UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERL’ANDIA
~ INSTITUTO DE GENETICA E BIOQUIMICA
POS-GRADUACAO EM GENETICA E BIOQUIMICA

CARACTERIZACAO FUNCIONAL E ESTRUTURAL DE NOVAS PROT EASES
ISOLADAS DA PECONHA DE Bothrops alternatus E DO LATEX DE
Euphorbia milii var. hislopii

Aluna: Junia de Oliveira Costa

Orientador: Dr. Nilson Penha Silva

Co-orientador: Dr. Fabio de Oliveira

UBERLANDIA, MG
2010



Livros Gratis

http://www.livrosgratis.com.br

Milhares de livros gratis para download.



UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERL’ANDIA
~ INSTITUTO DE GENETICA E BIOQUIMICA
POS-GRADUACAO EM GENETICA E BIOQUIMICA

CARACTERIZACAO FUNCIONAL E ESTRUTURAL DE NOVAS PROT EASES
ISOLADAS DA PECONHA DE Bothrops alternatus E DO LATEX DE
Euphorbia milii var. hislopii

Aluna: Junia de Oliveira Costa

Orientador: Dr. Nilson Penha Silva

Co-orientador: Dr. Fabio de Oliveira

Tese apresentada a Universidade
Federal de Uberlandia como parte
dos requisitos para obtencdo do
Titulo de Doutor em Genética e
Bioguimica (Area Bioquimica)

UBERLANDIA, MG
2010



Dados Internacionais de Catalogacdo na Publicacao (CIP)

C837c

Costa, Junia de Oliveira, 1980-

Caracterizacdo funcional e estrutural de novas proteases isoladas
da peconha de Bothrops alternatus e do latex de Euphorbia milii var.
hislopii [manuscrito] / Junia de Oliveira Costa. -

2010.

126 f. @il

Orientador: Nilson Penha-Silva.

Tese (doutorado) - Universidade Federal de Uberlandia, Programa
de Pés-Graduacédo em Genética e Bioquimica.

Inclui bibliografia.

1. Cobra venenosa - Veneno - Teses. 2. Bothrops - Teses. |I. Penha-
Silva, Nilson. II. Universidade Federal de Uberlandia. Programa de
P6s-Graduacdo em Genética e Bioquimica. Ill. Titulo.

CDU: 615.99:598.126

Elaborado pelo Sistema de Bibliotecas da UFU / Setor de Catalogacgéo e Classificagéo



UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLANDIA
~ INSTITUTO DE GENETICA E BIOQUIMICA
POS-GRADUACAO EM GENETICA E BIOQUIMICA

CARACTERIZACAO FUNCIONAL E ESTRUTURAL DE NOVAS PROT EASES
ISOLADAS DA PECONHA DE Bothrops alternatus E DO LATEX DE
Euphorbia milii var. hislopii

ALUNA: JUNIA DE OLIVEIRA COSTA

COMISSAO EXAMINADORA

Presidente: Dr. Nilson Penha Silva (Orientador)
Examinadores:

Dr. Fabio de Oliveira (Titular)

Dr. Andreimar Martins Soares (Titular)

Dr. Luiz Fernando Moreira Izidoro (Titular)

Dra Marcia Helena Borges (Titular)

Dra Silvana Marcussi (Suplente)

Dr. Guilherme Rocha Lino de Souza (Suplente)

Data da Defesa: 17/06/2010

As normas do PPGGB para o formato da tese foram contempladas.

Nilson Penha Silva
(Orientador)



DEDICATORIA

A todas as pessoas que de alguma forma contribuiram para o0 meu crescimento

pessoal e profissional!



AGRADECIMENTOS

Agradeco a Deus pelo milagre da vida e ao meu anjo da guarda por me conduzir
aos acertos e por me conceder sabedoria nos momentos de lidar com os erros e

aprender com 0S mesmos.

Agradeco a minha familia, em especial a minha mae, pela confianca e apoio

durante todos estes anos.

Ao Professor Doutor Nilson Penha Silva  pela oportunidade em aprender com
0s seus ensinamentos. Uma pessoa correta, sempre disposto a auxiliar agueles
gue necessitam. O admiro pela sua conduta ética e inteligente em suas
orientacdes. Sua integridade e boa vontade com as quais se relaciona com as
pessoas sdo exemplares. Muito obrigada pela confianca e pelos conhecimentos
transmitidos, os quais foram fundamentais para o0 meu crescimento cientifico e
profissional. O meu amor pela Bioquimica cresceu substancialmente a partir do
momento que tive a honra de assistir as suas aulas, muito bem ministradas e

didaticamente incomparaveis. Enfatizo a minha eterna gratidao!

Ao Professor Doutor Fabio de Oliveira pela longa convivéncia! Nos
conhecemos em 1999 e, a partir dai, a minha admiragdo por vocé cresce
exponencialmente. Tudo que sei em relacdo a purificacdo e caracterizacdo de
toxinas ofidicas aprendi principalmente com vocé, uma pessoa sabia, competente
e, sobretudo, humana, que faz com que sua simplicidade seja admirada por
todos. Vocé, amigo, me ensinou que os obstaculos existem para ser superados,
me aconselhou ndo sé no meio cientifico, como também na vida, me mostrou
sempre o caminho certo e, € por isso e pela sua infinita capacidade moral e
intelectual que repito incansavelmente que vocé é o exemplo que sempre
buscarei seguir!!!! Sou uma pessoa de muita sorte por ter tido o privilégio de

conhecé-lo. Obrigada por tudo!!!

Aos Professores Dr. Andreimar Martins Soares e Dra Heloisa Selistre de

Araljo pela inestimével contribuicdo para a realizacao deste trabalho.



As minhas grandes amigas Kelly Cortes Fonseca e Carla Cristine Neves
Mamede pela ajuda inestimavel neste trabalho. Vocés duas sdo admiraveis pelo
talento e capacidade com que executam suas acdes ndo sé no laboratorio, como

também em suas expressdes de amizade. Adoro vocés!!!

Ao meu eterno amigo Norival Alves Santos-Filho n&o sé pelo auxilio no
desenvolvimento do trabalho, mas também pela paciéncia em me escutar nos

momentos complicados que um pos-graduando vivencia. Conte sempre comigo!

Ao Mario da Silva Garrote Filho, por dispor de seu tempo, colaborando e

sanando minhas duvidas em relacao a titulagdo enzimatica. Obrigada, amigo!

As colegas do Laboratdrio de Biofisica: Maraisa, Mayara, Nadia, Thaisa e aos

demais pelo auxilio e companheirismo.

Aos colegas do Laboratorio de Enzimologia: Rita, Mariana, Lubia, Cleine,
Leticia, Romeu, Guilherme e aos demais pelas trocas de experiéncia e
agradavel convivéncia.

Aos Professores e Funcionarios do Programa de Pds-Graduacdo em Genética e
Bioquimica, em especial ao Gerson, sempre disposto a prestar as informacdes e,

sobretudo, pela amizade que construimos durante estes anos. Obrigada!

Ao Rubens Anténio Freitas, Chefe de Setor de Registro Escolar da UFU, pela

atencao e presteza com as quais me atendeu sempre que necessario.

A Bete, ao Helinho e & Meire do Instituto de Ciéncias Biomédicas da UFU pelos

bons momentos que passamos e por me atenderem tdo bem quando precisei.

A minha amiga de muitos anos Danila e & sua avé Dona Lourdes pelo

acolhimento e pelos momentos de descontragéo.

Ao Michel que foi muito importante durante os nossos anos de convivéncia.

Vi



Aos meus colegas de trabalho do Instituto Federal de Educacédo, Ciéncia e
Tecnologia do Triangulo Mineiro, em especial, aos meus grandes amigos Flavia
Leva, Lindolfo Marra, Sirley Cristina, Gustavo Prad o0, Sérgio Sanches e

Leandro Rafael.

Ao diretor geral, Professor Humberto Minéu ; ao Diretor de Ensino, Professor
Rodrigo Afonso e ao Diretor Administrativo Anivaldo Franco , todos do Instituto
Federal de Educacdo, Ciéncia e Tecnologia do Triangulo Mineiro, Campus
ltuiutaba. Agradeco também ao Professor Marco Maciel , atualmente, servidor do
Instituto Federal de Brasilia. Obrigada a todos vocés pela forca e pela

compreensao!

A todos que de alguma forma contribuiram para que este trabalho fosse
concretizado.

Vii



“...Viver!

E néo ter a vergonha
De ser feliz
Cantar e cantar e cantar
A beleza de ser

Um eterno aprendiz...

... Ah meu Deus!
Eu sei, eu sei
Que a vida devia ser
Bem melhor e seré
Mas isso nao impede
Que eu repita
E bonita, é bonita
E é bonita...”

Gonzaguinha

viii



Este trabalho foi desenvolvido nos Laboratorios de
(Enzimologia) e Biofisica Molecular da Universidad

Uberlandia

Bioquimica

e Federal de



SUMARIO

Y o] £=E] =T o r= oz Lo PP PP PP PP PP PPPPPPPPPPPPP 1

Capitulo I: Fundamentacdo Tedrica: Proteases ofidic  as e vegetais e seus

mecanismos de estabiliZacao ..o 7
1. Proteases de peconhas de SErpentesS........ccccovvieeiiiieeeiiiiiiiie e eee e 8
2. Hemostasia, coagulacdo sanguinea e fibrinGlise ...........cccoooviiiiiiiiiiiiiiiinnns 12
3. AlteracgOes teciduais causadas por proteases botropicas............ccccceeeeeennn. 18
4. Serinoproteases ofidicas e a clinica médica ..........ccoeeeeeeiiieiiiiiiiiiee e, 20
5. Aspectos estruturais e funcionais de SVSPS............cccieiiiiieeiivievicee e, 22
6. Proteases de Plantas.............ueiiiiii i 24
7. Estabilidade de enzimas..........ccoooi i 27
8. AQENIES CAOIIOPICOS .. iieieeeeeeiesesee e 29
9. OSIMOIIIOS ... 30
10. REFEIENCIAS ... s 33
Capitulo Il: Bhalternin: functional and structural characterization of a new

thrombin-like enzyme from Bothrops alternatus snake venom................. 47

Y 013 = Lo PP PPPPPPPPPPPPPP 49
RESUIMO ... e et e e e e e e e e eeans 50
N [ 1 0 To [ Tod 1 o] o PSPPSR 51
2. Material and mMethodsS........coooiiiii 52
2.1 MALEIIAL. ..o 52
2.2 1s0lation of BRaterNin ............iiiiiiiieeee et 52
2.3 Electrophoretic analysis: molecular weight determination.......................... 53
2.4 Electrophoresis in acid CONAItIONS ..........uiiiiiieeiiiiiiiciie e 53
2.5 Estimation of protein CONCENtration ...........ccooeevivvveiiiiiiie e 53
2.6 N-terminal SEQUENCING......uuuueiie ettt 53
2.7 Screening and isolation of SP from a venom gland cDNA library............... 54
2.8 Fibrinogenolytic and albuminolytic activities.............ccceeeeiieeiiviveiiiicieee e, 54
2.9 AZ0CASEINOIYLIC ACHIVILY ....vvveeiiee e e e e e et e e 55
2.10 Defibrinating ACHVILY .......uuuueiiee ettt 55

P20 B R =1 o ToTo BT[] (] g o = Tex 1Y/ 1 Y PP 55



2.12 ENzyme INNIDITOIS ..o 55

2.13 ANIMAIS. ..t a e 55
2.14 Morphological alterations induced by Bhalternin .............cccccevvvieiineeeeen. 56
2.15 Histological examination of MyONEeCroSIS..............uuiiiiiiieeieiieeiieee e, 56
3. ReSUItS and diSCUSSION.......uiiiiiiiiiieiiiiiiee et e e e e eeeeees 56
ACKNOWIEAGEMENTS ...ttt e e e e e e e aeaa s 60
RETEIENCES ...ttt ettt ettt ettt et et et e e e seeeneneees 60

Capitulo IlI: Purification and biochemical characte rization of Eumiliin from

Euphorbia milii var. hislopii lateX ... i, 80
Y 013 = Lo PP PPPPPPPPPPPPPP 82
RESUMIO ... e 83
N {1 0 To [0 Tod 1 o] o PSPPSR 84
2. ReSUIts and diSCUSSION........uuuuiiiiiieeiiieiiiiie et 85
2.1 Purification and biochemical characterization of Eumiliin ..................cccc..... 85
2.2 Characterization of effects in vivo induced by Eumiliin......................oooo. 88
I T o] [ox (151 o] 1S PP PSUUPPPPPTRN 89
A, EXPEIMENTAL ...t e e et e e e e eannee 89
A1 MALEIIAIS ...t e e e et e aeeeaaeae 89
4.2 LateX PreParation .............ooeeeeeeeeeeeiiiise e e e e e e e eeeeaaaa s s e e e e aaeeeesarn e e aaeaeeeanann 90
4.3 Estimation of protein CONCeNtration ............covvevuviiiiiieeeeeeeeeeeiiee e e e e e eeeeenns 90

4.4 Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoreses (SDS-PAGE).90

4.5 Mass spectrometry analysis of EUMIliin.............cooooiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeie 90
4.6 Isolation of EUMIlIN ... 91
4.7 N-terminal SEQUENCING. .. .uueeeeeeeeeeeeiiiiie e e e e e e e eeeeaiirs s e e e e e e eeeesaraaaeeeeaeeeennnns 91
4.8 ProteOIYLIC ACHIVILY ......ceuuiieiiie ettt e e e et e e e e eeeaeene 91
4.8.1 FIbrin0genoIlytiC ACtIVILY .......ccoviiiiiiiiiiiee et 91
4.8.1.1 Heat and Inhibitor effects on fibrinogenolytic activity................cccccceeee. 92
4.8.2 CaSEINOIYLIC ACHVILY ...uvviiieeeeeeeeieieiiiee e e e e e e s e e e e e e e e e e e e e e e e eannnn 92
4.8.2.1 PH OPUIMUIM ..t e e e e e et e e e e e e eeannnes 92
4.9 HemMOIThagiC ACHIVITY .......uuiie et 92
4.10 Defibrinating aCtiVILY .......cccceeeeiiiiiiiiie e e e e e e eanaees 93
4.11 Histological examination of MYONECIOSIS............cevieieeeiiieeiiiiiiee e e e e eeeeaenns 93

Xi



4.12 Evaluation of oedema formation.........coeveeee e, 93
4.13 Evaluation of hyperalgesia ...........uuuuiiiiiiiiiiiiii e 94

R IO C S ... e e 94

Capitulo IV: Analise comparativa das estabilidades da balternina e da

(<1010 0711 0 = PSP 107
RESUMIO ... e e e e e e e e eene 108
Y 013 = Lo PP PP PPPPPPPPPPP 109
L. INEFOTUGED .. 110
2. Material € METOUOS ... .ccoieiieeeeieie s 113
3. Resultados € diSCUSSE0.........ccovviiiiiiiiieee 113
4. CoNSIAEragOEsS fINAIS .. ...vuvueiieeeeeeeieeiiiee e e e e e et e e e e e e ee e e e e e eeeeeenns 117
5. REIEIENCIAS ...ttt e e e e e e e e e 117

Xii



LISTA DE FIGURAS

Apresentacao

Figura 1. Aparato de peconha de SErpeNnte .........cceeeieeeiiiieeiiiiiie e 5
Figura 2. Distribuicdo geografica da espécie Bothrops alternatus.......................... 6
Capitulo |

Figura 3. Mecanismo de agao da trombina e de enzimas ‘thrombin-like’............. 11

Figura 4. Inter-relacbes entre as vias intrinseca e extrinseca da cascata da
coagulacéo sanguinea e o sistema fibrinolitiCO ...........vvviiiieiiieiiice e, 16

Figura 5. Complexos procoagulantes (tenase e protrombinase) representados

ESQUEMALICAMEINTE ... it e ettt e e e e e e e et aa b e e e e e e e eeeesebnaa e e e e eeeeesnnnns 17
Figura 6. Envenenamento caracteristico de serpentes botropicas....................... 20
Figura 7. Espécie Euphorbia milii var. hislopii (coroa-de-cristo)............cccccuvveee... 25
Capitulo Il

Figure 1. Purification of Bhalternin from Bothrops alternatus snake venom......... 71

Figure 2. Chromatographic profile by HPLC. SDS-PAGE in 14% (w/v) gel: reduced
and non-reduced Bhalternin and Native PAGE (10% gel) for acidic proteins....... 72

Figure 3. Sequence of cDNA and of deduced amino acid residues from Bhalternin

Figure 4. Comparison of the amino acid sequence of B. alternatus serine protease
(Bhalternin) with other serine proteases from different snake venoms................. 74
Figure 5. Proteolysis of bovine fibrinogen by Bhalternin..............ccccvvvvvicieneeeee. 75
Figure 6. Light micrographs of section of mouse heart tissue 24 hours after i.p.
injection of crude venom and Bhalternin ... 76
Figure 7. Light micrographs of section of mouse pulmonary tissue 24 hours after
I.p. injection of crude venom and Bhalternin.............cccovevviiiiiii e 77

Figure 8. Light micrographs of section of mouse hepatic tissue 24 hours after i.p.

injection of crude venom and Bhalternin ... 78
Figure 9. Histopathological analysis of myotoxicity induced by Bhalternin............ 79
Capitulo IlI

Figure 1. Purification of Eumiliin from Euphorbia milii lateX.............ccccevvvvvnnnnnnn. 100

Xiii



Figure 2. Molecular mass estimation using electrophoresis and mass spectrometry

........................................................................................................................... 101
Figure 3. Proteolysis of bovine fibrinogen by Eumiliin ..., 102
Figure 4. pH-dependence of proteolytic activity of Eumiliin.............cccccoevvvvnnnnnnn. 103
Figure 5. Hyperalgesia induced by Eumiliin in rat hind paws and Oedema-forming
activity of EUMITIN IN MICE......uueiiiii et eeeaeees 104
Figure 6. Histopathological analysis induced by Eumiliin ...............ccccoevviiinnnnnnn. 105

Capitulo IV

Figura 1. Representacdo bidimensional de moléculas de agua ao redor de uma
esfera NidrofObICa..........ooooiii e 122
Figura 2. Curva sigmoidal tipica resultante da titulacdo enzimética com agentes
(072 10 ] 1 (0] o (oo 1SRRI 123
Figura 3. Representacdo esquematica para a interacao preferencial da agua com
(o o0 ST | 11 (o TP UUPPPUPRPPRN 124
Figura 4. Mecanismo de desenovelamento das enzimas balternina e eumilina em
concentracdes crescentes de uréia. Curva obtida a partir dos dados originais.. 125
Figura 5. Mecanismo de desenovelamento das enzimas balternina e eumilina em
concentragdes crescentes de uréia. Os parametros das sigméides foram usados
para o célculo dos valores de absorvancia por meio de interpolacao. ............... 126

Xiv



LISTA DE QUADROS E TABELAS

Capitulo |

Quadro 1. Sequéncia N-terminal de serinoproteases isoladas de peconhas
(0] 10 [ o= 1S PP TP PR TTPPRPO 24
Quadro 2. Proteases isoladas de plantas e suas sequéncias amino-

=] € 0011 0= TSRO TP PR 26

Capitulo IlI
Table I. Amino terminal sequence of Eumiliin as compared to other proteases from

XV



LISTA DE ABREVIATURAS

ADP — Adenosina difosfato

AMBIC — Bicarbonato de amoénio

Bis-acrilamida — N, N’ - metilenobisacrilamida
BLAST - ‘ Basic Local Alignment Search Tool’
CAPM - Cininogénio de alto peso molecular

DFP - Diisopropilfluorofosfato

EDTA — Acido etilenodiaminotetracético

FPA — Fibrinopeptideo A

FPB — Fibrinopeptideo B

GdnHCI - Hidrocloreto de guanidina

HMWK — ‘High molecular weight kininogen’
HPLC - ‘High Performance Liquide Chromatography’
MEC - Matriz extracelular

PAGE - Eletroforese em gel de poliacrilamida

PB — Peconha bruta

PDF - Produtos de degradacéao de fibrina

pl - Ponto isoelétrico

PK - Pré-calicreina

PLA, — Fosfolipase A;

PMSF — Fenilmetilsulfonilfluoreto

SDS — Dodecil sulfato de sédio

SDS-PAGE - Eletroforese em gel de poliacrilamida na presenca de SDS
Serpinas - Inibidores naturais de serinoproteases
SVMPs — Snake venom metalloproteinases
SVSPs — Snake venom serineproteinases

TCA — Acido tricloroacético

TE — Transicao estrutural

TEMED - N,N,N’,N’- tetrametiletilenodiamino
TLEs — Enzimas “thrombin-like” de peconhas de serpentes
t-PA - Ativador do plasminogénio do tipo tecidual
TR — Trombina

XVi



Tris - Tris(hidroximetil)aminometano

u-PA - Ativador do plasminogénio do tipo uroguinase
UV/VIS - Ultra-Violeta/Visivel

A - Comprimento de onda

AG - Variacéo de energia livre de Gibbs

XVii



Apresentacao



A presente tese de doutorado foi preparada de acordo com as Normas do
Programa de Pos-Graduacdo em Genética e Bioquimica da Universidade Federal
de Uberlandia, tendo sido subdividida em quatro capitulos.

O capitulo I faz uma revisdo bibliografica sobre as composicdes
proteoliticas de peconhas de serpentes e vegetais, estabelecendo as relacdes
possiveis entre a estrutura e fungdo, com uma preocupacdo especial sobre os
mecanismos envolvidos no controle da estabilidade dessas proteinas, o0 que
envolve, por um lado, a acdo de agentes caotropicos e, por outro, a acao de
solutos estabilizantes geralmente chamados de osmdlitos.

Os acidentes ofidicos ocorrem principalmente nas zonas rurais e areas
periféricas urbanas. Eles constituem um grave problema de saude publica em
paises tropicais, despertando o interesse pelos agentes antiofidicos e pelas acdes
toxico-farmacologicas dos componentes presentes em peconhas de serpentes, as
quais sdo sintetizadas por um par de glandulas exdcrinas localizadas na
mandibula destes répteis (Figura 1).

Na regido do Triangulo Mineiro, no Brasil, as serpentes botropicas sao
responsaveis pelos mais altos indices de envenenamentos. Neste contexto,
destaca-se a espécie Bothrops alternatus (urutu), a qual tem seu habitat em
matas, areas cultivadas e locais propicios a proliferacdo de roedores (Figura 2).

As peconhas de serpentes apresentam inumeras proteinas e peptideos
toxicos e néo toxicos e, ainda, componentes ndo protéicos como carboidratos,
lipideos, aminas e outras moléculas menores. O sistema evolucionério selecionou
toxinas de pegonhas que sdo especificas para muitos alvos em tecidos animais.

Dentre as toxinas presentes em peconhas, destacam-se neurotoxinas,
cardiotoxinas, miotoxinas, fosfolipases, L-aminoacido-oxidases e, especialmente,
as proteases, as quais podem afetar o sistema hemostético e causar alteracdes
teciduais.

Estas biomoléculas sédo conhecidas pelos seus efeitos paradoxais de
natureza maléfica e terapéutica. Um mesmo complexo enziméatico pode provocar
alteracdes locais, sistémicas e, em determinadas situacdes, o Obito, assim como
prevenir, tratar e curar distirbios dos sistemas de coagulacdo e fibrindlise,

hipertenséo arterial e cancer. A literatura relata a possibilidade de se utilizar tais



componentes organicos como farmacos antitrombéticos, anti-hipertensivos,
anticancerigenos, além de antimicrobianos e anti-HIV.

As enzimas proteoliticas podem ser classificadas em metalo- e
serinoproteases, ambas responsaveis por manifestacfes sistémicas e locais
como necrose, bolhas cutaneas e reacgfes inflamatorias. As metaloproteases
podem ser classificadas de acordo com os seus dominios e sdo dependentes de
cations como Zn*?, Ca™ ou Mg*™. As serinoproteases requerem residuos de
serina para exercerem sua atividade catalitica. Muitas destas enzimas possuem
acado semelhante a da trombina (‘thrombin-like’), promovendo coagulacao in vitro
e incoagulabilidade in vivo. Este efeito in vivo permite sua utilizacdo no tratamento
de desordens sanguineas tromboticas, importante causa patologica de
mortalidade em humanos.

O capitulo Il desta tese apresenta o artigo sobre a purificacdo e a
caracterizagao estrutural e funcional de uma nova serinoprotease ‘thrombin-like’
isolada da peconha de Bothrops alternatus. Esse artigo, intitulado ‘Bhalternin:
functional and structural characterization of a new thrombin-like enzyme
from Bothrops alternatus snake venom’ , foi publicado no periédico Toxicon no
ano de 2010 e pode ser localizado na internet sob ‘digital identification object’ (doi)
namero 10.1016/j.toxicon.2010.02.014.

Enzimas proteoliticas encontram-se também largamente distribuidas no
reino vegetal, onde estdo envolvidas em muitos processos biolégicos como
germinacdo de sementes, ativagdo proteolitica de proenzimas, senescéncia,
bacteridlise e protecdo contra patdgenos. A literatura relata a presenca de acao
fibrinogenolitica também em algumas proteases vegetais. A maioria das enzimas
proteoliticas encontradas em vegetais sdo cisteinoproteases, embora algumas
endopeptidases tenham sido descritas como serino-, metalo- e aspartilproteases.

Os exemplos mais classicos de enzimas proteoliticas vegetais sdo a
papaina e a bromelina, isoladas de Carica papaya (mamao) e Ananas comosus
(abacaxi), respectivamente. Essas enzimas apresentam diferentes aplicacfes
comerciais na industria alimenticia, pelo potencial digestivo, e na industria
farmacéutica, pela acdo anti-inflamatéria.

Enzimas proteoliticas estdo presentes no latex de plantas, particularmente

das espécies pertencentes ao género Euphorbia. A espécie Euphorbia milii var.



hislopii, popularmente conhecida como coroa-de-cristo, € originaria de
Madagascar, cultivada como planta ornamental em diversos paises. No Brasil, ela
€ muito utilizada como cerca viva.

O presente trabalho procura também dar uma contribuicdo na caracterizacéo
fitoquimica e farmacoldgica das proteases do latex de Euphorbia milii var. hislopii,
com o artigo apresentado no capitulo Ill , previamente publicado sob o titulo
‘Purification and biochemical characterization of E umiliin from Euphorbia
milii var. hislopii latex’, na revista Phytochemistry no ano de 2010, sob o ‘dor’
namero 10.1016/j.phytochem.2010.02.009.

As utilizagBes biotecnoldgicas e terapéuticas dessas enzimas dependem
muito das suas estabilidades intrinsecas e das condicbes necessarias para o
controle de suas estabilidades. E neste sentido que o capitulo IV desta tese
apresenta resultados preliminares das avaliacées das estabilidades das enzimas

balternina e eumilina, descritas respectivamente nos capitulos Il e Ill.



Figura 1: Aparato de pegonha de serpente. A) Espécie dissecada. B) Diagrama mostrando as
localizacdes especificas na espécie dissecada, especialmente a glandula de peconha (WARREL,
2010).



B

Figura 2: (A) Distribuicdo geografica da espécie Bothrops alternatus. A regido do Triangulo
Mineiro esta destacada em vermelho. Adaptado de Melgarejo (2003). (B) Serpente B. alternatus.
Fonte: http:/www.ivb.rj.gov.br/galeria_bothrops/bothrops_9.html
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1. PROTEASES DE PECONHAS DE SERPENTES

Os acidentes ofidicos, com suas consequéncias locais, sistémicas e fatais
tém sido observados desde o tempo das antigas civilizagbes (ANGULO,
LOMONTE, 2009). De acordo com a Organizacdo Mundial de Saude (OMS),
cerca de 2.500.000 acidentes ocorrem anualmente, resultando em uma média
125 mil mortes por ano (PINHO, OLIVEIRA, FALEIROS, 2004). Aproximadamente
20 mil destes envenenamentos sao registrados no Brasil, levando ao 6bito cerca
de 120 vitimas por ano (MINISTERIO DA SAUDE, 2001), constituindo, portanto,
um grave problema de Saude Publica (BARRAVIEIRA, 1991).

As peconhas de serpentes, sintetizadas por um par de glandulas exécrinas
(KOCHVA et al.,, 1980; MACKESSY, BAXTER, 2006), sdo conhecidas por
congregar efeitos maléficos com propriedades preventivas e até mesmo curativas
de diversas doencas, despertando o interesse de pesquisadores no isolamento e
caracterizacdo bioquimica de seus componentes, que compreendem ions e
biomoléculas, principalmente proteinas com atividade enzimatica (JIMENEZ-
PORRAS, 1970; TU, 1977).

As peconhas das serpentes das familias Viperidae e Elapidae sdo as
principais responsaveis pelos danos teciduais locais (WARRELL, 1995, 2004),
envolvendo complexos efeitos patoldégicos como necrose, hemorragia, edema,
alteracdes nos vasos linfaticos e degradacgéo da matriz extracelular (GUTIERREZ,
LOMONTE, 2003; GUTIERREZ et al., 2009).

A literatura relata o isolamento e a caracterizacdo de inUmeras proteinas
ofidicas, que apresentam diversas atividades biologicas e/ou enzimaticas, tais
como proteases, miotoxinas, fosfolipases A,, fosfomonoesterases, L-aminoacido-
oxidases, acetilcolinesterases, nucleotidases, nucleosidases e desintegrinas
(MATSUI, FUJIMURA, TITANI, 2000; SWENSON, MARKLAND JR, 2005;
MATSUI, HAMAKO, TITANI, 2010).

As enzimas proteoliticas, classificadas principalmente como metalo- e
serinoproteases, geralmente afetam processos hemostéaticos (GARCIA et al.,
2004; LU, CLEMETSON, 2005; SANCHEZ et al., 2005), podendo ser classificadas
como procoagulantes, anticoagulantes e/ou fibrin(ogen)oliticas (MARKLAND JR,
1991; SIIGUR, SIIGUR, 1992).



As metaloproteases encontradas em peconhas ofidicas (SVMPs) sao
dependentes de cations (normalmente Zn*?, Ca*? ou Mg*?). Elas s&o sintetizadas
na glandula de peconha como proteinas multidominios. Estes dominios
compreendem um dominio proenzima e um dominio protease. As
metaloproteases sdo secretadas como preproenzimas e ainda possuem modulos
regulatérios adicionais, 0s quais sdo responséveis pelas interacdes com a matriz
extracelular e integrinas (RAMOS, CARMONA, SELISTRE-DE-ARAUJO, 2003).

Inicialmente, estas enzimas foram divididas em quatro classes
denominadas P-lI a P-IV. A primeira possui apenas o dominio metaloprotease,
enquanto P-ll apresenta o dominio metaloprotease seguido por um dominio
“desintegrina-like”. A classe P-IIl possui ambos os dominios citados para a classe
Pll e, ainda, o dominio rico em cisteina. Por fim, a classe P-1V apresenta enzimas
com duas subunidades unidas por ligacbes dissulfeto, de forma que uma das
subunidades é formada pelos trés dominios encontrados na classe P-Ill e a outra
caracterizada como uma proteina lectina tipo-C (HITE et al., 1994; MATSUI,
FUJIMURA, TITANI, 2000; RAMOS, SELISTRE-DE-ARAUJO, 2004). Segundo
Fox, Serrano (2005), as SVMPs podem ser classificadas em PI, Plla, Pllb, Pllla,
Plllb e PIV. O critério utilizado para essa denominacdo baseou-se essencialmente
na presenca ou auséncia de varios dominios ndo protease como observado
atraves de transcricdes de mRNA e proteinas isoladas de peconhas.

As serinoproteases de peconhas de serpentes (SVSPs) possuem residuos
de aminoacidos em posi¢cdes especificas correspondendo a uma triade catalitica
altamente conservada (Serl195, His57 e Asp102) (SERRANO, MAROUN, 2005),
podendo ativar ou inativar fatores de coagulacdo sanguinea, interferir na
agregacdo plaquetaria e participar do sistema fibrinolitico (BRAUD, BON,
WISNER, 2000; WHITE, 2005).

Geralmente, as SVSPs se enovelam de forma semelhante a quimotripsina,
enzima digestiva que apresenta dois dominios assimétricos de folhas beta,
separados pela triade catalitica. O mecanismo catalitico destas proteases inclui a
reatividade do residuo de serina, responsavel pela formacdo de um complexo
transiente acil-enzima, o qual é estabilizado por residuos de histidina e acido
aspartico no interior do sitio ativo (LESK, FORDHAM, 1996). O residuo de serina

reage com inibidores enzimaticos como o PMSF (fenilmetilsulfonilfluoreto), o DFP



(diisopropilfluorofosfato) e a benzamidina, formando um complexo inativo estavel
indefinido. Dentre os aminoacidos que compdem as SVSPs, destacam-se 0s
residuos de cisteina respensaveis pela formacdo das pontes dissulfeto
(SERRANO, MAROUN, 2005).

A atividade de serinoproteases esté relacionada principalmente & acdo do
tipo da trombina (‘thrombin-like’) de peconhas botrépicas (MATSUI, FUJIMURA,
TITANI, 2000; SANTORO, SANO-MARTINS, 2003). Estas enzimas causam,
paradoxalmente, coagulacdo sanguinea in vitro (PIRKLE, 1998; MAGALHAES et
al., 2007) e incoagulabilidade in vivo por depletar o fibrinogénio circulante,
competindo com a trombina (TR) pela hidrélise do fibrinogénio. No entanto, ao
contrario da acdo da TR, as enzimas ‘thrombin-like’ (TLES) ndo sao inibidas pela
heparina e, geralmente, ndo ativam o fator Xlll da cascata de coagulacéao (Figura
3). Essas enzimas também séo conhecidas como venombinas e séo classificadas
em trés grupos (A, B ou AB), de acordo com a capacidade de liberacdo dos
fibrinopeptideos A, B ou ambos (MARKLAND, 1998; MAGALHAES et al., 2007).

Ha também TLEs conhecidas como ancrode (‘ancrod’), isolada da peconha
de Agkistrodon rhodostoma (BURKHART et al., 1992), batroxobina, isolada de
Bothrops atrox (STOCKER, BARLOW, 1976) e crotalase, isolada de Crotalus
adamanteus (MARKLAND, DAMUS, 1971). Essas enzimas liberam
preferencialmente o fibrinopeptideo A (FPA) e, portanto, pertencem a classe
venombina A, ndo ativam o fator Xl ou outros fatores de coagulacdo e nao
causam agregacao plaquetaria, de forma que o coagulo formado n&o possui
ligacbes covalentes entre as cadeias fibrinicas (MARSH, 1994). As TLEs que
liberam os fibrinopeptideos A e B e ativam o fator Xlll sdo conhecidas como
venombinas AB e possuem como exemplo a enzima isolada da peconha de Bitis
gabonica (PIRKLE, 1998). Enzimas como a contortrixobina, isolada de
Agkistrodon contortrix contortrix (AMICONI et al., 2000) e okinaxobina I, isolada de
Trimeresurus okinavensis (IWASAKI et al., 1990) representam uma terceira classe
de venombinas, conhecidas como venombinas B, que liberam preferencialmente
o FPB.
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Figura 3: Mecanismo de agdo da trombina e de enzimas ‘thrombin-like’. Fib A: fibrinopeptideo A;
Fib B: fibrinopeptideo B.

189 ' localizado na base do sitio ativo das

O residuo de aspartato (Asp
SVTLESs, requer aminoacidos basicos como a arginina e lisina no substrato, o que
justifica a especifidade enzimatica em catalisar a quebra de ligagcbes arginil.

Substratos fluorogénicos ou cromogénicos para enzimas fibrinogenoliticas
também podem ser utilizados para a determinacdo de atividades amidoliticas ou
esteroliticas de SVTLEs (SILVA JUNIOR, DE-SIMONE, 2004).

De acordo com Markland Jr (1991), as enzimas fibrinogenoliticas podem
ser classificadas como Aa e Bp-fibrinogenases. A especificidade de clivagem
dirigida somente a cadeia y do fibrinogénio ndo foi descrita na literatura até o
presente  momento. A maioria das enzimas fibrinogenoliticas degrada
preferencialmente a cadeia Aa, seguida da cadeia BB do fibrinogénio plasmatico
(MARKLAND, 1998).

As atividades especificas de determinadas enzimas de peconhas de
serpentes merecem cautela, pois algumas acdes podem ser desencadeadas
sinergisticamente por duas ou mais toxinas (ANGULO, LOMONTE, 2009). Além

disso, uma Unica enzima pode ter mais de uma atividade especifica e,
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consequentemente, ser responsavel por mudltiplos efeitos decorrentes do
envenenamento. De qualquer forma, o isolamento e a caracterizacdo de
componentes presentes em pecgonhas representam passos fundamentais para o
entendimento dos eventos envolvidos em acidentes ofidicos (ANGULO,
LOMONTE, 2009).

Portanto, a descoberta e o refinamento de técnicas cromatograficas,
espectrofotomeétricas e eletroforéticas, assim como a elucidacdo de experimentos
de caracterizacdo de toxinas, torna-se de suma importancia para o conhecimento
e entendimento dos mecanismos bioquimicos e estruturais destas biomoléculas

cataliticas.

2. HEMOSTASIA, COAGULACAO SANGUINEA E FIBRINOLISE

O processo de coagulacdo sanguinea ocorre em decorréncia de injarias
vasculares, da exposicdo do sangue a componentes que normalmente ndo se
encontram no interior dos vasos ou de altera¢des bioquimicas (FRANCO, 2001).

O mecanismo fisiolégico da coagulacdo (Figura 4) envolve complexas
interacdes entre proteases do plasma sanguineo e seus cofatores, acarretando
uma ativacdo sinérgica de zimogénios, de tal forma que cada fator, em sua
maioria serinoproteases, com excecao dos fatores Vlla e Xllla (VERSTRAETE,
VERMYLEN, 1989; BOON, 1993), comporta-se como substrato para a enzima
anterior e ativador da proenzima subsequente. A atividade proteolitica limitada é
responsavel por grande parte das etapas de ativacdo. E interessante ressaltar
que as inumeras enzimas envolvidas na coagulacédo se localizam em superficies
celulares contendo fosfolipideos, especialmente em plaquetas. As membranas de
plaguetas, quando ativadas, expressam sitios de ligacdo para os complexos fator
IXa-fatorVllla, conhecido como complexo “tenase” e fator Xa-fatorVa, denominado
complexo “protrombinase” (FRANCO, 2001) (Figura 5). Adicionalmente, ions
calcio sdo necessérios em diversos passos das reagdes de coagulagéo.

Duas vias distintas, a intrinseca (iniciada por componentes presentes no
espaco intravascular) e a extrinseca (que envolve componentes do sangue, mas

também elementos que usualmente néo estdo presentes no espacgo
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intravascular), se entrelacam e culminam em uma via comum para explicar o
processo de coagulacao (BARROS et al., 2009) (Figura 4).

A via intrinseca inicia-se com a ativacdo ou fase de contato, processo que
envolve o fator XII, pré-calicreina, cininogénio de alto peso molecular (HMWK) e o
fator XI. Uma superficie contendo cargas elétricas negativas desencadeia a
ativacdo e unido dos fatores de contato, os quais sédo independentes de calcio e
fosfolipideos. Inicialmente, ocorre uma reacéo ciclica entre o fator XlIl e a pre-
calicreina e, apds o contato com a superficie, o fator Xl € clivado em duas cadeias
transformando-se no fator Xlla (forma ativa). Este, por sua vez, converte pré-
calicreina em calicreina, que catalisa a sua propria geragéo por ativar o fator XiIl,
acelerando a fase de contato. Outro catalisador € o HMWK, que atua como
molécula carreadora responsavel por elevar a concentracdo dos fatores de
contato. O fator Xlla ativa ainda o fator Xl, que, por sua vez, ativa o fator IX. O
fator IXa, na presenca de fator VI, ativa o fator X da coagulacdo. Na via
extrinseca, ativada no momento da injuria, o fator VIl plasmatico se liga ao seu
cofator, o fator tecidual, e forma um complexo na presenca de fosfolipidios e
calcio, o qual facilita a conversédo por clivagem peptidica do fator VII na sua forma
ativa. Este complexo ativa o fator X ao clivar um peptideo na cadeia pesada da
molécula e, além disto, ativa o fator IX por protedlise limitada (BARROS et al.,
2009) (Figura 4).

A formacéo do fator Xa pelas vias intrinseca e extrinseca resulta na génese
da trombina, que, por protedlise do fibrinogénio, promove a formacéo de fibrina.
Neste momento, o fator Xa ativa o fator V e forma o complexo ativador
protrombinase, citado anteriormente, o qual é responsavel pela conversao de
protrombina em trombina (DAVIE, 2003) (Figura 5) .

A trombina, uma serinoprotease enddgena converte por protedlise o
fibrinogénio soluvel em fibrina insolivel (KORNALIK, 1985). O fibrinogénio
plasmatico € uma glicoproteina dimérica de alto peso molecular (340 kDa),
apresentando em cada dimero trés cadeias polipeptidicas (Aa, BB e y), unidas por
ligacdes dissulfeto (WOLBERG, 2007). A sua degradacgéao resulta na liberacdo dos
fibrinopeptideos A (FPA) e B (FPB) apds a hidrélise das ligacdes Argi;s—Glyi7 €
Argis—Glyie presentes, respectivamente, nas cadeias Aa e BB da molécula. A

ativacdo do fator Xlll da cascata de coagulacdo pela trombina resulta na formacao
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de ligacbes cruzadas entre as cadeias fibrinicas promovendo a formacgédo do
coagulo sanguineo denso (Figura 3).

A hemostasia € um processo complexo. Logo apds a lesdo do vaso
sanguineo ocorre vasoconstricdo, para diminuir o fluxo local e permitir maior
contato entre as plaquetas circulantes e a regido danificada do endotélio,
processo chamado de adeséo plaquetaria. Essa adesdo ocorre em superficies
carregadas negativamente, por interacdes entre glicoproteinas de membranas,
principalmente glicoproteinas Ib (GPIb), VI (GPVI) e complexo la/integrina lla, com
proteinas do subendotélio como fator de von Willebrand (VWF), colageno,
fibronectina e vitronectina (KORNALIK, 1985).

O primeiro sistema de defesa contra a perda sanguinea se faz por meio
deste tampao plaquetario. Desta forma, as plaquetas ativadas e aderidas ao
endotélio liberam inumeras substancias, que promovem a agregacdo das
plaguetas, ativam o mecanismo da coagulacdo e diminuem a permeabilidade
vascular. Os ativadores quimicos como a adenosina-difosfato (ADP), trombina,
catecolaminas e colageno séo essenciais para 0s processos de adesdo e
agregacao plaquetaria (KORNALIK, 1985).

O passo seguinte € a deposicdo de uma rede fibrinica entre as plaquetas
agregadas, o que contribui para estancar o sangramento. Como foi visto, a fibrina
se forma por um mecanismo proteolitico. A ativacdo dos fatores da coagulacéo
pode ocorrer pelas proprias plaquetas, contatos com superficies carregadas
negativamente e por células do vaso lesado. A cascata de coagulacéo € regulada
por uma série de fatores, que impedem o crescimento descontrolado de trombo
ou coagulo no interior do vaso (VERSTRAETE, VERMYLEN, 1989).

Um sistema anticoagulante natural pode agir contrariamente aos
mecanismos coagulantes. A antitrombina (AT) e a proteina C (PTN C), com
participacdo do cofator proteina S (PTN S), sdo imprescindiveis para 0s recursos
anticoagulantes deste sistema. Desta forma, a AT possibilita a formacédo de
complexos inativados (ex: complexo trombina-antitrombina) que resultam na
remocdo rapida de enzimas coagulantes da circulagcdo. Na presenca de
trombomodulina, a PTN C é ativada pela trombina, resultando na inibicdo da

coagulacéo por protedlise do fator Vllla e do fator Va. E importante ressaltar ainda
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que o inibidor do fator tecidual opera uma rapida limitacdo do FT (FRANCO,
2001).

Assim como 0 mecanismo de coagulacéo é responsavel por impedir a perda
excessiva de sangue, a ultima etapa da hemostasia, conhecida como fibrinodlise,
contribui para que n&o ocorra a formacdo desordenada de trombos
intravasculares, evitando complica¢des tromboemboliticas.

O sistema fibrinolitico participa ndo somente da remocdo do coagulo
sanguineo, como também de muitos outros fenémenos biolégicos, como a
remodelagem da matriz extracelular, reparacdo tecidual, transformac¢éo maligna,
cicatrizagdo, funcdo macrofagica, ovulacdo e implantacdo do embrido
(VERSTRAETE, VERMYLEN, 1989). Esse sistema €& composto por diversas
proteases seéricas e inibidores, que regulam a conversdo de plasminogénio
(proenzima inativa) em plasmina (enzima ativa), que além de degradar a fibrina,
também ativa metaloproteases da matriz extracelular (COLLEN, 1999) (Figura 4).

As enzimas do sistema fibrinolitico sdo todas serinoproteases, ao passo que
os inibidores da fibrindlise sdo membros das serpinas, as quais sao inibidores de
proteases séricas. Dois ativadores fisiol6gicos do plasminogénio sao conhecidos.
O primeiro é conhecido como ativador do plasminogénio do tipo tecidual (t-PA,
“tissue-type plasminogen activator”) e o segundo, é o ativador do plasminogénio
do tipo uroquinase (u-PA, “urokinase-type plasminogen activator’). Ambos tém
alta especificidade de ligacdo por seu substrato e promovem hidrélise de uma
Unica ligacdo peptidica (Argsgo-Valsg1), que resulta, portanto, na formacdo da
plasmina.

Em sintese, a hemostasia compreende dois mecanismos o0postos
responsaveis pela formacdo e dissolucdo do coagulo de fibrina, os quais,
simultaneamente, contribuem para a manutengcdo adequada do fluxo sanguineo
no interior dos vasos e se manttm em equilibrio pelas propriedades
hemodinémicas do sangue (BRAUD, BON, WISNER, 2000).
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Figura 4: Inter-relacdes entre as vias intrinseca e extrinseca da cascata da coagulacédo sanguinea
e o sistema fibrinolitico (FRANCO, 2001). CAPM: cininogénio de alto peso molecular. PK: pré-
calicreina. PDF: produtos de degradacdo de fibrina. t-PA: Ativador do plasminogénio do tipo

tecidual. u-PA: Ativador do plasminogénio do tipo uroquinase.
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Figura 5: Complexos procoagulantes (tenase e protrombinase) representados esquematicamente.
(FRANCO, 2001).
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3. ALTERACOES TECIDUAIS CAUSADAS POR PROTEASES BOTR OPICAS

Envenenamentos por serpentes botropicas podem resultar em alteracdes
patologicas locais, as quais podem vir acompanhadas por uma série de efeitos
deletérios sistémicos (BOLANOS, 1982; GUTIERREZ et al., 1995; ARROYO,
ROJAS, GUTIERREZ, 1999; OTERO et al., 2002; WARRELL, 2004). As
manifestacbes clinicas das alteracbes sistémicas incluem sangramento,
coagulopatia, hipotensao, alteragdes hemodinamicas, edema pulmonar, faléncia
renal aguda, hemdlise intravascular, alteracdes hepaticas e miocardicas agudas
e, em muitos casos nao tratados com a antiveneno, podem ocorrer faléncia
multipla dos 6rgaos e morte (OTERO et al., 2002; WARRELL, 2004).

Em envenenamentos ou em atividades experimentais direcionadas, as
peconhas ofidicas sao injetadas em posicdes anatdbmicas restritas e um gradiente
de concentracdo de toxinas € estabelecido em diferentes areas teciduais,
variando ao longo do tempo. Tal gradiente depende do total de pegonha injetada
e da capacidade toxicocinética de cada proteina presente no tecido afetado. E
provavel que em areas em que concentracdo de toxinas € mais elevada os
processos patologicos tipicos predominem (OWNBY, BJARNASON, TU, 1978;
GUTIERREZ, OWNBY, ODELL, 1984a).

Em areas mais periféricas, os efeitos patoldégicos seriam pouco
pronunciados, pois provavelmente, necrose e rompimento de microvasos ocorrem
concomitantemente, com fendmenos menos drasticos tais como apoptose,
ativacdo e proliferacdo de alguns tipos de células. Mesmo em é&reas de alto
impacto citotoxico, existem células como macréfagos e fibroblastos que nédo sao
afetadas pela acdo das toxinas, mas podem ser ativadas por expressao de genes,
sintese e proliferacdo de mediadores inflamatérios e componentes da matriz
extracelular. Estes fendmenos sédo similares as consequéncias descritas apds o
choque isquémico, onde areas necrosadas sdo cercadas por uma regido de
células menos severamente afetadas, em que a intervencdo terapéutica eficaz
reduz a extensdo do dano isquémico (PACIARONI, CASO, AGNELLI, 2009).

AlteracOes teciduais locais podem ser resultantes do envenenamento por
serpentes das familias Viperidae e Elapidae (WARRELL, 1995, 2004). Toxinas

botrépicas com acédo citotdxica, especialmente metalo- e serinoproteases podem
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induzir efeitos patoldgicos como necrose de pele e musculo, bolhas cutaneas
(Figura 6), hemorragia, danos em vasos linfaticos, degradacdo da matriz
extracelular e inflamacéo (edema, infiltracdo leucocitaria e dor) (GUTIERREZ,
LOMONTE, 2003; SERRANO, MAROUN, 2005; MOURA-DA-SILVA, BUTERA,
TANJONI, 2007; GUTIERREZ et al., 2009), porém, a contribuicio para a resposta
inflamatoéria da peconha total é relativamente pouco compreendida.

A reacéo inflamatoria local induzida por peconhas botropicas normalmente
€ resultante da acdo combinada de diversas toxinas, atuando rapidamente em
tecidos muscular e conectivo, promovendo a liberagdo de mediadores
inflamatoérios enddégenos (TREBIEN, CALIXTO, 1989; PERALES et al.,, 1992;
MOURA-DA-SILVA et al., 1996; GONCALVES, MARIANO, 2000; CHACUR et al.,
2002).

Apesar dos avangos significativos no entendimento da patogénese dos
danos teciduais locais induzidos por peconhas de serpentes, observagdes
recentes sugerem que o conhecimento sobre este fendmeno € ainda limitado. O
estudo deste aspecto € baseado em trés suposicdes implicitas. Primeira, o tecido
e a resposta celular para a acado de toxinas tém sido vistos dentro de uma
perspectiva dicotbmica, ou seja, células sdo danificadas ou poupadas da acao
das toxinas (GUTIERREZ, OWNBY, ODELL, 1984a). Segunda, as respostas
teciduais as peconhas foram consideradas homogéneas, no sentido que as
alteracdes foram frequentemente investigadas por mudancas celulares na matriz
extracelular e por componentes inflamatorios em homogeneizados de tecidos
totais (RUCAVADO et al., 2002). Terceira, os efeitos patolégicos locais foram
estudados predominantemente pelos efeitos de toxinas purificadas e isoladas de
peconhas, sugerindo que o processo de envenenamento pode ser compreendido
pela distingdo do mecanismo de acdo de toxinas individuais.

Quando se analisa o efeito de enzimas de pegonhas na matriz extracelular
(MEC) do tecido afetado, pode-se observar que em areas de alta concentracao de
peconha €& provavel que ocorra a degradacdo difundida da MEC com
consequéncias drasticas para o processo de reparo e regeneracao do tecido. No
entanto, a degradacdo da matriz extracelular em regides periféricas cujos locais
sdo menos afetados, provavelmente é mais limitada e pode resultar em exposicéo

de moléculas, na liberacdo de fatores de crescimento armazenados em
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proteoglicanos da matriz e liberagcdo de fragmentos biologicamente ativos de
componentes da MEC (PACIARONI, CASO, AGNELLI, 2009).

Figura 6: Envenenamento caracteristico de serpentes botropicas. Neste caso, acidente

ofidico por Bothrops atrox no membro inferior, com a presenca de bolhas, edema e
necrose (WARREL, 2010).

4. SERINOPROTEASES OFIDICAS E A CLINICA MEDICA

As principais causas de mortalidade e morbidade nos paises desenvolvidos
sdo as condicdes clinicas associadas a quadros tromboticos. Entre elas estédo as
doencas cerebrovasculares isquémicas, doencas vasculares periféricas e infarto
do miocardio, conhecidas como desordens aterotrombdéticas. Destacam-se ainda
as desordens trombdéticas venosas, representadas pela embolia pulmonar e pela
trombose profunda das veias (ARIENS et al., 2002).

A interacdo de fatores de risco aterogénicos como dislipidemias,
hipertensdo e diabetes com anomalias do sistema hemostatico contribuem para
as manifestacOes destas desordens, as quais geralmente levam muitos anos para
se desenvolverem (ARIENS et al., 2002).

O infarto do miocardio esta relacionado ao aparecimento de um coégulo de
fibrina rico em plaquetas e resistente a dissolucdo pela plasmina. A trombose

venosa normalmente ocorre em pacientes geneticamente predispostos, com
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deficiéncias na sintese da proteina C ou da antitrombina Ill e, quando comparada as
doencgas arteriais, predominam os polimeros de fibrina e o nimero de plaquetas é
reduzido (ARIENS et al., 2002).

O desenvolvimento das doencas arteriais envolve a hipertensdo e a
deposicao lipidica, resultando em hiperplasia da musculatura lisa e levando a
formacao, por exemplo, do ateroma coronario. Com o passar do tempo, as placas
se tornam instaveis e se rompem, formando émbolos que ativam a via extrinseca
da cascata de coagulacao, iniciando uma série de eventos que levardo a oclusao
trombdtica das artérias coronarias (ARIENS et al., 2002).

As doencas cardiovasculares (DCVs) correspondem as desordens do
coracao e vasos sanguineos e incluem doencas cardiacas coronarias, doencas
cerebrovasculares, hipertensdo, doencas arteriais periféricas e cardiacas
reumaticas, anomalias cardiacas congénitas e faléncia cardiaca (DENG et al.,
2010). De acordo com a Organizagdo Mundial da Saude, cerca de 17,5 milhdes
de pessoas morreram de DCVs em 2005, o que representa 30% das mortes
globais. Em 2015, aproximadamente 20 milhdes de pessoas morrerdo de DCVs.
A trombose intravascular é caracterizada pela agregacao fibrinica em artérias,
representando uma das principais causas de doencas cardiovasculares. Agentes
tromboliticos estdo sendo usados no tratamento terapéutico de trombose,
destacando os ativadores de plasminogénio como tPA (ativador de plasminogénio
tecidual), uroquinase e estreptoquinase. Apesar do seu uso difundido, todos estes
agentes tém efeitos secundarios indesejaveis e possuem precos relativamente
elevados (BLANN, LANDRAY, LIP, 2002).

A busca por outros agentes tromboliticos torna-se importante sob os
aspectos terapéutico e econdmico. Desta forma, moléculas antitromboticas
encontradas em pecgonhas de serpentes estdo sendo purificadas e caracterizadas
devido a alta eficacia que estes componentes apresentam no processo de
dissolucdo de trombos (XIUXIA et al., 2001; BORTOLETO et al., 2002,
LEONARDI, GUBENSEK, KRIZAJ, 2002).

O interesse médico por proteinas presentes em peconhas ofidicas vem
crescendo substancialmente devido as suas propriedades farmacoldgicas.
Algumas SVTLEs estdo sendo utilizadas em laboratorios na deteccdo do

fibrinogénio em amostras de sangue heparinizadas, na verificagdo do processo de
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formacao da rede fibrinica, assim como na terapia antitrombdética, em transplantes
de 6rgdos e em cirurgias vasculares (MARSH, WILLIAMS, 2005). Novamente,
como citado anteriormente tem-se como exemplo de moléculas
desfibrinogenantes as enzimas batroxobina, ancrode (Arwin®) e crotalase. Merece
especial atencdo, uma enzima ‘thrombin-like’ isolada da peconha de Bothrops
moojeni denominada de BThTI, a qual destaca-se ndo s6 por suas propriedades
anticoagulantes, como também pode ser utilizada como cola biolégica em
conjunto com outras substancias (OLIVEIRA, HOMSI-BRANDEBURGO, 2004).

E importante ressaltar ainda a importancia da cola de fibrina utilizada em
processos cirlrgicos como esplenectomia, preservacdo esplénica, trauma,
neurocirurgias, microcirurgias oftalmologicas e cirurgias cardiotoraxicas (WANG,
PINS, SILVER, 1995). A cola de fibrina pode ser usada como agente hemostatico
e selante, a qual pode ser formada a partir do mecanismo de acdo de TLEs, que &
similar a cascata de coagulacdo sanguinea por interromper o extravasamento
sanguineo por meio da protedlise do fibrinogénio, resultando em mondmeros de
fibrina, responsaveis pela formacdo do coagulo “frouxo”, o que favorece a
reabsorcao da cola por fibrinélise (COSTA et al., 2009).

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

5. ASPECTOS ESTRUTURAIS E FUNCIONAIS DE SVSPs

Muitas SVSPs foram isoladas e suas caracteristicas estruturais e
funcionais elucidadas, especialmente as pertencentes a familia Viperidae
(PIRKLE, 1998; SILVA JR, DE-SIMONE, 2004; SAKAI et al., 2006). As
sequéncias deduzidas por cDNA de muitas serinoproteases ofidicas revelaram
um dominio altamente conservado na regido amino-terminal, rico em residuos de
valina. O Quadro 1 apresenta a sequéncia de aminoacidos da regido N-terminal
de algumas SVSPs mostrando o alto grau de homologia entre elas.
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A estrutura tridimensional de uma proteina apresenta diferentes dominios
estruturais e esta diretamente relacionada a sua fungéo biologica. Geralmente, a
compreensao dos mecanismos relacionados a atividade catalitica de uma enzima
requer a utilizacdo de procedimentos que permitam a quantificacdo, a analise do
grau de pureza e a estrutura parcial da biomolécula por meio da sequéncia N-
terminal, podendo complementar outras técnicas mais sofisticadas como a
obtencéo da sequéncia completa utilizando métodos pertencentes a tecnologia do
DNA recombinante (SHIVELY, PAXTON, LEE, 1989).

Neste contexto, o RT-PCR permite determinar o cDNA e, assim, deduzir os
aminoacidos. Pelo alinhamento multiplo é possivel comparar a sequéncia de
aminoacidos e, portanto, a similaridade estrutural entre enzimas presentes em
diferentes peconhas ofidicas.

Costa et al. (2010) purificaram e caracterizaram bioquimicamente uma
enzima ‘thrombin-like’ (balternina) da peconha de B. alternatus. O produto de
amplificacdo por PCR produziu um fragmento de cDNA de 708 pares de bases
que codifica para a proteina madura de 236 residuos de aminoacidos. O
alinhamento multiplo da balternina e de outras serinoproteases de peconhas de
serpentes mostrou que esta enzima apresenta similaridade entre 65 a 72% com
serinoproteases isoladas de diferentes géneros ofidicos, por meio do
sequenciamento total.

O processo de autoprotedlise pode ser observado algumas vezes em
proteases de peconhas, principalmente se os primeiros residuos de aminoacidos
deduzidos corresponderem a um fragmento interno da enzima. De qualquer
forma, o alinhamento mdltiplo € uma ferramenta de grande importancia, pois
permite detectar se as similaridades estruturais encontradas em classes
especificas de proteases se conservam.

Embora haja alto grau de homologia entre as SVSPs, sugerindo a
divergéncia a partir de uma molécula ancestral comum, a especificidade por
diferentes substratos como fibrinogénio, cininogénio e plasminogénio &
significativamente alta (SERRANO, MAROUN, 2005).

As bases moleculares que definem a especificidade para o substrato ainda

sdo pouco compreendidas. Desta forma, técnicas mais sofisticadas, como a
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cristalografia por raios-X e modelagem molecular sdo importantes para o estudo e

compreensdo da estrutura e funcéo de proteinas.

Quadro 1. Sequéncia N-terminal de serinoproteases isoladas de peconhas

ofidicas
SVTLEs N-terminal Serpente Referéncias RMID
Balternina Costa et al.
VIGGDECNINEHRSL | Bothrops alternatus (2010) 20184912
Purpurase VVGGDECNINEHRSL Cryptelytrops Tan (2010) 19770070
= purpureomaculatus
Costa et al.
TI-Bp VIGGDECDINEHPFL | B. pauloensis (2009) 19539638
. Pirkle, Theodor,
Catroxobina | \\;cGpDECNINEHRSL | Crotalus atrox Lopez (1989) 2617466
. . Shieh et al.
Flavoxobina VIGGDECDINEHPFL Trlmefgs.urus (1988) 3170503
flavoviridis
Markland,
Crotalase |\ GGDECNINEHPFL | C.adamanteus Damus (1971) 5132665
Pirkle et al.
Gabonase | \\/GGAECKIDGHRCL | Bitis gabonica (1986) 3522580
. Stocker, Barlow
Batroxobina. | \/\sspECDINEHPFL | B. atrox (1976) 1011993
. Nishida et al.
Botrombina | \/;sspECDINEHPFL | B. jararaca (1994) 8110787

Nota: Residuos de aminoacidos conservados estdo destacados em amarelo.

6. PROTEASES DE PLANTAS

Alguns extratos vegetais apresentam compostos antibacterianos (LIRIO,
HERMANO, FONTANILLA, 1998), moluscicidas, (JURBERG, CABRAL NETO,
SCHALL, 1985; TIWARI, SINGH, SINGH, 2003), antimutagénicos (REZENDE et
al., 2004) e anticarcinogénicos (HECKER, 1968).

A medicina popular utiliza algumas espécies no tratamento e cura de

doencas de pele, oftalmolégicas e genitourinarias, gonorréia,

reumatismo,
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enxagueca e envenenamentos ofidicos (SINGLA, PATHAK, 1990; VLIETINK,
1987; JAIN, 1996; BHATNAGAR, ANIL, SRIVASTAVA, 2000).

Inimeras plantas laticiferas das familias Euphorbiaceae, Apocyanaceae,
Asclepiadaceae e Moraceae tém sido alvo de pesquisas fitoquimicas e
farmacoldgicas, como acdes fungicidas e 0 uso em doencgas como a tuberculose e
Ulcera (SAMPAIO et al., 2004; 2005).

A espécie Euphorbia milii var. hislopii (coroa-de-cristo) (Figura 7), originaria
da llha de Madagascar, é uma arbusto perene muito ramificado e utilizado como
cerca viva em jardins. Suas inimeras aplicacfes se estendem desde a industria
de cosméticos até a sua potencialidade no combate a moluscos e a
esquistossomose em bovinos, ovinos e humanos (SOUZA et al., 1997; SCHALL
et al., 2001; SUBHASH, JAGANNADHAM, 2008).

Figura 7: Espécie Euphorbia milii var. hislopii (coroa-de-cristo).

O latex, encontrado em vacuolos de células secretoras especializadas e
geralmente associado a defesa da planta contra patégenos (SILVA et al., 2003), &
um fluido branco leitoso formado por resinas, ceras, acucares, lipideos, proteinas
e enzimas como peroxidases, esterases, fosfatases e proteases (LYNN,
CLEVETTE-RADFORD, 1986a; YAGAMI et al., 1998), as quais desempenham
funcdes importantes na fisiologia da planta (MENON et al., 2002).
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O Quadro 2 mostra algumas enzimas proteoliticas isoladas de espécies

vegetais e a comparacao de suas sequéncias amino-terminais.

Quadro 2: Proteases isoladas de plantas e suas sequéncias amino-terminais

Proteases |N-terminal Espécie Referéncias P|MID
Eumilina 1 A e LoiivTPPN E}‘ﬁﬁhorb'a Fonseca et al. (2010) | 20206951
Milina Subhash, Monu, 18782069

DVSYVGLILETD E. milii Jagannadham (2006)

Bamboo | rrpypNELGLYD | FleObIaSUS s etal (2000a) | 10963447
hindsii Nakai

Asclepaina Asclepias

cl LPNSVDWRQKGV | curassavica | Liggieri et al. (2004) 15517987
L.

Asclepaina

f VELPDSVDWREK | A fruticosa | Trejo et al. (2009) 19455353

Cardosina Cynara

A DSGGAVVALTND | cardunculus | Domingos et al. (2000) | 11082193
L.

Adaptado de Fonseca et al. (2010).

As metalo- e serinoproteases isoladas de plantas podem atuar na
hemostasia, resultando em importantes ac¢des farmacoldgicas (RICHTER et al.,
2002). Algumas serinoproteases presentes nas familias Euphorbiaceae,
Moraceae e Asteraceae foram isoladas e caracterizadas (LYNN, CLEVETTE-
RADFORD, 1986a,b; 1987).

As cisteinoproteases séo largamente encontradas em vegetais e participam
da germinagdo das sementes (KEMBHAVI et al, 1993), na ativacdo de
zimogénios, na hidrolise de proteinas inativas, na bacteridlise (RUDENSKAYA et
al., 1998), e no desenvolvimento dos frutos (BRADY, 1987). Muitas cisteino-
proteases tém sido isoladas de vegetais como Carica papaya (papaina), Ficus
glabrata, Ficus carica, dentre outras. Algumas aspartilproteases também estao
envolvidas na germinacdo das sementes. Normalmente, elas sdo heterodimeros
com massa molecular aproximada de 42 kDa e, geralmente, sdo sintetizadas
como zimogénios (SIMOES, FAROQ, 2004).

Muitas enzimas vegetais podem apresentar acdo proteolitica sobre o
fibrinogénio. Dentre as fibrinogenases isoladas de latex de plantas destacam-se

26



as pertencentes as espécies Calotropis gigantea (ABRAHAM, JOSHI, 1979; PAL,
SINHA, 1980), Synadenium grantii (MENON et al., 2002; RAJESH et al., 2006) e
Euphorbia milii (FONSECA et al., 2010).

As proteases representam cerca de 60% do total da venda mundial de
enzimas (MORCELLE, CAFFINI, PRIOLO, 2004). Portanto, o isolamento e o
estudo destas biomoléculas torna-se promissor, especialmente para o
desenvolvimento de tecnologias que favorecam 0 meio ambiente como o
tratamento de couro e diversos processos de bioremediacdo, assim como a
aplicacdo na industria farmacéutica para fabricagdo de pomadas cicatrizantes e
promoc¢do de hidrolise de polipeptideos em peptideos menores e aminoacidos,
facilitando a digestédo e a absorcao de proteinas (UHLIG, 1998).

A funcdo de uma proteina esta intrinsecamente relacionada a sua
conformacao estrutural nativa. Desta forma, o estudo da estabilidade de enzimas
€ importante para melhor elucidar os mecanismos de enovelamento, 0os quais s&o

essenciais para a catalise enzimatica.

7. ESTABILIDADE DE ENZIMAS

A sintese e o enovelamento de uma proteina sédo importantes para a sua
funcao biologica. A molécula de DNA é transcrita em moléculas de RNA, que por
sua vez sao traduzidas em proteinas, que se enovelam para se tornar estrutural-
e funcionalmente ativas.

A estrutura tridimensional de uma proteina é mantida por sua composicao
em aminoacidos da cadeia polipeptidica, pelas ligacbes ndo-covalentes como as
pontes de hidrogénio e as interacOes hidrofobicas e eletrostaticas, que quando
somadas, contribuem significativamente para a estabilidade da biomolécula e,
ainda, por ligacbes covalentes como as pontes de dissulfeto e as ligagbes
peptidicas (NOSOH, SEKIGUCHI, 1990; BRANDEN, TOOZE, 1991). Mudancas
poOs-traducionais também sédo impotantes para manter a estabilidade enzimatica.

As pontes de hidrogénio (PH) entre os atomos da cadeia polipeptidica
substituem as PH entre esta e as moléculas de agua, estabilizando a proteina
(NELSON, COX, 2002). A interacao hidrofébica € responsavel pela repulsao entre
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as cadeias laterais apolares dos aminoacidos e as moléculas de agua. Portanto,
em meio aquoso, a cadeia polipeptidica se enovela de forma que essas cadeias
laterais hidrofébicas nao interajam com a agua (NOSOH, SEKIGUCHI, 1990).

Alguns aminoéacidos polares, especialmente aqueles classificados como
basicos e acidos, apresentam cadeias laterais com cargas positivas e negativas,
respectivamente. Cargas elétricas isoladas ou que formem pares de repulsdo
tendem a tornar uma proteina instavel e, consequientemente, propensa a sofrer
desenovelamento. Por outro lado, quando as cargas elétricas de sinal contrario
estdo proximas, isso aumenta a estabilidade de uma proteina (NOSOH,
SEKIGUCHI, 1990). As ligacdes dissulfeto favorecem a rigidez natural da
molécula protéica (NOSOH, SEKIGUCHI, 1990; BRANDEN, TOOZE, 1991).

A partir de 1980, estudos tedricos e experimentais resultaram em avancos
revolucionarios no entendimento de processos e principios do enovelamento de
proteinas. A incapacidade de alcancar ou manter a estrutura protéica enovelada
corretamente pode estar relacionada a algumas doencas, as quais estao
ganhando destaque nas industrias farmacéuticas (ALBERCH, PEREZ-NAVARRO,
CANALS, 2004; JOHNSTON, BROTCHIE, 2004; SELLAL et al., 2005). A
deméncia de Alzheimer, a doenca de Parkinson, a encefalopatia espongiforme e a
esclerose lateral amiotrofica sdo exemplos de doencas relacionadas a agregacéo
e enovelamento anormais de proteinas (KELLY, 1998; LOMAS, CARRELL, 2002;
STEFANI, DOBSON, 2003; STEFANI, 2004), embora ainda ndo se saiba se a
agregacao é causa ou consequéncia da morte associada a tais doencas. Algumas
drogas visam a inibicdo da agregacao (ZIMMERMANN et al., 2005) ou protecéao,
impedindo a morte celular (SPONNE et al., 2004).

A literatura relata varios estudos sobre a estabilidade enzimatica e suas
aplicacOes praticas (SHAW, BOTT, 1996; ILLANES, 1999; POLIZZI et al., 2007).

A estabilidade termodindmica da proteina é essencial para preservacao de
sua atividade catalitica e da operacionalizacdo de seu uso continuo como
biocatalisadores (ILLANES, 1999), normalmente em formas imobilizadas
(MIYAWAKI et al., 2008).

O processo de desnaturacdo vem sendo utilizado como ferramenta no
estudo das propriedades e do mecanismo de enovelamento de proteinas
(TANFORD, KAWAHARA, LAPANJE, 1966; GREENE, PACE, 1974; SHORTLE,
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1996; FERSHT, 1999; CAMILLONI et al., 2008), principalmente pelo uso de
agentes caotrdpicos, 0s quais contribuem para a elucidacdo dos mecanismos

determinantes da estabilidade enzimatica.

8. AGENTES CAOTROPICOS

Os mecanismos determinantes do enovelamento e da estabilidade de uma
proteina sdo comumente analisados usando equilibrio quimico, curvas de
desnaturacdo e renaturacdo combinadas com cinéticas de desenovelamento e
renovelamento (FERSHT, 1999). As medidas experimentais quantificadas séo as
mudancas na energia livre de Gibbs para a transicao estrutural (TE), consistindo
na diferenca energética (AG) entre os estados enovelado, intermediario e
desenovelado e a dependéncia da TE com o desnaturante (MYERS, PACE,
SCHOLTZ, 1995).

Agentes caotropicos como uréia e hidrocloreto de guanidina sdo utilizados
em analises experimentais de desenovelamento, pois desestabilizam e
desorganizam a estrutura protéica, tornando-a mais suscetivel a desnaturacdo
(TANFORD, 1962; ANJUM, RISCHI, AHMAD, 2000).

Existem algumas possiveis explicacdes para o efeito caotropico da uréia,
fundamentadas na reducéao do efeito hidrofobico (BRESLOW, GUO, 1990) ou na
diminuicdo do custo energético envolvido na formacdo da camada de hidratacdo
ao redor da proteina desenovelada, favorecendo o deslocamento de moléculas de
agua para aquela camada (NOZAKI, TANFORD, 1963; TSAIl, GERSTEIN,
LEVITT, 1996).

Acredita-se ainda que a uréia induza a formacéo de cavidades (clatratos)
delimitadas por moléculas de agua organizadas no proprio solvente. Portanto,
peptideos, polipeptideos e proteinas poderiam se encaixar nessas cavidades,
com custo energético menor do que aquele que seria decorrente da formacéo de
uma camada de hidratacdo ao redor deles (TSAI, GERSTEIN, LEVITT, 1996).

Cabe ressaltar que o efeito de caotropicos ndo € sempre deletério.
Determinados organismos utilizam a uréia em varios processos biolégicos, como

no processo de hibernacdo. Neste periodo, em que o metabolismo encontra-se
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reduzido, ocorre retencdo hidrica e inativacdo enzimatica (YANCEY et al., 1982;
YANCEY, 2004).

Embora existam varias teorias que tentam elucidar os processos envolvidos
na estabilizacdo de enzimas, ainda ndo ha uma unificacdo de idéias e diversos
estudos acerca deste assunto continuam sendo realizados por pesquisadores de
todo o mundo (SCHELLMAN, 2002).

9. OSMOLITOS

A maioria das células ndo suporta condicdes ambientais e fisiologicas
extremas como a alta concentracao de sal e elevac¢des ou diminui¢cdes bruscas de
temperatura.

O acumulo intracelular de solutos como estratégia de protecdo e adaptacéo
a osmolaridade elevada foi adotada por microrganismos, plantas, animais e
humanos (RHODES, HANSON, 1993; GALINSKI, TRUPER, 1994; BURG,
KWON, KULTZ, 1997; DA COSTA, SANTOS, GALINSKI, 1998; ROBERTS, 2000;
HOHMANN, 2002), possibilitando a sobrevivéncia sob estresse osmdtico, pois
estes solutos aumentam a pressao osmaotica do meio intracelular (ARAKAWA et
al., 2006).

Além disso, algumas classes de compostos sdo usadas universalmente
pelos diferentes reinos da natureza, refletindo contrastes fundamentais nos tipos
de solutos que sdo compativeis com as fun¢cdes macromoleculares e celulares
(DA COSTA, SANTOS, GALINSKI, 1998; SINGH et al., 2009).

Existem dois mecanismos de acdo dos osmolitos. No primeiro, em que 0
mecanismo é direto, a proteina é estabilizada pelos préprios osmolitos. No
segundo, em que a acéo € indireta, os osmolitos estabilizam chaperonas, as quais
participam no enovelamento protéico celular. As chaperonas também sao
conhecidas como proteinas de choque térmico (‘heat shock proteins’), podendo
atuar no processo de reenovelamento de proteinas que se desnhaturaram
parcialmente devido a altas temperaturas (ARAKAWA et al., 2006).

Os aminoacidos (glicina, prolina e taurina), alcoois poliidroxilicos (glicerol e

sorbitol) e os acucares (sacarose e trealose) sdo conhecidos como osmalitos
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soluto-compativeis, pois agem como estabilizadores de proteinas, ndo alterando a
funcdo protéica, mesmo em concentracbes elevadas (BOWLUS, SOMERO,
1979).

As metilaminas Oxido de trimetilamina (TMAO), betaina e sarcosina
protegem as proteinas intracelulares contra os efeitos caotrépicos da uréia, sendo
denominadas de osmdlitos neutralizadores (YANCEY, SOMERO, 1979).

Em determinadas situacbes, quando o processo de desnaturacdo €
reversivel, os estados nativo e desnaturado de uma proteina estdo em equilibrio.
Assim, uma alteracdo na estabilidade, que € inversamente proporcional ao
conteldo energético, afeta o equilibrio entre estes estados. Normalmente, a
interacdo entre a proteina e o osmolito é desfavoravel e este soluto
preferencialmente excluido da superficie daguela macromolécula, levando a
formacdo de uma camada de hidratacdo constituida por moléculas de &agua
altamente organizadas, que possuem pouca mobilidade quando comparadas as
moléculas de agua do solvente. A energia envolvida na organizacdo das
moléculas de agua e, portanto, na manutencdo da camada de hidratacdo eleva-se
de acordo com a extensdo da mesma (TIMASHEFF, 2002; TIMASHEFF,
ARAKAWA, 1989). Os osmolitos atuam tanto sobre o estado nativo quanto sobre
o desnaturado. Entretanto, a superficie da proteina exposta ao solvente € maior
no estado desnaturado (mais estendido) do que no estado nativo (mais
compacto), envolvendo um maior conteudo de energia livre por mol de proteina
(potencial quimico) na molécula desnaturada, justamente por apresentar a
camada de hidratacdo mais extensa. Por fim, o potencial quimico do estado
desnaturado sera maior do que do estado nativo, favorecendo o deslocamento do
equilibrio em direcédo ao estado nativo, que desta forma € estabilizado (GEKKO,
TIMASHEFF, 1981; BOLEN, BASKAKQV, 2001). Este seria 0 mecanismo de agéo
dos osmolitos, também denominado de efeito solvofébico.

A concentracao de cada osmolito € fator predominante para desencadear a
acao protetora. A enzima malato desidrogenase é protegida da desnaturacéao a 44
°C por concentrages fisioldgicas de betaina, trealose, prolina ou glicerol. Estes
solutos promovem uma diminuicdo dos movimentos de grupos da proteina
mesmo em temperaturas elevadas o suficiente para promover sua agregacao e

desnaturacao (DIAMANT et al., 2001). Contrariamente, concentracdes de glicerol
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acima de 4 mol.L™ n&o afetam a atividade da glicose-6-fosfato-desidrogenase
(BOROWITZKA, BROWN, 1974; ARAKAWA et al., 2006).

A utilizacdo de sacarose ou trealose a 1,5 mol.L™ eleva a temperatura
intermediaria da transicdo de desnaturacdo térmica, também chamada de
temperatura de fusédo (‘melting temperature’ ou T,) da lisozima TAP2. A T
corresponde a temperatura intermediaria de transi¢cdo entre os estados nativo e
desenovelado (VIANA, GARROTE-FILHO, PENHA-SILVA, 2005). De forma
analoga, a ribonuclease A, o citocromo C e a mioglobina também apresentam
aumento da temperatura de transicdo térmica na presenca de alguns osmalitos.
No entanto, o AG (variagao de energia livre) de desnaturacdo destas enzimas nao
sofre alteragdes a 25 °C na presenca destes solutos, contribuindo para néo
alteracéo do turnover destas biomoléculas (ANJUM, RISHI, AHMAD, 2000).

A andlise e a compreensdo da intrinseca relagdo entre a estrutura e a
funcdo de uma enzima sob diferentes circunstancias de desnaturacdo, assim
como estudos que fornecam introspeccdes na base molecular da estabilidade
destas biomoléculas torna-se de suma importancia do ponto de vista comercial,

industrial, terapéutico e biotecnoldgico.
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Abstract

A serine protease from Bothrops alternatus snake venom was isolated
using DEAE Sephacel, Sephadex G-75 and Benzamidine-Sepharose column
chromatography. The purified enzyme, named Bhalternin, ran as a single protein
band on analytical polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) and showed
molecular weights of 31,500 and 27,000 under reducing and non-reducing
conditions, respectively. Its complete cDNA was obtained by RT-PCR and the 708
bp codified for a mature protein of 236 amino acid residues. The multiple
alignment of its deduced amino acid sequence showed a structural similarly with
other serine proteases from snake venoms. Bhalternin was proteolytically active
against bovine fibrinogen and albumin as substrates. When Bhalternin and bovine
fibrinogen were incubated at 37 C, at a ratio of 1:10 (w/w), the enzyme cleaved
preferentially the Aa-chain, apparently not degrading the B and y-chains. Stability
tests showed that the intervals of optimum temperature and pH for the
fibrinogenolytic activity were 30 — 40 C and 7.0 to 8.0, respectively. Also, the
inhibitory effects of benzamidine on the fibrinogenolytic activity of Bhalternin
indicate that it is a serine protease. This enzyme caused morphological alterations
in heart, liver, lung and muscle of mice and it was found to cause blood clotting in
vitro and defibrinogenation when intraperitoneally administered to mice,
suggesting it to be a thrombin-like enzyme. Therefore, Bhaltenin may be of interest

as a therapeutic agent in the treatment and prevention of thrombotic disorders.

Keywords: Bothrops alternatus, snake venom, fibrinogenase, thrombin-like,

defibrinogenation.

49



Resumo

Uma serinoprotease da peconha de Bothrops alternatus foi isolada por
meio de trés etapas cromatograficas: DEAE Sephacel, Sephadex G-75 e
Benzamidina-Sepharose. A enzima purificada, denominada balternina, apresentou
uma unica banda protéica quando analisada em SDS-PAGE, eletroforese em gel
de poliacrilamida sob condi¢cdes desnaturantes, apresentando peso molecular de
aproximadamente 31.500 e 27.000 na presenca e na auséncia de agente redutor,
respectivamente. O cDNA completo foi obtido por RT-PCR e a proteina madura
de 236 residuos de aminoacidos foi codificada por 708 pares de bases. O
alinhamento multiplo das sequéncias de aminoacidos deduzidas desta enzima
mostrou similaridade estrutural com outras serinoproteases de peconhas de
serpentes. A balternina apresentou atividades fibrinogenolitica e albuminolitica.
Quando a protease e o fibrinogénio bovino foram incubados a 37 €, na
propor¢cdo de 1:10 (m/m), a enzima clivou preferencialmente a cadeia Aa e,
aparentemente, ndo degradou as cadeias BB e y do substrato. Testes de
estabilidade mostraram que o intervalo 6timo de temperatura e pH para a
atividade proteolitica sobre o fibrinogénio foram de 30 a 40 € e 7,0 a 8,0,
respectivamente. O efeito de inibidores enzimaticos mostrou que a benzamidina
inibiu a atividade fibrinogenolitica, indicando que a balternina é uma
serinoprotease. A enzima isolada causou, ainda, alteracdes morfologicas no
coracao, figado, pulmdo e musculo de camundongos, desencadeando também
coagulacdo in vitro e desfibrinogenacdo in vivo, quando administrada
intraperitonealmente em camundongos, sugerindo ser uma enzima ‘thrombin-like’.
Desta forma, a balternina pode ser de interesse como agente terapéutico na
prevencao e tratamento de desordens trombdticas.

Palavras-chave: Bothrops alternatus, peconha de serpente, fibrinogenase,

‘thrombin-like’, desfibrinogenacéao.
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1. Introduction

Enzymes from snake venoms may be proteolytic, hemorrhagic,
anticoagulant, procoagulant, and/or fibrin(ogen)olytic (Sant" Ana et al., 2008;
Gomes et al.; 2009; Gay et al.; 2009). The hemostasis process is mainly affected
by proteases from snake venoms (Garcia et al., 2004; Cecchini et al., 2005; Lu
and Clemetson, 2005; Sanchez et al., 2005). These enzymes are yet responsible
for pain, edema, necrosis, systemic disturbances, tissue and cellular alterations
(Sano-Martins et al., 1997; Castro et al., Ribeiro et al., 2001; 2004; Francisco et
al., 2006; Clissa et al., 2006; Pérez et al., 2007, Bernardes et al., 2008).

According to their interaction with inhibitors, proteolytic enzymes may be
mainly classified as serine proteases (SVSPs) or metalloproteases (SVMPSs)
(Andrido-Escarso, 1997; Thomazini-Santos et al., 1998; Matsui et al., 2000; Vieira
et al., 2004). They can promote fibrin(ogen)olysis (Swenson and Markland Jr.,
2005), both degrade preferentially the Aa-chain of fibrinogen followed by the -
chain. The y-chain is rarelly hydrolyzed by fibrinogenases isolated from snake
venoms of the Bothrops genus.

The SVSPs found in the Viperidae family contain a highly conserved
catalytic triad (Serl95, His57, and Aspl102) (Serrano and Maroun, 2005).
Thrombin-like enzymes (TLES) are serine proteases that hydrolyze the fibrinogen,
liberating fibrinopeptides A and/or B (A, B and AB venombin) (Magalhdes et al.,
2007) and promoting the formation of weak fibrin clot. SVSPs with thrombin-like
activity possess similar action to thrombin, but are not inhibited by heparin, and
they do not promote activation of the blood coagulation factor XIIl. These enzymes
present in vitro coagulant and in vivo defibrin(ogen)ating activities (Stocker, 1990;
Pérez et al., 2008).

Many TLEs have been isolated, such as ancrod isolated from Agkistrodon
rhodostoma (Nolan et al., 1976), batroxobin from Bothrops atrox moojeni (Stocker
and Barlow, 1976), crotalase purified from C. adamanteus (Markland and Damus,
1971), ABUSV-SPase from Agkistrodon blomhoffii ussurensis (Liu et al., 2009)
and a serine protease from Bothrops asper (Pérez et al., 2008).

Proteases with defibrinogenating action have potential to be diagnostic or

antithrombotic agents, or reagents to elucidate mechanisms of hemostasis
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(Rojnuckarin et al., 2006; Calvete et al., 2009). In this report, we describe the
isolation, biochemical and structural characterization of Bhalternin, a thrombin-like

enzyme from Bothrops alternatus snake venom.

2. Material and methods

2.1 Material

Desiccated B. alternatus venom was purchased from Pentapharm of Brazil
(Uberlandia-MG, Brazil). Acrylamide, ammonium persulfate, benzamidine,
bromophenol blue, ethylenediaminetetracetic acid (EDTA), bovine fibrinogen, [3-
mercaptoethanol, N,N’-methylene-bis-acrylamide, sodium dodecyl sulphate (SDS)
and N,N,N’,N’-tetramethylethylenediame (TEMED) were from Sigma Chemical Co.
(St Louis, MO, USA). Glycine, Tris, molecular weight markers for electrophoresis
and all chromatographic media were from Amersham Pharmacia Biotech. All other

reagents used were of analytical grade.

2.2 Isolation of Bhalternin

Crude venom of Bothrops alternatus (200 mg) was dissolved in 50 mM
ammonium bicarbonate buffer (pH 7.8) and clarified by centrifugation at 10,000 xg
for 10 min. The supernatant solution was resolved on a DEAE-Sephacel column
(1.7 x 15 cm), previously equilibrated with 50 mM ammonium bicarbonate (Ambic),
pH 7.8 and eluted with a convex concentration gradient (50 mM — 0.8 M) of the
same buffer. Fractions of 3.0 mL/tube were collected, their absorbances at A = 280
nm were read and those corresponding to peak DS4 were pooled, lyophilized,
dissolved in 50 mM ammonium bicarbonate, pH 7.8 and applied on a Sephadex
G-75 column (1 x 100 cm), previously equilibrated with the same buffer. The
fraction named DS4G2 was lyophilized and applied on a column of Benzamidine-
Sepharose (1 x 10 cm), previously equilibrated with 50 mM Tris-HCI, 0.4 M NacCl,
pH 7.4. After elution of the unbound fraction, 0.1 M glycine-HCI, pH 3.0, was
applied to the column and the absorbance of the eluting material was monitored at
280 nm. Fractions of 3 mL were collected into tubes containing 0.5 mL of 0.5 M

Tris buffer, pH 9.0. The isolated enzyme was named Bhalternin.
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Evidence of high purity of the isolated serine protease was obtained by
reverse phase HPLC using a C2/C18 column of 4.6x100 mm (GE Healthcare)
which was equilibrated with solvent A (0.1% trifluoroacetic acid), and eluted with a
concentration gradient of solvent B (70% acetonitrile, 0.1% trifluoroacetic acid)
from O to 100%, at a flow rate of 1 mL/min during 110 min. The peaks were

monitored by absorbance at 280nm.

2.3 Electrophoretic analysis: molecular weight determination

The molecular weight of Bhalternin was determined using SDS-PAGE
(14%) according to Laemmli (1970). Electrophoresis was carried out at 20 mA/gel
in Tris-glycine buffer, pH 8.3, containing 0.01% SDS. The molecular weight
standard proteins used were phosphorylase b (97,000), bovine serum albumin
(66,000), ovoalbumin (45,000), carbonic anhydrase (30,000), soybean trypsin
inhibitor (20,100), and a-lactalbumin (14,400). Gels were stained with Coomassie
Blue R-250, 0.2% (w/v), in acetic acid : methanol : water (1 : 5 : 5, v/v).

2.4 Electrophoresis in acid conditions

Electrophoresis for native protein was performed by the method of Laemmli
(1970) and Davis (1964), with some modifications. Electrophoresis was carried out
at 20 mA/gel in Tris-glycine buffer, pH 8.3. Gels were stained with Coomassie Blue

R-250, 0.2% (w/v), in acetic acid : methanol : water (1: 5 : 5, v/v).

2.5 Estimation of Protein Concentration
Protein concentration was determined according to a microbiuret method

described by Itzhaki and Gill (1964), using bovine serum albumin as standard.

2.6 N-terminal sequencing

A PPSQ-33A (Shimadzu) automatic sequencer was used for the N-terminal
sequencing. The phenylthyoidantoin (PTH) amino acids were identified by
comparing their retention times with the 20 PTH-amino acid standard mixture. The
peptides obtained were compared with the sequences of other related proteins in
the SWISS-PROT/TREMBL databases using the FASTA and BLAST programs.
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2.7 Screening and isolation of SP from a venom glan  d cDNA library

The venom gland was extracted and the mRNA was isolated (Poly Attract
Systems Ill, Promega®) from total RNA. The cDNA library was constructed using
the CloneMiner cDNA Library Construction Kit, (Invitrogen®) and sequencing of
the 960 clones was performed using DYEnamic™ ET Dye Terminator Kit and the
automatic sequencer MegaBACE™ DNA Analysis System, (GE Healthcare®)
using the M13 primer. The sequences were compared to the National Center for
Biotechnology Information databank (NCBI) and resulted in some incomplete
serine proteases so an extension were made using internal primers designed
based on the cDNA sequences. The complete sequence were obtained using the
assemble software CAP3 Sequence Assemble Program (Huang, 1999) and the

confirmation from a comparison with the NCBI databank.

2.8 Fibrinogenolytic and albuminolytic activities

Fibrinogenolytic activity was assayed as previously described by Oliveira et
al. (1999). Fibrinogen (5 pg) and Bhalternin were mixed in a ratio of 1:10 (w/w) and
the mixture was incubated at 37 °C for different time intervals (0—60 min). The
reaction was stopped by the addition of an equal volume of a denaturing buffer
containing 2% (w/v) SDS and 10% (v/v) B-mercaptoethanol. The reaction products
were analyzed using SDS-PAGE and 14% gels. For the quantitative assay,
proteolytic activity, using albumin and fibrinogen as substrate, was determined
according to Lomonte and Gutiérrez (1983), substituting casein for albumin and
fibrinogen, respectively. About 50 pg of Bhalternin was added to 1.0 mL of 1%
albumin or fibrinogen solution in 01 M Tris—HCI buffer, pH 8.0. The mixture was
incubated at 37 T during 30 min and the reaction w as stopped by the addition of
4.0 mL of 5% trichloroacetic acid. After a period of 30 min at room temperature,
the tubes were centrifuged, the supernatant collected and the absorbance
determined by spectrophotometric measurement at 280 nm using a Speckol
spectrophotometer. One unit of activity was defined as an increase of 0.01

absorbance units at 280 nm. All experiments were carried out in triplicate.
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2.9 Azocaseinolytic activity

Bhalternin (50 pg) was added to 2 mL of azocasein (1 mg/mL) in 0.2 M Tris-
HCI, pH 8.0, 4 mM CaCl, and incubated at 37 €T for 30 min. Five hundred
microlitres of 5% (m/v) trichloroacetic acid (TCA) was then added to precipitate the
undegraded azocasein. After 20 min the solution was filtered and the absorbance
of the filtrate measured at 366 nm. One unit of activity was defined as an increase

of 0.01 absorbance units at 366 nm. All experiments were carried out in triplicate.

2.10 Defibrinating Activity

Defibrinating activity was tested using the method of Gene et al. (1989),
with slight modifications. Briefly, four Swiss mice (18-20 g) were i.p. injected with
5 ug of Bhalternin dissolved in 200 uL saline; control animals received only 200 uL
saline. After one hour, animals were sacrificed by an overdose of
ketamine/xylazine and bled by cardiac puncture. Whole blood was placed in tubes

and kept at 25-30 C until clotting occurred.

2.11 Blood-Clotting Activity

Bovine blood samples were collected into 3.8% sodium citrate (9:1, v/v) and
centrifuged at 2500xg for 15 min at 4 € to obtain platelet-rich plasma. Clotting
activity was determined by mixing 5 pg of Bhalternin with 200 uL of citrated bovine

plasma at 37 °C and by determining the clotting time.

2.12 Enzyme Inhibitors

Inhibition of fibrinogenolytic activity was determined by incubating
Bhalternin (5 pg) dissolved in 200 yL of 50 mM Tris-HCI, pH 7.8, for 15 min at
room temperature (25 C) with one of the following inhibitors: 5 mM benzamidine,
5 mM B-mercaptoethanol and 5 mM EDTA and the fibrinogenolytic activity was

determined as previously described in section 2.8.
2.13 Animals

Adult male mice were maintained under standard conditions (temperature
22 +1 °C, 60 and 70% of relative humidity, 12 h light/dark cycle and diet and water
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ad libitum). All experiments followed the ethical standards for animal experiments
in toxinological research recommended by the International Society of Toxinology.

2.14 Morphological alterations induced by Bhalterni n

Groups of four mice (18-20 g) were injected i.p. with 50 ug of crude venom
or 50 pg of Bhalternin, dissolved in PBS (100 uL). Control mice were injected with
100 uL of PBS under identical conditions. Twenty-four hours after injection, mice
were killed by an overdose of ketamine/xylazine, and the heart, lung, liver and
kidney were dissected out. For histological analysis, tissues were placed in 10%
formaldehyde and processed routinely for embedding in paraffin. Thick sections (5
mm) were prepared and stained with hematoxylin-eosin (H-E) for light microscopic

observation.

2.15 Histological examination of myonecrosis

Myotoxic activity was assayed on the basis of the morphological alterations
induced by i.m. injections of crude venom (50 ug) or Bhalternin (50 ug/100pL) in
the right gastrocnemius muscle of Swiss mice (18-20 g, n = 4). After 24 h, the
animals were sacrificed by an overdose of ketamine/xylazine and a small section
of the central region of the muscle was excised and soaked in fixing solution (10%
formaldehyde in PBS, v/v). The material was then dehydrated by increasing
concentrations of ethanol and processed for inclusion in paraffin. The resulting
blocks were sliced in 2.5 mm thick sections, stained with 0.25% (w/v)
hematoxylin—eosin and examined under a light microscope (Rodrigues et al.,
2001).

3. Results and discussion

The main feature of B. alternatus venom is its high proteolytic activity,
responsible for most of the local and systemic effects observed during
envenomation by this snake (Costa et al., 2007).

In this work, Bhalternin was purified from B. alternatus snake venom by ion
exchange chromatography on DEAE-Sephacel column producing six major protein
peaks (DS1 — DS6) (Fig. 1A). The fraction DS4 was fractioned on a Sephadex G-
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75 column, resulting in three peaks named DS4G1, DS4G2 and DS4G3 (Fig. 1B).
After this, peak DS4G2 was fractionated on Benzamidine-Sepharose column,
resulting in two new fractions, named DS4G2B1 and DS4G2B2 (Bhalternin) (Fig.
1C). This enzyme represented ~ 1.85 % (w/w) of the initial desiccated venom.

To confirm the purity degree, the Bhalternin was applied on a C2/C18
reverse-phase HPLC column, resulting in a unique major peak (Fig. 2A). The
sample showed a great purity level, as observed in native conditions (Fig. 2D).
SDS-PAGE analysis indicated that the Bhalternin enzyme consists of a single
polypeptide chain and had a molecular weight of about 31,500 under reduced
conditions (Fig. 2B) and 27,000 under non-reduced conditions (Fig. 2C).

The product from amplification by PCR produced a cDNA fragment of 780
bp that codifies for a mature protein of 236 amino acids residues (Fig. 3),
corresponding to a theoretical pl of 8.0 and molecular weight of 25,300. The N-
terminal amino acid sequence of protein, Bhalternin was determined by automated
sequencing and confirmed by the nucleotide sequence (Fig. 3). The multiple
alignment of Bhalternin and those of other snake venom serine proteases (Fig. 4)
show that this enzyme has similarity between 72 to 65% with others serine
proteases from different genus.

Bhalternin induced blood-clotting in vitro, defibrinogenation in vivo,
albuminolytic and fibrinogenolytic activities, but it did not present azocaseinolytic
activity, showing substrate-specificity. The blood-clotting activity on bovine plasma
was about 3-fold higher than that of the crude venom. In addition, this protease
caused defibrinogenation when administered i.p. to mice, making the plasma
uncoagulable. Fibrinogen levels became very low one hour after injection of 5 ug
of Bhalternin, with normal fibrinogen levels being only reestablished after 24 hours.

Generally, serine proteases that cause defibrinogenation in vivo, also
promote blood clotting in vitro (Gutiérrez et al., 2009). These enzymes are called
thrombin-like and can be represented by Bhalternin and other enzymes isolated
recently, as Leucurobin from Bothrops leucurus (Magalhdes et al., 2007),
BjussuSP-I from Bothrops jararacussu (Sant’Ana et al.,, 2008) and BJ-48 from
Bothrops jararacussu (Silva-Junior et al., 2007).

The proteolytic activity may interfere with coagulation and the

fibrin(ogen)olytic systems, following envenomation by Bothrops snakes (Matsui et
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al., 2000). A number of these proteases have been used clinically as
anticoagulants or in preclinical research to investigate their possible therapeutic
potential (Braud et al., 2000; Marsh, 2001; Lewis and Garcia, 2003; Marsh and
Williams, 2005).

Therefore, Bhalternin promotes uncoagulability in vivo acting as a benign
defibrinogenating agent to remove fibrinogen from the blood and presented blood
clotting activity in vitro. Within minutes after administration of the enzyme, there
was a depression in the fibrinogen concentration in plasma and within an hour, the
fibrinogen levels were reduced and the plasma remained uncoagulable up to 24
hours. The suggestion that anticoagulation could be achieved by totally removing
plasma fibrinogen from the circulation by snake venom fibrin(ogen)olytic enzymes
was first made in 1968 (Reid and Chan, 1968). Studies of the mechanism of action
of the fibrin(ogen)olytic enzymes have revealed that they cause a fast and efficient
anticoagulant and antithrombotic activity. In other words, they undo the formed
fibrin clot when there is dysfunction of the hemostatic system (Bernardes et al.,
2008).

The mechanism of defibrin(ogen)ation that promotes hemostatic alterations
as blood clotting, prothrombin and activated partial thromboplastin times, is
normally described in envenomations by Bothrops snake venoms (Arroyo et al.,
1999; Otero et al., 2006; Gutiérrez el al., 2009). Therefore, the fibrin(ogen)olytic
serine protease Bhalternin stands out as a promising tool for its importance as an
anticoagulant and thrombolytic enzyme and for a better understanding of the
action mechanism of ophidian venoms, especially those from the Bothrops genus.

The fibrin(ogen)olytic enzymes found in snake venoms can be classified in
three groups, depending on the specificity of hydrolysis of the fibrinogen chains.
The first group presents enzymes with hydrolysis preference for the a-chain
(Leonardi et al., 2002; Mukherjee, 2008), the second for the B-chain (Estevéao-
Costa et al., 2000; Guo et al., 2001; Samel et al., 2002; Bernardes et al., 2008)
and the third for the y-chain fibrinogen (Nikai et al., 1984). As shown in figure 5A,
Bhalternin showed proteolytic activity on fibrinogen, preferentially hydrolyzing the
Aa-chain and apparently not degrading the B and y-chains of bovine fibrinogen.
Therefore, Bhalternin is classified as an a-fibrinogenase, as well as BmooMPa-I,
an a-fibrinogenase from Bothrops moojeni (Bernardes et al., 2008), BaltMP-I and
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BaltMP-II from Bothrops alternatus (Costa et al.,, 2007), BaltF from Bothrops
alternatus snake venom (Costa et al., 2003) and leucurolysin-a purified from
Bothrops leucurus (Bello et al.,, 2006). The quantitative analysis of the
fibrinogenolytic and albuminolytic activities showed specific activity of ~ 1800
units/mg for fibrinogen and ~ 1700 units/mg for albumin, both in pH 8,0 (data not
shown).

Stability tests showed that the intervals of optimum temperature and pH for
the fibrinogenolytic activity were 30-40 C (Fig. 5B) and 7.0-8.0 (Fig. 5C),
respectively, evidenced by degradation products of the bovine fibrinogen.

Figure 5D shows the effects of some inhibitors on the fibrinogenolytic
activity of Bhalternin. Incubation of the purified enzyme for 15 min at 37 < with
benzamidine (5 mM) completely abolished its fibrinogenolytic activity, suggesting it
to be a serine protease. Additionally, EDTA (5mM) partially abolished and B-
mercaptoethanol (5 mM) had little or no effect on this activity.

Histological examination showed important morphological alterations in the
heart, lung and liver, as well as the myotoxicity caused by the crude venom and
Bhalternin (Fig. 6, 7, 8 and 9, respectively). In the heart, the crude venom
unchained valve inflammation, evidenced by leukocyte infiltration in the
conjunctive tissue, and Bhalternin caused hemolysis (Fig. 6E and F). In the lung,
both crude venom and enzyme caused apparent hyperemia (Fig. 7C and E).
Bhaternin also provoked Iymphocytic interstitial pneumonitis evidenced by
dilatation of the alveolar septa due to moderate polymorphonuclear infiltrate and
mononuclear cells. In the liver, crude venom caused necrosis evidenced by
cellular disorganization and inflammatory infiltrate, while Bhalternin caused
necrosis and inflammatory infiltrate (Fig. 8E, F and G). In the kidney, crude venom
and Bhalternin showed glomerular congestion (data not shown).

As B. alternatus crude venom, Bhalternin induced myotoxicity.
Histopathological analysis revealed a drastic myonecrosis and leukocyte infiltrate
induced by this enzyme. When compared with control cells, gastrocnemius muscle
cells of mice injected with Bhalternin showed extensive cellular destruction,
displaying contracted and clumped fibers in different stages of degeneration.
Inflammatory cells can be observed surrounding the altered striated muscle cells.

Bhalternin induced an intense infiltration of inflammatory cells (mainly
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polymorphonuclear cell infiltration) and the degeneration of striated muscle cells
as characterized by the loss of myofibrils. There was no evidence of vascular
lesions or hemorrhage (Fig. 9E and F).

In conclusion, we have purified a thrombin-like enzyme, named Bhalternin,
from B. alternatus snake venom, which caused morphological alterations induced
in mice and presents fibrinogenolytic, albuminolytic, and defibrinogenating
activities. We also present the complete amino acid sequence of Bhalternin and

discussed its homology with other serine proteases snake venom.
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Legends to Figures

Figure 1. Purification of Bhalternin from Bothrops alternatus snake venom.
(A): Separation on DEAE-Sephacel: crude venom (200 mg) was applied on the
column (1.7 x 15 cm) and elution was carried out at a flow rate of 20 mL/h with
ammonium bicarbonate (Ambic) gradients buffer, pH 7.8, from 50 mM to 0.8 M.
(B): Separation on Sephadex G-75: the active fraction (DS4) was applied on the
column (1.0 x 100 cm) and elution with 50 mM ammonium bicarbonate buffer, pH
7,8 was achieved at a flow rate of 20 mL/h. (C): Separation on Benzamidine-
Sepharose: the concentrated fraction (DS4G2) was applied on the column (1 x 10
cm) previously equilibrated with 50 mM Tris-HCI, 0.4 M NaCl, pH 7.4. After elution
of the unbound fraction, 0.1 M glycine-HCI, pH 3.0, was applied to the column and
the absorbance of the eluting material was monitored at 280 nm. Fractions of 3 mL
were collected into tubes containing 0.5 mL of 0.5 M Tris buffer, pH 9.0. Pooled

fractions are indicated by the closed circle. Concentration gradient:

Figure 2: (A): Chromatographic profile by HPLC. (B): SDS-PAGE in 14 % (w/v)
gel. Lanes: 1- Standard proteins; 2- Reduced crude venom of Bothrops alternatus,
3- Reduced Bhalternin. (C) Lane 4: non-reduced Bhlaternin. (D) Lane 5: Native
PAGE (10% gel) for acidic proteins in Tris-glycine buffer, pH 8.3, using 10 ug of
Bhalternin. The gel was stained with coomassie blue R-250.

Figure 3. Sequence of cDNA and of deduced amino acid residues from
Bhalternin. Amino acid residues directed sequenced from the protein (Aas

underlined).

Figure 4. Comparison of the amino acid sequence of Bhalter  nin with other

serine proteases from different snake venoms. Serine proteinase-like
(Bothrops asper, gi: 123883733), LV-PA, (Lachesis muta muta, gi: 123891732),
Serine proteinase isoform 4 (Sistrurus catenatus edwardsii, gi: 109254944), Haly-
PA, (Agkistrodon halys, gi:156630858), Plasminogen activator (Gloydius blomhoffi
brevicaudus, gi: 4102926), CL2 (Viridovipera stejnegeri, gi: 82239732), TSV-PA,
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(Trimeresurus stejnejeri, Qi:5821881), Serine proteinase 3 (Trimeresurus
flavoviridis, gi: 13959616).

Figure 5. Proteolysis of bovine fibrinogen by Bhalternin. Lanes: 1-Control
incubated without enzyme for 60 min; (A): 2-6: control incubated with Bhalternin
for 5, 10, 15, 30 and 60 min, respectively. (B): Effect of the temperature on the
stability of the Bhalternin. Lanes: 1-Control fibrinogen incubated without Bhalternin
for 60 min; 2-7: control fibrinogen incubated with Bhalternin for 15 min at 30, 40,
50, 60, 80 and 100 T, respectively. (C): Effect of the pH on the stability of the
Bhalternin. Lanes: 1-Control fibrinogen incubated without Bhalternin for 60 min; 2-
6: control fibrinogen incubated with Bhalternin for 15 min in pH 3,0; 5,0; 7,0; 8,0
and 10,0; respectively. (D): Proteolysis of bovine fibrinogen by the Bhalternin and
effect of inhibitors. Lanes: 1-Control fibrinogen incubated without Bhalternin for 60
min; 2- control fibrinogen incubated with Bhalternin for 60 min; 3-5: fibrinogen after
incubation with Bhalternin and 5 mM benzamidine, 5 mM B-mercaptoethanol and 5

mM EDTA for 60 min, respectively.

Figure 6. Light micrographs of section of mouse hea rt tissue 24 hours after
I.p. injection of crude venom and Bhalternin. Stained with hematoxylin-eosin
(H-E). (A) and (B): Control: normal heart tissue. (C) and (D): 50 pug of Bothrops
alternatus crude venom: notice the presence of valve inflammation and
inflammatory infiltrate in the conjunctive tissue. (E) and (F): 50 pug of Bhalternin
caused hemolysis. Letters indicate the presence of hemolysis (H) and abundant

inflammatory infiltrate (1).

Figure 7. Light micrographs of section of mouse pul monary tissue 24 hours

after i.p. injection of crude venom and Bhalternin. Stained with hematoxylin-

eosin (H-E). (A) and (B): Control: normal pulmonary tissue. (C) and (D): 50 ug of
Bothrops alternatus crude venom: hyperemia (Hp). (E) and (F): 50 pg of
Bhalternin caused hyperemia and lymphoid interstitial pneumonitis evidenced by
dilatation of the alveolar septa due to moderate polymorphonuclear infiltrate and
mononuclear cells. Letters indicate the presence of hyperemia (Hp) and abundant

inflammatory infiltrate (1).

69



Figure 8. Light micrographs of section of mouse hep atic tissue 24 hours
after i.p. injection of crude venom and Bhalternin. Stained with hematoxylin-
eosin (H-E). (A) and (B): Control: normal hepatic tissue. (C) and (D): 50 ug of
Bothrops alternatus crude venom: notice the presence of necrosis and
inflammatory infiltrate. (E), (F) and (G): 50 ug of Bhalternin: notice the presence of
necrosis and inflammatory infiltrate. Letters indicate the presence of necrosis (N)

and abundant inflammatory infiltrate (1).

Figure 9. Histopathological analysis of myotoxicity induced by Bhalternin.

Light micrographs of sections of mouse gastrocnemiu s muscle 24 h after
injection of 50 ug of Bothrops altenatus crude venom and 50 ug of
Bhalternin, dissolved in 100 L saline, stained with hematoxylin—eosin. (A)
and (B): Control mice were injected with saline alone: normal integer fibers are
seen. (C), (D) and (E), (F): Bothrops alternatus crude venom and Bhalternin,
respectively: notice the presence of a drastic myonecrosis, inflammatory infiltrate
and extensive cellular destruction, displaying contracted and clumped fibers in
different stages of degeneration. Letters indicate the presence of necrosis (N) and

abundant inflammatory infiltrate (1).
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Figure 2
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Figure 3
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Figure 4
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Purification and biochemical characterization of Eu miliin
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Abstract

A protease, which we designate Eumiliin, was isolated from the latex of
Euphorbia milii var. hislopii by a combination of ion-exchange chromatography
using DEAE-Sephacel and gel filtration with Sephadex G-75. Eumilin is a
monomeric protein with an apparent molecular mass of 30 kDa by SDS-PAGE
under reducing conditions and gave one main peak at 29814 kDa in MALDI-
TOF/TOF mass spectrometry. Eumiliin has caseinolytic and fibrinogenolytic
activities, but no hemorrhagic or defibrinating activities. The enzyme readily
hydrolyzes the Aa-chain of fibrinogen and, more slowly, the Bp-chain. Its
fibrinogenolytic activity is inhibited by [-mercaptoethanol and leupeptin. In
contrast, EDTA and benzamidine did not affect the activity of Eumiliin. The
caseinolytic activity of Eumiliin had a pH optimum of 8.0 and was stable in solution
at up to 40 C; activity was completely lost at = 80 C. Intraplantar injection of
Eumiliin (1-25 pg/paw) caused a dose- and time-dependent hyperalgesia, which
peaked 1 - 5 h after enzyme injection. Intraplantar injection of Eumiliin (1-25
Mg/paw) also caused an oedematogenic response that was maximal after 1 h.
Morphological analyses indicated that Eumiliin induced an intense myonecrosis,
with visible leukocyte infiltrate and damaged muscle cells 24 h after injection.

Keywords: Euphorbia milii; Crown-of-Thorns; Euphorbiaceae; cysteine protease;

eumiliin.
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Resumo

A protease, designada de eumilina, foi isolada do latex de Euphorbia milii
var. hislopii pela combinacdo de duas etapas cromatogréaficas: troca idnica
(DEAE-Sephacel) e filtracdo em gel (Sephadex G-75). A eumilina é uma proteina
monomeérica com massa molecular aparente de 30 kDa quando analisada em
SDS-PAGE sob condi¢cdes redutoras e apresentou um pico principal de 29,814
kDa em espectrometria de massa MALDI-TOF/TOF. A eumilina apresentou
atividades caseinolitica e fibrinogenolitica, mas nao desencadeou atividade
hemorragica ou desfibrinogenante. Esta protease hidrolisa preferencialmente a
cadeia Aa do fibrinogénio e, mais lentamente, a cadeia BB. A atividade
fibrinogenolitica foi inibida por B-mercaptoetanol e leupeptina. Em contraste, o
EDTA e a benzamidina ndo afetaram a referida atividade. A acao proteolitica da
eumilina sobre a caseina apresentou pH 6timo igual a 8,0 e foi estavel em solucao
até 40 C; perdendo completamente a atividade em te mperatura = 80 T. A
injecdo Intraplantar de eumilina (1-25 pg/pata) causou hiperalgesia dose e tempo-
dependente, com pico entre 1 a 5 h apoés injecdo de enzima. Da mesma forma,
causou resposta edematogénica maxima apos 1 h. A analise morfologica indicou
gue a eumilina induziu mionecrose intensa, com infiltrado leucocitario e danos em

células musculares cerca de 24 h apos a injecgéo.

Palavras-chave: Euphorbia milii; Coroa-de-cristo; Euphorbiaceae; cisteino-

protease, Eumiliin.
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1. Introduction

The Euphorbia genus comprises a large and diverse group of plants which
are characterized by the presence of a milky white latex. Latex is an aqueous
emulsion found in the vacuole of specialized secretory cells known as laticifers,
which contain lipids, rubbers, resins, and sugars, as well as many proteins and
enzymes (i.e., peroxidases, proteases, esterases, and phosphatases) (Moussaoui
et al.,, 2001; Hasma and Subramanian, 1986; Lynn and Clevette-Radford, 1987).
Due to its potential medical applications, the Euphorbia genus has been the
subject of abundant phytochemical and pharmacological research. Indeed,
extracts of numerous species have been found to demonstrate a number of
interesting biological activities as antibacterial agents (Lirio et al., 1998),
molluscicides (Jurberg et al., 1985; Tiwari et al., 2003), antiherpetics (Betancur-
Galvis et al.,, 2002) and anti-mutagenics (Rezende et al., 2004). Extracts also
exhibit co-carcinogenic (Gscwhenot and Hecker, 1969) and anticarcinogenic
activities (Hecker, 1968). Some Euphorbia species are used in folk medicines to
cure skin, ophthalmologic, and genitourinary diseases, gonorrhea, migraines,
intestinal parasites, warts, rheumatism, snakebites and obstipation (Singla and
Pathak, 1990; Vlietink, 1987; Jain, 1996; Bhatnagar et al., 2000).

A wide range of medicinally important applications have been reported for
Euphorbia milii, a flowering plant native to Inselberge, located in the Central
Plateau of Madagascar, Africa. E. milii is an exotic, decorative plant and its
distribution is cosmopolitan (Baptista et al., 1992). In Brazil, where E. milii is
popularly known as ‘Crown-of-Thorns’, there have been anecdotal reports on the
use of its milky sap for cosmetic purposes (e.g. face skin peeling). The
embryofeto-toxicity of the latex of this plant is useful for controlling mollusks, and it
is frequently used in traditional medicine to treat liver fluke, as well as
schistosomiasis in sheep, cattle, and even humans (Souza et al., 1997; Schall et
al., 2001; Subhash and Jagannadham, 2008). Among Euphorbia species, the latex
of E. milii was found to be the most effective (Vasconcellos and Schall, 1986;
Mendes et al., 1997; Schall et al., 1998). In earlier work, Subhash et al. (2006)
purified a highly stable glycosylated serine protease from E. milii with potential

applications in food industry. However, the proteins and other biochemical
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constituents of the latex have not been investigated in detail. In this paper, we
report the isolation and biochemical characterization of a new protease from this

medicinal plant.

2. Results and discussion

2.1 Purification and biochemical characterization o f Eumiliin

Dialyzed crude latex from E. milii was fractionated using a DEAE Sephacel
column, which resolved into ten peaks (Fig. 1A). All peaks were tested for
proteolytic activity against bovine fibrinogen. Of these ten peaks, the second and
sixth peaks showed potent fibrinogenolytic activity. The fraction corresponding to
peak 6 (Ep6) was further analyzed using size-exclusion chromatography
(Sephadex G-75), and four fractions (peaks) of proteins were observed (Fig. 1B).
The third peak, which contains the protease designated Eumiliin, showed
fibrinogenolytic and caseinolytic activities. However, no defibrinating or
hemorrhagic activities were detected.

The purified protein which represents nearly 5% of E. milii crude latex, had
an apparent molecular mass of ~28 kDa under non-reducing conditions and ~30
kDa under reducing conditions, as estimated by SDS-PAGE (Fig. 2A). The
difference in apparent molecular mass suggests a partial unfolding of Eumiliin by
reduction of the disulfide bonds. Analysis by MALDI-TOF MS indicated a
molecular mass of the purified protein of 29814 kDa, in the range of 30000 m/z.
(Fig. 2B). The amino terminal sequence of the first 12 residues of Eumiliin was
determined by Edman degradation as ala-phe-leu-leu-gin-ile-ile-val-tyr-pro-pro-
asn. This N-terminal sequence of Eumilin was aligned with some other serine,
cysteine and aspartic proteases from plants and presented in Table I. The N-
terminal sequence of Eumiliin does not resemble with the sequences of any known
plant protease. Similarly no homology with the sequences of similar proteases
from the latex of the plants of other euphorbia family was found, making Eumiliin a
unique protein.

Little information is available about proteases present in the latex of the E.
milii. Subhash et al. (2006) and Moro et al. (2008) have reported other proteases
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isolated from the same source with similar names: Milin (serine protease) and
Miliin (thiol-dependent serine protease), respectively. The molecular mass of
Eumiliin by SDS-PAGE was different to the 51 kDa and 79 kDa reported for Milin
and Miliin, respectively. In agreement with those enzymes, Eumiliin also gave a
single band in the presence of B-mercaptoethanol, as also reported for other high
molecular mass protease purified from the latex of Euphorbia supina (Arima et al.,
2000).

Eumiliin was active against bovine fibrinogen. Fibrinogen degradation by
Eumiliin was determined by incubation for 5, 30, 60, 90 and 120 min. The products
obtained from the reaction mixtures were analyzed by SDS-PAGE under reducing
conditions. As the concentration of higher molecular mass protein decreased with
increasing digestion time, the concentration of lower molecular mass products
increased substantially. Among fibrinogen subunits, the Aa-chain, which contained
no detectable carbohydrates, was found to be degraded preferentially. Fig. 3A
shows that the enzyme degraded fibrinogen Aa-chain after 5 min of incubation. By
contrast, the Bp-chain, which contained carbohydrates, was degraded more
slowly. However, the y-chain, which also contained carbohydrates, was not
degraded during the same incubation time. The fibrinogenolytic activity was used
as a parameter for measuring the stability of the enzyme towards varying the
temperature. The results demonstrated that the enzyme was active on the A-a and
B-B chains of fibrinogen at temperatures between 30 and 70 €. Eumiliin was
inactivated when subjected to a temperature greater than or equal to 80 T (Fig.
3B). Milin and Miliin showed similar behavior, both with a temperature optimum
around 60<C, but they are inactivated, when incubat ed of 80 C.

The mechanism of action of Eumiliin on the bovine fibrinogen is similar to
several proteases from snake venom; it degrades the Aa-chain faster than the Bf3-
chain, but does not degrade the y-chain of fibrinogen. Snake venom contains a
family of proteases that act upon different stages of blood coagulation (Stocker,
1990). Thrombin-like enzymes (Magalhdes et al., 2007; Pan, 1999) and
fibrino(geno)lytic enzymes (Matsui et al., 1998) can act on fibrinogen, leading to
defibrinogenation of blood and a consequent decrease in blood viscosity (Chang
and Huang, 1995) and increase in blood flow (Barrie and Schenk, 1976). Studies

of the mechanism of action of snake venom thrombin-like enzymes have
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established that they possess a fast and efficient antithrombotic activity,
essentially reversing the fibrin clot formed when there is dysfunction of the
haemostatic system. For this reason, these enzymes have been of great clinical
interest, particularly for those enzyme preparations with a high degree of purity
and devoid of other pharmacological effects. Paradoxically, purified snake venom
fibrino(geno)lyitc enzymes have coagulant action in vitro and anticoagulant action
in vivo.

Our results showed that Eumiliin hydrolyzed chains of the fibrinogen in vitro
but not in vivo. In addition, Eumiliin did not cause defibrinogenation when
administered i.p. to mice, making the plasma coagulable. This phenomenon may
be explained by the possible inhibition in vivo of fibrinogenolytic activity by
endogenous protease inhibitors present in the plasma of the mice.

Further characterization of proteolytic activities was performed in inhibitory
assays using specific inhibitors of proteases. Figure 3C shows the effects of
several inhibitors on the fibrinogenolytic activity of Eumiliin. Incubation of the
purified enzyme for 15 min at 37 T with leupeptin (1 mM) and B-mercaptoethanol
(1 mM) completely abolished its fibrinogenolytic activity. These results suggest
that Eumiliin belong to the cysteine protease family, although N-terminal sequence
of Eumiliin does not resemble with the sequences of any known plant cysteine
protease (Table I), and indicate that disulfide bonds seem to be essential for the
full activity of the enzyme. EDTA did not affect the fibrinogenolytic activity of
Eumiliin, indicating that Eumiliin is not a metalloprotease. Benzamidine is well
known for inactivating trypsin, kallikrein, chymotrypsin, and plasmin; however, it
did not affect the fibrinogenolytic activity of Eumiliin.

Most of the proteases isolated from latex are cysteine proteases, which
resemble papaya proteases (Rowlings and Barrett, 1994) such as papain
[EC3.4.22.2], chymopapain [EC 3.4.22.6], and caricain [EC3.4.22.30]. The latex of
Moraceae and of some of the Euphorbiaceae, however, contain serine proteases
(Lynn and Clevatte-Radford, 1986a, 1986b; Kaneda and Tominaga, 1975;
Uchikoba et al., 1995).

The proteolytic activity of Eumiliin was also investigated using casein as a
substrate at varying pH values. The enzyme effectively hydrolyzes substrates like

casein over a broad pH range with an optimum activity of pH 8.0 (Fig. 4). Eumiliin
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retains about 60% activity even at low pH (as low as 3.0). Further, the stability of
Eumiliin is completely retained in the range of pH 3.0-10.0. Milin (Subhash et al.,
2006) and Miliin (Moro et al., 2008) (proteases purified from the same latex) also
retained their caseinolytic activities over a broad pH. Hydrolysis of casein indicated
the presence of two pH optimum (pHs at 7.5 and 11) for the first enzyme and a

maximum value around 8.0 for the second enzyme.

2.2 Characterization of effects in vivo induced by Eumiliin

We demonstrated that Eumiliin causes significant local hyperalgesia in the
rat hind paw after intraplantar injection. In this study, the paw withdrawal reflex
threshold following plantar mechanical stimulus was used to measure the
noniceptive response stimulated with Eumiliin in rats. The threshold in the area of
local tissue damaged created by Eumilin was lower than the threshold of the
contralateral paw injected with saline. The intraplantar injection of Eumiliin,
therefore, caused a significant increase in sensitivity to pain. A conspicuous and
similar hyperalgesic response was observed when doses of 1, 5 and 25 pg of
Eumiliin were administered (Fig. 5A). The intensity of hyperalgesia induced by 25
Mo/paw was higher than that induced by 1 or 5 pg/paw. The intensity of the
hyperalgesia induced by 1 pg was not statistically different from that produced by 5
Mg Eumiliin/paw. The peak of the hyperalgesic response occurred 1 - 5 h after
enzyme injection, decreasing thereafter, and completely disappearing within 24 h.
The injection of saline (control group) did not modify the pain threshold of the
animals. Hyperalgesia was of a local nature, since the pain threshold
measurements of non-injected, contralateral paws did not differ from pre-injection
values (data not shown).

Eumiliin also induced footpad oedema, indicator of a local increase in
vascular permeability. The intraplantar injection of Eumiliin (1, 5 and 25 ug/paw) in
rats caused a dose- and time-dependent oedema. The maximum increase in hind-
paw swelling occurred 1 h after enzyme injection, gradually decreased over the
next 5 h, and completely disappeared within 24 h (Fig. 5B). Within this same
period, a similar response was observed when doses of both 5 and 25 ug of

Eumiliin were administered. The mechanism by which intraplantar injection of
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Eumiliin causes pain and oedema is unknown. Additional studies are necessary to
fully understand the oedema and hyperalgesic responses induced by Eumiliin.
Myonecrosis induced by Eumiliin injections (50 pg) was observed and
followed by histopathological analysis of injected muscle sections, which were
fixed for light microscopic examination 24 hr after injection. The control sample
retained a normal appearance (Fig. 6AB). Exposure to Eumiliin extensively altered
cellular morphology as denoted by hypercontracted and disorganized myofibrils,
hallmarks of extensive myonecrosis. Inflammatory cells can be observed
surrounding the altered striated muscle cells. Eumiliin induced an intense
infiltration of inflammatory cells (predominantly polymorphonuclear leukocytes)
and the degeneration of striated muscle cells, as characterized by the loss of
myofibrils (Fig. 6CD). There was no evidence of vascular lesions or hemorrhage.

3. Conclusions

Little information is available regarding the biochemical activities present in
the latex of the medicinal plant Euphorbia milii. In this work, we describe the
isolation, general properties, and substrate specificity of a novel protease,
Eumiliin, from the latex of the plant Euphorbia mili. The enzyme exhibits
proteolytic activity and high stability over a broad range of pH and temperature.
This protease was capable of provoking drastic degenerative events in vivo,
including myonecrosis and inflammatory responses. Eumiliin caused formation of
oedema and an increase in sensitivity to pain in mice.

Consistent with toxins isolated from snake venoms, Eumiliin presented
fibrinogenolytic activity. Therefore, further characterization of potential
pharmacological properties of Eumiliin may suggest therapeutically important
applications as antithrombotic drugs.

4. Experimental
4.1 Materials
The DEAE Sephacel column and all chemicals used were of analytical

reagent grade and purchased from Sigma Chemical Co. Sephadex G-75 matrix for
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gel-filtration chromatography was purchased from Pharmacia Biotech, Uppsala,

Sweden.

4.2 Latex preparation

The crude latex from Euphorbia milii was collected in a clean tube by
breaking the twigs and petioles of the plant. This latex was diluted 4-fold with 0.05
M ammonium bicarbonate buffer, pH 7.8, mixed well, and stored at -20 °C for 24
hours. The rubbery white material was removed, and the suspension was
centrifuged at 5,000xg for 10 min at 4 . The clear supernatant was dial yzed

against the same buffer.

4.3 Estimation of protein concentration
Protein concentration was determined by the method of Itzhaki and Gill
(1964), using bovine serum albumin as standard.

4.4 Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel elect  rophoreses (SDS-PAGE)
Electrophoresis using polyacrylamide gels (SDS—-PAGE) was performed as
described by Laemmli (1970) using 14% gels. Electrophoresis was carried out at
20 mA/gel in Tris—glycine buffer, pH 8.3, containing 0.01% SDS. The molecular
mass standard proteins used were bovine serum albumin (66 kDa), egg albumin
(45 kDa), carbonic anhydrase (30 kDa), soybean trypsin inhibitor (20.1 kDa) and
a-lactoalbumin (14.4 kDa). The gels were stained with Coomassie blue. The
relative molecular mass of the purified enzyme was estimated by Kodak 1D image

analysis software.

4.5 Mass spectrometry analysis of Eumiliin

Mass spectrometry analyses (MALDI TOF/TOF MS) of Eumilin were
carried out using an Ultraflex Il apparatus (Bruker Daltonics, Germany), controlled
by the FlexControl 2.4.30.0 program (Bruker Daltonics, Germany). The samples
were mixed with a saturated solution of matrix (a-cyano-4-hydroxycinnamic acid)
(1:3) and were spotted (0.5 L) on a plate of samples (MTP AnchorChip 600/ 384).
The spectra of MS were obtained in positive/ reflected mode, and the frequency of

the laser was adjusted to 50 Hz. The apparatus was calibrated with external
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standards (Protein Calibration Standard I, Bruker Daltonics, Germany). The data
were analyzed through the Flexnalysis 2.4 program (Bruker Daltonics, Germany).
Alternatively, the data generated were converted to dta format and analyzed

through the program PepSeq (Micromass, Great Britain).

4.6 Isolation of Eumiliin

The dialyzed latex from Euphorbia mili (200 mL) was clarified by
centrifugation at 10,000 xg for 20 min. The supernatant solution was separated by
chromatography on a DEAE-Sephacel column (1.7 x 15cm), initially equilibrated
with 50 mM ammonium bicarbonate, pH 7.8 and eluted with a convex
concentration gradient (50 mM — 1 M) of the same buffer. Fractions of 3.0 mL/tube
were collected, their absorbencies at A = 280 nm were read, and fractions those
corresponding to peak Ep6 were pooled, lyophilized, dissolved in 50 Mm
ammonium bicarbonate, pH 7.8. The pooled fractions were applied to a 1 x 100
cm Sephadex G-75 column, equilibrated with the same buffer. The flow rate was
20 mL/h and fractions of 3.0 mL were collected.

4.7 N-terminal sequencing

A PPSQ-33A (Shimadzu) automatic sequencer was used for the N-terminal
sequencing (Santos-Filho et al., 2008). The phenylthyoidantoin (PTH) amino acids
were identified by comparing their retention times with the 20 PTH-amino acid
standard mixture. The peptides obtained were compared with the sequences of
other related proteins in the SWISS-PROT/TREMBL databases using the FASTA
and BLAST programs.

4.8 Proteolytic activity

4.8.1 Fibrinogenolytic activity

Fibrinogenolytic activity was assayed as described by Edgar and Prentice
(1973), with slight modifications. Fibrinogen (5 ug) and enzyme were mixed 1:10
(w/w) and the mixture was incubated at 37<C, pH 8.0, for different time intervals (5,
30, 60, 90 and 120 min). The reaction was stopped by the addition of an equal
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volume of a denaturing buffer containing 2% sodium dodecyl sulfate (SDS) and
10% B-mercaptoethanol. Reaction products were analyzed by SDS—-PAGE.

4.8.1.1 Heat and Inhibitor effects on fibrinogenoly  tic activity

The thermal stability of the Eumiliin was tested by incubating the enzyme in
0.1 M Tris—HCI buffer, pH 8.0 for 15 min at varying temperatures (30-80 T).
Aliquots of the enzyme were taken at the end of specified time intervals and
assayed for fibrinogenolytic activity at 37 . Inhibition of fibrinogenolytic activity
was assayed after pre-incubation of 5 pg of Eumiliin in 0.1 M Tris—HCI buffer, pH
8.0 for 30 min at 37 T containing one of the follo wing inhibitors: 8 mM ethylene
diaminetetraacetic acid (EDTA), 4 mM benzamidine and 1 mM (-mercaptoethanol.

Fibrinogenolytic activity was assayed as described above.

4.8.2 Caseinolytic activity

Proteolytic activity, using casein as substrate, was determined using
procedures established by Lomonte and Gutiérrez (1983). One milliliter of
protease solution (50 ug), was added to 1.0 mL of 1% casein solution in 0.1 M
Tris—HCI buffer, pH 8.0. The mixture was incubated at 37 C during for 30 min,
and the reaction was stopped by addition of 5% CI;CO,H (4mL). After a period of
30 min at room temperature, the tubes were centrifuged, the supernatant
collected, and the absorbance determined by spectrophotometric measurement at
280 nm using a Speckol spectrophotometer. One unit of activity was defined as an

increase of 0.01 absorbance units at 280 nm.

4.8.2.1 pH optimum

The caseinolytic activity of the Eumiliin was monitored at varying pH values,
using the specified buffers in the respective pH range of 3-10. For pH 3-5: 0.2M
sodium acetate buffer; pH 6-7: 0.2 M sodium phosphate buffer; pH 8-9: 0.2 M Tris
(CI") and for pH 10: 0.2 sodium borate buffer.

4.9 Hemorrhagic activity
Hemorrhagic activity was determined by the method of Nikai et al. (1984).

Test solutions (50 ug) were subcutaneously injected into the dorsal skin of mice.
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The skin was removed 5 hr later, and the diameters of the hemorrhagic spots were

measured on the inside surfaces.

4.10 Defibrinating activity

Defibrinating activity was tested by the method of Gene et al. (1989), with
slight modifications. Briefly, four Swiss mice (18 - 20 g) were injected i.p. with 5 pg
of the Eumiliin, dissolved in 200 yL of saline. Control animals received 200 uL of
saline. After one hour, animals were anesthetized with ether and bled by cardiac
puncture. Whole blood was placed in tubes and kept at 25 - 30 °C until clotting

occurred.

4.11 Histological examination of myonecrosis

Myotoxic activity was assayed on the basis of the morphologic alterations
induced by i.m. injections of 50 yg Eumiliin in the right gastrocnemius skeletal
muscle of Swiss male mice (18-22 g, n=4). After 24 h, the animals were sacrificed
by deep anesthesia with ethyl ether, and a small section of the central region of
the muscle was excised and soaked in fixing solution (10% HCHO in PBS, v/v).
The material was then dehydrated with increasing concentrations of EtOH and
processed for inclusion in paraffin. The resulting blocks were sliced in 2.5 um thick
sections, stained with 0.25% (w/v) hematoxin—eosin and examined under a light
microscope (Rodrigues et al., 2001).

4.12 Evaluation of oedema formation

Eumiliin was dissolved in sterile saline solution (0.15 M NaCl), and 0.1 mL
of the final solution containing various concentrations of Eumiliin (1, 5 and 25 ug)
was injected into the subplantar surface of one hind paw of the groups of five
Wister male rats. An equal volume of saline was injected into the contralateral paw
(control). The volume increase (oedema) of both paws was measured with the aid
of a low-pressure pachymeter (Mitutoyo, Japan), at several intervals following
injection (0, 1, 2, 3, 4, 5 and 24 hours). Results were calculated as the difference
between the values obtained in both paws and expressed as the percentage

increase in paw volume.
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4.13 Evaluation of hyperalgesia

The animals were injected with either 0.1 mL of sterile saline solution (0.15
M NaCl) (control group) or 0.1 mL of saline solution containing various
concentrations of Eumiliin (1, 5 and 25 pg) into the subplantar surface of one hind
paw. The contralateral paw was not injected. The pain threshold was measured at
varying time points after Eumiliin or saline injection using an Insight pressure
apparatus, essentially as described by Randall and Selitto (1957). Briefly, a force
(in g) with increasing magnitude was applied to the paw. When the animals
reacted by withdrawing the paw, the force needed to induce such response was
recorded and represented the pain threshold. To reduce stress, the rats were
habituated to the apparatus one day before the experiments. Carrageenin (200
Mg/paw), a known hyperalgesic agent, was used as positive control.
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Figure 1. Purification of Eumiliin from Euphorbia milii latex: (A) Separation on DEAE-
Sephacel: Dialyzed latex from Euphorbia milii (200 mL) was applied to the column (1.7 x 15 cm)
with elution carried out at a flow rate of 20 mL/h with ammonium bicarbonate gradient buffer, pH
7.8, from 50 mM to 1 M. (B) Separation on Sephadex G-75: the active fraction (Ep6) applied on the
column (1.0 x 100 cm) and elution with 50mM ammonium bicarbonate buffers at pH 7,8 was
achieved at a flow rate of 20 mL/h. Fractions pooled are indicated by the closed circle. The second

(Ep2) and sixth (Ep6) peaks and Eumiliin showed potent proteolytic activity on bovine fibrinogen.
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Figure 2. Molecular mass estimation using electrophoresis and mass spectrometry. (A) SDS-
PAGE in 14 % (w/v) polyacrylamide, Tris- glycine buffer, pH 8.3, and 20 mA. Lanes: 1- Standard
proteins (bovine serum albumin, 66 kDa; egg albumin, 45 kDa; carbonic anhydrase, 30 kDa;
soybean trypsin inhibitor, 20.1 kDa and a-lactoalbumin, 14.4 kDa), 2- Reduced crude Euphorbia
milii latex, 3- Reduced Eumiliin, 4 — Non - reduced Eumiliin. The gel was stained with Coomassie
blue R-250. (B) Mass determination of Eumiliin by MALDI TOF/TOF mass spectrometry.
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Figure 3. Proteolysis of (A) bovine fibrinogen by Eumiliin. Lanes: 1 - Control incubated without
Eumiliin for 120 min; 2-6: control incubated with Eumiliin for 5, 30, 60, 90 and 120 min,
respectively. (B): Effect of temperature on the stability of the Eumiliin. Lanes: 1-Control fibrinogen
incubated without enzyme for 15 min; 2-7: control fibrinogen incubated with enzyme for 15 min at
30, 40, 50, 60, 70 and 80 T, respectively. (C): Effect of inhibitors on fibrinogenolytic activity of
Eumiliin. Lanes: 1-Control fibrinogen incubated without enzyme for 60 min; 2 - control incubated

with enzyme 120 min, 3-6: fibrinogen after incubation with Eumilin and 8 mM EDTA, 4 mM

benzamidine, 1 mM B-mercaptoethanol and 1 mM leupeptin for 120 min, respectively.
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Figure 4 . pH-dependence of proteolytic activity of Eumiliin. The caseinolytic activity of Eumiliin was

determined over the pH range of 3-10 using a standard proteolytic assay. The points are the
meanzstd of three determinations.
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Figure 5. (A) Hyperalgesia induced by Eumiliin in rat hind paws. Decrease in threshold response
was determined in hind paws before and at different times after either intraplantar injection of saline
(control group) or of Eumiliin (1, 5 and 25 pg/paw). Sensitivity to pain was measured as the
threshold response to pressure and expressed as g. When it was injected 1 pg/paw there is
statistic difference between saline and Eumiliin with 2, 3 and 4 hours after injection. When 5 and 25
pg/paw were injected there are difference at all times tested (Wilcoxon Rank Test, a<0.05). (B)
Oedema-forming activity of Eumiliin in mice. Induction of oedema by variable Eumiliin doses,
injected s.c. in the footpad of mice. At various time intervals the increase in footpad weight, as
compared to controls, was expressed as percent oedema. Each point represents the mean of five
animals. All values were statistically different when compared three dosages with control group,

returning to normal after 24 hours (Wilcoxon Rank Test, a<0.05).
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Figure 6. Histopathological analysis induced by Eumiliin. Light micrographs of sections of mouse
gastrocnemius muscle 24 h after injection of 50 yg Eumiliin, dissolved in 100 pL saline, stained
with hematoxin—eosin. (A and B) Control mice were injected with saline alone: normal integer fibers
are seen. (C and D) Eumiliin: Necroses of muscle fibers are observed. Notice the presence of
necrosis (N) and an abundant inflammatory infiltrate (1) (bar = 500 pym in A and C; bar = 100 ym in
B and D).
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Table I.

Amino terminal sequence of Eumiliin as compared to other proteases from plants

Plant source/enzymes N-Terminal sequence References

Eumiliin (Euphorbia milii) A F L L Q I | T This work

Subhash et al.
Milin (Euphorbia milii)a D VSY V G L L

(2006)
Bamboo (Pleioblastus hindsii Nakai)a T P N F G Arima et al. (2000a)
Proteases B (Euphorbia supina)@ P F G Arima et al. (2000b)

_ . Yagmata et al.

Melon fruit (Cucumisin)a T T R S WD F G

(1994)

. Uchikoba et al.

White gourd protease® T T R S W D F N

(1998).
Asclepain ¢ | (Asclepias curassavica L P NSV D W Q Liggieri et al. (2004)
L)e®
Asclepain f ( Asclepias fruticosa)® E P S VvV Trejo et al. (2009)
Ficus racemosa protease® E Q E A G Devaraj et al. (2008)

Domingos et al.
Chlapsin (C. reinhardtii) ¢ S S D QG QV L

(2000)

Domingos et al.
At-Asp 1 (A. thaliana)c G GD A D VYV L

(2000)

Domingos et al.
Cardosin A (C. cardunculus L.)¢ D S GG A VYV L (2000

?Serine protease; "Cysteine protease; “Aspartic proteases
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Capitulo IV

Analise comparativa das estabilidades da balternina e

da eumilina
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Resumo

A balternina e a eumilina séo proteases extraidas da peconha da serpente
Bothrops alternatus e do latex de Euphorbia milii var. hislopii, respectivamente. As
estabilidades da balternina e da eumilina contra a desnaturacdo pelo calor e por
uréia foram determinadas e comparadas entre si. A protease vegetal mostrou-se
mais resistente quando aquecida em altas temperatutas e também quando
submetida a acdo da uréia como desnaturante. Novos estudos serdo importantes
para melhor caracterizar as condi¢des necessarias para estabilizacdo dessas
enzimas, especialmente aquelas relacionadas com as estratégias de protecao
relacionadas ao transporte e estocagem nos processos comercial, terapéutico e

biotecnoldgico.

Palavras-chave: estabilidade, proteases, titulacdo espectrofotométrica,

temperatura, uréia.
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Abstract

Bhalternin and Eumiliin are proteases extracted from the venom of Bothrops
alternatus and latex of Euphorbia milli var. hislopii, respectively. The stabilities of
Bhalternin and Eumiliin against denaturation by heat and urea were determined
and compared. The plant protease proved to be tougher when heated at high
temperatures and also when subjected to the action of urea as denaturant. Further
studies are needed to better characterize the conditions for stabilization of these
enzymes, especially those related to the strategies needed to protect the transport
and storage in the commercial, therapeutic and biotechnological processes.

Keywords : stability, proteases, spectrophotometric titration, temperature, urea.
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1. INTRODUCAO

O mecanismo de enovelamento protéico a partir de conformacdes
desordenadas tem sido estudado ha varias décadas. O estudo desse processo
envolve todas as etapas que contribuem para que a biomolécula se enovele,
possibilitando relacionar sua estrutura com a funcdo que desempenha (KUMAR,
YU, 2004).

A estrutura de uma proteina pode apresentar diferentes conformacdes,
embora poucas correspondam a uma proteina funcional, representando o seu
estado nativo. Ja as conformacdes que correspondem a proteinas com pouca ou
nenhuma funcionalidade pertencem ao estado desnaturado (BASKAKOV,
BOLEN, 1998; TIMASHEFF, XIE 2003). A manutencdo de uma proteina no
estado nativo € de fundamental importancia para a vida (FIELDS, 2001;
SOMERO, 2003; YANCEY, 2004).

Seria de se esperar que uma proteina se mantivesse predominantemente
no estado desnaturado, ja que esse estado possui maior quantidade de possiveis
conformacdes do que o estado nativo. Entretanto, hd diversos fatores que
asseguram a manutencdo de uma proteina no estado nativo, como € o caso da
presenca de aminoacidos hidrofébicos e ligagdes dissulfeto (BRANDEN, TOOZE,
1991).

Para que uma proteina permaneca estrutural- e funcionalmente ativa, o
conteudo de energia livre no seu estado nativo deve ser menor do que no estado
desnaturado. Em relacdo aos seres vivos, a diferenca de energia livre entre os
estados (nativo e desnaturado) € muito pequena (BRANDEN, TOOZE, 1991), o
que facilita a transicdo de uma proteina do estado nativo para o estado
desnaturado e vice-versa. Portanto, ocorrerd um equilibrio quimico entre esses
dois estados quando a transicdo de proteinas de um estado para outro for um
processo reversivel (TIMASHEFF, ARAKAWA, 1989; FONSECA et al., 2006).

E interessante destacar que no caso de proteinas globulares em agua, os
aminoacidos hidrofébicos tendem a interagir mais intensamente entre si de modo
a se protegerem do contato com o solvente aquoso. ISso caracteriza a interacao
hidrofobica, que tem como consequiéncia a formacdo de uma camada de agua ao

redor da proteina. Essa camada de agua € menor quando esses aminoacidos se
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escondem no interior da proteina, formando um nudcleo hidrofobico (TIMASHEFF,
ARAKAWA, 1989; TIMASHEFF, XIE 2003; DIAS et al., 2010).

Em geral, as enzimas apresentam elevada atividade catalitica, embora
sejam em sua maioria labeis e, portanto, sensiveis as mudancas celulares e
ambientais como extremos de temperatura, pH, pressao, presenca de sais e
solventes desnaturantes (YANCEY et al., 1982; KUMAR, 2009).

Os solventes desnaturantes, também conhecidos como agentes caotropicos,
sao assim definidos pois favorecem o desenovelamento de proteinas, diminuindo
a rigidez da camada de hidratacéo ao redor da mesma e, portanto, enfraquecendo
as interacbes hidrofobicas. Estudos de desenovelamento utilizando caotropicos
como hidrocloreto de guanidina e uréia sdo empregados na determinacdo da
estabilidade conformacional protéica (PACE, 1986; YAO, BOLEN, 1995).

Estudos envolvendo dindmica molecular mostram que a uréia € capaz de
deslocar moléculas de agua da camada de hidratacdo que se formaria ao redor
de aminoacidos hidrofébicos (Figura 1). Isso diminuiria 0 custo energético
envolvido na formacéo dessa camada, e resultaria em uma diminuicdo de energia
livre do estado desnaturado em relagcdo ao estado nativo, o que favoreceria o
processo de desnaturacdo de uma proteina (TSAI, GERSTEIN, LEVITT, 1996).

Por outro lado, a literatura também relata que a uréia é capaz de interagir
com regides polares da proteina. Sabe-se que o estado nativo também € mantido
pelas interacbes de hidrogénio entre os componentes encontrados na estrutura
protéica. Ao interagir com esses componentes, a uréia diminuiria a quantidade de
pontes de hidrogénio, enfraquecendo a estrutura como um todo, favorecendo a
transicdo para o estado desnaturado (TSAI, GERSTEIN, LEVITT, 1996; ZHANG,
ZHU, SHI, 2001; SOPER, CASTNERB, LUZARC, 2003).

A uréia também poderia atuar na formacgédo de estruturas organizadas na
adgua denominadas clatratos. Tais estruturas seriam como cavidades na agua nas
quais regides hidrofébicas de uma proteina ou peptideo poderiam se encaixatr,
com baixo custo energético (SOPER, CASTNERB, LUZARC, 2003; DIAS et al.,
2010).

A acdo caotrépica da uréia sobre uma proteina pode ser avaliada pela

dependéncia da absorvancia em torno de 280 nm com a concentracdo da uréia.
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Essa curva apresenta uma forma sigmoidal (Figura 2) e sua analise constitui uma
relevante ferramenta para a medida da estabilidade conformacional da proteina.

No meio natural fisiologico, as proteinas precisam se adaptar as condi¢cdes
termodinamicas naturais para evitar alteracbes em suas estruturas secundarias e
tercidrias (BOLEN, BASKAKOV, 2001). Proteinas que ndo se adaptam a tais
circunstancias podem perder parcial ou totalmente sua atividade funcional
(YANCEY et al., 1982). Para adaptar-se a tais perturbacfes devido as condi¢cbes
extremas, a natureza criou determinados mecanismos como o0 acumulo de
pequenos solutos organicos conhecidos como osmdlitos ou osmoprotetores
(BOLEN, BASKAKOQV, 2001; VIANA, GARROTE-FILHO, PENHA-SILVA, 2005;
VENKATESU, LEE, LIN, 2008), os quais sdo moléculas orgéanicas pequenas de
ocorréncia natural frequentemente referidas como chaperonas quimicas. Estes
solutos sao tipicamente acumulados no ambiente intracelular em concentracdes
relativamente elevadas que podem aumentar a estabilidade termodinamica de
proteinas enoveladas sem perturbar suas funcdes e outros processos celulares
(YANCEY et al., 1982; KUMAR, 2009).

Os osmolitos de ocorréncia natural podem ser polidlcoois (glicerol e sorbitol),
aminoacidos (glicina) e derivados (metilglicina, dimetilglicina e trimetilglicina),
acucares (sacarose e trealose) e combinacdo de metilaminas e uréia (YANCEY et
al.,, 1982). Funcionalmente, eles podem ser solutos compativeis (glicina,
sacarose, glicerol e sorbitol), quando exercem pequenos efeitos sobre a funcéo
protéica, e solutos neutralizantes (aminoacidos bésicos livres), quando inibem
efeitos que solutos adversos desempenham sobre as proteinas (YANCEY et al.,
1982).

A Figura 3 mostra um diagrama esquematico do equilibrio de dialise. A
esquerda, 0 co-soluto esta presente em excesso na solugcdo protéica quando
comparado a concentracdo do lado externo da membrana de didlise. Isto
representa a ligacao preferencial de co-solutos a proteina, como observado para
caotropicos como GdnHCI e uréia.

Este capitulo teve como objetivo analisar as estabilidades de duas proteases
isoladas respectivamente da peconha de B. alternatus (balternina) e do latex de

E. milii var. hislopii (eumilina).
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2. MATERIAL E METODOS

Os reagentes de eletroforese, os caotropicos e os osmalitos foram obtidos
da Sigma (St Louis, MO, USA) e da Amersham. Os demais reagentes utilizados
foram de grau analitico.

As enzimas balternina e eumilina foram isoladas e caracterizadas de
acordo com Costa et al. (2010) e Fonseca et al. (2010), respectivamente.

O equilibrio de desnaturacao foi realizado com as proteases (balternina e
eumilina) em solucdo a 0,0020 g/mL, contendo KCl a 0,050 mol.L}, por
espectrofotometria ultravioleta (SCHIMID, 1990) no comprimento de onda de 280
nm (LI et al., 1998) em espectrofotdmetro UV/Vis, a temperatura ambiente de 25
°C, em duas cubetas de quartzo com caminho 6ptico de 1 cm. A uma das cubetas
foi adicionado 1 mL de solugdo protéica e a outra cubeta (controle) foi adicionado
1 mL de KCI 0,050 mol.L™ . Apés a leitura da absorvancia a 280 nm em cada
cubeta, foram feitas adicdes sucessivas de solucdo de uréia a 6 mol.L™, com
leitura ponto a ponto das absorvancias em cada cubeta. Os dados de absorvancia
da cubeta controle foram utilizados para céalculo da absorvancia das enzimas sem

as contribuicdes determinadas pela incorporacéo do solvente (diluicao).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Algumas enzimas presentes em latices vegetais comportam-se de forma
similar a enzimas encontradas em peconhas de serpentes. Neste trabalho, foi
realizado um perfil comparativo entre as estabilidades de duas proteases
purificadas respectivamente da peconha de Bothrops alternatus e do latex de
Euphorbia milii var. hislopii.

As enzimas balternina (B. alternatus) e eumilina (E. milii var. hislopii.) foram
isoladas e suas propriedades funcionais e estruturais foram caracterizadas por
Costa et al. (2010) e Fonseca et al. (2010), respectivamente.

Ambas as proteases foram submetidas a ensaios de estabilidade quando

incubadas em diferentes pHs (3,0 a 10,0), temperaturas (30 a 100 °C), inibidores

113



(EDTA, benzamidina, [-mercaptoetanol e leupeptina) e, ainda, quando
submetidas a titulacdo espectrofotométrica com uréia.

A atividade proteolitica sobre o fibrinogénio bovino foi realizada como
parametro para mensurar a estabilidade das enzimas em diferentes temperaturas
e pH.

A balternina apresenta atividade maxima em uma estreita faixa de pH
alcalino (7,0 a 8,0) e é ativa entre 30 e 40 °C. Quando aquecida a 60 °C, durante
15 minutos e acima de 80 °C perde, respectivamente, de forma parcial e total, sua
atividade fibrinogenolitica.

Em contrapartida, a eumilina mostrou-se mais termoestavel, pois manteve-
se totalmente ativa entre 30 e 70 °C. Embora a atividade proteolitica em diferentes
pHs tenha sido realizada sobre o substrato caseina, sugere-se que o pH 6timo
encontrado para a referida atividade também o seja para a atividade
fibrinogenolitica.

Quanto a estabilidade enzimatica, ambas enzimas apresentaram um
comportamento semelhante a varias outras proteases de peconha de serpentes ja
purificadas e descritas na literatura (KOSUKI et al., 1986; SELISTRE, GIGLIO,
1987; SHIEH et al., 1985).

Em relacdo a inibicdo enzimética, a benzamidina inibiu completamente a
atividade fibrinogenolitica da balternina, o0 que sugere que ela € uma
serinoprotease, ao passo que a leupeptina e o B-mercaptoetanol inibiram a
mesma atividade da eumilina, o que deve significar que ela é uma
cisteinoprotease, embora a sua sequéncia N-terminal ndo se assemelhe as
sequéncias de algumas cisteinoproteases isoladas de plantas. Estes resultados
também sugerem a importancia das ligacdes dissulfeto para a atividade catalitica
desta protease vegetal.

Foram feitas titulagbes espectrofotométricas das duas enzimas com uréia.
A Figura 4 mostra as curvas de regresséo sigmoidal obtidas a partir dos dados
originais (PACE, SHIRLEY, THOMSON, 1989; GALANI, APENTEN, 1999;
YELAMOS et al., 2001). A titulo de uniformizacdo dos resultados, os valores de
absorvancia foram convertidos em fragdo desenovelada da proteina. Esses

resultados foram mostrados na Figura 5.
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Com base nos dados apresentados na Figura 5 foram calculados os
valores de concentracdo de uréia na qual cada uma das proteases estudadas
apresenta 50% de desnaturagao (Dso ur¢ia). Para a balternina, o valor encontrado
de Dso (ursia) fOi de 0,39642 + 0,05735. Para a eumilina esse valor foi de 0,59519 +
0,14202. lIsso indica que a eumilina apresenta maior resisténcia a acéo
desnaturante da uréia.

Em relacdo a estratégia de protecdo, os osmolitos podem ser utilizados
para restaurar a atividade de enzimas purificadas, como as proteases balternina e
eumilina. 1sso se justifica pelo fato de que muitas destas biomoléculas possuem
estabilizantes naturais que podem ser removidos durante o processo de
purificacdo. Desta forma, acredita-se que os osmalitos de alguma forma podem
compensar a perda desses estabilizadores de ocorréncia natural (ARAKAWA et
al., 2006).

Estes solutos protetores podem ser usados na estabilizacdo de enzimas
para que as mesmas possam manter-se funcionais em altas temperaturas, nas
quais normalmente sofreriam desnaturacdo e, consequentemente, perda de
atividade catalitica, favorecendo iniUmeros procedimentos biotecnoldgicos que
requerem a utilizacdo de temperaturas elevadas (ZANCAN, SOLA-PENNA, 2005).
Sendo assim, os osmalitos glicerol (polialcool) e sacarose (agucar), classificados
como compativeis, pois exercem pequenos efeitos sobre a funcao protéica, foram
incubados em diferentes concentracbes com as proteases purificadas em
diferentes temperaturas e, posteriormente, as atividades proteoliticas foram
determinadas. De forma preliminar, constatou-se que ambos o0s osmodlitos
protegeram as respectivas enzimas quando submetidas a altas temperaturas,
principalmente na concentracdo de 1 mol.L™ (resultado ndo mostrado). Outros
testes experimentais deverdo ser realizados para melhor caracterizar a agao
protetora destes osmalitos.

A sequéncia completa de aminoacidos foi deduzida para a balternina e o N-
terminal para a eumilina. No entanto, tendo em vista a maior resisténcia da
eumilina a temperatura e a uréia, acredita-se que esta protease vegetal apresenta
maior nimero de residuos de amino&cidos que conferem estabilizagdo a estrutura
protéica, como por exemplo, a presenca de residuos de cisteina. No entanto, para

confirmar tal hipétese € necessario o sequenciamento completo desta enzima.
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A sequéncia completa de aminoacidos da balternina, determinada por cDNA,
apresentou 708 pb que codificam para uma proteina madura com 236 residuos de
aminoacidos. A referida protease apresentou similaridade estrutural entre 72 e
65% quando comparada com a sequéncia de outras serinoproteases
pertencentes a diferentes géneros de serpentes. A regido N-terminal da balternina
foi iniciada pela valina, caracteristica essa presente na maioria das
serinoproteases. Em alguns casos, este residuo pode ser substituido pela
isoleucina, como ocorre com a halystase, isolada da peconha de Agkistrodon
halys blomhoffii (MATSUI et al. 1998) e a flavoxobina, isolada da peconha de
Trimeresurus flavoviridis (YAMAMOTO et al., 2002).

Normalmente, as serinoproteases contém cerca de 12 residuos de cisteina e
os residuos de aminoacidos altamente conservados de histidina, aspartato e
serina dos sitios cataliticos, como a KN-BJ, isolada da peconha de Bothrops
jararaca (SERRANO et al., 1998), a ancrode, isolada de A. rodhostoma (NOLAN,
HALL, BARLOW, 1976) e a bilineobina, isolada da peconha de Agkistrodon
bilineatus (KOMORI et al., 1993). E interessante destacar a enzima Dav-KN,
isolada de Agkistrodon acutus (WANG, WANG, TSAI, 2001), em que o residuo de
cisteina da posi¢cdo 201 é trocado por uma serina, caracterizando, portanto, uma
excecdo. Com a auséncia de grupamento tiol (S-H) livre nas enzimas ‘thrombin-
like’, acredita-se que os residuos de cisteina encontrados sejam responsaveis por
ligacbes dissulfetos importantes na estabilizagdo da estrutura nativa destas
moléculas, onde geralmente constituem 6 pares deste tipo de ligacdo. Pela
estrutura cristalografica de TSV-PA (ativador de plasminogénio), isolado da
peconha de Trimeresurus stejnegeri (ZHANG et al., 1998), e da crotalase, isolada
da peconha de Crotalus adamanteus (MARKLAND Jr, 1976), detecta-se a
presenca de seis pares de cisteina, entre os quais a ligacdo dissulfeto da posi¢ao
136-201 é indicada como fundamental na estabilidade dessas serinoproteases
(CASTRO et al., 2004). Possivelmente para a balternina deve ocorrer a formacao
de seis pares de pontes dissulfeto, pelo fato de os 12 residuos de cisteina
também serem encontrados em sua estrutura (COSTA et al., 2010).

Os aminoé&cidos ao redor do sitio catalitico também s&o importantes na

especificidade funcional enzimatica, uma vez que a estrutura secundaria, por
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meio de suas a-hélices e folhas (3, tém papel fundamental nesta especificidade,
como é citado para a batroxobina e para TSV-PA (CASTRO et al., 2004).

Neste capitulo, as enzimas proteoliticas balternina e eumilina foram
comparativamente analisadas quanto a estabilidade contra a uréia, verificando
que ambas apresentaram caracteristicas e acdes semelhantes, embora haja uma
diferenca consideravel em relagdo a suas origens, que foram uma peconha
ofidica (balternina) e um latex vegetal (eumilina). Quando submetidas a
temperaturas elevadas e a acdo da uréia como agente desnaturante, a eumilina

mostrou-se mais resistente do que a balternina.

4. CONSIDERACOES FINAIS

Estudos complementares tornam-se necessarios para a completa elucidacao
dos perfis de estabilizacdo das referidas proteases que, possivelmente, poderéo:

- Favorecer no futuro os processos de transporte e armazenamento
enzimaticos,

- Destacar a importancia clinica de enzimas, como € o exemplo da
balternina, que de acordo com suas propriedades estruturais e funcionais, pode
ser de interesse terapéutico ndo s6 para o tratamento como também na
prevencdo de desordens relacionadas a alteragbes nos mecanismos

hemostéaticos.
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Figura 1. Representacdo bidimensional de moléculas de agua ao redor de uma
esfera hidrofébica. A) Esquema mostrando em duas dimensdes uma esfera
hidrofobica (circulo maior ao centro) em solucdo aquosa. Os circulos menores sao
moléculas de agua. Os pequenos circulos pontilhados representam 15 moléculas
de agua em contato com a esfera hidrofébica. B) Esquema mostrando a mesma
esfera hidrofébica, mas desta vez, em solucdo aquosa de uréia. As formas em
trevo representam as moléculas de uréia. Assim como em (A), o pontilhado
representa as moléculas em contato com a esfera hidrofobica. Solu¢des de uréia
podem deslocar moléculas de agua da superficie hidrofébica. Como resultado, em
(B) a esfera interage com um numero menor de moléculas, das quais 9 sao
moléculas de agua e 3 sdo moléculas de uréia contra a interacdo com 15
moléculas em (A). Desta forma, a esfera hidrofébica € menos compactada na
presenca da solucdo aquosa de uréia do que na presenca de agua pura (TSAI,
GERSTEIN, LEVITT, 1996).
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Figura 2: Curva sigmoidal tipica resultante da titulacdo enzimatica com agentes

caotropicos. Em azul: proteinas totalmente enoveladas (estado de pré-
transicdo). Em verde : proteinas parcialmente enoveladas (estado transicdo). Em

vermelho : proteinas totalmente desenoveladas (estado de pos-transicao).
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Figura 3: Representacdo esquemadtica para a interacdo preferencial da agua com

0 co-soluto. A) Ligacdo preferencial do co-soluto. B) Hidratacdo preferencial
(ARAKAWA et al., 2006).
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Figura 4. Mecanismo de desenovelamento das enzimas balternina e eumilina em

concentracdes crescentes de uréia. Curva obtida a partir dos dados originais.

125



Fragao desenovelada

m Balternina
® Eumilina

T
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 1,2 1,4 1,6 1,8

Uréia (mol L™

Figura 5: Mecanismo de desenovelamento das enzimas balternina e eumilina em
concentragdes crescentes de uréia. Os parametros das sigméides foram usados

para o calculo dos valores de absorvancia por meio de interpolacéo.
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Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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