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RESUMO

A serpente Bothrops leucurus (jararaca do rabo branco), maior responsavel pelos
acidentes botrépicos no Estado da Bahia, também tem ocorréncia registrada em
Pernambuco. As alteracfes na coagulagdo sangiiinea sdo uma caracteristica relevante no
envenenamento provocado pela pegonha de B. leucurus. Enzimas ofidicas que atuam
estrategicamente na hemostasia com acgéo direta sobre o fibrinogénio, convertendo-o em
fibrina, sdo chamadas trombina-simile. Apesar de estarem presentes em diversas
peconhas botrdpicas e representarem modelos moleculares para o desenvolvimento de
novas drogas e reagentes, poucos estudos tém sido realizados com estas toxinas,
inclusive com a peconha de B. leucurus. Neste trabalho foi realizada a purificagéo e
caracterizacdo parcial de uma toxina trombina-simile da peconha de B. leucurus. A
enzima trombina simile foi obtida a partir do fracionamento de 600 mg da pe¢onha total
de B. leucurus em quatro etapas de purificacdo: troca iébnica em Mono-Q, afinidade em
Benzamidina-Sepharose, gel filtragdo em TSK-G3000 SW e fase reversa em C,;. A
toxina purificada, denominada BL-TL |, teve um rendimento final de 0,05% e
apresentou cadeia Unica de massa molecular 23 e 31,8 KDa, conforme estimativa em
SDS-PAGE em condigdes nédo redutoras e redutoras, respectivamente. BL-TL | teve sua
atividade parcialmente reduzida apdés cromatografia em coluna C4, ndo apresentando
atividade sobre os substratos S-2238 e S-2765, bem como ativadora de fator X. Por
outro lado, mesmo com reduzida atividade coagulante sobre fibrinogénio, a BL-TL1 foi
capaz de hidrolisar o substrato S-2222. A BL-TL1 é a primeira enzima trombina-simile
purificada da peconha de B. leucurus, porém outra técnica complementar deve ser
estabelecida para obtencdo da toxina com atividade total para estudos subsequentes,

com o intuito de complementar a caracterizacéo da referida toxina.



ABSTRACT

Main responsible for bothropic accidents in the State of Bahia, Bothrops leucurus snake
(jararaca do rabo branco, or white tail jararaca) has also been reported as occurring in
Pernambuco. Blood clotting alterations are a relevant characteristic in the envenoming
caused by B. leucurus venom. Ophidic enzymes that act in the hemostasy, converting
fibrinogen into fibrin and causing blood clotting, are called thrombin-like. Although
present in several bothopic venoms and models for the development of new drugs and
reagents, few studies have been realized on those toxins, including B. leucurus venom.
In this work, it was realized the purification and partial characterization of a thrombin-
like toxin from B. leucurus venom. The thrombin-like toxin was obtained from the
fractioning of 600 mg of B. leucurus crude venom in four steps of purification: ionic
exchange in Mono-Q, affinity in Benzamidine-Sepharose, gel filtration in TSK-G3000
SW and reverse phase in C4. The purified toxin, called BL-TL 1, had a final yielding of
0,05%, and presented a single molecular chain of 23 and 31,8 KDa, according to
estimation in SDS-PAGE, in reduced and non reduced conditions, respectively. BL-TL
I had its activity drastically reduced after chromatography in C4 column, presenting no
activity on the substrates S-2238 and S-2765, or activator of factor X. On the other
hand, even with reduced clotting activity on fibrinogen, BL-TL1 was capable to
hydrolyze the substrate S-2222. BL-TL1 is the first purified thrombin-like enzyme from
B. leucurus venom, but it is necessary to establish a new technique to complete the

characterization of the referred toxin.
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REVISAO BIBLIOGRAFICA

SERPENTES

Na classificagdo tradicional, que agrupa os animais com base nas similaridades de
caracteres morfoldgicos, a subordem Serpentes pertence a Ordem Squamata (juntamente
com Lacertilia) e a classe Reptilia (juntamente com Chelonia, Crocodilia e
Rhyncocephalia). Segundo a classificacdo cladistica, que considera a origem evolutiva dos
animais propondo a formacdo de grupos monofiléticos, a subordem Serpentes pertence a
Ordem Squamata e ao grupo Lepidossauromorpha (Pough, 1999).

Embora tenham sofrido uma radiacdo adaptativa surpreendente, as serpentes
conservam um padrdo morfoldgico. Algumas caracteristicas diagnosticas deste grupo sao:
corpo alongado, auséncia de apéndices locomotores e de ouvido externo, e perda de
palpebras méveis (Cardoso et al. 2003).

A auséncia da sinfise mandibular e da cintura escapular, juntamente com outras
modificacbes cranianas, permite as serpentes engolir presas inteiras e maiores que seu
diametro (Franco, 2003; Soerensen, 1990).

As serpentes distribuem-se por quase todos os ambientes do globo, com excecédo das
regides em que o clima demasiadamente frio impede a vida de vertebrados ectotérmicos.
Ha serpentes aquaticas (de dgua doce e marinhas) e terrestres, sendo fossoriais, terrestres e
arboriciolas e podendo ser encontradas em matas, savanas ou desertos (Franco, 2003).

Uma das classificagbes mais aceitas (Macdowell, 1987), divide as serpentes
viventes em duas infraordens, seis superfamilias e 19 familias. As peconhentas estdo

distribuidas em quatro familias: Atractaspididae, Elapidae, Colubridae e Viperidae.



A familia Viperidae, com aproximadamente 215 espécies, inclui as subfamilias
Viperinae e Crotalinae, que possuem o mais complexo aparelho peconhifero (Borges,
1999). No Brasil, a subfamilia Crotalinae (10-15 géneros) esta representada pelos géneros
Bothrops (jararacas), Crotalus (cascaveéis) e Lachesis (surucucus) que, juntamente com o
género Micrurus (corais), da familia Elapidae, constituem os ofidios peconhentos da fauna
brasileira (Borges, 1999; Pough, 1999; Campbel & Lamar, 1989; Bjarnason & Fox, 1988-
89).

A capacidade de inocular peconha estd relacionada a modificagcBes ocorridas no
cranio, nas glandulas salivares e na denticdo das serpentes, compondo o aparelho
peconhifero que é considerado um dos mais especializados aparatos de alimentagdo dentre
os vertebrados. De acordo com a complexidade morfoldgica e eficiéncia na inoculacéo, as
serpentes sdo, tradicionalmente, divididas em quatro categorias:

1) Aglifas: serpentes sem dentes sulcados no maxilar para inoculagéo de peconha podendo
ou n&o ter glandula de peconha (glandula de Duvernoy);

2) Opistoglifas: serpentes com dentes sulcados e conectados a glandula de Duvernoy na
regido posterior do maxilar;

3) Proterdglifas: serpentes com dentes sulcados na regido anterior do maxilar e com
glandula de peconha;

4) Solendglifa: serpentes com dentes muito desenvolvidos, canaliculados e moveis
(semelhantes as agulhas hipodérmicas) na regido anterior do maxilar. Sulco ligado ao canal
excretor da glandula de pegonha (Cardoso et al., 2003).

As serpentes chamam a atencdo do homem por causarem medo e inquietude em
virtude de provocarem acidentes, por vezes levando a morte (Leake, 1968). Os acidentes

ofidicos passaram a ser de notificagdo obrigatoria no pais de acordo com o Ministério da



Saude que relata uma média de 20.000 acidentes por ano, dos quais 90% sdo causados por
serpentes do género Bothrops, encontradas em todo territorio nacional (Ministério da
Salde-Fundacdo Nacional da Salde, 1999). Algumas espécies apresentam maior
importancia por sua extensa distribuicdo geografica como, por exemplo, B. atrox na
Amazonia, B. erythromelas e B. leucurus no Nordeste, B. moojeni nas regides Centro-Oeste

e Sudeste e B. jararaca nas regides Sul, Sudeste e Centro-Oeste (Campbel & Lamar, 1989).

Bothrops leucurus (Wagler, 1824)

A serpente Bothrops leucurus é conhecida popularmente como jararaca do rabo
branco, quando filhote, e jararaca malha-de-sapo quando adulta. Esta espécie foi descrita,
inicialmente, por Wagler em 1824 e teve sua histéria nomenclatural confusa. Em 1989,
Campbell & Lamar consideraram B. leucurus uma espécie em si, garantindo seu
posicionamento taxondmico especifico.

B. Leucurus é uma espécie terricola, de porte avantajado (1,7 m de comprimento) e
bastante prolifera. Lira-da-Silva et al. (1994) fazem referéncia aos aspectos da biologia
reprodutiva desta espécie, que tem uma média de 12 filhotes por ninhada com nascimentos
de janeiro a marco, e 0s meses setembro e outubro de época preferencial para a corte
(Cardoso et al., 2003).

Esta serpente € comum na faixa atlantica do Nordeste do Brasil, em areas
remanescentes, desde a Paraiba até o norte do Espirito Santo. Provavelmente, é uma das
mais importantes serpentes encontradas no Nordeste, por habitar as regibes mais
densamente povoadas pelo homem, tanto nas areas urbanas e periurbanas, quanto rurais.
Em Pernambuco, Soares (2001) registrou a ocorréncia de B. leucurus em area remanescente

de Mata Atlantica no municipio de Caruaru.



Lira-da-Silva & Nunes (1993) relataram que na regido Metropolitana de Salvador-
BA, esta serpente é a Unica causadora de acidentes ofidicos. Em estudo descritivo das
caracteristicas clinico-epidemioldgicas dos acidentes ocasionados por B. leucurus na Bahia,
Lira-da-Silva et al. (1996) constatou que os acidentes foram predominantes na zona rural e
as regides anatbmicas mais frequentemente atingidas foram pés e méos. Os acidentes por B.
leucurus caracterizaram-se por distarbios locais como dor, edema, eritema, dorméncia e
equimose; e disturbios sistémicos com alteracdo na coagulacgdo, cefaléia, vomitos, oliguria,

entre outros.

PECONHAS OFIDICAS

As peconhas das serpentes sdo os fluidos bioldgicos mais concentrados produzidos
por vertebrados, apresentando varios componentes diferentes. Aproximadamente 90% do
peso seco das pegonhas é constituido por proteinas e peptideos. A fragdo ndo protéica é
formada por anions inorganicos e cations, além de substancias de baixo peso molecular,
como aminoacidos, pequenos peptideos, lipideos, nucleosideos, nucleotideos, carboidratos
e aminas biogénicas (Stocker, 1990).

Os distarbios na coagulagdo sanguinea estdo entre os mais dramaticos efeitos do
envenenamento ocasionado por serpentes. Ja foram descritas mais de 100 diferentes
peconhas de serpentes que atuam diretamente no sistema hemostatico humano, utilizando-
se dos mais variados mecanismos. Os componentes protéicos destas pegonhas foram
agrupados em diferentes categorias com base em suas fungfes hemostaticas: 1) enzimas
que coagulam fibrinogénio (trombina-simile); 2) ativadores de plasminogénios; 3)
ativadores de protrombina; 4) ativadores de fator V; 5) ativadores de fator X; 6) enzimas

com atividade anticoagulante, incluindo inibidores da formagdo do complexo



protrombinase, inibidores de trombina, fosfolipases e ativadores de proteina C; 7) enzimas
com atividade hemorragica; 8) enzimas que degradam inibidores de serinoproteases
plasmaéticas; 9) ativadores de agregacdo plaquetéria, incluindo enzimas de acdo direta,
componentes ndo enzimaticos e agentes que necessitam de cofator; 10) enzimas que
degradam o fibrinogénio (fibrinogenoliticos) e fibrina (fibrinoliticos); 11) inibidores de
agregacdo plaquetéria, incluindo fibrinogenoliticos, 5’-nucleotidases, fosfolipases e
disintegrinas. E importante ressaltar que uma Unica peconha ndo contém todos esses
componentes descritos (Markland, 1998).

Apesar da existéncia de variagdes na composicao e nas atividades farmacologicas das
peconhas botropicas, as mesmas causam em vitimas humanas um quadro fisiopatoldgico
similar, caracterizado por edema, acompanhado ou ndo de equimose, necrose e abscesso,
que podem levar a amputacdo do membro atingido; manifestacdes sistémicas com alteracao
de coagulacdo sanguinea, hemorragia, choque e insuficiéncia renal (Cardoso et al. 2003;
Chippaux et al. 1991; Gutiérrez & Lomonte, 1989).

A soroterapia antiveneno € a Unica terapia utilizada como passo fundamental para o
tratamento dos acidentes ofidicos e tem por objetivo neutralizar a maior quantidade

possivel de peconha circulante (Ministério da saide-Fundacdo nacional de satde, 1999).

SERINOPROTEASES

As serinoproteases sdo enzimas que estdo envolvidas diretamente em eventos
proteoliticos e apresentam um mecanismo catalitico comum: possuem no sitio ativo um
residuo de serina que é estabilizado pela presenga de residuos de histidina e acido aspartico;
assim formam a triade catalitica, Hs7-D1g2-S195. (Markland, 1998; Pirkle, 1998; Barret &

Rawlings, 1995). Embora as serinoproteases apresentem mecanismo catalitico semelhante,



diferem na especificidade sobre substratos (Maroun, 2001). Além de inibidores como
fenilmetilsulfonil (PMSF) e diisopropilfluorofosfato (DFP) que modificam o sitio ativo da
enzima, as serinoproteases mostram-se sensiveis a benzamidina e derivados (Serrano &
Maroun, 2005).

As serinoproteases incluem enzimas com fungfes digestivas em procariotos e
eucariotos, assim como proteinas que participam da coagulagdo sanguinea e dos processos
inflamatorios (Voet, 2002). Serinoproteases presentes nas peconhas de serpentes sdo
capazes de afetar o sistema hemostatico de diversas maneiras, por exemplo, podem agir
sobre substratos da coagulacdo, sobre os sistemas fibrinolitico e calicreina-cinina, e sobre a
agregacdo de plaquetas (Serrano & Maroun, 2005).

Algumas serinoproteases presentes nas peconhas ofidicas tém como substrato o
fibrinogénio. Quando as cadeias de aminoacidos do fibrinogénio sdo expostas as enzimas
proteoliticas, ha a liberacdo de fibrinopeptideos A e/ou B (FPA, FPB) (Herrick et al.,1999),
dependendo do local em que o fibrinogénio é clivado, observa-se a formagdo do coagulo
(atividade trombina-simile) ou a destruicdo da molécula de fibrinogénio (atividade
fibrinogenolitica) (Stocker, 1990).

Outras atividades desempenhadas por serinoproteases de peconhas ofidicas sdo a
liberagdo de bradicinina do cininogénio, assim como a calicreina de mamiferos, sendo
chamadas calicreina-simile. Adicionalmente, existem poucos relatos de serinoproteases de
serpentes com atividade ativadora de fator V, proteina C, plasminogénio e agregacdo de
plagquetas (Matsui et al., 2000).

As serinoproteases tém sido purificadas de peconhas ofidicas atraves de varios
métodos cromatograficos. Frequentemente o fracionamento das proteinas se d& por

cromatografias de exclusdo molecular seguidas por cromatografias de troca idGnica ou



afinidade (Benzamidina ou Arginina-Sepharose) (Serrano & Maroun, 2005). Quando
purificadas, as serinoproteases de serpentes constituem proteinas monoméricas com massa
molecular entre 26 e 67 KDa com agente redutor, dependendo da concentracdo de

carboidratos.

SERINOPROTEASES TROMBINA-SIMILE

Quando um vaso sanguineo é danificado, um coagulo forma-se como resultado da
agregacao plaquetéria e da formacédo da rede de fibrina a partir da acdo da serinoprotease
trombina sobre o fibrinogénio.

A trombina é uma enzima multifuncional presente nos mamiferos que desempenha
importante funcdo na hemostasia. Além de atuar sobre o fibrinogénio produzindo a fibrina,
a trombina também é um potente ativador de plaquetas, promovendo a ativacdo e a
agregacdo das mesmas. A trombina também apresenta propriedades anticoagulantes, uma
vez gue interage com a trombomodulina e ativa proteina C, importante fator anticoagulante
(Maroun, 2001). Além destas fungdes, a trombina atua sobre multiplos substratos como
fator V, VIl e XIllI, glicoproteina VV de membrana e proteina S (Voet & Voet, 2002; Matsui
et al., 2000).

O fibrinogénio é uma proteina de 340 KDa circulante no plasma, primariamente
sintetizada pelos hepatocitos, composta de duas moléculas simétricas com dois pares de trés
cadeias polipeptidicas denominadas Aa, BB e vy, ligadas umas as outras por pontes
dissulfeto, com peso molecular de 70, 56 e 48 KDa, respectivamente (Stocker, 1990;
Herrick et al., 1999). A molécula do fibrinogénio possui trés dominios diferentes; dois

dominios terminais, D (67 KDa), ligados por um dominio central, E (33 KDa) (Figura 1).
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Figura 1. Diagrama esquematico do fibrinogénio (Adaptado de Herrick et al., 1999).

A conversdo do fibrinogénio em fibrina é decorrente da acdo da a-trombina que libera
fibrinopeptideos A e B clivando Argl6-Glyl7 e Argl4-Gly15 da por¢do amino-terminal
das cadeias Ao e BB, respectivamente. Os mondmeros de fibrina entdo formados
polimerizam espontaneamente e através de ligacGes cruzadas formam um coagulo estavel
na presenca de transglutaminase (fator Xllla), muito menos suscetivel a atividade

proteolitica (Herrick, et al., 1999; Stocker, 1990).

As enzimas presentes nas peconhas de serpentes que agem de forma semelhante a
trombina, chamadas trombina-simile, sdo serinoproteases de cadeia simples, glicosiladas,
com massa molecular entre 19,5 e 70 KDa, com sitio ativo nas posi¢cées Hs7-Dioz-Sigs.
Entre si apresentam um alto grau de homologia (aproximadamente 60-68%), por outro lado,
mostram menos de 40% de homologia com a trombina endogena de humanos. As
atividades das serinoproteases trombina-simile sdo, contudo, ndo exatamente idénticas

aquelas desempenhadas pela enzima multifuncional trombina (Kini et al., 2001). Por outro



lado, enzimas trombina-simile e a tripsina tém uma estrutura conservada e alta homologia,

sugerindo um ancestral comum (Castro et al., 2001; Lesk & Fordham, 1996).

Uma vez que, geralmente, ndo ativam o fator XI1I da coagulacéo e liberam apenas um
fibrinopeptideo, as enzimas trombina-simile produzem monémeros de fibrina que ndo
formam ligacbes cruzadas, levando a formagdo de coagulos que sdo rapidamente
dissolvidos (Marsh & Williams, 2005; Kini et al., 2001; Pirkle & Markland, 1988).

Enzimas trombina-simile sdo encontradas em peconhas de varios géneros das familias
Viperidae (Agkistrodon, Bothrops, Crotalus, Lachesis, Trimeresurus, Bitis e Cerastes) e
Colubridae (Dispholidus typus) (Pirkle & Stocker, 1991). Aproximadamente 100 toxinas de
serpentes foram descritas como trombina-simile e 21 destas tiveram suas seqliéncias de
aminoacidos determinadas parcial ou completamente, dentre estas, Ancrod (Agkistrodon
rhodostoma), Batroxobina (Bothops atrox) e Crotalase (Crotalus adamanteus). Por outro
lado, o estudo da estrutura terciaria de enzimas trombina-simile ainda é escasso (Marsh &
Williams, 2005; Bortoleto et al., 2002; Castro et al., 2001; Pirkle & Markland, 1988).

O estudo da similaridade entre as estruturas primarias das enzimas trombina-simile
talvez ndo seja suficiente para descrever o mecanismo de reconhecimento dos substratos
especificos. E possivel que estudos das estruturas tridimensionais de serinoproteases
possam definir residuos especificos que estdo envolvidos no mecanismo de catalise e de
atividade biologica das enzimas trombina-simile de peconhas de serpentes (Castro et al.,
2001; Serrano & Maroun, 2005).

Krem et al. (1999) sugerem que a por¢do C-terminal das enzimas trombina-simile
apresenta importante funcdo no reconhecimento de substratos especificos. Mais

notavelmente, a posicdo 193 pode ser ocupada por uma variedade de residuos que nao
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sejam a glicina, usualmente encontrada. Como exemplo, o residuo fenilalanina na posicéo
193 da serinoprotease TSV-PA, esta diretamente envolvido na atividade catalitica sobre o
plasminogénio (Serrano & Maroun, 2005; Castro et al., 2001; Pirkle, 1998).

Batroxobina, Venzima (Agkistrodon contortrix) e Gabonase (Bitis gabonica)
exemplificam os trés tipos de classificacdo para enzimas trombina-simile que clivam o
fibrinogénio liberando, preferencialmente, o fibrinopeptideo A, o fibrinopeptideo B ou
ambos A e B e sendo classificadas como venombinas A, Venombinas B ou venombinas A e
B, respectivamente (Markland, 1998).

A seqliéncia catalitica das toxinas trombina-simile de serpentes possuem a triade
(His, Asp e Ser), sensivel aos inibidores de serinoproteases (PMSF, DFP), porém, a maioria
ndo se mostra sensivel aos inibidores da trombina como antitrombina Ill, hirudina e
inibidores enddgenos de serinoproteases (SERPINs) (Matsui et al, 2000).

Desde que ndo administradas de forma cronica, enzimas ofidicas com atividade
trombina-simile podem ser bem toleradas clinicamente no tratamento de doencas oclusivas,
uma vez gque nao sao susceptiveis a inibidores enddgenos e a fibrina formada é rapidamente
dissolvida pelo sistema fibrinolitico. Enzimas trombina-simile podem atuar como agente
defibrinogenante, sendo as mais aplicadas: Ancrod (Arvin®; A. rodosthoma) e Batroxobina
(Defibrase®, Reptilase®; B. atrox) (Marsh & Williams, 2005; Kini et al., 2001)

Através da comparacdo da atividade coagulante de pegonhas de 26 espécies do
género Bothrops, Nahas et al. (1979) observaram que, a excecdo de Bothrops erythromelas
e Botrhiopsis taeniata, todas as peconhas mostraram atividade trombina-simile, uma vez
que coagularam o fibrinogénio diretamente. Até o momento foram purificadas seis enzimas

trombina-simile de serpentes do género Bothrops (Bortoleto et al., 2002; Petretski et al.,
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2000; Cavinato et al., 1997; Smolka, et al., 1997; Zaganelli et al., 1996; Petretski et al.,
2000; Stocker, 1990) e poucos estudos séo realizados com pegonhas de serpentes do género
Bothrops encontradas no Nordeste do Brasil. Da peconha de B. leucurus apenas uma
enzima fibrinolitica foi isolada recentemente (Bello et al., 2005) e a presenca de enzimas
trombina-simile relatada através de imunoprecipitacdo (Petretski et al., 2000). A
purificacdo e caracterizacdo de uma enzima trombina-simile podera trazer novas

perspectivas no uso de toxinas para aplicacbes médicas e biomédicas.
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Resumo

Proteinas que agem de forma similar a trombina e clivam o fibrinogénio, designadas
trombina-simile, sdo serinoproteases que induzem diretamente a coagulacdo do
fibrinogénio. Uma enzima trombina-simile purificada da peconha da serpente Bothrops
leucurus foi obtida a partir do fracionamento de 600 mg da pegonha total de B. leucurus em
quatro etapas de purificacdo: troca i0nica em Mono-Q, afinidade em Benzamidina-
Sepharose, gel filtragdo em TSK-G3000 SW e fase reversa em C4. A toxina purificada,
denominada BL-TL I, teve um rendimento final de 0,05% e apresentou cadeia Unica de
massa molecular 23 e 31,8 KDa, conforme estimativa em SDS-PAGE em condi¢des nédo

redutoras e redutoras, respectivamente.

Palavras-Chave: Bothrops leucurus, enzimas trombina-simile, pegonhas ofidicas.
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1. Introducéo

Serinoproteases sdo enzimas envolvidas em diferentes eventos proteoliticos que
possuem a triade de aminoacidos Hs7-Aspioz-Ser-1gs, conservados no sitio catalitico (Barret
& Williams, 1995; Markland, 1998; Pirkle, 1998). Algumas serinoproteases sdo
classificadas como trombina-simile devido a capacidade de clivar a molécula de
fibrinogénio nas ligagdes Argis-Gly e Argis-Gly na porgéo amino-terminal das cadeias Ao
e/ou BB (Markland, 1998).

As enzimas trombina-simile ndo apresentam todas as propriedades da trombina
enddgena dos mamiferos, como exemplo, ndo sdo capazes de liberar fibrinopeptideos
usando mecanismos distintos de intera¢fes hidrofdbicas para reconhecimento do substrato;
nédo ativam o fator XIII (Kini et al., 2001; Serrano & Maroun, 2005); ndo atuam sobre 0s
fatores V e VII; como também ndo atuam na agregacdo de plaquetas (Matsui et al., 2000).
Além de inibidores como PMSF e DPF, que modificam o residuo ativo das serinoproteases,
a maioria das enzimas trombina-simile ndo s&o sensiveis aos inibidores da trombina, como
hirudina, antitrombina 11l e outros inibidores endégenos de serinoproteases (Marsh &
Williams, 2005).

As serinoproteases presentes nas pegonhas de serpentes, incluindo enzimas
trombina-simile, fazem parte da familia tripsina S1 do Clan SA e exibem alto grau de
homologia (60-68%) (Maroun, 2001). Estas proteinas apresentam uma estrutura conservada
e, provavelmente, possuem 0 mesmo precursor que a tripsina; revelando maior similaridade
com a tripsina do que com a trombina (Castro et al., 2001; Lesk & Fordham, 1996; Kini et

al., 2001). Adicionalmente, enzimas trombina-simile hidrolisam substratos sintéticos com
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especificidade semelhante a tripsina e contém residuos de Cys unidos por pontes dissulfeto
que pareiam de forma idéntica a tripsina (Matsui et al., 2000).

Vérios estudos relatam a importancia do residuo 193 no reconhecimento de
substratos e inibidores especificos de serinoproteases (Serrano & Maroun, 2005; Castro et
al., 20001; Maroun, 2001). Krem et al. (1999) sugerem que a porcdo C-terminal das
serinoproteases pode ter um papel fundamental na atividade destas enzimas (Serrano &
Maroun, 2005; Castro et al., 2001; Kini et al., 2001).

Todas as enzimas trombina-simile descritas em peconhas de serpentes sdo
glicoproteinas com Unica cadeia polipeptidica, algumas apresentam microheterogeneidade
devido a glicosilagdo (Magalhées et al., 2003; Zaganelli et al., 1996; Burkhart et al., 1992).
Carboidratos possuem importante fungéo na estrutura e atividade das serinoproteases, uma
vez que atuam na estabilidade e funcionamento das glicoproteinas (Maruyama et al., 2003).

Embora as enzimas trombina-simile apresentem um elevado grau de similaridade
entre suas sequiéncias e estruturas tridimensionais, até 0 momento, o modo de acéo sobre
diferentes substratos ainda ndo esta esclarecido (Serrano & Maroun, 2005). As seqliéncias
de aminodcidos de 21 enzimas trombina-simile foram determinadas parcial ou
completamente (Marsh & Williams, 2005), porém, apenas duas tiveram sua estrutura
terciéria esclarecida (Bortoleto et al., 2002; Castro et al., 2001).

As enzimas trombina-simile podem ser utilizadas terapeuticamente como agentes
defibrinogenantes (Kini et al.,, 2001). As toxinas mais amplamente utilizadas séo a
batroxobina e ancrod, purificadas das peconhas de Bothrops atrox e Callosellasma
rhodostoma, respectivamente (Marsh & Williams, 2005; Kini et al., 2001; Markland,

1998).
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Até o momento nenhum estudo foi realizado sobre enzimas trombina-simile da
peconha de B. leucurus. O estudo da peconha desta serpente pode revelar novas toxinas
com potencial uso terapéutico. O presente trabalho descreve a purificacdo e caracterizacéo

parcial da primeira enzima trombina-simile da pegonha de B. leucurus.

2. Materiais e métodos
2.1. Materiais

A peconha cristalizada de B. leucurus foi obtida de serpentes coletadas na Bahia e
mantidas no serpentério da Universidade Federal da Bahia. A coluna cromatografica Mono
Q HR 10/10 e a resina Benzamidina-Sepharose foram obtidas da Amersham Biosciences. A
coluna de gel filtragdo TSK-G3000 SW foi obtida da TOSO-HAAS e a de fase reversa C,
da VYDAC. O fibrinogénio bovino foi adquirido da Calbiochem. Os substratos
cromogénicos S-2222, S-2238 e S-2765 foram adquiridos da Cromogenix. Padrbes de
massa molecular foram obtidos da Sigma-Aldrich. Todos os reagentes utilizados foram de

grau analitico.

2.2. Purificacio da enzima

Quatro amostras de 150 mg da peconha de B. leucurus foram diluidos,
separadamente, em 1,5 mL de tampdo Tris-HCI 25 mM pH 8,5, centrifugados e cada
sobrenadante aplicado na coluna Mono Q HR 10/10, previamente equilibrada com o
referido tamp&o. As fracbes foram eluidas em gradiente n&o linear (6,7; 19,9; 20,3; 33,9 e
100%) no mesmo tampéo da amostra acrescido de 1 M de NaCl, em fluxo de 2 mL/min. As
fracOes que apresentaram atividade coagulante sobre o fibrinogénio foram reunidas e

aplicadas em coluna de afinidade Benzamidina-Sepharose (10 x 100 mm) empacotada
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manualmente, previamente equilibrada com tampao Tris-HCI 25 mM pH 8,5. As proteinas
adsorvidas foram eluidas em tampdo formiato de aménio 100 mM pH 3,0, em fluxo 1
mL/min. As fragdes foram imediatamente congeladas e liofilizadas. As fracbes com
atividade coagulante sobre o fibrinogénio procedentes da cromatografia em Benzamidina
foram reunidas, dissolvidas em tampao bicarbonato de aménio 50 mM pH 8,0 e aplicadas
na coluna TSK-G3000 SW (TOSO-HAAS, 7,5 x 600 mm) equilibrada com o mesmo
tampdo, em fluxo de 1 mL/min. A fracdo com atividade trombina-simile foi aplicada em
uma coluna de fase reversa C, (VYDAC, 4,6 x 250 mm) equilibrada com &cido
trifluoracético (TFA) 0,05% e eluida em gradiente linear (30-100%) de acetonitrila
contendo 0,1% de TFA, em fluxo 1 mL/min. A enzima purificada foi liofilizada e mantida a

-20° C.

2.3. Eletroforese em gel de poliacrilamida SDS-PAGE

Para avaliar a pureza da toxina e estimar a massa molecular da mesma foi realizada
eletroforese em gel de poliacrilamida na presenca de dodecil sulfato de sédio, de acordo
com o método de Laemmli (1970), com géis de empilhamento 2,5% em tampéo Tris-HCI
0,5 M, pH 6,8 e de resolucdo 12,5%, em tampéo Tris-HCI 1,5 M, pH 8,75, na presenca e
auséncia de agente redutor (B-mercaptoetanol). Os padrdes de massa molecular utilizados
foram: albumina bovina (66 KDa), ovoalbumina (45 KDa), gliceraldeido 3-fosfato
desidrogenase (36 KDa) e anidrase carbbnica (29KDa). A SDS-PAGE foi processada a 40
mA e 100 V por, aproximadamente, 4 horas. O gel foi corado com nitrato de prata segundo

0 metodo de Blum et al. (1987).
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2.4. Atividade trombina-simile

A atividade trombina-simile foi avaliada pelo método de Furukawa & Hayashi
(1977), modificado para microplaca (Coastar 3590). Para tanto, 50 uL de solugcdo de
fibrinogénio bovino 0,5% diluido em NaCl 0,154 M foram incubados a 37° C durante um
minuto, sendo acrescentados 25 uL de CaCl, 0,015 M. Em seguida, foram adicionados 25
uL das amostras e da toxina purificada (10-50 pg). O ensaio foi monitorado em leitor de
microplaca (DYNATECH MR4000) em 590 nm, para detec¢do da formacdo do coagulo.

Uma solucédo de trombina 20 U/mL (SIGMA) foi utilizada como controle positivo.

2.5. Atividade amidolitica sobre substratos cromogénicos

A capacidade da toxina hidrolisar substratos cromogénicos foi avaliada segundo o
meétodo de Koh et al. (2001). Dez microlitros de cada substrato cromogénico (3 mM), 10
uL da toxina purificada (1 mM) e 190 uL de tampédo Tris-HCI 50 mM pH 7,8 foram
incubados a 37° C, durante 20 min. A liberacdo de para-nitroanilina foi determinada em
densidade Optica de 405 nm, durante 1 h, em leitor de microplaca. Os substratos
cromogénicos testados foram: D- Phe-Pip-Arg-pNA (S-2238), Bz-lle-Glu-Gly-Arg-pNA

(S-2222) e Zp-Arg-Gly-Arg-pNA (S-2765).

2.6. Atividade ativadora de fator X

A capacidade de BL-TL | ativar o fator X foi realizada de acordo com o método de
Hofmann & Bon (1987), adaptado para microplaca. Para tanto, 10 uL da toxina (3 ug)
foram incubadas com 0,5 uL de fator X bovino (0,00015 nM), 199 uL de tampé&o Tris-HCI

25 mM contendo 10 mM de CaCl, pH 8,3 e 0,5 uL do substrato F3301 (Sigma) (0,02 mM)
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a 37° C. Apo6s 10 e 30 minutos, a atividade foi determinada pela leitura das placas em leitor

de microplaca, em 405 nm.

3. Resultados

A enzima BL-TL | foi purificada em quatro etapas cromatograficas de acordo com a
figura 1. A peconha total de B. leucurus foi fracionada em cinco picos majoritarios em
cromatografia de troca ibnica (fig. 1A). A atividade coagulante sobre o fibrinogénio foi
identificada em trés fracdes: tubos 11 a 16, tubos 23 a 30 e tubos 35 a 38, sugerindo a
presenca de pelo menos trés enzimas trombina-simile nesta peconha. A fracdo que
apresentou maior atividade coagulante sobre o fibrinogénio (fracdo BL) foi reunida e
submetida a cromatografia de afinidade em Benzamidina-Sepharose (fig 1B). A fracdo
adsorvida, denominada BL-T foi aplicada em TSK-G3000 revelando dois picos
majoritarios e a atividade trombina-simile foi detectada no pico BL-TL (fig. 1C). A enzima
trombina-simile, denominada BL-TL I, teve a pureza confirmada em coluna de fase reversa
C4 e em eletroforese SDS-PAGE (fig. 1D).

A atividade coagulante da enzima trombina-simile sobre o fibrinogénio foi
drasticamente reduzida apos a etapa de purificacdo em coluna C,4, sendo detectada apenas
com 50 ug da enzima.

A enzima trombina-simile BL-TL | teve rendimento de 0,05 % e possui cadeia
unica com massa molecular estimada em 23 e 31,8 KDa em condi¢des ndo redutoras e

redutoras, respectivamente.
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Figura 1. Esquema de purificacdo de BL-TL I. (A): Fracionamento da peconha de B. leucurus
por cromatografia de troca i6nica. Quatro “pools” da pegonha (150 mg) foram diluidos em 1,5 mL
de tampdéo Tris-HCI 25 mM pH 8,5, centrifugados e o sobrenadante aplicado a uma coluna Mono Q
HR 10/10 equilibrada com o mesmo tampd&o. A corrida foi processada a temperatura ambiente, em
fluxo de 2 mL/min. As fragBes que apresentaram atividade coagulante sobre fibrinogénio estéo
em verde (=), e a escolhida para proximo passo esta marcada por um retangulo. (B):
Cromatografia da fracdo BL em coluna de afinidade Benzamidina-sepharose (10 x 100 mm)
equilibrada com tampdo Tris-HCI 25 mM pH 8,5. As proteinas foram eluidas em tampéo formiato
de am6nio 100 mM pH 3,0, em fluxo de 1 mL/min. (C): Cromatografia da fracdo BL-T em coluna
TSK-G3000 equilibrada com tampao bicarbonato de amdnio 50 mM pH 8,0, em fluxo de 1 mL/min.
A fracdo da gel filtragdo que apresentou atividade trombina-simile esta destacada por um retangulo.
(D): Purificacdo de BI-TL em fase reversa C, equilibrada com &cido trifluoracético (TFA) 0,05%. A
proteina foi eluida em gradiente linear (30-100%) de acetonitrila contendo 0,1% de TFA, em fluxo
1 mL/min. SDS-PAGE 12,5 % de BL-TL I: (1)- BL-TL sem agente redutor; (2) BL-TL I com
agente redutor; (3)- padrdo de massa molecular. 66 KDa albumina bovina, 45 KDa ovoalbumina, 36
KDa gliceraldeido 3 fosfato e 29 KDa anidrase carbonica.

Acetonitrila %

Formiato de aménio %
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Embora a enzima BL-TL | ndo tenha apresentado atividade sobre o fator X, nem
capacidade de hidrolisar os substratos S2238 e S2765, a mesma foi capaz de hidrolisar o

substrato S-2222, especifico para fator X.

Tabela 1. Atividades bioldgicas da toxina BL-TL | sobre diferentes substratos.

Atividade Substrato Atividade apds a etapa C,4
Trombina-simile Fibrinogénio bovino Drasticamente reduzida
Ativadora de fator X F-3301 Ausente
Amidolitica S-2222 Presente
Amidolitica S-2238 Ausente
Amidolitica S-2765 Ausente

4. Discussao

A serpente Bothrops leucurus merece destaque por ocasionar acidentes ofidicos no
Nordeste do Brasil, especialmente na cidade de Salvador (Lira-da-Silva, 1996),
constituindo um problema de saltde publica. O estudo da pegonha desta serpente e de seus
componentes € escasso; até o momento apenas uma enzima fibrino(geno)litica foi
purificada da peconha desta espécie (Bello et al., 2005). O conhecimento detalhado de
toxinas presentes na peconha de B. leucurus apresenta importancia do ponto de vista
funcional, podendo ajudar no esclarecimento de alguns efeitos gerais das peconhas
botrdpicas, assim como gerar produtos de importancia médica.

Durante o desenvolvimento deste trabalho, uma proteina que coagula o

fibrinogénio, denominada BL-TL I, foi purificada da pegonha de B. leucurus. A estratégia
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de purificacdo para esta toxina foi a utilizacdo de quatro passos cromatograficos, incluindo
como etapa intermedidria uma cromatografia de afinidade em coluna Benzamidina-
Sepharose. A resina de afinidade tem como ligante o inibidor sintético p-aminobenzamidina
usado, freqlientemente, para o isolamento de serinoproteases, como mostrado por De-
Simone et al. (2005). Este inibidor liga-se ao sitio ativo das serinoproteases, mais
especificamente, a triade catalitica Hiss7;-Aspio2-Serigs de serinoproteases, sendo esta
ligacdo revertida por uma alta concentracgao de sal ou por uma queda brusca do pH.

A utilizagio da cromatografia em coluna de Benzamidina empacotada com resina
comercial ndo foi eficiente para obtencdo da toxina de interesse, em estado homogéneo,
uma vez que varias proteinas foram adsorvidas na coluna. Este fato sugere que outras
serinoproteases com fungdes bioldgicas distintas ou fosfolipases podem ser encontradas na
peconha de B. leucurus. Por outro lado, a utilizacdo de coluna Benzamidina-Sepharose
ativada em laboratério revelou resultado diferente, uma vez que toxinas puras e
parcialmente puras de pegonhas botrépicas foram obtidas em Unica etapa (Aradjo et al.,
2005). Em concordancia com De-Simone et al. (2005), as serinoproteases podem apresentar
diferentes perfis de purificacdo de acordo com espacadores presentes na resina
cromatografica.

A toxina BL-TL I sofreu grande reducdo em sua atividade apds a cromatografia de
fase reversa, em coluna C4, 0 que sugere a ocorréncia de alteracbes na sua estrutura
terciaria, decorrentes de interagdes hidrofébicas com a coluna e/ou com o solvente orgéanico
acetonitrila. A técnica de fase reversa tem sido utilizada para purificacdo de enzimas
trombina-simile como balterobina (Smolka et al., 1997) e Jerdonobina-1l (Jin et al., 2005).
Esses resultados sugerem que a coluna C4 s6 deve ser utilizada para obtencao da toxina a

ser analisada por técnicas nas quais a presenca da atividade da enzima € irrelevante, como a
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determinacdo da estrutura primaria por degradacdo de Edman. Embora a pureza da toxina
BL-TL I tenha sido determinada em coluna C, € possivel afirmar que a toxina esta pura na
etapa anterior (gel filtragho TSK-G3000). Desta forma, sera utilizada uma técnica
complementar a gel filtragdo TSK-G3000 para confirmagéo da pureza da toxina e obtencédo
da mesma ativa.

Os resultados da eletroforese mostraram que a BL-TL | apresenta cadeia Unica,
como a as enzimas trombina-similes purificadas até 0 momento, com excec¢do da brevinase
isolada da peconha de Agkistrodom blomhofii brevicaudus (Serrano & Maroun, 2005). A
massa molecular de BL-TL | sob condic¢Bes ndo redutoras, 23 KDa, é semelhante a outras
toxinas trombina-simile, como as purificadas da peconha de Trimeresurus flavoviridis (23,5
KDa), T. mucrosquamatus (28 KDa), Bothrops jaracussu (28 KDa) e Crotalus durissus
terrificus (29 KDa) (Serrano & Maroun, 2005; Bortoleto et al., 2002; Pirkle, 1998). A
estimativa de massa molecular de 31,8 KDa em eletroforese em condi¢bes redutoras
corrobora os relatos referentes a presenca de residuos de cisteina que formam pontes
dissulfeto intra-cadeia (Serrano & Maroun, 2005). Uma vez desfeitas essas ligacoes, a BL-
TL | apresentou conformacdo que interferiu na capacidade migratdria da proteina.

Petretski e colaboradores (2000), através de imunoprecipitacdo com anticorpo
monoclonal 6AD2-G5, identificaram duas toxinas trombina-simile na peconha de B.
leucurus; uma com massa molecular entre 36-38 KDa e outra com menos de 31 KDa. Este
relato corrobora o nosso resultado de que na peconha de B. leucurus estdo presentes mais
do que uma toxina com atividade trombina-simile.

BL-TL | até 0 momento é a Unica toxina com atividade trombina-simile capaz de
hidrolisar o substrato cromogénico S-2222 (Bz-lle-Glu-Gly-Arg-pNA), especifico para o

fator X, sugerindo que ela pode atuar como ativadora da protrombina.



28

A enzima BL-TL | ndo hidrolisou o substrato S-2238 especifico para trombina. A
Jerdonobina-Il, uma trombina-simile com baixa atividade coagulante sobre fibrinogénio,
isolada da peconha de Trimeresurus jerdonii, também n&o hidrolisou esse substrato,
atuando sobre S2251, o que mostra sua preferéncia sobre residuos de lisina ao invés de
arginina (Jin et al., 2005). Por outro lado, outras toxinas com alta atividade coagulante
sobre fibrinogénio como a Jerdonobina-1 (Trimeresurus jerdonii) e a trombina-simile
isolada da pegonha de Agkistrodon saxatils hidrolisam o substrato S2238 (Jin et al., 2005;
Koh et al., 2001; Lu et al., 2000). Uma vez que a BL-TL | apresentava alta atividade
coagulante sobre fibrinogénio antes de ser submetida a cromatografia em C4, a auséncia de
hidrolise do substrato especifico para trombina parece ser decorrente da reducdo da sua
atividade.

Os ensaios bioldgicos realizados neste trabalho em microplaca apontam uma nova
metodologia pratica e menos dispendiosa, em que os testes das atividades trombina-simile
e amidolitica podem ser realizados com rapidez, eficiéncia e confiabilidade.

Em virtude do baixo rendimento que a toxina purificada apresenta, é necessaria a
utilizacdo de quantidades maiores de pegonha total, para tornar viavel a total caracterizagdo
de BL-TL I.

BL-TL I é a primeira toxina trombina-simile purificada da peconha de B. leucurus.
Para estudos subsequentes serdo estabelecidas novas estratégias de purificagdo, com o

intuito de complementar a caracterizacdo da referida toxina.
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