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RESUMO

Os venenos de serpentes sdo constituidos por compostos organicos e inorganicos,
resultando em um produto biologico eficiente e de natureza complexa, que tem como
principais objetivos a imobilizagdo, morte e a promogéo da digestdo inicial das presas.
Além disso, apresentam um enorme potencial para prospec¢do de moléculas com
aplicacdo farmacoldgica. Dentre os compostos organicos destacam-se as proteinas,
principalmente as proteases, pois apresentam capacidade em alterar o sistema
hemostatico. As serinoproteases dos venenos de serpentes (SVSPs) pertencem a classe
de proteases que agem sobre diferentes fatores da cascata de coagulacdo. Uma das
classes de SVSPs é descrita como trombina-simile (SVTLES) por mimetizar algumas
atividades da trombina, exibindo capacidade coagulante in vitro por intermédio da
degradagdo das cadeias a e/ou B do fibrinogénio. Os objetivos do trabalho foram (i)
caracterizar estruturalmente a BpirSP-39 isolada previamente do veneno de Bothrops
pirajai e (ii) isolar e caracterizar a primeira serinoprotease (SP) do veneno de B. brazili.
Estudos dessa magnitude justificam-se, pois podem trazer importantes informac6es
sobre a participacdo das proteinas durante o envenenamento, podendo auxiliar no
melhor conhecimento sobre os mecanismos de agOes destas enzimas. As estruturas
priméarias, bem como, os modelos tridimensionais de ambas SPs isoladas foram
elucidados. A BpirSP-39 possui 224 aminoacidos e apresenta elevada identidade com
outras SVSPs. A BbrzSP-32 foi obtida do veneno de B. brazili apds duas etapas
cromatograficas (afinidade e fase reversa) e sua estrutura primaria apresentou 240
residuos de aminoacidos. Ambas as enzimas caracterizadas podem assumir a estrutura
da SP de Agkistrodon halys (PDB ID: 4E7N), proteina utilizada como modelo para a
modelagem molecular, sendo glicoproteinas monoméricas globulares com duas a-
hélices e dois barris formados por folhas-B. Com relagdo a BbrzSP-32, por intermeédio
de eletroforese foi obtida a massa molecular relativa (36 kDa), sendo sua massa absoluta
confirmada por espectrometria de massa como 32.520 Da. A BbrzSP-32 possui
identidade de até 79,48% quando comparada a outras SVSPs e foi capaz de, em

modelos in vitro, degradar a cadeia o do fibrinogénio, sendo considerada uma SVTLE-



A. Possui atividade dose dependente no processo de degradacdo de redes de fibrina,
demonstrando maior especificidade por essa atividade quando comparada a sua acdo
trombolitica. Apresenta atividade de protedlise sobre gelatina e substratos
cromogénicos, para serinoproteases e enzimas trombina-simile (S-2288 e S-2238,
respectivamente), além de possuir atividade coagulante sobre o plasma humano. As
atividades de protedlise sobre os substratos S-2288 e S-2238, bem como, coagulantes,
foram reduzidas por PMSF e benzamidina e, em menor propor¢cdo por EDTA. A
BbrzSP-32 apresenta relativa estabilidade frente a variacbes de pH e temperatura,
demonstrando maiores atividades entre 30 e 40 °C e, em intervalo de pH 7,5 a 8,5. A
enzima néo induz ou interfere na coagulacdo de plagquetas lavadas. Quando incubada
com os parasitos Trypanosoma cruzi e Leishmania infantum, nas formas epimastigota e
promastigota, respectivamente, e bactérias gram-positiva da espécie Staphylococcus
epidermidis, apresentou-se citotoxica sobre 0os microrganismos, além disso, foi capaz de
reduzir o biofilme formado pela espécie de bactéria. Ambas SPs apresentam potenciais
biotecnoldgicos.

Palavras-chave: serpente peconhenta; enzima; biotecnologia; Viperidae; trombina-

simile.



ABSTRACT

Snake venoms are formed by organic and inorganic compounds and result in a complex
product of biological nature which present as main objectives the detention, death and
the promotion of initial digestion of its prey. In addition, presents a vast potential for
exploration of molecules with pharmaceutical applications. Among organic compounds
protease should be highlighted due its ability to cause changes on hemostatic system.
Snake venoms serine proteases (SVSPs) are a class of proteases that act on different
factors of the coagulation cascade. One SVSPs class is described as thrombin-like
(SVTLES) by mimicking some thrombin activities and displays coagulant ability in
vitro through the degradation of fibrinogen chains a and/or . The objectives were (i) to
characterize structurally BpirSP-39 previously isolated from Bothrops pirajai venom
and (ii) to isolate and characterize the first serine protease (SP) of B. brazili. Studies of
this magnitude are justified because they can provide important information on the
involvement of proteins during envenoming, which can contribute to a better
understanding of the mechanisms of action of these enzymes. Primary and tertiary
structures model of both isolated SPs were elucidated. BpirSP-39 presented 224 amino
acids and has high identity when compared to other SVSPs. BbrzSP-32 was obtained
from B. brazili venom after two chromatographic steps (affinity and reverse phase) and
its primary structure showed 240 amino acid residues. Both SPs characterized are
enzymes which may take the SP’s structure of Agkistrodon halys (PDB ID: 4E7N), an
enzyme used as a model for molecular modeling. The enzymes are glycoproteins
globular and monomeric with two a-helices and two barrels formed by sheet-f. BbrzSP-
32 showed 36 kDa of relative molecular mass and its absolute mass was confirmed by
mass spectrometry as 32,520 Da. It present 79.48% identity when compared to other
SVSPs and was able to degrade the a-chain of fibrinogen, in vitro models, and is
considered a SVTLE-A. It showed a dose-dependent activity in the process of
degradation of fibrin networks demonstrating greater specificity for this activity when
compared to its thrombolytic action. BbrzSP-32 demonstrated proteolysis activity on
gelatin and chromogenic substrates for serine proteases and thrombin-like enzymes (S-

2288 and S-2238 respectively), besides having coagulant activity on human plasma.



After pre-incubation with PMSF and benzamidine the coagulants and proteolytic
activities on S-2288 and S-2238 substrate were reduced. BbrzSP-32 shows stability
against pH and temperature variations, demonstrating optimum activity between 30 and
40 °C and in the pH range 7.5 to 8.5. The enzyme does not induce or interferes with the
clotting washed platelets. When incubated with parasites Trypanosoma cruzi or
Leishmania infantum, promastigotes and the epimastigote forms, respectively, and S.
epidermidis (gram positive-bacteria), the enzyme presented to cytotoxic on
microorganisms, furthermore, was able to reduce the biofilm formation by the bacteria

species. Both SPs present potential biotechnological.

Keywords: Snake venom; enzyme; biotechnology; Viperidae; thrombin-like.
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INTRODUCAO

1 SERPENTES, SEUS VENENOS E PROTEINAS

1.1 Serpentes

As serpentes sdo animais com ampla distribuicdo geografica, ndo havendo
registros apenas para algumas ilhas, ambientes congelados ou de elevadas atitudes. No
mundo ja foram catalogadas 3.496 espécies de serpentes (UETZ; HOSEK, 2013) e, com
frequéncia, novas sdo descritas. O Brasil é 0 segundo pais no ranque de riqueza de
répteis, com 721 espécies, naturalmente ocorrentes e se reproduzindo no territorio
nacional. Destas, 371 (51,46%) correspondem as serpentes (HERPETOLOGIA et al.,
2013).

A fauna ofidica brasileira € representada por dez familias, no entanto, apenas
duas sdo consideradas de relevancia médica, sendo elas as familias Viperidae e Elapidae
(AVILA-PIRES; HOOGMOED; VITT, 2007), pois os individuos que as compde
possuem veneno e aparato inoculador especializado (JACKSON, 2003; FRY et al.,
2012). Ambas as familias possuem representantes distribuidos pelo mundo (Figura 1).

Figura 1: Distribuicdo de serpentes peconhentas no mundo.

@ serpentes peconhentas

Em vermelho estdo destacadas as areas onde ocorrem registros de serpentes peconhentas (excluindo-se as serpentes
que vivem em ambientes marinhos) (“World Health Organization”, 2007).

A fauna brasileira de Elapideos consta com 30 espécies, perfazendo um total de
37 taxons. Os Viperideos totalizam 30 espécies (36 taxons) (BERNILS; COSTA, 2012;
HERPETOLOGIA et al., 2013). Mesmo apresentando uma proximidade com relacéo ao
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numero de espécies, 0s viperideos participam de 226 vezes mais acidentes ofidicos que

os elapideos. Devido a diversos fatores, dentre os quais destacam-se: (i) o habito
sinantropico de algumas espécies do género Bothrops, (ii) a presenca da denticdo
solendglifa que facilita o processo de inoculacdo de veneno e (iii) as diferencas de

comportamentos agonisticos.

1.2 Acidentes com Serpentes

Envenenamentos com participacdo de serpentes constituem um problema de
salde publica mundial afetando, especialmente, os paises de regides tropicais, como
Africa, Asia, Oceania e América Latina (GUTIERREZ; THEAKSTON; WARRELL,
2006; ALIROL et al., 2010; GUTIERREZ et al., 2010; HIFUMI et al., 2015). Em 2009,
os acidentes com serpentes foram inseridos na lista de Condi¢bes Negligenciadas da
Organizacdo Mundial da Saude (OMS). Estima-se que cerca de 2,5 milhdes de
pessoas/ano sdo acometidas por acidentes ofidicos, o que resulta em aproximadamente
100 mil mortes envolvendo serpentes peconhentas, além de 250 mil pacientes com
sequelas (KASTURIRATNE et al., 2008; HARRISON et al., 2009; WARRELL, 2010).

Apesar do alto impacto desta condi¢do, a mesma tem recebido pouca atencédo
dos drgdos nacionais e internacionais de saude, fundacdes, agéncias de pesquisa e
empresas  farmacéuticas, (GUTIERREZ; THEAKSTON; WARRELL, 2006;
WILLIAMS et al.,, 2010), justificando os estudos dos venenos desses animais
(WARRELL, 2010).

No Brasil, a epidemiologia destes acidentes aponta para um perfil que se
mantém inalterado ha mais de 100 anos (BOCHNER; STRUCHINER, 2003), no qual as
serpentes pertencentes a familia Viperidae participam de aproximadamente 99,6% dos
acidentes ofidicos registrados em territério nacional, subdivididos da seguinte maneira:
(i) géneros botropicos (Bothrops e Bothrocophias — Vulgarmente denominadas
jararacas) correspondendo a 90,5%; seguidos pelas (ii) Crotalus (popularmente
chamadas de cascaveis) com 7,7% e (iii) Lachesis (surucucus) com 1,4% dos acidentes
notificados. Com menor representatividade, as serpentes dos géneros Micrurus e

Leptomicrurus (corais verdadeiras), ambos pertencentes a familia Elapidae, totalizando
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0s 0,4% remanescentes (CHIPPAUX, 1998; WARRELL, 2002, 2010; CARDOSO et
al., 2003).

Tais acidentes ocorrem com maior frequéncia no inicio e no final do ano,
envolvendo trabalhadores rurais do sexo masculino, em faixa etaria produtiva (15 a 49
anos), atingindo principalmente os membros inferiores (CARDOSO et al., 2003; DE
AZEVEDO-MARQUES et al., 2003), e geralmente estdo relacionados ao ndo uso de
equipamentos de protecdo individual no momento de trabalho. Situacdo semelhante é
observada também em outros continentes (CHIPPAUX, 1998; 2011; 2012;
GUTIERREZ et al., 2010).

A frequéncia e a gravidade destes acidentes acarretam sérios problemas a saude
humana, e no Brasil, em cumprimento a legislacédo especifica (BRASIL, 2010), todos os
casos de acidentes ofidicos sdo de notificagdo compulséria ao Ministério e as
Secretarias Estaduais de Saude (CARDOSO et al., 2003).

De acordo com os dados do Sinan Net (Sistema de Informacdo de Agravos de
Notificacdo), até o inicio do més de Agosto de 2015, no Brasil foram registrados 7.731
casos de acidentes botropicos, sendo destes, 155 ocorrentes em Rond6nia (Tabela 1)
(BRASIL, 2015). Pode ainda haver subnotificacdo dos casos, talvez quantidade de

acidentes seja superior aos dados registrados.

Tabela 1: NotificagGes de casos de acidentes ofidicos por Tipo Serpente.

Até Agosto de 2015 Bothrops Crotalus Lachesis Micrurus  N&o Peconhenta
Brasil 7.731 839 288 75 511
Rondbnia 155 3 6 2 10

NUmero de casos de acidentes ofidicos registrados na plataforma SinanWeb no periodo de janeiro a agosto de 2015
(BRASIL, 2015).

Em Rondbnia, os dados epidemioldgicos se mantém em consonancia com 0S
demais estados do Brasil, mostrando que 95,6% de acidentes tem participacdo de
serpentes do género Bothrops, seguido por 2,2% de Lachesis e 0 mesmo percentual para
Micrurus (RORIZ et al., 2015), sofrendo modificacBes no que concerne as serpentes do
género Crotalus que possuem descricdo apenas para a regido do cone sul do estado
(BERNARDE et al., 2012), ndo havendo registros de acidentes no periodo de estudo.
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1.3 Venenos de Serpentes

Organismos venenosos e peconhentos tém gerado tanto fascinio quanto
repugnancia desde o inicio da histéria registrada (NELSEN et al., 2013; WEINSTEIN,
2015).

Os venenos de serpentes atraem a atencdo ha anos e suas acfes resultam da
interacdo de varios fatores, levando a um produto bioldgico eficiente e de natureza
complexa, que tem como principais objetivos a imobilizacdo, a morte e a promocéao da
digestdo inicial de presas. Além disso, apresentam um enorme potencial para

prospeccdo de moléculas com aplicacdo farmacoldgica (VONK et al., 2011).

Esses venenos sdo formados por uma combinacdo de compostos organicos e
inorganicos. Geralmente, 0s componentes inorganicos agem como cofatores dos
compostos organicos. Estes, por sua vez, podem ser subdivididos em carboidratos,
lipidios, nucleotideos e principalmente peptideos e proteinas, sendo que os dois ultimos
perfazem mais de 90% do peso seco do material presente nos venenos de serpentes.
Dentre esses componentes destacam-se as: (i) neurotoxinas, as mais estudadas sao as a-
neurotoxinas, capazes de bloquear reversivelmente a transmissdo nervosa através da
ligacdo competitiva aos receptores nicotinicos da acetilcolina; (ii) proteinas que afetam
o0 sistema muscular, as miotoxinas: fosfolipases e metaloproteases e (iii) proteinas que
afetam a coagulacdo sanguinea: desintegrinas e serinoproteases, destacam-se as do
segundo grupo (MATSUI; FUJIMURA; TITANI, 2000; GUTIERREZ, 2002; KOH:;
ARMUGAM; JEYASEELAN, 2006). E importante ressaltar que a composi¢do do
veneno apresenta variacOes intra e interespecificas, as quais estdo relacionadas a fatores
geograficos e/ou ontogenéticos (GUTIERREZ, 2002).

A maior parte das proteinas e polipeptidios que compdem os venenos de
serpentes sdo mondmeros. Alguns desses componentes possuem tendéncia de
organizarem-se em complexos proteicos que, por sua vez, exibem niveis mais elevados
de atividade farmacologica quando comparados aos componentes individuais. Esses
agrupamentos proteicos sdo formados por interagdes covalente e/ou ndo covalentes e
desempenham importantes papeis patofisioldgicos durante o envenenamento (DOLEY;
KINI, 2009).
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Devido as inumeras propriedades bioquimicas, funcionais e estruturais, oS

venenos mostram-se Uteis para o entendimento de diversos processos fisiologicos, bem
como, para a prospeccdo de novas ferramentas biotecnoldgicas. Diversos trabalhos ja
foram publicados comprovando que os venenos de serpentes e/ou toxinas isoladas
possuem efeitos terapéuticos (COMINETTI et al., 2004) contra o HIV (FENARD et al.,
1999), o virus da dengue e o da febre amarela (MULLER et al., 2012); reduzindo a
viabilidade de Leihsmania (TEMPONE et al., 2001; PASSERO et al., 2007),
Trypanosoma brucei (MERKEL et al., 2007), Plasmodium falciparum (KAYANO et
al., 2015); inibem o crescimento de Escherichia coli e Candida albicans (STABELI et
al., 2006); de bactérias Gram-negativas (Xanthomonas axonopodis pv passiflorae) e
Gram-positivas (Streptococcus mutans) (TOYAMA et al., 2006; SAMY et al., 2007,
2012; P. SAMY et al., 2011; SUDARSHAN; DHANANJAYA, 2014); contra células
tumorais (CORREA et al., 2002; GOMES et al.,, 2010; BRADSHAW et al., 2014;
CALDERON et al., 2014), dentre outras atividades (DOOLITTLE, 1988; KOH;
ARMUGAM; JEYASEELAN, 2006; HODGSON; ISBISTER, 2009; VONK et al.,
2011).

Embora um nimero representativo de proteinas de venenos animais tenham sido
isolados e caracterizados de diferentes maneiras (PAL et al., 2002; YAMAZAKI,
MORITA, 2004; KOH; ARMUGAM; JEYASEELAN, 2006; RAMOS; SELISTRE-
DE-ARAUJO, 2006; DOLEY; KINI, 2009; ZULIANI et al., 2009; VONK et al., 2011,
STABELI et al., 2012; FOX, 2013; SERRANO, 2013; ZAQUEO et al., 2014;
KAYANO et al., 2015), o conhecimento em relacdo ao potencial microbicida destes
ainda é reduzido. A cada pesquisa desenvolvida, novas possibilidades de utilizacdo
dessas proteinas sdo elucidadas, podendo resultar na elaboracdo de futuros
medicamentos que induzam a menores efeitos colaterais e/ou alternativas promissoras
para o tratamento de varias doencas negligenciadas, como a leishmanioses, Doenca de

Chagas, dentre outras.

Isolar os elementos que compdem 0 veneno esta entre 0s requisitos essenciais
para o esclarecimento dos mecanismos de a¢do dessas toxinas, auxiliando até mesmo na
elucidacdo de antagonistas. De outra maneira, a compreensdo estrutural desses pode
permitir modificacBes na estrutura na tentativa de producdo de agentes terapéuticos
mais efetivos e especificos (PAL et al., 2002; REEKS; FRY; ALEWOOD, 2015).
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Em todo o mundo ha um namero expressivo de pedidos de patentes envolvendo

o0 isolamento de produtos a partir de toxinas animais. No Brasil, dentre os pedidos de
patentes envolvendo esses bioprodutos, entre os anos 2000 a 2013, destacam-se 0s
oriundos do veneno de serpentes da familia Viperidae, com maior representatividade as
serpentes do género Crotalus, seguidos por aracnideos, principalmente Loxosceles
(popularmente conhecidas como aranhas marrom) e, em menor namero, anfibios do

género Phyllomedusa (Figura 2).

Figura 2: Solicitacdes de patentes brasileiras envolvendo o desenvolvimento de produtos a partir de
toxinas animais.
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Pedidos de patentes brasileiras envolvendo toxinas animais entre os anos 2000 a 2013. Adaptado de De Marco
Almeida e Colaboradores (2015).

Dentre as patentes envolvendo o género Crotalus, destacam-se: drogas
antimicrobianas, medicamentos para o tratamento do céncer, farmacos analgésicos,
drogas para o tratamento da AIDS, do estrabismo, agentes anti-inflamatérios dentre
outros. Pedidos de patente para produtos do género Lachesis envolvem principalmente
preparagbes antioxidantes e antienvelhecimentos, formulagbes antimicrobianas,
imunomoduladores, formulacGes para a reabsorcdo e a profilaxia de hemorragia em

doencas oftadlmicas vasculares, dentre outros. E com relacdo ao género Bothrops, ha
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pedidos que envolvem drogas para o tratamento de doencas degenerativas crénicas,

moduladores de receptores de acetilcolina, anticoagulante, formulacbes hipotensivas,
vasodilatadoras, tromboliticas e bactericidas (CALVETE; JUAREZ; SANZ, 2007;
NELSEN et al., 2013). Nos venenos de serpentes destacam-se proteinas com atividade

enzimatica sobre o sistema hemostatico, dentre essas, as serinoproteases.

1.4 Serinoproteases

As serinoproteases encontram-se amplamente distribuidas na natureza, sendo
descritas para virus, células procarioticas e para organismos eucariotos. Participando de
diversos processos, tais como: digestdo, inflamacao, diferenciacéo e proliferacdo celular
(BARRETT; RAWLINGS, 2001; CASTRO et al., 2001; KINI, 2005).

Sdo enzimas multifuncionais que possuem uma triade catalitica caracteristica
com a presenca dos residuos de Histidina, Acido aspartico e Serina (His>’, Asp'® e
Ser'®®)!, onde as cadeias laterais destes aminoécidos estabilizam o sitio ativo da proteina
por intermédio de pontes de hidrogénio. Neste ambiente, a serina interage com a
histidina e, essa, com o aspartato; ambas por intermédio de pontes de hidrogénio. Dessa
forma, o residuo Ser atua como nucledfilo, o His como doador/aceptor de protons e, o
Asp como um indutor-eletronegativo (PRADNIWAT; ROJNUCKARIN, 2013). A
serina € o principal aminodcido responsavel pela atividade proteolitica da enzima
(SERRANO; MAROUN, 2005; COSTA et al., 2010) e, em virtude disso, auxilia na

nomenclatura da referida protease.

Além da triade catalitica, as serinoproteases apresentam outras caracteriticas em
comum, sendo elas: (i) a presenca de, em média, 235 residuos de aminoacidos; (ii)
cadeia Unica de aminoécidos; (iii) massa molecular de 28 a 60 kDa; (iv) regido glicidica
(com quandidade variavel de carboidrato, o que corrobora as diferencas de massa
molecular para as proteinas ja descritas); (v) 12 cisteinas, que estabelecem 6 pontes
dissulfeto? conferindo uma elevada estabilidade e proporcionando resisténcia as

variacdes de pH e temperatura; (vi) atividade sobre substratos sintéticos especificos da

! Os ntimeros que seguem as siglas dos aminoacidos correspondem & frequente localizagdo dos mesmos
nas moléculas de serinoproteases, tomando como base a quimiotripsina.

2 Frequentemente, as pontes dissulfeto ocorrem entre os pares 22-157, 42-58, 91-250, 136-201, 168-182 e
191-220 (cisteinas).
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trombina; (vii) elevada similaridade, aproximadamente de 60 a 68% (CASTRO et al.,
2004).

As familias de serinoproteases sdo agrupadas de acordo com as similaridades
estruturais e funcionais, dentre essas enzimas, as melhores caracterizadas pertencem ao
grupo das tripsinas e quimiotripsinas (BARRETT; RAWLINGS, 2001; SERRANO;
MAROUN, 2005).

Em seres humanos, as enzimas dessa classe sao sintetizadas como zimogénios®,
que posteriormente, sdo ativadas por protedlise e inativadas por diferentes grupos de
inibidores, particularmente as SERPINAS, com as quais formam complexos
irreversiveis (BRAUD; BON; WISNER, 2000).

Uma serinoprotease classica é a trombina, enzima multifuncional (Figura 3) que
possui importante papel na hemostasia e na trombose de mamiferos e que tem por
principal funcdo a liberacdo de monémeros de fibrina, além disso, a trombina ativa
varios fatores de coagulacdo, tais como os fatores V, VIII, XI e XIII, assim como as
plaquetas, induzido processos de coagulacdo. Por outro lado, quando complexada com a
trombomodulina, ativa a proteina C, que por sua vez inibe a coagulacdo (BODE;
TURK; KARSHIKOV, 1992). Em condigdes fisioldgicas normais, as reacdes da cascata
de coagulacdo induzem a producdo equilibrada de trombina e coagulo de fibrina, em
resposta a injaria vascular existente. Por outro lado, a perda do equilibrio dindmico das
reacOes da coagulacdo tem, como consequéncia clinica, o aparecimento de distirbios
hemorréagicos ou trombéticos (FRANCO, 2001).

Uma vez que a trombina apresenta elevada importancia na manutencdo da
hemostasia, as serinoproteases com atividades similares as da mesma merecem elevada

atencdo das industrias farmacéuticas.

® Precursores inativos transformados em enzimas ativas através da ag4o de outras substancias
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Figura 3: Esquema da cascata da coagulacao sanguinea.
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1.5 Serinoproteases dos Venenos de Serpentes

Mais de 50 serinoproteases isoladas de venenos de serpentes ja foram descritas,
principalmente oriundas de representantes da familia Viperidae. Estas enzimas séo
abundantes em venenos podendo chegar a constituir 20% do total das proteinas do
veneno de algumas serpentes (SERRANO; MAROUN, 2005). O grupo de enzimas em
questdo destaca-se por estar entre as que causam alteragdes no sistema hemostatico em
caso de acidentes ofidicos, atuando de diferentes maneiras (MATSUI; FUJIMURA;
TITANI, 2000; WHITE, 2005). Essas proteases apresentam menos de 40% de
similaridade com a trombina endogena humana (MARKLAND, 1998) e pertencem a
uma familia de peptidases conhecidas como Tripsina S1 (LESK; FORDHAM, 1996;
SILVA; DE-SIMONE, 2004). As serinoproteases do veneno de serpentes* sdo
conhecidas pela sigla SVSPs.

Apesar da semelhanca estrutural compartilhada pelas serinoproteases, ndo se
pode dizer o mesmo quanto a especificidade pelos substratos (DUFTON, 1990;
ZELANIS et al., 2015). J& foram descritas SVSPs com habilidade em: (i) ativar os
seguintes fatores da cascata de coagulacdo: V em Va (forma ativa), VIII em Vllla; XIlI
em Xllla que induz a formacdo de codgulos estaveis; (ii) ativar: plaquetas,
plasminogénio, proteina C, protrombina; (iii) agir de maneira fibrinogenolitica; (iv)
atuar de maneira analoga a calicreina e a trombina, sendo as do Gltimo grupo descritas
como trombina-simile, conhecida por sua sigla SVTLEsS — enzimas trombina-simile do

veneno de serpentes” (Figura 4).

* Sigla do inglés “Snake Venom Serine Proteases”.
® Sigla do inglés “Snake Venom Thrombin-Like Enzymes”.
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Figura 4: Local de acdo das SVSPs na cascata de coagulacdo sanguinea.
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1.6 Enzimas Trombina-simile

As SVTLEs apresentam semelhanc¢as em suas a¢des proteoliticas, apresentando
especificidade pela clivagem entre os aminoacidos Arginina-Glicina e homologia com
as demais representantes do grupo. Essas enzimas sdo designadas como trombina-simile
por mimetizam algumas fungbes da trombina (Figura 3 e Figura 4). As SVTLEs
possuem capacidade de converter o fibrinogénio humano em um coagulo de fibrina, por
intermédio da clivagem de fibrinopeptideos A e/ou B (PIRKLE, 1998; CASTRO et al.,
2004), o que ocasiona uma atividade coagulante “in vitro” (uma vez que o coagulo
formado ndo sofrera acdo de substancias enddgenas) ja “in vivo”, essas enzimas

deflagram processos de incoagulabilidade sanguinea.

A incoagulabilidade, umas das mais importantes alteracGes hemostaticas
evidenciadas no quadro de acidentes por serpentes peconhentas (KINI, 2005), ocorre
porque os mondmeros de fibrina formados pelas trombinas-simile ndo formam coagulos
semelhantes aos gerados pela trombina. Devido a restrita protedlise, os fibrinopeptideos
instaveis, ndo convertem o fator XIII da cascata de coagulagdo em Xllla® e, sofrem
polimerizacdo limitada, ndo sendo estabilizados. Por esse motivo, sofrem facil
dissolucdo pelo organismo do animal (BRAUD; BON; WISNER, 2000). Existem
algumas SVTLEs que pelo fato de ativarem o Fator X111l sdo excecGes, sendo estas até o
momento descritas para 0s géneros Agkistrodon, Bitis, Bothrops, Cerastes e
Trimeresurus (PIRKLE, 1998; ZAQUEO et al., 2014). Sob acdo destas SVTLEs ha a
formacédo de redes de fibrina estaveis que podem ocasionar processos de coagulacdo “in
Vivo”.

As trombina-simile também podem mimetizar os processos de ativacdo de
outros fatores da cascata de coagulagdo; interferéncias nas atividades de agregagéo
plaquetaria, possivelmente de maneira distinta das trombinas de mamiferos (MATSUI,;
FUJIMURA,; TITANI, 2000), ativacdo de plasminogénio, proteina C, fatores V e X,
fibrinélise (Figura 4) (BRAUD; BON; WISNER, 2000; HUNG; CHIOU, 2001).

As SVTLEs sdo classificadas de acordo com a prioridade de degradacdo das
cadeias de uma importante proteina hexamérica envolvida com 0s processos de

coagulagdo, o fibrinogénio (que possui 2 cadeias de cada tipo: o, B e y). Quando a

® Forma ativada do fator X111 da cascata de coagulagdo, que catalisa a uni&o dos monémeros de fibrina.
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preferéncia proteolitica se da pela cadeia a sdo denominadas SVTLE-A; SVTLE-B

quando degradam preferencialmente a cadeia p e SVTLE-AB aquelas que agem sobre
as cadeias a e B do fibrinogénio (CASTRO et al., 2004). Poucos relatos foram
publicados com relagdo as serinoproteases que atuam exclusivamente sobre a cadeia y
(MARKLAND, 1998). Este comportamento foi evidenciado apds longo periodo de
exposicio e elevada concentracdo de enzima (LOBO DE ARAUJO; DONATO; BON,
1998; SELISTRE; GIGLIO, 1987; VILCA-QUISPE et al., 2010).

No processo de envenenamento ofidico, as serinoproteases contribuem no

quadro patolégico observado, no entanto, isoladamente ndo sdo consideradas letais.
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1.7 Bothrops pirajai

A espécie B. pirajai (Figura 5) vulgarmente conhecida como jararacugu-da-
Bahia, possui distribuicdo geogréafica restrita ao sudoeste da Bahia, sendo uma espécie
de dificil encontro. Em virtude dos desmatamentos para plantacGes de cacau ocorrentes
na regido, a B. pirajai encontra-se na lista de espécies ameacadas de extincdo
(MACHADO, 2005).

Figura 5: Bothrops pirajai

A imagem demonstra um individuo macho, juvenil. A diagnose pode ser realizada pela presenga do padrdo dos
desenhos na regido dorsal do animal. (Foto gentilmente cedida por Marco Antbnio de Freitas, Amargosa — Bahia,
2008).

Com relacdo aos estudos com o veneno de B. pirajai, os seguintes trabalhos

encontram-se disponiveis:

v Diferentes Fosfolipases A, (FLA2) (MP-111 4R D49, PirTX-I, PirTX-1l e PirTX-
Il e fosfolipase A,-Lys49) foram descritas (MANCUSO et al., 1995a, 1995b;
CANDURI et al., 1998; DE AZEVEDO et al., 1998; LEE et al., 1998; TOYAMA et al.,
1999, 2000; WEN-HWA et al., 1999; SOARES et al., 2001, 2003; RIGDEN et al.,
2003; DOS SANTOS et al., 2010; TEIXEIRA et al., 2011). As Piratoxinas (PrTX) I e

I11, por exemplo, sdo FLA, homologas que induzem mionecrose e apresentam atividade
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bactericida contra Escherichia coli (SOARES et al., 2001). A estrutura terciaria da

Piratoxina-1 foi elucidada por cristalografia e difracdo de raio-X (CANDURI et al.,
1998; DE AZEVEDO et al., 1998). No mesmo ano, a Piratoxina-Il foi cristalizada e
estudos de difragdo de raio-X foram realizados (LEE et al., 1998) e, no ano seguinte, a
Piratoxina-1l1 foi cristalografada (WEN-HWA et al., 1999). Treze anos depois de
isolada, Dos Santos e colaboradores (2011) testaram a influéncia do acido rosmarinico
sobre as atividades da PrTX-l1 demonstrando que o mesmo foi habil em reduzir
drasticamente o dano muscular e o blogueio neuromuscular exercida por essa FLA;
(DOS SANTOS et al., 2011).

v Izidoro e colaboradores (2006) descreveram o isolamento da primeira L-
aminoacido oxidase (LAAO), denominada BpirLAAO-I, uma proteina homodimérica
acida (IZIDORO et al., 2006). Em 2013, Burin e colaboradores demonstraram que a
mesma foi capaz de induzir de maneira dose-dependente, a apoptose das linhagens de
células leucémicas HL-60 e HL-60 BCR-ABL, porém sem efeito citotoxico sobre as
células mononucleares do sangue periférico (PBMC) e em BCR-ABL (+) (PBMC) e em
BCR-ABL (+) (BURIN et al., 2013).

v Em 2005 a BPL, uma Lectina tipo C com especificidade para galactose, foi
isolada a partir do veneno de B. pirajai e sua nefrotoxicidade, bem como, a do veneno
foram testadas, demonstrando serem capazes de ocasionar 0s mesmos efeitos renais,

provavelmente pela liberacdo de mediadores inflamatérios (HAVT et al., 2005).

v A primeira metaloprotease (BpirMP-I) foi descrita em 2013. Trata-se de uma
proteina que apresenta atividade proteolitica sobre azocaseina, possuindo fraca atividade
hemorragica. E uma enzima fibrino(geno)litica com acdo trombolitica, tendo suas

atividades reduzidas por agentes quelantes e redutores (BERNARDES et al., 2013).

v Trés serinoproteases BpirSP27; BpirSP41 (MENALDO et al., 2012) e BpirSP-
39 (ZAQUEO et al., 2014). Os efeitos das duas primeiras enzimas sobre o sistema
complemento humano foram avaliados demonstrando um reduzido efeito inflamatério
(MENALDO et al., 2013).

v Com relagdo a serinoprotease isolada por Zaqueo e colaboradores (2014), a
presente tese apresenta sua estrutura primaria, bem como, traz informac@es que tangem

a estrutura terciaria obtida por modelagem por homologia.
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1.8 Bothrops brazili

A espécie Bothops brazili (Figura 6) é uma serpente de porte mediano, podendo
atingir cerca de 1,4 metros. Apresenta pupilas verticais, denticdo solendglifa. Apresenta
padrdo de coloracdo com fundo cinza-claro-avermelhada, com trapézios pretos bem
marcados e nitidos. Possui corpo robusto e habitos terrestre, noturno, alimentando-se
principalmente de roedores. Sua distribuicdo geogréafica compreende toda bacia
amazonica, existindo poucos exemplares em cole¢do, além das florestas equatoriais do
sul da Colémbia, leste do Peru, leste do Equador, sul e leste da Venezuela, Guiana,
Guiana Francesa, Suriname, norte da Bolivia e Brasil (PIZZATTO; ALMEIDA-
SANTOS; MARQUES, AUGUSTO, 2006).

Figura 6: Espécime adulto de Bothrops brazili.

As imagens deixam evidente a coloragdo da regido dorsal do espécime, caracteristica da espécie ((a) Foto: Phillipe J.
R. Kok), bem como, a coloragdo da iris ((b) Foto: ©2008 German Chavez).

E uma serpente rara e, comparada a outras dos géneros botrdpicos, pouco a

respeito do Seu veneno encontra-se descrito, restringindo-se a:

v Miotoxinas denominadas MTX-I, MTX-II isoladas por Costa e colaboradores
gue demonstraram ainda dois peptideos C-terminais com efeito citotoxico sobre a

células JURKAT (linhagem tumoral), além de agdo microbicida sobre bactérias,
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leveduras e protozoarios (L. amazonensis e L. braziliensis) (COSTA et al., 2008).

Apds um ano, Huancahuire-Vega e colaboradores isolaram as fosfolipases BbTX-1I
K49 e BbTX-IIl N49 com atividade neurotéxica (HUANCAHUIRE-VEGA et al.,
2009). Fernandes e colaboradores cristalizaram e elucidaram, por difracdo de raio X, as
estruturas das miotoxinas MTX-11, BbTX-11 e BbTX-Il1l (FERNANDES et al., 2013).
Além disso, foi demonstrado que os soros antibotrépicos comerciais apresentam baixa
eficacia para efeitos miotoxicos locais ocasionados pelo veneno da serpente B. brazili
(MUNIZ et al., 2000).

v Uma LAAO, assim como o veneno de B. brazili, apresenta acdo citotdxica sobre
as culturas de Staphylococcus aureus, Vibrio cholerae e Streptococcus faecalis (SOLIS
etal., 1999).

v Uma hemorragina (Islada), isolada e caracterizada por Isla e colaboradores
(2003), que demonstraram que o0 soro botrépico polivalente utilizado em Lima (Per()
foi capaz de neutralizar o veneno bruto, porém nao apresentou acdo sobre a proteina

hemorragica purificada.

v E uma metaloproteases, a BbrzMP-1, com atividade antiplasmodial (KAYANO
et al., 2015).

E valido destacar que, até o presente momento, nenhuma serinoprotease havia

sido descrita para o0 veneno da serpente Bothrops brazili.
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Caracterizar estruturalmente a BpirSP-39, previamente isolada do veneno de B.
pirajai e isolar e caracterizar, bioquimica e funcionalmente, uma serinoprotease do

veneno da serpente Bothrops brazili.

2.2 Especificos

v Elucidar as estruturas, primaria e terciaria, da BpirSP-39;

v Isolar a serinoprotease do veneno da serpente B. brazili;

v Determinar as massas moleculares: relativa e absoluta;

v Elucidar a sequéncia priméria de amino4cidos da nova serinoprotease;
v Determinar o modelo tridimensional da mesma;

v Avaliar a atividade proteolitica sobre fibrinogénio bovino;

v Mensurar a capacidade da proteina em degradar fibrina e trombos;

v Caracterizar a atividade proteolitica da proteina frente a diferentes substratos,

bem como, a acéo de inibidores sobre essas capacidades.

v Determinar a influéncia da variacdo do pH e da temperatura sobre acéo

enzimatica;
v Avaliar a influéncia da enzima sobre agregacdo plaquetéria;

v Verificar as agBes citotoxicas da nova enzima isolada frente a diferentes

microrganismos.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Determinacdo da Estrutura Primaria da BpirSP-39
3.1.1 Reducéo e Alquilacao

A serinoprotease, previamente obtida conforme descrito por Zaqueo e
colaboradores (2014), foi reduzida por tratamento com solucao de ditiotreitol (DTT) 20
mM em bicarbonato de amodnio 50 mM, por periodo de 1 hora a 30°C. Para alquilacao
dos grupos tiol dos residuos de cisteina, a proteina reduzida foi incubada com
iodoacetamida 150 mM em bicarbonato de amonio 50 mM por 1 hora, a 30°C e ao

abrigo da luz.

3.1.2 Digestéo da Proteina

A amostra foi previamente reduzida e alquilada, conforme descrito
anteriormente, foi submetida a digestdo com uso de tripsina modificada (Sequencing
grade modified®), por periodo de 18 horas, a 37°C e ao abrigo da luz. O excesso de
reagentes e eletrdlitos foi retirado com uso de resina C-18 (Proxeon Stage tip®) e
eluidas com acetonitrila 70 %/Acido trifluoroacético (TFA) 0,1 % (v/v). As amostras
foram liofilizadas, ressolubilizadas em acido férmico 1 % (m/v) (KAYANO et al.,
2015).

3.1.3 Sequenciamento proteico

A analise espectrométrica foi realizada em um Nano Acquity (Waters)
High Performance Liquide Chromatography (HPLC) acoplado a um espectrometro
Orbitrap Velos (Thermo Scientific). Uma aliquota do digesto triptico foi injetado e
separado em coluna C18 (75 um Oi, 10 cm, nano Acquity, 1,7 um BEH column,
Waters). Os peptideos foram eluidos com gradiente: 1 a 40 % B em 20 minutos, seguido
por gradiente de 40 % a 60 % de B em 5 minutos sob fluxo de 250 nL/minuto. A
solugdo A consistia de acido formico 0,1 % (v/v) em agua e a solucdo B de acido
formico 0,1 % (v/v) em acetonitrila. A massa dos peptideos (m/z: 300 — 1700) foram
medidos no Orbitrap a resolucdo de 60.000 a m/z 400. Os peptideos mais abundantes

foram selecionados e fragmentados em célula de colisio HCD com energia de coliséo
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normalizada (NCE) de 40 % com nitrogénio sendo usado como gas de colisdo. Os

fragmentos foram detectados no Orbitrap com resolucdo de 7500FWHM a 400 m/z. Os
dados foram coletados com Thermo Xcalibur (v.2.1.0.1140) (KAYANO et al., 2015).

3.2 Modelagem molecular e determinacéo dos sitios de N-glicosilacéo

O modelo estrutural da BpirSP-39 foi gerado utilizando o método usando o
software HHpred, disponivel em <http://protevo.eb.tuebingen.mpg.de/toolkit>
(SODING; BIEGERT; LUPAS, 2005). Inicialmente, foram gerados 112 alinhamentos
obtidos utilizando o modo global. Os Gaps resultantes do sequenciamento por LC-
MS/MS foram preenchidos por homologia com uma serinoprotease isolada do veneno
de Agkistrodon halys (PDB ID: 4E7N) (selecionado para construir o modelo da BpirSP-
39). Os dois primeiros Gaps foram confirmados por degradacdo de Edman (EDMAN,
1950) (dados ndo mostrados) e os terceiro e quarto s&o justificados pela grande
quantidade de lisina que gera pequenos fragmentos que ndo foram detectados por LC-
MS/MS. O modelo escolhido foi o que apresentou melhor pontuacdo do alinhamento
(286,73) e, a identidade entre a sequéncia da BpirSP-39 e o modelo foi de 67%.
Potenciais sitios de N-glicosilacdo de serinoprotease foram previstos utilizando
NetNGlyc v.1.0, disponivel em http://www.cbs.dtu.dk/ (BLOM et al., 2004).

3.2.1 Dinamica molecular

Apoés a obtencdo do modelo tridimensional inicial da BpirSP-39, foi realizada
uma simulacdo de dindmica molecular (DM) com o intuito de refinar a estrutura obtida.
As simulacbes de DM foram realizadas empregando o programa GROMACS 4.5.4
(BERENDSEN; VAN DER SPOEL; VANDRUNEN, 1995; LINDAHL; HESS; VAN
DER SPOEL, 2001; VAN DER SPOEL et al., 2005) em um processador Intel Xeon
com 8GB de RAM, operando no sistema operacional Linux CentOS 5.5. Foi empregado
0 modelo de solvatacdo explicita utilizando o modelo de agua Single Point Charge
(SPC) para representar as moléculas de agua. Os estados de protonacdo dos grupos
carregados foram ajustados de acordo com o pH 7,0 e contra-ions foram adicionados
para neutralizar o sistema. O campo de forca GROMOS (VAN GUNSTEREN et al.,
1996), uma caixa periodica cubica com distancia minima de 1 nm entre todos os atomos

da proteina e as paredes da caixa e pressdo e temperatura constantes foram empregados
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para a realizacdo das simulacGes de DM. A partir da estrutura inicial da proteina com as

configuragbes mencionadas, foi realizada uma minimizagdo de energia utilizando o
algoritmo steepest descent. A seguir, foi realizada uma dindmica de 10 ps mantendo as
posices dos atomos da cadeia principal restritas a 298 K para relaxar o sistema. Uma
simulacdo de DM de 10 ns, com todos os atomos livres, foi realizada para avaliar a
estabilidade da estrutura. Durante a simulagéo, temperatura e pressao (1,0 bar) e foram
mantidas por um banho externo para controlar o calor e a pressdo isotropica
(CHOTHIA; LESK, 1986; HOLM; SANDER, 1993).

3.2.2 A anélise estrutural e validacéo

O modelo gerado apds a simulacdo DM foi verificado por diversas andlises
estruturais GROMACS 4.5.4, bem como, o mapa de Ramachandran gerado pelo
servidor Rampage (LOVELL et al., 2003). O perfil de pseudo-energia dos modelos foi
analisado com Verify 3D disponivel em <http://nihserver.mbi.ucla.edu/Verify _3D> e
prosa-web (SIPPL, 1993; WIEDERSTEIN; SIPPL, 2007).

3.3 Isolamento da BbrzSP-32

A enzima de interesse foi isolada do veneno de B. brazili por duas etapas
cromatograficas: (i) afinidade em Benzamidina Sepharose e (ii) Fase reversa em coluna
C-2/C-18. Aproximadamente 150 mg de veneno de Bothrops brazili foi solubilizado em
1 mL de Tris-HCI 20 mM pH 8,1 (Solucdo 1), sendo apds, clarificado por centrifugacéo
a 9,3x10° g por 10 minutos, & temperatura ambiente. Depois de centrifugado, o
sobrenadante foi aplicado em coluna de Benzamidina (70cm x 0,9cm) (GE), pré-
equilibrada com o mesmo tampéo de dissolu¢do da amostra. A eluicdo das proteinas
ocorreu apés lavagens sucessivas da resina com a Solucédo I, seguida pela Solucédo 1l
(Tris-HCI 20 mM pH 8,1 acrescido de 1 M de NaCl) em seguida, a amostra de interesse
foi eluida com a aplicacdo da Solucdo Il (Glicina 20 mM pH 3,0). A cromatografia foi
desenvolvida sob fluxo de 1 mL/min, as frages coletadas manualmente e concentradas
por liofilizacdo. As fragdes foram entdo submetidas a ensaio coagulante, como descrito
em 3.4.12. As amostras com atividade coagulante, resultante da cromatografia em
coluna de afinidade, apds dessalinizacdo, foram solubilizadas em 0,1% de &cido

trifluoroacético (TFA) e recromatografadas em coluna de Fase Reversa C2/C18 (10mm
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X 4,6 mm, 3 um, 120A) (GE), previamente equilibrada com TFA 0,1%. A eluicdo das

amostras foi realizada em gradiente linear de 20 a 50% de acetonitrila 99,9% acrescido
de TFA 0,1%. As fragdes foram eluidas a um fluxo constante de 0,750 mL/minuto. As
corridas cromatogréaficas foram realizadas em equipamento de Cromatografia Liquida
de Alta Eficiéncia (Akta Purifierl0, GE) e a eluicéo das fracdes foi monitorada em 280
nm. As fragbes foram liofilizadas e estocadas a -20°C. Apds uma aliquota ser
ressuspendida, foi constatado que suas atividades, coagulante e sobre substrato BAPNA,
foram preservadas (ZAQUEO et al., 2014).

3.4 Obtencdo da Massa Relativa

A massa molecular relativa (Mr) da proteina foi estimada por eletroforese em gel
de poliacrilamida com dodecil sulfato de sddio (SDS-PAGE), em sistema de pH
descontinuo, com 12,5% de poliacrilamida (LAEMMLI, 1970). A proteina (20 pg) foi
desnaturada por aquecimento (100 °C por 5 minutos) na presenca do reagente
desnaturante B-mercaptoetanol e SDS (detergente anibnico). O padrdo de massa
molecular utilizado foi o V849A (PROMEGA). As amostras foram aplicadas em gel
(8,6 cm X 6,7cm) e separada sob tensdo constante de 150V por 75 minutos. A corrida
eletroforética foi realizada em equipamento Electrophoresis Power Supply — EPS610
(General Electric). Posteriormente, o gel foi corado com Coomassie Blue R-250 a
0,25% em 4&cido acético, etanol, agua destilada na proporcéo de 1:5:5 (v/v/v), durante 20
minutos sob agitacdo. A descoloracédo do gel foi feita por imersdo em solucgéo de etanol,
acido aceético, agua destilada na proporcdao de 1:2:20 (v/v/v), durante 3 horas. Trés
trocas da solucdo foram efetuadas durante este periodo. A Mr foi determinada pela

distancia de migracdo da proteina comparada aos padrées moleculares.

3.5 Espectrometria de Massa

Para a determinacdo da massa molecular e controle de pureza da serinoprotease,
foi realizada espectrometria de massa por dessorcao assistida, pela ionizacdo a laser da
matriz, com dois analisadores TOF (AXIMA TOF-TOF- Shimadzu Biotech).

Para isso, 100 ng de proteina liofilizada foi solubilizada em 1pL de solugéo de
acido trifluoracético (TFA) 0,1% e homogeneizada com 3 pL de matriz de ionizagao

(solucéo saturada de acido sinapinico em TFA 0,05 % com acetonitrila 50% em uma
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proporcéo de 1:1, v/v), sendo entdo, 1L dessa mistura aplicado na placa de amostras do

aparelho. Apds a co-cristalizacdo da amostra e matriz na superficie da placa, esta foi
levada & cAmara de véacuo do aparelho AXIMA TOF? e ap6s as devidas calibracdes as
amostras foram analisadas. As analises foram operadas em modo linear e o espectro de
massa foi obtido pela média dos pulsos de laser. O experimento foi realizado em

triplicata e seguindo os manuais do fabricante.

3.6  Sequenciamento N-terminal

A sequéncia de aminoéacidos da porcdo N-terminal foi obtida por degradacéo de
Edman em sequenciador automatizado em aparelho PPSQ-33A (Shimadzu Biotech),
seguindo recomendacdes do fabricante.

A sequéncia foi comparada por alinhamentos mdltiplos utilizando o BLASTP
on-line (Béasico Local Alignment Search Tool) programa do Centro Nacional de
InformacGes sobre Biotecnologia (www.ncbi.nlm.nih.gov). Varios alinhamentos de
sequéncias homdlogas foram realizados utilizando COBALT (Alinhamento multiplo a
base de restricdo; NCBI) (EDMAN, 1950). O resultado foi expresso em uma tabela com
0 nome das serpentes, seguida pelas serinoproteases, 0s alinhamentos das sequéncias e a
identidade apresentadas entre elas.

3.6.1 Determinacao da estrutura primaria

Foi realizada conforme descrito nos subitens 3.1.1 e 3.1.2.

3.7 Determinacdo do Modelo Tridimensional

Para investigar as caracteristicas estruturais da BbrzSP-32 foi realizada
modelagem por homologia, utilizando como molde a estrutura de cristal da AhV_TL-I,
uma serinoprotease glicosilada isolada da serpente Agkistrodon halys (cédigo PDB:
4E7N) com uma resolucdo de 1.75A (ZENG et al., 2013). Para a busca e recuperacio da
estrutura modelo usando Protein Blast (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov) (ALTSCHUL et
al., 1990) e Protein Data Bank (PDB) (http://www.pdb.org) [Accessed 06 Feb 2015].
Os alinhamentos de sequéncias foram realizadas usando os softwares MODELLER
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v9.10 (SALI; BLUNDELL, 1993) e ClustalW (THOMPSON; HIGGINS; GIBSON,
1994). A construgdo do modelo foi realizada em MODELLER v9.10. Um total de 1000
modelos foram gerados e 0 modelo final foi selecionado com base nas pontuacGes

DOPE mais baixas calculados pelo software MODELLER. A qualidade quimica estéreo
global do modelo final para BbrzSP-32 foi avaliada pelo PROCHECK (LASKOWSKI
et al., 1993). A visualizacdo interativa e analise comparativa das estruturas moleculares
foram realizadas em visualizador Swiss-PDB (GUEX; PEITSCH, 1997) e a estrutura
das imagens foram realizadas com Persistence of Vision Raytracer (POV-ray) 3.62

(http://www.povray.org).

3.8 Atividade Fibrinogenolitica (in vitro)

Foi determinada segundo metodologia descrita por Rodrigues e colaboradores
(2000) com modificacOes, no qual, as amostras de 50 pL de solucdo de fibrinogénio
bovino (10 mg/mL Tampao fosfato-salino - PBS pH 8,0) foram incubadas com 5,0 pg
de enzima a 37 °C por (5, 10, 30 ¢ 60 minutos) e PBS como controle. A reacdo foi
interrompida pela adigdo de 25 pL de tampao TRIS-HCI 0,05 M, pH 8,0 contendo 10 %
(v/v) 2-mercaptoetanol, 2 % de SDS (v/v) e 0,05 % azul de bromofenol (m/v) seguida
por incubacdo por 12 horas. As amostras foram aplicadas em gel (8,6 cm X 6,7cm) e
separada sob tensdo constante de 150V por 75 minutos. A corrida eletroforética foi
realizada em equipamento Electrophoresis Power Supply — EPS610 (General Electric).
Posteriormente, o gel foi corado com Coomassie Blue R-250 a 0,25% em &cido acético,
etanol, agua destilada na proporcao de 1:5:5 (v/v/v), durante 20 minutos sob agitacdo. A
descoloracdo do gel foi feita por imersdo em solucdo de etanol, &cido acético, agua
destilada na proporcdo de 1:2:20 (v/v/v), durante 3 horas. Duas trocas desta solucédo
foram efetuadas durante este periodo (RODRIGUES et al., 2000).

3.9 Atividade Fibrinolitica

O ensaio foi realizado por meio da copolimerizacdo de fibrinogénio bovino
(0,3%) e agarose (0,95%), todas as solucdes preparadas em tampéo barbital (CaCl, 1,66
mM, MgCl, 0,68 mM, e NaCl 94 mM) 50 mM pH 7,8. O ensaio foi preparado para um
volume final de 10 mL. A solucdo de agarose foi aquecida até a formagéo de um coloide

transparente e reservada até seu resfriamento a aproximadamente 40 °C, quando entdo,
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foi adicionado a soluc&o de fibrinogénio 1:1 (v/v). A essa mistura foi adicionado 100 pg

de trombina (1 pg/uL) e vertida em placa de Petri. Apos 30 minutos a 4 °C foram feitos
orificios para a aplicacdo das amostras nas concentragdes desejadas (1, 2, 4,8, 16 e 32
ug de BbrzSP-32) ajustadas para um volume final de 30 pL de agua MilliQ. A analise
foi realizada visualmente e quantificada pelos halos de degradacdo da rede de fibrina
preestabelecida (em cm), comparados com o controle negativo (agua milliQ) e positivo
(40 pg de veneno de B. brazili) (LEITAO; POLIZELLO; ROTHSCHILD, 2000).

3.10 Atividade Trombolitica

Para a avaliacdo da atividade trombolitica o sangue humano foi coletado de
doadores sadios, em conformidade com a autorizacdo CAAE: 14204413.5.0000.0011
(anexo), na auséncia de anticoagulante. Para o ensaio, em placas de 24 pocos, coagulos
sanguineos foram obtidos por meio da incubacdo de 500 uL de sangue por uma hora e
em temperatura ambiente. Apés este periodo, os coagulos foram incubados por 24 e 48
horas a 37 °C com diferentes quantidades de BbrzSP-32 (25, 50 e 100 pug em 300 pL),
veneno de B. brazili (50 pg/300 pL) e agua MilliQ (300 pL) (amostras; controle
positivo e negativo, respectivamente) (PRASAD et al., 2006). Decorrido o periodo de
incubagdo, o coagulo resistente foi retirado e o volume resultante foi mensurado em
volume (mL). Os dados foram expressos como média + desvio-padrdo de trés
experimentos independentes. Decorrido o periodo de incubacédo, o codgulo resistente foi

retirado, o volume resultante foi mensurado e o gréfico expresso em volume.

3.11 Ensaio gelatinolitico

Foi realizado conforme descrito por Cominetti e colaboradores (2007), o gel de
poliacrilamida a 12,5% foi confeccionado com 0,3% de gelatina copolimerizada ao
mesmo. A amostra de serinoprotease foi preparada em condicGes desnaturante e ndo
redutoras, aplicada em gel (8,6 cm X 6,7 cm) e separada sob tensdo constante de 150V
por 75 minutos. A corrida eletroforética foi realizada em equipamento Electrophoresis
Power Supply — EPS610 (General Electric). Posteriormente, o gel foi cuidadosamente
lavado por duas vezes em solucéo de Triton X-100 a 0,5%, por periodos de 30 minutos
para a remocédo do SDS. O gel foi entdo incubado em tamp&o do substrato (Tris-HCI 50

mM pH 8,0 e CaCl, 5 mM), a 37°C durante 20 horas. Ap6s o gel foi corado com
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Coomassie Blue R-250 a 0,25% em acido acetico, etanol, agua destilada 1:5:5 (v/v/v),

durante 20 minutos sob agitacdo. A descoloracdo do gel foi feita por imersdo em
solucdo de etanol, &cido acético, agua destilada na proporg¢do de 1:2:20 (v/v/v), durante
3 horas. Vérias trocas desta solucdo foram efetuadas durante este periodo. O resultado
foi expresso pela avaliagdo do halo de degradacdo evidenciado pela auséncia de
coloragédo (COMINETTI et al., 2007).

3.12 Efeito de Compostos Quimicos sobre a Atividade Proteolitica

A capacidade da serinoprotease de B. brazili em hidrolisar substratos
cromogeénicos S-2238 (para enzimas trombina-simile) e S-2288 (para serinoprotease)
(0,5 mM, concentracdo final) foi realizada em um leitor de microplacas Thermomax
(Molecular Devices, EUA) monitorado a 405 nm durante 20 minutos a 37 °C. Os
inibidores fluoreto de fenilmetilsulfonila (PMSF) 5 mM e 10 mM, benzamidina 1 mM e
3 mM, e &cido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) 5 mM ou 10 mM foram incubados
durante 30 minutos a temperatura ambiente com veneno de B. brazili e a serinoprotease
e, em seguida, a reacdo enzimatica foi ensaiada com substratos cromogénicos S-2238 e
S-2288. Os controles foram realizados por incubacdo do veneno B. brazili e da
serinoprotease com Dimetilsulfoxido (DMSO) (1% v/v, concentracao final) ou solucdo
salina. Os dados foram expressos como média = desvio-padrdo de trés experimentos
independentes. Este experimento foi realizado em colaboracdo com o Prof. Dr. André L.
Fuly da Universidade Federal Fluminense (DE ANDRADE MOURA et al., 2014).

3.13 Atividade Coagulante (Determinacdo da Dose Minima Coagulante)

As atividades coagulantes do veneno de Bothrops brazili e da enzima purificada
foram determinadas por incubacdo de diferentes concentracdes (0,3-4,8 pg/mL) de
veneno e da enzima purificada (0,6-9,6 pg/mL) com plasma humano citratado (doados
pelo banco de sangue do Hospital Universitario Anténio Pedro, UFF), sendo o tempo de
coagulacdo monitorado utilizando um Coagulémetro modelo Amelung KC4A (Labcon,
Alemanha). As quantidades minimas de veneno e da BbrzSP-32 (upg/mL) que
coagularam o plasma em 60 segundos s@o consideradas como Dose Minima Coagulante

(DCM). Os dados foram expressos como média + desvio-padrdo de trés experimentos
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independentes. Este experimento foi realizado em colaboragdo com o Prof. Dr. André L.
Fuly da Universidade Federal Fluminense (DE ANDRADE MOURA et al., 2014).

3.14 Efeito de Compostos Quimicos sobre a Atividade Coagulante

A inibicdo da atividade coagulante foi avaliada pela incubacdo da DCM do
Veneno de Bothrops brazili e da SP isolada, durante 30 minutos a temperatura ambiente
com as seguintes substancias: benzamidina 5 mM e 10 mM; ou PMSF 1 mM e 3 mM
(inibidores de serinoproteases); ou EDTA 5 mM e 10mM (inibidor de metaloprotease).
Em seguida, a mistura foi adicionada ao plasma e o tempo de coagulagdo mensurado.
Os controles foram realizados por incubacédo da protease ou veneno com DMSO ou uma
solucdo salina, em vez de inibidores. Os dados foram expressos como média + desvio-
padrdo de trés experimentos independentes. Este experimento foi realizado em
colaboracdo com o Prof. Dr. André L. Fuly da Universidade Federal Fluminense (DE
ANDRADE MOURA et al., 2014).

3.15 Ensaio de Estabilidade frente a variacao de pH

O estudo de estabilidade BbrzSP-32 foi analisado pela pré-incubacao de 2 pg de
BbrzSP-32 durante 30 minutos a temperatura ambiente, com tampdes de diferentes
valores de pH (5,0 a 11,0) e, em seguida, a reacdo foi desencadeada pela adicdo de
substrato cromogénico S-2238 em Tris-HCI 50 mM pH 8,0. A variagdo da atividade
proteolitica foi mensurada e o resultado expresso em porcentagem de atividade sobre o
substrato cromogénico S-2238 (para enzimas trombina-simile) por valor de pH. Os
dados foram expressos como média * desvio-padrdo de trés experimentos
independentes. Este experimento foi realizado em colaboracdo com o Prof. Dr. André L.
Fuly da Universidade Federal Fluminense seguindo a metodologia aplicada pelo
laboratorio (SANT’ ANA et al., 2008).

3.16 Ensaio de Estabilidade Térmica

O teste de estabilidade térmica de BbrzSP-32 foi mensurado apos a pré-
incubacédo de 2 pg de BbrzSP-32, diluida em tampdo Tris-HCI 50 mM, pH 8,0, durante

30 minutos a valores que variam da temperatura de incubagéo (20, 30, 37, 40, 50, 60 e

47



MATERIAL E METODOS

70 °C). A atividade amidolitica foi ensaiada em 500 pL de solucéo contendo 1% de Na-
Benzoil-DL-arginil-p-nitroanilida (BApNA) em Tris-HCI 50 mM, pH 8,0, em
temperatura ambiente. O produto da reacédo foi analisado a 405 nm, utilizando um valor

de 8800M™.cm™ como coeficiente de extincdo molar da p-nitroanilida. Uma unidade de
atividade enzimatica foi definida como a quantidade de enzima capaz de libertar 1 pmol
de p-nitroanilida/min., correspondente ao aumento de 0,009 unidades de absorbancia
medidos a 405 nm. Os resultados foram expressos em porcentagem de atividade
enzimatica sobre o substrato cromogénico BApNA por temperatura de incubacéo e
representam a média + desvio-padrdo de trés experimentos independentes, seguindo 0s

manuais do fabricante.

3.17 Ensaio de Agregacao Plaquetaria

A avaliacdo da atividade sobre plaquetas foi analisada de acordo com Fuly e
colaboradores (2012) com algumas modificacdes. A agregacdo plaquetaria foi
monitorada turbidimetricamente utilizando Agregdbmetro (modelo Chrono Log 490 2D,
Havertown, EUA) utilizando Plaquetas Lavadas (PL). As PL foram obtidas a partir de
sangue total humano de doadores voluntarios (CAAE: 14204413.5.0000.0011). Foram
testadas diferentes concentraces de BbrzSP-32 incubadas com PL durante 5 minutos a
37 °C, sob agitacdo. Em seguida, a agregacdo de plaquetas foi desencadeada pela adi¢édo
de colageno (24 pg/mL). Os ensaios foram realizados a 37 °C em cubetas de vidro num
volume final de 300 pL. Os dados foram expressos como média + desvio-padrdo de trés
experimentos independentes. Este experimento foi realizado em colaboracdo com o
Prof. Dr. André L. Fuly da Universidade Federal Fluminense (DE ANDRADE
MOURA et al., 2014).

3.18 Cultura de Parasitos

3.18.1 Trypanosoma cruzi

Para 0 ensaio antitripanossomas in vitro, foram utilizados Trypanosoma cruzi,
transfectados com o gene de E. coli B-galactosidase (lacZ) gentilmente cedidas pelo Dr.
F. Buckner do Instituto Conmemorativo Gorgas (Panama). Os epimastigotas foram

cultivados a 28°C em caldo de infusdo de figado de triptose (LIT) com 10% de soro
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fetal bovino (FBS), penicilina e estreptomicina, e colhidos durante a fase de crescimento

exponencial.

3.18.2 Leishmania infantum

Para os estudos in vitro da atividade leishmanicida, foi usado Leishmania
infantum (MCAN/ES/92/BCN83). Os parasitos no estadgio promastigota foram
cultivados a 28 °C em meio de Schneider, suplementado com 10% (v / v) de soro fetal

bovino.

3.18.3 Teste de Susceptibilidade de Epimastigotas de Trypanosoma cruzi

O ensaio foi realizado em microplacas de fundo plano de 96 pogos com culturas
que ndo atingiram a fase estacionaria. Resumidamente, epimastigotas foram semeadas a
2,5x10°mL™ em 200 pL de meio de caldo figado e triptose (LIT). As culturas foram
entdo incubadas com diferentes concentracfes da serinoprotease (3,12; 6,25; 12,5; 25 e
50 ug) e de veneno (3,12; 6,25; 12,5; 25 e 50 pg) a 28 °C durante 72 horas, momento
em que 50 pL de solucdo de vermelho de clorofenol-R-D-galactopiranosideo (CPRG)
foi adicionado para concentracdo final de 200 uM. As placas foram incubadas a 37 °C
durante 6 horas e, em seguida a densidade dptica (D.O.) foi determinada a 595 nm.
Cada concentracdo foi testada em triplicata. Controles contendo apenas parasitas
também foram incluidos. A eficacia de cada amostra foi demonstrada através do célculo
da porcentagem de atividade antiepimastigota (%AE) (VEGA et al., 2005). Os dados
foram expressos como média + desvio-padréo de trés experimentos independentes. Este
experimento realizado em colaboracdo com a Prof? Dré. Maria Celeste Vega Gémez da
Universidade Catdlica Nossa Senhora de Assungdo - Paraguai.

3.18.4 Teste de Susceptibilidade de Promastigota de Leishmania infantum

O ensaio foi realizado utilizando L. infantum (Leishmaniose visceral).
Promastigotas, na fase logaritmica de crescimento 1x10° mL™ parasitas, foram
cultivadas em microplacas de 96 pogos. As amostras de proteina isolada (3,12; 6,25;
12,5; 25 e 50 pg) e veneno (1,62; 3,12; 6,25; 12,5; 25; 50 e 100 pg) foram adicionadas
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as culturas de parasitas ajustados para um volume final de 200 pL. Cada concentragédo

foi ensaiada em triplicata. Controles contendo apenas parasitas também foram incluidos.
Apo6s 72 horas a 26 °C, 20 pL de uma solugdo 2,5 mM de resazurina foi adicionado e a
reducdo-oxidacdo foi quantificada a 570 e 595 nm para calcular a inibicdo do
crescimento de promastigotas (%AP). Os dados foram expressos como média + desvio-
padrdo de trés experimentos independentes. Este experimento realizado em colaboracgao
com a Prof? Dr?. Maria Celeste Vega Gomez da Universidade Cat6lica Nossa Senhora

de Assuncdo - Paraguai.

3.19 Condicdes de culturas bacterianas e Ensaios antibacterianos e antibiofilmes

Staphylococcus epidermidis (ATCC35984) e Pseudomonas aeruginosa (PA14)
foram cultivadas em meio Luria Bertani (LB) a 37 °C sob agitacdo constante de 150
RPM (Incubator Shaker Série Excella E25; New Brunswick Scientific). Uma suspensdo
bacteriana ajustada para 10® UFC/mL foi utilizada nos ensaios.

Para inducdo de biofilme, foram realizados ensaios individuais utilizando-se P.
aeruginosa e S. aureus. Para tanto, 20 uL do indculo bacteriano (108 UFC/mL) foram
incubadas com 180 pL de caldo triptico de soja (TSB) e BrzSP-32 (500 pg/mL).
Gentamicina (6 pg / mL) e Rifampicina (6 pg / ml) (Sigma-Aldrich) foram utilizados
como controle do crescimento de P. aeruginosa e S. epidermidis, respectivamente e
TSB (200 uL), como controle negativo. As amostras foram mantidas a 30 °C, sob
agitacdo continua de 50 rpm até a formacdo do biofilme. A formacdo do biofilme foi
avaliada em placas de microtitulacdo de poliestireno pelo método de Cristal Violeta
(STEPANOVIC et al., 2007).

Para a avaliacdo da acdo da enzima sobre a formacdo de biofilme, a camada
aderente de biofilme formada foi corada com cristal de violeta 0,4% durante 15
minutos. Em seguida, o corante aderido ao biofilme foi ressuspenso com DMSO 99,5%
(Sigma-Aldrich Co.) e a absorbancia determinada em 570 nm (Spectramax M2e
multimodo Leitor de Microplacas; Molecular Devices) (TRENTIN et al., 2011). O
controle de formacéo de biofilmes foi considerado como 100% da formacéo de biofilme
e/ou do crescimento bacteriano (ANTUNES et al., 2010).

Em paralelo, o crescimento bacteriano foi avaliado apds 24 horas e definido pela
diferenca das densidades opticas (600 nm) (MUSK; BANKO; HERGENROTHER,

2005). Os dados foram expressos como média + desvio-padrdo de trés experimentos
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independentes. Este experimento foi realizado em colaboracdo com o Prof. Dr.

Alexandre José Macedo da Universidade Federal do Rio Grande do Sul.

3.20 Andlises Estatisticas

Os resultados sdo expressos como médias + desvio padrdo obtidos com o
namero indicado de experimentos realizados. A significancia estatistica das diferencas
entre 0s grupos experimentais foi realizada por analise de variancia (ANOVA) seguida
por comparagdes multiplas pelo método de Tukey (programa PAST), sendo os valores

de p < 0,05 considerados estatisticamente significativos.
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4 RESULTADOS

4.1 Determinacdo da estrutura primaria e modelo da BpirSP-39

A BpirSP-39 isolada por Zaqueo e colaboradores (2014) foi reduzida, alquilada
e tripsinizada. Os digestos tripticos foram separados por HPLC Nano Acquity acoplado
a um espectrometro Orbitrap Velos e os fragmentos determinados (Apéndice 1) foram
submetidos a busca por similaridade usando algoritmo BLAST e o alinhamento
maltiplo foi realizado com os softwares MODELLER v9.10 e ClustalW. A sequéncia
deduzida apresenta elevada similaridade com serinoproteases do veneno de serpentes de

diferentes espécies (Figura 7 — os retangulos vermelhos identificam os residuos de

aminoacidos que comp6em a triade catalitica das SPs).

Figura 7: Alinhamento multiplo da sequéncia de BpirSP-39 e outras SPs CLUSTAL O (1.2.1).
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A sequéncia de aminoécidos da BpirSP-39, determinada por MS/MS, foi alinhada com diferentes serinoproteases de
venenos de serpentes (B_insularis|Q8QG86.1: Bothrops insularis/ BthaTL|Q6IWF1.1: Bothrops alternatus/ AaV-SP-
11|10P2_A|PDBID: Agkistrodon acutus/ D_acutus|]AAK52506.2: Deinagkistrodon acutus/ e B_JUSSU|Q2PQJ3.1
Bothops jararacussu) Resultado de clustal 120150731-225318-0084-20494014-es CLUSTAL OMEGA (1.2.1)
Asterisco (*) indica aminoacidos idénticos; dois pontos (:) indica conservacdo entre grupos de propriedades
fortemente semelhantes; espaco () conservacao entre grupos de propriedades fracamente semelhantes. "*X" significa
um residuo de aminoacido desconhecido. Os retangulos vermelhos identificam os residuos de aminoécidos que
compdem a triade catalitica das SPs.
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A Figura 8 apresenta o alinhamento N-terminal da BpirSP-39 com duas

serinoproteases também isoladas do veneno de B. pirajai (BpirSP-41 e BpirSP-27). A
identidade da BpirSP-39 foi de 82% com BpirSP-41 e 67,35% com BpirSP-27.

Figura 8: Alinhamento multiplo da sequéncia N-terminal das serinoproteases de B. pirajai: BpirSP-
39 com BpirSP-41 e BpirSP-27 (CLUSTAL O (1.2.1) e Cobalt RID Y27809XE211 (3 seqs).

BpirSP-39 VIGGDECNINEHRFLVALYGSRGYFCGLTLINQEWVLTAAHCDRKNFRIYL[171] 222

BpirSpP-41 VVGGDECDINEHPFLAFLY-SHGYFCGLTLINQEWVLTAAHCDRRFMRIYL 50

BpirSpP-27 VVGGDECNINEHRSLVAIFNSTGFEFCSGI LLNQEWVLTASHCDSTNFQMK— 50
kokkkhk-kkkk k.. kokk_  k:okkkkkkkk.kkk .

A cor vermelha indica colunas altamente conservadas, azul indica as menos conservadas e em cinza sdo destacadas as
regiBes com colunas contendo lacunas. (*) indica aminoacidos idénticos; dois pontos (:) indica conservagdo entre
grupos de propriedades fortemente semelhantes; espago () conservagdo entre grupos de propriedades fracamente
semelhantes.

O resultado do sequenciamento por LC-MS/MS apresentou quatro regides em
que os residuos de aminoacidos ndo puderam ser identificados. Estes foram preenchidos
por homologia com base na serinoprotease isolada do veneno de Agkistrodon halys
(PDB ID: 4E7N) (selecionado para construir o modelo da BpirSP-39). A sequéncia das
duas primeiras regides foram identificadas por degradacdo de Edman (EDMAN, 1950)
(dados ndao mostrados) e o terceiro e quarto sao justificados pela grande quantidade de

lisina que gera pequenos fragmentos dificultando a analise por LC-MS/MS.

O modelo tridimensional da BpirSP-39 foi confeccionado pelo método de
modelagem por homologia utilizando como molde a serinoprotease que apresentou
melhor pontuacdo do alinhamento (286,73). A identidade entre a sequéncia da BpirSP-
39 e 0 modelo foi de 67%. Os valores de deslocamento quadratico médio (root mean
square deviation — RMSD) foram consolidados ap6s 7500 ps (Figura 9 A) e a variagao
dos atomos da cadeia lateral ficaram entre 7500 e 10000 ps (Figura 9 B). A Figura 9 C
apresenta a sobreposicdo do modelo final da BpirSP-39 (em vermelho) com a
serinoprotease isolada do veneno de Agkistrodon halys (em azul) onde pode-se perceber
a presenca das estruturas secundarias caracteristicas as serinoproteases, indicando que a

estrutura terciaria prevista foi preservada durante a simulacédo de DM,
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Figura 9: Teste de valida¢do do Modelo.
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A) RMSD x tempo de simulagéo da cadeia dindmica molecular para o modelo gerado; (B) Valores de RMSF dos
atomos de carbono alfa (RMSF) do modelo e BpirSP39 (entre 7,5 e 10 ns de simulagdo MD); (C) Alinhamento
entre BpirSP-39 modelo (vermelho) e serinoprotease isolada a partir de veneno de Agkistrodon halys (PDB ID:
4E7N) a enzima usada como modelo (azul).

Ap06s a simulacdo de DM, o modelo final apresentou contagens Verify3D acima
de zero para todos os residuos, o que sugere que a conformacdo dos residuos individuais
foi adequada. Analisando o grafico de Ramachandran, a estrutura da BpirSP-39 mostra
81,3% dos residuos localizados em regiGes permitidas e apenas 4,3% em regides de
baixa caracteristica estereoquimica (Figura 10 A). Além disso, todos os residuos com
predicdo desordenada estdo localizados em regides de alca (Figura 10 B), sugerindo que

a conformacéo do modelo final tem boa qualidade estereoquimica.
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Figura 10: Avaliacio do modelo da BpirSP-32.
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A imagem (A) apresenta o Gréafico de Ramachandran do modelo final da BpirSP-39, onde 81,3% dos residuos estdo
localizados em regides permitidas e apenas 4,3% em regides de baixa caracteristica estereoquimica. A imagem (B)
demonstra que todos os residuos com predicdo desordenada estdo localizados em regides de alca, sugerindo que a
conformacdo do modelo final tem boa qualidade estereoquimica.
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A BpirSP-32 é uma proteina monomeérica (ZAQUEO et al., 2014) de estrutura

tridimensional globular que apresenta dois arcabougos secundarias de a-hélice
(vermelho), dois B-barris formado por folhas B antiparalelas e as 6 pontes dissulfeto
(amarelo), além de 14 regiGes de alcas (verde). A triade catalitica da enzima é composta
por uma histidina, uma aspartato e uma serina (His*, Asp® e Ser'®*), respectivamente
(Figura 11) (Apéndice 2). Dois sitios de glicosilagdo foram identificados, usando o

software NETNGIyc, nas posigdes N5 e N74.

Figura 11: Modelo tridimensional final da BpirSP-39.

A imagem apresenta 0 modelo da BpirSP-39 demonstrando suas estruturas secundarias e, em vermelho, a triade
catalitica (His42, Asp86 e Ser194). As simulagdes foram realizadas empregando MD GROMACS (Groningen
maquina para Chemical Simulation) de software v.4.5.4 no processador Intel Xeon com 8GB de RAM, operando em
um sistema operacional Linux CentOS 5.5.
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4.2 Isolamento da Serinoprotease de B. brazili

Para a obtencdo da serinoprotease de B. brazili, foi realizada cromatografia em
coluna de bioafinidade com resina Benzamidine Sepharose. A coluna foi submetida a
lavagem por 38 minutos com a solugdo | (Tris-HCI 20 mM pH 8,1), resultando na
eluicdo de uma fracdo com compostos que ndo apresentaram interacdo com a mesma.
Ap0s esse periodo, foi realizada a inser¢do de 100% de solucdo Il (Tris-HCI 20 mM pH
8,1 acrescido de 1 M de NaCl), resultando na segunda fragdo, que quando testada
qguanto a sua capacidade proteolitica sobre substrato cromogénico BApNA, néo
demonstrou atividade amidolitica consideravel. Posteriormente, foi realizada a
introducdo de solucdo de glicina 20 mM pH 3,0 na coluna, e, posteriormente, a eluicdo

do material que interagiu de maneira especifica com a coluna (Figura 12).

Figura 12: Cromatografia de afinidade em Benzamidine-Sepharose do veneno de B. brazili.
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A coluna foi pré-equilibrada com tampdo I (Tris-HCI 20 mM, pH 8,1). Aproximadamente 150 mg de veneno de
Bothrops brazili foi solubilizado em 1 mL de tampé&o I. Apos clarificacéo, o sobrenadante foi aplicado em coluna de
Benzamidina (70 cm x 0,9 cm) (GE), pré-equilibrada com o mesmo tampédo de dissolucéo da amostra. A eluicdo do
material com menor interagdo com a resina foi efetuada apds lavagens sucessivas da resina com o tampdo de
solubilizacdo da amostra seguida por alteracdo na concentragdo idnica da solugcdo com a insercdo de 1M de NaCl
(primeiro retangulo de linhas tracejadas). A amostra de interesse (fragdo 3) foi eluida apds a acidificacdo da solucao
(Glicina 20 mM pH 3,0) (segundo retangulo de linhas tracejadas). As corridas cromatogréficas foram realizadas em
equipamento de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (Akta Purifierl0, GE) e a eluicdo das fragdes foram
monitorada em 280nm (linha continua).

O material foi submetido a eletroforese em gel monodimensional SDS-PAGE

12,5%. Sendo apresentado na Raia (1) o perfil eletroforético do Veneno de B. brazili, na
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raia (2) a fracdo 1 da cromatografia de bioafinidade e na raia (3) 20 pg da BbrzSP-32

sob condigdes redutoras (Figura 13).

As atividades coagulantes sobre plasma citratado e, proteolitica sobre substrato
cromogénico BApNA foram observadas somente na terceira fracdo. Apods dessalinizada
e liofilizada, a amostra da terceira fracdo foi ressuspendida em 1 mL de 0,1% de acido
trifluoroacético (TFA) e submetida & cromatografia de fase reversa em coluna C-2/C-18.
O perfil cromatografico evidencia uma fracdo majoritaria (Figura 14) que manteve a
atividade enzimatica. As amostras foram liofilizadas e estocadas a -20°C. O
procedimento utilizado resultou em 1,2 mg de serinoprotease isolada, o que corresponde

a 0,8% (m/m) do veneno de Bothrops brazili.

Figura 13: Gel de eletroforese das fragdes oriundas da Cromatografia em coluna de Benzamidina do veneno de
B. brazili e BrzSP-32.

Foi realizada andlise eletroforética em gel de poliacrilamida em condicdes desnaturantes (SDS-PAGE — 12,5%).
Amostras: (PM) Padrdes de massa molecular relativa V849A. Raia (1) Veneno de B. brazili, Raia (2) Fragdo 1 da
cromatografia de bioafinidade e Raia (3) BbrzSP-32 sob condigBes redutoras (20 pg). As amostras foram aplicada
em gel (8,6 cm X 6,7cm) e separada sob tensdo constante de 150V por 75 minutos. O gel foi corado com Coomassie
Brilliant G250.
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Figura 14: Cromatografia de fase reversa em coluna C2/C18 da fracdo 3 resultante da
cromatografia em coluna Benzamidine-Sepharose do veneno de B. brazili.
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A fragcdo com atividade coagulante, resultante da cromatografia em coluna de afinidade, apés dessalinizagdo, foi
solubilizada em 1 mL de 0,1% de &cido trifluoroacético (TFA) e recromatografada em uma coluna de Fase Reversa
C2/C18 (10mm x 4,6mm, 3um, 120A) (GE), previamente equilibrada com TFA 0,1%. A corrida efetuada em
gradiente linear de 20 a 50% de TFA 0,1% acrescido de Acn 99,9% (linhas tracejadas) sob fluxo constante de 0,750
mL/minuto. As corridas cromatograficas foram realizadas em equipamento de Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (Akta Purifierl0, GE) e a eluigdo das fragdes foram monitorada em 280 nm. As fracdes foram liofilizadas
e estocadas a -20°C.

4.3 Determinacdo da Massa Molecular

Analisada por SDS-PAGE, a proteina de interesse demonstrou ser uma proteina
monomeérica, apresentar elevado grau de pureza e possuir massa molecular aproximada
de 36 kDa (Figura 15), sendo sua massa molecular igual a 32.520 Da (Figura 16)
confirmada por espectrometria de massa em MALDI TOF? A serinoprotease passa a
ser denominada BbrzSP-32.

59



RESULTADOS

Figura 15: Determinacéo da massa molecular relativa da BbrzSP-32.
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Foi realizada anélise eletroforética em gel de poliacrilamida em condicdes desnaturantes (SDS-PAGE — 12,5%).
Amostras: (1) Padrdes de massa molecular relativa V849A (2) BbrzSP-32 sob condigdes redutoras (20 pg). As
amostras foram aplicada em gel (8,6 cm X 6,7cm) e separada sob tensdo constante de 150V por 75 minutos. O gel foi
corado com Coomassie Brilliant G250.

Figura 16: Determinacgéo da massa molecular de BbrzSP-32 por Espectrometria de massa em
MALDI TOF/TOF.
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Espectro de massa mostrando a proteina nativa (32520,25 Da), sua dupla carga (16261,73 Da) e seu dimero
(65098,13 Da). O espectro de massa foi adquirido por lonizacdo de matriz assistida a laser (MALDI) em
espectrometro de massa Axima-Tof? (Shimadzu Biotech, Jap#o).
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4.4  Determinacdo da Sequéncia e modelagem da BbrzSP-32

A sequéncia N-terminal obtida por degradagdo de Edman mostrou que 0s
primeiros 49 aminoacidos possuem alta identidade quando comparada com outras
enzimas trombina-simile isoladas de venenos botrépicos (Figura 17). A identidade
chegou a 98% com a bothrobina, uma serinoprotease isolada do veneno de Bothrops
jararaca, dentre as serinoproteases utilizadas para comparagdo, a que mostrou menor

identidade foi a BthaTL, isolada da serpente Bothrops alternatus.

Figura 17: Alinhamento da sequéncia aminoterminal da BbrzSP-32 com outras SVSPs

(UNIPROT).
IDENTITY

1 52 (%)
Bothrops brazili | BbrzSP VIGGDECNINEHPFLAFMYYSPQYFCGMTLINQEWVLTAAHCDKTYMRI--- -
Bothrops jararaca | bothrombin VIGGDECDINEHPFLAFMYYSPOYFCGMTLINQEWVLTAAHCDKTYMRIYLG 98
Bothrops leucurus | leucurobin VIGGDECDINEHPFLAFMYYSPRYFCGMTLINQEWVLTAAHCNRRFMRIXXX 88
Bothrops atrox | batroxobin VIGGDECDINEHPFLAFMYYSPRYFCGMTLINQEWVLTAARAHCNRRFMRIHLG 88
Bothrops pirajai | BpirSP41 VVGGDECDINEHPFLAFLY-SHGYFCGLTLINQEWVLTAAHCDRRFMRIYL~- 80
Bothrops insularis | BITSO01A VVGGDECDINEHPFLAFLY~SHGYFCGLTLINQEWVLTAAHCDRRFMRIYLG 80
Bothrops barnetti | Barnettobin VIGGDECDINEHPFLAFLY~-SRGNFCGLTLINQEWVLTAAHCDRRFMPIYLG 78
Bothrops jararacussu| BjussuSP-1 VLGGDECDINEHRPFLAFLY-SHGYFCGLTLINQEWVVTAAHCDSTNFQMQLG 73
Bothrops andianus | TLBan VIGGDECNINEHPFLVALYYS-TFFCGMTLINQEWVLTAAHESEK - ===~~~ 73
Bothrops jararaca | HS112 VIGGDECDINEHRFLAFLY-AGGYYCGGTLINQEWVLSAAHCDKRIIRIYLG 73
Bothrops alternatus | BthaTL VIGGDECDINEHRFLAFLY-PGRFFCSGTLINQEWVLTVAHCDTISMRIYLG 71

O alinhamento multiplo foi feito com o programa Clustal W 2.1. Asteriscos (*) indicam as posi¢des que tém um
Unico residuo, totalmente conservado; Dois pontos (:) indicam conservagdo entre os grupos de forte semelhanca.
Ponto (.) indica a conservacdo entre os grupos de propriedades de fraca semelhanca e espago ( ) regides com
aminoécidos variados.

Apbs a elucidacdo da sequéncia N-terminal, a estrutura primaria de aminoacidos
da BbrzSP-32 foi identificada por intermédio de andlises dos peptideos tripticos dos
espectros de MS/MS utilizando a ferramenta MASCOT, confrontada com bancos de
dados no NCB InrSerpentes (Figura 18).

A técnica de modelagem por homologia foi utilizada para a elucidacdo da
estrutura tridimensional da BbrzSP-32 (Figura 19), bem como, para a predicdo dos
Gaps resultantes da técnica de sequenciamento. O alinhamento de BbrzSP-32 produziu
73,36% de identidade com a enzima molde.
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Figura 18: Alinhamento multiplo entre a sequéncia da BbrzSP-32 com outras serinoproteases do

veneno de serpentes.
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Para o alinhamento foram utilizadas as serinoproteases das serpentes a seguir:

(gi_383280398)

Agkistrodon halys

B. jararaca (gi:14285806), B. atrox (gi:114837), B. leucurus (gi:357580550 and B.

jararacussu (gi:123895619). Asterisco (*) indica aminoacidos idénticos; dois pontos (:) indica conservagdo entre
grupos de propriedades fortemente semelhantes; espaco () conservagdo entre grupos de propriedades fracamente

semelhantes. "X" significa um residuo de aminoécido desconhecido.

Os retangulos vermelhos identificam os

residuos de aminoacidos que compdem a triade catalitica das enzimas.
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Os resultados de modelagem sugerem que a BbrzSP-32 é uma proteina de

estrutura globular que apresenta: (i) duas estruturas secundarias externas em a-hélice
(representadas em vermelho), (ii) dez folhas-p uniformemente distribuidas, formando
dois barris de folhas antiparalelas (verde) e (iii) varios loops (branco). A imagem
também enfatiza a presenta dos sitios de glicosilacdo (asparaginas 96 e 138) e a triade

catalitica His**, Asp® e Ser'’® (Figura 19).

Figura 19: Modelo tridimensional da enzima BbrzSP-32.

Modelagem realizada no Swiss-PDB Viewer e reverificado com POV-ray. A BbrzSP-32 apresenta duas estruturas
secundarias externas em a-hélice (representadas em vermelho); dez folhas-p uniformemente distribuidas, formando
dois barris de folhas antiparalelas (verde) e varios loops (branco). A imagem também enfatiza a presenta dos sitios
preditos de oligossacarideos (Asn® e Asn'® — em cinza) e a triade catalitica His**, Asp®® e Ser'’® (na imagem A os
residuos estdo destacados e em B a triade e os sitios de glicosilagdo sdo representados de maneira globular, as
diferentes cores correspondem aos atomos que 0s compdem).

4.5 Atividade Fibrinogenolitica

Apos a incubacdo de fibrinogénio com a BbrzSP-32 pode-se verificar que a
proteina possui atividade preferencial sobre a cadeia o do fibrinogénio, sendo possivel a
visualizacdo da degradacdo desde o primeiro tempo avaliado (5 minutos), porém, de
maneira mais evidente a partir dos 10 minutos de incubacédo (Figura 20). Na quinta raia

do gel, onde € apresentado o resultado referente ao tempo maximo de incubacgéo (60
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minutos) € possivel perceber a completa degradacao da cadeia o, com a liberagdo de

fibrinopeptideos A. Dessa forma, a enzima pode ser classificada como uma snake
venom thrombin like enzyme A (SVTLE-A). Néao foi possivel visualizar alteracdes
significativas de degradacdo da cadeia f mesmo apo6s o tempo maximo de incubagdo (1

hora).

Figura 20: Atividade fibrinogenolitica da BbrzSP-32.

Controle s 10 ' 60°

A BpirSP-32 (5 pg) foi incubado com 100 pL de solugéo de fibrinogénio bovino (5 mg/mL) por 37 °C em diferentes
tempos (5, 10, 30 e 60 minutos). A visualizagdo é permitida por meio de eletroforese monodimensional em gel
12,5%.

4.6 Atividade Fibrinolitica

Além da capacidade de degradar o fibrinogénio, pode-se comprovar que a
BbrzSP-32 possui atividade fibrinolitica dose-dependente (Figura 21). 8 ug da SP foi
capaz de criar um halo com mais de 1,5 cm de degradacdo, quantidade superior ao

controle positivo, 40 g de veneno de Bothrops brazili.
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Figura 21: Atividade fibrinolitica da BbrzSP-32.
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Foi avaliada pela medicdo dos halos de degradacdo de fibrina (em cm) resultante apds incubacdo de diferentes
quantidades de BbrzSP-32 (1, 2, 4,8, 16 e 32 ug) ou 40 ug de veneno de B. brazili (C+) ou 4gua milliQ (C-) com a
solugdo de fibrinogénio e trombina copolimerizados com agarose *p<0,05 em relacdo ao controle negativo e # p<0,05
em relagdo ao controle positivo (ANOVA).

4.7 Atividade Trombolitica

A atividade trombolitica mostrou-se dose e tempo-dependente. Apds a
incubagdo dos trombos com as diferentes quantidades de BbrzSP-32 ou com o0s
controles, foram subtraidos os 300 pL correspondentes a solucdo de diluicdo da amostra
e a degradacdo dos trombos foi mensurada. Desde o primeiro periodo de incubacéo, o
controle positivo apresentou maior atividade trombolitica, sendo capaz de degradar
completamente o coagulo apds 48 horas de incubacdo. 100 pg de BrzSP-32 apresentou
valores similares ao controle positivo, principalmente ap6s 48 horas de incubacdo
(Figura 22).
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Figura 22: Atividade trombolitica da BbrzSP-32.
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O ensaio de atividade trombolitica foi realizado com sangue humano incubado por 24 e 48 horas a 37 °C com
diferentes doses de BbrzSP-32 (25, 50 e 100 pg em 30 OpuL), veneno de B. brazili (50 pug/300 pL) (C+) e dgua MilliQ
(300 pL) (C-) *p<0,05 em relagdo ao controle negativo.

4.8 Degradacao de gelatina

A serinoprotease isolada possui atividade gelatinolitica, como mostrado no
zimograma (Figura 23). A figura demonstra que a BbrzSP-32 possui capacidade de
clivar as ligagcdes peptidicas dos residuos de aminoécidos que compdem a proteina

utilizada como substrato, resultando em um halo de degradacdo da gelatina.
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Figura 23: Atividade gelatinolitica da BbrzSP-32.

Gelatina 0,3% foi copolimerizada com poliacrilamida 12,5% e uma corrida eletroforética convencional foi realizada.
Apbs a remogédo do SDS o gel foi incubado com tampdo (Tris-HCI 50mM pH 8,0 e CaCl2 5mM), a 37°C, durante 20
horas. Apds este periodo o gel foi corado com Coomassie R-250.

4.9 Efeito de Compostos Quimicos sobre a Atividade Proteolitica

Com a intencdo de se avaliar a capacidade de prote6lise da BbrzSP-32, foram
realizados ensaios de atividade enzimatica sobre os substratos S-2238 (para enzimas
trombina-simile) e S-2288 (para serinoproteases), 0s resultados de atividades sobre os
substratos foram utilizados para a padronizagdo de 100 % de atividade da BbrzSP-32 e
serviram como base para os célculos de inibicdo de atividade pelos compostos quimicos

utilizados.

O maior percentual de inibicdo da atividade trombina-simile do veneno de B.
brazili foi de aproximadamente 62% e ocorreu apds a incuba¢do com benzamidina 5
mM (coluna preta) ou 10 mM (coluna cinza). O inibidor menos efetivo foi 0 EDTA,
atingindo 0 méaximo 39% de inibigdo. O PMSF, mesmo em concentracdo inferior a dos
demais compostos, reduziu em aproximadamente 60% a acdo trombina-simile do
veneno (Figura 24 A).

Resultados similares foram observados com a BbrzSP-32, no entanto, as

proporcdes de inibicdo da benzamidina sobre a acdo proteolitica foram ainda mais

67



RESULTADOS

acentuadas, alcancando uma reducdo de aproximadamente 81%. O EDTA, nas maiores

concentragdes, interferiu na atividade da enzima isolada apresentando inibicdo de
aproximadamente 36%. O PMSF foi habil em reduzir até 60% da a¢do da SP sobre o

substrato especifico para as enzimas trombina-simile (Figura 24 B).

Figura 24: Efeito dos compostos quimicos sobre a atividade do veneno de B. brazili e da BbrzSP-32
frente ao cromogénico S-2238 (para enzimas trombina-simile).
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Os compostos quimicos (Benzamidina, EDTA e PMSF) foram incubados durante 30 minutos a temperatura ambiente
com veneno de B. brazili (6 pg/mL) ou com a serinoprotease (25 pug/mL), e, em seguida, a atividade enzimatica sobre
S-2238 (gréafico A para Veneno e gréfico B para BrzSP-32) foi realizada. Benzamidina: 5 mM (coluna preta) ou 10
mM (coluna cinzenta), EDTA: 5 mM (coluna preta) ou 10 mM (coluna cinzenta), PMSF: 1 mM (coluna preta), ou 3
mM (coluna cinzenta). Dados expressos como média + DP de duas experiéncias individuais (n = 3).

A benzamidina foi habil em inibir a atividade enzimética do veneno de B. brazili
sobre o substrato cromogénico especifico para serinoproteases em aproximadamente
67%. De maneira analoga aos experimentos com substrato para enzimas trombina-
simile, o composto com menor influéncia sobre a atividade proteolitica foi 0 EDTA,
com reducdo de 35% (na maior quantidade testada). O PMSF reduziu em

aproximadamente 57% a acdo do veneno sobre o S-2288 (Figura 25 A). A BbrzSP-32
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apresentou taxas de inibicdo de até 77% apds incubacdo com benzamidina,

aproximadamente 60% por PMSF e em menor escala, por EDTA que inibiu em 37% a

atividade enzimaética (Figura 25 B).

Figura 25: Efeito dos compostos quimicos sobre a atividade do veneno de B. brazili e da BbrzSP-32
frente ao cromogénico S-2288 (para serinoprotease).
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Os compostos quimicos (Benzamidina, EDTA e PMSF) foram incubados durante 30 minutos a temperatura ambiente
com veneno de B. brazili (6 pg/mL) ou com a serinoprotease (25 pug/mL), e, em seguida, a atividade enzimatica sobre
S-2288 (gréafico A para Veneno e gréfico B para BrzSP-32) foi realizada. Benzamidina: 5 mM (coluna preta) ou 10
mM (coluna cinzenta), EDTA: 5 mM (coluna preta) ou 10 mM (coluna cinzenta), PMSF: 1 mM (coluna preta), ou 3
mM (coluna cinzenta). Dados expressos como média + DP de duas experiéncias individuais (n = 3).

4.10 Atividade Coagulante

Os resultados mostram que tanto o veneno (Figura 26 A) como a BbrzSP-32
(Figura 26 B) apresentam atividade pro-coagulante sobre plasma humano citratado,
observado de maneira dose-dependente. O grafico € expresso em concentracdo de

veneno ou SP e tempo de coagulacdo e demonstra que a DMC, definida como a
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quantidade minima de veneno/proteina necessarios para coagular 200uL de plasma

humano citratado em 60 segundos foi de 2,4 pug/mL para veneno de B. brazili e, 1,2

pg/mL para a BbrzSP-32.

Figura 26: Efeito do veneno de B. brazili e da BbrzSP-32 sobre a coagulacéo.
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Diferentes concentragdes (0,3-4,8 pug/mL) de veneno e da enzima purificada (0,6-9,6 pg/mL) foram testadas sobre
com plasma humano citratado o tempo de coagulagcdo foi monitorado utilizando Coagulémetro. As quantidades
minimas de veneno e da BbrzSP-32 (ug/mL) que coagularam o plasma em 60 segundos sdo consideradas como o
Dose Minima Coagulante (DCM). Os dados sdo expressos como média = DP de dois experimentos individuais (n =
3).

4.11 Efeito de Compostos Quimicos sobre a Atividade Coagulante

Apols determinada a DCM, foram realizados testes para avaliar a acdo de
interferéncia da benzamidina, EDTA e PMSF sobre a capacidade de coagulagdo. Para
tanto, 2,4 pg/mL de veneno de B. brazili e 1,2 pg/mL de BbrzSP-32 foram pré-
incubados por 30 minutos a temperatura ambiente com: 5 mM ou 10 mM de
benzamidina e 1 mM ou 3 mM de PMSF (inibidores de serinoproteases), ou com 5 mM

e 10mM de EDTA (inibidor de metaloprotease). Apenas a benzamidina foi capaz de
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retardar o processo de coagulacdo sobre o plasma citratado ocasionado pelo veneno de

B. brazili (Figura 27 A), aumentando o tempo de coagulacdo de 60 segundos para 110
segundos quando incubada com 5 mM e, para 150 segundos quando tratado com 10 mM
de benzamidina. A acdo coagulante da BbrzSP-32 foi afetada tanto pela benzamidina
como pelo PMSF (Figura 27 B). 5 mM de benzamidina aumentou para até 79 segundos
0 tempo de coagulacdo e 10 mM de benzamidina fez com que o tempo necessario para
que a SP coagulasse 200 pL de plasma humano citratado fosse dobrado. O EDTA nas
quantidades utilizadas ndo demonstrou nenhum efeito de reducdo das atividades
coagulantes. Também, nem o DMSO (1,0% ou 3,0% v/v, concentracdo final) nem a

solugéo salina interferiram na a¢do de coagulacdo do veneno ou da enzima isolada.

Figura 27: Efeito de inibidores sobre a atividade coagulante do plasma citratado induzida pelo
veneno de B. brazili e BbzrSP-32.
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Os inibidores foram incubados durante 30 minutos a temperatura ambiente com 2,4 ug/mL de veneno de B. brazili ou
1,2 pg/mL de BbrzSP-32 e, em seguida, ensaiada com plasma. Grupos 1: veneno de B. brazili ou BbrzSP-32
incubado NaCl (colunas pretas); Grupos 2: veneno ou BbrzSP-32 incubado com DMSO 1% (coluna cinza) ou
DMSO 3% (coluna cinza listrada); Grupos 3: veneno de B. brazili ou BbrzSP-32 incubado com benzamidina 5mm
(coluna de cinza) ou com 10mM (coluna branca); Grupos 4: veneno de B. brazili ou BbrzSP-32 incubado com
EDTA 5 mM (coluna cinza) ou com 10mm (coluna branca); Grupos 5: veneno de B. brazili ou BbrzSP-32 incubadas
com PMSF 1 mM (coluna cinza ) ou 3 mM (coluna branca). Dados expressos como média + DP de dois experimentos
individuos (n = 3). * Nivel de Significancia (p <0,05), em comparagdo com as colunas 1 e 2.
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4.12 Ensaio de Estabilidade frente a variacao de pH e Temperatura

Depois de incubada em diferentes temperaturas, a BbrzSP-32 apresentou
maiores atividades em intervalo de pH 7,5 a 8,5 e 30 a 40 °C, sendo as condicdes ideais
de reacdo estabelecidas a 37 °C e pH 7,5. As atividades foram expressas como
porcentagem de atividade sobre o substrato cromogénico S-2238 (para enzimas
trombina-simile) por valor de pH e porcentagem de atividade enzimatica sobre o
substrato cromogénico BApNA por temperatura de pré-incubacdo (Figura 28). Os
valores maximos resultantes dos ensaios foram admitidos como 100% de atividade e
serviram como base para os calculos da influéncia do pH e temperatura nas atividades
da BbrzSP-32.

Figura 28: Atividade enzimética influenciada pelo pH e pela temperatura.
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A BbrzSP-32 (2 pg) foi pré-incubada por 30 minutos com diferentes valores de pH (5,0-11,0) ou temperatura (20,
30, 37, 40, 50, 60 e 70 °C) e posteriormente as rea¢des ocorreram com diferentes cromogénicos (S-2238 para 0 ensaio
de variacdo de pH e Bapna para termoestabilidade) em tamp&o Tris-HCI 50 mM, pH 8,0 a temperatura ambiente. Os
valores maximos resultantes dos ensaios foram admitidos com 100% de atividade e serviram como base para 0s
célculos de influencia do pH e temperatura nas atividades da BbrzSP-32. Os resultados representam a média + SD
(n=3). *p<0,05 em relacdo aos controles (7,5 para pH e 37 °C para temperatura) ANOVA.
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4.13 Agregacdo Plaquetaria

A avaliagdo da BbrzSP-32 sobre plaquetas lavadas foi monitorada
turbidimetricamente. Diferentes concentragdes da SP foram incubadas com PL durante
5 minutos sob agitacdo a 37 °C e o processo de agregacdo foi desencadeado por adi¢édo
de colageno. Os resultados demonstraram que a BbrzSP-32 ndo induz nem interfere na
agregacao de plaquetas lavadas.

4.14 Teste de Susceptibilidade de Epimastigotas de Trypanosoma cruzi

O veneno de B. brazili mostrou-se eficaz na reducdo da viabilidade celular dos
epimastigotas de T. cruzi, alcancando 100% de atividade anti-epimastigotas na
concentracdo de 12,5 pg/mL. A BbrzSP-32 apresentou no maximo 20% de atividade
anti-epimastigota sobre os T. cruzi (Figura 29). Os ensaios foram realizados buscando-
se detectar os niveis de expressdo de B galactosidade (B-Gal) medidos pela hidrolise
catalitica do CPRG. A eficacia das amostras foi demonstrada através do calculo da

porcentagem de atividade anti-epimastigota (%AE).

Figura 29: Atividade anti Trypanosoma cruzi in vitro do veneno e da BbrzSP-32.

B veneno de B. brazili

s BbrzSP-32

90

80

70

60 !

50 |

10

30

20 1 I T

10 1 :
N 7 e 62 G

Nl

Atividade anti-epimastigota (%)

pg de Veneno bruto ou BbrzSP-32

A citotoxidade do veneno de B. brazili e da BbrzSP-32 sobre as formas epimastigotas de T. cruzi foi testada frente a
incubacdo com diferentes doses de BbrzSP-32 ou veneno de B. brazili. Apds a incubacdo a 28°C durante 72 horas, foi
realizada a adi¢do de 50puL de solugéo de CPRG e decorridas 6 horas (37°C) a leitura foi aferida a 595 nm, buscando-
se detectar os niveis de expressdo de B galactosidade (B-Gal) medidos pela hidrolise catalitica do CPRG. A eficacia
de cada amostra foi demonstrada através do calculo da porcentagem de atividade anti-epimastigota (%AE).
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4.15 Teste de Susceptibilidade de Promastigota de L. infantum

Apos incubagdo de promastigotas de L. infantum com veneno de B. brazili ou
com BpirSP-32, pode-se verificar uma reducéo significativa na viabilidade dos referidos
protozoarios. A porcentagem de L. infantum viavel, ap6s a incubacdo com 100ug de
veneno, foi de aproximadamente 20%, ou seja, 0 veneno apresentou citotoxidade sobre
0s promastigotas de L. infantum de até 80%. A BbrzSP-32 apresentou até 39% de
atividade anti-promastigota (Figura 30). O gréafico foi expresso em atividade de inibigédo

do crescimento de promastigotas (%AP) por quantidade de veneno/enzima utilizados.

Figura 30: Atividade Anti promastigota de Leishmania infantum do veneno e da BbrzSP-32.
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A citotoxidade do veneno de B. brazili e da BbrzSP-32 sobre as formas promastigotas de L. infantum foi testada
frente & incubacéo com diferentes doses de BbrzSP-32 ou veneno de B. brazili. Ap6s a incubagéo a 26°C durante 72
horas, foi realizada a adi¢do de 20pL de uma solucéo 2,5 mM de resazurina e a redugdo-oxidagdo foi quantificada a
570 e 595 nm A eficécia de cada amostra foi demonstrada através do calculo da porcentagem de atividade anti-
epimastigota (%AE). O grafico foi expresso em porcentagem de atividade anti-promastigota (%AP) por quantidade
de veneno/enzima utilizados.
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4.16 Atividades antibacterianas e antibiofilme in vitro

Apobs a formacdo de biofilme, a BbrzSP-32 (500 pg/mL) foi incubada e sua
capacidade em destruir biofilmes pré-formados, bem como, sua atividade antibacteriana

contra esses microrganismos foi avaliada espectrofotometricamente.

A BbrzSP-32 mostrou-se habil em reduzir a viabilidade de bactérias patogénicas
da espécie S. epidermidis, bem como, reduziu significativamente a formacdo de
biofilme produzido pela bactéria. Mostrou-se ainda mais eficiente que o antibiotico

utilizado como controle no que tange a acao sobre o biofilme (Figura 31).

Figura 31: Atividade do veneno de B. brazili e da BbrzSP-32 frente a Staphylococcus epidermidis
ATCC 35984 e Biofilme formado pela mesma.
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A avaliacdo da interferéncia da BbrzSP-32 (500 pg/mL) no crescimento de Staphylococcus epidermidis foi realizada
pela diferenca de inicial (t = 0 h) e final (t = 24 h), ap6s incubagdo com as substancias, em unidade de absorbancia a
600 nm e a avaliagdo do potencial da enzima em reduzir o biofilme pré-formado foi avaliado em 570nm. O
antibidtico utilizado foi Rifampicina (6pg / mL). #Estatisticamente significante quando comparado ao estéril.
*Estatisticamente significante quando comparado ao néo tratado (p<0,05).
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A enzima ndo mostrou interferéncia significativa sobre o crescimento de P.

aeruginosa ATCC 27853 nem degradou o biofilme produzido pela supracitada espécie,
apresentando resultados semelhantes as amostras controle (sem tratamento) (Figura 32).

Figura 32: Comparacéao da acdo de antibiotico controle e da BbrzSP-32 frente a Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853 e Biofilme formado pela mesma.
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A avaliacdo da interferéncia da BbrzSP-32 (500 pg/mL) no crescimento de Pseudomonas aeruginosa foi realizada
pela diferenca de inicial (t = 0 h) e final (t = 24 h), ap6s incubagdo com as substancias, em unidade de absorbancia a
600 nm e a avaliagdo do potencial da enzima em reduzir o biofilme pré-formado foi avaliado em 570nm. O
antibiotico utilizado foi Gentamicina (6ug / mL). # Estatisticamente significante quando comparado ao estéril. *
Estatisticamente significante quando comparado ao ndo tratado (p<0,05).
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5 DISCUSSAO

A natureza ¢ uma fonte incomensuravel de produtos quimicos com potenciais
para aplicacBes biotecnoldgicas (CALVETE; JUAREZ; SANZ, 2007; CALDERON et
al., 2009; VONK et al., 2011). Comparado a esse elevado potencial, as pesquisas de
base ainda deixam a desejar no que dizem respeito ao quantitativo de profissionais
atuando na area de prospeccao biotecnoldgica, bem como, ao investimento dispendido

nessas pesquisas.

Diversas convencbGes sdo realizadas no intuito de propor medidas
conservacionistas, porém, até entdo, sem éxito global. Na realidade, o que se observa
sdo as constantes degradacfes com consequente perda de biodiversidade (MYERS et
al., 2000; BUTCHART et al.,, 2010). Porém, ainda existem diversas areas pouco
conhecidas e que possuem potencial biotecnoldgico, denominadas hotspots, com
necessidade de ampliagdes conservacionistas antes que nao haja mais disponibilidade de
material para estudos (JEPSON; CANNEY, 2001; TAN; GYLLENHAAL,
SOEJARTO, 2006).

Com frequéncia diversos artigos relatam o uso da biodiversidade como potencial
para a descoberta de novos farmacos (CHAPIN et al.,, 2000; CHIVIAN, 2002;
ALBUQUERQUE; HANAZAKI, 2006; ALVES; ROSA, 2006; KINI, 2006;
CALVETE; JUAREZ; SANZ, 2007; CYRANOSKI, 2007; BARREIRO; BOLZANI,
2009; WARRELL, 2010; BUTCHART et al., 2010; SAJEVIC; LEONARDI; KRI??AJ,
2011; TRENTIN et al., 2011; VONK et al., 2011; KOH; KINI, 2012; JAIN; KUMAR,
2012). Dessa maneira, estudos com componentes que possuam futuras aplicabilidades
sdo de extrema importancia, justificando o estudo de compostos oriundos da natureza,

tais como as toxinas animais.
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5.1 Isolamento e Caracterizagcdo bioquimica e Estrutural

A BpirSP-32, previamente isolada em elevado grau de pureza apés trés passos
cromatograficos (exclusdo molecular, afinidade e fase reversa) por Zaqueo e
colaboradores (2014), teve suas estruturas primaria e terciaria elucidadas. Além disso,
foi realizado o isolamento da primeira serinoprotease proveniente do veneno da serpente
B. brazili obtida depois de duas etapas cromatograficas (afinidade e fase reversa)
(Figura 12 e Figura 14).

As técnicas cromatogréaficas sob alta pressédo estdo entre os procedimentos mais
atualizados para o fracionamento de venenos de viperideos e, podem, ser aplicadas de
maneira Gnica ou conjugadas, guiadas em funcdo das caracteristicas bioquimicas e/ou

funcionais das proteinas que se pretende isolar (STABELI et al., 2012).

Geralmente, sdo necessarias mais de trés etapas cromatograficas para a obtencao
de proteinas dessa classe de enzimas em elevado grau de pureza (KOH; CHUNG; KIM,
2001; VIEIRA et al., 2004; COSTA et al., 2007; MAGALHAES et al., 2007; PONCE-
SOTO et al., 2007; GUEDES et al., 2008; LIU et al., 2008; OLIVEIRA-CARVALHO
et al., 2008; PEREZ et al., 2008; SANT’ ANA et al., 2008; TAN, 2010; VILCA-
QUISPE et al., 2010; MENALDO et al., 2012; ZAQUEO et al., 2014). Outra exce¢do
foi descrita por Vilca-Quispe e colaboradores (2010), que isolaram, em apenas um passo
cromatografico em coluna de fase reversa, uma serinoprotease do veneno da serpente
Bothrops marajoensis, denominada de TLBm, com atividades miméticas as da

trombina.

A pureza da enzima isolada de B. brazili foi inicialmente confirmada por
eletroforese (Figura 15) e, posteriormente, por espectrometria de massa (Figura 16). O
resultado obtido apds as anélises realizadas aplicando-se a ultima metodologia auxiliou
na denominacdo da mesma. Utilizando os mesmos critérios propostos por Zaqueo e
colaboradores (2014), a serinoprotease recebeu a designacéo de BbrzSP-32: Bbrz por se
tratar de uma enzima isolado do veneno de Bothrops brazili, SP, por pertencer a classe
das serinoproteases e 32 em virtude de sua massa molecular (aproximadamente 32
kDa). A diferenca entre as massas detectadas por eletroforese (36 kDa) e

espectrometria (32.520,26 Da) deve-se, inicialmente ao fato de serem glicoproteinas e
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as disparidades de sensibilidades dos métodos aplicados. Dessa maneira, os resultados

demonstram indicios de que ambas as SPs sdo proteinas glicosiladas.

A quantidade de carboidratos é varidvel na classe de serinoproteases e essas
diferentes taxas aparentam estar relacionadas as atividades desempenhadas por esse
grupo de proteases. Uma vez que SPs com maiores quantidades de glicidios
costumeiramente apresentam maiores atividades bioldgicas. Acredita-se que esses
hidratos de carbono participem da estabilizagdo da estrutura terciaria dessas moléculas
(CASTRO et al., 2004).

Tanto a BpirSP-39 (Figura 17) como BbrzSP-32 (Figura 18) apresentaram
elevada identidade com outras SVSPs, o que pode ser corroborado pela andlise
comparativa da sequéncia N-terminal da BbrzSP-32 com outras serinoproteases de
peconhas de serpentes, demonstrando identidade de 98 % se comparada a Bothrombina,
serinoprotease isolada de B. jararaca. Além disso, a sequéncia primaria apresentou
mais de 79 % de identidade as outras SVSP de serpentes botrdpicas. Ainda, as analises
corroboraram os 73,36 % de identidade com a serinoprotease da Agkistrodon halys,
enzima usada como molde para a modelagem molecular (Tabela 2). Dados da literatura
ratificam que as SVSP sdo enzimas que apresentam elevada identidade (CASTRO et al.,
2004; KINI, 2005; COSTA et al., 2010; SERRANO, 2013).

Tabela 2: Porcentagem de similaridade entre a BbrzSP-32 e outras serinoproteases
(EC:3.4.21) de serpentes.

Espécies Nome Gl Numero  Similaridade (%)
Agkistrodon halys Thrombin 383280398 73,36
B. jararaca Bothrombin 14285806 79,48
B. atrox Batroxobin 114837 79,48
B. leucurus Leucurobin 357580550 76,42
B. jararacussu BjussuSP-1 123895619 71,62

Quando comparadas, as serinoproteases de B. brazili e B. pirajai, exibiram 74,58
% de identidade e 14,02 % dos residuos de aminoacidos apresentam similaridade. As

serinoproteases possuem varios aminoacidos em regides conservadas, corroborando
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com a elevada identidade apresentada pelas mesmas. Frequentemente, a valina é o

amino&cido inicial da sequéncia N-terminal, ou sendo substituido por um com massa
similar (isoleucina) (CASTRO et al., 2004). Ambas as proteases apresentam valina
como o primeiro aminoacido e suas sequéncias mostram-se alinhadas de forma que a
triade catalitica esteja em consonancia, de outra forma, os sitios de glicosilacdo preditos
(asparaginas) apresentam-se em regibes diferentes, por mais que haja residuo similar

nas sequéncias alinhadas (Figura 33).

Figura 33: Alinhamento entre as sequéncias de BpirSP-39 e BbrzSP-32.

BpirSP-39 VIGGDECEINEHRFLVALYGKRSRGYFCGLTLINQEWVLTAAECDRKNFRIYLGIHTRKV 60
BbrzsSpP-32 VIGGDECNINEHRFLVALYKS——HGYFCGLTLINQEWVLTAAECDRRFMRIYLGIHTRKV 60

kkkKhkkkhkkkhAkkkhkkk Kk k kK k% e kA KKk A A KA KA KA AR AKX XA KX KKKk o e kk Kk kR Kk kKR Kk kK

BpirSP-39
BbrzSP-32

BpirSP-39

LNEDEQTR-—-—--- FLCPHGKKDDVLEKDIMLIRLDSPVSNSEHIAPLSLPSSPPSVGSVC
LNEDEQTRYPKEKFICPN——KNVITEKDIMLIRLDSPVSHSEHIAPLSLPSSPPSVGSVC

Kk k kK Kk kK * o Kk Kk * . e KK KAKAKAAKAAAAA A A A A A A A A A XA A XA A AKX XA XXk %

RIMGWGTISPT-KTNPDVPHCANINLLDDAVCRAAYPELPAE--YRTLCAGILQGGIDSC

115
120

172

BbrzSP-32 RIMGWGTITP—SKTHPDVPHCANINLLDDAVCREAYAVDPAKT————LCAGILQGGIDSC 180

kkkKhkKkKkKhKk ok kAkkkhkkkkhkhAkkhkkAkkkkkkk kkkkxkkhkkkxk (% * Kk . kkkkhkKkkhkkk kK )%k

BpirSP-39 KGGD§————LCNGQFQGLLSWGSKVCAQPRLKPALYTKVSDYTEWIKSIIAGNTDVTCPP 224
BbrzSP-32 KGGD§GGPLICNGQFQGIVGS——DPCAEPRLKPAIYTKVFDYLDRERSIIAGNTAAACPP 240

* Kk k kK e kA KkKA A KK o o hkekhkkkhkkhhkkoekkhkhkt *k o e kA kK KKk K « kK Kk

Asterisco (*) indica aminoacidos idénticos; dois pontos (:) indica conservacdo entre grupos de propriedades
fortemente semelhantes; espaco () conservagdo entre grupos de propriedades fracamente semelhantes. "-" significa
um residuo de aminoacido desconhecido, os residuos H, D e S destacados fazem parte da triade catalitica das enzimas
e 0s N correspondem aos sitios de glicosilagdo preditos.

O metodo utilizado para a elucidacéo da estrutura primaria € eficaz, no entanto,
provavelmente devido a carga liquida negativa dos fragmentos, houve supressao na
analise MS/MS resultando em algumas lacunas nas duas sequéncias elucidadas, que
resultaram em um prejuizo inicial na obtengdo da sequéncia completa de amino&cidos.
Para tanto, a modelagem, que é uma ferramenta de bioinformatica que visa, além de

prever a estrutura tridimensional, elucidar os aminoacidos que ndo foram identificados
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durante o processo de sequenciamento proteico, foi realizada. Desta forma, as lacunas

das serinoproteases foram preenchidas por homologia com uma enzima da mesma
classe, isolada do veneno de Agkistrodon halys (PDB ID: 4E7N) (ZHENG et al., 2013).
Esta abordagem apresenta resultados satisfatorios, com base no pressuposto que as
estruturas terciarias das proteinas (molde e sequéncia elucidada) séo semelhantes se as

suas sequéncias estdo relacionadas (KROEMER et al., 1996).

Os ensaios de validagdo da SP de Agkistrodon halys como modelo estrutural
para a modelagem da BpirSP-39 (Figura 9 A e B) e da BbrzSP-32 demonstraram
reduzidas variagdes média das estrutura das proteinas. Esses dados indicam um elevado
nivel de estabilidade para ambos modelos gerados (RANGWALA; KARYPIS, 2008),
demonstrando a elevada qualidade dos modelos tridimensionais gerados.

A metodologia de modelagem aplicada na execucdo do trabalho mostrou-se
eficaz, uma vez que, a porcentagem de residuos presentes nas regiGes permitidas,
analisados por meio dos graficos de Ramachandran (RAMACHANDRAN;
RAMAKRISHNAN; SASISEKHARAN, 1963), que € um dos melhores guias de
controle da qualidade estereoquimica de um modelo de proteina, demonstraram que
para a Bpirsp-39 81,3% dos residuos estdo localizados em regides permitidas e, apenas,
4,3% em regides desfavoréveis e a qualidade do modelo da BbrzSP-39 foi ainda
superior, apresentando 90,8% dos aminoacidos em regiGes favoraveis. Ambos o0s
modelos foram submetidos a testes de qualidade e comprovado que os aminoacidos que
se encontram em locais desfavoraveis, de acordo com a predicdo, estdo localizados em
regides de alca, conhecidas por apresentarem relativa dificuldade nos processos de
modelagem (SANTOS FILHO; BICCA DE ALENCASTRO, 2003).

Apbs anélise da modelagem, pode-se verificar que as duas enzimas podem
assumir a forma de proteinas globulares com duas estruturas secundarias externas em o-
hélice, folhas-B antiparalelas formando dois barris, além de 12 cisteinas formando 6
pontes dissulfeto e a triade catalitica caracteristica do grupo de TLEs (Figura 11e Figura
19). No modelo da BbrzSP-32 foi ainda demonstrado os dois sitios de liga¢des dos
oligossacarideos (asparaginas 96 e 138). Os resultados estdo em consonancia com
trabalhos que elucidaram a estrutura tridimensional por cristalografia (ZHU et al.,
2005).
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5.2 Caracterizacdo Enzimatica

Com a realizacdo da atividade fibrinogenolitica, pode ser constatado que a
BbrzSP-32 é uma enzima a-fibrinogenolitica, pois age sobre a cadeias a do
fibrinogénio, podendo ser avaliado em SDS-PAGE que a degradagdo da cadeia o ¢é
iniciada em aproximadamente 10 minutos ap6s a incubacdo da BbrzSP-32 com o
fibrinogénio bovino (Figura 20). Com relacdo a BpirSP-39, o ensaio fibrinogenolitico
ndo foi realizado, no entanto, por induzir a degradagdo de solugéo de fibrinogénio
formando um rede de fibrina estavel, devido a ativacdo do fator XIII, ha fortes indicios
que a enzima é capaz de clivar ao menos as cadeias a e 3 do fibrinogénio. Portanto, com
base nos resultados, os indicios sugerem que a BpirSP-39 seja uma SVTLE-AB
(ZAQUEO et al., 2014) e, a BbrzSP-32, uma SVTLE-A.

Algumas serinoproteases de venenos de serpentes agem preferencialmente sobre
a cadeia o do fibrinogénio, outras sobre a cadeia B, e existem ainda SPs que degradam
ambas cadeias sem preferéncia (SWENSON; MARKLAND, 2005). Possivelmente, por
se tratarem de enzimas, a concentragdo das mesmas e 0 tempo de incubagdo também séo

variaveis importantes a se avaliar.

Quando apenas um dos fibrinopeptideos é clivado e ndo ha conversao do fator
X111 em Xllla, sua forma ativa (que catalisa a unido dos monomeros de fibrina), a rede
de fibrina formada sofrer& polimerizagdo limitada, ndo sendo estabilizada e, facilmente
solubilizada pelo organismo do animal (BRAUD; BON; WISNER, 2000). A maioria
das SVSPs ndo ativam o fator Xl da cascata de coagulacdo, porém, ja foram descritas
serinoproteases capazes de degradar ambas as cadeias do fibrinogénio (a0 mesmo
tempo, sem especificidade por uma) e apo6s longos periodos de incubacdo, também
demonstrando a capacidade de degradar a cadeia y do fibrinogénio. Este é 0 caso da
trombocetina, uma serinoprotease isolada da serpente B. atrox (NIEWIAROWSKI et
al., 1979) e da Cerastocytina, SP de Cerastes cerastes que conseguem ativar o fator
X111, no entanto, apresentam-se menos ativas que a trombina no processo de inducdo da
coagulacgdo plasméatica (MARRAKCHI et al., 1997).

A BbrzSP-32, possui acdo fibrinolitica (Figura 21). Outro dado interessante
deste resultado é que a serinoprotease ndo é a Unica enzima presente no veneno de B.

brazili que apresenta essa atividade, pois a primeira unidade amostral utilizada (1 pg de
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enzima pura) apresenta 3,13 % mais serinoprotease que o0s 40 ug de veneno de B. brazili

e, ainda assim, a agdo fibrinolitica observada foi maior no veneno. Porém, o veneno,
mesmo em maior quantidade, ndo foi capaz de degradar mais codgulo de fibrina que 0s
8 ug de BbrzSP-32, ainda havendo, no veneno, outras proteinas que possuem atividade
fibrinolitica como € o caso das metaloproteases (KAYANO et al., 2015). Desta maneira,
fica evidente que a agdo fibrinolitica, estd intimamente relacionada com a presenca de
enzimas da classe das serinoproteases, mas ndo apenas a elas. Ou ainda, que existe

sinergismo entre componentes no veneno levando a uma acéo fibrinolitica mais eficaz.

Assim como a BbrzSP-32, muitas das serinoproteases apresentam as
caracteristicas:  fibrinogenoliticas e fibrinoliticas, e sdo classificadas em
fibrina(ogeno)liticas. Segundo Swenson e Markland (2005) pequenas alteracdes na
sequéncia ou estrutura dessas proteinas tém elevado impacto na classificacdo das

mesmas.

A BbrzSP-32 possui acdo trombolitica (Figura 22), porém, aparenta possuir
maior atividade fibrinolitica (Figura 21). Trés hipdteses podem ser levantadas: (i) pode
haver necessidade de um maior tempo de reacdo para a dissolu¢do do codgulo, uma vez
que, com o maior tempo de incubacdo a dissolucdo foi mais representativa (ii) a
BbrzSP-32 possivelmente apresente menor atividade sobre codgulos, ou ainda seja
inibida por componentes da cascata da coagulagdo (iii) devem haver outros
componentes no veneno que induzem a agdo trombolitica, ou ainda, a acdo sinérgica
entre componentes do veneno e/ou da cascata, consome o coagulo com maior eficiéncia

quando comparado apenas a acdo da BbrzSP-32.

Componentes do veneno podem converter o plasminogénio em plasmina, e, essa
por sua vez, é capaz de degradar os coagulos sanguineos. E importante ressaltar que o
maior constituinte do trombo € a fibrina, porém, com o teste trombolitico existem outras
variaveis relacionadas a cascata de coagulacdo e essas podem estar deflagrando a acdo
de degradacéo do trombo (HART; SPANNAGL, 2014).

A BbrzSP-32, além de apresentar as atividades fibrinogenolitica, fibrinolitica e
trombolitica, é capaz de degradar gelatina. Na Figura 23 é possivel perceber que o
padrdo de migracdo da proteina foi dificultado, isso ocorreu em virtude da incompleta

desnaturacdo da amostra, o que dificulta a absorcéo do SDS pela cadeia de aminoacidos.
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Uma vez que a proteina continue mantendo sua estrutura terciaria, uma menor

quantidade desse detergente i6nico conseguira se ligar aos residuos de aminoé&cidos,
resultando em uma menor quantidade de carga negativa junto a amostra e,
consequentemente, a migracdo da proteina ao polo positivo ndo ocorrera da mesma
maneira que quando desnaturada (SCHAGGER, 2006). Essa técnica de zimografia
demostra a capacidade da enzima em degradar gelatina (SNOEK-VAN BEURDEN;
VON DEN HOFF, 2005).

As atividades proteoliticas do veneno de B. brazili e da BbrzSP-32 (Figura 24 e
Figura 25) foram reduzidas por PMSF e benzamidina (inibidores classicos de
serinoproteases) e, em menor quantidade, por EDTA (inibidor de metaloproteases). A
reducdo de atividade verificada pela incubacdo do veneno com benzamidina e PMSF
demonstrou que as serinoproteases possuem importante papel na degradacdo dos
substratos S-2238 e S-2288 ocasionadas pelo veneno, sendo essa reducdo maior que
45% para ambos 0s substratos, em todas as concentracOes testadas; apresentando uma
relacdo entre 0 aumento da quantidade de PMSF com consequente reducdo das acgoes
proteoliticas da enzima (Figura 24 e Figura 25). As porcentagens de reducdo de
atividade tanto do veneno quanto da serinoprotease, sobre os substratos (S-2238 e S-

2288), foram bem similares.

O Acido Etileno Diamino Tetracético (EDTA) é um quelante de grupos
prostéticos de cations divalentes (NOWACK; FEDERAL, 2002), que exibe uma baixa
acao, quando comparado aos inibidores especificos de serinoproteases. Aparentemente,
algum componente de natureza ndo-proteica pode influenciar na atividade da BbrzSP-
32. Estudos adicionais sdo necessarios para verificar essa hipotese (Figura 24 e Figura
25). O que ndo é comum para essa classe de enzimas, como verificado por Menaldo e
colaboradores (2012) que isolaram e caracterizaram duas isoformas de serinoprotease
do veneno de B. pirajai as quais ndo apresentaram reducdo de suas atividades sobre
substrato S-2238, além de ndo sofrerem alteragdo em suas atividades esterasicas apds
incubagdo com o mesmo inibidor. Resultados semelhantes aos de Menaldo e
colaboradores (2012) foram relatado por Sant’Ana e colaboradores (2008). Esses
autores ndo verificaram alteracdo na capacidade coagulante nem fibrinogenolitica da

enzima BjussuSP-I, apos incubacdo com EDTA.
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Os inibidores de protease sdao amplamente utilizados para prevenir a indesejavel

degradacdo de proteinas durante o os processos de isolamento e podem ser amplamente
classificados em dois grupos, com base no mecanismo de ag&do: os que se ligam de
maneira ndo covalente aos aminoacidos que compdem o sitio enzimatico, podendo ser
reversiveis; e 0s que se ligam covalentemente ao local ativo da serinoproteases ou
atuando como alostéricos, modificando-as irreversivelmente e, consequentemente,
tornando-as inativas (SHARMA; RADHA KISHAN, 2011).

O PMSF € um exemplo de inibidor que possui capacidade de se ligar de maneira
covalente aos residuos de serina do sitio catalitico das serinoproteases, tornando-as
inativas, o que pode ser confirmado pelos ensaios proteoliticos sobre substratos
cromogeénicos S-2238 e S-2288 e, sobre a atividade coagulante.

Geralmente, as serinoproteases de peconhas de serpentes ndo sdo sensiveis a
acao de inibidores enddgenos, as serpinas, como a antitrombina-Ill e a aprotinina
(SERRANO; MAROUN, 2005; SERRANO, 2013).

A proteina purificada do veneno de B. brazili, € uma serinoprotease que
apresenta elevada atividade coagulante sobre o plasma citratado. Em diferentes
concentracdes, a enzima foi capaz de induzir esta coagulacdo. Essa atividade foi
confirmada através de analise dose-resposta realizada para obtencdo da dose coagulante

minima sobre o plasma (DCM) determinada em 1,2 pg de proteina (Figura 26).

A maioria das serinoproteases descritas até 0 momento apresenta capacidade
coagulante. Algumas apresentam essa atividade reduzida, geralmente tratando-se de
glicoproteinas com baixa taxa de glicidios (WHITE, 2005; PONCE-SOTO et al., 2007;
COSTA et al., 2010). H& apenas um grupo de serinoproteases cataliticamente inativas
(WU et al., 2008), e neste grupo, a auséncia de atividade enzimatica deve-se a

substituicdo da Histidina presente na triade catalitica por uma Arginina na posicao 53.

A atividade de coagulagdo in vitro dos venenos da familia Viperidae esta
associada a grupos especificos de proteases: as serinoproteases e as metaloproteases. Os
ensaios de inibicdo foram realizados usando PMSF, benzamidina (inibidores
caracteristicos de serinoproteases, irreversivel e reversivel, respectivamente) ou EDTA
(inibidor caracteristico de metaloproteases) (SMITH; CUSUMANO; BABBS, 1990).
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Diferente do observado com relacdo as atividades sobre substratos

cromogénicos, o EDTA n&o apresentou qualquer interferéncia na capacidade
coagulante, nem do veneno de B. brazili nem da BbrsSP-32. Com relacdo ao processo
de coagulacéo sobre o plasma citratado ocasionado pelo veneno de B. brazili, apenas a
benzamidina foi capaz de retarda-lo, demonstrando que, existem outros componentes no

veneno bruto que induzem a referida atividade.

As atividades coagulantes da BbrzSP-32 foram significativamente reduzidas
apos incubacdo da enzima com seus inibidores classicos (benzamidina e PMSF),
corroborando seu status de serinoprotease (Figura 27). O PMSF induziu a uma maior
reducdo na atividade coagulante, mesmo sendo utilizado em menores quantidades que
os demais inibidores, o0 que se deve ao fato de ser um inibidor irreversivel. Menaldo e
colaboradores (2012) demonstraram que duas serinoproteases isoladas de B. pirajai
tiveram suas atividades coagulantes, fibrinogenoliticas e esterasicas reduzidas apés
incubacdo com PMSF, benzamidina e leupeptina, porém o PMSF influenciou em menor
grau a atividade da BpirSP41, os autores propuseram que, possivelmente, por essa ser a
enzima com maior quantidade de N-glicanas, essas poderiam conferir uma certa

protecao ao residuo serina do sitio ativo.

Finalizando os resultados de caracterizacdo enzimatica, a BrzSP-32 foi testada
quanto a sua estabilidades frente a variacdo de fatores que podem levar a um processo
de degradacdo da molécula proteica. A classe das serinoproteases € conhecida por
possuir enzimas com elevada capacidade em resistir a variacdes de temperatura e pH
(Figura 28), outras enzimas, como as metaloproteases sdo rapidamente inativadas
quando expostas a pHs alcalinos ou éacidos e/ou elevadas temperaturas (SWENSON;
MARKLAND, 2005).

Com relacdo as SPs, a estabilidade deve-se ao fato destas possuirem 12 residuos
de cisteina que formam 6 pontes dissulfeto (frequentemente entre os pares 22-157, 42-
58, 91-250, 136-201, 168-182 e 191-220) (CASTRO et al., 2004), conferindo dessa
maneira, uma resisténcia em sua estrutura tridimensional. As maiores atividades da
enzima encontram-se em pH e temperatura préximos aos do corpo de suas presas. Estes
eventos que podem estar relacionados ao fato de seus alimentos serem pecilotérmicas ou
endotérmicas, ou seja, no caso das primeiras (pecilotérmicas), terem a temperatura

corporal controlada pela temperatura ambiental e, no caso das segundas, possuirem
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temperatura média de 37 °C. Além disso, os tipos de presas possuem pH fisiologico em

torno de 7,4. Sendo assim, teoricamente, essas proteinas estariam com maior atividade

enzimatica quando inoculadas em suas vitimas.

A BbrzSP-32, nas concentracOes testadas, ndo foi capaz de induzir ou inibir a
agregacao plaquetaria, assim como a BjussuSP-I de B. jararacussu (SANT’ ANA et al.,
2008) e divergindo da maioria das SVSPs que frequentemente possuem atividade sobre
a agregacdo plaquetéria. Dentre as SVSPs que atuam sobre a agregacao plaquetéria, ndo
existe um consenso de agdo, cada grupo enzimatico possui particularidades quanto ao
mecanismo de ativacdo das plaquetas. Algumas agem de maneira analoga a trombina,
ou seja, independente do fibrinogénio (SERRANO et al., 1995), outras, ja necessitam da
presenca do fibrinogénio para que a agregagéo ocorra (VILCA-QUISPE et al., 2010).

5.3 Prospeccdo Biotecnoldgica

Na atualidade, ainda existem doencas relacionadas as condi¢des de pobreza, bem
como, contribuindo para a manutencdo do quadro de desigualdade, uma vez que
representam forte entrave ao desenvolvimento dos paises. Embora seja reportado um
aumento no numero de drogas desenvolvidas para o combate das referidas doencas,
ainda ha necessidade significativa de investimentos na area (MAN et al., 2008;
COHEN; DIBNER; WILSON, 2010). A essas doencas é alcunhado o termo Doencas
Negligenciadas (FEASEY et al., 2010; BROADBENT, 2011). Em 2012, a Fundacdo
Oswaldo Cruz anunciou a assinatura de um acordo colaborativo para o desenvolvimento
de novos medicamentos e vacinas para doencas negligenciadas tipicas das regides
tropicais (VAN DER VAART et al, 2012). Dentre essas destacam-se trés
protozoonoses tidas como extremamente negligenciadas: a Leishmaniose Visceral
(tendo as espécies Leishmania donovani, Leishmania infantum e Leishmania chagasi
como agentes etiolégicos), a Doenca de Chagas (Trypanossoma cruzi) e a Doenca do
Sono (T. gambiensis) (WHO, 2013).

O interesse biotecnolégico das proteinas de venenos de serpentes é justificado
pela possivel aplicabilidade clinica (KOH; ARMUGAM; JEYASEELAN, 2006;
CALVETE; JUAREZ; SANZ, 2007).
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As principais protozoonoses brasileiras causadas pelos protozoarios flagelados

sdo a Doenca de Chagas (T. cruzi) e as Leishmanioses (Leishmania sps) (COURA et al.,
2002; DIAS; SILVEIRA; SCHOFIELD, 2002; DA SILVA et al., 2009; DAHROUG et
al., 2010; RASSI JR; RASSI; MARIN-NETO, 2010; RASSI; MARIN-NETO, 2010).

5.3.1 BbrzSP-32 x Protozoonoses

5.3.1.1 Trypanosoma cruzi

A BbrzSP-32 foi testada quanto a sua capacidade anti-tripanossoma frente a
epimastigotas de T. cruzi, demonstrando capacidade em reduzir a viabilidade dos
mesmos. No entanto, o veneno de B. brazili apresentou atividades mais efetivas,
demonstrando que testes com outras proteinas do veneno sao promissores, uma vez que,
poderdo resultar no encontro de agentes importantes contra o protozodrio testado. Os
resultados de citotoxidade do veneno sobre os espécimes de T. cruzi apresentaram
resultados com inibicdo de até 100% das culturas de parasitos nas maiores
concentracdes de veneno testadas. Esta atividade pode estar relacionada a uma proteina

ou, mais provavelmente, a acdo sinérgica de proteinas do veneno (Figura 29).

O Trypanosoma cruzi € um protozoario parasito causador da Doenga de Chagas
(RASSI; MARIN-NETO, 2010; RASSI; MARCONDES DE REZENDE, 2012),
descrito em 1909 (RASSI; MARIN-NETO, 2010), anteriormente restrito ao meio
silvestre, que devido as devastadoras a¢6es antrdpicas sobre o meio ambiente, 0 homem
se fez inserir no ciclo de vida dos mesmos. A infeccdo chagasica humana é,
principalmente, resultante da picada do vetor hemiptero, porém, até mesmo vias de
transmissdo oral ja foram descritas (VINHAES; DIAS, 2000; DIAS, 2006; MAGNANI;
DIAS; GONTIJO, 2009).

A manifestacdo da doenca é caracterizada por uma fase aguda, seguida de fase
crbnica, que tipicamente se contemporiza por toda a vida do hospedeiro (MARIN-
NETO et al., 2007). Essa doenga € considerada um relevante problema de satde publica
em varios paises da América Latina, bem como, ao sul dos Estados Unidos, levando a
complicacdes socioeconémicas de grande extensdo e complexidade (DIAS et al.,
2009a).
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Até entdo, a quimioterapia contra a Doenca de Chagas consiste no uso de

algumas substéncias tais como Nitrofurazona, violeta de genciana como agente
profilatico em bancos de sangue, nifurtimox (Lampit® Bayer) e benzonidazol
(Rochagan® Roche). Os dois Gltimos atuam na formacdo de radicais livres e/ou
metabolitos eletrofilicos, apresentando dessa maneira, baixa especificidade de acdo em
vias bioquimicas exclusivas do parasito. Por apresentarem reduzida especificidade,
muitas vezes possuem efeitos toxicos aos pacientes, que vao desde perda de peso,
sonoléncia, manifestacdes digestivas, hipersensibilidades, parestesias e polineurite
(COURA,; DE CASTRO, 2002; DIAS, 2009; DIAS et al., 2009a, 2009b; MAYA et al.,

2010), justificando a necessidade da busca constante por novos quimioterapicos.

5.3.1.2 Leishmanioses

A BbrzSP-32 foi testada quanto a sua capacidade anti-leishmania sobre formas
promastigotas de Leishmania infantum, espécie que causa leishmaniose visceral. Essa
serinoprotease demonstrou capacidade em reduzir a viabilidade dos promastigotas da
referida espécie, e apresentou resultados similares aos do veneno de B. brazili para os
ensaios com 25 e 12,5 ug Figura 30). As leishmanioses sdo um conjunto de doencas
causadas por espécimes do género Leishmania que didaticamente, sdo divididas em dois
grupos: leishmaniose tegumentar americana (com acdo na pele e nas mucosas) e visceral
(com atividade direcionada aos 6rgdos internos) (ORGANIZATION;
LEISHMANIASES, 2010; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2010; PIGOTT et
al., 2014; READY, 2014). Essas protozoonoses afetam outros animais além do homem
e constituem um problema de sadde publica (MIRO et al., 2008;
SARIDOMICHELAKIS; KOUTINAS, 2014; SOARES; DUARTE; SOUSA, 2015).

A terapia convencional mais comumente empregada no tratamento de
acometidos por leishmanioses é embasada em farmacos antimoniais, além de outros
medicamentos, dentre as quais se destacam: pentamidina, anfotericina B, paromomicina
e miltefosine. Porém, estes possuem eficacia varidvel, custo relativamente elevado e
acentuada toxicidade (CROFT; SUNDAR; FAIRLAMB, 2006; MONZOTE, 2009;
WORLD HEALTH ORGANIZATION; WHO, 2012).
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Escassos trabalhos relatam a atividade de serinoproteases contra protozoarios.

De outra maneira, diversos artigos relatam a atividade do veneno e de proteinas isoladas
frente a uma gama variada de microrganismos. Em 1994, Fernandez-Gomes e
colaboradores compararam a atividade do veneno de Cerastes cerastes, Naja haje e
Vipera lebetina, sobre o crescimento de T. cruzi e L. infantum in vitro e compararam a
benzonidazol (FERNANDEZ-GOMEZ et al., 1994). Goncalves e colaboradores (2002)
demonstraram que o veneno de Bothrops jararaca foi capaz de inibir o crescimento de
promastigotas de Leishmania major e epimastigotas de T. cruzi e Deolindo e
colaboradores (2005) evidenciaram que 0 veneno bruto da mesma espécie foi capaz de
induzir os T. cruzi a morte (GONCALVES et al.,, 2002; DEOLINDO et al., 2005).
Torres e colaboradores (2010) isolaram a BleuLAAO, uma L-amino&cido oxidase do
veneno de B. leucurus que mostrou-se capaz de inibir o crescimento de S. aureus,
Leishmania sp., e T. cruzi, ademais ndo mostrou-se toxica frente a incubacdo com
macrofagos (TORRES et al., 2010).

Dentre as perspectivas do Programa Especial para Pesquisa e Treinamento em
Doencas Tropicais (TDR) da Organizacdo Mundial de Saude destaca-se a busca pelo
desenvolvimento de novos testes diagndsticos para a deteccdo de casos, bem como, a
prospeccdo de novas drogas para Tripanossomiase e Leishmanioses (DISEASE;
TRYPANOSOMIASIS, 2012), dessa maneira, trabalhos que visem o encontro de novas
ferramentas moleculares com atividades sobre protozoonoses apresentam elevado

apreco.

5.3.2 Atividade Antibacteriana e Antibiofilme da BbrzSP-32

O Dominio Bactéria € representado por microrganismos unicelulares e
procariéticos, adaptaveis a diversos tipos de ambientes. As bactérias podem ser
encontradas em dois estados béasicos de vida: como células planctonicas, ou seja, de
vida livre ou como células sésseis, constituindo biofilmes (DA SILVA TRENTIN;
GIORDANI; MACEDO, 2013).

Dessa maneira, biofilmes bacterianos sdo aglomeragcdes multicelulares de

microrganismos sobre uma superficie com estrutura tridimensional e fisioldgica
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caracteristicas, além disso, formam a base de resisténcia a muitos antibioticos e
mecanismos de defesa do hospedeiro (O’TOOLE; KAPLAN; KOLTER, 2000; OTTO,
2009).

Formam-se por uma acdo inicial de adesdo celular, que pode ocorre por Pontes
de Van der Waal, ligacdes hidrofobicas ou eletrostaticas (sendo estes reversiveis) e
processo secundario com a interacdo das células com a superficie por meio de matriz
extracelular de glicocélix (Figura 34). Quando maduros, sdo compostos por canais
cheios de fluidos, sendo estes importantes nos processos de dispersdo de nutrientes para
todas as células que congregam no biofilme e dao ao biofilme maduro, a sua estrutura
tridimensional normal. Forcas destrutivas também estéo envolvidas no destacamento de
grupos de células do biofilme, o que limita a expansdo deste e pode levar a
disseminacdo da infeccdo (O’TOOLE; KAPLAN; KOLTER, 2000; VUONG; OTTO,
2002; HALL-STOODLEY; COSTERTON; STOODLEY, 2004; OTTO, 2009). Dois
mecanismos de descolamento tém sido propostos: degradagdo enzimética do biofilme e
exopolimeros e interrupcdo da interacdo ndo covalente de moléculas de tipo detergente
(OTTO, 2009).

Os biofilmes representam um problema frente aos antibidticos convencionais,
pois resguardam alguns procariontes mesmo ap6s o uso dos medicamentos (HALL-
STOODLEY; STOODLEY, 2005). Compostos que possuem atividade reguladora do
crescimento de biofilmes (inibindo e/ou destruindo) atraem interesses biotecnoldgicos,
uma vez que podem representar uma alternativa para o tratamento de diversos carateres,

dentre elas, problemas hospitalares.
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Figura 34: Formacao de Biofilme bacteriano.
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Representacdo esquematica dos estagios, reversiveis e irreversiveis, do desenvolvimento dos biofilmes, findando com
0 processo de descolamento, adaptado de Vuong e Otto (2002) e Otto (2009).

5.3.2.1 Staphylococcus epidermidis

E uma espécie de bactéria gram-positiva que compde a flora bacteriana normal
na pele e membranas mucosas do corpo humano e por esse motivo, durante muitos anos
foi considerada como relativamente indcua. No entanto, na atualidade, pertence ao
conjunto de microrganismos patogénicos oportunistas e uma das mais importantes
causas de infecgbes hospitalares (RAHME et al., 1995; SOLOMON et al.,, 2002;
VUONG; OTTO, 2002; ROSENTHAL et al., 2008, 2010, 2012).

O grande problema relacionado a essa espécie de microrganismo deve-se ao fato
da mesma ser a mais importante causa de infeccGes nosocomiais nos Gltimos anos
devido a capacidade de produzir biofilmes (VUONG; OTTO, 2002) e por isso,
colonizar diferentes dispositivos médicos, tais como cateteres e proteses (DONLAN;
COSTERTON, 2002). Essas infecgdes geralmente comegcam com a introducdo de
bactérias a partir da pele do paciente ou dos profissionais da satde durante a inserc¢éo do
dispositivo e tém aumentado em ndmero, muito provavelmente, devido ao aumento da

utilizacdo de tais dispositivos (OTTO, 2009). A adesdo a superficies abioticas, como
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cateteres, € regida, principalmente, pelo carater hidrofobico da superficie celular
(VACHEETHASANEE et al., 1998).

A serinopotease demonstrou capacidade em reduzir a viabilidade de procariotos
da espécie S. epidermidis e, além disso, apresentou melhores resultados sobre o biofilme
produzido pelas mesmas Figura 31). As metodologias aplicadas ndo nos permitem
explicar qual a mecanismo de agdo das serinoproteases sobre os microrganismos, e

estudos posteriores auxiliardo na entendimento desses mecanismos.

5.3.2.2 Pseudomonas aeruginosa

E uma espécie de bactéria Gram-negativa muito versatil que cresce no solo,
pantanos e habitats marinhos costeiros, bem como, em tecidos de plantas e animais,
possuindo habilidade em formar biofilmes. Por suas caracteristicas e versatilidade
metabdlica pode causar infeccdes nosocomiais graves, podendo resultar em morbidade e
mortalidade significativas entre os seres humanos comprometidos (RAHME et al.,
1995; COSTERTON; STEWART; GREENBERG, 1999, 2011; STULBERG;
PENROD; BLATNY, 2002). A BbrzSP-32 ndo demonstrou atividade significativa

sobre o mesmo (Figura 32).

Diversos componentes de veneno de serpentes tém apresentado interessante
atividade microbiolégica, mostrando-se ativos sobre plasmddios, virus, bactérias,
fungos, leishmanias e células tumorais (ZIELER et al., 2001; KOH; ARMUGAM,;
JEYASEELAN, 2006; CISCOTTO et al., 2009; STUTESMAN, 2010; CALDERON et
al., 2014). Ciscotto e colaboradores (2009) evidenciaram elevada atividade inibitéria de
bactérias gram-positivas e gram-negativas nos venenos das serpentes B. jararaca e B.

jararacussu.
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5.4 Bioprospeccao

Apesar dos acidentes com serpentes apresentarem elevada acdo sobre a

motilidade e mortalidade humanas, 0s venenos desses animais mostram-se eficientes
para diversas aplicacdes terapéuticas (PAL et al., 2002; KOH; ARMUGAM,;
JEYASEELAN, 2006).

As serinoproteases, por exemplo, sdo utilizadas na clinica hd mais de 50 anos. Algumas

das principais aplicacdes sdo demonstradas na (Tabela 3).

Tabela 3: Algumas das principais aplicacBes de serinoproteases isoladas de venenos de serpentes.

Veneno de:

Nome
comercial

Aplicacédo Clinica

Referéncia

B. atrox e B. | Defibrase® [ Vitimas de trombose, infarto do [ (WU; WANG, 1989; LI; GAIl; WANG,
moojeni miocérdio, doencas vasculares | 1990; HUANG et al, 1992; WU;
periféricas, isquemia aguda e | HUANG, 2005; CAl et al., 2009)
rejeicdo de transplante renal.
Agente defibrinogenantes
B. atrox, B. | Reptilase® | Droga hemostatica e Utilizada no | (KUBISZ; SURANOVA, 1975; CARR;
moojeni e B. diagnostico de problemas no | GABRIEL; MCDONAGH, 1986;
jararaca sistema de coagulacdo sanguinea CASTRO et al., 2004)
B. atrox Vivostat® | Fabricacdo pré ou intra-operatorio | (KJAERGARD; TRUMBULL, 1998a,
de selante de fibrina autélogo. | 1998b; VELADA et al., 2002; DRAKE;
Regeneracgéo tecidual WONG, 2003; BELBOUL et al., 2004;
BUCHTA et al., 2005; SCHIPS et al.,
2006; AGREN et al., 2014)
Agkistrodon | Arwin® Agente defibrinogenantes (HESS; KEIL-KURI;  MARSHALL,
rhodostoma 1975; NEUGEBAUER, 1976; WOLF,

1976; BOHME; SCHMIDT; HUTTEL,
1978; HEIDRICH, 1978)

Existem serinoproteases isoladas de venenos de serpentes sendo aplicadas como

agentes desfibrinogenantes, como € o caso da batroxobin, isolada de B. atrox moojeni
(atual B. moojeni) (STOCKER; BARLOW, 1976) registrada sob o nome comercial

Defibrase, utilizada em pacientes vitimas de trombose, infarto do miocardio, doencas

vasculares periféricas, isquemia aguda e rejeicdo de transplante renal (STOCKER,;

FISCHER; MEIER, 1982). A mesma enzima também é empregada na preparacdo de

colas de fibrina, utilizadas como alternativa ou complemento aos processos de suturas
convencionais (DASCOMBE et al., 1997).
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A aplicacdo biotecnoldgica das serinoproteases no tratamento de trombose

venosa deve-se a (i) sua capacidade em consumir o estoque de fibrinogénio disponivel,
além disso, como citado anteriormente, por grande parte dessas, (ii) ndo ativarem o
Fator XIII, e, dessa maneira, ndo criarem redes de fibrina estaveis, (iii) por ndo serem
susceptiveis as acbes dos inibidores enddgenos, além de (iv) possuirem acgdo
trombolitica (JACKSON, 2001; MACGILLIVRAY, 2003; BLOMBACK; BARK,
2004; MOSESSON, 2005; KOH; ARMUGAM; JEYASEELAN, 2006; WOLBERG,
2007; WOLBERG; CAMPBELL, 2008; BARROS et al., 2009; JANMEY; WINER;
WEISEL, 2009).

A maneira convencional de unir tecidos apds uma lesdo é o uso de suturas, no
entanto, essa realidade vem passando por modificacGes, por diversas razdes, tais como:
demora nos processos de cicatrizacdo; incompatibilidade entre o material utilizado e o
conjunto de células lesado, dentre outros. Algumas medidas em substituicdo as suturas
ja foram utilizadas, dentre as quais destacam-se: cianoacrilatos, eficazes porem
cancerigenos, gelatina de colageno e as aplicagdes mais estudadas, estdo pautadas no
uso de colas de fibrina, também chamada de selantes de fibrina ou adesivos de tecidos
(JACKSON, 2001).

O uso comercial das serinoproteases apresenta diversas vantagens, dentre as
quais se destacam: processo de producdo rapido, facil e barato (expressdo proteica);
diversidade de aplicacdes (Tabela 3); até entdo ndo foram descritas reacdes adversas
notaveis; no caso de selantes de fibrina substituirem a trombina humana, néo
apresentando risco de transmissdo de doencas infecciosas; entre outras (BELL, 1997;
MACGILLIVRAY, 2003; BLOMBACK; BARK, 2004; MOSESSON, 2005;
WOLBERG, 2007; WOLBERG; CAMPBELL, 2008; BARROS et al., 2009; JANMEY;
WINER; WEISEL, 2009).

Neste contexto a, tanto a BpirSP-39 como a BbrzSP-32 tém a capacidade de ser
utilizada como nova ferramenta em substituicdo a trombina, pois, mimetizam muitas
caracteristicas da mesma (Tabela 4), descartando-se também a hipéGtese de
contaminages virais. Vale ressaltar que estudos realizados até 0 momento, tanto em
seres humanos, como em outros animais, ndo relatam casos de alergias relacionadas as
trombina-similes de venenos de serpentes (BARROS et al., 2009; JUAN et al., 1995;
MAN et al., 2011; SAMPAIO et al., 2007).
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Tabela 4: Comparacao entre as atividades bioldgicas da trombina com as novas serinoproteases
isoladas.

Atividades Trombina BpirSP-39 BbrzSP-32

Agregacdo de desagregacéo de plaquetas + Né&o testado 4
Retracdo do coagulo + Nd&o testado +
Ativacéo do fator XIII + + -
Degradacgao do fibrinogénio (o and ) + + Apenas o
Degradagé&o do substrato BAPNA + + +
Inibicdo por heparina + - -
Inibigdo por PMSF + + A
Inibicdo por citrato de sédio + - -
Inibigdo por EDTA + - -

Tomados em conjunto, os resultados demonstraram que duas novas isoformas de
serinoproteases do veneno de serpentes da familia Viperidae foram caracterizadas
estruturalmente: uma de Bothrops pirajai e, a outra, de B. brazili. A BbrzSP-32 possui
atividades: sobre o (i) fibrinogénio; (ii) redes de fibrina; (iii) coagulos sanguineos
humanos; (iv) gelatina; (v) cromogénicos para serinoproteases e enzimas trombina-
simile; (vi) coagulante sobre o plasma humano, sendo estas dltimas (v e vi) apenas,
significativamente, reduzidas ap0s incubacdo com inibidores classicos de trombina
(PMSF e benzamidina); além de apresentar estabilidade frente a variacdes de pH e
temperatura; ndo induz nem interfere na coagulacdo de plaquetas lavadas; possui
atividade contra os protistas Trypanosoma cruzi e Leishmania infantum, nas formas
epimastigota e promastigota, respectivamente, e demonstrou habilidades em reduzir a

viabilidade de S. epidermidis, bem como, degradar biofilme produzido pela mesma.
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6 CONCLUSOES

v A BpirSP-32 teve sua sequéncia de aminoacidos elucidada e sua estrutura

terciaria modelada;

v A primeira SP do veneno da serpente B. brazili foi isolada em apenas dois

passos cromatograficos;

v Sua massa molecular relativa é de aproximadamente 36 kDa e a absoluta de

32.520,26 Da, a enzima passou a ser denominada BbrzSP-32;

v A sequéncia da porcdo N-terminal foi comparada a de outras serinoproteases

demonstrando elevada identidade;

v A estrutura primaria da BbrzSP-32 foi estimada, possibilitando sua modelagem

molecular;

v A BbrzSP-32 possui capacidade de degradar as cadeias o de fibrinogénio

bovino;

v A nova serinoprotease é capaz de degradar fibrina e trombos de coagulo

humano;

v A BbrzSP-32 apresenta atividades proteoliticas sobre o0s substratos
cromogénicos S-2238 e S-2288, sendo essas significativamente reduzidas apos

incubacdo com benzamidina e PMSF;

v Os resultados de conservacdo da atividade frente as variacbes de pH e

temperatura mostraram-se condizentes com publicagdes para a classe da enzima;

v A enzima ndo demonstrou possuir atividade sobre agregacao/inibicédo
plaquetaria;
v A BbrzSP-32 foi habil em reduzir a viabilidade dos epimastigotas de

Trypanosoma cruzi, bem como dos promastigotas de Leishmania infantum;

v A serinoprotease em questdo reduziu a viabilidade de bactérias gram-positiva da
espécie S. epidermidis, bem como, minimizou a formagdo de biofilme produzido pela

mesma,

v Foi realizada a caracterizacdo de duas serinoproteases com promissoras

aplicagdes biotecnologicas.
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This paper presents a novel serine protease (SP) isolated from Bothrops pirajai, a venomous snake found solely in Brazil that
belongs to the Viperidae family. The identified SP, named BpirSP-39, was isolated by three chromatographic steps (size exclusion,
bioaffinity, and reverse phase chromatographies). The molecular mass of BpirSP-39 was estimated by SDS-PAGE and confirmed
by mass spectrometry (39,408.32 Da). The protein was able to form fibrin networks, which was not observed in the presence of
serine protease inhibitors, such as phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF). Furthermore, BpirSP-39 presented considerable thermal
stability and was apparently able to activate factor XIII of the blood coagulation cascade, unlike most serine proteases. BpirSP-39 was
capable of hydrolyzing different chromogenic substrates tested (S-2222, S-2302, and S-2238) while Cu®* significantly diminished
BspirSP-39 activity on the three tested substrates. The enzyme promoted platelet aggregation and also exhibited fibrinogenolytic,
fibrinolytic, gelatinolytic, and amidolytic activities. The multiple alignment showed high sequence similarity to other thrombin-like
enzymes from snake venoms. These results allow us to conclude that a new SP was isolated from Bothrops pirajai snake venom.

1. Introduction which affect the hemostatic system through different mecha-

nisms [1, 2]. Serine proteases are abundant in snake venoms,
Snake venoms have proteolytic enzymes that can be divided = particularly of the Viperidae family, and may constitute
into two main groups: metalloproteases and serine proteases, ~ up to 20% of total venom proteins. This class of enzymes
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has a highly conserved catalytic triad (His57, Aspl02, and
Serl95) [3]. Besides venomous snakes, these enzymes are
often found in many organisms such as viruses, bacteria,
and higher mammals. Serine proteases can participate in
several biological activities, such as complementing system
activation, cell differentiation and homeostasis and even prey
digestion [4-7]. This class of proteases affects different steps
of the coagulation cascade, often nonspecifically, by prote-
olytic degradation. Selectively, they can activate or inactivate
specific coagulation factors involved in platelet aggregation,
coagulation, and fibrinolysis [8].

In snake venoms, one class of serine proteases, named
snake venom thrombin-like enzymes (svILEs), possesses
coagulant activity similar to human thrombin. They convert
fibrinogen to fibrin by the cleavage of the Aa and Bf chains
[2]. Some of these enzymes are able to cleave only the « or
B chains or both chains of the fibrinogen and are therefore
known as svILE-A, svTLE-B, or svILE-AB, respectively [9].
New serine proteases are constantly being described and/or
characterized [10-13].

The aim of the present study is the isolation and biochem-
ical characterization of a new serineprotease from Bothrops
pirajai snake venom. Because it is such a rare snake and lives
in a small area of the world, little about its venom has been
described to date; these studies are limited to the purification
of (i) phospholipase A,: piratoxin-I [14], piratoxin-II and -III
(15], MP-III 4R [16], and BpirPLA,-I [17], (ii) C-type lectin:
BPL [18], (iii) LAAO: BpirLAAO-I [19] and (iv) two serine
proteases: BpirSP27 and BpirSP41 [20].

2. Materials and Methods

2.1. Isolation and Molecular Mass Determination. The identi-
fied serineprotease (BpirSP-39) was isolated after chromato-
graphic fractionation of B. pirajai venom by size exclusion,
followed by bioaffinity and reverse phase chromatographies.
So, about 40 mg of crude venom was solubilized in 1mL of
20 mM Tris-HCI pH 7.6 and centrifuged at 9000 xg for 10 min
at room temperature. The clear supernatant was applied
to a Superdex G-75 (70 x 0.9cm) column (GE Health-
care), preequilibrated with 20 mM Tris-HCI pH 7.6, and the
chromatography was carried out at a flow of 0.75 mL/min,
collecting fractions of 1 mL/tube. The elution of proteins was
monitored at 280 nm.

Fractions with coagulant activity were lyophilized, sus-
pended in 50 mM Tris-HCl pH 7.4 plus 0.5M NaCl, and
applied to a Hitrap benzamidine Fast Flow column (GE
Healthcare), previously equilibrated with 50 mM Tris-HCI
pH 74 plus 0.5M NaCl. The elution of proteins was per-
formed using 0.5M NaCl plus 10mM HCI at a flow of
ImL/min. The collected samples (1mL) were desalted and
lyophilized.

The fraction of interest was dissolved in 0.1% trifluo-
roacetic acid (TFA) and a reversed-phase high-performance
chromatography was performed using a C2/Cl18 column
(10 mm x 4.6 mm, 3 um, 120 A) (GE Healthcare), preequi-
librated with 0.1% TFA. The elution was carried out using
a linear gradient of 0-100% (99% acetonitrile plus 0.1% TFA)
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at a flow rate of 0.75 mL/min. All chromatographic steps were
performed in an Akta Purifier 10 system (GE Healthcare).

The molecular mass was estimated by 12.5% SDS-PAGE
[21] and determined by mass spectrometry in an AXIMA
TOF?® system. The mass spectrum was acquired in linear
mode, using a saturated solution of sinapinic acid as ioniza-
tion matrix.

2.2. Enzyme Activities

2.2.1. Determination of Coagulant Activity. The minimum
coagulant dose (MCD), or the amount of enzyme capable of
coagulating 200 uL of plasma in 60 sec, was determined visu-
ally using different concentrations of isolated protein (0.5—
3.0 pg) and citrated human plasma [22]. The time needed to
form fibrin networks was measured by a chronometer and the
results were expressed in percentage of seconds (1/A x 100),
where A is the average time in seconds. The action of protease
inhibitors on the purified enzyme was evaluated determining
coagulation activity after the incubation of 2 ug serinepro-
tease with heparin, citrate, ethylenediaminetetraacetic acid
(EDTA), and phenylmethanesulfonyl fluoride (PMSF) for
20 minutes at room temperature. The thermal stability of
the protease was verified by measuring coagulation activity
after preincubation of 2 ug protein at different temperatures
(-=70°C-85°C) for 30 minutes. The assays were carried out in
duplicate with n = 3.

2.2.2. Activation of Factor XIII of the Clotting Cascade. After
centrifugation of heparinized blood samples at 2205 xg for 15
minutes, 400 yL plasma was incubated with (i) 2 ug BpirSP-
39 (40 uL), or (ii) 2 pg BjussuSP-I (a serineprotease from
B. jararacussu that is not able to activate factor XIII), or
(iii) 40 uL of water, dilution the sample solution (negative
controls) and (iv) blood collected without anticoagulant (pos-
itive control) in order to evaluate the stability of the formed
fibrin network [23]. Aiming at evaluating the activation of
coagulation factor XIII, 200 uL of 10 M urea solution was
added to the clots and the samples were incubated for 48 h
at 37°C. The assays were carried out in duplicate with n = 3.

2.2.3. Activity on Synthetic Substrates. The ability of SP in
hydrolyzing chromogenic substrates (0.1 mM, final concen-
tration) S-2238 (that is suitable for thrombin-like enzymes),
S-2222 (for factor Xa) and S-2302 (for plasma kallikrein,
factor XIa and XIla), was analyzed using a Thermomax
microplate reader (Molecular Devices, Menlo Park, CA,
USA). The enzymatic reaction was monitored for 20 min.
at 37°C and A405 nm. The effective concentration (EC) was
determined as the concentration of SP (ug/mL) able to
produce an increase of 0.3/5 minutes. SP was pre-incubated
either with EDTA (20 mM), PMSF (2 mM), benzamidine
(15mM), and O-Phe (0.3 mM) for 60 min at 37°C or with
10 mM divalent cations (Cu®", Mn?**, Ba**, and Ca*") for
30 min at 37°C, and then the reaction was started by adding
substrates [24, 25].
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2.2.4. Platelet Aggregation Assays. Washed rabbit platelets
(WRP) were prepared according to the procedure described
by Fuly and coworkers [26]. Collected blood plus 5mM
EDTA was centrifuged at 360 xg for 12min at room tem-
perature, and the Platelet Rich Plasma (PRP) obtained was
further centrifuged at 1370 xg for 20 minutes. The platelet
pellets were suspended in a calcium-free Tyrode’s solution
containing 0.35% (w/v) bovine serum albumin (BSA) plus
0.1 mM EGTA (final concentration) pH 6.5 and washed twice
by centrifugation. The final pellet was then suspended in
Tyrode-BSA pH 75, without EGTA. The suspension was
adjusted to 3-4 x 10° platelets/mL and platelet aggregation
was measured by turbidimetry using a dual Whole Blood
Lumi-Aggregometer (model 490 2D, Chrono-Log Corpo-
ration). The assays were performed at 37°C in siliconized
glass cells using 200 uL of WRP, under stirring conditions,
and aggregation was triggered after preincubation for 2 min
with aliquots of SP in the presence of 1.0 mM CaCl, (final
concentration).

2.2.5. Fibrinogenolytic Activity. The fibrinogenolytic activity
of SP was determined according to Cominetti and cowork-
ers [27] with modifications. Samples of bovine fibrinogen
(10 mg/mL) were incubated with different concentrations of
enzyme (0.5-3 ug) at 37°C for 2 hours. The reactions were
stopped by adding 0.5 mM Tris-HCI pH 8.0, 20% glycerol
(v/v),4% SDS (v/v), 0.05% bromophenol blue (w/v), and 0.3%
DL-dithiothreitol (w/v), in a 1:1 proportion. After overnight
incubation, the digested fibrinogen was analyzed using 10%
SDS-PAGE.

2.2.6. Fibrinolytic Activity. Fibrinolytic activity was evalu-
ated according to the method described by Cominetti and
coworkers [27] and Chudzinski-Tavassi and Modesto [23].
First enough agarose to prepare a 0.9% gel was solubilized in
50 mM Tris-HCI pH 7.4 plus 100 mM CaCl, and heated until
melted. At a temperature of 37°C, 0.3% bovine fibrinogen,
dissolved in 50 mM Tris-HCI pH 7.4 plus 100 mM CaCl,,
and 1.2 U/mL bovine thrombin were added to the agarose
solution. Afterwards, the mixture was polymerized in a Petri
dish (0.9cm x 15cm) and the SP (5 and 10 ug in PBS),
crude venom (3 ug, positive control), and PBS (negative
control) were incubated at 37°C overnight in orifices as
previously done. The halos that formed indicating fibrinolytic
activity were analyzed by comparison to negative and positive
controls. An activity unit was defined as the quantity of
protein capable of producing a 1 mm halo on fibrin gel. The
result was expressed in millimeters.

2.2.7. Gelatinolytic Activity Assay. Gelatinolytic activity was
assessed according to the procedure described by Cominetti
and coworkers [27]. SDS-PAGE was carried out on 12.5% gel
containing 0.3% gelatin as a copolymerized substrate under
nonreducing conditions [21]. After electrophoresis, the gel
was washed twice in 0.5% Triton X-100 (v/v) for 30 min to
remove SDS and incubated in 50 mM Tris-HCI pH 8.0 plus
5mM CacCl, at 37°C for 20 h. Then, the gel was stained with

Coomassie blue R-250 and gelatinolytic activity was observed
by the presence of clear proteolytic zones.

2.2.8. Amidolytic Activity on Substrate BApNA. Amidolytic
activity was measured after incubation at 37°C for 5h of 10 ug
BpirSP-39 in 500 uL solution containing 1% N®-Benzoyl-
DL-Arginyl p-nitroanilide (BApNA) in 100 mM Tris-HCl pH
8.0. The reaction’s product was analyzed at 405 nm using a
value of 8800 M '-cm™" as the molar extinction coefficient
of p-nitroanilide. The negative control was carried out using
water plus BApNA. A unit of enzymatic activity was defined
as the quantity of enzyme capable of releasing 1umol p-
nitroanilide/min, corresponding to the increase of 0.009
absorbance units measured at A405 nm.

2.3. Sequencing Determination

2.3.1. Solution Digestion. The protein was reduced by treat-
ment with a solution of 20 mM DTT in 50 mM NH,HCO,
for 1h at 30°C and alkylated with a solution of 150 mM
iodine acetamide in 50 mM NH,HCO; for 1h at 30°C. The
sample was then digested overnight at 37°C with trypsin
(sequencing grade modified, Promega). Afterwards, tryptic
peptides were cleaned up with a Proxeon Stage tip and eluted
with 70% acetonitrile/0.1% trifluoroacetic acid. The eluted
peptides were dried in a vacuum centrifuge and resuspended
in 1% formic acid for LC-MS/MS analysis. Mass spectrometry
was performed in a nanoAcquity (Waters) HPLC coupled to
an Orbitrap Velos mass spectrometer (Thermo Scientific). An
aliquot of the tryptic digest was injected and separated in
a C18 reverse phase column (75 ymOi, 10 cm, nanoAcquity,
1.7 yum BEH column, Waters). Bound peptides were eluted
with the following gradients: 1 to 40% B in 20 minutes,
followed by 40 to 60% B in 5min; flow was 250 nL/min
(A: 0.1% formic acid in water; B: 0.1% formic acid in ace-
tonitrile). Eluted peptides were ionized in an emitter needle
(PicoTipTM, New Objective). Spray voltage applied was
1900 V. Peptide masses (1/z: 300-1700) were measured in full
scan in the Orbitrap at a resolution of 60,000 at 400 m/z. Up
to the 5 most abundant peptides (minimum intensity of 1500
counts) were selected from each MS scan and fragmented in
the HCD collision cell using a normalized collision energy
(NCE) of 40% with nitrogen as the collision gas. Fragments
were detected in the Orbitrap with a resolution of 7500
FWHM at 400 m/z. Raw data were collected using Thermo
Xcalibur (v.2.1.0.1140).

2.3.2. Database Search. Raw data were analyzed using Pro-
teome Discoverer (v.1.3.0.339) software. A search was run
with the search engine MASCOT against the NCBInr Ser-
pentes database. Also, an .mgf file was generated in Proteome
Discoverer and this file was used to search with PEAKS Studio
(v.5.3.) against the same database. After that the homology
search tool SPIDER" was used to run a tag homology
search. The search parameters were Database/Taxonomy:
NCBInr Serpentes; missed cleavage: 2; fixed modifications:
carbamidomethyl of cysteine; variable modifications: oxi-
dation of methionine and pyro-Glu (N-term Glutamine);



peptide tolerance: 10 ppm for MS spectra and 0.05Da for
MS/MS spectra; and enzyme: trypsin.

The Percolator node was used in the Proteome Discoverer
Mascot search in order to discriminate correct from incor-
rect peptide spectrum matches using the g-value (FDR) to
improve the number of confidently identified peptides at a
given false discovery rate. The results have been filtered so
only high confidence peptides (FDR < 0.01) are considered
for identification results.

2.4. BpirSP-39 Molecular Modeling and Determination of N-
Glycosylation Sites. The structural model of the BpirSP-39
from Bothrops pirajai was generated employing the threading
modeling method [28-30], which was performed using the
HHpred software [31] available at http://toolkit.tuebingen
.mpg.de/hhpred. Initially, HHpred generated 112 alignments
for BpirSP-39. The alignments were obtained using the global
mode and the gaps resulting from LC-MS/MS sequencing
were filled by homology with a thrombin-like enzyme from
Agkistrodon halys venom (PDB ID: 4E7N) [32] (selected to
construct the model of BpirSP-39). The first two gaps were
confirmed by Edman’s degradation (data not showed), and
the third and fourth gaps are justified by the large amount
of lysine which generated small fragments not detected by
LC-MS/MS. The chosen template showed the best align-
ment score (286.73) and the identity between the studied
protein sequence and the template was 67%. Potential N-
glycosylation sites of serineprotease were predicted employ-
ing NetNGlyc v.1.0, [33] available at http://www.cbs.dtu.dk/.

2.4.1. Simulation of Molecular Dynamics. After the con-
struction of the initial model, we performed simulations
of molecular dynamics (MD) of the studied protein. All
the MD parameters were equally set to the two generated
models. The MD simulations were performed employing
GROMACS (GROningenMAchine for Chemical Simulation)
v.4.5.4 software [34, 35] in Intel Xeon processor with 8 GB
RAM, operating in a CentOS 5.5 Linux operational system.
The simple point charge (SPC) model was used to represent
explicit water molecules. Protonation states of charged groups
were set according to pH 7.0 and counter ions were added
to neutralize the system. GROMOS force field [36] was
chosen to perform the MD simulation. These simulations
were performed at constant temperature and pressure in a
periodic truncated cubic box, and the minimum distance
between any atom of the protein and the box wall was 1.0 nm.
Initially, an energy minimization using the steepest
descent algorithm was performed. After that 20 ps of MD
simulation with position restraints applied to the protein
was performed at 298 K to relax the system. And finally, an
unrestrained MD simulation was performed at 298 K for 10 ns
to assess the stability of the structures. During the simulation,
temperature and pressure (1.0 bar) were maintained by an
external bath controlling heat and isotropic pressure.

2.4.2. Structural Analysis and Validation. The model gen-
erated after the MD simulation was checked using several
GROMACS structural analyses, as well as the analysis of
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Ramachandran plot generated with Rampage [37]. The
pseudo-energy profile of the models was analyzed with
Verify 3D [38, 39] available at <http://nihserver.mbi.ucla.edu/
Verify_3D/> and ProSA-web [40, 41].

3. Results

The purification of BpirSP-39 was performed using three con-
secutive chromatographic steps. The first step of the B. pirajai
venom fractionation, performed by size-exclusion molecular
chromatography on Superdex G-75, resulted in five fractions
(P1-P5) (Figure 1(a)). The peaks P-1 and P-2 were capable of
coagulating the citrated plasma and promoting proteolytic
activity, when the chromogenic substrate BApNA was used.
Since P-1 demonstrated the highest coagulant and proteolytic
activities, it was fractioned by affinity chromatography using
a benzamidine Sepharose column resulting in two peaks
(Figure 1(b)). The coagulant fraction was applied to a C2/C18
column, and after elution enzymatic activity was observed in
the first fraction (Figure 1(c)).

The relative molecular mass of SP, estimated by SDS-
PAGE 12.5%, was approximately 49 kDa (Figure 1(a)) but
when determined by mass spectrometry it was 39.408,32 Da
(Figure 1(d)). Knowing that mass spectrometry is a more
accurate method than polyacrylamide electrophoresis, the
new identified serineprotease was called BpirSP-39.

BpirSP-39 is a serineprotease that presents coagulant
activity in citrated plasma in a concentration-dependent
manner, with a minimum coagulant dose (MCD) determined
to be 1.7 ug of the protein (Figure 2(a)).

In contrast to the majority of snake venom serine
proteases [42], BpirSP-39 is apparently able to activate the
clotting cascade factor XIII and, as observed in the posi-
tive control, the fibrin network showed stability after 48 h
incubation. The clot induced by BjussuSP-I was dissolved in
less than 120 seconds which indicates that factor XIII was
not activated. The second negative control (40 uL of water)
was not able to induce a coagulation process, proving that
thrombin was neutralized by heparin and does not participate
in the coagulation induced by BpirSP-39, though for a definite
conclusion, it needs to be tested with purified factor XIII.

BpirSP-39 clotting activity was not influenced by different
thrombin inhibitors (citrate, heparin, and EDTA), which
distinguishes it from most svILEs (see Table 1). However,
BpirSP-39 clotting activity was significantly reduced after
incubation with PMSF (Figure 2(b)). BpirSP-39 also proved
to be a thermo-stable enzyme (Figure 2(c)), exhibiting high-
est activity at room temperature (25°C).

The enzyme possesses high catalytic activity on different
chromogenic substrates tested (S-2238, S-2222, and S-2302)
(Figure 2(d)); however, when incubated with Cu**, its cat-
alytic activity was diminished significantly on the three tested
substrates. While Mn** influenced the activity on substrates
S-2222 (for factor Xa) and S-2302 (for plasma kallikrein,
factor XIa and XIla), Ba®" and Ca®' had no influence on
the catalytic activity on substrate S-2238 (that is suitable for
thrombin-like enzymes) but modified the enzyme’s activity
on substrates S-2222 and S-2302. The protein was also
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at A280 nm.

capable of promoting platelet aggregation in a concentration-
dependent manner (Figure 2(f)).

The proteolytic activity of BpirSP-39 on fibrin (Figure
3(b)) demonstrates that the purified serineprotease is a
fibrinogenolytic enzyme similar to other svILEs [43]. Fur-
thermore, BpirSP-39 showed gelatinolytic activity (Figure
3(c)) and amidolytic activity on BApNA (Figure 3(d)).

The amino acid sequence of BpirSP-39 was determined by
MS/MS and showed a multiple sequence alignment between
the enzyme and other serine proteases (Figure 4). Figure 5(a)
displays the root mean squared deviation (RMSD) of the
backbone during the MD simulation and we can see that
the structure of the BpirSP-39 model was clearly stabilized
after 7500 ps. From these results, it is possible to say that
the MD simulations were important to minimize the system.

From the RMS fluctuation plot between 7500 and 10000 ps of
MD simulation (Figure 5(b)), we can note that only the loop
regions had deviation high values. The average fluctuation
of the protein structure is around 0.6 A and the maximum
fluctuation is around 1.4 A, indicating a high level of stability.
These structural findings confirm the quality of the generated
model. Figure 5(c) shows the alignment between the final
model and the chosen template, indicating that the predicted
tertiary structure was preserved during the MD simulation.
After the MD simulation, the final model presented Ver-
ify3D scores above zero for all residues, suggesting that the
conformation of individual residues was adequate. Analyzing
the Ramachandran plot of the final model, the BpirSP-39
structure shows 81.3% of the residues located at allowed
regions and only 4.3% in outlier regions (Figure 6(a)). Also,
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Results are expressed as means + SD of two individual experiments (1 = 3).

all disordered predicted residues were located at loop regions
(Figure 6(b)), suggesting that the conformation of the final
model has good stereochemical quality.

Finally, we validated the final model using the energy
profile from ProSA web server. The initial model contained
a high energy region and the final model has no region
with energy higher than 0, indicating that the MD sim-
ulation was important in improving the model’s quality
(Supplementary Material—Figure 8, available on line at
http://dx.doi.org/10.1155/2014/595186). The binding site of
the modeled serineprotease is composed of a histidine, an
asparagine, and a serine (His42, Asp86, and Ser194). Figure 7
displays the obtained model with disulfide bonds in yellow
and the catalytic triad in red. The final model presented the

same number of disulfide bonds as other snake venom serine
proteases.

Based on these results, the new identified serineprotease
mimics several thrombin characteristics (Table 2).

4, Discussion

The present report details the isolation and biochemical char-
acterization of BpriSP-39, a new thrombin-like enzyme from
Bothrops pirajai snake venom, with common procedures for
the isolation of snake venom serine proteases [44-50].

The divergences observed between the relative and
absolute mass of BpirSP-39 were also detected with other
thrombin-like proteins purified from snake venoms [51-54].
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Like the majority of serine proteases [12,13, 20, 44-48], these
differences indicate that BpirSP-39 seems to be a glycosy-
lated protein. The difference detected during electrophoretic
migration was probably caused by the carbohydrate micro-
heterogeneity of the enzyme since this fraction can vary the
weight of the serine protease up to 30%. Castro and coworkers
[9] suggest that the glycidyl domain can aid in structural
stabilization and participate in the recognition of substrates
by the enzyme.

The MCD of BpirSp-39 was 1.5 ug which is similar to
BjussuSP-I, a serineprotease isolated from the venom of
Bothrops jararacussu, a venomous snake phylogenetically
similar to Bothrops pirajai [48]. When compared to two other
serineprotease isoforms isolated and characterized from the
same species by Menaldo and coworkers [20] (BpirSP27 and
BpirSP41, with MCDs of ~3.5 pug and ~20 ug, resp.), BpirSP-
39 presented a higher coagulant potential. Other purified

serine proteases such as PA-BJ and Jararassin-I from Bothrops
jararaca venom show considerably reduced coagulant activ-
ity, with MCDs of 5 of 10 pg, respectively [55, 56].

The new isoform of serineprotease from Bothrops pirajai
is apparently able to activate factor III in XIITa. It is known
that factor XIII is a protransglutaminase activated by throm-
bin at the end of blood cascade system [57]. In plasma, factor
XIII presents two subunits. While subunit A is the active form
of the enzyme, subunit B plays the role of a carrier protein
[58]. Factor XIITa modifies the structure of the clot by forming
cross-links between the fibrin by a link & (y-glutamyl) lysine
[59] leading to increased resistance to fibrinolysis. Factor
XIIIa is also able to maintain its structure when exposed to
denaturing agents.

BpirSP-39 has clotting activity and its action was not
influenced by different thrombin inhibitors. However, this
proclotting activity was significantly reduced after incubation
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VIGGDECNINEHR FLVALYGKRSRGYFC

MVLIRVLANLLILQLSYAQRSSELVIGGDECNINEHR FLVALYK SGRFRC

MVLIRVIANLLILQVSYAQKSSELVVGGDECDINEHP FLAFLY-

SHGYFC

VIGGDECDINEHR FLAFLY- PGRFFC

VIGGNECDINEHR FLVAFFN TTGFFC

MVIGGDECDINEHR FLVAFFN TTGFFC

VLGGDECDINEHP FL-AFLY SHGYFC

GLTLINQEWVLTAAHCDR KNFRIY LGIHTR KVLNEDEQTR ------ FLCPN

GGTLINQEWVLTAAHCDR RNMEIK LGMHSK NVPNEDEQRR VPKEKF-FCDS
GLTLINQEWVLTAAHCDR RFMRIY LGIHAR SVANDDEVIR YPKEKF-ICPN
SGTLINQEWVLTVAHCDT ISMRIY LGLHTR SVPNDDEEIR YPMEKF-KCPN
GGTLINPEWVVTAAHCDS TNFQMQ LGVHSK KVLNEDEQTR NPKEKF-ICPN
GGTLINPEWVVTAAHCDS TNFQMQ LGVHSK KVLNEDEQTR NPKEKF-ICPN
GLTLINQEWVVTAAHCDS TNFQMQ LGVHSK KVLNEDEQTR NPKEKF-ICPN

GK
NK
KN
RK
KN
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KN

SPTK

KDDVLDKDIMLIR
NYTQWNKDIMLIR
MSDEKDKDIMLIR
RSYIKDKDIMLIR
NNEVLDKDIMLIK
NNEVLDKDIMLIK
S-EVLDKDIMLIK

TNPDVPHCAN

TSPN ETYPDVPHCAN
TIPN DTYPDVPHCAN
SPSK ATYPDVPHCAN
TPVK ETFPDVPYCAN
TSPN VTIPGVPHCAN
TIPN ETYPDVPYCAN

LDSPVS NSEHIAPLSLPSSPPSVGSVCR IMGWGTI
LNSPVN NSTHIAPLSLPSNPPIVGSVCR IMGWGTI
LNRPVK NSTHIAPISLPSNPPSVGSVCR VMGWGSI
LNRPVN DSPHIAPLSLPSNPPSVGSVCH VMGWGTT
LDKPIS NSKHIAPLSLPSSPPSVGSVCR IMGWGSI
LDSPVN NSAHIAPISLPSNPPSVGSVCR VMGWGSI
LDKPIS NSKHIAPLSLPSNPPSVGSVCR IMGWGSI

INLLDDAVCR AAYPELPAEYR
INLFNYTVCH GAHAGLPATSR
INLVNDTVCR GAYKRFPAKSR
INLVNDTMCH GAYNGLPVTSR
INLLDHAVCQ AGYPELLAEYR
INILDYEVCR ATKPELPAKSR
INLVDYEVCQ GAYNGLPAKT-

TLCAGILQGGI
TLCAGVLEGGK
TLCAGVLQGGK
KFCAGVLQGGI
TLCAGIVQGGK
TLCAGILEGGK
TLCAGVLEGGK

DSCK ------- LCNGQFQG LLSWGSKVCAQP RLKPALYTK VSDYTEWIK SIIAG

DTCK
DTCV
DTCV
DTCG
DTCG
DTCV

NTDVTCPP

NTTATCPL
NKTATCPP
NTTATCPL
NTDATCPP
NTSATCPP
NTDATCPP

GDSGGPLICNGQFQG FVSWGGDPCAQP REPGVYTK
GDSGGPLICNGTFQG IVSWGGKVCARP RKPALYTK
GDSGGPLICNGQFQG IVSWGGKVCARL PRPALYTK
GDSGGPLICNGQFQG IVSYGAHPCGQG PKPGIYTN
GDSGGPLICNGQFQG IVSYGAHPCGQG PKPGIYTN
GDSGGPLICNGQFQG IVSYGAHSCGQG PKPGIYTN

VFDHLDWIQ NIIAG
VFDYLPWIQ SIIAG
VFEYLPWIQ SIIAG
VFDYTDWIQ RNIAG
VFDYTDWIQ RNIAG
VFDYTDWIQ RNIAG

FIGURE 4: Multiple sequence alignment between BpirSP-39 and other serine proteases.
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FIGURE 5: (a) RMSD versus MD simulation time for the generated model; (b) root mean squared fluctuation (RMSF) of average structure of
BpirSP-39 (between 7.5 and 10 ns of MD simulation); (c) alignment between BpirSP-39 (red) model and crystallographic template (blue).

with PMSEF, indicating that serine residues present in the
enzyme’s catalytic site participate in the proteolytic activity,
since PMSF binds covalently to reactive serine residues
present in the catalytic site [60]. Because the clotting activity
was not inhibited by heparin, a direct thrombin inhibitor,
it can be proposed that the identified protein acts as a
thrombin-like enzyme, and not as a prothrombin activator,
as is true of some snake serine proteases. If BpirSP-39 acted
indirectly, activating prothrombin, the resulting thrombin
would be inactivated by heparin preventing fibrin network
formation. In this same way, the clotting activity of Agacutase,
arecent thrombin-like enzyme isolated from Deinagkistrodon
acutus [12], was not influenced by heparin or hirudin, which
is different from BjussuSP-I, a serineprotease from Bothrops
jararacussu whose clotting ability was reduced by heparin
[48].

The BpirSP-39 showed a high thermostability similar
to BpirSP27 and BpirSP41 [20], BjussuSP-I [48], and Bar-
nettobin, a coagulant thrombin-like enzyme isolated and
characterized from Bothrops barnetti venom [10]. This data
confirms the expected results of an enzyme belonging to this
class, which possesses considerable thermal stability, differing
from metalloproteases which are quickly inactivated when
exposed to extreme variations in temperature and pH [43].

The results obtained related to the substrate S-2238 for
BpirSP-39 are similar to the data from BpirSP27 and BpirSP41

TaBLE 1: Effect of inhibitors on enzymatic activity of SP.

% inhibition of

Inhibitors

S-2238 S-2222 S-2303
Benzamidine 62+4 61+2 47 £ 1
PMSF 55+3 52+3 45+3
EDTA 75+1 15+2 5+2
O-Phe 39+2 3+1 45+2

The inhibitors in final concentration, benzamidine (15 mM), PMSF (2 mM),
EDTA (20 mM), or O-Phe (0.3 mM) were preincubated with SP (20 ug/mL)
for 60 min at 37°C; then the reaction was initiated by adding chromogenic
substrates (0.1 mM, final concentration). The reaction was monitored for
5min, as described in the Section 2 and % inhibition was measured. 100% of
the SP enzymatic activity was obtained in the absence of inhibitors for each
substrate. Results are expressed as means + SD of two individual experiments
(n=2).

[20]. These isoforms showed reduced thrombin-like activity
when incubated with Cu®*, BpirSP27 activity was influenced
by Mn**, and neither was modified when incubated with Ba**
and Ca*" (Figure 2(e)).

Concerning the enzyme’s capacity to promote platelet
aggregation, BpirSP-39 seems to be more active compared
to other isolated isoforms of the same species [20]. The
new isolated serineprotease was able to degrade fibrinogen
and induce fibrin network formation, as well as cleave the
« and 8 chains of bovine fibrinogen (Figure 3(a)). This is
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FIGURE 6: Residues located at outlier regions predicted by Ramachandran plot.

FIGURE 7: Stereoview of the final 3D model for BpirSP-39.

in contrast to other thrombin-like enzymes, which cleave
preferentially either the « or f3 fibrinogen chains, occasioning
an increase in fibrinopeptides A or B and consequently
generating abnormal blood clots [62, 63].

As for BpirSP-39’s proteolytic activity upon fibrin, gelatin,
and the amidolytic substrate BApNA, the purified serine-
protease demonstrates enzymatic activities similar to other
svTLEs [43]. It is known that the proteolytic action on
BApNA occurs between the amino acids Arg and Gly. This
confirms that BpirSP-39 possesses fibrinogenolytic action on
the o and 3 chains of fibrinogen, since the in vivo conversion
of fibrinogen to fibrin carried out by thrombin is obtained
by the cleavage of four peptide bonds in the amino terminal
regions of the polypeptide chains 2A« and 2B, which occur

between the amino acids Arg'*-Gly'” of the A« chains and
Arg"*-Gly' of the Bf chains [64].

The best template found for molecular modeling was the
structure in the PDB registered under the number 4E7N,
corresponding to a thrombin-like enzyme isolated from the
venom of the snake Agkistrodon halys. This template has
67% identity with the sequence of B. pirajai and a similarity
score of about 286.7. The literature says that templates with
percent identities above 30% are sufficient to predict the
three-dimensional structure between template-protein and
target-protein.

Two potential glycosylation sites on BpirSP-39 were
identified at positions Asn05 and Asn74 using the software
NetNGlyc (results not shown). The presence of these sites
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TaBLE 2: Comparison between thrombin and BpirSP-39 activities”.

Activities Thrombin ~ BpirSP-39
Aggregation of platelet disaggregation + Not tested
Clot retraction + Not tested
Fibrinogen clotting + +
Factor XIII activation + +
Degradation of fibrinogen (« and /) + +
Hydrolysis of BAPNA + +
Inhibition by heparin + -
Inhibition by PMSF + +
Inhibition by citrate +

Inhibition by EDTA + -

* Adapted from Niewiarowski et al., 1979 [61].
The presented data represents a summary of thrombin and BpirSP-39
activities.

is conserved in SVSPs. BpiSP-39 also showed the presence
of twelve cysteine residues, ten of which form five disulfide
bonds. The other two cysteines form a unique bridge con-
served among SVSPs, in this case, involving Cys226 found in
the C-terminal extension [55].

Medical and scientific interest in thrombin-like enzymes
has increased considerably because of their specificity when
compared to thrombin, a multifunctional enzyme [65]. These
serine proteases seem to be promising defibrinogenation
agents. The enzymes ancrod (Arwin), isolated from the
venom of Calloselasma rhodostoma, and batroxobin (Defi-
brase), isolated from B. moojeni, are being used in patients
suffering from thrombosis, myocardial infarction, peripheral
vascular diseases, acute ischemia, and renal transplant rejec-
tion [66, 67]. Ancrod has also been used as a treatment for
heparin-induced thrombocytopenia [68] without any impact
on platelets [69]. Besides that, batroxobin (isolated from
Bothrops atrox) and gyroxin, a serineprotease described by
Bacila [70] and purified by Alexander and coworkers [71]
from the venom of Crotalus durissus terrificus, are used to
prepare fibrin sealants that can be utilized in different medical
situations [72].

The fibrin sealants made by fibrinogen extracted from
large animals and thrombin-like enzymes extracted from
snake venoms were tested in both animals and humans
and have diverse advantages, such as quick, easy, and cheap
production; they have a large diversity of applications; they
are safe, since they do not produce notable adverse reactions;
and they do not use human blood or present risk of infectious
disease transmission [73].

In summary, a novel isoform of serineprotease was iso-
lated and characterized from the crude venom of the Bothrops
pirajai snake. BpirSP-39 is a thrombin-like protein. Based
on its characteristics, the enzyme could be an alternative
to thrombin in the production of fibrin sealants, such as
autologous fibrinogen. The enzyme, by itself, does not induce
viral contamination and it also shows promising use in the
treatment of clotting dysfunction.
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Snake venom toxins are related not only in detention, death and the promotion of initial digestion of prey but also
due to their different biochemical, structural and pharmacological effects they can result in new drugs. Among
these toxins snake venom serine proteases (SVSPs) should be highlighted because they are responsible for
inducing changes in physiological functions such as blood coagulation, fibrinolysis, and platelet aggregation.
This article presents the first serine protease (SP) isolated from Bothrops brazili: BbrzSP-32. The new SP showed
36 kDa of relative molecular mass and its absolute mass was confirmed by mass spectrometry as 32,520 Da. It

ls(z‘{:: ‘r,(isr'mm presents 79.48% identity when compared to other SVSPs and was able to degrade the a-chain of fibrinogen, in
Enzyme in vitro models, because of this it is considered a SVTLE-A. It showed dose-dependent activity in the process
Biotechnology of degradation of fibrin networks demonstrating greater specificity for this activity when compared to its
Viperidae thrombolytic action. BbrzSP-32 demonstrated proteolytic activity on gelatin and chromogenic substrates for

Thrombin-like serine proteases and thrombin-like enzymes (S-2288 and S-2238 respectively), besides having coagulant activity
on human plasma. After pre-incubation with PMSF and benzamidine the coagulant and proteolytic activities
on the S-2288 and S-2238 substrates were reduced. BbrzSP-32 shows stability against pH and temperature
variations, demonstrating optimum activity between 30 and 40 °C and in the pH range 7.5 to 8.5. A new SP
with potential biotechnological application was isolated.

© 2016 Elsevier Inc. All rights reserved.

1. Introduction

The composition of snake venoms results from the interaction/
action of various factors, leading to an efficient biological product and
complex nature, which has as main objective the detention, death and
the promotion of initial digestion of prey. And they deserve attention
because of their numerous proteins and peptides with different bio-
chemical, structural and pharmacological effects, acting through differ-
ent mechanisms. Some toxins from snake venoms have been widely
used as tools for functional analysis of molecular receptors on platelets

* Corresponding authors at: Fundagdo Oswaldo Cruz Rondénia, Centro de Estudos de
Biomoléculas Aplicadas a Satde, Rua da Beira, 7176, Bairro Lagoa, 76812-245 Porto
Velho, Ronddnia, Brazil.

E-mail addresses: stabeli@fiocruz.br (R.G. Stabeli), andreimar@fiocruz.br
(A.M. Soares).

http://dx.doi.org/10.1016/j.cbpa.2016.01.021
1095-6433/© 2016 Elsevier Inc. All rights reserved.

and tumor cells, to understand the mechanisms of blood coagulation,
ion channels and to understand the immune system (Calderon et al.,
2014; Du et al.,, 2002; Gutiérrez et al., 2005; Six and Dennis, 2000;
Theakston and Kamiguti, 2002).

Bothropic envenomation causes various pathophysiological disor-
ders, including systemic disorders of hemostasis related to the activing
of factor X and II, consumption of fibrinogen and inhibition of platelet
aggregation, leading to characteristic systemic symptoms (Zelanis
et al, 2007). Thus, cataloging the venom profile is an essential require-
ment to provide useful molecular tools for elucidating the mechanisms
of action of toxins, as well as antagonists searching. The structural
understanding of these agents enables changes in the structure to
build a more effective and specific therapeutic activity. Some proteins
from snake venoms are able to interact with factors of the coagulation
cascade, while others may act on platelets and other components of
the hemostatic system. And, such effects are usually attributed to serine
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proteases, metalloproteases and disintegrins of snake venoms (Cominetti
et al., 2004; Gay et al., 2005; Gutiérrez et al., 2005; Kamiguti et al., 1998).

One of the greatest relevance in the accident framework by
venomous snakes is related to blood coagulant action, which proteases
strongly participate by two independent mechanisms: activating some
factors of coagulation cascade or converting fibrinogen to fibrin, leading
to blood incoagulability, since fibrinogen was consumed (Ghorbanpur
et al., 2009). These proteases are, in general called snake venom
thrombin-like enzymes (SVTLE), because they present some functions
similar to thrombin. SVTLE belong to a class of enzymes that has in the
active site a highly conserved catalytic amino acids triad (His57,
Asp102 and Ser195) that has analogous positions to mammalian serine
proteases (Castro et al., 2004; Costa et al., 2008).

Bothrops brazili Hoge, 1954 (Brazil's Lancehead) is a rare venomous
pitviper, and information about its venom composition has been
restricted only to four myotoxins MTX-I, MTX-II (Costa et al., 2008),
BbTX K49-II PLA; and BbTX IlI-PLA; (Huancahuire-Vega et al., 2009),
one L-amino acid oxidase with cytotoxic action on cell cultures of
Staphylococcus aureus, Vibrio cholerae e Streptococcus faecalis and one
metalloproteinase (BbrzMP-I), with antiplasmodial activity (Kayano
et al,, 2015). It is worth noting that so far no serine protease has been
described in the venom of B. brazili. So, the objective of this work was
to isolate and perform a partial biochemical and enzymatic characteri-
zation of the first serine protease from B. brazili snake venom.

2. Material and methods
2.1. Isolation of BbrzSP-32

The new serine protease was isolated after chromatographic
fractionation of B. brazili venom by bioaffinity and reverse phase
chromatography. About 400 mg of crude venom was solubilized in
1 mL of 50 mM Tris-HCl pH 7.6 and centrifuged at 9,000 xg for
10 min at room temperature. The clear supernatant was applied to
Column Tricorn 10/100 packed with Benzamidine-Sepharose resin
(GE Healthcare), previously equilibrated with 50 mM Tris-HCI pH 7.6.
The elution of proteins was performed using two steps: (i) 50 mM
Tris-HCl pH 7.6 (ii) 50 mM Tris-HCl pH 7.6 plus 1 M NaCl and
(iii) 20 mM Glycine at a flow of 1 mL/min. The collected samples were
desalted in a Sephadex G-25 Superfine 5 mL columm (GE Healthcare)
and lyophilized. The enriched-fraction in coagulant activity was
lyophilized, dissolved in 0.1% trifluoroacetic acid (TFA) and a reversed-
phase high performance chromatography was performed using a
C2/C18 column (10 mm x 4.6 mm, 3 pm, 120 A) (GE Healthcare), pre-
equilibrated with 0.1% TFA. The elution was carried out in a linear gradi-
ent of 0-50% (99% acetonitrile + 0.1% TFA) at a flow rate of 0.75 mL/min.
In both chromatographies, the elution of proteins was monitored at
280 nm. All chromatographic steps were performed in an Akta Purifier
10 system (GE Healthcare), capable of controlling pressure and temper-
ature. The protein was quantified by Bradford's method (Hammond and
Kruger, 1988).

2.2. Molecular mass determination

The molecular mass was estimated by 12.5% SDS-PAGE (Laemmli,
1970) and determined by MALDI-TOF mass spectrometry using an
AXIMA TOF? system (Shimadzu/Kratus Scientific). The mass spectrum
was acquired in linear mode, using a saturated solution of sinapinic
acid as ionization matrix.

2.3. Sequencing determination

2.3.1. Solution digestion

The protein was reduced by treatment with a solution of 20 mM DTT
in 50 mM NH4HCO; for 1 h at 30 °C and alkylated with a solution of
150 mM iodine acetamide in 50 mM NH4HCOs for 1 h at 30 °C. The

sample was then digested overnight at 37 °C with trypsin (Sequencing
grade modified, Promega). Afterwards, tryptic peptides were cleaned
up with a Proxeon Stage tip and eluted with 70% acetonitrile/0.1%
trifluoroacetic acid. The eluted peptides were dried in a vacuum centri-
fuge and resuspended in 1% formic acid for LC-MS/MS analysis. Mass
spectrometry was performed in a NanoAcquity (Waters) HPLC coupled
to an OrbitrapVelos mass spectrometer (Thermo Scientific). An aliquot
of the tryptic digest was injected and separated in a C18 reverse phase
column (75 pm Oi, 10 cm, nanoAcquity, 1.7 um BEH column, Waters).
Bound peptides were eluted with the following gradients: 1 to 40% B
in 20 min, followed by 40 to 60% B in 5 min.; flow was 250 nL/min
(A: 0.1% formic acid in water; B: 0.1% formic acid in acetonitrile). Eluted
peptides were ionized in an emitter needle (PicoTipTM, New Objective).
Spray voltage applied was 1900 V. Peptide masses (m/z: 300-1700)
were measured in full scan in the Orbitrap at a resolution of 60,000 at
400 m/z. Up to the 5 most abundant peptides (minimum intensity of
1500 counts) were selected from each MS scan and fragmented in the
HCD collision cell using a normalized collision energy (NCE) of 40%
with nitrogen as the collision gas. Fragments were detected in the
Orbitrap with a resolution of 7500 FWHM at 400 m/z. Raw data were
collected using ThermoXcalibur (v.2.1.0.1140).

2.3.2. Database search

Raw data were analyzed using Proteome Discoverer (v.1.3.0.339)
software. A search was run with the search engine MASCOT against
the NCBInrSerpentes database. Also, an. mgf file was generated in
Proteome Discoverer and this file was used to search with PEAKS Studio
(v.5.3.) against the same database. After that, the homology search
bioinformatics tool SPIDER* was used to run a tag homology search.
The search parameters were: Database/Taxonomy: NCBInrSerpentes;
missed cleavage: 2; fixed modifications: carbamidomethyl of cysteine;
variable modifications: oxidation of methionine and pyro-Glu (N-term
Glutamine); peptide tolerance: 10 ppm for MS spectra and 0.05 Da for
MS/MS spectra; and enzyme: trypsin.The Percolator node was used in
the Proteome Discoverer Mascot search in order to discriminate correct
from incorrect peptide spectrum matches using the g-value (FDR)
to improve the number of confidently identified peptides at a given
false discovery rate. The results have been filtered so that only high
confidence peptides (FDR < 0.01) are considered for identification
results.

2.4. Molecular modeling and determination of glycosylation sites

To investigate the structural characteristics of its amino acids, we
performed homology modeling of BbrzSP-32's sequence using as a tem-
plate the crystal structure of AhV_TL-I, a glycosylated Snake-venom
thrombin-like enzyme from Agkistrodon halys (PDB code: 4E7N) with
a resolution of 1.75 A (Zeng et al., 2013). For search and retrieval of
the template structure, Protein Blast (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov)
(Altschul et al., 1990) and Protein Data Bank (PDB) (http://www.pdb.
org) [Accessed 06 Feb. 2015] were used. The sequence alignments
were carried out using MODELLER v9.10 (Sali and Blundell, 1993) and
ClustalW (Thompson et al,, 1994) softwares. Model building was carried
out in MODELLER v9.10. A total of 1000 models were generated and the
final model was selected based on the lowest DOPE scores calculated by
MODELLER software. The overall stereo chemical quality of the final
model for BbrzSP-32 was assessed by the program PROCHECK
(Laskowski et al., 1993). Interactive visualization and comparative anal-
ysis of molecular structures were carried out in Swiss-PDB viewer (Guex
and Peitsch, 1997) and structure images were taken with Persistence of
Vision Raytracer (POV-ray) 3.62 (http://www.povray.org) [Accessed 06
Feb. 2015]. Potential sites of N-glycosylation were predicted in BbrzSP-
32 by the program NetNGlyc v.1.0, available at the Center for Biological
Sequence Analysis server (http://www.cbs.dtu.dk/).
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2.5. Fibrinogenolytic activity

The fibrinogenolytic activity of BbrzSP-32 was determined according
to Cominetti and coworkers (Cominetti et al., 2004) with modifications.
Samples of bovine fibrinogen (10 mg/mL) were incubated with 2 pg
BbrzSP-32 at 37 °C during different times (5, 10, 30 and 60 min). The
control was coupled with a fibrinogen solution incubated with a disso-
lution sample buffer at 37 °C for 60 min. The reactions were stopped by
adding 0.5 mM Tris-HCl pH 8.0, 20% glycerol (v/v), 4% SDS (v/v), 0.05%
bromophenol blue (w/v) and 0.3% pL-dithiothreitol (w/v), in a 1:1
proportion. After overnight incubation, the digested fibrinogen was
analyzed using 10% SDS-PAGE.

2.6. Fibrinolytic activity

Fibrinolytic activity was evaluated according to the method
described by Cominetti and coworkers (Cominetti et al., 2004).
First, enough agarose to prepare a 0.9% gel was solubilized in 50 mM
Tris-HCl pH 7.4 plus 100 mM CaCl, and heated until melted. At a
temperature of 37 °C, 0.3% bovine fibrinogen, dissolved in 50 mM
Tris-HCl pH 7.4 plus 100 mM CaCl,, and 1.2 U/mL bovine thrombin
were added to the agarose solution. Afterwards, the mixture was
polymerized in a Petri dish (0.9 cm x 15 cm) and 1, 2, 4, 8, 16 and
32 pg of BbrzSP-32 or crude venom (3 pg, positive control), and
PBS (negative control) were incubated at 37 °C overnight in orifices
as previously done. The halos that formed indicating fibrinolytic
activity were analyzed by comparison to negative and positive controls.
One activity unit was defined as the quantity of protein capable of
producing a 1 mm halo on fibrin gel. The graph was expressed in
millimeters.

2.7. Thrombolytic activity

In order to evaluate thrombolytic activity, human blood was
collected from healthy donors according to the CAAE authorization:
14,204,413.5.0000.0011, in the absence of anticoagulants. For testing,
blood clots were performed in 24-well plates by incubating 500 pL
blood at room temperature for one hour. After this period, the clots
were incubated for 24-48 h at 37 °C with different concentrations of
BbrzSP-32 (83; 167 and 333 pg/mL), crude venom of B. brazili
(167 pg/mL) and MilliQ water (300 pL) (samples, positive and negative
control, respectively). After the incubation period, the sturdy clot was
removed and the resulting volume was measured and the graph
expressed in volume.

2.8. Clotting assays

The clotting activity of B. brazili venom and purified serine protease
was determined using an Amelung Model KC4A coagulometer (Labcon,
Germany). Different concentrations of B. brazili venom and serine
protease were mixed with normal citrated human plasma (donated by
the blood bank of Hospital Universitario Anténio Pedro, UFF) CAAE
authorization: 14,204,413.5.0000.0011. The amount of venom and
serine protease (pg/mL) that clotted plasma in 60 s was denoted as
the Minimum Coagulant Dose (MCD). Inhibition of clotting activity
was done by incubating one MCD of enzymes for 30 min at room
temperature with the following substances: 5 mM/10 mM Benzamidine
and 1 mM/3 mM PMSF (inhibitors of serine proteases) or with 5 mM/
10 mM EDTA (inhibitor of metalloprotease). Then, the mixture was
added to plasma and the clotting time recorded. Control experiments
were performed by incubating venom or serine protease with DMSO
or saline, instead of inhibitors. Results were expressed as clotting time
(s)/protein concentration.

2.9. Hydrolytic activity upon chromogenic substrate

The ability of B. brazili venom and the isolated serine protease to
hydrolyze chromogenic substrates, S-2238 (for thrombin-like enzymes)
and S-2288 (for serine protease) (0.5 mM, final concentration) was
tested in a Thermomax Microplate reader (Molecular Devices, USA)
monitored at 405 nm for 20 min at 37 °C. Inhibitors (5 mM and
10 mM PMSF; 1 mM and 3 mM benzamidine or 5 mM and 10 mM
EDTA) were incubated for 30 min at room temperature with crude
venom of B. brazili and the new serine protease, then the enzymatic
reaction was assayed with chromogenic substrates S-2238 and S-
2288. Control experiments were performed by incubating B. brazili
venom and serine protease with DMSO (1% v/v, final concentration)
or saline. Results were expressed as % of inhibition.

2.10. Platelet aggregation assay

The platelet aggregation assay was carried out according to Fuly and
coworkers (Fuly et al.,, 2002), with some modifications. Platelet aggrega-
tion was monitored turbidimetrically in an Aggregometer (Chrono Log
model 490 2D, Havertown, USA) using Washed-Platelets (WP). WP
were obtained from human whole blood of health volunteer donors
(CAAE: 14,204,413.5.0000.0011). Different concentrations of the serine
protease isolated from B. brazili were incubated with WP for 5 min at
37 °C under stirring. Then, platelet aggregation was triggered by adding
collagen (24 pg/mL). Assays were performed at 37 °C in siliconized glass
cuvettes in a final volume of 300 pL.

2.11. pH stability

The stability study of BbrzSP-32 was performed by preincubating the
enzyme for 30 min at room temperature with in Tris-HCIl buffer on
different pH values (5.0-11.0) and then a reaction was triggered by
adding the chromogenic substrate S-2238. Hydrolytic activity was
assayed as mentioned in Section 2.10.

2.12. Thermal stability on bapna

The thermal stability was measured after preincubating 2 ug BbrzSP-
32 diluted in Tris-HCl buffer (50 mM, pH 8.0) for 30 min at ranging
temperature incubation values (20, 30, 37, 40, 50, 60 and 70 °C). The
amidolytic activity was assayed in a 500 L solution containing 1% N*-
Benzoyl-pL-Arginylp-nitroanilide (BApNA) in 50 mM Tris-HCI pH 8.0.
The product of the reaction was analyzed at 405 nm using a value of
8800 M~ ! cm™! as the molar extinction coefficient of p-nitroanilide.
A unit of enzymatic activity was defined as the quantity of enzyme
capable of releasing 1 pmol p-nitroanilide/min, corresponding to the
increase of 0.009 absorbance units measured at A405 nm.

2.13. Statistical analysis

Results are expressed as means + SEM obtained with the indicated
number of experiments performed. The statistical significance of differ-
ences among experimental groups was evaluated using Analysis of
variance (ANOVA) and multiple comparisons by the Tukey's method
and p values of <0.05 were considered statistically significant.

3. Results

The enzyme was isolated by two chromatographic steps:
(i) bioaffinity chromatography in a Benzamidine-Sepharose column
and (ii) Reverse Phase in a C2/C18 column. Three peaks having absor-
bance at 280 nm resulted from the fractionation of B. brazili venom on
a Benzamidine-Sepharose (Fig. 1A), the last one showed the highest
coagulant activity (data not shown) and then, it was subjected to
reverse phase chromatography in a C2/C18 column, then resulting in
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Fig. 1. Isolation and characterization of BbrzSP-32. A) Liquid chromatography in a Benzamidine Colum, the third peak was submitted to reversed phase. B) High Performance Liquid
Chromatography using a C2/C18 column (10 mm x 4,6 mm, 3 um, 120 A). C) SDS-PAGE denaturing conditions. Line 1: molecular mass standard, V849A (Promega) (10-225 kDa),
Lines: 2 — BbrzSP-32. D) MS spectrum of BprzSP-32 obtained by MALDI-TOF showing 32,520.26 m/z and its doubly-charged (16,261.73 m/z) and mono-charged dimer ions

(65,098.13 m/z).

one peak (Fig. 1B). As shown in Fig. 1C, the isolated enzyme gave a
single protein band of, approximately, 32 kDa on SDS-PAGE under
reduced conditions, its molecular weight was confirmed by mass spec-
trometry in an AXIMA TOF? system as well as its homogeneity (Fig. 1D).
The isolated serine protease was denoted BbrzSP-32.

The amino acid sequence of BbrzSP-32 was almost completely
identified using normalized collision energy (NCE) for higher energy
collisionally activated dissociation (HCD) MS/MS spectra of BbrzSP-32
tryptic peptides, which were extracted and searched using MASCOT
engine against the NCBInrSerpentes database. Sixteen tryptic peptides
had theirs sequences identified and them alignment with amino acid
sequences of others homologous thrombin-like enzymes from
Agkistrodon halys (gi_383280398) B. jararaca (gi:14,285,806), B. atrox
(gi:114,837), B. leucurus (gi:357,580,550 and B. jararacussu
(gi:123,895,619) in order to elucidate BbrzSP-32 primary structure
(Fig. 2 and Supplementary material). However, four little gaps in high
conserved regions remained unelucidated, probably due to negatively
net charge of the fragments, which promoted suppression effects in
MS/MS analysis.

In order to create the molecular modeling of BbrzSP-32, LC-MS/MS
sequencing was used and the gaps were filled in by homology with a
thrombin-like enzyme from Agkistrodon halys venom (PDB ID: 4E7N)
(Zeng et al., 2013). Glycosylation sites were predicted on residues
Asn96 and Asn138 (Fig. 3).

According to the fibrinogenolytic activity by SDS-PAGE, BbzrSP-32
can be classified as SVTLE-A, because it acts on the ai-chain of fibrinogen.
The cleavage of the ai-chain started from the first analysis time, i. e. five
minutes (Fig. 4A). Besides degrading fibrinogen, thus, generating
fibrinopeptides, BbrzSP-32 also has fibrinolytic activity (Fig. 4B),

i.e., the enzyme has the ability to degrade fibrin networks formed by
copolymerization agarose, in a dose-dependent way. The enzymatic
activity on fibrinogen of BbrzSP-32 (8 pg) was higher than crude
venom of B. brazili (40 pg).

The thrombolytic activity (Fig. 4C) is also related to the time of
incubation; after 48 h of incubation the crude venom completely
degraded the clot. You can also see that other proteins present in the
crude venom of B. brazili also have thrombolytic activity or that the
synergistic action of proteins consumes the clot more efficiently when
compared to the action of BbrzSP-32 alone.

The crude venom and purified serine protease presented procoagulant
activity in a concentration-dependent manner, as depicted in the reduced
clotting time for human plasma. The MCD upon plasma of B. brazili venom
and serine protease was 2.4 pug/mL (Fig. 5 A and B). Benzamidine inhibited
plasma clotting induced by crude venom. On the other hand, the isolated
serine protease was inhibited by benzamidine and PMSF (Fig. 5C and D).
Neither DMSO (1.0% or 3.0% v/v, final concentration) nor saline alone
interfered with clotting times of both assays.

Activity assays were performed on enzyme substrates S-2238 (for
thrombin-like enzymes) and S-2288 (for serine proteases) aiming to
evaluate the hydrolysis capability of said enzyme as well as crude
venom, conducted both in the presence and absence of protease inhibi-
tors: Benzamidine, EDTA and PMSF. B. brazili crude venom (6 pg/mL)
and serine protease enzyme (25 pg/mL) were able to hydrolyze S-
2238 (0.5 mM) and S-2288 (0.5 mM) (data not shown). Both B. brazili
and serine protease activity upon S-2238 and S-2288 were significantly
reduced by PMSF or benzamidine and in a lesser degree by EDTA (Fig. 6).

BbrzSP-32 did not induce platelet aggregation on washed-platelets
as well as did not inhibit collagen-induced platelet aggregation at the



K.D. Zaqueo et al. | Comparative Biochemistry and Physiology, Part A 195 (2016) 15-25

BbrzSP_ 32

gi 383280398 Agk pdb 4E7N
gi_14285806_jararaca

gi 114837 _atrox

gi 357580550 leucurus

gi 123895619 jararacussu

BbrzSP 32

gi 383280398 Agk pdb 4E7N
gi 14285806_jararaca

gi 114837 atrox

gi 357580550 leucurus

gi 123895619 jararacussu

BbrzSP_32

gi 383280398 Agk pdb 4E7N
gi_14285806_jararaca
gi_114837_atrox
gi_357580550_leucurus
gi_123895619_jararacussu

BbrzSP_32
gi_383280398_Agk_pdb_4E7N
gi_14285806_jararaca

gi 114837 _atrox

gi 357580550 leucurus

gi 123895619 jararacussu

BbrzSP 32

gi 383280398 Agk pdb 4E7N
gi 14285806_jararaca

gi 114837 atrox

gi 357580550 leucurus

gi 123895619 jararacussu

10 20 30 40 50 60
\ \ \

———————————————————————— VIGGDECNINEHRFLVALYKS--HGYFCGLTLINQE
———————————————————————— IIGGDECNINEHRFLVALYTSRSRTLFCGGTLINQE
———————————————————————— VIGGDECDINEHPFLAFMYYS--PQYFCGMTLINQE
MVLIRVIANLLILQVSYAQKSSELVIGGDECDINEHPFLAFMYYS--PRYFCGMTLINQE
———————————————————————— VIGGDECDINEHPFLAFMYYS--PRYFCGMTLINQE
———————————————————————— VLGGDECDINEHPFLAFLYS---HGYFCGLTLINQE
Lakkkkk  kkkk kk | .k kkk kkkkokk
70 80 90 100 110 120

\ \ \ | [
WVLTAAHCDRRFMRIYLGIHTRKVLNEDEQTRYPKEKFICPN--KNVITDKDIMLIRLDS
WVLTAAHCDRKNFRIKLGMHSKKVPNEDEQTRVPKEKFFCLSSKNYTLWDKDIMLIRLDS
WVLTAAHCDKTYMRIYLGIHTRSVANDDEVIRYPKEKFICPNKKKNVITDKDIMLIRLNR
WVLTAAHCNRRFMRIHLGKHAGSVANYDEVVRYPKEKFICPNKKKNVITDKDIMLIRLDR
WVLTAAHCNRRFMRIXXXXHAGSVANYDEVVRXXXXXFICPNKKKNVITDKDIMLIRLDR
WVVTAAHCDSTNFQMQLGVHSKKVLNEDEQTRNPKEKFICPNKNMSEVLDKDIMLIKLDK

Kk kK KKK, s koo Kk Kk k% K K,k LokERRKKERK K,

130 140 150 160 170 180
| \ |

PVSNSEHIAPLSLPSSPPSVGSVCRIMGWGTITP-SKTNPDVPHCANINLLDDAVCREAY
PVKNSKHIAPFSLPSSPPSVGSVCRIMGWGRISPTEGTYPDVPHCVNINLLEYEMCRAPY
PVKNSTHIAPISLPSNPPSVGSVCRIMGWGAITTSEDTYPDVPHCANINLENNTVCREAY
PVKNSEHIAPLSLPSNPPSVGSVCRIMGWGAITTSEDTYPDVPHCANINLFNNTVCREAY
PVKNSEHIAPLSLPSNPPSVGSVCRIMGWGAITTSEDTYPDVPHCANINLFNNTVCREAY
PISNSKHIAPLSLPSNPPSVGSVCRIMGWGSITIPNETYPDVPYCANINLVDYEVCQGAY

koo kk kkkk . kkkk Khkkkkkkkkkkkkk k. *okkkk ok kkkk . Y
190 200 210 220 230 240
AVDPAKT - - - -LCAGILQGGIDSCKGGDSGGPLICNGQFQGIVGS - -DPCAEPRLKPAIY

PEFELPATSRTLCAGILEGGKDTCKG-DSGGPLICNGQFQGIASWGDDPCAQP-HKPAAY
NGLPAKT- - - -LCAGVLQGGIDTCGG-DSGGPLICNGQFQGILSWGSDPCAEP-RKPAFY
NGLPAKT- - - -LCAGVLQGGIDTCGG-DSGGPLICNGQFQGILSWGSDPCAEP-RKPAFY
NGLPAKT- - - -LCAGVLQGGIDTCGG-DSGGPLICNGQFQGILSWGSDPCAEP-RKPAFY
NGLPAKTT- - -LCAGVLEGGKDTCVG- DSGGPLICNGQFQGIVSYGAHSCGQG PKPGIY

Kohkkk ok kk Kkok Kk kkkkkkkkkkkkkkk Lk *k |k

250 260

\ \
TKVFDYLDRERSITIAGNTAAACPP
TKVFDHLDWIENIIAGNTDASCPP
TKVFDYLPWIQSIIAGNKTATCPP
TKVFDYLPWIQSIIAGNKTATCP-
TKVFDYLPWIQSIIAGNKTATCP-

TNVFDYTDWIQRNIAGNTDATCPP
EREE L KkkKk | KLk

19

Fig. 2. Multiple sequence alignment between BbrzSP-32 tryptic peptides and thrombin-like enzymes (EC:3.4.21) from Agkistrodon halys (gi_383280398) B. jararaca (gi:14,285,806),
B. atrox (gi:114,837), B. leucurus (gi:357,580,550 and B. jararacussu (gi:123,895,619). Asterisk indicates identical amino acid residues. Colon indicates conservation between groups of
means an unknown amino acid residue.

wn»

strongly similar properties. Period indicates conservation between groups of weakly similar properties.

Fig. 3. Representation in “ribbon” of BbrzSP-32 performed on the Swiss-PDB Viewer and rendered with POV-ray. The catalytic triad (His41, Asp84, and Ser176) and the predicted N-linked
oligosaccharides sites (Asn96 and Asn138) were detached in Sticks (A) and Spheres (B).
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Fig. 4. A) Fibrinogenolytic activity of B. brazili serine protease. 5 ug of BbrzSP-32 was incubated with 50 pL of fibrinogen solution (2 mg/mL) at 37 °C for different times (5, 10, 30 and
60 min). B) Fibrinolytic activity. Results after incubation were assessed by measurement of degradation halos (cm) for varying amounts of BbrzSP-32 (1, 2, 4, 8, 16, and 32 pg) and
40 pg of crude venom of B. brazili (C+) or milliQ water (C-) with the fibrin network copolymerized with gelatin *p < 0.05 compared to the negative control, and #p < 0,05 compared
to the positive control (ANOVA). C) Thrombolytic activity assay was performed with human blood incubated for 24 to 48 h at 37 °C with different concentrations of BbrzSP-32 (25, 50
and 100 pg in 300 pL), crude venom of B. brazili (50 mg/300 pL) (C+) and MilliQ water (300 pL) (C-) * p < 0,05 compared to the negative control.

conditions assayed. The inedited serine protease isolated from B. brazili
snake venom showed pH stability upon chromogenic substrate S-2238.
At pHs ranging from 6.8 to 11 (Fig. 7A) the enzyme showed the highest
activity. Furthermore, when tested in a temperature range (— 20, —8,
20, 30, 37, 40 and 50) the enzyme was able to produce p-nitroanilide,
thus showing a thermal stability (Fig. 7B). But, at temperature above
70 °C, its enzymatic activity was lost.

4. Discussion

Viperidae and Crotalidae snakes have venoms that generally induce
persistent bleeding, since their venoms contain a large variety of
proteins and peptides that have activities upon the hemostatic system.
These compounds are known as coagulant, anticoagulant or fibrinolytic
factors and some of these proteins may induce a considerable degrada-
tion of fibrinogen and other coagulation factors preventing clot forma-
tion (Braud et al., 2000; Costa et al., 2010, 2007).

Snake Venom Serine Proteases (SVSPs) are known enzymes that
directly affect the hemostatic system. This article reports an efficient
procedure for the isolation of an new serine protease from the crude
venom of the Amazonian B. brazili snake using two chromatographic
procedures (Fig. 1A and B) followed by the characterization of its struc-
tural and biological properties. Its molecular mass was showed to be
32,519.25 Da by MALDI-TOF/MS, which is in accordance with molecular
mass of others SVSPs, that are single-chained proteins, with molecular
weight ranging from 26 to 67 kDa, depending on the amount of carbo-
hydrate (Kini, 2005; Serrano and Maroun, 2005).

BbrzSP-32 showed around 79% homology with other SVSPs (Fig. 2
and Supplementary material). Homology modelling is usually the
method of choice when a clear relationship of homology between the

sequence of the target protein and at least one known structure is
found. This approach gives reasonable results based on the assumption
that the tertiary structures of two proteins will be similar if their
sequences are related (Kroemer et al., 1996).

To evaluate the validity of 4E7N as a structural template for BbrzSP-
32 modelling, we examined the sequence homologies. The alignment of
BbrzSP-32 yielded 71% identity with 4E7N. The percentage of residues
lying in the favored regions of a Ramachandran plot (Ramachandran
etal.,, 1963) is one of the best guides to check the stereo chemical quality
of a protein model based on the assumption that a good template should
have more than 90% of the residues in the allowed regions (Laskowski
et al.,, 1993). The analysis of the Ramachandran plot for the structure
of BbrzSP-32 showed that 90.8% of the amino acids are in favorable
regions (Fig. 8). The quality of the model was also assessed by compar-
ing the predicted structure with the template structure via superimpo-
sition and RMS deviation (RMSD) assessment of atomic positions. The
fact that the RMSD of Ca trace between the homology structure and
the template is 1.93 A supports that the generated model is reasonably
good and quite similar to the template. The structure has two o helices
on the outside and ten uniformly distributed 3 sheets. Most SVSPs are
glycoproteins showing a variable number of N-or O-glycosylation sites
in sequence positions that differ between SVSPs (Serrano and Maroun,
2005).

With respect to biological activities, BbrzSP-32 was able to initiate
the degradation of the a-chain of bovine fibrinogen since the first
time tested. Many serine proteases from Viperidae snake are capable
of converting fibrinogen into fibrin by cleaving fibrinopeptides A and/
or B (FPB) (Pirkle and Theodor, 1990; Stocker et al., 1982). By mimicking
this function of thrombin, these enzymes are referred to as thrombin-
like and are classified according to their preference on the catalytic
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Fig. 5. Effect of B. brazili (panel A) and Bbrz-32 (panel B) on clotting. Different concentrations (0.3-4.8 ug/mL) of B. brazili venom and of purified serine protease (0.6-9.6 pg/mL) were
tested upon plasma as described in the experimental section. Data expressed as mean =+ SD of two individual experiments (n = 3). Effect of inhibitors on clotting activity induced by
B. brazili venom and by the purified serine protease. Inhibitors were incubated for 30 min. at room temperature with 2.4 pg/mL of B. brazili venom and 2.4 pg/mL of the serine
protease, respectively (panel C and D). Groups 1: B. brazili venom or BbrzSP-32 incubated with NaCl (black columns); Groups 2: B. brazili venom or BbrzSP-32 incubated with 1%
DMSO (gray column) or 3% DMSO (hatched gray column); Groups 3: B. brazili venom or BbrzSP-32 incubated with benzamidine 5 mM (gray column) or 10 mM (white column);
Groups 4: B. brazili venom or BbrzSP-32 incubated with 5 mM (gray column) or 10 mM (white column) EDTA; Groups 5: B. brazili venom or BbrzSP-32 incubated with 1 mM (gray
column) or 3 mM (white column) PMSF. Data expressed as mean =+ SD of two individuals experiments (n = 3). * Significance level (p < 0.05), when compared to columns 1 and 2.

activities of fibrinogen chains o, 3 or o and 3 in SVTLE-A,-B or SVTLE
SVTLE-AB, respectively (Castro et al., 2004; F.S.]. Markland, 1998).
BbrzSP-32 is considered an oi-thrombin-like (SVTLE-A); most SVSPs
are classified as clotting enzymes and the majority releases only fibrino-
peptides A (FPA) from fibrinogen (Serrano and Maroun, 2005).

The proteases which cleave preferentially only o or 3 chains of
fibrinogen lead to an increase of fibrinopeptides A or B, respectively,
thereby causing abnormal clot formation. Furthermore, in most cases,
these proteins did not have activity on coagulation factor XIII, so the
produced clot will be an abnormal fibrin clot (F.S. Markland, 1998) of

short polymers that are rapidly dispersed and perhaps lack the suscep-
tibility to serpins. This has generated interest in their potential thera-
peutic application for the treatment of patients with occlusive arterial
or venous thrombotic diseases without stimulating the endogenous
fibrinolysis system (Matsui et al., 2000; White, 2005).There are serine
proteases isolated from snakes being applied in clinical medicine as
defibrinogenating agents, as is the case of batroxobin, isolated from
B. atrox moojeni (now B. moojeni) (Stocker and Barlow, 1976) registered
under the trade name Defibrase, already been used in patients suffering
from thrombosis, myocardial infarction, peripheral vascular disease,
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acute ischemia and renal transplant rejection (Niewiarowski et al.,
1979; Stocker et al., 1982). The same enzyme is also used in the prepa-
ration of fibrin adhesives, which are used as an alternative or comple-
ment to conventional suturing processes (Dascombe et al., 1997).

The majority of serine proteases may act on several natural and
synthetic substrates. The clotting activity of Viperidae family venoms
is associated with specific proteases groups: metalloproteases and
serine proteases. And their enzymatic activities are generally affected
by specific inhibitors such as benzamidine, PMSF and in a lesser degree
by EDTA (metalloprotease inhibitor/Ca* chelator). The clotting activity
of the crude venom was only reduced after pre-incubation with
benzamidine; this result is explained by the presence of other proteases
that have clotting activity and did not have their activities reduced/

inhibited by the inhibitors tested. On the other hand, BbrzSP-32's
dose-dependent clotting activity was reduced by PMSF and
benzamidine; this reduction is acceptable since serine proteases can
undergo reduction or avoidance of its activities after treatment with
specific inhibitors, these inhibitors in turn can act reversibly or irrevers-
ibly. PMSF is an example of an inhibitor which has the capacity to bind
in a specific serine residue at the catalytic site of serine, forming an
irreversible bond that inactivates the activity of these enzymes. The
inhibitors leupeptin and benzamidine bind reversibly and compete for
the active site of serine proteases. Serine proteases has the amino
acids arginine and lysine, which are residues for which the benzamidine
have greater specificity; benzamidine and leupeptin can be used as
insulating material to aid the enzyme in question. Generally, snake
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serine proteases are not sensitive to the action of endogenous inhibitors
of serpin, such as antithrombin Il and aprotinin (Serrano and Maroun,
2005).

Similar data could be observed by testing with substrates S-2238
and S-2288 where both the crude venom and BbrzSP-32 had reduced
their activities after pre-incubation with benzamidine and PMSF. This
result corroborates with other serine proteases isolated from other spe-
cies: such as: BjussuSP-I, a thrombin-like isolated from B. jararacussu
snake venom that showed its clotting, esterasic and amidolytic activity
to be reduced after incubation with PMSF (Sant’ Ana et al., 2008),
BpiSP27 and BpirSP41 isolated from B. pirajai snake venom that had
reduced their hydrolytic activities upon S-2238 substrate by PMSF
and benzamidine (Menaldo et al., 2012), Agacutase, isolated from
Deinagkistrodon acutus snake venom, showed its clotting activity re-
duced by PMSF (Tang et al.,, 2013), Da-36, isolated from Deinagkistrodon
acutus snake venom that had reduced its hydrolytic activity upon TAME
by PMSF and weakly decreased by benzamidine (Zheng et al., 2013),
among others.

Platelets form a vital part of the haemostatic process. They act as
the ‘front line’ in plugging any vascular deficiency, as well as providing
activating surfaces for the coagulation cascade. They are metabolically
active and subject to many forms of attack. There are two likely principal
effects of snake venoms on platelets; (I) inhibition of platelet activity,
thus reducing their effectiveness in hemostasis; and (II) promotion of
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platelet activity, increasing their contribution to hemostasis (White,
2005). Both activities were tested by incubating BbrzSP-32 with
washed-platelets and the enzyme was not able to influence in platelet
aggregation neither inducing nor inhibiting it. Basic serine proteases
usually display direct platelet-aggregating activity while acidic proteins
are described to have a variety of proteolytic activities on substrates
related to hemostasis (Serrano and Maroun, 2005).

BbrzSP-32 demonstrated to be a resistant enzyme when tested in
heat and pH ranges. In general, serine fibrinogenolytic enzymes are
proteins that show a large resistance to inactivation by heat and pH
extremes and this resistance to denaturation is probably provided by
covalently bound carbohydrates (Swenson and Markland, 2005);
based on its enzymatic activities, the protein proved to be a new serine
protease from snake venom and the first isolated from B. brazili.

In conclusion, based on its biochemical and enzymatic characteristics,
BbrzSP-32 was identified as the first thrombin-like enzyme reported
from B. brazili snake venom.

Supplementary data to this article can be found online at http://dx.
doi.org/10.1016/j.cbpa.2016.01.021.
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1. Ramachandran Plot statistics

Ho. of

residues %-tage
Most favoured regions [A,B,L] 174 90.6%
Additional allowed regions ([a,b,l,p] 16 8.3%
Generously allowed regions [~a,~b,~1,~p] 2 1.0%
Disallowed regions [XX] i} 0.0%
Non-glycine and non-proline residues 192 100.0%
End-residues (excl. Gly and Pro) 1
Glycine residues 19
Proline residues 17
Total number of residues 229

Fig. 8. Analysis of the Ramachandran of BbrzSP-32. The result shows 90.8% of the amino acids in favorable regions.
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APENDICE 1
Fragmentos Monoisétopos m/z (Da)

VIGGNECDINEHR 756.84729
FLVALYGK 455.7738
SHGYFCGLTLINQEWVLTAAHCDR 712.83868
NFQMQLGVHSK 43555118
SVANDDEVIR 559.27924
FLCPNGK 418.2104
NDDALDKDLMLVR 511.92477
LNRPVSNSEHIAPLSLPSSPPSVGSVCYVMGWGK 906.46228
ETYPDVPHCAK 658.80084
INILDHAVCR 605.82306
AAYPELPAEYR 640.31946
TLCAGVLQGGIDTCK 796.89240
LCNGQFQGLLSWGSK 863.9153
VCAQPR 365.6873
KPALYLK 416.76868
VSDYTERFK 572.7803
SIIAGNTAAACPP 621.81256
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APENDICE 2
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ANEXO 1

Termo De Consentimento Livre e Esclarecido

Titulo da pesquisa:

Avaliacédo dos venenos animais sobre a hemostasia

Prezado (a) Senhor (a) pedimos que por gentileza leia atentamente o seguinte

documento.

Gostariamos de convida-lo (a) a participar como voluntario da pesquisa
“Avaliacdo dos venenos animais sobre a hemostasia”, realizada no “CENTRO DE
ESTUDOS DE BIOMOLECULAS APLICADAS A SAUDE” localizado no campus
da Universidade Federal de Rondonia BR 364, Km 9,5 em Porto Velho (RO). O
objetivo da pesquisa é a analise dos efeitos provocados pelos venenos animais (serpente,
vespa, aranha e anuros) sobre o sangue humano. Caso aceite ser voluntario sua
participacdo contara com a doacdo de 10 mL de sangue que sera realizada através
de puncdo venosa periférica. A sua doagdo é voluntaria, ndo havera nenhuma
forma de pagamento por parte dos pesquisadores, tdo pouco pelo doador
voluntario. Informamos que, de acordo com a Resolucdo 196/96 a referida pesquisa
enguadra-se em Risco Minimo, pois, constara da extracdo de sangue por puncéo venosa
em adultos em bom estado de saude, com frequéncia maxima de duas vezes por semana,
ndo excedendo o volume maximo de 160 ml em dois meses. No momento da coleta de
sangue podera ocorrer algum desconforto ou mesmo dor, no local onde a agulha for
inserida. Acidentes ou complicagbes durante o procedimento Ssdo incomuns.
Informamos ainda, que se houver pequeno extravasamento de sangue no local de

retirada, possivelmente ocorrerd pequeno edema que desaparecera em poucos dias.
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A sua participacdo neste estudo poderd ndo lhe trazer beneficio algum. No

entanto, com base nos resultados obtidos, espera-se que, em longo prazo, possamos
conhecer mais sobre os sintomas provocados ap0s 0 envenenamento e assim contribuir
com o conhecimento cientifico. Os resultados obtidos poderdo ser divulgados em
revistas cientificas nacionais e internacionais ou mesmo em congressos cientificos,
porém garantimos a confidencialidade absoluta dos doadores. O sangue coletado sera
mantido no CENTRO DE ESTUDOS DE BIOMOLECULAS APLICADAS A
SAUDE.

Na ocorréncia de novas perguntas ou dividas sobre o estudo ap6s a coleta de
sangue, vocé podera entrar em contato com os pesquisadores Kayena Delaix Zaqueo
(fones: (69) 9249-6615 ou (69) 8154-2495) e Anderson Makoto Kayano (fone: (69)
8406-7204).

No caso de aceitar fazer parte do estudo, assine ao final deste documento, que

estd em duas vias. Uma delas € sua e a outra € do pesquisador responsavel.

Ao assinar este documento, estara concordando que leu todas as informacGes
pertinentes ao procedimento de doacdo de sangue e teve suas duvidas esclarecidas com
0 pesquisador responsavel. Declaramos que estd absolutamente livre para recusar-se a
participar deste estudo e podera desistir do consentimento a qualquer momento,
inclusive durante o prdprio procedimento. Em caso de recusa vocé ndo sera penalizado

(@) de forma alguma.

Assim sendo,

Eu, ,

sob CPF n° , manifesto meu livre consentimento

em participar da pesquisa doando voluntariamente 10 mL de sangue, estando totalmente
ciente dos procedimentos que serdo realizados, objetivos da pesquisa e divulgagéo dos

resultados.
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Participante da pesquisa

Profissionais habilitados a fazerem a pungéo venosa periférica:

Anderson Makoto Kayano CRF313

Fone: (69) 8406-7204

Antbdnio Coutinho CRF/RO 561

Fone: (69) 9227-7338

Pesquisador responsavel: Kayena Delaix Zaqueo
CRBio 73792/06D
Fone: (69)8154-2495

Porto Velho, de de 20
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ANEXO 2

Publicacdes De Trabalhos Cientificos em Revistas
Indexadas durante o doutoramento

Dentre os resultados obtidos, durante o periodo de doutorado, destacam-se:

(i)  Artigos publicados, relacionados diretamente a tese:

e ZAQUEO, K. D.; KAYANO, A. M.; SIMOES-SILVA, R.; MOREIRA-DILL,
L. S.; FERNANDES, C. F. C.; FULY, A. L.: MALTAROLLDO, V. G.; HONORIO,
K. M.; DA SILVA, S. L.; ACOSTA, G.; CABALLOL, M. A. O.; DE OLIVEIRA, E.
ALBERICIO, F.; CALDERON, L. A.; SOARES, A. M.; STABELI, R. G. Isolation
and Biochemical Characterization of a New Thrombin-Like Serine Protease from
Bothrops pirajai Snake Venom. BioMed Research International, v. 2014, p. 1-13,
2014.

e ZAQUEO, K. D.; KAYANO, A. M.; DOMINGOS, T. F. S.; MOURA, L. A;;
FULY, A. L.; DA SILVA, S. L.; ACOSTA, G.; OLIVEIRA, E.; ALBERICIO, F,;
ZANCHI, F. B.; ZULIANI, J. P.; CALDERON, L. A.; STABELI, R. G.; SOARES,
A. M. BbrzSP-32 the first serine protease isolated from Bothrops brazili venom:
Purification and characterization. Comparative Biochemistry and Physiology, V.
195, p. 15-25, 2016.

(i)  Artigos ou capitulo de livro publicados e/ou submetidos,
relacionados a areas de interesse em biotecnologia, toxinologia e
biodiversidade

e RORIZ, K. R. S.; SETUBAL, S. S.; KATSURAGAWA, T. H.; DA SILVA, R.
R.; FERNANDES, C. F. C.; ZAQUEO, K. D.; CALDERON, L. A.; SOARES, A.
M.; STABELI, R. G.; ZULIANI, J. P. Epidemiology of snakebites in Northern
Amazonia: a study of patients at the center of tropical medicine of Rondonia
(CEMETRON). Submitted, 2016.

e DELAIX-ZAQUEO, K.; SERRANO, R. O. P.;, ZAQUEO, K. D.; HUNGRIA,
D. B.; STABELI, R. G.; ZULIANI, J. P.; SOARES, A. M. e CALDERON, L. A.
Amphibia, Anura, Microhylidae, Gastrophryninae, Elachistocleis Bicolor Guérin
Méneville, 1838: Distribution Extension and Geographic Distribution Map.
Volume 13 Issue 5, 2013.

e SETUBAL,S.S.;PONTES, A. S.; NERY, N.M.; BASTOS, J. S. F.; CASTRO,
B.C.; PIRES, W. L.. ZAQUEO, K.D.; CALDERON, L.A.; STABELI, R.G;
SOARES, A. M.; ZULIANI, J. P. Effect of Bothrops bilineata snake venom on
neutrophil function. Toxicon, v. 76, p. 143-149, 2013.
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e FURTADO, J. L.; OLIVEIRA, G. A.; PONTES, A. S.; SETUBAL, S. S;;
XAVIER, C. V.; LACOUTH-SILVA, F.; LIMA, B. F.; ZAQUEO, K. D.;
KAYANO, A. M.; CALDERON, L. A.; STABELI, R. G.; SOARES, A. M.;
ZULIANI, J. P. Activation of J77A.1 macrophages by three phospholipases A2
isolated from Bothrops atrox snake venom. BioMed Research International, v.
2014, p. 1-13, 2014.

e CALDERON, L. A;; SOBRINHO, J. C.; ZAQUEO, K. D.; DE MOURA, A. A;;
GRABNER, A. N.; MAZZI, M. V.; MARCUSSI, S.; NOMIZO, A.; FERNANDES,
C.F.C.; ZULIANI, J. P.; CARVALHO, B. M. A;; DA SILVA, S. L.; STABELI, R.
G.; SOARES, A. M. Antitumoral activity of snake venom proteins: New trends in
cancer therapy. BioMed Research International, v. 2014, p. 1-20, 2014.

e COUTINHO-NETO, A.; CALDEIRA, C. A. S.; SOUZA, G. H. M. F;
ZAQUEO, K. D.; KAYANO, A. M.; SILVA, R. S.; ZULIANI, J. P.; SOARES, A.
M.; STABELLI, R. G.; CALDERON, L.A. ESI-MS/MS identification of a bradykinin-
potentiating peptide from Amazon Bothrops atrox Snake Venom using a hybrid Qg-
0aTOF mass spectrometer. Toxins, v. 5, p. 327-335. 2013.

e SOUZA, C. A T.; SETUBAL, S. S.; KAYANO, A. M.; PONTES, A. S;
FURTADO, J. L.; KWASNIEWSKI, F.H.; ZAQUEO, K. D.; SOARES, A. M,
STABELI, R. G.; ZULIANI, J. P. Local and systemic biochemical alterations
induced by Bothrops atrox snake venom in mice. Journal of Venom Research, v. 3,
p. 28-32, 2012.

e STABELI R. G.; KAYANO, A. M.; NETO, A.C.; MOURA, A. A.; GIMENEZ,
G. S.; ZAQUEO, K. D.; SILVA, R. S.; CALDEIRA, C. A. S.; CALDERON, L. A;
ZULIANI, J. P.; SOARES, A. M. Purification of Phospholipases A, from American
Snake Venoms. In: CALDERON, L. A. (Org.). Chromatography the most Versatile
Method of Chemical Analysis. Book edited by Leonardo de Azevedo Calderon,
ISBN 978-953-51-0813-9. 2012.
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