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RESUMO

Através de andlises por técnicas de eletroforese, uni e bidimensional, foram
detectadas no veneno de Crotalus durissus ruruima proteinas com massas
moleculares de ~ 14, 32 e 50 kDA. Por eletroforese SDS — PAGE TRIS — TRICINA foi
detectada uma banda protéica de massa molecular de ~ 5 kDA que sugere
compreender a crotamina. As atividades fosfolipase Az e atividade coagulante também
foram detectadas no veneno de Crotalus durissus ruruima. Fracdes do veneno de
Crotalus durissus ruruima com atividade coagulante, in vitro, sob fibrinogénio e plasma
humano foram obtidas por técnicas cromatograficas de filtragdo molecular e fase
reversa. A atividade coagulante obtida pelas frac6es foi inibida s6 por PMSF,
sugerindo que a toxina responsavel pela atividade coagulante seja uma
serinoprotease. A atividade proteolitica obtida por zimograma, utilizando como
substrato fibrinogénio bovino, sugere a presenca de enzimas trombina — simile com
massas moleculares de ~ 25 a 40 kDA. Das fracbes coagulantes obtidas por
cromatografia fase reversas somente uma fracao (fracdo 09) apresentou atividade
desfibrinogenante, in vivo, avaliada em camundongo. Essa atividade néo foi inibida,
in vivo, quando essa fracdo foi previamente incubada com soro humano. Os
resultados sugerem que a atividade proteolitica do veneno de Crotalus durissus
ruruima seja uma serinoprotease com potencial biotecnolégico, como um possivel

antitrombolitico.

Palavras Chaves: Crotalus durissus ruruima, trombina - simile, atividade

desfibrinogenante, atividade coagulante, serinoprotease
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ABSTRACT

An electrophoretic analysis, 1 — DE and 2 — DE, were detected of the venom of
Crotalus durissus ruruima proteins with molecular masses of ~ 14, 32 and 50 kDA. By
electrophoresis, SDS-PAGE tricine was detected a protein band of molecular mass of
~ 5 kDA that it suggests to understand to the crotamine. The activities phospholipase
A2 and coagulant activity had been also detected in the venom of Crotalus durissus
ruruima. Fractions of the venom of Crotalus durissus ruruima with coagulant activity,
in vitro, under human fibrinogen and human plasma had been gotten by
chromatography molecular exclusion and reverse phase. The coagulant activity gotten
by the fractions was inhibited alone by PMSF, suggesting that the responsible toxin for
the coagulant activity is one serinoproteinase. The proteolitic activity gotten by
zimogram, using as bovine fibrinogen substratum, suggests the presence enzyme
thrombin — like with molecular masses of the ~ 25 — 40 kDA. Of the coagulants,
fractions gotten by chromatography reverse phase fraction (fraction 09) only presented
defibrinating activity, invivo, evaluated in mouse. This activity was not inhibited, in vivo,

when this fraction previously was mix with human serum.

Key words: Crotalus durissus ruruima, thrombin — like, defibrinating activity, coagulant

activity, serinoproteinase



1. INTRODUCAO

A convivéncia do homem com as serpentes remonta 0 proprio processo
evolucionario, desde a época em que o fogo ndo era dominado por nossos ancestrais.
Ainda no século XXI nos preocupamos com as serpentes, e por certo estas continuam
a povoar 0 nosso imaginario e causar acidentes em humanos, como em eras
passadas. Com o desbravamento das Ultimas reservas naturais, os acidentes ofidicos
tém marcado sua presenca de maneira constante, e certamente nos acompanharao
por muitos séculos (CASTRO 2006).

Os venenos de serpentes sao conhecidos pelo homem desde os tempos mais
antigos. Existem em papiros de origem egipcia (1600AC) descricbes do uso de
medicamentos e procedimentos utilizados para o tratamento de acidentes ofidicos
(BOLANOS, 1984).

1.1. EPIDEMIOLOGIA E SOROTERAPIA

O Brasil apresenta uma diversificada fauna de serpentes, com
aproximadamente 265 espécies, classificadas dentro de 73 géneros e reunidas em 9
familias. A fauna de interesse médico no Brasil esta dividida em duas familias de
serpentes, afamilia Elapidae, composta por serpentes encontradas principalmente na
Asia, Africa e Australia; nas Américas, a familia esta representada pelas chamadas
cobras corais, pertencentes ao género Micrurus, Leptomicrurus e Micruroides; e a
familia Viperidae, dividida em 5 géneros: Bothrops, Crotalus, Lachesis, Bothriopsis e
Porthium e contendo, aproximadamente, 30 espécies (MELGAREJO, 2003).

Crotalus durissius é a espécie de cascavel com maior distribuicdo geografica,
abrangendo desde o México até a Argentina e possuindo varias subespécies. No
Brasil apresenta ampla distribuicdo, habitando, preferencialmente, regiées secas e
aridas.

HOGE (1965) considerou sete subespécies distribuidas pelo territorio
brasileiro: C. d. cascavela, C. d. collilineatus, C. d. dryinas, C. d. marajoensis, C. d.

ruruima, C. d. terrificus, C. d. trigonicus.
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Segundo o Ministério da Saude, as serpentes do género Crotalus séo
responsaveis por, aproximadamente, 1.300 casos de acidentes ofidicos por ano,
representando 7,7% do total dos acidentes ofidicos no Brasil, possuindo o maior
coeficiente de letalidade (BRASIL 1999). No estado de Roraima, durante o periodo de
1992 a 1998, estudos epldemioldgicos relatam que 13,4% dos acidentes ofidicos
foram causados por serpente do género Crotalus (NASCIMENTO 2000).

O envenenamento causado pela cascavel sul-americana C. d. terrificus
apresenta a nivel local edema discreto, parestesia e, em alguns casos, dor de
pequena intensidade; a nivel sistémico pode-se observar efeitos neurotdxicos
caracterizado pela facies miasténicas, ptose palpebral, flacidez da musculatura da
face, oftalmoplegia, diplopia, efeito miotoxicos como mialgias e rabdomidlise,
mioglobindria, efeitos coagulantes e também foram verificados efeitos
imunosupressores (AMARAL et al. 1991; CARDOSO & MOTA, 1997).

A soroterapia realizada no tratamento de acidentes ofidicos vem sendo utilizada
durante séculos. O soro antiofidico € o melhor tratamento nos acidentes provocados
por serpentes. Os acidentes ofidicos sao classificados em leves, moderados e graves.
Em todos os casos é necessaria a utilizagdo do soro antiofidico. O soro € produzido
pela imunizacdo de animais, particularmente cavalos, devido ao seu porte e o maior
volume de soro obtido (MUNIZ 2002).

1.2 COMPOSICAO E PROPRIEDADES DOS VENENOS DE SERPENTES

Existem aproximadamente 2000 espécies de serpentes, sendo que somente
300, aproximadamente, sdo venenosas. Serpentes venosas sdo encontradas nas
familias: Colubridae, Elapldade, Hydrophonidae, Viperidae e Crotalidae
(KARALLIDDE, I. 1995). Venenos de Serpentes apresentam um grande nimero de
proteinas e peptideos biologicamente ativos, cerca de 90-95%, e também incluem
aminoacidos, nucleotideos, carboidratos, ions metdlicos etc. (KOCHVA, E. 1987,
KARALLIDDE, I. 1995; HEISE, PJ. et al., 1995, LIMA. et al. 2005.).

As proteinas presentes nos venenos de serpentes possuem uma grande
variedade de atividades biolégicas, podendo afetar sistema nervoso central e
periférico e a hemostasia (Figura. 01) (LIMA. et al. 2005). Esses venenos podem atuar
em mais de um sistema fisiologico ao mesmo tempo. Toxinas proteicas dos venenos

dafamilia Viperidae, € um bom exemplo de como elas atuam na hemostasia, podendo
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atuar sob os fatores pro e anticoagulante e também na inducdo ou inibicdo de
agregacao plaquetaria (BRAUD et al. 2000, GORNITSKAIA, etal. 2003).

Integrin
Antagonists

Inhibition

PLATELET
AGGREGATION

proEnzymes-> Enzymes

Fibrinagen->Fibrin

Figura. 01. Efeitos biol6gicos das toxinas dos venenos de serpentes durante o processo de
envenenamento (LIMA. et al. 2005).

A composicédo dos venenos de serpentes pode variar em funcdo daidade, sexo,
distribuicdo geogréfica e habitos alimentares (FRANCA & MALAQUE, 2003).

Venenos de serpentes apresentam uma grande variedade de enzimas
proteoliticas, que podem ser divididas em dois grupos principais: serinoproteases e
metaloproteases, enzimas estas que afetam o sistema de coagula¢do sanguinea por
uma variedade de mecanismos (YONG-HONG et al., 2003; LIMA. et al. 2005).

1.2.1 VENENOS CROTALICOS.

O veneno amarelo de C. d. ruruima, como observado por Muniz (2002),

apresenta varias atividades biologicas, in vitro e in vivo, como atividade
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desfibrinogenante, atividade hemorragica, atividade miotoxica, atividade proteolitica,
entre outras.

As enzimas L — amino oxidase (LAO) promovem a desaminacdo oxidativa
esteroespecifica em a — ceto acido junto com a producdo de amobnia e perdxido de
hidrogénio via o intermédio de um amino acido (PAWELEK et al. 2000). Takatsuka et
al (2001) verificaram que as ORF da LAO do veneno de Agkistrodon halys blomhoffii
traduzem um polipeptidio de 504 residuos de aminoacidos, sendo 18 deles referentes
ao peptideo sinal, e 486 residuos formam a subunidade madura. A proteina madura
apresenta provaveis dois pontos de glicosilacdes com sequéncia consenso Arg — X —
Thr (Ser) nos residuos de aminoacidos 172 e 361, respectivamente. A LAO de
Agkistrodon halys blomhoffii apresenta uma similaridade de 87,3% com a LAO de
Crotalus adamanteus. A LAO da cascavel sul-americana Crotalus durissus cascavela
apresenta uma similaridade de 86% com a LAO de Crotalus adamanteus (TOYAMA
et al.2006).

O papel fisioldégico da L — amino oxidase em envenenamentos por serpentes
ainda ndo € muito bem conhecido. Estudos recentes indicam que as LAO induzem
morte celular programada (apoptose) em células endoteliais do sistema vascular,
assim contribuindo para o prolongamento do sangramento nas paredes dos vasos
sanguineos provocado por acidentes ofidicos (TAKATSUKA et al 2001). Ao contrario
da inducdo de apoptose vascular, o efeito de LAO dos venenos de serpentes nas
plaguetas foi controverso. Takatsuka et al. apud Nathan et al. (2001) reporta que a
LAO de Echis colorata, parcialmente purificada, inibia agregacéo plaquetaria ADP —
induzido. Takatsuka et al. apud Li et al. (2001) reporta que a LAO purificada de
Ophiophagus hannah apresentava baixa atividade a agregacéo plaquetaria. Toyama
et al. (2006) reporta que a LAO purificada da cascavel sul-americana Crotalus durissus
cascavela induz uma forte agregacao plaquetéria.

Estudos feitos com as LAO de venenos de serpentes tém mostrado atividade
antimicrobiana contra bactérias gram — negativas e gram — positivas (SAMY et al. apud
TALAN et al. 2006) e também anti — leishmania (PASSERO et al. 2007).

A Crotamina € um polipeptidio de 42 residuos de aminoacidos, possui uma
massa molecular de 4,8 kDA e um pl de aproximadamente 10,8. O gene da crotamina
apresenta 1,8 kpb sendo organizado em 03 exons separados por uma regido longa
de 900pb e uma regido curta de 140pb de introns. O exon 01 codifica a regido 5’"UTR
e 0s primeiros 19 amino&cidos do peptideo sinal. O exon 02 codifica42 aminoacidos,
03 aminoacidos do peptideo sinal e 39 aminoacidos da crotamina madura. O exon 03
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codifica os dltimos 03 aminoacidos da toxina madura, a terminal lisina e a regiao
3'UTR (OGUIURA et al. 2005). OGUIURA et al. apud Smith & Schimdt (2005)
descreveram as primeiras sequéncias do cDNA da crotamina e demonstraram que 0
MRNA codifica uma pré — crotamina de 65 residuos de aminoacidos que apresenta
22 aminoacidos de sequéncia sinal; a crotamina madura apresenta 42 aminoacidos e
um terminal — carboxil lisina sendo este removido por modificacao pés-traducional da
crotamina.

Crotoxina é a proteina mais abundante no veneno das cascavéis brasileiras,
sendo uma potente neurotoxina que também apresenta uma potente atividade mioto-
xica (PONCE — SOTO et al. 2007), bloqueando a transmissédo de sinal nas jungdes
neuromusculares (SANTOS et al. apud BON et al. 2007). A eficacia anti — tumor in
vivo, com administracéo diaria de crotoxina, foi demonstrada em carcinoma de pulméo
de Lewis, com taxa de inibicdo de crescimento de 83 % (NEWMAN et al., 1993), em
carcinoma de mama humano MX — 1, com inibicdo de crescimento de 69 %, porem
uma baixa atividade em células leucémicas HL — 60, com uma inibi¢éo de crescimento
de somente 44%, sugerindo que a crotoxina tem especificidades a tumores solidos
(CURA et al., 2002). Recentemente se tem descrito outras propriedades farmacologi-
cas da crotoxina, como opiaceo, analgésico independente a acetilcolina (ZHANG et
al., 2006), inibicdo de pequenas GTPases em macroéfagos de ratos (SAMPAIO et al.,
2006) e efeitos imunosupressivos (RANGEL-SANTOS, LIMA et al., 2004).

A crotoxina é formada por duas subunidades: crotapotina e fosfolipase A2
(PLA2). A crotapotina consiste de trés cadeias polipeptidicas ligadas por pontes de
dissulfeto e atua como uma subunidade inibidora de chaperonas, evitando interacbes
da PLA2 com fosfolipidios da superficie da membrana, com excecdo da sua
membrana-alvo. O modelo atualmente aceito sugere que quando a crotoxina atinge a
sua membrana-alvo, a subunidade enzimatica ativa se liga a membrana-alvo e a
crotapotina é liberada em solugéo (BON et al.1979)

Fosfolipases A2 compreendem uma larga familia de proteinas que apresentam
alguma semelhanca catalitica e grande homologia entre elas. Esta enzima foi identifi-
cada em tecidos de mamiferos, como em artropodes, e venenos de serpentes também
apresentam a enzima. Recentemente PLA2tem demonstrado papel em inUmeros pro-
cessos patofisiologicos como: artrites reumatdides, asma entre outras (MORAES &
GIGLIO 2003). A PLA2 de cadeia simples apresenta 08 pontes de dissulfetos, catali-
sando por hidrélise a ligacdo acil — ester na posigédo sn — 2 do fosfolipidio (BAEK et
al., 2000) num mecanismo similar ao das PLA2de mamiferos (GELB et al., 1995).
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Algumas destas enzimas apresentam-se formando complexos com outras proteinas,
potencializando o seu efeito farmacolégico. Pode apresentar subunidade que induz
neurotoxicidade (FAURE et al.,, 2000) e miotoxicidade (RANGEL-SANTOS, DOS-
SANTOS et al., 2004). A fosfolipase A2 subunidade da crotoxina, atua na juncao neu-
romuscular semelhante a crotoxina, embora necessite de concentra¢cdes maiores para
produzir o mesmo efeito (VITAL BRAZIL, 1966). Observacdes experimentais demos-
traram que a fosfolipase Az, subunidade da crotoxina, se liga a sitios de baixa afini-
dade quando ndo esta formando o complexo crotoxina. Isto vem reforcar o papel da
molécula carreadora da crotapotina FAURE et al.1993).

Conwvulxina € uma lectina tipo C glicosilado, isolada do veneno de C. d. terrifi-
cus, que ndo apresenta atividade fosfolipasica, amidolitica e esterolitica e ndo interfere
nos fatores plasmaticos, mas € um potente fator de ativador de plaquetas, causando
distarbios respiratérios e cardiovasculares. Conwvulxina estimula trombdécitos, resul-
tando em agregacao e liberacdo de ADP e interage com glicoproteinas de plaquetas
(MURAKAMI et al. 2003).

Conwulxina € um heterodimero composto por duas unidades homoélogas a e 3,
apresentando massas moleculares de 13,9 e 12,6 respectivamente, é célcio depen-
dente. Pequenas doses (0.001 — 0.1 pg/mL) de convulxina ndo provocam lise na mem-
brana das plaquetas, enquanto que em 3ug/mL pode-se evidenciar atividade citolitica

e liberacdo de serotonina e aminas biogénicas (MURAKAMI et al. 2003).

1.3. HEMOSTASIA E VENENOS DE SERPENTES

A manutencdo do sangue dentro do sistema vascular € um importante processo
fisiolégico. A hemostasia refere se a resposta normal ante uma injuria ocasionada a
um vaso, pela formacéo de coagulos para deter processos hemorragicos (RASHE, H.
2001).

A hemostasia humana é baseada em uma complexa interacdo entre proteinas
do sangue, plaquetas, células endoteliais, e estruturas subendoteliais (MARKLAND,
1998). Em condi¢cdes normais, os fatores de coagulacdo (Tabela 01) circulam sob
forma ndo-ativa (zimogénios) e, juntamente com as plaquetas, s6 exercem funcao
hemostatica ou coagulante quando essas condicfes se alteram (BOON, 1993).

Na tabela 01 s&o listados os principais fatores que participam da hemostasia

do sangue.



Tabela 01 Proteinas do plasma que participam do sistema hemostatico e fibrinolitico.

Massa
Fatores Sindnimos Propriedade molecular Acéo
(Da)
| Fibrinogénio Dimero com 03 cadeias. Formacgdo de mondmeros, liberacdo de fibrinopeptideos catalisada pela
trombina.
_ _ . 340.000
Fibrin (Des —A — fibrin) Agregar monémeros de = A . . =
a Fibrin (Des —AB — fibrin) fibrinas. Agregacao espontanea apos a liberagéo de fpA.
Agregacéo apos a liberacéo de fpB.
Il Protrombina . Depgn_dente de vitamina K 68.000 Ativados pelo f. X,, Va, fosfolipidios + Ca?*.
zZimogénio de cadeia simples.
lla Trombina Serlnop::c;tg:is(’j‘esde duas 35.600 Formacgéo de fibrinas, ativado pelos f. V, VIII, Xlll, PC, plaguetas.
\% Pr6 — acelerina Proteina de cadeia simples. Ativado pelo fator Il.
480.000 - o4 -
Vi Acelerina Proteina de duas cadeias. Potencializado pela presenca de Ca®*f. Il ativa¢édo pelo fator Xa,
Ativado pelos f. lla, Xa, fragmentos Xlla.
VI Pré-Convertina . Depgn_dente de vitamina K
zZimogénio de cadeia simples. 59000
’ Extrinseca, ativacdo do fator X
Vila Convertina Serlnoprotea_se de duas
cadeias.
Vill: C Fator Antihemofilico Complexo de proteina >1.000 VII: C, cofator intrinseca, ativacéo do fator X e ativado pelo fato Ila.
VIIl: VWF Fator von Willebrand Complexo de proteina VII: WVF, agregacao plaquetaria.
IX Ativado pelo f. Xla + Ca?".
Dependente de vitamina K,
. zZimogénio de cadeia simples.
IXa Fator Christmas 55.000 Intrinseca, ativagao do fator X.
Serinoprotease de duas
cadeias.
X . . ) .
) . Ativado pelo f. VIl + tromboplastina (via extrinseca) ou f. IXa + VIII +
Z?n?gegg%ni%igéagggg fosfolipidios (via intrinseca).
% Fator Stuart 9 ' 63.000

Serinoprotease de duas
cadeias.

Ativacdo do f. IX
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Xl

Xla

Xl

Xlla
Pré —
calicreina
Calicreina

HMW
Kininogenio
Xl

Xllla

XV

Scu PA

AT-Il
a—M
a;— AT
Ci—1
PCI
az— AP

PAI —1

PTA

Fator Hageman

Fator Fletcher
Fator Fletcher ativado

Fator Fitzgerald

Fator estabilizador de
fibrina

Proteina C

Proteina C ativada.

Proteina S
Plasmogénio

Plasmina
Pro — uroquinase
Fibrinonectina

Antitrombina
a2 — Macro globulina
a— Anti tripsina
C1— Inibidor
Inibidor proteina C
Antiplasmina
Inibidor do ativador de
Plasmogénio

Zimogénio dimérico
Serinoprotease de duas
cadeias dimérica.

Zimogénio serinoprotease de
cadeia simples

Fragmento ativo de duas
cadeias.

Zimogénio de cadeia simples.

Serinoprotease de duas
cadeias.

Molécula simples.

Zimogénio de cadeia duas
cadeia.

Transaminase de duas
cadeias.

Dependente de vitamina K,
zimogénio de duas cadeias.

Serinoprotease de duas
cadeias.
Dependente de vitamina K.

Zimogénio de cadeia simples.

Serinoprotease de duas
cadeias.

Zimogénio de cadeia simples.

Proteina de alta massa
molecular.
Proteina de cadeia simples.
Quatro unidades.
Proteina de cadeia simples.
Proteina de cadeia simples.
Proteina de cadeia simples.
Proteina de cadeia simples.

Glicoproteina.

160.000

82.000

80.000

110.000

350.000

55.000

69.000
92.000

92.000
54.000
470.000

61.000
720.000
51.000
105.000
57.000
70.000

52.000

Ativado pelo fator Xlla + Pré — calicreina+ contato de superficie.
Ativacéo do fator IX

Ativado pela Pré — calicreina+ contato de superficie kininogénio.

Ativacdo de contato com a via intrinseca.
Ativado pelo fator Xlla.
Ativacéo de contato com a via intrinseca.

Converte bradicinina em calicreina, Ativacdo de contato com a via
intrinseca.
Ativado por trombina + Ca?*.

Promove ligacdes covalentes entres os mon6meros de fibrinas.

Ativado por trombina + trombomodulina + Ca?*.

Inativagdo do fVa, Vi, e PAI—1.

Potencializa a inativagédo do f. Va, VI, € PAI — 1.
Ativado pelo uPAe tPA.

Fibrindlise

Agregacdo plaquetaria, fagocitose.

Inibidor dos f. lla, X3, Xlla, calicreina.
Inibicdo dos f. ll,, calicreina e outras proteases.
Inibicdo dos f. lla, Xla, calicreina, tripsina, elastase.
Inibicdo dos f. Xla, Xlla, calicreina.

Inibicdo da Proteina C ativada.

Inibicdo da plasmina

Inibicéo de uPA e tPA.

(STOKER 1990)



A coagulacao ocorre em trés etapas essenciais: primeiro, em resposta a ruptura
do vaso ou dano ao préprio sangue, ocorre uma cascata complexa de rea¢des quimi-
cas no sangue, envolvendo mais de uma duzia de fatores de coagulacdo sanguinea.
O resultado é a formacao de um complexo de substancias ativadas, chamado de ati-
vador da protrombina. Segundo, o ativador da protrombina catalisa a conversdo da
protrombina em trombina. E por dltimo, a trombina age como uma enzima que con-
verte o fibrinogénio em fibras de fibrina, e estas envolvem as plaquetas, os glébulos
sanguineos e o plasma para formar o coagulo (OLDRA apud GUYTON & HALL, 2003).

A cascata de coagulacdo € considerada uma ativacdo sequencial de
zimogénios, cada fator sendo substrato de uma enzima anterior e ativador da
proenzima seguinte. A grande maioria das ativacdes da cascata de coagulacédo esta
ligada a uma protedlise, e muitos desses fatores de coagulacdo sdo serinoproteases,
com excecgdo os fatores Vlla e Xllla. Esta etapa é dividida em duas vias distintas, a
intrinseca e a extrinseca, que sao inter-relacionadas e culminam em uma via comum
(Figura. 02) (SANT'ANA, 2005).
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VIA INTRINSECA

Calicreina

==

Fator Xfl » Fator XIIa

h 4

Pré-calicreina

r

VIA EXTRINSECA

/ Fator ITI (tecidual)

Fator XI Trombina | | Fator XIa
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a, Fator VIIa Fator VII
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/ Ca™ e trombina

Fator IX - & Fator IXa
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Fator VIII Fator VIIIa

Fator Va
Protrombina . Trombina
Cat e
FL
Fibrinogénio | Fibrina
Fator XIII Fator XIIIa
B ————
T]'omlfiuﬁ,
Ca”™
Fibrina estavel

Produtos de degradaciio do fibrinogénio/ fibrina

Figura 2. Representacdo esquematica do sistema de coagulagdo sanguinea (SANT ANA apud BOON,
NARAYANAN 2005).
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Proteinas e peptideos dos venenos de serpentes sdo conhecidos por
provocarem ativacéo e inativacao dos fatores de coagulacdo, afetando a interagéo do
sistema hemostéatico (STOKER 1990).

Fontana, em 1700, foi o primeiro a observar os efeitos dos venenos de
serpentes na coagulacdo sanguinea. Ele notou arapida coagulacdo seguida de morte
depois de aplicada na veia jugular de coelhos. Em 1890, Mitchell e Reichert fizeram
uma série de observacdes sobre os efeitos coagulantes e anticoagulante dos venenos
de cascaveis. Conhece-se, hoje, mais de 100 venenos de serpentes que de alguma

maneira afetam o sistema hemostatico (Figura 03) (MARKLAND, 1998).

Fator Plaquetas Plaguetas
~ fecidual
Coagulacdo
Ativadores
X Fosfolipase agregagao
| Inibidores
Xlla? ) agregacéo
Trombina? A\ 4
Agregacéo
Proteina
Xla Anticoagulante

Protrombrina

v
7 VIl Xa —————» i 5
- Va Ativadores
ot SR
Proteina C m

:
Trombina ———» serpinas

-
TAT I *
Fibrinoan g XL
lorinogenio ibring——» T
Fibrindlise Ty Fibrina
- FPA,FPB

*

3

Fibrinogenolise

F 3

aAP
SK FGDP
Alivador > <
UK

Plasminogénio Ativador
Plasminogénio

w= =« w== P Inibi¢do ou inativagéo

3
o
w
o
< Y
AJ
\{

FnDP

Fatores

Venenos de Serpentes ——) Allvaca0 ou Converséo

@ hibigdo

Figura 03. Esquema da Interacdo dos Venenos de Serpentes e as vias de Coagulagéo
Sanguinea (MARKLAND, 1998).

A complexa coevolugdo entre proteinas dos venenos de serpentes e sistema
hemostatico, consequentemente, tem que ser considerada ja que as variedades de

proteinas nos venenos de serpentes atuando com ampla especificidade em varios
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fatores do sistema hemostatico, assim como proteinas com especificidade a apenas

um fator de coagulagéo, tém sido descritos na literatura (STOKER 1990).

1.4 SERINOPROTEASES DOS VENENOS DE SERPENTES

Serinoproteases sao hidrolases que exibem uma preferéncia por hidrolisar
ligacdes peptidicas na regido da carbonila contribuido pelos aminoacidos béasicos
lisina ou arginina e pertencem a familia tripsina S1, embora apresente uma rigorosa
especificidade a substratos macromoleculares (MAGALHAES et al. 2006).

Serinoproteases representam uma classe de proteinas que controlam uma
variedade de processos na cascata de coagulagdo sanguinea. A evolucdo de
proteinas que apresentam um papel vital pode ser exemplificada pela serinoprotease
trombina.

Trombina € uma serinoprotease originada da protrombina através das vias
intrihnseca e extrinseca, que cliva fibrinogénio para remover dois pequenos
polipeptidios (fibrinopeptidio A e B), clivam as ligacbes peptidicas entre o0s
aminoacidos R-G das cadeias a e B do fibrinogénio, causando polimerizacdo das
moléculas de fibrinogénio em fibrina, e ativacdo das plaquetas, como respostas
celulares em processos inflamatérios e reparacdo de tecidos danificados, possui
massa molecular em torno de 33,7 kDa, participa da ativagéo dos fatores V, VI, VIII,
XIll, e da Proteina C (ISETTI, G. & MAURER, M.C. 2004, O. FUSTER-LLUCH, et al.
2004).

Serinoproteases de veneno de serpentes (SPVSs) sdo as mais caracterizadas
enzimas que afetam o sistema hemostatico, atuando em uma ampla variedade de
fatores da cascata de coagulagcdo como os sistemas fibrinolitico e cinina-calicreina
(PIRKLE 1998).

1.4.1. BIOLOGIA MOLECULAR E ATVIDADE BIOLOGICA DAS
SERINOPROTEASES

As enzimas serinoproteases dos venenos de serpentes que afetam o sistema
hemostatico sao divididas em 04 grupos: coagulantes (trombinas — similes), pro-

coagulantes (toxinas que ativam protrombina), anticoagulantes (toxinas que ativam
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proteina C), inibidores da funcdo plaquetaria (disintegrinas) e ativadores do sistema
fibrinolitico e hemorragicos (MARSH, 2005; MARKLAND, 1998; MATSUI et al., 2000).

Essas enzimas sdo muito abundantes nos venenos de serpentes,
principalmente na familia Viperidae, onde constituem aproximadamente 20% do total
de proteinas contidas no veneno e apresentam como propriedade estrutural a triade
catalitica altamente conservada Series, Hiss7 e Aspio2, que as classificam como
serinoproteases (SERRANO & MAROUN, 2005).

SPVSs sao proteinas de cadeia simples que séo visualizadas como banda em
condi¢cdes reduzidas por eletroforese unidimensional, com massa molecular variando
de 26 a 67 kDA dependendo do oligossacarideo ligado a proteina (SERRANO &
MAROUN, 2005).

Bibliotecas de cDNA originadas de glandulas de serpentes peconhentas vem
sendo construidas e varias SPVSs tém sido isoladas e seqlenciadas. As SPVSs sao
proteinas de cadeia simples e os cDNAs descritos na literatura possuem, aproxima-
damente, ORF’s (open reading frames) de 800 pb. Apresentam 5 UTRs geralmente
curtos enquanto que 3'UTRs variam de tamanho contendo aproximadamente 1.200
nucleotideos. SPVSs séo sintetizados como zimogénios com aproximadamente 256
— 257 residuos de aminoacidos possuindo peptideo sinal de 18 residuos de aminoa-
cidos. Recente exame da expressao génica da glandula de veneno de Bothrops insu-
laris gerado pela andlise de EST (expressed sequence tags) identificou classes muito
comuns de toxinas expressadas por serpentes viperideas. De acordo com esses es-
tudos, SPVSs representam 9,6% das toxinas expressadas na glandula de veneno de
Bothrops insularis (JUNQUEIRA-DE AZEVEDO & HO, 2002).

Em geral, SPVSs afetam o sistema hemostatico, especificamente ativando
componentes do sistema sanguineo envolvidos na coagulacdo, degradando
fibrinogénio ou fibrina, e agregacdo plaguetaria ou por degradacédo proteolitica
(PIRKLE 1998). Atualmente muitas SPVSs possuem sua sequéncia de aminoacidos

conhecidas sendo bioquimicamente e biologicamente caracterizadas (Tabela 02).



Tabela 02 SPVSs com caracterizag8o bioldgica e bioquimica.

Nomes Espécies Sequéncias de Atividades N:isciiasr gsn ) pl Carboidratos Inibidores Referéncias
amino4cidos
Agkistro_don Ativador de NPGB +; PPAQK+;Beqzamidina i Sfc:zgreéta;r 1598877;
ACC-C ;:Oc;?rtic:(rtrlx con-  P09872 proteina C 37-40 kDa 6.3 16-20% ATIII-hepansn;ni;hlrudlna— Orthner et al. 1988
_ McMullen etal., 1989
Acutin le'jt'j;mdon QoYGS1 Coagulante 38 kDa ~40 + nr Pan et al., 1999
. Deinagkistro- Coagulante 0
Acutobin don acutus QalIgx2 (Aq) 40 kDa nr 30% nr Wang et al., 2001
NPGB+; Agmatina+ Nolan et al., 1976
Ancrod ~ Calloselasma 504, Coagulante 35 4 1 pa 42 350 a2-macrogiobulina + Burkhart et al., 1992
rhodostoma (Aa) 6.2
Auetal., 1993
: Coagulante o Benzamidina +; a2-macroglobulina Stocker &
Batroxobin  Bothrops atrox =~ P04971 (AQ) 41.5 kDa 10.2% +; ATll-heparin ‘a—; Heparina-; Hiru- Barlow , 1976
Coagulante ) dina-; Aprotina-;SBTI-; e-ACA-; Funk et al., 1971
B. moojeni (A q)g 36 kDa 5.8% Acido tranexamico -; lodoacetamida Stocker et al., 1982
- ltoh et al., 1987
- . Agkistrodon bi- Coagulante RNTI Komori et al., 1993
Bilineobin lineatus Q9PSN3 (Ace BB) 57 kDa nr + Hirudina Nikai et al.. 1995
Bothrops Bothrops jara- Esteroltica —AN0 Reichl etal., 1983
protease A raca QOPTUB amidolttica 67 kDa 35 60% nr Murayama et al., 2003
Coagulante . -
— . Atividade de agregacéo de plaque-
Bothrom  Bothropsjara- g, 564 Adeagrega- 5o, 0, 554 + tas inibida por Mabs anti GP- llo/llia Nishida etal., 1994
bin raca ¢ao plaqueta- -GP.
fa e anti-GP.
Agkistrodon Cliva as ca- Duas ca- Lee et al. 1999
Brevinase  blomhoffiibrevi  Q9PT51 deiasAae BB deias:16.5e - + Pefabloc +; Ditiotreitol + Lee & Par|.<’ 2000
caudus do fibrinogénio 17 kDa
: Agkistrodon Coagulante g
Calobin caliginosus Q91053 (AQ) 34 kDa 6.2 + Aprotinina-; Hirudina Hahn et al., 1996
: Agkistrodon Libera FPB e T
)((Zggitr(‘)rtrl- contortrix con- P82981 Ativafatores 26 kDa 5.54 none Ber;\z_?"rlrlhdéne;i,ngﬂiPH Amiconi et al., 2000
tortrix FV e KX P
Aumenta a
permeabili-
: dade dos ca- Shimokaw a &
o, Skistrodon 042207 plares por cl- 44 kDa 35 + nr Takahashi, 1993a,b,
y 9 vagemda ca- 1997; Hahn et al., 1998
deia Bp do fi-

brinogénio
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Cont. tabela 2.

- Seqléncias de L. Massas . L . .
Nomes Espécies aminoacidos Atividades moleculares pl Carboidratos Inibidores Referéncias
Markland, 1976; Mark-
} Coagulante (Aa) . Dha. land et al., 1982
Crotalase Cror;ﬂﬁtseﬁda nr Liberagao de Ci- 32.7 nr 8.3% TLCK Pr&iEhd?ng_rgCHZCIC+ Massovaet al., 1997
nina Henschen- Edman et
al., 1999
. Shieh et al., 1985;
Flavoxobin | meresurus P05620 Coagulante (Aa)  235kDa 4.8 none TLCK+ Shieh et al., 1988
flavoviridis
] o Yamamoto etal., 2002
Agkistrodon leer?‘iﬁgad|CI—
Halystase halys P81176 . . 38 kDa nr 12.8% Leupeptina+ Hirudina- Matsui et al., 1998
.. Cliva cadeia BB
blomhoffii N
do fibrinogénio
: Agkistrodon Ativacéo de
Haly-PA halys QIYGJ8 Plasmogénio 32 kDa nr + nr Park et al., 1998
Libera Bradici- 4.5-
Bothrops nina KN-BJ138 7
KN-BJ - 013069 kDa KN BJ2 : + Derivavados de Benzamidina + Serrano et al., 1998
jararaca Coagulante (Aa) 4.3-
39 kDa 47
. Agmatina +; p-aminobenzami- Silveira et al., 1989
LM-TL Lachesis muta P33589 (p‘fg?g‘ijr'gfi‘ﬁa M-47k0a 25 + dina+ Magalhées; et al., 1993
9 ' BPTI-; Ecotina-; Hirugenio- Castroet al., 2001
Trimeresurus Cliva a cadeia
Mucroso- 1 icrosquama- U31417 BB do fibrinogé- 28 kDa nr nr nr Guoetal,
bin tus nio: 2001
Agregacéao pla- Derivavados de Benzamidina +; Serrano
) Bothrops quetaria pela ati- Heparina +; Mab llaR, anti etal., 1995;
PA-BJ jararaca Pe1824 vacgéo de PAR1 30kDa >9 * PAR1 +C;Hirudin- Santos
e PAR4 Thrombomodulina - etal., 2000
P18964-alfa Tg%
RVV-V Vipera russelli P18965-gama Ativacdo de FV 29 kDa nr 6% ATlll-heparina - ’
Tokunaga
etal., 1988
. L A . . Zhanget al.,
TSV-PA Trlrt'ngresurgs Q91516 gnvagaoA dg 33 kDa 52 + BPTI-H|rud|naSI;T,;ATIII-heparlna- 1995: Braud
stejnegeri lasmogénio - et al., 2000
TMVIG/ Trimeresurus Cliva a cadeia Hung et al.,
™5 mucrosquamat Q91507 BB do fibrinogé- 28 kDa nr nr Leupeptina + 1994; Hung
us nio & Chiou, 2000
Siigur et al.,
VLFVA Viperalebetina Q9PT4 Ativacao de FV 28.4 kDa nr 6% nr 1998; Siigur
et al.,1999
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+ inibicdo;-ndo inibicdo; + conflito de resultados; (Aa), clivagem especifica na cadeia a do fibrinogénio; (Bp), clivagem especifica na cadeia B do fibrinogénio, traduzido
de (SERRANO & MAROUN, 2005).
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Muitas SPVSs apresentam atividades fibrinogenoliticas e fibrinoliticas, porém
muitas possuem preferéncias na clivagem do fibrinogénio, liberando fibrinopeptideos
A, B ou AB. A trombina humana atua no fibrinogénio liberando fibrinopeptideos A e B,
atras de dois sitios hidrofébicos (STUBBS & BODE, 1993).

Algumas SPVSs apresentam uma fungdo similar a trombina, sendo conhecidas
como coagulantes trombinas — simile (cSPVSs) (MARKLAND, 1998; PIRKLE, 1998).
As atividades de cSPVSsnao sao idénticas as enzimas a — trombina humana. Algu-
mas cSPVSs ndo ativam o fator estabilizador de coagulo (fator XIll), liberando so-
mente um fibrinopeptideo (SERRANO & MAROUN apud STOKER 2005).

Muitas SPVSssao classificadas como enzimas coagulantes e majoritariamente
liberam somente fibrinopeptideo A. A Batroxobina, de Bothrops atrox , ancrod, de Cal-
loselasma rhodostoma e crotalase, de Crotalus adamanteus sdo importantes repre-
sentantes de cSPVSs que liberam fibrinopeptideo A (SERRANO & MAROUN 2005).

SPVSs que liberam preferencialmente fibrinopeptideo B do fibrinogénio é re-
presentado pela serinoprotease do veneno de A. c. contortrix (AMICONI et al 2000).
Bilineobina representado pela serinoprotease do veneno de Agkistrodon bilineatus e
a enzima que libera ambos fibrinopeptideos A e B por clivagem nas ligacdes peptidi-
cas entre Argl4 — Glyl5 (SERRANO & MAROUN 2005).

Outra atividade similar a trombina apresentada por SPVSs, é a ativacao do fator
V e da proteina C. A ativagdo do fator V é mediada pela quebra de ligacdo peptidica
no residuo Arg 1545 no fator V, pelos venenos de Daboia russelli e Daboia lebetina,
gerando cadeias pesadas e leves no fator Va (TOKUNAGA et al. 1988, SEGERS et
al. 2006). A glicoproteina C é dependente de vitamina K que circula no sangue como
zimogénio de serinoproteases sendo ativada pela trombina na superficie endotelial na
presenca de trombomodulina (ESMON & OWEN, 1981). A proteina C ativada degrada
fator Va, induzindo incoagubilidade. A ACC —C de A. c. contortix mostrou seletividade
por clivar a cadeia pesada da proteina C, além de clivar cadeia Aa do fibrinogénio
(embora ndo coagule o fibrinogénio) (KISIEL etal. 1987), e induz uma prolongacao do
tempo de ativacdo parcial da tromboplastina e degradacéao proteolitica dos fatores Va
e Xllla por ativacao da proteina C (SERRANO & MAROUN 2005).

A ativacdo plaquetaria é outra atividade das enzimas multifuncionais; a— trom-
bina que sdo encontradas nas SPVSs. A trombocitina de B. atrox foi a primeira enzima
com esta atividade descrita (NIEWIAROWSKI et al., 1977). A trombocitina libera se-
rotonina e ativa o fator Xlll por protedlise limitada (KIRBY et al., 1979). Algumas
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SPVSs que atuam em plaquetas, como a crotalocitina isolada do veneno de Crotalus
horridus horridus induz a liberagédo de ATP (SCHMAIER & COLMAN, 1980). MSP1 do
veneno de Bothrops moojeni induz agregacao plaquetaria e potencializa agregacéao
ADP —induzido (SERRANO et al.,1993).

SPVSs conhecidas como enzimas calicreina — simile atuam liberando o hipo-
tensivo lys — bradicinina ou bradicinina do cininogénio (SERRANO & MAROUN 2005).
Nustad e colaboradores (1978) demonstraram que as bradicininas séo liberadas por
acdo proteolitica das enzimas dos venenos de serpentes que atuam no cininogénio
no plasma, intestino, Utero e masculo liso. Halystase do veneno de A. halys blomhoffii
€ uma enzima que libera bradicinina e que ndo apresenta atividade coagulante, porem
cliva cadeias de fibrinogénio (MATSUI et al., 1998).

Os venenos de serpentes apresentam SPVSs com atividades como ativadores
de plasminogénios. SPVSs ativam plasminogénios, em células endoteliais, para gerar
plasmina por clivagem especifica da ligacdo peptidica entre os aminoacidos Arg561-
Val562 do plasmogénio (SERRANO & MAROUN 2005). TSV-PA foi a primeira enzima
ativadora de plasminogénio a ser reportada (ZHANG et al., 1995) e contém 234
residuos de aminoacidos com um sitio N — glicosilado (MARKLAND, 1998).

SPVSs, como foi explanado mostram mais de uma atividade, podem apresentar
somente uma atividade como ACC-C (ativador de proteina C), TSV-PA (ativador de
plasmogénio), mas podem apresentar enzimas multifuncionais como a trombina
(SERRANO & MAROUN 2005).

1.5 TROMBINA - SIMILE DOS VENENOS DE SERPENTES

Venenos de serpentes apresentam grande variedade de enzimas proteoliticas
gue afetam o processo de coagulacdo sanguinea (BRAUD et al. 2000, MATSUI et al.
2000). Serinoproteases, como a trombina — simile, sdo responsaveis in vitro pela
atividade de coagulacdo sanguinea, apresentando uma grande distribuicdo em
venenos de varios géneros de serpentes sendo denominada Trombina — Simile do
Veneno de Serpentes (TSVSs) (PIRKLE 1998).

Atualmente, mais de 30 estruturas primarias de trombina — similes sé&o
conhecidas, apresentando altamente conservados o sitio ativo com os residuos de
aminoacidos His57, Asp102, Ser195. Baseado na analise da estrutura primaria dessas
trombinas — similes, essas enzimas s&o susceptiveis aos inibidores classicos de

serinoproteases. TSVSs tém apresentando homologia a tripsina de mamiferos, sendo
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esta uma possivel relacdo evolucionaria que vem sendo claramente demonstrada
(CASTRO et al. 2004, MARKLAND 1998, SERRANO & MAROUN 2005).

Novos estudos tém mostrado que TSVSs podem afetar varias partes do
sistema hemostatico desde os fatores de coagulacdo sangiinea até a inducdo de
agregacao plaquetaria (SANTOS et al. 2000), assim como também tém mostrado
atividade biolégica no sistema nervoso (CASTRO et al apud WU et al. 2004).

TSVSs sdo enzimas de cadeia simples capazes de liberar fibrinopeptideos A e/
ou B da cadeia Aa, quebrando ligagbes peptidicas Arg16 — Gly17, e da cadeia Bj3,
clivando ligacbes peptidicas Argld — Glyl5, gerando dois sitios de polimerizagao,
respectivamente. Ambos processos de clivagem induzem coagulagéo do fibrinogénio.
(Figura 04). A grande maioria das TSVSs apresentam uma alta termo estabilidade da
sua atividade arginina esterase ou da sua atividade amidase (SILVA-JUNIOR et
al.2007).

Uma breve revisdo bibliografica sugere grande variabilidade bioquimica de
TSVSs, em particular nas massas moleculares, obtidas por SDS — PAGE, com
variacao na faixa de 25 a 70 kDA, embora a massa molecular da estrutura primaria de
TSVSs seja inferior a 28 kDA. Isto sugere um papel importante das modificacdes pos
— traducionais (MPTs) na diversidade molecular de TSVSs, com glicosilagdo (SILVA-
JUNIOR et al.2007).

1
. B
1

SVTLE-B )
Thrombin
SVTLE-A SVTLE-AB

Figura 04. Comparagédo entre o padrdo catalitico entre a Trombina e TSVSs. a B y correspondem as
cadeias dos fibrinogénios e as letras A e B correspondem a liberagdo de fibrinopeptideos por acao

hidrolitica (CASTRO et al. 2004).

Algumas TSVSs ativam fator Xl como, a contortrixobina, de Agkistrodon con-
tortrix contortrix, acuthrombina e cerastocistina de Cerastes cerastes, assimcomo se-
rinoproteases dos géneros Agkistrodon, Bitis, Bothrops, Cerastes e Trimeresurus.

Contortrixobina uma serinoprotease de 25,5 kDA de Agkistrodon contortrix contortrix
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que ativam fator V, uma glicoproteina de papel importante nas vias pro e anticoagu-
lante (ROSING J et al. 2001). TSVSs com algumas excec¢des ndo ativam o fator XIII,
fator estabilizador de fibrinas. (MARKLAND, 1998 CASTRO et al 2004).

As trombinas — similes de venenos de serpentes séo ferramentas interessantes
para estudos de agregacao plaquetaria, algumas TSVSs induzem agregacao plaque-
taria na presenca de fibrinogénio exdégeno, com uma poténcia menor que a trombina
(PIRKLE 1998; SANTOS et al. 2000).

1.5.1 BIOLOGIA MOLECULAR E ATIVIDADES BIOLOGICAS DAS ENZIMAS
TROMBINA-SIMILES

Os genes da TSVSs sdo membros da familia de genes da tripsina/ calicreina
constituido de 05 exons e 04 intons. A enzima madura é decodificada pelo exons 02
a 05, enquanto a triade catalitica é decodificada em exons separados (ITOH et al.
1988).

TSVSs apresentam 12 residuos de cisteinas em posi¢cdes conservadas (Fig 05)
com excecdo da Dav-KN de Agkistrodon acutus deduzido por cDNA da glandula,
sendo substituido a Cys201 pela Ser201 e o mRNA provavelmente represente um
pseudogene (WANG et al. 2001). A auséncia de grupos tiol livres em TSVSs leva a
associacdo de todos os 12 residuos de cisteinas sendo ligados em ligacdes
dissulfetos (CASTRO et al. 2004). Os pares de ligacdes dissulfeto baseados na sua
homologia com a tripsina, foram primeiramente propostos por ltoh e colaboradores
(1987) e confirmado por Nikai e colaboradores (1995) no caso da bilineobina com
posi¢cOes das pontes de dissulfetos, Cys-22-157, Cys-42-58, Cys-91-250, Cys-136-
201, Cys-168-182 e Cys-191-220 sédo altamente conservadas entre as TSVSs. O
tratamento com agentes redutores das pontes de dissulfetos como o B -
mercaptoetanol e o DTT comumente afetam a atividade biolégica das TSVSs (PIRKLE
1998). Este dado revela o importante papel das pontes de dissulfeto na estabilizacao
da estrutura nativa de TSVSs. Estudos da estrutura da SPVS TSV — PA mostrou que
a ponte dissulfeto Cys136 — Cys201 é indicado como essencial na estabilizacédo
SPVSs confirmado nos modelos 3D de LM — TL de Lachesis muta, crotalase de
Crotalus adamanteus e outras TSVSs (EARPS & SHOOLINGIN-JORDAN 1998
PARRY et al.1998, HENSCHEN-EDMAN et al.1999, CASTRO et al. 2001, MAUROUN
2001).
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Comparando a sequéncia primaria das TSVSs, elas apresentam em torno de
233 + 10 residuos de aminoacidos. Com outras classicas serinoproteases como a
trombina, a tripsina e a calicreina, podemos notar uma baixa similaridade em relacéo
a trombina possuindo somente 26 — 33%, como também pode-se notar a mesma
similaridade em relacdo as serinoproteases pancreaticas, porém, apresentam uma
maior similaridade em relacdo a calicreina (34 — 40%), e a tripsina (37 — 44%) (tabela
04), baseado ndo somente na sua triade catalitica, mas também em outras
caracteristicas conservadas. O dominio catalitico € a principal regido conservada
dessas enzimas sendo diretamente responsavel pela sua similaridade, apresentando
algumas diferencas nas sequéncias laterais em comparacéo a outras serinoproteases
(FIGURA 05) (CASTRO et al. 2004, PIRKLE 1998).

Tabela 03. Similaridade entre 30 SVTLEs (quimiotripsina, a-trombina, calicreina e S-tripsina), ativador
de plasmogénio da serpente Trimeresurus stejnegeri (TSV-PA) e entre as subfamilias de SVTLE.

Enzimas N° de residuos Similaridade (%) Atividade bioldgica
Min. Max.

Hidrélise de moléculas de proteinas que

Quimotripsina 245 24 31 apresentam grande quantidade de residuos

aromaticos.

a- Trombina 259 26 33 Coagulacao do fibrinogénio

Calicreina 237 34 40 Liberacao de bradicinina

Hidrélises de moleculas de proteinas que

B-Tripsina 224 31 44 contem Arginina.
TSV-PA 234 53 74 Ativador de Plasminogénio
TSVSs 233 £ 10 51 98 Coagulacao do fibrinogénio

TSV-PA, e o grau de similaridade foi calculado usanodo CLUSTAL W (http://www.ebi.ac.uk/clustalw). @ seqiiéncia primaria de
trinta SVTLE, mostrada na figura 04, foram alinhadas com quimiotripsina, tronbina, calicreina, tripsina e TSV-PA, e o grau de
similaridade foi calculado usanodo CLUSTAL W (http://w w w .ebi.ac.uk/clustalw ).

A modelagem in silico da estrutura secundaria de TSVSs revela grande
quantidade de estruturas [ — folhas, inferindo um hipotético (/8 hidrolase, um
enovelamento tipico de serinoproteases da familia da quimotripsina (PERONAS &
CRAIK 1997) (FIGURA 06). Embora os residuos de aminoacidos da regiao central da
triade catalitica sejam altamente conservados, a superficie das TSVSs tem
apresentado consideraveis diferencas de conformacédo, devido a grande variacao na
sequéncia e comprimento dos loops, sugerindo que essas variagdes podem ter um
papel importante na atividade e na especificidade das TSVSs, como foi previamente

descrito para serinoproteases homologas de mamiferos (KREM & DI CERA 2001).


http://www.ebi.ac.uk/clustalw
http://www.ebi.ac.uk/clustalw
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GUSSUROBIN -WDKD IMLMRLKRPVNN STHIAPVPLP SHPP S —--VGSYV CRVMGHG-—--TITSPHE TYPDVPHCANINILDYEV CHAAHG -~
GLDUS =WDKD IMI MRLKRPVNNSTHIAPVSLP SHPP S ———-VESY CRVMHG-——-TITSPOETYPDVPHCANINTLDYEVCQAARHG-—
USSURIN ~WDKD IMLMRLKRPVNN STHIAPVSLP SNPP S~~~ ~VGSVCRVMGHG~~~~TITSSQE THPDVPHCANINILD YEVCRAAYP -~
CALOBIN ~WDKD IML I RLDSPVSNSEHIAPL SLPSSPP S~~~ -YBSVCRIMGHG~ -~ ~RISP TKE TYPDVPHCAN INLLEYEMCRAPYPEF
HALYSTASE ~WDKD IML IRLD SPVKNSTHIEPFSLPSSPPS—~-VGSVCRIMGHG----RISPTEE TFPDVPHCVN INLLEYEMCRAPYPEF
FLAVOXOBIN ~IDKD IML IKLDSPVSYSEHIAPLSLPSSPPS —~-VGSVCRIMGHEG -~~~ -SITPVEE TPPDVPHCANINLLDDVE CKPGYP -~
MUCROSOBIN ~HWNKD DML IRLDRPVRKSAHIAPLSLP SSPP S~~~ ~VGSVCRIMGHG~~~~TISPTQVTYPD IPRCANINLLD YEVCRARYP -~
MUCOF IRASE -~HHKD DML IRLDRPVRKSAHIAPLSLP SSPPS—--VGSVCRIMGHG-—-TISPTQETYPDVPHCANINLLDYEVCRARYA - —
TRIMUBIN ~WNKD IML IRLDRPVRKSAHIAPLSLP SSPPS———-VEGSYV CRVMGHG----TITSPQVTLPDVPRCANINLLDYEV CRAAYP ——
ELEGAXOBIN ~HNKD ML IRLDRPVRKSAHTAPLSLPSSPP S~~~ -VGSVCRVMGHG -~~~ ~TITSPQE TYPDVPHCAKINLLDYSE CRAAYP -~
MUFI5 ~WNKD IML TRLNRPVRKSAHIAPLSLPSSPPS~~~~VGSYVCRIMGHG - -~ ~TISPTRVTLPDUVPRCANINLLDYEV CRAAYA -~
TRGRM ~WGED IML IRLNRSVNNSTHIAPLSLPSSPPS ——-(QNTVCHIMGHG-~-~-TISPTKE IYPDVPHCANINILDHAV CRAFYP -~
KH-BJ ~WDKD IML IRLDSPVKNSAHIAP ISLPSSPP I —~-VGSYVCRIMGHG-~-~-TISTSKVILSDVPHCANINLLNYTVCRAAYP -~
™-VIG ~WNKD IMLIRLDRPVRKSAHIAPLSLP SSPP S~~~ ~VGSVCRVMGHG~~~~TITSPQETYPDVPHCANINLLDYEVCRAAYA - ~
PALLABIN ~WDKD IML IRLDSPVENSAHIAPLSLPSSPPS—--VGSD CRTMGHG——-RISST-ETYPDVPHCVNINLLEYEMCRAPYPEF
PALLASE ~WDKD IML IRLD SPVKNSAHIAPLSLP SSPPS——~-VGSVIRTHGHG-~-~-RISSTKE TYPDVPHCVH INLLEYEMCRAPYPEF
BOTHROMBIN ~TDKD IML IRLNRPVKNSTHIAP ISLPSSPP S~ -VGSVCRIMGHG~~~-ALTTSED TYPDVPHCAN INLFNNTVCREAYN -
BATROX0OBIN ~TDKD IML IRLDRPVKNSEHIAPLSLP SNPP S~~~~VGSVCRIMGHG~~~~ATITTSED TYPDVPHCAN INLFNNEV CREAYN -~
CONTORTRIXOBIN -LDKDIMLIKLDSRVSHSEHIAPLSLPSSPPS—--VGSVCHIMGWG——-SITPIEVTFPDVPHCAY INLLDDAACQPGYP -—
ACUTIN ~LDKD IML IKLDKP ISNSKHIAPLSLPSSPP S—--VGSY CRIMGHG~---~STITPVKE TFPDVPY CAN INLLDHAVCQTGYP -~
DAV-PA ~LDKD IMLIKLDKPISNSKHIAPLSLP SSPPS~~~-VGSVCRIMGHG~~~~SITPVKE TFPDVPY CANINLLDHAV CQAGYP - -
PA-BJ ~LDKD IML IRLNRPVSHSEHIAPLSLPSSPPS ——-VGSVCYVMGHG-—-KISSTKETYPDVPHCAKINILDHAVCRAAYT -—
CPI-ENZYME ~WDKD IML IRLDSPVNNSAHIAPLNLPFNPPM~—~~-LGSVCRIMGHG~~~~-AITSPNEIYS SVPHCANINVLHY SMCRAVYP ~~
TSV-PA ~VDKD IML IKLDS SVSNSEHIAPLSLPSSPPS—~-VGSVCRIMGHG - ——~KTIPTKE IYPDVPHCAN I N ILDHAV CRTAYS - -
TRYPSIN ~LNND IML IKLKSAASLNSRVASISLPTSCAS~~~~ABTQCLISGHG~~-~~-NTKSSGTSYPDVLKCLKAP ILSDSSCKSAYP -~
THROMBIN NLDRD IALL KLKRPIEL SDYTHPVCLPDKQTAKILHAGFKGRVT GCHGNRRETHT SVAEVQP SVLOVVNLPLVERPY CKASTR-—

. - +
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IMTL RMP-T-KVL CAGVLE GGI~~~DT CNRDSGGPL ICNG(E ()~ ~~~-~-GIVEWGPDPCAQPDKP GVYTRVED YLDWI( SVIAGNT --TCS~
CROTALASE RLPATSRTL CAGVLE GGI~-~-~DTCNRDSGGPL ICHGOF (- ~~--~GIVEWGPDP CAQPDKP GL YTKVEDHLDWI( ST IAGEKTVHCP-
BILINEOBIN RLPERSRIL CAGVLE GGI-——DTCKRDSGGPL ICHGQF - ———-GIVSHGPKRCAQPRKPAL YSKVFDHLIWIQ ST IAGNKTVNCP-

ACUTOBIN RLPATSRTL CAGYM( GG T-~~DS CHRDSGGP - TCDGJF [}« ==~~~ GVVIMGGNP CAQPNMPAL YTEVYD YNDH IRST TAGNI TAACPP
ACUTHROMBIN ~ RLPATSRTLCAGVM(GGI~~-DS CHRDSGGPL ICDG(E |~ ~---~GUVIN GGNPCAQPHMPAL YTKVYD YHDHIRST TAGNT TAACPP
ANCROD RIPKKSKIL CAGDL( GRL~~--DS CHCDSGGPL IC SEEF H- =~ ~~~G IVYRGPHP CAQPDKPAL YTNIFD HLIG IL SIMAGH--ATCYP
SALMOBIN KLPVTRRLL CAGLLEGGI-~~DS CHRDSGGPL LCHGF (= === (G IVSWGRYP CAQPRVP GIYTKVFD YTDH IQST IAGNTAVNCPP
GUSSUROBIN GLPATSRTL CAGILKGGK~~~DS CKGDSGGPL LCNGHE He ==~~~ 1A SWGAHP CGNSLKP VY TKVED YTEW INST IAGNTDATCPP
GLDUS GLPATSRTL CAGILKGGK~~~DS CKGDSGGPL LCNG(E ()= ~====GIASHGAHPCGOSLKP GV YTKVED YTEW IO ST IAGNTDATCEP
USSURTH ELPVTRRTL CAGILE GGK---DS CNGDSGGPL ICHG(F )~ ~-~--GIAYWGAD TCAQPREP GL YTKVFD YTDHI( ST ISGRTDATCP(Q
CALOBIN GLPATSRTL CAGILE GGK~~~DTCRGDSGGPL LONG(E ()= = v GIASWGDDP CAQPHKPAAYTKVEDHLIMIQST IAGNTDASCPP

HALYSTASE ELPATSRTL CAGILE GGK-—-DT(RGDSGGPL ICNG(F [)-——-GIASHGDDP CAQPHKPAAYTKVFD HLDH IKST TAGNTDASCPP
FLAVOXOBIN ELLPEYRTL CAGVL(GGI~==DTCGFDSGTPL TCNG (K = =====GIVSYGGHP C GO SRKP GIYTKVED YHAW 1) ST IAGNTAATCLP
MUCROSOBIN KLPATSRTL CAGILE GGR---DS CGGDSGGPL ICHG(F (-~-~-~-GIVSWGDDP CAQPHEP GL YTHVED HLDWIKGI IAGNTDVTCPL
HUCOE IRASE GLPATSRTL CAGILE GGK~~~DS CVGDSGGPL ICHGE (= ==~~~ GIVSWGDDPCAQPREP GV CTHVED HLDWIKGI IAGNTIVTCPL

TRIMUBIN ELPATSRTL CAGILE GGK---DS CGGDSEGPL ICHG(F (|- —-——-GIVSWGGDP CAQPHEP GL YTHVEFD HLDW IKGI IAGNTDVTCPL
ELEGAXOBIN GLPPKSRTL CAGYLE GOK~~~DTCOEDSEOPL ICNGE ()= === =G TVSHGED PCAQPHEP GS YTHVFDHLDH IKGT TAGNTDATCPL
MUFI5 GLPATSRTL CAGILE GGR-~-DS CGGDSGGPL ICHG(E (- ~=~~-GIVSWGGDPCAQPHEP GLYTRVFD HLDHIKGI IAGRTDATCPP
TRGRY GLLEKSKTL CAGIL(G-K-~~~DICQGDSGGPL ICHGQL (-~~~ GIVSVGGNP CAEPRVPAI YTKVED HLDWIKST IAGNTAATCPL
KN-BJ FLPATSRYLCAGTL)GGK-—-DTCV-DSGGPL ICNG(F (|- ——--GIVSWESIV CCYVLEPAL YTKV SD YTER INST IAGNT TATCPP
™M-VIG GLPATSRTL CAGTLE GGK~~=DS CYGDSGOPL ICNG(F ()= == ==~( 1V SHGED PCAQPREP GV CTRVIDHLDW IKGT IAGRTDVTCPL
PALLABIN ELPATSRTL CAGILE GGR~~-DT (VGDSGGPL ICHG(S | ~~=~-~GIASHEDDPCAQPHRPAAYTRVED HLDWIENT IAGNTDASCPP
PALLASE ELPATSRTL CAGILE GGK~-~DT (VGDSGGPL ICHG(F ()~~~ ~~~G IASWGDHP CAQPHKRAAYTKVFD HLDH IENT IAGNTDASCPP

BOTHROMBIN GLPAK--TL CAGVL) GGI-——DTCGEDSGGPL LCNG(E |- ——-GILSWGSDP CAEPRKPAF YTKVED YLIW 10 ST IRGNKTATCPP
BATROXOBIN GLPAK~~TL CAGVL( GG T~~=DT CGEDSGEPL I CHG(JF () = ===~ ~G TV SWGSDP CREPRKPAF YTHVED YL W 1) ST IAGRKTATCP-
BOTHROMBIN GLPAK--TL CAGVL( GGI~~~DT CGGDSCGPL ICHG(F ()= == ~-~GIL SHGSDP CAEPRKPAF YTKVED YLIWI( ST IAGNKTATCPP
CONTORTRIXOBIN EVLPEYRTLCAGILEGGK---DTCNYDSGGPLICHG(E (---—--GIVSYGAHP CGOSLKP GIYTKVED YNDHIQSIIAGNTAATCPP

ACUTIN SCHRN-T 1L CAGFLE GGK-——DTCGEDSGGPL TCNG(E (- ————-GIVSYGAHS CGQGPKP GIYTHVED YTDH IO RN IAGRTDATCPP
DAV-PA ELLAEYRTL CAGIV() GGR=~~DTCGGDSGGPL ICHG(E )= = =m = GIVSYGAHPCGOGPKP GIYTRVED YTDH I)RN IAGHTDATCPP
PA-BY YWPATST L CAGIL) GOK=~~DT(EGDSGGPL ICHE ~L )= === ~GIVSGGENPC GOPRKPAL YTRVED YLIMIE ST IAGTTTATCP~
CPI-ENZYME GMPAQTRIL CAGIQTGGI--~DT CSGDSGEPL ICHG(F ) ~~~~~-GIVSWGRYP CAKPRAP GL YTRVED YTDHIENT IAGNTDASCPP
TSV-PA WRQVANT TLCAGLL) GOR~~~DT CHFDSGGPL ICHGIF ()= < G IVSWOGHP COOPGEP GV YTKVED YLDW IKS I IAGNKDATCPP
TRYPSTH ~GOITSHME CAGYLE GGK-~~DS CQGDSGGPVVCSGHL )= == ==~ TVSHES 6-CAQKNKP GVYTKY (N YVSHIK(T [ASN-~~ -~ -
THROMBIN ~IRITDNMF CAGYKP G5 GKRGDA CE GD SGGPTMKS PYRNESI (MG TV SWGE 6~CDRDGKY GF' Y THVER LKKH TOKV [ DRLG S = == =
- L - L ' +

Figura. 05 A-C. Alinhamento mudltiplo de sequéncias de 30 SVTLEs de diferentes venenos de
serpentes, TSV-PA, tripsina e trombina usando CLUSTALW (http://www.ebi.ac.uk/clustalw. As
abreviagdes sdo enzimas trombina — simile de Lachesis muta (LM-TL), Trimeresurus mucrosquamatus
(TM-VIG), Trimeresurus gramineus (TRGRM @i:13959620) e Gloydius ussuriensis (GLDUS),
mucrofibrase 5 de Trimeresurus mucrosquamatus (MUFI5 @i:13959635), caplllary permeability -
increasing enzyme-2 do wveneno de Agkistrodon caliginosus (CPI-ENZYME @i:13959623),
serinoprotease (PA-BJ) e liberador de cinina e fibrinogen-clotting serinoproteanase (KN-BJ) do veneno
de Bothrops jararaca, e serinoprotease do veneno de Deinagkistrodon acutus (DAV-PA). Os tragos
representam 0s gaps. A seqiéncia de aminoacidos da triade catalitica (H57, D102, S195) sao
destacados em amarelo. Os alinhamentos de cisteinas sdo marcados com (+). O asteristico denota a
posicdo de S1 (D189), S2 (G216) e S3 (G226), crucial para especificidade do substrato. O sitio de
ligagcdo do anion e o sitiode ligag&o aril sdo marcados por (e) e (o), no topo respectivamente. A estrutura
secundéria foi predita usando o método de predicdo J net (http://www.compbio.dundee.ac.uk/~www-
jpred/submit.html), e indicou as sequéncias; a hélices mostradas em vermelho, B fitas em verde e a
regido expandida em azul (CASTRO et al. 2004).


http://www.compbio.dundee/
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Todas as sequéncias de TSVSs descritas apresentam importantes posi¢coes
conservadas, como a triade catalitica, (His57, Aspl02 e Serl95), os subsitios
cataliticos primarios (S1) e secundarios (S2) com as posi¢cdes conservadas (Aspl89
e Gly216 respectivamente). As presencas desses subsitios garantem as interacdes
com residuos basicos P1 de substratos como o TAME e BAPNA (CASTRO etal. 2004,
PIRKLE 1998). Um terceiro subsitio especffico (S3) € ocupado pela Gly226 na maioria
das TSVSs, podendo ser substituido pela alanina em algumas das TSVSs (ZHANG et
al., 1998, WANG. et al., 2001) Residuos 192 e 193 também foram reconhecidos como
residuos-chaves que afetam as especificidade das SPVSs para o subsitio P2 (BRAUD
et al., 2001, ZHANG et al., 1999) Especificamente, os residuos nas posicdes 215 e
217 tém sido considerados importantes desde que emergiram como residuos-chaves
na interacdo da trombina com o fibrinogénio. A posicdo 215 é extremamente
conservada em TSVSs, enquanto os residuo na posi¢cdo 217 diverge extensamente
na maioria das TSVSs (CASTRO et al. apud DI CERA E. & CANTWELL A. M 2004

Inibidores especfificos para serinoproteases como DFP e o PMSF inibem
TSVSs, confirmando a funcdo dessas enzimas (PIRKLE 1998). Similar a trombina,

TSVSs séo insensiveis aos inibidores de tripsina como SBTI e a1 — antitripsina.
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Figura 06. Caracteristica estrutural de TSVSs representado pelo modelo LM-TL, enzima trombina —
simile do veneno Lachesis muta. (A) Diagrama da estrutura secundaria de LM-TL rewelando um eno-
velamento (/B hidrolase tiplco de serinoproteases da familia da quimiotripsina e a posicéo espacial da
triade catalitica (H57,D102, e S195) (rosa). A regido expandida em azul, a hélices mostradas em ver-
melho e B fitas em verde. A caracteristica das pontes de dissulfetos de LM-TL das serinoprotease do
veneno de serpentes é indicada em amarelo. (B, C e D) A representacdo da LM-TL (esquerda) e a
cadeia 3 da trombina (direita), comparando seus sitios hidrofébicos (amarelo) (B), LM-TL carregado
positivamente e o exositio de ligacdo de anion | da trombina (vermelho) (C), e LM-TL 90 e o loop 60’s
da trombina (azul) (D). A triade catalitica (H57, D102 e S195) sem rosa (CASTRO et al. 2004).

1.5.2. USO TERAPEUTICO

Doencas associadas a tromboses (diabetes, infarto de miocardio, etc.) séo gra-
ves problemas de salude publica e novas terapias estdo sendo desenvolvidas obijeti-
vando novas drogas tromboliticas.

Envenenamentos por serpentes podem apresentam varios sintomas como: co-
agulopatia, hemorragia, danos e falhas renais, cardiotoxicidade e necrose no local da
picada, sugerindo que venenos de serpentes afetam, dependendo da espécie, 0 sis-
tema nervoso central, sistema cardiovascular e sistema muscular (KOH et al. 2006).

Essas propriedades dos venenos de serpentes fazem com que as proteinas dessss
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venenos apresentem um grande potencial terapéutico para tratamento de doencas
humanas (MARKLAND, 1998).

Devido as suas propriedades bioldgicas, TSVSs, in vitro como procoagulantes,
convertendo fibrinogénio em fibrina e em in vivo causando desfibrinagdo benigna
(STOKER 1990), essas enzimas vém sendo extensivamente estudadas por pesquisa-
dores basicos e clinicos, para o tratamento de infarto do miocardio, isquemia e doen-
cas tromboticas (CHANG & HUANG, 1995). Algumas TSVSs vém sendo utilizados na
prevencdo da formacéo de trombos, na melhoria da circulacdo sanguinea e em varias
desordens vasculares reduzindo a viscosidade do sangue. Estudos clinicos com An-
crod, TSVSsdo veneno de A. rhodostoma, em pacientes com isquemia, patologia que
ocorre em maior parte na oclusdo embolitica ou trombolitica de uma artéria do cére-
bro, tem demonstrado ser um tratamento benéfico com bons resultados neuroldgicos,
com somente um pequeno risco no aumento de sangramentos (CASTRO et al apud
SHERMAN. 2004).

Estas enzimas sédo agentes promissores na clinica médica, agindo como desfi-
brinogenantes, tais como os Ancrod e Batroxobin, que foram utilizados no tratamento
de tromboses, do infarto do miocardio, em doencas vasculares periféricas, como is-
guemia aguda e rejeicao de transplante renal (SANT ANA et al. 2007).

Entretanto o uso popular de enzimas TSVSs é limitado devido as reac¢des imu-
nolégicas em pacientes, a indisponibilidade aos venenos de serpentes e ao alto custo
de produgéo.

E possivel que outros membros da familia das TSVSs possam ter a aplicabili-
dade como desfibrinogenantes em outras doengas cronicas e agudas. A importancia
em se identificar todos os substratos fisiologicos dessas enzimas, poderia conduzir as
novas aplicagdes clinicas além das aplicacdes atualmente conhecidas.

Serinoproteases do veneno de serpentes da Amaz6nia vém sendo pouco estu-
dadas como tromboliticos. Lopes — Lozano (2002) caracterizou uma enzima trombina
— simile com atividade coagulante sob fibrinogénio bovino e plasma humano, in vitro,
do veneno da serpente amazonica B. atrox, sugerindo que esta enzima possa ter apli-
cacdao clinica como drogas tromboliticas.

Muniz (2002), observou atividade proteolitica sob fibrinogénio e plasma
humano, in vitro, e atividade desfibrinogenante, do veneno de C.d. ruruima em
camundongo, sugerindo que a atividade coagulante detectada nos venenos de C.d.

ruruima seja devido a presenca de enzimas do tipo trombina — similes.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Caracterizar toxinas de venenos de Crotalus durissus ruruima com potencial

biotecnolégico como tromboliticos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Caracterizar por técnicas protedbmicas: eletroforeses e cromatografia, o perfil
molecular do veneno de Crotalus durissus ruruima;
Obter fracdes protéicas do veneno de Crotalus durissus ruruima, com atividade

desfibrinogenante in vivo, avaliado em camundongos.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 VENENOS DE SERPENTES

O veneno de Crotalus durissus ruruima (Houge 1965) foi fornecido pelo banco
de venenos do Laboratorio de Toxinologia Molecular do Centro de Ofidismo “Prof.
Paulo Friedrich Birhenim” da Fundagao de Medicina Tropical do Amazonas.

No processo experimental, as amostras dos venenos foram utilizadas em forma
de “pool” e individuais. Foi utilizado um “pool” dos venenos de cor amarela Hemorra-
gico e Crotamina positiva de trés espécimes procedentes de Boa Vista (RR), (MUNIZ,
2002). Também foram utilizados dezesseis venenos individuais de filhotes obtidos du-
rante o0s seis primeiros meses de idade, mantidos nos Serpentarios do Centro de Ofi-
dismo “Prof. Paulo Friedrich Birhmhein” da Fundacéo de Medicina Tropical do Ama-

Zonas.

Figura. 07 Crotalus durissus ruruima (Foto André Higa)

3.2 ANIMAIS DE LABORATORIO

Camundongos albinos (Mus muscullus), ndo-isogénicos, pesando em torno de

18 a 22g + 2, foram utilizados nos experimentos. Animais provenientes do biotério
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experimental do Laboratorio de Toxinologia Molecular do Centro de Ofidismo “Prof.
Paulo Friedrich Burhmhein” da Fundacdo de Medicina Tropical do Amazonas, foram
mantidos em gaiolas de plasticos sob temperatura de 22 a 25°C recebendo agua e

racao ad libitum com ciclo de luz de 12 horas.

3.3. CARACTERIZACAO DAS ATIVIDADES BIOLOGICAS DO VENENO DE Crota-

lus durissus ruruima

3.3.1. DETERMINACAO DA ATVIDADE FOSFOLIPASICA A2 (PLA2).

A atividade fosfolipasica Azfoi determinada usando-se como fonte de fosfolipi-
dios (fosfatidilcolina), a emulsdo de gema de ovo 3% segundo Lopez-Lozano, 2002.
Em uma solucdo morna de 32,5 mL de 1% de agarose em tampéo PBSpH 8,1, (0,12M
de NaCl, 0,09 mM de CaCl2 em solugdo tampéao fosfato (PBS) 0,04 M, pH 8,1) eram
agregados 2,25 ml de gema de ovo.

Apds homogeneizacdo, a mistura foi aplicada em uma placa de plastico, dei-
xada a temperatura ambiente para gelificar. No gel de agarose, foram feitos 08 pocos
de 03 mm de diametro, onde se aplicava 15 uL das doses (ug) das amostras (veneno
ou fracdo diluido em solucdo salina fisioloégica), logo as placas eram incubadas em
camera Umida a 37°C por 24 horas. ApGs incubacdo, as areas claras que sugerem
atividade fosfolipasica A2, eram medidas (mm) com paquimetro. A atividade fosfolipa-

sica A2 foi expressa em % em relagédo ao veneno controle (C. d. ruruima, 10 ug).

3.3.2. DETERMINACAO DA DOSE MINIMA COAGULANTE (DMC).

A Dose minima coagulante (DMC) é definida como a menor quantidade de ve-
neno (mg de veneno / litro de solucdo) capaz de coagular, em 60 segundos a 37°C,
uma solucdo padronizada de plasma humano (DMC-P) contendo 2,8 g de fibrinogénio
/ litro ou uma solug&o fibrinogénio bovina (Fragéo tipo | — S SIGMA) (DMC-F)de 2 g/
litro diluido em uma solucao tampao PBS pH 7,4 (THEAKSTON & REID, 1983). Para
a determinacdo da DMC-P, o plasma foi obtido de trés voluntarios sadios. Foram adi-
cionados 200 pL a uma solucao de fibrinogénio bovino ou plasma humano mantido as

37°C, 50 pL de solucdo salina com diferentes doses de veneno ou fragdo. O tempo
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necessario para inicio da coagulacéao foi registrado, e os valores da DMC foram obti-
dos através da analise de regressao linear do tempo de coagulacdo sobre a quanti-

dade de veneno.

3.3.3 DETERMINACAO DA ATIVIDADE TROMBINA — SIMILE

A determinacdo da atividade trombina — simile sobre fibrinogénio bovino e
plasma humano, foi realizado segundo o procedimento no item 3.3.2, e sobre
fibrinogénio bovino por zimograma segundo o item 3.4.2. As fracdes avaliadas foram
coletadas segundo item 3.4.6.1 e item 3.4.6.2. Para estudos de inibicdo, as fracdes
selecionadas foram incubadas a 37°C por 2 horas com PMSF (10 mM concentragao
final) ou EDTA (10 mM concentracédo final), EDTA e PMSF (10 mM concentracao final
de cada inibidor) e Coquetel Inibidor de Proteases (SIGMA®) (AEBSF 2 Mm, EDTA 1
Mm, Bestatin 130 uM, E — 64 14 uM, Leupeptin 1 mM e Aprotin 0.3 pM). Apds
incubac&o, uma aliquota de cada sistema de inibicdo contendo 50 uL da fragao foi
agregada com 200 pL de plasma humano ou fibrinogénio bovino e o tempo de inicio
da coagulacdo foi registrado. A atividade inibitéria foi expressa em porcentagem (%)
de inibicdo, determinada pelo tempo de iniciacdo do coagulo na presenca do inibidor

com relacdo ao tempo de iniciacdo da formacéo do coagulo pelo controle.

3.3.4. DETERMINACAO DA ATIVIDADE DESFIBRINOGENANTE.

Na avaliacdo da atividade desfibrinogenante das fragc@es, foi utilizado o método
descrito por Theakston & Reid, (1983). Grupos de 04 camundongos foram injetados
por via i.v (intravenosa) com doses (ug) do veneno ou fracdo diluido em 100 uL de
solugcéo salina. Apds uma hora da injecdo, os animais foram anestesiados com éter e
sangrados por puncdo cardiaca. As amostras de sangue obtidas foram deixadas em
tubos de hemdlise, a temperatura ambiente, por 60 minutos. A incoaguabilidade san-

glinea foi verificada apos esse periodo.
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3.3.5. EFEITO DO SORO HUMANO SOB ATNVIDADE
DESFIBRINOGENANTE.

A neutralizacdo da atividade desfibrinogenante pelo soro humano foi avaliada
utilizando-se o método descrito por Gené et al. (1989). Duas diluicbes de soro humano
nas proporcoes de 0,5: 1 e 1: 1 (soro humano / fragcdo) foram incubadas por 30 min a
37°C e injetados via i.v. em camundongos. Apds duas horas, os animais foram
anestesiados, sangrados por puncdo cardiaca. O sangue coletado foi deixado em
tubos de hemdlise por uma hora a temperatura ambiente e avaliada a

incoaguabilidade do sangue.

3.4 ANALISES DO PERFIL MOLECULAR DO VENENOE / OU DAS FRACOES DE

Crotalus durissus ruruima

3.4.1 CARACTERIZACOES DOS VENENOS E / OU FRACOES POR
ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA SDS — PAGE.

A obtencéo do perfil eletroforético SDS — PAGE foi realizada segundo Laemmli
(1970), utilizando gel de empilhamento de 4% e gel de corrida de 15%. Os géis foram
montados em placas de vidro de 10X08 cm e espacadores de 1,5 mm. As amostras
foram previamente desnaturadas em tampao amostra (Tris 0,125 M, SDS 2%, glicerol
10% e azul de bromofenol 0,05%) a 100°C por 3 min e reduzidas ou ndo com 1M de
DTT, e aplicadas no gel. O tampé&o de corrida usado foi Tris — glicina pH 8,3 (Tris 25
mM, Glicina 192 mM, SDS 0,1%), sendo utilizado uma corrente elétrica constante de
20 mA por gel a 10°C. Os géis foram corados por 24 horas com 0,2% de Coomasie
Blue R — 250, e descorados com metanol: acido acético: agua (50:10:40) e
documentados utilizando o scanner ImageScanner (GE Healthcare) e analisados

utilizando o programa Platinnum 6.0 (GE Healthcare).

3.4.2. CARACTERIZACAO DO VENENO DE Crotalus durissus ruruima POR
ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA SDS — PAGE TRIS — TRICINA

A obtencdo do perfil eletroforético SDS — PAGE TRIS — TRICINA, para
detectacdo de massas protéicas inferior a 14 kDA, foi realizada segundo Schéagger &
von Jagow, (1987), utilizando gel concentrador de 4%, gel espacador de 10% e gel
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separador de 16,5%. Os géis foram montados em placas de vidro de 10 X 08 cm e
espacadores de 1,5 mm. As amostras eram diluidas em tampao (Tris — HCL 0,05 M
pH 6.8, SDS 4%, Glicerol 12%, B mercaptoetanol 2% e azul de bromofenol 0.01%) e
incubadas por 30 min a40 °C sendo utilizando uma corrente elétrica com voltagem de
30 V até que a amostra penetrasse totalmente no gel concentrador. Entdo a voltagem
era elevada para 100 V, sendo mantida até o final da corrida. Os géis foram corados
com nitrato de prata 0,2% e documentados utilizando o scanner ImageScanner (GE

Healthcare) e analisados utilizando o programa Platinnum 6.0 (GE Healthcare).

3.4.3 ZIMOGRAMA PARA DETECCAO DE ATIVIDADE PROTEOLITICA.

A atividade proteolitica dos venenos e / ou frages, sobre fibrinogénio bovino e
sobre gelatina, foi verificada através de zimograma em gel de poliacrilamida (item
3.4.1). Fibrinogénio bovino ou gelatina, nas concentracdes de 5 mg / gel, foram
misturados previamente com a solugdo do gel de corrida antes da polimerizacao.
Foram aplicados 40 ug de amostra por poco, e apos o término da corrida os géis foram
lavados com Triton X —100 a 2,5% por uma hora atemperatura ambiente. Em seguida
os geéis foram incubados a 37°C por 24 horas em tampao glicina 100 mM pH 8,3 para
géis com fibrinogénio e em tampao colagenase Tris 50 mM, pH 7,4 para géis com
gelatina. Os géis posteriormente foram corados por 24 horas com 0,2% de Coomasie
Blue R — 250, e descorados com metanol: acido acético: agua (50:10:40) e
documentados utilizando o scanner ImageScanner e analisados utilizando o programa
Platinnum 6.0 (GE Healthcare). Bandas claras sob fundo escuro sugerem atividade

proteolitica.

344 CARACTERIZACOES DO VENENO POR ELETROFORESE
BIDIMENSIONAL

A obtengcéo do perfil molecular por eletroforese bidimensional foi realizada
somente com o “pool” de veneno amarelo de Boa Vista. A amostra do veneno (500
Mg) foi diluida em 450 uL de solucdo de reidratacdo (7M de uréia, 2M de tiouréia, 2%
de CHAPS, 0,5% de IPG buffer, e 1% de DTT) e aplicado em IPG strips de 24 cm (GE
Healthcare), ndo-linear em faixa de pH 3 — 11 por 12 horas. Apos 12 horas de
reidratacdo as fitas foram submetidas a um campo elétrico a 20°C usando o
focalizador isoelétrico IPGphor Il (GE Healthcare) com trés passos sucessivos de 500
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Vh, 1000 Vh e 45000 Vh. Apés focalizacdo, para reducéo e alquilacdo das proteinas,
os IPG “strips” foram deixados 30 minutos em uma solucéo de equilibrio (6M de uréia,
75 mM Tris — HCL pH 8,8, 29,3% de glicerol, 2% de SDS, 2% e 0.02% de azul de
bromofenol) contendo 125mM de DTT e mais 30 minutos em 125 mM de
iodocetamida. ApOs esse processo, as proteinas foram separadas por massa
molecular em eletroforese SDS — PAGE com gel de corrida de 12,5% de poliacrilamida
no sistema DALTsix (GE Healthcare) com espacadores de 1,5mm de espessura,
conectado ao sistema de refrigeracado MultiTemp Il (GE Healthcare) a 10°C. A corrida
eletroforética ocorreu com uma corrente constante de 25 mA por gel durante seis
horas. Apos a corrida, os géis foram fixados utilizando uma solucéo fixadora de 40%
de etanol, 10% de acido acético por 30 minutos, corados com Coomassie blue 0, 025%
e descorados com 20% de etanol 5% de acido acético. Os geéis foram escaneados no
scanner ImageScanner (GE Healthcare) e analisados no programa ImageMaster 2D
Platinum 6.0 (GE Healthcare).

3.4.5 ANALISES CROMATOGRAFICAS.

3.4.5.1 CROMATOGRAFIAS POR FILTRACAO MOLECULAR

A cromatografia por exclusdo molecular foi realizada para fracionar as
proteinas do veneno por massa molecular. Foram fracionados 200 mg do veneno
amarelo de Boa Vista, utilizando cromatografia liquida em condicfes isocraticas, com
uma coluna Superdex™ 10/300 GL Columns (Tricorn) (13 pm) equilibrada com
acetato de amonia 10 mM, com 10% de acetonitrila, velocidade de fluxo 1 mL / min,
monitorado com detector analitico com luz ultravioleta sob radiacéo luminosa a 214
ou 280 nm. Para cada corrida cromatografica foram aplicadas 5 mg de amostra.
Durante todo o processo cromatografico, todos os picos, segundo 0 seu tempo de
retencdo, foram coletados separadamente, congelados com nitrogénio liquido e
liofilizados. As massas moleculares e o grau de pureza dos constituintes de cada pico
foram avaliados por eletroforese SDS — PAGE segundo o item 3.4.1 e as atividades
proteoliticas foram detectadas por zimograma segundo o item 3.4.2 e atividade DMC
— P e DMC — F conforme o item 3.3.2.
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3.4.5.2 CROMATOGRAFIAS POR FASE REVERSA.

A cromatografia liquida de alta eficiéncia em fase reversa foi utilizada como um
segundo passo cromatografico para obtencdo da fracdo com atividade
desfibrinogenante. Foi utilizada uma coluna semipreparativa SHIM — PACK PREP
ODS (Shimadzu, 250 x 20 mm, 15 pm) equilibrada com 0,1% TFA (solucédo A). A
eluicdo dos constituintes dos venenos era iniciada com fluxo da solucdo A por 10
minutos e continuada com gradiente 0,1% de TFA em acetonitrila (Solugdo B), de 0 a
60% em 70 minuntos. A velocidade do fluxo para eluicdo dos constituintes era de 2,5
mL / min, monitorado com um detector analitico com luz ultravioleta sob radiacao
luminosa a 214 ou 280 nm. Para cada corrida cromatografica foram aplicadas 4 mg
de amostra segundo Lépez-Lozano, (2002). Durante todo o processo cromatografico,
todos os picos, segundo o seu tempo de retengdo, foram coletados separadamente,
congelados com nitrogénio liquido e liofilizados. As massas moleculares e o grau de
pureza dos constituintes de cada pico foram determinados por eletroforese SDS —
PAGE segundo o item 3.4.1 e foram avaliadas suas atividades proteoliticas por
zimograma segundo o item 3.4.2 e atividade DMC — P e DMC — F conforme o item
3.3.2.

3.6 DETERMINACAO DE PROTEINAS TOTAIS

A quantificacdo das proteinas foi realizada utilizando o método de BRADFORD
(1976), segundo instrucdo do fabricante. Usando como padrdo albumina bovina

(BSA). O teor de proteinas total foi expresso em mg de proteinas / mg de veneno seco.

3.7 ANALISES ESTATISTICA

Os resultados dos testes com repeticbes foram analisados estatisticamente,
utiizando-se os testes estatisticos ANOVA, regressao linear ou teste T Student,

mediante o programa Oringin 7.5 Pro.



4 RESULTADOS

4.1 CARACTERIZAGCAO DAS ATIVIDADES BIOLOGICAS DO VENENO DE Crotalus durissius ruruima
4.1.1 DETERMINACAO DA DOSE MINIMA COAGULANTE (DMC).

DMC -F X DMC -P

60
50

40
ODMC- F
30

oiHHE T sl -

T T T T T 1

Dose Minima Coagulante
(mg de veneno/L)

v-1 V-2 V-3 V4 V5 V6 V-7 V-8 V9 V-10 V-11 V-12 V-13 V-14 V-15 V-16

Venenos Individuais

Figura 08. Atividade coagulante dos venenos individuais de filhotes de C. d. ruruima sobre fibrinogénio e plasma humano, V —
venenos testados; DMC-F: dose minima coagulante em fibrinogénio; DMC-P dose minima coagulante em plasma humano.
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Segundo a figura 08, o veneno de C. d. ruruima mostra uma grande variacao
nas atividades coagulantes dos venenos individuais dos 16 filhotes, tanto sobre
fibrinogénio quanto sobre plasma humano. Sobre fibrinogénio o veneno que
apresentou menor atividade foi amostra 06, (25,03 mg / L) e 0 que apresenta maior
atividade € a amostra 10 (5,5 mg / L). Em plasma humano a amostra 03 (49,15 mg /
L) foi o que apresentou maior atividade e aamostra 11 (6,05 mg / L) apresentou menor
atividade. Na comparacdo entre as atividades sobre em plasma humano e
fibrinogénio, foi detectado que para atividade coagulante em plasma humano a
maioria dos venenos necessita de uma maior concentracdo de veneno para iniciar a
coagulacao apos 60 segundos da aplicacéo do veneno. O veneno 01 nao foi calculado
a sua dose minima coagulante sobre plasma humano, pois ndo foi possivel, com as
concentragdes testadas, determinar a concentragdo da mesma para coagular plasma
humano em 60 segundos, sendo necessarios testes com concentragcdes maiores do

veneno para avaliar sua atividade sobre plasma humano.

4.2. ANALISE DO PERFIL MOLECULAR DO VENENO DE Crotalus durissius

ruruima

4.2.1. PERIL MOLECULAR DOS VENENOS POR ELETROFORESE EM GEL
DE POLIACRILAMIDA SDS - PAGE.

MM 1 2 3 4 5 6 7 8 MM 9 10 11 12 13 14 15 16
50 kDA - @ w= — L (-
23 kDA —d = e -
14 kDA | S
A I B
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Figura 09. Perfil SDS — PAGE dos venenos individuais (filhotes) de 01 a 08 (A) e de 09 a 16
(B), (MM) marcador molecular veneno B. atrox em condigdes ndo redutoras

Segundo as figuras 09 e 10 os perfis moleculares dos venenos individuais
mostraram variabilidade quantitativa nas bandas de proteinas detectadas por SDS -

PAGE. Foram detectadas, principalmente, bandas protéicas com massas moleculares
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de 50, ~30, e 14 kKDA. Em condicbes redutoras alguns apresentaram bandas de
massas moleculares de 50 e de ~30 kDa com pequena intensidade. Todos 0s venenos
individuais apresentaram bandas com massa molecular de 14k DA em condi¢des
redutoras, mas bandas protéicas com similar massa molecular ndo foram detectadas
em alguns venenos nas condi¢fes ndo-redutoras. Nos venenos individuais 11, 13, 14,
15 e 16 apresentaram uma banda com ~23kDA, essa banda n&o foi detectada nos
outros venenos em condigfes redutoras. Os venenos individuais em condi¢des néo-
redutoras apresentaram duas bandas com massas moleculares em torno de ~30 kDa,
ndo detectadas em alguns venenos em condi¢des redutoras.

MM 1 2 3 4 5 6 7 8 MM 9 10 11 12 13 14 15 16

wos e = BIDEBEE < ~udBd -

s [
23 kDA -

14 kDA “"“"'H P 'ﬂ”“"‘

Figura 10. Perfil SDS — PAGE dos venenos individuais (filhotes) de 01 a 08 (A) e de 09 a
16(B) em condi¢des redutoras, (MM) marcador molecular veneno B. atrox.

4.2.2. ZMOGRAMA PARA DETECCAO DE ATIVIDADE PROTEOLITICA

50 kD

23 kD

Figura. 11. Zimograma dos venenos individuais (filhotes) de 01 a 08 em fibrinogénio o

veneno B. atrox foi utilizado como marcador molecular (M.M).
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Figura. 12. Zimograma dos venenos individuais (filhotes) de 09 a 16 em fibrinogénio o

veneno B. atrox e foi utilizado como marcador molecular (M.M) e CR (Crotalus durissius ruruima).

As atividades proteoliticas detectadas por zimograma, dos constituintes dos
venenos individuais sobre fibrinogénio sdo apresentadas nas figuras 11 e 12. Todos
os venenos individuais analisados apresentaram atividade sobre fibrinogénio. Os
constituintes dos venenos que apresentaram atividade proteolitica sobre fibrinogénio
apresentaram duas bandas de massa molecular de ~ 30 kDA, alguns venenos
apresentaram uma terceira banda de atividade, com massa de ~23 kDA. Foi
observado no “pool” do veneno de C. d. ruruima, usado como controle, apresentou
constituintes com atividade proteolitica sobre fibrinogénio de ~ 30 kDA e ndo sendo
detectado um terceiro constituinte com atividade proteolitica sobre fibrinogénio com
massa de ~ 23 kDA utilizando o sistema zimograma. Os testes realizados para inibi¢cao
das atividades proteoliticas, com PMSF, EDTA E PMSF+EDTA na concentracdo de
10 mM, ndo inibiu as atividades proteoliticas tanto em fibrinogénio quanto em gelatina,
(dados ndo mostrados) em nenhuma das amostras testadas, sendo necessarios
testes em diferentes condi¢cdes experimentais para determinar os inibidores dessa

atividade proteolitica.
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4.3. PERFIL MOLECULAR DO VENENO AMARELO DE Crotalus durissius
ruruima POR ELETROFORESE BIDIMENSIONAL

4.3.1 GEL DE POLIACRILAMIDA DE 12% 24 cm pH 3 — 11.

pH 3 11
1 3
“’ 2 ! '{.L !
50 KDA ’
& & 6 7 e
v Ve
23 kDA
11

’ T |

18 19

17 23

14 kDA 2 14

- ‘ ‘ -
13

Figura. 13. Gel de eletroforese bidimensional de pH 3 — 11 de poliacrilamida de 12,5% aplicados 500ug
de veneno.

Segundo a figura 13, no perfil molecular do veneno amarelo de C. d. ruruima
por eletroforese bidimensional foram detectados 23 “spots” protéicos, alguns com
massas moleculares maiores de 50 kDA tanto com pl acido quanto com pl basico.
Proteinas com massas moleculares maiores de 23 kDA, 30 a 35 kDA, foram
detectados com pl acido (“spots” 4 a 8), sendo, detectado um unico “spot” com pl
basico (‘spot’” 9). O veneno amarelo de C.d.ruruima apresentou em eletroforese
bidimensional, varios “spots” com massa molecular de ~ 14 kDA com pl acido (“spots”
12, 14 a 16) e basico (‘spots” 17 a 20, 23). Também foram encontradas massas
moleculares menores de 14 kDA, dois “spots” com pl basico (“spots” 21 e 22) e um

“spot” com pl &cido (“spot” 13).
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4.4. PERFIL MOLECULAR DO VENENO AMARELO DE Crotalus durissius
ruruima. POR ELETROFORESE SDS - PAGE TRIS — TRICINA

MM

50 kDA

23 kDA

14 kDA

05 kDA

Figura 14. Perfil SDS — PAGE TRIS — TRICINA do veneno amarelo de C.d.ruruima. O veneno B. atrox
foi utilizado como marcador molecular (M.M).

Segundo a figura 1, no perfil molecular do veneno amarelo de C.d.ruruima por
eletroforese SDS — PAGE TRIS — TRICINA foram detectadas bandas protéicas de ~
50, 32, 14 e 5 KDA. A banda protéica de ~ 5 KDa sugere ser crotamina.
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4.5 CARACTERIZACOES POR CROMATOGRAFIA

45.1. CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA POR FILTACAO
MOLECULAR

Detector A- 2 (280nm) 2,5
cascat5 "

tiacas10.dat 2

2,0 2,0

A 280 nm
w

0,0 0,0

T T T T T T T T
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90
Minutes

Figura 15. Perfil cromatogréfico HPLC filtracdo molecular, coluna Superdex™ 10/300 GL
Columns (Tricorn) (13um) tampédo acetato de amdnia 10 mM, obtido utilizando 5 mg veneno amarelo
monitorado sob radiagdo luminosa no comprimento de onda UV a 280nm.

A analise dos perfis cromatograficos HPLC - filtracdo molecular e HPLC — FR
— C18, do pool de veneno amarelo de C.d.r (figura 15 e 16), foram obtidos segundo o
procedimento cromatograficos descritos no item 3.4.6.1 e 3.4.6.2. No perfil
cromatografico, obtido por filtracdo molecular, pode-se observar 3 picos, com tempo
de retencdo de ~25 a 46 min (figura 15) min quando monitorados em comprimento de
onda de 280 nm. No perfil cromatografico obtido por fase reversa, pode — se observar
11 picos com tempo de retencdo de ~ 40 a 75 min quando monitorados em
comprimento de onda de 214 nm.

As proteinas obtidas pelos métodos cromatograficos acima descritos foram
caracterizadas molecularmente e detectadas as atividades fosfolipasicas, proteoliticas

e desfibrinogenante.
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452 CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA EM FASE
REVERSA

| Detector A- 1 (216nm)
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Figura 16. Perfil cromatografico HPLC — FR — C18, coluna C18 ODS Shimatzu, obtido
utilizando 4mg do veneno amarelo monitorado sob radiagdo luminosa de comprimento de ondas de
214nm.

4.6 DETECCAO DO PERFIL MOLECULAR DAS FRACOES OBTIDAS DO VENENO

DE Crotalus durissius ruruima

4.6.1 ELETROFORESE SDS - PAGE.
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Figura 17. Perfil SDS — PAGE dos picos 01 e 02 obtidos por cromatografia filtracao molecular nas
condi¢cbes nado reduzidas (A) e reduzidas (B), o veneno B. atrox foi utilizado como marcador molecular
(M.M).

Segundo o perfil molecular SDS — PAGE em condi¢cbes ndo-reduzidas das

fracbes 01 e 02, (Figura 17 A) obtidas por filtracdo molecular observa-se,
principalmente, banda protéica de ~50 kDA, 32 kDA e 23 kDA no pico 01 e bandas
protéicas de ~14, 23 e 32 kDA no pico 02. Em condi¢des reduzidas (Figura 17 B)
observa-se no pico 01, principalmente uma banda protéica de ~ 50 kDA, e no pico 02
proteinas de ~ 14 e 32 kDA e bandas protéicas de ~ 10 kDA.

A comparacéo dos perfis, ndo-reduzido e reduzido, sugere que as proteinas do

veneno de C.d. ruruima sdo proteinas com massas moleculares de ~ 50, 32 e 14 kDA.

M.M 05 06 07 08 09 10

- o
50 kDA . -

23 kDA . - -

a< @)

Figura 18. Perfil SDS — PAGE dos plcos 05 a 11 nas condi¢bes reduzidas obtidos por CLAE em fase
reversa. O veneno B. atrox foi utilizado como marcador molecular (M.M).
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Figura 19. Perfil SDS — PAGE dos plcos 05 e 11 nas condi¢des ndo reduzidas obtidos por CLAE em
fase reversa. O veneno B. atrox foi utilizado como marcador molecular (M.M).

ez

— —

Segundo o perfil molecular SDS — PAGE em condi¢Oes redutoras e nao-
redutoras das fragbes obtidas por cromatografia fase reversa (Figuras 18 e 19),
também sugere que as proteinas do veneno de C.d. ruruima sdo proteinas com

massas moleculares de ~ 50, 32 e 14 kDA.

4.7 CARACTERIZACAO DAS ATIVIDADES BIOLOGICAS DO VENENOAMARELO

DE Crotalus durissius ruruima

4.7.1. DETECCAO DA ATIVIDADE FOSFOLIPASICA Az

Fracdo 01 Fracdo 02 SSF

m———

Figura 20. Atividade fosfolipasica dos plcos 01 e 02 obtidos por filtragdo molecular e veneno
C.d.ruruima (Controle, 10ug).
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Tabela 04. Atividade fosfolipasica Az das fragcdes 01 e 02 obtidos por filtragdo molecular.

FracOes Atividade PLA2
Fragdo 01 158,2%
Fragdo 02 0%
Veneno C.d.r 100%

Afigura. 20 e a tabela 04 mostram atividade fosfolipasica A2 do veneno amarelo
de C. d. ruruima, e os plcos 01 e 02 obtidos por filtracdo molecular. Foram aplicados
10 ug em solugéo final em todos os pogos, exceto o posso que possui 20 L de SSF
(solucao salina fisiolégica 0,9%). Podemos observar que a fracdo 01 apresentou uma
maior atividade que o veneno bruto, porém na fracdo 02 ndo foi detectada atividade

PLA2, nas condi¢Bes experimentais realizadas.

4.7.2. ZMOGRAMA DA ATNVIDADE PROTEOLITICA DAS FRACOES SOB
FIBRINOGENIO BOVINO E GELATINA.

Plco 01 Plco 02 M.M Plco0l  Plco 02 M.M

50 kD

23 kD

14 kD

Figura. 21. Zimograma dos plcos 01 e 02 sobre fibrinogénio obtido por CLAE em filtragdo molecular e
o veneno de C.d. ruruima. foi utilizado como marcador molecular (M.M)
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Plco 01 Plco 02 M.M Plco 01 Plco 02 M.M

Figura 22. Zimograma dos plcos 01 e 02 sobre gelatina obtido por CLAE em filtracdo molecular e o
veneno de C.d. ruruima. foi utilizado como marcador molecular (M.M

Asfiguras 21 e 22 mostram, respectivamente, os perfis da atividade proteolitica
das fracGes 01 e 02, obtidos por cromatografia por filtracdo molecular, sob fibrinogénio
e gelatina. Na figura 21 nas duas fragOes avaliadas foram observadas atividades sob
o substrato fibrinogénio, sugere proteases com massas moleculares na faixa de ~25
a 40 kDA. Na figura 22 somente foi observada a atividade proteolitica sob gelatina na
fracdo 02, sugerindo uma protease com massa molecular de ~25 kDA. Foi detectada
uma variagdo na intensidade da atividade proteolitica quando as fracdes foram
incubadas com inibidores de serinoproteases e coquetel de inibidores. Nao foi
observada inibicao total das atividades proteoliticas sob fibrinogénio.

09_ 08 07 M.M 09 08 07 M.M

50 kDA

23 kDA

Figura. 23. Zimograma dos plcos, 07, 08, 09 sobre fibrinogénio, obtido por CLAE em fase reversa.
Veneno B. atrox foi utilizado como marcador molecular (M.M).
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M.M

50 kDA

23 kDA

Figura. 24. Zimograma dos plcos, 07, 08, 09 sobre gelatina, obtido por CLAE em fase rewversa.

Veneno B. atrox foi utilizado como marcador molecular (M.M).

Segundo as figuras 23 e 24 podemos observar atividades proteoliticas dos

picos 07, 08 e 09 sob fibrinogénio e gelatina. Observa-se atividade proteolitica que

sugerem proteases com massas moleculares de ~ 32 kDA, em todas as fracGes

avaliadas.

4.7.3. DETERMINACAO DA DOSE MINIMA COAGULANTE EM PLASMA
HUMANO E INIBICAO DA ATIVIDADE COAGULANTE DAS FRACOES OBTIDAS

POR FILTRACAO MOLECULAR.

TABELA 05. Dose minima coagulante sob plasma humano das fracdes do veneno amarelo de

C. d. ruruima obtidas por filtragcdo molecular.

Fracdes DMC - P (mg /1)
Fracdo 01 13,4
Fracdo 02 16,3

Veneno C.d.r

25,4

Segundo a tabela 06, para coagular 1 litro de plasma humano s&o necessarios

13,4 mg e 16,3 mg das fragbes 01 e 02 respectivamente.
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TABELA 06. Inibicdo da atividade coagulante das fragdes do veneno amarelo de C.d.ruruima obtidos
por filtracdo molecular.

Inibic&o (%)

Fracdes

EDTA+ EDTA+PMSF+ PMSF+ Plasma  Coquetel de inibidores+
Plasma humano Plasma humano humano Plasma humano
Fracdo 01 0 100 100 100
Fracédo 02 0 100 100 100

Os testes de inibicdo da atividade coagulante utilizando inibidores de
proteases, PMSF (serinoproteases) e coquetel de inibidores de proteases, SIGMA,
(serinoproteases, metaloproteases, aminopeptidases, cisteinoproteases) sob as DMC
— P de cada uma das fracdes 01 e 02 apresentaram inibicdo da atividade coagulante,
considerando-se 100% de inibicdo da atividade coagulante, o inicio da coagulacao do
plasma humano apos 180 segundos. Quando as fracdes 01 e 02 foram tratadas com
EDTA (inibidor de metaloproteases) o tempo de inicio da coagulacao foi o mesmo do
controle, 60 segundos. Os dados de inibicdo segundo a tabela 06 sugerem que a

enzima que promove a atividade coagulante, in vitro, seja uma serinoprotease.

4.7.4. ATVIDADE BIOLOGICA DAS FRACOES DE Crotalus durissus ruruima
OBTIDAS POR CROMATOGRAFIA FASE REVERSA

4.7.4.1. ATVIDADE COAGULANTE SOB FIBRINOGENIO BOVINO.

Tabela 07. Atividade das fragBes obtidas por cromatografia fase reversa sob fibrinogénio bovino.

Fracéo Atividade sob fibrinogénio
Fracdo 04 ()
Fracdo 05 (+)
Frag&o 06 ()
Fracdo 07 (+)
Fracdo 08 (+)
Fragc&o 09 (+)
Fragcdo 10 ()

(--) Nao apresentou atividade sob fibrinogénio, (+): Apresentou atividade sob fibrinogénio.
Para cada teste foram utilizados 10 pL de cada fracao.

De acordo com a tabela 07, a atividade sob fibrinogénio das fracdes obtidas

por cromatografia fase reversa, foi verificada nas fragcdes 05, 07, 08, e 09, porém a
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fracdo 05 induziu a formacédo de muito fraco e as fracdes 07, 08 e 09 que induziram

um coagulo forte.

Tabela 08. Atividade coagulante sob fibrinogénio das fracdes obtidas por cromatografia fase rewversa,
das fracdes 07, 08 e 09 do veneno amarelo de C.d.ruruima obtidas por cromatografia fase reversa.

de fraca Tempo de inicio da coagulagdo em segundo
Mg de fragdo

Fracédo 07 Frac&o 08 Frac&do 09
10 91 73 41
5 143 120 41
2,5 222 190 161
1,25 267 264 171

Atabela 08 apresenta atividade das fragGes 07, 08 e 09 sob fibrinogénio bovino
em diversas concentracdes, sendo a fracdo 09 que apresentou uma melhor atividade,
pois com todas as concentracfes testadas, quando comparada com as demais

fracdes, a fracdo 09 induziu o inicio da coagulacdo do fibrinogénio em menor tempo.

Tabela 09. Atividade desfibrinogenante, in vivo, em camundongos, das fracdes 07, 08 e 09 do veneno

amarelo C. d .ruruima obtidas por cromatografia fase reversa.

Fracao Atividade desfibrinogenante
07 (--)
08 -)
09 )
Veneno C.d.ruruima (1) ()

(-): sangue coagulavel, (+): sangue incoagulavel ap6s uma hora da sangria dos animais.
T na concentracdo testada os animais morriam aproximadamente apds uma hora da inoculagdo do
veneno.Foram injetados v.i. 4ug de cada amostra em 100 L de solucdo salina fisioldgica.

De acordo a tabela 09, a atividade desfibrinogenante, in vivo, foi somente detectada

na fragcado 09, na dose testada, ndo sendo detectada a atividade desfibrinogenante nas

fracoes 07 e 08.
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Tabela 10. Atividade do soro humano sob atividade desfibrinogenante da fragdo 09 do veneno amarelo

de C. d. ruruima obtidas por cromatografia fase reversa.

Sistema (Frag&o / Soro Humano) Atividade desfibrinogenante
Fracao 09 (+)
Fragdo 09+ soro humano (1 : 05) (+)
Fracdo 09+ soro humano (1 :1) (+)

(+): sangue incoagulavel ap6és uma hora da sangria dos animais
A dose de fracdo 09 utilizada foi de 4pg. A mistura, veneno + soro humano, apés incubada a 37°C foi
injetada v.i em camundongos.

Segundo os dados da tabela 10, as concentragcbes de soro humano utilizado
ndo inibiram a atividade desfibrinogenante in vivo da fracdo 09 do veneno de
C.d.ruruima.

Durante o processo experimental foram também observadas em camundongos
injetados com a fragcdo 09 manifestacbes como “sindrome da giroxina”, que sé&o
movimentos giratorios do corpo ao longo do eixo longitudinal, hiperatividade seguida
de perda dos reflexos e opistotonus. Os camundongos injetados com as fracbes 07 e
08 ndo apresentaram nenhuma manifestacao.

Os camundongos injetados com o veneno bruto de C. d. ruruima morreram em
aproximadamente uma hora apos a injecdo; ndo foram observadas mortes nos

camundongos injetados com as fracées 07, 08 e 09.
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5. DISCUSSAO

A espécie Crotalus durissus apresenta uma ampla distribuicdo no continente
americano. A ampla distribuicdo sugere mudancas morfolégicas e fisiomoleculares
adaptativas que podem gerar variacao intraespecifica nas composicdes dos venenos
com efeitos na clinica e na terapéutica. A composicdo dos venenos de serpentes €
uma mistura complexa de proteinas com funcdo biolégica de imobilizacdo / morte das
presas, e promover a digestao inicial destas (MEBS, 1999; SARAVIA et al., 2002;
DOS-SANTOS et al., 2005).

Venenos de subespécies podem diferir nos seus constituintes,
consequentemente na sua toxicidade e apresentar variagcbes nas suas atividades
biologicas (SALAZAR et al. 2006). A diversidade quimica e das atividades bioldgicas
dos venenos de serpentes sao processos evolutivos adaptativos a classe da presa
(dieta) e ontogenia da serpente.

Analise do perfil molecular dos venenos individuais de C. d. ruruima realizado
por SDS — PAGE apresentou principalmente bandas protéicas com massas
moleculares de 50, ~30, e 14 kDA. Dos Santos et al.(1993) e Muniz (2002) detectaram
atividade hemorragica nos venenos de C. d. ruruima. Resultados obtidos por Muniz
(2002) sugerem que componentes com massa molecular de ~50 kDA que so foram
detectados nos venenos de C. d. ruruima com atividade hemorragica possivelmente
estejam relacionados com essa atividade. Dos Santos (1993), utilizando anticorpos
policlonais anti-fator hemorragico do veneno de Bothrops atrox, obteve uma
reatividade cruzada com a banda de ~ 50 kDA do veneno amarelo de C. d. ruruima,
sugerindo desta maneira a possibilidade destas proteinas serem fatores
hemorragicos.

Tanto no veneno bruto, quanto nas fracdes, por métodos eletroforéticos uni e
bidimensionais, também detectamos proteinas com massas moleculares de ~ 50 kDA,
sugerindo que alguma dessas proteinas sejam fatores hemorragicos previamente
descritos por Dos Santos et al. (1983) e Muniz (2002).

O veneno amarelo de C. d. ruruima, como observado por Muniz (2002),
apresenta varias atividades biolégicas in vitro e in vivo como atividade
desfibrinogenante, atividade hemorragica, atividade miotoxica, atividade proteolitica
entre outras.

No gel de eletroforese bidimensional do veneno amarelo de C.d. ruruimapode—

se observar substancias proteicas com massas moleculares maiores de 50 kDA com
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pl &cido ~ 4 (“spot” 01). L — amino oxidases (LAO) sdo encontradas em venenos de
serpentes (como viperideos, crotalideos e elapideos), séo flavoenzimas diméricas
(PAWELEK et al. 2000) ou monomeéricas (ALl et al. 2000) e a massa molecular dessas
toxinas podem variar de aproximadamente 55 a 66 kDA nas formas monoméricas até
aproximadamente 120 a 150 kDA na sua forma nativa, (se apresenta em forma de
dimeros) (ALI et al. 2000). Geralmente as LAOs apresentam pl de ~ 4.5 com excecao
da L — amino oxidase encontrada no veneno de Naja naja kaouthia que apresenta um
pl de ~ 8,12 (N.-H. TAN etal. 2001). A cor amarela dos venenos de serpentes é devido
ao cofator FAD das LAOs. Nossos dados sugerem que o “spot” 01 com ~ pl 4
detectado no gel de eletroforese bidimensional do veneno amarelo de C. d. ruruima
possa ser uma LAO.

Crotamina € um polipeptidio de 42 residuos de aminoacidos, possui uma
massa molecular de ~ 4,8 kDA e um pl de ~ 10,8. A crotamina apresenta um grau de
similaridade com outras crotaminas isoladas de outras serpentes do género Crotalus
gue varia de 83 a 98% (OWNBY 1998; OGUIURA et al. 2005). Estudos realizados tém
mostrado divergéncias na sua composi¢cao, como variacdo geografica (OGUIURA et
al. apud SCHENBERG, 2005), variagdo na quantidade de crotamina (OGUIURA etal.
2000) e variacdo na sequéncia de crotamina (TOYAMA et al. 2000). O gene da
crotamina foi mapeado no cromossomo 2 e a intensidade de sinal contrasta entre dois
homodlogos. Esse resultado sugere a presenca de diferentes niumeros de cépias do
gene, podendo explicar a variacdo da quantidade de crotamina nos venenos
individuais de C. d. terrificus (OGUIURA et al. 2000). Foi detectado em gel de
poliacrilamida SDS — PAGE TRIS — TRICINA (figura 15) massas moleculares de ~ 5
kDA no veneno amarelo de C. d. ruruima que sugere ser a crotamina. Estudos de
Muniz (2002) por espectrometria de massa sistema MALDI — TOF observou que o
veneno amarelo de C. d. ruruima apresentava espectros similares a venenos
crotamina positivo de C. d terrificus, apresentando ions moleculares com m/z de ~5
kDa e formacdo de multimeros de ~5 kDa com diminuicdo progressiva da intensidade
dos ions, e demonstrou também que nos venenos de C. d .rurima crotamina negativo
ndo foram observados ions moleculares com m/z de ~5 kDa e nem a formagéo de
multimeros de ~5 kDa, sugerindo que a deteccdo do ion molecular da regido da
crotamina bem como os mutimeros de 5 kDa estariam relacionados com a
concentracdo de moléculas crotamina — simile.

Estudos recentes tém mostrado o efeito da crotamina em fibras musculares

esqueléticas, alterando a permeabilidade destas ao ion sédio, atuando em canais de
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sédio. A maior permeabilidade faz com que haja um maior influxo destes ions para o
interior da célula, levando a uma despolarizacdo e contratura da fibra (CHANG &
TSENG, 1978).

Nas amostras dos venenos individuais analisados neste trabalho, foram
detectadas bandas proteicas com massas moleculares de ~14 kDA quando
analisados por eletroforese unidimensional, massa molecular e similar a fosfolipases
Az amplamente distribuidos nos venenos de serpentes.

Muniz (2002) induziu diferentes niveis de liberacdo de creatinofosfoquinase
pela inoculacdo intramuscular do veneno de C. d. ruruima sugerindo possiveis
variagdes quantitativas e / ou qualitativas de isoformas da crotoxina. Crotoxina é a
proteina mais abundante nos venenos das subespécies de cascavéis brasileiras,
sendo uma potente neurotoxina associada com uma potente atividade miotOxica
(PONCE - SOTO et al. 2007). A crotoxina bloqueia transmisséo de sinal nas juncbes
neuromusculares (SANTOS et al. apud BON et al. 2007). A crotoxina € um complexo
heterodimérico composto por duas subunidades: um componente B, basico, de massa
molecular 14,2 kDA, apresentando um pl de 8.2 que apresenta atividade fosfolipasica
A2, e um componente A, acido, com massa molecular de 9,4 kDA e pl 3.4, conhecida
como crotapotina que isolada ndo apresenta atividade catalitica e ndo € toxica
(SANTOS et al 2007). No gel de eletroforese bidimensional do veneno amarelo de C.
d. ruruima observou-se o “spot” 13 com pl acido de ~3,5 e o “spot” 17 em pl béasico de
~8, sugerindo que esses “spots sejam os componentes (A) e (B) da crotoxina
respectivamente, necessitando de mais estudos protedémicos e teste de atividades
biolégicas para confirmacdo destas possiveis toxinas. A atividade fosfolipase A2
detectadas no veneno e/ ou fracdo € devida a presenca de PLA2basica da crotoxina.

Todos os venenos de filhotes de C. d. ruruima utilizados nos testes de atividade
biolégica in vitro apresentaram acao coagulante sobre plasma humano e sobre
fibrinogénio bovino. Gutiérrez et al. (1991) mostrou que venenos de filhotes
apresentam grande atividade em plasma humano e fibrinogénio. Muniz (2002)
utilizando “pool” de veneno de filhotes de C. d. ruruima demonstrou uma maior
atividade coagulante sobre plasma humano e sobre fibrinogénio bovino em relagéo ao
“pool” de diversos venenos de adultos de diversas areas do Estado de Roraima. A
maior atividade coagulante dos venenos de filhotes testados mostrou uma variagao
intraespecifica possivelmente pela variacdo qualitativa / quantitativa nos venenos de

filhotes potencializando sua atividade coagulante.



53

Mackessy et al. (2003) observou um aumento na atividade trombina —simile de
C. o. concolor conforme a ontogenia da serpente, detectou também uma maior
quantidade de serinoproteases nos venenos de serpentes de filhotes quando
comparado com venenos de serpentes adultas. A ndo deteccdo de atividade
proteolitica no zimograma por proteases com massas de ~ 23 kDA do “pool’” de
veneno amarelo de C. d. ruruima sugere uma diferenca ontogenética no veneno de C.
d. ruruima.

Serinoproteases de venenos de serpentes, que realizam a atividade enzimatica
da trombina formando fibrina I, por protedlise limitada do fibrinogénio sem a ativacéo
de fator Xlll, sdo denominadas trombina — simile (STOKER et al. 1982).

Os zimogramas da atividade proteolitica sobre substrato fibrinogénio bovino
das fracdes obtidas por CLAE demonstraram atividade trombina — simile, com protei-
nas de massas moleculares acima de 23 kDA e inferior a 50 kDA. Determinadas fra-
cOes do veneno de C. d. ruruima, obtidos por processos cromatograficos, apresenta-
ram atividade coagulante sob fibrinogénio bovino e plasma humano e atividade desfi-
brinogenante quando injetada via i.v em camundongos.

A atividade proteolitica por zimograma dos venenos individuais de filhotes
sobre fibrinogénio sugere a presenca de enzimas tipo trombina — simile com massas
moleculares de ~ 25 a 40 kDA, desta maneira sugere que a atividade coagulante
detectada nos venenos seja devido a presenca de enzimas do tipo trombina — simile,
pois outros tipos de enzimas que induzem a formagdo de coagulo ndo tém sido
detectadas nos venenos das subespécies encontradas no Brasil pertencentes ao
género Crotalus (MUNIZ 2002).

Dados da literatura indicam uma grande diversidade bioquimica das TSVSs,
principalmente referente as suas massas moleculares. TSVSs podem apresentar, por
SDS - PAGES, massas moleculares que variam de 25 a 70 kDA, com faixa de pl de,
4,2 a 6,6, apesar de sua estrutura primaria indicar massas moleculares de ~ 28 kDA,
sugerindo a importancia, na variacdo da massa molecular, de modificacbes pds —
traducionais, como glicosilagdes, em TSVSs (SILVA-JUNIOR et al. 2007).

Isso sugere que a variacdo na massa molecular dos oligossacarideos ligados
as sequéncias de aminoacidos das TSVSs detectados nos venenos de C. d. ruruima,
sejam responsaveis pelas diferentes massas moleculares das proteinas TSVS
detectadas por zimograma.

Inibidores classicos de serinoproteases, PMSF, AEBSF, Aprotina etc., inibem
TSVSs. O PMSF tem a capacidade de ligar-se a um aminoacido essencial dessa
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classe de proteinas, a serina, do sitio catalitico, provocando uma ligacéo irreversivel
e inativando — a, confirmando a fungdo da serinoprotease da enzima (PIRKLE 1998;
SANT ANA 2005). A atividade proteolitica, in vitro DMC — P, das fracbes do veneno
de C. d. ruruima, foram inibidas por PMSF, EDTA+PMSF e Coquetel de inibidores,
incluindo inibidores de serinoproteases, mas essas enzimas nao foram inibidas por
EDTA, confirmando que a atividade proteolitica coagulante deve-se uma enzima seri-
noprotease trombina — simile. A ndo inibicéo total das fracdes, 01 e 02, por inibidores
de serinoproteases e coquetel de inibidores, em zimograma, sugere que a relacao
inibidor enzima nao foi suficiente para inibir totalmente a atividade proteolitica da en-
zima, nas condi¢des experimentais realizadas.

A interacdo da enzima trombina — simile dos venenos de serpentes com o fibri-
nogénio e com os inibidores plasmaticos pode ser uma interacdo espécie especifica.
Enzimas trombina —similes do veneno de Trimeresurus flavoriridis libera fibrinopepti-
deo quase que exclusivamente do fibrinogénio de coelho, ja batroxobina do veneno
de B. atrox dificilmente atua sobre fibrinogénio de coelho, porém atua sob o fibrinogé-
nio de rato, humano, bovino, cachorro e ovelha (STOCKER & MEIER, 1988). A enzima
trombina — simile de Agkistrodon condortrix condortirx quebra as cadeias Aa e B3 do
fibrinogénio humano, liberando primeiro o fibrinopeptideo B e depois o fibrinopeptideo
A, induzindo coagulos de fibrina em plasma humano. Esta enzima atua de forma simi-
lar in vitro sob fibrinogénio de rato e em plasma de rato ndo induz coagulo de fibrina,
sugerindo interacdo com os inibidores de proteases do plasma de rato. A atividade
desfibrinogenante, in vivo, provocada pela fracdo 09 do veneno amarelo de C. d. ru-
ruima ndo foi inibida pelos inibidores de serinoprotease do plasma humano sugerindo
gue esta enzima tenha potencial biotecnolégico como futuro medicamento trombolitico
necessitando de mais estudos protedmicos e de atividades biolégicas para confirmar
0 seu potencial biotecnolégico. Portanto relacdes espécie especifica entre fibrinogé-
nio, enzimas trombinas — similes e os inibidores plasmaticos determinam fortemente
as propriedades farmacoldgicas e potenciais aplicagdes praticas das enzimas trombi-
nas similes dos venenos de serpentes. Nao foram detectadas atividades desfibrino-
genantes, in vivo, das fragcbes 07 e 08 obtidas por fase reversa, isto sugere que as
fracdes 07 e 08 sejam variantes de trombina-simile no veneno de C. d. ruruima, pois
apresentaram atividades sob plasma humano e atividade proteolitica sob fibrinogénio
detectado por zimograma, mas que sao inibidas por inibidores plasmaticos de serino-
proteases do camundongo. O sangue humano apresenta inimeros inibidores de seri-

noproteases, ATIIl, a2— macroglobulina, ai— antitripsina (STOCKER 1990).Tém sido
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reportadas inibicbes de TSVSs por a2 — Macroglobulina, inibidores de calicreinas, he-
parina, hirudina e inibidores de trombina (STOCKER & MEIER, 1988).

A atividade desfibrinogenante, in vivo, foi observada na fragdo 09 do veneno
de C. d. ruruima obtida por CLAE FR, sinais de giro em torno do proprio eixo longitu-
dinal quando injetado em camundongo. Giroxina € uma glicoproteina isolada por Bar-
rio (1961) do veneno de C. d. terrificus que possui massa molecular de aproximada-
mente 29 KDA (ALEXANDER et al. 1988). InjecGes via i.v. em camundongos podem
produzir “sindrome da giroxina” com movimentos giratérios do corpo ao longo do eixo
longitudinal, hiperatividade seguida de perda dos reflexos e opistotonus. Alexander et
al. (1988) purificaram uma enzima trombina — simile semelhante a obtida por Raw et
al. (1986), e observaram que esta proteina apresentava o mesmo efeito daqueles ve-
rificados por Barrio (1961) para a giroxina. Observaram também que a proteina purifi-
cada do veneno de C. d. terrificus apresentava atividades trombina — simile e da giro-
xina. A atividade giroxina também foi observada em mais duas trombinas — similes
purificadas dos venenos de Crotalus adamanteus e Crotalus durissius durisius (MU-
NIZ, 2002). Os camundongos injetados com as fracbes 07 e 08 ndo apresentaram
nenhuma manifestacéo, sugerindo que a fracdo 09 do veneno amarelo de C. d. ru-
ruima apresenta atividade giroxina provocando, também, atividade desfibrinogenante
in vivo.

Torrent e colaboradores (2007) avaliaram que injetando 1,5 —4 ug veneno total
de C. d. terrificus via i.v. em camundongo, pode — se observar comportamentos gira-
torios, entretanto quando isolada a fracdo trombina — simile (fracdo que deve corres-
ponder a giroxina) e injetada via i.v.em camundongos em diversas concentragdes de
1.5 — 10 pg observa-se estados transitorios de opistotonus, porém néo foi observada
movimentos rotatérios em torno do eixo axial do animal (TORRENT et al. apud. STOC-
KER 2007).

TSVSs dos venenos de serpentes sdo ferramentas interessantes para investi-
gar o complexo mecanismo de agregacao plaquetaria. Algumas TSVSs induzem agre-
gacdo plaquetaria na presenca de fibrinogénio exdbgeno com menos eficiéncia que a
trombina, liberando ADP. Agregacado plaquetaria é um processo que precisa de pla-
quetas metabolicamente ativas. Agregacao plaquetaria induzida por ADP tem funcéo
principal no desenvolvimento e extensdo da trombose arterial. Algumas TSVSs nao
necessitam de fibrinogénio para promover agregacao plaquetaria como PA-BJisolada

do veneno de Bothrops jararaca. Inibidores especificos de ADP sé&o utilizados como
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antitrombaoticos (GACHET et al. 1997). Nao foi avaliada a agregacao plaquetaria das
frac6es com atividade coagulante do veneno de C. d. ruruima.

Diversas enzimas, incluindo algumas TSVSs, degradam cininogénio e liberam
cinina provocando um efeito hipotensivo. Curiosamente elegaxobin Il, uma TSVSs iso-
lado do veneno de Trimeresurus elegans, € a Unica TSVSs citada, atualmente, capaz
de liberar Lis — bradicinina. Nao foi avaliada a atividade da liberagdo de bradicinina
das fragcdes com atividade coagulante do veneno de C. d. ruruima.

TSVSs, excluindo algumas excec¢des, ndo ativam fator Xlll da cascata de coa-
gulacdo. Fator Xl € um importante zimogénio ativado pela trombina, atua como es-
tabilizador de coagulo, fazendo com que seja facilmente degradado pela plasmina, o
fator Xl ndo reconhece os polimeros anormais de fibrina formados pela TSVSs. Os
coagulos de fibrina | (coagulo fraco) gerados pela trombina — simile, dispersados na
forma de micro coagulos, sao rapidamente degradados pela atividade proteolitica da
plasmina, uma serinoprotease que degrada a malha de fibrina. TSVSs que induzem a
formacgéo de fibrina | podem ter aplicagédo clinica como droga trombolitica. Fracfes
coagulantes do veneno de C. d. ruruima sugerem que induzem a formacao de fibrina
l, com potencial de futura aplicac&o clinica como droga trombolitica.

Em resumo o veneno de C.d. ruruimaapresenta serinoproteases com atividade
trombina — simile in vitro e atividade desfibrinogenante, in vivo, quando avaliada em
camundongo e, nos testes realizados, essas enzimas nao foram inibidas por inibidores
do plasma humano. Essas trombinas — similes sugerem ter um potencial biotecnolo-
gico como futuras drogas tromboliticas. Utilizando, assim, de forma racional, a biodi-
versidade da Amazbnia para o bem-estar da sociedade.
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6. CONCLUSOES

Neste trabalho apresentamos o estudo de Protedmica e Potencial da Atividade
Trombolitica da Propriedade Desfibrinogenante, in vivo, do Veneno da Serpente

Amazoénica Crotalus durissus ruruima (Houge 1965).

Métodos de eletroforese, uni e bidimensionais, do veneno de C. d. ruruima
apresentam constituintes proteicos principalmente com massas moleculares entre ~
05 a 50 kDA.

Testes in vitro mostraram a variagdo na atividade coagulante do veneno de C.

d. ruruima sob fibrinogénio bovino e plasma humano.

Analises individuais dos venenos de filhotes de C. d. ruruima, por zimograma,
mostraram proteinas com massas moleculares de ~ 23 a 40 kDA, que degradam

fibrinogénio bovino e gelatina.

Utilizando técnicas cromatograficas, de filtracdo molecular e fase reversa, foi
possivel obter fragbes do veneno de C. d. ruruima que, in vitro, degradam fibrinogénio
bovino.

A atividade proteolitica sob fibrinogénio bovino foi inibida s6 por PMSF,

sugerindo que a enzima coagulante € uma protease da classe trombina — simile.

As fracdes 07 e 08 obtidas por CLAE — FR apresentaram atividade coagulante,
in vitro, sob fibrinogénio e plasma humano, mas ndo apresentou atividade

desfibrinogenante, in vivo, avaliada em camundongo.

Foi detectada atividade desfibrinogenante, in vivo, em camundongo da fracéo
09 obtida por CLAE — FR. A atividade desfibrinogenante n&o foi inibida por soro
humano nas concentracdes testadas. A fracdo sugere ser enzima trombina — simile

com potencial biotecnolégico como trombolitico.
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