BL.

2. 3. 5. 4- Ensaios de incoagulabilidade sanguinea

O ensaio de desfibrinogenacao do plasma foi realizado utilizando
camundongos da raga Swiss, machos, de pesos que variavam de 40-50g, separados
em oito grupos (n=3), dos quais, receberam por via intraperitoneal doses variaveis da
toxina isolada TI-Bp. Os grupos foram separados de acordo com as seguintes doses
de TI-Bp/Kg animal: 1mg/Kg; 0,5mg/Kg; 0,25mg/Kg; 0,125mg/Kg; 0,1mg/Kg;
0,0625mg/Kg; 0,05mg/Kg e 0,125mg/Kg, para determinar a dose minima capaz de
tornar o sangue dos animais incoagulavel. Como controle negativo, animais

receberam por via intraperitoneal 50uL de PBS.
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Apos 6 horas os animais foram anestesiados com éter de petréleo, o sangue
esgotado por pungao cardiaca na auséncia de anticoagulante, em seguida
depositado imediatamente em tubo de vidro e o tempo gasto para formar um coagulo

de fibrina visivel foi cronometrado.

2. 3. 6- Andlise Estatistica

Os dados foram analisados utilizando- se o Programa Instat Plus versao 3.36.
Os resultados foram apresentados por uma média de 3 experimentos e desvio
padrao. Significancias estatisticas dos resultados foram determinadas utilizando teste

t-Student’s. Os valores de P < 0,05 foram considerados significantes.

2. 4- Resultados

2. 4. 1- Isolamento e caracterizagdo quimica

O fracionamento da pegonha de Bothrops pauloensis foi inicialmente realizado
em resina CM-Sepharose. A peconha total foi resolvida em cinco fragbes
denominadas CM1 a CM5 (Figura 1A). Todas as fragbes foram ensaiadas para
verificar a presenga de atividade coagulante e esterasica, no entanto somente a
fragcdo CM4 apresentou atividade de forma significativa.

A fracdo CM4, depois de liofilizada foi submetida em resina de afinidade
Phenyl-Sepharose CL-4B obtendo-se sete fragdes denominadas P1 a P7 (Figura
1B). A fracdo P4 apresentou excelente atividade coagulante “in vitro” e esterasica
sobre o TAME e foi separada para a realizacdo de atividades bioldgicas e
enzimaticas. Os ensaios de critérios de pureza dessa fragdo sdo apresentados na
figura 1 C, D e E. A fragcdo P4 apresentou um unico pico de ABS a 280nm em HPLC-

RP (Figura 1C), bem como unica banda em SDS-PAGE sob condi¢des redutoras e
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nao redutoras (Figura 1 D) com uma massa molecular de 34 kDa e pl de
aproximadamente 6,4 (Figura 1 E).

Para investigar a presenca de carboidratos na estrutura da enzima, a TI-Bp foi
tratada com neuraminidase ou PNGase F. Neuraminidase remove residuos de acido
sialico de dominios carboidratos e PNGase F € uma amidase que atua clivando entre
os residuos de asparagina e GIcNAc de glicoproteinas N-ligados. As analises por
PAGE-SDS em condi¢cbes redutoras revelaram que TI-Bp diminuiu sua massa
molecular aparente para 30 e 25kDa, respectivamente, indicando que a molécula

contém acido sialico e N-glicanos na sua estrutura (resultados nao apresentados).

Na tabela | estd representada a recuperagdo protéica pelo método de
Bradford, dos passos de purificacdo da TI-Bp obtida a partir do fracionamento da
peconha de Bothrops pauloensis em CM-Sepharose e Phenyl-Sepharose CL-4B.
Como pode ser observada, a fragdo P4 (TI-Bp) resultante do segundo passo de
purificacdo apresentou cerca de 3% de rendimento protéico. A recuperagcdo das
atividades coagulante e esterasica foi de aproximadamente 12% (769U/mg) e 8,3%

(5580U/mg) respectivamente.

A sequéncia dos 15 primeiros residuos da regiao N- terminal estd mostrado na
Tabela Il. O alinhamento da sequéncia da TI-Bp com outras SVTLEs mostra alta

similaridade.

2. 4. 2- Caracteristicas Funcionais

A enzima TI-Bp apresentou atividade coagulante sobre o plasma bovino, com
Dose Minima Coagulante de 1,3ug. A atividade manteve-se estavel depois da pré-
incubacdo da enzima em pHs entre 3 e 9 (Figura 2A), e temperaturas de -70 a 37°C
(Figura 2B). A atividade coagulante foi inibida por benzamidina, leupeptina e PMSF

(Figura 2C). De todos os ions divalentes testados somente Cu*™* (10mM) foi capaz de
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inibir eficientemente a acdo coagulante da enzima TI-Bp (Figura 2D) (Tukey’s, P<
0,05).

A clivagem do fibrinogénio bovino pela TI-Bp em concentragdo e tempo-
dependente esta mostrada na figura 3A e B, respectivamente. Os resultados em
SDS-PAGE indicam que a cadeia A-a desapareceu nos primeiros cinco minutos de
incubacao da TI-Bp com o fibrinogénio. Enquanto que a cadeia B-§ foi consumida
apenas parcialmente em tempos maiores. Nossos resultados demonstram que o
fibrinogénio ndo sofre alteracbes depois de 1hora de incubagdo e que 5ug sao
suficientes para hidrolisar a cadeia A-a do fibrinogénio, sendo observado que a
cadeia y nao foi degradada nestas condi¢cbes experimentais.

Estudos de estabilidade enzimatica demonstraram que a enzima isolada TI-Bp
apresentou atividade sobre o fibrinogénio quando incubada em diferentes pHs e
temperaturas inferiores a 37°C (Figuras 3C e D).

O efeito de agentes inibidores sobre a atividade proteolitica de TI-Bp pode ser
observado na figura 3E. Dentre os inibidores testados, a Benzamidina e PMSF foram
capazes de inibir satisfatoriamente a degradacao da cadeia A-a do fibrinogénio.

O resultado obtido para a atividade caseinolitica da peconha bruta e da TI-Bp
esta apresentado na Figura 4. Pode-se observar pela analise eletroforética que as
cadeias da caseina foram digeridas somente pela pegonha bruta e fragdo CM4, apods
30 minutos de incubacdo. No entanto, a TI-Bp ndo mostrou atividade proteolitica
sobre este substrato nas condigdes experimentais utilizadas.

TI-Bp catalisou a hidrolise dose-dependente dos substratos cromogénicos S-
2288 e S-2238 os quais sao especificos para serinoproteases e enzimas “thrombin-
like”, respectivamente (Figura 5A), apresentando uma concentracao efetiva (CE) de
0,05ug/uL (Tukey, p< 0,05).

Ensaios de inibigdo enzimatica demonstraram que o EDTA nao foi capaz de
inibir a atividade proteolitica sobre esses substratos (Tukey, p< 0,05), ja o PMSF
inibiu parcialmente esta atividade e a benzamidina inibiu completamente a acdo da

enzima (Figura 5B).
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TI-Bp também mostrou atividade calicreina-like e procoagulante, hidrolisando
diferentes substratos cromogénicos, como S-2302 para calicreina plasmatica, fator
Xla e Xlla e S-2266 para calicreina glandular e fator Xla. TI-Bp, por sua vez, nao
atuou sobre o substrato S-2765, o qual é especifico para o fator X e ndo mostrou
alguma atividade sobre a plasmina, ja que a enzima n&o foi capaz de hidrolisar o
substrato S-2251 (Figura 5C). Além disso, estudos “in vitro” da atividade fibrinolitica
mostraram que a TI-Bp ndo foi capaz de degradar o coagulo de fibrina formado em
placa de petri com solugbes de fibrinogénio e trombina (resultados né&o
apresentados).

Para investigar se a presenga de carboidratos ligados a estrutura da enzima
interfere na sua atividade catalitica, TI-Bp foi tratada com PNGase-F e
neuraminidase. A cinética da reacdo € apresentada na Figura 6. Utilizando a
PNGase-F a qual remove carboidratos N-ligados, foi observada uma pequena
diferencga significativa na diminuicdo da atividade coagulante (Teste t- Student’s, p>
0,05). No entanto, a enzima TI-Bp quando tratada com neuraminidase n&o diminuiu a
atividade coagulante da enzima (Figura 6B), mostrando que a remocgédo de acido
sialico nao interferiu na sua atividade catalitica (Teste t- Student’s, p< 0,05).

A enzima TI-Bp quando injetada intraperitonialmente em camundongos tornou
0 sangue incoagulavel, limpido e sem aspecto viscoso apresentando dose minima
incoagulante de 0,05mg/Kg.

TI-Bp foi capaz de induzir agregacédo plaquetaria de plaquetas lavadas de
maneira dependente apenas na presencga de fibrinogénio humano exdgeno (Figura 7,
circulos fechados). Em contrapartida, TI-Bp ndo demonstrou efeito sobre as
plaquetas em auséncia da adicdo de fibrinogénio (Figura 7, circulos abertos).
Portanto, TI-Bp sozinha ndo induz agregacéao plaquetaria.

Esta enzima nao apresentou atividade hemorragica, miotdxica e mostrou
moderado efeito edematogénico quando comparada com a pegonha de Bothrops

pauloensis (resultados nao apresentados).
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2. 5- Discussao e Conclusdes

No presente trabalho, apresentamos métodos eficientes e relativamente
simples de isolar uma serinoprotease “thrombin-like” com alto grau de pureza da
peconha de Bothrops pauloensis, denominada TI-Bp.

TI-Bp foi isolada a partir de uma combinagdo de cromatografias de troca i6Gnica
e afinidade. A enzima representa aproximadamente 3% das proteinas totais da
peconha, consiste de cadeia polipeptidica unica com massa molecular de 34kDa
(estimado com agente redutor), ponto isoelétrico de 6,4 e contém carboidratos N-
ligados e acido sialico na sua estrutura. As enzimas “thrombin-like” purificadas de
diferentes peconhas de serpentes sao proteinas de cadeia unica e com massas
moleculares que podem variar de 26 a 67kDa. As diferentes massas moleculares
para essas enzimas podem ser atribuidas aos conteudos de carboidratos que cada
enzima contém (SERRANO; MAROUN, 2005) e os niveis de glicosilagdo s&o
responsaveis pela microheterogenidade encontradas nas diversas SVTLEs.

A importancia do dominio carboidrato na relacao estrutura-fungcao de SVTLEs
ndao € bem entendido. Em muitos casos, foi demonstrado que a N-glicosilagéo
interfere na atividade catalitica destas enzimas. No entanto, Komori e Nikai (1998)
relataram que em outras serinoproteases, carboidratos sdo mais importantes para a
estabilizacdo da proteina do que para a atividade catalitica. Nossos resultados
demonstram que a remogao de acido sialico da TI-Bp n&o alterou as propriedades
cinéticas de coagulacdo, mas a clivagem de N-glicanos diminuiu a eficiéncia
catalitica da enzima.

A estrutura primaria da TI-Bp determinada por métodos de sequenciamento
automatizado, mostrou 100% de similaridade da regido N-terminal com outras
enzimas “thrombin-like” como batroxobina (STOCKER et al.,, 1976), flavoxobina
(SHIEH et al., 1988) e bothrombina (NISHIDA et al., 1994) quando analisado os
primeiros quinze residuos de aminoacidos, sugerindo uma ancestralidade molecular

comum. Essa alta homologia entre as enzimas coagulantes é confirmada pela
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presencga de valina como primeiro residuo N-terminal, caracteristica esta comum na
maioria das SVTLEs (ANDRIAO-ESCARSO et al., 1997).

Algumas propriedades fisioldgicas e bioquimicas como atividade coagulante,
especificidade de hidrdlise das cadeias do fibrinogénio, acdo sobre os fatores
ativadores da coagulagdo sanguinea e efeito de inibidores (MATSUI et al.; 2000;
CASTRO et al.,, 2004; SERRANO; MAROUN, 2005) sao variaveis nas SVTLEs
isoladas de serpentes pertencentes a diferentes géneros como, Agkistrodon,
Cerastes, Trimeresurus, Bitis, Lachesis e Bothrops (PIRKLE, 1998).

TI-Bp mostrou atividade esterasica sobre o TAME, coagulante “in vitro” sobre o
plasma bovino citratado e sobre o fibrinogénio bovino, no entanto ndao demonstrou
alguma atividade proteolitica sobre a caseina, ja que este ndo representa um
substrato natural para a acao de toxinas de serpentes.

Estudos de estabilidade da enzima isolada sobre as atividades coagulante e
fibrinogenolitica demonstraram que a TI-Bp mantém suas propriedades coagulantes
em varias faixas de pHs e temperaturas e presencga de diversos inibidores e cations
divalentes. Esses resultados confirmam uma caracteristica distinta de SVSPs na
resisténcia a inativagdo por pH e calor extremos, isso provavelmente devido a
presenga de carboidratos ligados covalentemente na proteina que sdo capazes de
evitar a desnaturacdo (SWENSON; MARKLAND JUNIOR., 2005).

Os ensaios de hidrolise das cadeias do fibrinogénio pela TI-Bp demonstraram
que a cadeia A-a foi preferencialmente degradada. Este padrao de hidrolise € comum
em outras enzimas coagulantes isoladas de peconhas ofidicas. Portanto, nossos
resultados sugerem que a TI-Bp pertence ao grupo SVTLE-A (CASTRO et al., 2004),
por apresentar esta especificidade de catalise sobre o fibrinogénio.

A maioria das serinoproteases atua em diversos substratos naturais e
sintéticos e suas propriedades enzimaticas sao geralmente afetadas por inibidores
especificos tais como PMSF, leupeptina, aprotinina e benzamidina (BRAUD et al.,
2000; SERRANO; MAROUN, 2005).

A susceptibilidade dos inbidores de proteases sobre a TI-Bp usando

fibrinogénio como substrato, mostraram que o PMSF e Benzamidina foram capazes
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de inibir a agcado da enzima. Estes inibidores s&o tipicos de serinoproteases e atuam a
partir de mecanismos capazes de bloquearem o sitio ativo da enzima.

TI-Bp catalisou a hidrélise dos substratos cromogénicos S-2288 e S-2238,
demonstrando que a enzima €& uma serinoprotease pertencente a subclasse das
enzimas “thrombin-like”. Benzamidina inibiu eficientemente a atividade da enzima por
ambos os substratos, em contraste para uma inibicado parcial quando o PMSF foi
utilizado. Esses peptideos H-D-lle-Pro-Arg-pNA.2HCI (S-2288) e H-D-Phe-Pipecolyl-
Arg-pNA.2HCI (S-2238) foram os substratos mais susceptiveis para hidrélise pela Tl-
Bp, pois o centro ativo da enzima tem uma natureza anibnica que exige alta
especificidade e preferéncias por aminoacidos como a arginina. Essa observagéao é
confirmada pela especificidade enzimatica em clivar ligagdes Arg-Gly na cadeia A-a
do fibrinogénio. Esse comportamento €& bastante comum em outras enzimas
“thrombin-like” j& estudadas (SILVA JUNIOR; DE-SIMONE, 2004; MAGALHAES et
al., 2006).

A atividade hidrolitica de TI-Bp sobre os peptideos cromogénicos S-2266 e S-
2302 sugere que esta enzima possui uma atividade calicreina-like, assim como
algumas toxinas isoladas de outras peconhas, a saber: a Crotalase isolada de
Crotalus adamanteus (MARKLAND; DAMUS, 1971) mostrou alta eficiéncia catalitica
para ambos os substratos da calicreina, comparado com a trombina. Em adigao,
crotalase possui atividade liberacdo de cinina, uma evidéncia adicional de
similaridades entre a calicreina e crotalase. Batroxobina isolada de Bothrops moojeni
(STOCKER et al., 1976) também mostrou propriedades calicreina-like com aplicagéo
de diferentes metodologias. Esses dados sugerem que SVTLEs divergiram da
calicreina glandular e que, ao longo da evolugao foram alteradas adquirindo diversas
fungdes fisiologicas (ITOH et al., 1988). Portanto, TI-Bp possui alta especificidade
para substratos calicreina, embora ndo determinamos alguma atividade de liberacao
de cinina sobre o0 plasma sanguineo associados com a enzima purificada. Enzimas
com propriedades calicreina-like tém sido isoladas de varias peconhas da familia

Viperidae e sao responsaveis por provocarem apos o envenenamento, dor local,
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aumento da permeabilidade capilar, hipotensao sistémica e contragcdo do musculo
liso (WEINBERG et al., 2004).

O estudo do mecanismo de acao de enzimas “thrombin-like” tem revelado que,
apesar de todas as SVSPs terem em comum a geometria do sitio ativo e o
mecanismo enzimatico, elas podem exibir uma diversidade de fung¢des bioldgicas.
Estudos adicionais provavelmente contribuem para elucidagado e maior entendimento
da relacéo estrutura-fungao de serinoproteases.

A enzima TI-Bp n&do apresentou atividade fibrinolitica, uma vez que nao foi
capaz de hidrolisar o substrato da plasmina (S-2251) e também n&o degradou o
coagulo de fibrina. Por outro lado, TI-Bp foi capaz de tornar o plasma de
camundongos incoagulavel, provavelmente por consumir totalmente o estoque de
fibrinogénio, quando injetada intraperitonialmente. Os resultados sugerem que a
enzima estudada atua consumindo o estoque de fibrinogénio embora a quantificagdo
deste nao tenha sido realizada.

SVSPs geralmente n&o sdo capazes de ativar o fator Xlll da cascata de
coagulagao, portanto favorecem a fibrindlise causando incoagulabilidade “in vivo”.
Assim, por levarem a uma rapida diminuicdo do fibrinogénio, causam efeitos
anticoagulantes, diminuindo a viscosidade do sangue. Essas enzimas,
principalmente as “thrombin-like” sdo extensamente exploradas como reagentes de
diagnéstico, drogas hemostaticas e agentes desfibrinogenantes, para o tratamento e
prevencdes de disfungdes cardiovasculares e tromboses (FURUKAWA,; ISHIMARA,
1990; BRAUD et al.; 2000; HENRIQUES et al., 2004).

TI-Bp ndo induziu agregacao plaquetaria, miotoxicidade, hemorragia e nao
formou edemas pronunciados. Portanto, sugerimos que esta proteina possua baixa
toxicidade quando analisada isoladamente, mas quando associada a peconha pode
contribuir para sua letalidade devido a sua alta atividade proteolitica.

Analisados em conjunto, nossos resultados demonstram que a TI-Bp € uma
nova isoforma “thrombin-like” que apresenta caracteristicas promissoras que

evidenciam futuras possibilidades de seu uso clinico.
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Tabela I: Rendimento protéico e atividades enzimaticas da TI-Bp isolada da peconha

de Bothrops pauloensis.

Amostras Proteinas
mg Recuperagéao Atividade
(totais) (%)

coagulante

Atividades enzimaticas

Atividade
esterasica TAME

Atividade Atividade Fator de

total (U?) especifica purificagdo

Peconha 122 100
bruta®

CM- 9,3 7,6
SepharoseY

Phenyl- 3,8 3,1
Sepharose
CL-4B”

(U/mg)
256810 2105 1
28179 3030 1,5
21204 5580 2,7

U= quantidade de enzima que coagula 150uL de plasma bovino citratado a 37°C durante 60 segundos, definida

como Dose Minima Coagulante (DMC).

DMC das amostras: °5.0ug; ¥3.0ug; “1.3ug que coagula 150uL de plasma bovino a 37°C durante 60 segundos.

*1U= representa o aumento na variacdo de 0,01 de absorbancia (244nm) que a enzima hidrolisa o substrato

(TAME).
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Tabela II: Homologia da sequéncia N-terminal entre a TL-Bp e outras enzimas

“Thrombin-like”.

Enzimas Serpente Seqliéncia N- terminal Referéncias

TI-Bp Bothrops pauloensis VIGGDECDINEHPFL Presente trabalho
Bothrombina Bothrops jararaca VIGGDECDINEHPFL NISHIDA et al.; 1994
Batroxobina  Bothrops moojeni VIGGDECDINEHPFL STOCKER et al; 1976
Flavoxobina  Trimeresurus flavoridis VIGGDECNINEHPFL SHIEH et al; 1988
Crotalase Crotalus adamanteus VIGGDECNINEHRFL MARKLAND et al; 1971
Ancrod Calloselasma rhodostoma VIGGDECNINEHRFL NOLAN et al, 1976
TSV-PA Trimeresurus stejnegeri VFGGDECNINEHRSL ZHANG et al.; 1995

Nota: Residuos de aminoacidos conservados sao mostrados em amarelo
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Legenda de Figuras

Figure 1. Passos da purificagdo sequencial da TI-Bp (A): Cromatogradia de
200mg da pegonha bruta (PB) de Bothrops pauloensis em coluna de CM-Sepharose
equilibrada com tampéo bicarbontato de aménio 0,05M, pH 7,8. As amostras foram
eluidas em bicarbonato de aménia (0,05-0,5M), num fluxo de 20mL/h a temperatura
ambiente. Fragbes de 3mL foram coletadas. (B) Recromatografia de 10 mg da fragéao
CM4 em Phenyl-Sepharose CL-4B (2.0x20.0cm) previamente equilibrada com Tris-
HCI 10mM pH 8,5 + NaCl 4M. A eluicdo foi realizada com Tris-HClI 10mM em
concentragdes molares decrescentes de NaCl finalizando com agua destilada. O
fluxo foi de 20mL/h a temperatura ambiente. Fragbes de 2,5mL foram coletadas. (C)
Cromatografia em HPLC-RP da fragdo P4 em coluna Shimadzu C8. 1mg da fragao
foi dissolvido em 550uL de &cido trifluoracético 0,1% (v/v). A amostra foi eluida com
gradiente linear de acetonitrila 70% (v/v). O pico foi eluido com fluxo de 1mL/min e
absorbancia monitorada a 280nm. (D) SDS-PAGE (14%) da TI-Bp purificada. (PM)
Marcador de Peso molecular; (1) TI-Bp reduzida (2) TI-Bp n&o reduzida. (E) pl

Figura 2: Atividade coagulante sobre o plasma bovino citratado Como controle, foi
utilizado 1,3ug de TI-Bp em Tris-HCI 10mM, pH 7,4 a temperatura ambiente. (A)
Efeito do pH; (B) Efeito da temperatura; (C) Efeito de inibidores; (D) Efeito de ions
divalentes. Nota: Barras representam a média de 3 experimentos com desvio padréao

e *(p < 0,05) representa significancia comparado com TI-Bp (contole).

Figura 3: Eletroforese em gel de poliacrilamida a 14% com agentes desnaturantes
dos produtos de hidrélise do fibrinogénio bovino, causada por diferentes condi¢cbes
experimentais. (A) Dose dependente de TI-Bp: Diferentes concentracdes da enzima
foram incubadas com 50pL de fibrinogénio bovino a (1,5mg/mL) a 37°C por 1 hora. 1-
fibrinogénio bovino controle; 2- 0.1ug; 3- 0.5ug; 4- 1ug; 5- 3ug; 6- 5ug; 7- 10ug.; (B)
Tempo dependente: 5 ug de TI-Bp incubados com 50uL de fibrinogénio bovino (1,5
mg/mL) a 37°C. 1- fibrinogénio bovino controle; 2- 5’; 3- 15’; 4- 30’; 5- 45’; 6- 1h; 7-
2h; (C) Variagdo do pH:. 5ug TI-Bp incubados com 50uL de fibrinogénio bovino
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(1,5mg/mL) a 37°C por 1 hora. 1- fibrinogénio bovino controle; 2- pH 1,0; 3- pH 3,0; 4-
pH 5,0; 5- pH 7,0; 6- pH 9,0; 7- pH 11,0; (D) Variacdo de temperatura: 5ug TI-Bp
incubados com 50uL de fibrinogénio bovino (1,5mg/mL) por 1 hora. 1- TI-Bp; 2- -
70°C; 3- -20°C; 4- 4°C; 5- 25°C; 6- 37°C; 7- 60°C; 8- 100°C; 9- fibrinogénio bovino
controle. (E) Presenca de EDTA e inibidores de proteases: 5ug TI-Bp incubados
com 50uL de fibrinogénio bovino (1,5mg/mL) a 37°C por 1 hora. 1- fibrinogénio
bovino controle; 2- Controle positivo (fibrinogénio + TI-Bp); 3- EDTA; 4- PMSF; 5- -

mercaptoetanol; 6- Benzamidina; 7- Aprotinina; 8- Leupeptina; 9- 1,10-fenantrolina.

Figura 4: Eletroforese em gel de poliacrilamida a 14% com agentes desnaturantes
dos produtos de hidrélise da caseina bovina, causada pela pegonha bruta (5ug) e

fragcbes (5ug). 1- caseina bovina controle; 2- pegonha bruta; 3- CM4; 4- TI-Bp.

Figura 5: Determinagao da atividade proteolitica de TI-Bp sobre diferentes substratos
cromogénicos, preparados a 0,1mM. (A) Atividade proteolitica dose-dependente da
enzima TI-Bp (2ug, 5ug, 10ug e 20ug) sobre os substratos cromogénicos S-2288 e
S-2238, respectivamente a 37°C. (B) Inibicdo da atividade proteolitica da TI-Bp,
utilizando a concentracao efetiva da enzima sobre os substratos cromogénicos S-
2288 e S-2238, respectivamente induzida por inibidores como, PMSF 2,5mM,
benzamidina 150mM e EDTA 0,2M. (C) Determinacdo da atividade procoagulante
calicreina-like da TI-Bp (0,05ug/uL) através da hidrélise de substratos a 0,2mM, S-
2302, S-2266, S-2765 e S-2251. As reacdes foram monitoradas pela absorbancia a
405nm.

Figura 6: Método cinético de determinacdo da fungao carboidrato na atividade
procoagulante de TI-Bp. A enzima nativa digerida enzimaticamente com PNGase-F
ou neuraminidase, foi incubada com plasma humano citratado e analisada em leitora
de placa ELISA. (A) TI-Bp tratada ou ndo com PNGase-F; (B) TI-Bp tratada ou nao

com neuraminidase.
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Figura 7. Concentragdo-dependente da agregacao plaquetaria induzida por TI-Bp.
Plaquetas lavadas de coelhos (4X10° células/uL) foram agitadas a 37°C com varias
concentragdes de TI-Bp (5-40 pg/mL) por 2 minutos. A agregacao plaquetaria foi
avaliada na presenga de fibrinogénio (circulos fechados) e na auséncia de
fibrinogénio (circulos abertos). A maxima agregacéao plaquetaria, tida como 100% foi
obtida com concentragdo supramaxima de 2nM de trombina e comparada com a
agregacao induzida por TI-Bp, enquanto que 0% de agregacao (linha de base) foi

obtida com plaquetas lavadas sozinhas ou apos adi¢cao de tampao Tyrode.
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