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1. INTRODUCAO

Os venenos de serpentes representam uma mistura muito rica de
compostos organicos e inorganicos. Seus componentes ativos podem ser
utilizados como ferramentas importantes para a elucidacdo de diversos
mecanismos farmacologicos, destacando-se entre eles, a neurotransmissao na
juncdo neuromuscular, a fungdo e a estrutura de receptores nicoticos, a
cascata de coagulagdo, a fibrindlise, o sistema complemento e o processo
inflamatério (1).

Sabe-se que mais de 100 espécies de serpentes pegconhentas produzem
substancias capazes de causar alteragbes no sistema hemostatico de suas
presas, geralmente pequenos mamiferos, por meio de uma variedade de
mecanismos (2). Estes componentes podem estimular ou inibir varias etapas
da hemostasia, como interferindo na cascata de coagulagdo sanguinea,
causando fibrindlise e hipotensao, inclusive alterando a integridade vascular e
funcéo plaquetaria (3, 4).

Dentre todas estas substancias, os principais componentes ativos,
derivados de venenos de serpentes, que interferem na hemostasia (5), podem

ser agrupados em:

a) Pro-coagulantes: pertencem a este grupo os ativadores de fatores V, X, IX e
a protrombina, além de proteases com acdo similar a trombina, conhecidas

como enzimas trombina-simile;

b) Anticoagulantes: ativadores da proteina C, proteinas que ativam a formacgéao

do complexo fator IX/X, inibidores de trombina e fosfolipase Ay;

c) Fibrino(geno)liticos: proteinas que degradam o fibrinogénio e/ou a trombina e

as toxinas ativadoras de plasminogénio;

d) Proteinas que interagem com superficies vasculares, denominadas

hemorraginas;
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e) Toxinas com atividade sobre as plaquetas que induzem ou inibem a

agregacao plaquetaria;

f) Ativadores de proteinas do plasma, denominadas inibidores Serpinas.

A possibilidade de utilizar o veneno de serpentes em disturbios
hemostaticos vem sendo amplamente investigada. O primeiro registro
experimental de alteracédo da coagulagao induzido pelos venenos data de 1781,
no entanto, sem duvida este efeito ja era conhecido clinicamente pelos
sintomas apresentados pelas vitimas de picadas (6).

Desde entéo, inumeros estudos foram realizados visando entender como
os diferentes venenos agem na coagulacdo sanguinea (7), qual a sua
importancia no quadro clinico dos envenenamentos (8, 9) e como os soros anti
ofidicos neutralizam essa atividade (10, 11).

Entre as diversas proteinas existentes nos venenos encontram-se
diferentes tipos de proteases que exibem atividade enzimatica sobre varios
tipos de substratos. Os dois grupos mais estudados destas proteases sdo as
serinoproteases (12) e as metaloproteases (13), as quais sdo enzimas
responsaveis pela interrupcdo da hemostasia, ou seja, manutencdo das
propriedades hemodinamicas do sangue envolvendo tanto a formag¢do do
coagulo quanto sua dissolu¢ao. Entretanto, varios outros tipos de enzimas séo
encontrados nos venenos, como: fosfolipases, fosfodiesterases, colinesterases,
aminotransferases, L-amino &cido oxidases, catalases, ATPases,
hialuronidases, NAD nucleosidases e L-glicosaminidases (4).

As serinoproteases sdo enzimas proteoliticas encontradas desde virus e
bactérias, até em seres eucariéticos (14). Sdo abundantes especialmente nos
venenos de serpentes da familia Viperidae, onde constituem aproximadamente
20% do total de proteinas. Elas pertencem a uma familia de peptidases

conhecidas como Tripsina S1 de clan SA (15, 16).
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Estas enzimas tém como propriedade estrutural um mecanismo
catalitico altamente conservado, possuindo no sitio ativo um residuo de serina
que é estabilizado pela presenca de residuos de histidina e acido aspartico,
formando assim a triade catalitica Sergs, Hiss7, Asp1o2, representada na Figura
1, que as classificam como serinoproteases (2, 17).

Apesar do mecanismo catalitico semelhante, as serinoproteases diferem
na especificidade sobre substratos tais como fibrinogénio, cininogénio e
plasminogénio (3,18). Desempenham ainda muitos papéis biolégicos,
principalmente na digestdo (tripsina e quimotripsina), hemostasia (fatores de
coagulacgdo), resposta imune medida por IgA (triptase e quimase encontradas
em células citotdéxicas e em mastocitos) entre muitas outras atividades
importantes. Por essa razao essas proteases tém relevancia farmacéutica e
biomédica como alvo de drogas relacionadas & hemostasia e ativacdo do
sistema complemento.

Alguns exemplos de medicamentos derivados de proteinas extraidas do
veneno de serpentes e “explorados” pela industria farmacéutica estao listados

na Tabela 1.

Medicamento/Nome

. Fungao/Tratamento Fonte Referéncias
comercial®
Inibidor da enzima
Captopril / Capoten conversora de angiotensina / Bothrops jararaca (19-21)
Hipertenséo arterial
Inibidor de agregacgéo
Eptifibatide / Integrilin plaquetaria / Infarto do Sistrurus miliarus barbouri (22-24)
miocardio
Inibidor de Glicoproteina llb-
Tirofiban / Aggrastat Illa / Sindrome coronariana Echis carinatus (25-27)
aguda
Arwin / Ancrod Inibidor de fibrinogénio / Agkistrodon rhodostoma (28-30)
Derrame
Inibidor de trombina e
Batroxobin / Defibrase protrombina / Acidente Bothrops moojeni (31, 32)
vascular cerebral
: . Diagnéstico de desordens
Batroxobin / Reptilase Botrhops atrox (33-35)

na coagulacdo sanguinea
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Figura 1. Sitio ativo de uma serinoprotease, demonstrando a triade catalitica Sergs,

Hissz, Aspo2 €m azul e as pontes dissulfeto em amarelo (3).

As serinoproteases do veneno de serpentes (SVSPs — Snake venom
serine proteases) apresentam muitas dessas fungbes, sendo bem
estabelecidas suas agbes na cascata de coagulacao, principalmente na sua via

intrinseca (2), como & possivel verificar na Figura 2.



Introducéo

VIA INTRINSECA
bt > Inibig C laga
Cininogénio nibigac ouL-oagulagac
de alto peso molecular > Ativagio ou Conversdo
Xl Xl 1% X
Xlla Xla ———>
Precalicreina IXg ———>
plasma Villa
. :'1 T Xa ———— > Protrombina
Calicreina ACC-Enzyme [ Vil 7 Va
, -
-KN-BJ, . -4
_DAV-KN, ;S _--=" | Rwwao, FW
- Elegaxobin Proteinac +~ v ‘:
Cininas Trombina ————3 Fator Xl
Halystase, Calobin, Gyroxin-like, l l
Gyraxin analog, Crotalaze;
Ancrod, Batroxobin, Billinecbin Fator Xllla
Fibrinogénio —L)—>Fibrina —_— ;'Lbﬂ"ﬂ
l FPA, FPE \ /
TSV-PA, LV-PA, PA-BJ
Plasminogénic ————— Plasmina——— > FGDP > FnDP

FnDP: produtos da degradagdo da fibrina; FGDP: produtos da degradagdo do fibrinogénio;
FPA: fibrinopeptideo A; FPB: fibribnopeptideo B; KN-BJ: Bothrops jararaca; DAV-KN:
Agkstrodon acutus; Eleganobin: Trimeresurus elegans; ACC-Enzyme (enzima ativadora da
Proteina C): Agkistrodon contortrix contortrix; Rvva: Daboi russelli siamensis; FVA (enzima
ativadora do fator V). Vipera lebetina; Halystase: Agkistrodon halys blomhoffi;, Calobin:
Agkistrodon caliginosus; Gyroxin-like: Crotalus durissus terrificus; Gyroxin analog: Lachesis
muta muta; Crotalase: Crotalus adamanteus; Ancrod: Agkistrodon rhodostoma; Batroxobin:
Bothrops atrox; Billineobin: Agkistrodon billineatus; TSV-PA: Trimeresurus stejnegeri; LV-PA:

Lachesis muta muta; PA-BJ: Bothrops jararaca.

Figura 2. Local de acédo de algumas serinoproteases do veneno de serpentes
(destacado em vermelho) agindo na cascata de coagulacdo. Modificado de Markland,
1998 (2).
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Estas enzimas sozinhas n&do s&o letais, mas contribuem para o efeito
téxico quando associadas com outras proteinas do veneno. Além disso, as
serinoproteases afetam diversos passos da cascata de coagulagdo, muitas
vezes nao especificamente através da degradagdo proteolitica, mas
seletivamente por meio da ativagdo ou inativagdo de fatores da coagulagéo
envolvidos na agregacao plaquetaria, coagulacao e fibrindlise (12).

Algumas serinoproteases presentes nos venenos ofidicos sado altamente
especificas em atuar no fibrinogénio convertendo-o em fibrina. Quando as
cadeias de aminoacidos do fibrinogénio sdo expostas a essas enzimas ha uma
liberagdo de fibrinopeptideos A e/ou B, dependendo do local em que o
fibrinogénio é clivado, observando-se a formagdo de um coagulo de fibrina
(atividade trombina-simile) ou ainda a destruicdo da molécula de fibrinogénio
(atividade fibrinogenolitica) (36).

Duas das principais proteinas envolvidas na coagulacdo sanguinea sio
a trombina e o fibrinogénio. A trombina € uma enzima multifuncional presente
nos mamiferos que desempenha importante fungdo na hemostasia. Além de
atuar sobre o fibrinogénio produzindo fibrina, a trombina também é um potente
ativador de plaquetas, promovendo a ativacdo e a agregacdo das mesmas.
Apresenta também propriedades anticoagulantes, uma vez que interage com a
trombomodulina e ativa a proteina C, importante fator anticoagulante (18). Ja o
fibrinogénio € uma proteina de 340 kilodaltons (kDa) circulante no plasma,
principalmente sintetizada pelos hepatécitos, composta de duas moléculas
simétricas com dois pares de trés cadeias polipeptidicas denominadas Aa (70
kDa), BB (56 kDa) e Cy (48 kDa), ligadas umas as outras por pontes de
dissulfeto (Figura 3) (37, 38).

A converséo do fibrinogénio em fibrina é decorrente da agdo da trombina
que libera fibrinopeptideos A e B clivando a Arg16-Gly17 e a Arg14-Gly15 da
porcdo amino-terminal das cadeias Aa e B[, respectivamente. A trombina
também transforma o zimogénio do fator XlIl da cascata de coagulagdo em sua

forma ativa Xllla, que tem como fungéo estabilizar o coagulo de fibrina (36).
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Fibrinopeptideos
N-terminal Dominios C-terminal
o, B, ¥ globular

Dominio-D Dominio-E Dominio-D
~94 kDa N > ~94 kDa

Plasmina

Figura 3. Diagrama esquematico de degradacdo do fibrinogénio demonstrando as
cadeias a, B e y ligadas por ponte de dissulfeto e liberacdo de fibrinopeptideos.
Modificado de Herrick et al., 1999 (37).

As enzimas presentes no veneno de serpentes que mimetizam algumas
fungbes da trombina humana e animal, como a capacidade de converter o
fibrinogénio em um coagulo de fibrina sdo as serinoproteases denominadas
trombina-simile (17, 39, 40). O interesse por estas enzimas com fungbes
semelhantes a trombina ganhou nova importancia devido a possibilidade de
sua utilizacdo no tratamento de doencas tromboéticas e como anticoagulantes
(41). Assim a partir da década de 70 os fatores responsaveis por esses efeitos
comecaram a ser isolados e caracterizados (42).

Essas enzimas possuem algumas propriedades fisico-quimicas em
comum: sdo glicoproteinas, com cadeia unica e massa molecular calculada
entre 28 a 60 kDa; sédo ativas em substratos sintéticos especificos de trombina,
com sitio ativo nas posigbes Serqgs, Hiss7, Asp1o2; apresentam entre si um alto
grau de homologia, aproximadamente de 60 a 68%, no entanto mostram

menos de 40% de homologia com a trombina endégena humana (2).
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Sendo assim, as atividades das enzimas trombina-simile ndo sé&o
exatamente idénticas aquelas desempenhadas pela enzima multifuncional

trombina (43), como demonstrado na Tabela 2.

Tabela 2. Presenga ou auséncia de algumas especificidades funcionais da

trombina humana comparadas a enzimas trombina-simile isoladas de venenos
de serpentes. Adaptado de Stocker et al., 1982 (36)

Trombina Batroxobin Trombocitina
Substrato Produto
humana (Bothrops atrox)  (Bothrops atrox)
Cadeia Aa do Monémeros de
+ + +
fibrinogénio fibrina |
Cadeia B do Monémeros de +
fibrinogénio fibrina Il
Agregacgéo
Palquetas gregas ) + - +
plaquetaria
Fator XIII Xllla + - +
Fator VIII Vllla + - +
Fator V Va + - +
Fator Vllla Inativagéo + - +
Fator Va Inativagéo + - +

(+) atividade presente, (-) atividade ausente

Uma vez que ndo ativam o fator XlIl da cascata de coagulacao e liberam
preferencialmente apenas um fibrinopeptideo, as enzimas trombina-simile
produzem mondmeros de fibrina que ndo formam ligagbes cruzadas, levando a
formagéo de coagulos de fibrina que séo rapidamente dissolvidos (44, 45).

Atualmente, aproximadamente 100 enzimas de serpentes foram
descritas com atividade trombina-simile e apenas 21 destas tiveram suas
sequéncias de aminoacidos determinadas parcial ou completamente (46).
Estas foram isoladas do veneno de serpentes dos géneros Agkistrodon, Bitis,

Bothrops, Cerastes, Crotalus, Lachesis, Trimeresurus (47).
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No Brasil, estudos vém sendo conduzidos com a serinoprotease
giroxina, que é uma enzima isolada do veneno de Crotalus durissus terrificus e
apresenta atividades trombina-simile e neurotoxica. Esta possui um unico
dominio tripsina semelhante ao subdominio serinoprotease da trombina
apresentando atividades esterasica e amidasica (48) que tem a propriedade de
clivar o fibrinogénio liberando preferencialmente o fibrinopeptideo A da cadeia
Aa do fibrinogénio.

Raw et al., (49), em 1986 determinaram por analise em eletroforese
resultante de trés etapas cromatograficas de purificacdo (precipitacdo com
sulfato de ambnio, Sephadex G-75 e Sepharose-1,4-butanediol-diglycil-p-
aminobenzamidina) que a giroxina €& uma proteina de cadeia unica,
apresentando uma massa molecular estimada em 34 kilodaltons (kDa), uma
alta atividade coagulante sobre o fibrinogénio humano com pH 6timo de 8,0.

Além de atuar sobre a coagulagdo a giroxina apresenta uma marcante
atividade neurotoxica diferenciando das outras serinoproteases existentes,
ocasionando uma sindrome denominada “rolamento em barril”. Esta sindrome
foi observada pela primeira vez por Barrio (50) em 1961, que descreveu os
efeitos da giroxina isolada do veneno de Crotalus durissus terrificus, entretanto,
somente em 1975 este conceito foi introduzido na neurociéncia (51). Este
mesmo comportamento também pode ser observado apds administracbes de
alguns peptideos, tais como: somatostatina, arginina-vasopressina (52) e
endotelina-3 (53).

Apds sua administragdo endovenosa ou intraperitoneal em ratos e
camundongos, a giroxina induz sintomas como falta de coordenagido dos
movimentos resultando em perda de equilibrio, e apés uma breve fase tbnica o
animal gira ao longo do eixo longitudinal do corpo lembrando o rolar de um
barril, fazendo o animal girar sempre para o mesmo lado com 3% de excec¢des
(54). Alguns animais morrem, em geral por dificuldades respiratérias, enquanto
outros se recuperam ficando completamente assintomaticos em

aproximadamente uma hora. Muitos animais que n&o desenvolvem o rolamento

10
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em barril apresentam um ou mais sintomas, tais como imobilidade, ataxia,
extensdo dos membros posteriores e limpeza excessiva (55).

Por outro lado, varias pesquisas tém sido realizadas com as toxinas
animais de uma maneira geral, no sentido de se obter um produto menos
téxico, mas que preserve, no entanto, suas propriedades biologicas e
imunogénicas originais. Neste sentido podemos citar o uso de formaldeido (56),
carboximetil-celulose (57), irradiacdo com raios X (58), ultravioleta (59),
glutaraldeido (60) e outros reagentes, com resultados variaveis. Dentre estes
métodos, a radiagdo gama produzida por Cobalto-60 (**Co) vem demonstrando
excelentes resultados na atenuacdo da toxicidade dos venenos de serpentes,
sendo capaz de diminui-la, sem alterar as propriedades biolégicas e sem
adicionar nenhuma substancia nova, tornando-se extremamente uGtil na
minimizagéo de suas atividades tdxicas (61-65).

A radiacdo gama é uma radiacao eletromagnética cujas caracteristicas
sao a alta energia associada a auséncia de massa. Possui elevado poder de
penetracdo e capacidade de promover ioniza¢des e excitacdes no meio onde
se propaga. Classificada como radiag&o ionizante, atravessa qualquer tipo de
matéria removendo elétrons da camada periférica dos atomos, resultando na
formacdo de pares de ions positivos e negativos. Este tipo de radiacédo
eletromagnética pode ainda levar a uma excitacao onde elétrons das camadas
externas dos atomos absorvem energia suficiente para atingir o estado
energético mais alto, permanecendo associados ao atomo e emitindo energia
sob a forma de luz visivel ou ultravioleta (66).

A irradiacdo de proteinas em seu estado seco ou em solucdo leva a
alteragbes quimicas, fisico-quimicas e estruturais bastante significativas. Estas
mudangas resultam em uma diminuicdo e inativagdo de algumas atividades
biolégicas destas proteinas, tais como atividades tdxicas, enzimaticas e/ou
imunologicas (67). Murata et al., (68), estudando a detoxificagéo do veneno de
Crotalus durissus terrificus, em solug¢do, através da irradiagdo com raios gama
em varias doses, concluiram que a dose de 2,0 Kilograys (kGy) é a mais eficaz

na detoxificagdo deste veneno.

11
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O isolamento de toxinas ou proteinas objetivando elucidar as a¢des dos
raios gama na detoxificagdo de venenos torna a giroxina um modelo ideal para
o estudo dos efeitos dessa radiagado, podendo diminuir ou seus efeitos toxicos
observados em animais. Este modelo podera ser utilizado para outras tantas
importantes toxinas, que apesar de inegaveis efeitos farmacolégicos Uteis ao
homem, ainda possuem elevada atividade tdxica, o que inviabiliza seu uso

muitas vezes.

12
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Objetivos

2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo geral

O presente estudo teve como objetivo avaliar os efeitos in vitro e in vivo
da giroxina nativa e irradiada com Cobalto-60 (*°Co) isolada e purificada do

veneno de Crotalus durissus terrificus.
2.2. Objetivos especificos

e Isolamento e purificagdo da giroxina a partir do veneno de
Crotalus durissus terrificus;

e Irradiagédo da enzima com ®°Co;

e Comparagdo da dose coagulante minima da giroxina nativa e
irradiada;

o Comparagéao da toxicidade in vivo da giroxina nativa e irradiada;

o Avaliacao da toxicidade in vitro da giroxina nativa.
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3.1. Material

3.1.1. Veneno

O veneno utilizado foi obtido a partir do “pool” de venenos extraidos de
serpentes adultas da subespécie Crotalus durissus terrificus, de ambos os
sexos e microchipadas individualmente, criadas e mantidas no serpentario do
Centro de Estudos de Venenos e Animais Pegonhentos (CEVAP), localizado na

Fazenda Experimental Lageado - UNESP, Campus de Botucatu.

3.1.2. Animais

Foram utilizados camundongos Swiss, de ambos o0s sexos, com
aproximadamente 21 dias de idade, com peso entre 18g a 22g, mantidos em
gaiolas abastecidas com agua e racdo ad libitum em ambiente com
temperatura controlada (24 + 2°C) e ciclo claro-escuro (12/12 horas),

fornecidos pelo Biotério Central da UNESP, Campus Botucatu.

3.1.3. Plasma humano

O plasma humano utilizado para os experimentos de coagulagao foi
obtido de doadores de sangue voluntarios, de ambos os sexos, com idades
compreendidas entre 18 a 42 anos, que se se dispuseram a doar sangue para
o Banco de Sangue da Divisdo Hemocentro da Faculdade de Medicina de
Botucatu — UNESP.

3.1.4. Fonte de irradiagao

Foi utilizada uma fonte de Cobalto-60 (Gama Cell 220, Atomic Energy
Agency of Canada), disponivel no Departamento de Aplicagbes de Técnicas
Nucleares do IPEN/CNEN — USP, Sao Paulo.
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3.2. Métodos

3.2.1. Extragao do veneno

A extragdo do veneno foi realizada segundo metodologia desenvolvida
pela equipe técnica do Laboratério de Extragcao de Venenos do CEVAP. Apéds a
anestesia da serpente em gas carbbnico (CO;), o veneno foi coletado em
microtubos tipo Eppendorf®, congelado a -20°C, liofilizado, pesado, aliquotado,

identificado e estocado em freezer a -20°C.

3.2.2. Isolamento da serinoprotease

Aproximadamente 1,09 do veneno de Crotalus durissus terrificus foi
suspenso em tampdo Formiato de amobnio (0,05 M pH 3,5) e a seguir
fracionado em coluna de gel filtragdo Sephadex G-75 (110 x 4,0 cm)
previamente equilibrada com o mesmo tampao. Foram coletados cerca de 10
mL/tubo em fluxo de 30mL/h a temperatura ambiente em sistema de coletor de
fragbes LKB-Pharmacia, para a obtencao das fragcdes de diferentes pesos.

Posteriormente, para a obtengcdo da serinoprotease trombina-simile do
veneno de Crotalus durissus terrificus, os tubos com atividade coagulante
resultantes da primeira etapa cromatografica foram reunidos (100 mg da
serinoprotease concentrada em 5 mL), centrifugados a 12.000 xg por 10
minutos e aplicados em coluna de afinidade Benzamidina-Sepharose 6B (8,5 x
2,5 cm) previamente equilibrada com tampéo Tris-HCI 0,05M pH 7,4 (tampéo
1). A eluigéo foi realizada com 30 mL de Tris-HCI 0,05M pH 7,4 + NaCl 0,5M
(tampéo 2) e 20 mL de glicina 0,02M pH 3,2 (tampéao 3) sendo que as fracdes
eluidas em glicina foram neutralizadas diretamente no tubo coletor com 400 uL
de Tris-HCI 1,0M pH 9,0. O fluxo de coleta foi de 30 mL/hora, sendo coletados
3,0 mL/tubo a temperatura de 25°C.

Para a andlise do grau de pureza, aproximadamente 1mg da
serinoprotease isolada foi diluida em 250uL de acido trifluoracético (TFA) 0,1%
(v/v) e submetida em um sistema de cromatografia liquida de alta eficiéncia em
coluna de fase reversa (RP-HPLC) C-2/C-18 (2,0 x 25,0cm). A eluicdo da

amostra foi inicialmente realizada em acido trifluoracético (TCA) 0,1% (v/v),
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seguindo com gradiente de concentracdo linear de acetonitrila 70% em um
fluxo de 1mL/min a temperatura ambiente. O pico Unico da serinoprotease em
questao foi separado e liofilizado para a determinacdo da atividade coagulante
e toxicidade.

O isolamento desta serinoprotease foi realizado em colaboragédo com o
Prof. Dr. Andreimar Martins Soares do Departamento de Analises Clinicas,
Toxicolégicas e Bromatologicas da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de
Ribeirdao Preto-USP.

3.2.3. Irradiagido da serinoprotease com Cobalto-60 (*°Co)

As amostras isoladas foram diluidas em solucdo de cloreto de sodio
0,15M, acidificada com acido cloridrico 1,0M até o pH de 3,5 e centrifugada a
17.300 xg durante 10 minutos a 4°C. Estas foram submetidas a fonte de ®Co
com uma taxa/dose de 2,36 kGy/h, nas doses de 0,5; 1,0 e 2,0 kGy e
concentracdo de 2mg/mL. A irradiacdo das amostras ocorreu sempre na
presenca de oxigénio, a temperatura ambiente e de forma homogénea e

ininterrupta (69).

3.2.4. Andlise eletroforética
As eletroforeses em gel de poliacrilamida a 13,5% na presenga de SDS
(SDS-PAGE) em um sistema desnaturante e reduzido foram realizadas
conforme a técnica descrita por Laemmli (70).
Para o gel de separacao foram utilizadas as seguintes solugdes:
e Tampéo de separagéo Tris-HCI pH 8,8;
e SDS (Dodecil sulfato de sédio) (Sigma Chem. Co) a 10%;
e Agua destilada;
e Acrilamida:Bis 30:0,8 (Sigma Chem. Co);
e Persulfato de aménio (Sigma Chem. Co) a 10%;

o Temed (N',N",N",N’- tetrametilenodiamino) (Sigma Chem. Co).
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Para o gel de empilhamento (4%) foram utilizados:
e Tampéao de empilhamneto Tris-HCI pH 6,8;
o SDS (Dodecil sulfato de soédio) (Sigma Chem. Co) a 10%;
e Agua destilada;
¢ Acrilamida:Bis 30:08 (Sigma Chem. Co);
o Persulfato de amoénio (Sigma Chem. Co) a 10%;

o Temed (N',N",N",N’- tetrametilenodiamino) (Sigma Chem. Co).

Uma solugédo contendo Tris-base, glicina e SDS 10% com pH 8,6 foi
utilizada como tampao de corrida para o catodo e a mesma solu¢do para o
anodo.

As amostras contendo 8ug de serinoprotease nativa e 6ug de
serinoprotease irradiada (0,5; 1,0 e 2,0 kGy) foram dissolvidas em 20uL do
tampao de amostra constituido por:

e [B-mercaptoetanol (Sigma Chem. Co);

e SDS (Dodecil sulfato de sédio) (Sigma Chem. Co) 10%;
e Tampéo de empilhamento Tris-HCI pH 6,8;

e Gilicerol;

o Azul de bromofenol (Sigma Chem. Co);

e Agua destilada.

Em seguida, as amostras foram aquecidas por cinco minutos a 70°C. A
eletroforese foi conduzida a uma voltagem constante de 150V, com a
amperagem aberta (corrente variavel), por aproximadamente 15 minutos. Apos
o término desta corrida, a fonte foi programada para uma voltagem de 200V,
com a amperagem aberta por 40 minutos até o indicador azul de bromofenol
alcancar a porg¢éo inferior do gel.

Terminada a migragcéo das proteinas, o sistema foi desligado e o gel foi

transferido para um recipiente contendo a solu¢do corante composta por
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Coomassie Briliant Blue R250 (Sigma Chem. Co), metanol, 4gua destilada e
acido acético. Este gel foi corado por aproximadamente quarenta minutos e
entdo descorado com uma solugdo contendo acido acético, etanol comercial e
agua destilada. Esta solugdo foi trocada periodicamente até que as bandas
fossem visualizadas.
O peso molecular foi estimado pelo padrdo de peso molecular (Sigma

Chem. Co), contendo as seguintes proteinas:

e soroalbumina bovina (66 kDa);

e ovoalbumina (45 kDa);

o (gliceraldeido-3-fosfato-desidrogenase (36 kDa);

¢ anidrase carbdnica (29 kDa);

o tripsinogénio (24 kDa);

¢ inibidor de tripsina (20.1 kDa) e

e o-lactoalbumina (14.2 kDa).

A analise eletroforética da toxina nativa e irradiada foi realizada em
colaboragdo com o Prof. Dr. Andreimar Martins Soares do Departamento de
Analises Clinicas, Toxicolégicas e Bromatologicas da Faculdade de Ciéncias

Farmacéuticas de Ribeirdo Preto-USP.

3.2.5. Focalizagao isoelétrica

A eletrofocalizagdo da serinoprotease nativa isolada e purificada do
veneno de Crotalus durissus terrificus foi realizada segundo o método descrito
por Vesterberg (71), com algumas modificacbes como descrito a seguir. O
experimento foi realizado no Departamento de Fisica e Quimica da Faculdade
de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdao Preto — USP, com a colaboracdo da

Profa. Dra. Eliane C. A. Braga.

20



Material e Métodos

O gel foi preparado a 7% (m/v) em acrilamida (solugdo estoque: bis-
acrilamida 0,8:30), contendo:
o 1,3g de sacarose;
o 650uL de anfélitos (Pharmacia);
e 40% de pl variavel de 3,0 a 10,0;
e 0,17% de Temed (N",N",N",N"- tetrametilenodiamino) (v/v) e

e 0,075% de persulfato de aménio (m/v)

A solucdo do gel foi completada para um volume final de 10mL de agua
destilada e polimerizada em placa de vidro 12x14cm utilizando como suporte
uma borracha em forma de U. O gel foi colocado sobre uma placa refrigerada
ligada a um banho termostatizado a 4°C. A placa milimetrada foi previamente
umedecida com glicerina, para melhor refrigeragcdo do gel. Dois strips da
Pharmacia Biotech® foram utilizados para conectar o gel e os eletrodos de
platina, sendo o catodo embebido em uma solugdo de NaOH 1M e o &nodo em
acido fosférico 1M. Os eletrodos de platina foram centralizados sobre as tiras
de papel e o sistema entdo fechado. A fonte de alta voltagem foi ajustada para
valores maximos de 500V, 10mA, 3 Watts e 30 minutos para a realizagdo de
uma preé-corrida.

Em seguida, as amostras foram aplicadas sempre no cruzamento de
duas linhas azuis, exatamente sobre a linha mais central do gel. A fonte foi
programada para 500V, 15mA, 10 Watts durante cinco horas. O final da corrida
foi determinado quando a fonte marcasse uma alta voltagem e uma baixa
amperagem (cerca de TmA).

Apés a focalizagdo isoelétrica, foram seccionados cerca de 1cm de
largura (no sentido do comprimento) de cada extremidade do gel e colocados
em tubos de ensaio contendo 200uL de agua destilada para a leitura do pH
ap6s duas horas em repouso. Em seguida, foi construido o grafico de
determinagéo do gradiente de pH. O restante do gel contendo as amostras foi

fixado em solugéo de acido tricloroacético por 30 minutos, prosseguindo com a
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utilizacdo de um kit para coloracdo por prata seguindo o protocolo da

Pharmacia Biotech®.

3.2.6. Determinagao da sequéncia N-terminal

A analise da sequéncia N-terminal da serinoprotease purificada nativa foi
realizada em um sequenciador automatico de proteinas da Shimadzu (modelo
PPSQ-23A). Uma solugao com aproximadamente 1mg/mL da enzima foi
aplicada no sequenciador e sua sequéncia foi determinada pelo método de
degradacao de Edman (72).

Apéds a determinacdo da sequéncia da serinoprotease, foi comparada a
sua homologia de aminoacidos com outras quatro serinoproteases
anteriormente sequenciadas e obtidas no NCBI (National Center for
Biotechnology Information), a saber: Trombina-simile semelhante a giroxina de
Lachesis muta muta; Ancrod de Agkistrodon rhodostoma; Crotalase de Crotalus
adamanteus e Giroxina da Crotalus durissus terrificus. As seqiiéncias foram
analisadas por alinhamento usando programa BLAST (73). Estes experimentos
foram realizados em colaboragdo com o Prof. Dr. Andreimar Martins Soares do
Departamento de Andlises Clinicas, Toxicolégicas e Bromatolégicas da

Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto-USP.

3.2.7. Especificidade sobre substratos sintéticos cromogénicos

A habilidade da enzima nativa purificada em hidrolisar os substratos
cromogénicos S-2238 (para enzima trombina-simile) e S$-2288 (para
serinoproteases) (Chromogenix) na concentracdo final de 0,5mM foi realizada
em leitor de microplacas Thermomax (Molecular Devices, Menlo Park, CA) e
monitorada a 405nm por 20 minutos a uma temperatura de 37°C. Quando
indicado os inibidores de serinoprotease (Fenilmetanosulfonilfluoridro (PMSF)
20mM e benzamidina 150mM) e  metaloprotease  (Acido
etilenodiaminotetracético (EDTA) 20mM e 1,10-fenantrolina 10mM), os
tampdes com diferentes pHs (3,5; 4,5; 5,5; 6,8; 7,5; 8,5; 11; 13) e metais

divalentes 10mM (Ca?*; Ba?*; Mn?*; Cu®*) foram pré-incubados por 20 minutos
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a 37°C com 20ug/mL de giroxina nativa, sendo que a reacdo enzimatica foi

desencadeada pela adigéo do substrato cromogénico S-2238 (74).

3.2.8. Atividade coagulante sobre o plasma humano

A atividade coagulante é caracterizada pelo imediato aparecimento da
rede de fibrina, sendo que a Dose Coagulante Minima (DCM) é definida pela
quantidade de uma determinada enzima capaz de coagular 200 uL de plasma
em 60 segundos (75).

As amostras de sangue foram coletadas de doadores sadios em
presenca de citrato de sédio a 3,8%, na propor¢cdo de 9:1 e centrifugadas a
2500 xg a 4°C por 15 minutos para a obtenc¢éo do plasma. Para a dosagem do
nivel de fibrinogénio contido no plasma foi utilizado um analisador automatico
de coagulagao sanguinea (Sysmex CA-1500).

A atividade foi realizada utilizando 200 uL de plasma humano citratado
incubados em diferentes concentragbes da giroxina nativa e irradiada (3 a 25
Mg) diluidas em agua miliQ com diferentes pHs (4,0; 6,0 e 7,4) na
concentragdo de 1mg/mL. Esta mistura foi incubada em banho-maria a 37°C e
o tempo de formacdo da rede de fibrina foi cronometrado. Cada dose foi
efetuada em triplicata. O periodo maximo de observacéo para a formagéo da
rede de fibrina foi de cinco minutos, ap6s este tempo é caracterizado como
sem atividade coagulante.

Os testes de atividade coagulante da giroxina foram realizados em
colaboracdo com o Profa. Dra. lzolete Aparecida Thomazini Santos do

Laboratério de Hemostasia da Faculdade de Medicina de Botucatu-UNESP.

3.2.9. Toxicidade in vivo

O comportamento caracteristico causado pela giroxina € o rolamento em
barril. Para observagéo desse efeito neurotdxico foram utilizados camundongos
Swiss, de ambos os sexos, pesando entre 18 a 22g, divididos em dois grupos
(Grupo 1: giroxina nativa, Grupo 2: giroxina irradiada), cada um constituido de

12 animais.
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A toxina nativa e irradiada (0,5 kGy) na concentracdo de 1mg/mL foi
administrada via intraperitoneal nas doses de 2 a 12ug/20g de peso corporeo.
Os animais ficaram sob observacdo e filmagem por aproximadamente 90

minutos para registro do efeito (55).

3.2.10. Toxicidade in vitro

A atividade da giroxina nativa sobre as contragdes musculares foi
avaliada em preparacbes nervo frénico musculo diafragma de
camundongos por meio de registros miograficos in vitro. O experimento foi
realizado no Departamento de Farmacologia do Instituto de Biociéncias de
Botucatu — UNESP, com a colaborag&o da Profa. Dra. Marcia Gallacci.

Os camundongos foram sacrificados por deslocamento cervical e
exanguinado por secgao dos grandes vasos cervicais. Apos toracotomia ampla,
a preparagéo do nervo frénico-musculo diafragma foi removida (76). Durante
este periodo a preparagédo foi umedecida intermitentemente com solugéo
nutriente de Ringer mM constituida por: NaCl 135; KCI 5; MgCl, 2; NaHCO3 15;
Na;HPO4 1; CaCl, 2; e glicose 11. A seguir, o hemidiafragma esquerdo foi
cortado em forma de tridngulo e montado verticalmente em cuba para 6rgéo
isolado, contendo 10 mL de solugdo nutriente, constantemente borbulhada com
carbogénio (95% O, e 5% CO,). O bordo costal diafragmatico foi conectado a
um suporte de vidro em forma de L. O centro tendineo do mdusculo foi
conectado a um transdutor de tenséo isométrica (Grass, FT03), acoplado a um
amplificador de sinal (Gould Systems, 13-6615-50). Os registros foram
efetuados em um computador, através de um sistema de aquisicdo de dados
(Gouls Systems, Summit ACQuire e Summit DataViewer).

Para evocar as concentragbes musculares através de estimulos
indiretos, a extremidade livre do nervo frénico foi aspirada por um eletrodo de
platina “de sucg¢édo”, que se encontrava acoplado a um estimulador elétrico
(Grass, S88). O eletrodo de referéncia, constituido por um fio de platina
enrolado no suporte de vidro em forma de L, servia também para fixar o

musculo.
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As contragbes musculares foram evocadas indiretamente, por pulsos
elétricos retangulares com duragéo de 0,5 ms, intensidade supramaxima e
freqUéncia de 0,2 Hz.

Em todos os experimentos, as preparagdes foram mantidas a 35 £ 2°C e
submetidas a um periodo de estabilizacdo de 45 minutos, durante os quais o
liquido nutriente foi trocado a cada 15 minutos. A seguir, foram registrados 15
minutos de contragdo controle (na auséncia de qualquer toxina).
Subseqlientemente, a giroxina nativa foi preparada individualmente nas
concentracdes de 25ug e 40ug/mL de solugédo nutriente contidas na cuba, e
entdo foi adicionada ao banho onde foi avaliado o decréscimo percentual das

contragbes indiretas ap6s 90 minutos.

3.2.11. Aprovagio do projeto de pesquisa pela Comissdo de Etica em

Experimentagao Animal.

A referida pesquisa foi certificada pela CEEA (Comissdo de Etica em
Experimentacdo Animal) no dia 27 de margo de 2008 pelo protocolo n° 657,
conforme anexo. Convém salientar que a mesma esta de acordo com os
Principios Eticos na Experimentacdo Animal adotado pelo Colégio Brasileiro de

Experimentacado Animal (COBEA) (Anexo).

3.2.12. Andlise estatistica

A analise dos resultados da especificidade sobre os substratos sintéticos
cromogénicos foi realizada através de média e desvio padrao, onde o nivel de
significancia estabelecido foi de P<0.05.

Os resultados referentes a atividade coagulante foram agrupados em
média, desvio padrao e erro padrdao da média através da analise de variancia
(ANOVA). Para obter a Dose Coagulante Minima (DCM) foi utilizado o teste de
Anélise de Regressao Potencial do tipo: y=A . x®.

Os resultados experimentais do teste de toxicidade in vitro foram
agrupados em média e erro padrdo da média (EPM). As diferengcas entre os

valores médios foram testadas através do teste “t Student”.
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4.1. Isolamento e purificagao da serinoprotease
Um perfil tipico de cromatografia de gel filtragdo em coluna Sephadex G-

75 do veneno nativo de Crotalus durissus terrificus é mostrado na Figura 4,

destacando-se quatro picos bem definidos, onde o segundo pico foi eluido na

posicao correspondente ao peso molecular da enzima trombina-simile de

interesse.
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Figura 4. Fracionamento do veneno de Crotalus durissus terrificus em coluna de gel

filtragcdo por exclusdo de peso molecular em Sephadex G-75 revelando quatro picos

caracteristicos (CVx: Convulxina, Giroxina, CTx: Crotoxina e CTm: Crotamina). A

amostra foi eluida em tampdo Formiato de amébnio 0,05M pH 3,5 a um fluxo de

30mL/h, coletando-se fragbes de 10mL/tubo a temperatura ambiente (25°C).
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Os tubos com atividade coagulante, contendo 100 mg da amostra do
pico Il isolados na etapa de gel filtragédo, foram reunidos e aplicados em coluna
de afinidade Benzamidina-Sepharose 6B, gerando trés picos de

serinoproteases conforme Figura 5.
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Figura 5: Cromatografia de afinidade em Benzamidina-Sepharose 6B (8,5 x 2,5cm) do
pico Il isolado por gel filtracdo. A coluna foi equilibrada com o tampé&o Tris-HCI 0,05M
pH 7,4 (Tampao 1). Amostra: 100mg da amostra isolada do pico Il concentrada em
5mL e centrifugada a 12.000 xg por 10 minutos foi aplicada a coluna. A eluigéo foi feita
respectivamente, com 30mL de Tris-HCI 0,05M pH 7,4 + NaCl 0,5M (Tamp&o 2) e
20mL de Glicina 0,02M pH 3,2 (Tampao 3), sendo as fragdes eluidas em Glicina,
neutralizadas diretamente no tubo coletor com 400uL de Tris-HCI 1,0M pH 9,0. Fluxo

de 30mL/hora, sendo coletados 3,0mL/tubo a temperatura ambiente (25°C).

4.2. Avaliagao do grau de pureza da serinoprotease
Os tubos com atividade coagulante, resultantes da separagcdo e
purificacdo cromatografica referentes ao terceiro pico da Figura 5, foram
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reunidos e avaliados em relacdo ao seu grau de pureza. A analise eletroforética
realizada em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) a 13,5% revelou o
aparecimento de uma unica banda, demonstrando o alto grau de pureza obtido
pelas etapas cromatograficas, com uma massa molecular de aproximadamente
30 kDa (Figura 6A). A serinoprotease apresentou uma uUnica banda na
focalizacdo isoelétrica, confirmando ser uma proteina de cadeia Unica e com
um valor aproximado de 5,5 para o seu ponto isoelétrico (pl) conforme Figura
6B. A cromatografia liquida de alta eficiéncia em coluna de fase reversa revelou
um Unico pico referente a proteina de interesse que foi eluida em torno de 47

minutos, demonstrando assim, o alto grau de pureza da amostra (Figura 6C).

5 30
1 2 3 9
kDa:
66 254
36 gzo- ;\;
Q @
29 gm- ¥ Qo
24 8 0 &
5 € . 2
5 =104 n
201 - T
p
5
142 - ! 0
o T | P——
0 T L] T T L T
A B 3 0 15 30 45 B0 75 90 C

Tempo de retencéo

Figura 6. Analise do grau de pureza da serinoproteinase isolada e purificada. (A) Gel
de poliacrilamida a 13,5% (SDS-PAGE). (1) Padrédo de Peso Molecular e (2, 3)
Serinoprotease nativa purificada; (B) Determinagdo do ponto isoelétrico da enzima
trombina-simile nativa através de eletroforese em gel de poliacrilamida. Escala de pHs
3,5 a 9,5; (C) Cromatografia liquida de alta eficiéncia em coluna de fase reversa
C2/C18 (4,6 x 100 mm) de 1mg da proteina purificada revelando um Unico pico. A
coluna foi equilibrada nos solventes de corrida (solvente A: acetonitrila 5%, TFA 0,1%;

solvente B: acetonitrila 60%, TFA 0,1%) e a eluigdo seguiu com um gradiente de
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0 — 100% de concentragdo do solvente B, com um fluxo de 1,0mL/min. durante 110
minutos. A proteina de interesse foi eluida em torno de 47 minutos. Os picos foram

monitorados na absorvancia de 280nm, e registrados por software Dataq (Dataq, Inc.).

4.3. Determinagao da sequéncia N-terminal

O sequenciamento do N-terminal da serinoprotease purificada foi similar
a outras serinoproteases trombina-simile. Os 20 aminoacidos obtidos da
giroxina mostraram uma identidade de aproximadamente 100% quando
comparadas com as proteinas previamente depositadas no NCBI (National
Center for Biotechnology Information) sendo elas: Trombina-simile analoga a
giroxina de Lachesis muta muta, Ancrod de Agkstrodon rhodostoma, Crotalase
de Crotalus adamanteus e Giroxina de Crotalus durissus terrificus, conforme

demonstrado na Figura 7.

10 20 30 40 48
1 Lmm VIGGDECNIN EHRFLVALYD GLSG-TFLCG GTLINQEWVL TAQHCNRS
2 Anc VIGGDECNIN EHRFLVALYD GTNW-TFICG GVLIHPEWVL TAEHCARR
3 Cro VIGGDECNIN EHRFLVALYD YWXQ-XFL

4 GyrVIGGDECNIN EHRFLVALYE YWS-ESFL CGG

5 Gir VIGGDECNIN EHRFLVALYE

Figura 7. Comparagéo entre as sequéncias N-terminais do sequenciamento da (1-
Lmm) trombina-simile analoga a giroxina de Lachesis muta muta, (2-Anc) Ancrod de
Agkistrodon rhodostoma, (3-Cro) Crotalase de Crotalus adamanteus e (4-Gyr) Giroxina
da Crotalus durissus terrificus e (5-Gir) a seqléncia obtida por meio do

sequienciamento realizado na serinoprotease purificada.

Diante do resultado deste sequenciamento podemos classificar a
serinoprotease isolada e purificada do veneno de Crotalus durissus terrificus

como giroxina.
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4.4. Analise eletroforética da giroxina irradiada com Cobalto-60 (*°Co).

A mesma metodologia foi utilizada para a anadlise eletroforética da
giroxina irradiada com a fonte de ®°Co nas doses de 0,5; 1,0 e 2,0 kGy. O perfil
eletroforético das amostras mostrou uma difusdo crescente da proteina no gel,

a medida que a dose de radiacao aumentou.

KDa: Ll
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Figura 8. Analise eletroforética da giroxina nativa e irradiada. (1) Padrao de Peso
Molecular; (2) Veneno bruto de Crotalus durissus terrificus; (3) giroxina nativa; (4)
giroxina irradiada 0,5 kGy; (5) giroxina irradiada 1,0 kGy e (6) giroxina irradiada 2,0
kGy.

4.5. Especificidade sobre substratos sintéticos cromogénicos

A giroxina nativa foi capaz de hidrolisar os substratos cromogénicos S-
2238 (enzima trombina-simile) e S-2288 (serinoprotease) em uma
concentracdo-dependente (Figura 9A), confirmando ser uma enzima trombina-
simile da classe serinoprotease. A atividade enzimatica da giroxina sobre o
substrato S-2238 foi inibida por PMSF e benzamidina, sendo que estes sao
considerados inibidores de serinoproteases, enquanto que EDTA e 1,10-

fenantrolina ndo foram capazes de sensibilizar a atividade proteolitica sobre o
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substrato, pois sdo descritos como inibidores de metaloproteases (Figura 9B).
A atividade da giroxina foi maior no pH com valores de 5,5 a 8,5. Nao houve
deteccao de atividade da giroxina sobre o substrato S-2238 nos pHs de 3,5; 4,5
e 13 (Figura 9C). Também foi testada a influéncia de diferentes ions divalentes
na hidrolise de S-2238 induzida pela giroxina. Como mostrado na Figura 8D,
nenhuma atividade foi observada na presenga de Mn?* ou Cu?*, mas com a
adicédo de Ca® toda a atividade da giroxina sobre o substrato foi restaurada.
Em paralelo, a adigdo de Ba®" ndo foi capaz de restaurar a atividade da

giroxina.
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Figura 9. Atividade da giroxina sobre substratos sintéticos cromogénicos (0.5 mM). (A)
Hidrélise concentragdo-dependente de S-2238 e S-2288, (B) Efeito dos inibidores,
auséncia de inibidor (coluna 1), EDTA 20 mM (coluna 2); 1,10-fenantrolina 10 mM
(coluna 3); PMSF 20 mM (coluna 4) ou benzamidina 150 mM (coluna 5), (C) Efeito do
pH (3,5; 4,5; 5,5; 6,8; 7,5; 8,5; 11; 13) e (D) Efeito dos metais divalentes 10 mM,
auséncia de adigdo (coluna 1), Ca?* (coluna 2), Ba** (coluna 3), Mn?* (coluna 4), Cu®*
(coluna 5) na hidrolise de S-2238 induzida por 20 pg/mL de giroxina nativa apos 10
minutos a 37°C. Dados expressados por media + desvio padrdo de dois experimentos
individuais (n=3). (*) representa nivel de significancia (P <0.05) comparado a coluna 1.
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4.6. Atividade coagulante sobre o plasma humano

A giroxina isolada do veneno de Crotalus durissus terrificus apresentou
alta atividade coagulante sobre o plasma humano, o qual apresentava um nivel
de fibrinogénio de 292 mL/dL no momento dos testes. A giroxina nativa, em
diferentes concentragdes, foi capaz de induzir a formagéo da rede de fibrina e

conseqlente formacgao do coagulo (Figura 10).

Figura 10. Atividade Coagulante da giroxina nativa. (A) Coagulo de fibrina formado
apos incubacado do plasma humano com giroxina nativa; (B) Detalhe da formacao da

rede de fibrina.

As concentracdes da giroxina nativa (pH 4,0), o tempo de coagulacao de
cada teste realizado em triplicata e as respectivas médias em segundos, estéo

listadas na Tabela 3.
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Tabela 3. Concentragdes da giroxina nativa (pH 4,0) utilizada para a avaliacao
do tempo de coagulacdo, média das triplicatas, desvio padrédo e erro padréo da

média. Intervalo de Confianga 95%.

Concentragao Média Desvio Padrao Erro Padrao da
(ng) (segundos) Média
5 ug 70 +2,0 1,15
10 ug 55 +1,0 0,57
15 ug 45 +0,0 0,0
20 ug 31,3 +1,52 0,88
25 ug 28 +0,0 0,0

A atividade coagulante da giroxina nativa no pH 4,0 também foi
confirmada por meio da atividade dose-dependente realizada para obtengéo da
dose coagulante minima (DCM) que pela andlise de regressdo potencial foi

determinada em 0,037 pg/uL de plasma humano (Figura 11).
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Figura 11. Avaliagdo da Dose Coagulante Minima da giroxina nativa (pH 4,0) pela

analise de regressao potencial. y=192,93x"°%? R?=0,9337.
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As concentrac¢des da giroxina nativa (pH 6,0), o tempo de coagulacao de

cada teste realizado em ftriplicata e as respectivas médias estido listadas na

Tabela 4.

Tabela 4. Concentragbes da giroxina nativa (pH 6,0) utilizada para a avaliagdo
do tempo de coagulacao, média das triplicatas, desvio padréo e erro padréo da

média. Intervalo de Confianga 95%.

Concentragao Média Desvio Padrao Erro Padrao da
(ng) (segundos) Média
3 ug 65,3 +1,52 0,88
5 ug 36 +1,0 0,57
10 ug 23,7 +0,57 0,33
15 ug 22,7 + 0,57 0,33
20 ug 17 +0,0 0,0
25 ug 15,7 +1,15 0,66

A atividade coagulante da giroxina nativa no pH 6,0 também foi
confirmada por meio da atividade dose-dependente realizada para obtencéo da
dose coagulante minima (DCM) que pela analise de regressdo potencial foi

determinada em 0,015 pg/uL de plasma humano (Figura 12).
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Figura 12. Avaliagdo da Dose Coagulante Minima da giroxina nativa (pH 6,0) pela

analise de regresséo potencial. y=114,02x*%", R?=0,9524.

As concentra¢des da giroxina nativa (pH 7,4) , o tempo de coagulagao
de cada teste realizado em ftriplicata e as respectivas médias estao listadas na
Tabela 5.

Tabela 5. Concentragdes da giroxina nativa (pH 7,4) utilizada para a avaliagéo
do tempo de coagulacdo, média das triplicatas, desvio padrao e erro padrao da

média. Intervalo de Confianga 95%.

Concentragéao Média Desvio Padrao Erro Padrao da
(ng) (segundos) Média
3 ug 84 + 3,60 2,08
5 ug 50,7 +0,57 0,33
10 ug 32,7 +0,57 0,33
15 g 20 +0,0 0,0
20 ug 14,7 +0,57 0,33
25 ug 13,3 +0,57 0,33
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A atividade coagulante da giroxina nativa no pH 7,4 também foi

confirmada através da atividade dose-dependente realizada para obtencéo da

dose coagulante minima (DCM) que pela andlise de regressido potencial foi

determinada em 0,021 pg/uL de plasma humano (Figura 13).

Tempo de Coagulagao (segundos)
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Figura 13. Avaliacdo da Dose Coagulante Minima da giroxina nativa (pH 7,4) pela

analise de regressao potencial. y=220,13x%"°, R?=0,9899.

A giroxina isolada do veneno de Crotalus durissus terrificus e irradiada

nas doses de 0,5; 1,0 e 2,0 kGy ndo apresentou atividade coagulante sobre o

plasma humano. Mesmo em diferentes concentragdes nao foi capaz de induzir

a formacao da rede de fibrina e consequiente formagéo do coagulo (Figura 14).
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Figura 14. Atividade Coagulante da giroxina irradiada em diferentes doses de ®Co
evidenciando a ndo formagcdo do coagulo de fibrina apés incubagdo do plasma

humano

4.7. Neurotoxicidade in vivo

O efeito neurotoxico da giroxina nativa nas doses de 0,1 a 0,6 ug/g (2 a
12ug/20g de camundongo) foi observado e filmado durante 90 minutos e
ocorreu entre 5 e 15 minutos ap6s a sua administracdo intraperitoneal Os
sintomas observados foram agitacédo inicial seguida de aumento na respiragéo,
extensdo dos membros posteriores e limpeza excessiva. Os animais n&o
apresentaram o rolamento em barril e se recuperaram em aproximadamente
uma hora ap6s a administracado da giroxina e apos 24 horas n&o apresentaram
qualquer sintoma.

As mesmas doses de giroxina irradiada foram administradas via
intraperitoneal, sendo que neste caso nao foram observados qualquer tipo de

efeito neurotoxico.

4.8. Neurotoxicidade in vitro

A giroxina nativa ndo promoveu o bloqueio progressivo e tempo-
dependente das contracbes musculares evocadas indiretamente nas
preparacbes nervo frénico musculo diafragma de camundongos,

conforme a Figura 15.
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Figura 15. Efeito da aplicagédo da giroxina nas concentra¢des de 25 e 40 pg/ml sobre

as contragdes musculares evocadas indiretamente nas preparagdes do nervo frénico

do musculo diafragma de camundongos.
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5. DISCUSSAO

O uso de produtos naturais com propriedades terapéuticas € tdo antigo
quanto a propria civilizacao humana. Atualmente a busca de novas moléculas a
partir de extratos de plantas, venenos e pegonhas animais vem contribuindo
para originar novos medicamentos (77). Estima-se que 60% das drogas anti
tumorais e anti-infecciosas que se encontram disponiveis comercialmente no
mercado, ou que estdo em estudos na fase clinica, sdo de origem natural.
Assim as toxinas animais também ganharam seu espagco no mercado
farmacéutico, inclusive as ofidicas (78).

Diante deste desafio, o isolamento de toxinas e enzimas com
propriedades trombina-simile a partir de venenos de serpentes tem se tornado
de grande interesse para a comunidade cientifica devido ao possivel
desenvolvimento de reagentes para diagnoésticos e no tratamento de alteragbes
hemostaticas (44).

Atualmente, as técnicas mais utilizadas para isolar e purificar estas
toxinas tém sido cromatografias em gel filtracdo e seguidas de afinidade (48,
79), com pequenas alteracdes, buscando as condigbes ideais para melhor
resolugéo e rendimento. No entanto, Markland et al., (80), em 1971, isolaram e
caracterizaram uma trombina-simile de Crotalus adamanteus, a Crotalase,
utilizando para isso cinco etapas cromatograficas (Sephadex G-100, DEAE-
Celulose, Hidroxiapatita, Sephadex G-100 e DEAE-Celulose).

Outra importante enzima com caracteristica trombina-simile é a giroxina,
uma serinoprotease isolada e purificada do veneno de Crotalus durissus
terrificus. Para sua obtencgao, varios métodos e técnicas cromatograficas estéo
descritas como: Seki et al, em 1979 (81), que utilizaram quatro etapas
cromatograficas de purificacdo (Sephadex G-75, Sephadex G-75, CM-
Sephadex C-50 e Sephadex G-75), enquanto que em 1988, Alexander et al.,
(48), isolaram a giroxina utilizando um processo resultante de apenas duas
etapas (Sephadex G-75 e Benzamidina-Sepharose 6B).

Neste trabalho, a enzima trombina-simile isolada e purificada do veneno

de Crotalus durissus terrificus denominada giroxina foi obtida com a
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combinacdo de duas etapas cromatograficas. A primeira de gel filtragdo utilizou
uma coluna de Sephadex G-75 e a segunda de afinidade em uma coluna
Benzamidina-Sepharse 6B. Esta dindmica pode ser considerada relativamente
rapida e eficiente quando comparada a outros métodos, onde geralmente sio
utilizadas mais técnicas cromatograficas.

No processo de isolamento, em coluna de gel filtracdo Sephadex G-75,
do veneno de Crotalus durissus terrificus foi utilizado um tampao de eluicao de
carater acido (Formiato de amdnio pH 3,5), o qual manteve a integridade das
fragcbes impedindo a degradacdo das mesmas e promovendo uma melhor
separagéo resultando em quatro picos distintos, sendo convulxina, giroxina,
crotoxina e crotamina (Figura 4). Outros estudos que envolveram
fracionamento do veneno de Crotalus durissus terrificus e utilizaram para isso a
cromatografia de exclusdo molecular, também resultaram em quatro picos
principais, que representam as toxinas acima mencionadas (82, 83).

A partir desta primeira separacdo, devido a alta atividade coagulante da
giroxina, correspondente ao pico I, esta por¢do em separado, foi submetida a
cromatografia de afinidade em Benzamidina-Sepharose 6B. Com isso, a
proteina de interesse foi eluida por diferenca brusca de pH (tampéo 2 pH 7,4 e
tampéao 3 pH 3,2), resultando em trés picos distintos, sendo que a enzima de
interesse localizou-se no terceiro e menor pico ap6s a eluicdo com glicina
(Figura 5). Diferindo destes resultados, Raw et al., (49), apresentaram apenas
dois picos resultantes da cromatografia de afinidade em Sepharose-1,4-
butanediol-diglycil-p-aminobenzamidina, onde o segundo e menor pico, apds
eluicdo com benzamidina, demonstrou atividade trombina-simile. Ja Alexander
et al., (48) em 1988, em sua cromatografia de afinidade em Benzamidina-
Sepharose 6B, obtiveram dois picos protéicos apdés a eluigdo com
benzamidina, verificando também que somente o segundo e menor pico
apresentou atividade coagulante trombina-simile, caracteristica esta da
giroxina.

Ap6s o isolamento e purificagdo, a avaliagdo do grau de pureza da

giroxina isolada do veneno de Crotalus durissus terrificus foi demonstrada a
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partir do seu perfil eletroforético, da focalizagdo isoelétrica e cromatografia
liquida de alta eficiéncia em coluna de fase reversa C2/C18.

Vérias prepara¢des de serinoproteases de venenos de serpentes
apresentam diferentes massas moleculares e pontos isoelétricos (pls), devido a
variagdo na sua composi¢cdo em aminoacidos e conteudo de carboidratos (12,
84). A crotalase, uma serinoprotease isolada do veneno de Crotalus
adamanteus, apresenta uma massa molecular de 32,7 kDa (80). No veneno de
Bothrops jararaca foram isoladas a Bothrops protease A com 67 kDa (85) e a
Bothrombin com 35 kDa (86).

A massa molecular da giroxina de Crotalus durissus terrificus tem sido
estimada por varios autores em 29 kDa (48), 33 kDa (81, 87), 34 kDa (49) e 36
kDa (88). Segundo analise eletroforética, realizada em gel de poliacrilamida em
condicbes desnaturantes na presenga de agentes redutores, da giroxina
isolada neste estudo a massa molecular foi de aproximadamente 30 kDa
(Figura 6A). Este resultado corrobora com estudos recentemente realizados por
de Oliveira et al., (89). O ponto isoelétrico (pl) de aproximadamente 5,5 da
serinoprotease purificada indicou o carater acido da proteina (Figura 6B),
concordando com estudos que indicam um pl variavel entre 4,6 a 6,6 para as
serinoproteases (84).

Tendo a giroxina apresentado em SDS-PAGE um satisfatério grau de
pureza com o aparecimento de uma unica banda que é caracteristico de
glicoproteinas, devido a micro-heterogeneidade da molécula (12), procedeu-se
a confirmagdo do grau de pureza da giroxina através da cromatografia liquida
de alta eficiéncia em coluna de fase reversa C2/C18 (Figura 6C), que
apresentou um pico Unico e homogéneo. Portanto, a enzima trombina-simile de
Crotalus durissus terrificus, denominada giroxina, isolada neste estudo,
apresentou caracteristicas comuns as outras ja isoladas até o momento.

Outras serinoproteases ja descritas também s&o glicoproteinas com
massas moleculares relativas que variam entre 28 a 64 kDa, apresentando pl
acido, como a Jararassin-| de Bothrops jararacussu com 28 kDa e pl 5,0 (90); a
BjussuSP-I de Bothrops jararacussu com massa molecular de 61 kDa e pl 3,8

(91) e a Gabonase de Bitis gabonica com 30,6 kDa e pl 5,3 (92). Existem
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algumas exceg¢des como € o caso da Calobin | de Agkistrodon caliginosus com
35 kDa e um pl levemente acido de 6,2 (93); a trombina simile Calobin Il
isolada da mesma espécie de serpente que apresenta uma massa molecular
de 41 kDa e um pl neutro de 7,4 (94) e a trombina-simile BpSP-I de Bothrops
pauloensis com uma massa molecular de 34 kDa e um pl também levemente
acido de 6,4 (95). Recentemente uma nova serinoprotease do veneno de
Bothrops marajoensis foi isolada apresentando um peso molecular de 33 kDa e
um pl levemente acido de 6,47 (96).

O sequenciamento do N-terminal de proteinas tem sido utilizado para
mostrar a similaridade e identidade de proteinas isoladas com outras ja
caracterizadas previamente. Neste estudo, a enzima isolada e purificada
mostrou aproximadamente 100% de similaridade com outras enzimas
trombina-simile quando analisados os 20 aminoacidos (Figura 7), sugerindo
uma ancestralidade molecular comum. Essa alta homologia entre as enzimas
coagulantes é confirmada pela presencga da valina (V) como primeiro residuo
N-terminal, caracteristica esta comum na maioria das serinoproteases com
atividade trombina-simile (97), classificando a serinoprotease isolada como
giroxina.

A etapa de isolamento e purificacdo da enzima de interesse foi concluida
com os resultados esperados, ou seja, obteve-se giroxina com um alto grau de
pureza e quantidade suficiente para os ensaios de irradiagéo, atividade
coagulante e toxicidade.

Os efeitos da irradiacdo por ®°Co da giroxina foram demonstrados
primeiramente no perfil eletroforético, onde houve mudancas apos sua
irradiagcdo quando comparado com a giroxina nativa. O desaparecimento da
banda referente a giroxina, conforme a Figura 8, mostrou que a degradacéo da
proteina cresceu conforme o aumento da dose de irradiagdo vindo a
desaparecer quase totalmente quando utilizada a dose de 2,0 kGy. Este
decréscimo pode ser causado pela agregacdo das proteinas (98). Varios
pesquisadores demonstraram que o perfil eletroforético de proteinas de

venenos foi totalmente modificado ap6s sua irradiagédo (68, 69, 99, 100).

45



Discusséao

Esta possivel perda protéica causada pela irradiacdo pode influenciar
diretamente nas atividades biol6gicas da giroxina.

Por outro lado, € sabido que a maioria das serinoproteases atua em
diversos substratos naturais e sintéticos e suas propriedades enzimaticas sao
geralmente acometidas por inibidores especificos tais como: PMSF,
leucopeptina, aprotinina e benzamidina (3, 12). A giroxina nativa catalisou a
hidrolise dos substratos cromogénicos S-2238 e S-2288, demonstrando que
esta enzima é uma serinoprotease pertencente a classe das enzimas trombina-
simile (Figura 9A). Esses peptideos H-D-Phe-pipecolyl-Arg-pNA.2HCI (S-2238)
e H-D-lle-pro-Arg-pNA.2HCI (S-2288) sao os substratos mais susceptiveis para
hidrélise pela giroxina, pois o centro ativo da enzima tem uma natureza
anibnica que exige alta especificidade e preferéncias por aminoacidos como a
arginina. Essa observagao é confirmada pela especificidade enzimatica da
enzima em questdo em clivar ligacdes Arg-Gly na cadeia Aa do fibrinogénio,
sendo que este comportamento este bastante comum em outras trombina-
similes (16, 101).

A benzamidina foi capaz de inibir eficientemente a atividade da enzima
pelo substrato S-2238, em contraste para uma inibicdo parcial quando o PMSF
foi utilizado, pois estes s&o denominados inibidores de serinoproteases.
Enquanto que os inibidores EDTA e 1,10-fenantrolina ndo foram capazes de
inibir esta atividade (Figura 9B). O PMSF tem a capacidade de ligar-se a um
aminoacido dessa classe de proteinas, que é a serina do sitio catalitico,
provocando uma ligacao irreversivel e inativando-a. Estes dados corroboram
com experimentos realizados com a trombina-simile isolada do veneno de
Bothrops pauloensis denominada de BpSP-I (95).

Zhang et al, (102) isolaram e caracterizaram uma enzima
fibrinogenolitica denominada stejnobin do veneno de Trimeresurus stejnegeri.
Esta trombina-simile foi previamente tratada com inibidores especificos para
enzimas da classe serinoprotease, como PMSF e Fluorfosfato de di-isopropila
(DFP), e com EDTA, um quelante do metal zinco, sendo posteriormente
testada sua capacidade proteolitica sobre o fibrinogénio. A enzima stejnobin

teve sua atividade completamente inibida por PMSF e DFP que se ligaram ao
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residuo serina do sitio catalitico das serinoproteases, e n&o apresentou
nenhuma mudang¢a na sua atividade quando tratada com EDTA, indicando,
portanto que esta enzima isolada do veneno de Trimeresurus stejnegeri
tratava-se de uma serinoprotease.

A giroxina mostrou ser bastante estavel, permanecendo com sua
atividade normal sobre o substrato S-2238 quando pré-incubada em pHs que
variaram de 5,5 a 8,5 e, em pHs muito acidos (3,5 a 4,5) e muito basicos,
acima de 13,0, a enzima perdeu sua atividade (Figura 9C). Este
comportamento foi semelhante a enzima Calobin Il isolada do veneno de
Agkistrodon caliginosus, que apresentou um pH o6timo de 8,0, sendo
drasticamente influenciado em pH abaixo de 6,0 e acima de 10,0 (94).

Na presenca do metal divalente Ca?* a atividade da giroxina permaneceu
estavel. Observou-se também que na presenca dos metais Mn** e Cu®*" a
atividade da giroxina foi inibida (figura 9D). Com base nesses dados podemos
sugerir que estes ions provoquem alguma mudanga conformacional direta ou
indireta sobre o sitio catalitico da proteina, diminuindo, portanto, sua eficiéncia
(103).

Em contrapartida as serinoproteases s&o responsaveis por
apresentarem atividade coagulante sobre o plasma humano in vitro, sendo esta
atividade uma caracteristica da giroxina (48, 49). No presente estudo, a
giroxina nativa obteve uma alta atividade coagulante com uma baixa Dose
Coagulante Minina quando incubada em diferentes pHs (0,037 a 0,015 ug/uL)
quando comparada aos resultados de um estudo publicado em 2009 (89) sobre
esta enzima e o veneno total de Crotalus durissus terrificus, onde a Dose
Coagulante Minima foi de 1,5 pg/uL e aproximadamente 8,2 ug/uL
respectivamente.

A atividade coagulante da giroxina nativa foi testada em diferentes pHs e
manteve-se estavel, apresentando um pH ideal para sua atividade sobre o
plasma humano entre 6,0 (Figura 12) e 7,4 (Figura 13), semelhante ao pH
6timo da trombina que é 7,3 e do sangue (7,35 e 7,45). Outras trombina-similes
isoladas de venenos de serpentes, como por exemplo, ancrod do veneno de

Agkistrodon rhodostoma (104), batroxobin de Bothrops atrox (105), crotalase
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de Crotalus adamanteus (106), giroxina analoga do veneno de Lachesis muta
muta (79) e as trombinas-simile dos venenos de Bothrops pauloensis (95) e
Bothrops marajoensis (96) também sao estaveis em diferentes pHs, como a
maioria das serinoproteases do veneno de serpentes.

Segundo Barros et al., (42), devido ao excelente DCM da giroxina, seu
uso como trombina-simile na composicao de selantes de fibrina pode e deve
ser considerado como uma excelente alternativa, ja que sua aplicacéo substitui
0 uso de trombina humana na composicdo destes produtos, minimizando
assim, o risco de transmisséo de doengas infecto contagiosas.

Além da alteracdo no perfil eletroforético da giroxina irradiada, a sua
atividade considerada relevante, ou seja, a atividade coagulante foi avaliada,
sendo detectada a anulacdo desta. A giroxina irradiada nas doses de 0,5; 1,0 e
2,0 kGy quando incubada com o plasma humano nao foi capaz de coagula-lo
(Figura 14). Sendo assim, a radiacdo ionizante pode alterar as propriedades
biolégicas e antigénicas de uma proteina pela destruicdo de sua estrutura
molecular (107). Isto € bem determinado e esclarecido quando utilizado o
veneno total (63), mas quando utilizamos a irradiagao sobre proteinas isoladas,
a degradacao protéica causada pela irradiagdo pode limitar ou até anular suas
atividades. A menor resisténcia a radiacdo das enzimas com atividade
coagulante foi observada por Herrera et al., em 1986, com venenos de
Lachesis muta e Bothrops atrox irradiados (108).

Na avaliagéo da toxicidade in vivo da giroxina nativa n&o foi possivel ser
evidenciado o caracteristico rolamento em barril nas doses administradas, ou
seja, de 0,1 a 0,6 pg/g de camundongo, mas foram observados alguns efeitos
comportamentais como: agitacéo inicial seguida de aumento na respiragéo,
extensdo dos membros posteriores e limpeza excessiva, corroborando com
resultados obtidos na literatura (87). No entanto, Camillo et al., observaram o
rolamento em barril quando a giroxina foi administrada intravenosa em
camundongos com apenas a dose de 0,25 ug/g (88).

Existem algumas curiosidades importantes sobre o rolamento em barril
como, por exemplo:

a) E um fendmeno “tudo ou nada”, sem relacdo dose/resposta (54).
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b) Sofre sensibilizacdo. Uma segunda injecdo de arginina-vasopressina,
via intracerebroventricular induz o rolamento em barril em um nimero maior de
ratos e causa uma diminuigdo do tempo de laténcia em relacao ao primeiro dia
(109, 110). No entanto, a sindrome do rolamento em barril ndo é induzida por
uma nova injecao de giroxina logo apds a recuperacgéo do animal (48).

Também foi observado neste estudo, que a irradiacdo da giroxina,
mesmo na dose mais baixa, ou seja, 0,5 kGy, também causou anulagéo da sua
atividade toéxica, pois a mesma nao foi capaz de apresentar efeitos toxicos in
vivo observados quando utilizada as mesmas doses que sua forma nativa. Para
efeito comparativo com outra toxina do veneno de Crotalus durissus terrificus,
Moreira et al., demonstraram que a radiagcédo do tipo gama (irradiacéo) anulou
as alteragdes comportamentais da crotoxina, sugerindo que isto ocorra devido
a radiagdo clivar aproximadamente seis pontes dissulfeto por molécula de
crotoxina (111). Ja a letalidade da crotoxina irradiada foi atenuada em 15 vezes
quando comparada com a enzima nativa (69).

Os resultados de estudos realizados com irradiagdo do veneno total de
varias serpentes mostram apenas uma atenuagdo da toxicidade de forma
exponencial com o aumento da dose da irradiagdo, como demonstrado com o
veneno de Crotalus durissus terrificus onde o veneno irradiado com doses de
2,0 e 3,0 kGy foi atenuado em 2,7 e 13,5 vezes respectivamente, quando
comparado com o veneno nativo (67). Esse fato sugere que toxinas purificadas
s&0 mais sensiveis a radiagdo do que amostras nao purificadas, provavelmente
devido a protecdo mutua dos componentes presentes, corroborando com as
conclusdes de Baride et al. (112).

Por outro lado, a acdo da maioria das neurotoxinas tem seu efeito
revelado no sistema nervoso periférico, devido ao fato de n&o atravessarem a
barreira hematoencefalica. No entanto, a acdo do veneno e de suas toxinas na
jungdo neuromuscular pode ser discutida. As serpentes tém desenvolvido,
através de diferentes mecanismos genéticos, a capacidade de expressar
potentes toxinas, capazes de inibir a transmissdo neuromuscular pré e pds-

sinaptica em determinados sitios especificos (113).
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Para a verificagdo do efeito da giroxina sobre o sistema nervoso
periférico, foram analisadas suas alteracées sobre as contragdes musculares.
Sua avaliagdo se deu por meio de registros miograficos in vitro, a partir de
preparagdes nervo frénico isolado do musculo diafragma de camundongos.
Nao foi evidenciado o bloqueio neuromuscular, podendo assim, sugerir que a
acdo da giroxina nao tem efeito sobre o sistema nervoso periférico nas
concentracdes utilizadas.

Estudos realizados com as fragdes isoladas do complexo crotoxina do
veneno de Crotalus durissus terrificus (crotapotina e fosfolipase Ap)
demonstraram a auséncia do efeito neurotoxico na jungdo neuromuscular e
também foram consideradas como desprovidas de atividade farmacologica
(114). Em contrapartida, embora os acidentes com as serpentes do género
Bothrops nao promovam nenhum sinal clinico de neurotoxicidade, algumas
fosfolipases A; isoladas de varios venenos botrdpicos bloqueiam o processo de
transmiss&o neuromuscular in vitro (115, 116).

Alguns autores sugerem que a sindrome do rolamento em barril é
semelhante a lesdo labirintica (81, 50), enquanto que outros acreditam que a
enzima trombina-simile teria um efeito indireto sobre o sistema nervoso central
(48, 117). Esta hipotese parece ser a mais provavel, pois Camillo et al.,
demonstraram que a giroxina ndo modifica a liberagao in vitro de dopamina ou
acetilcolina em tecido estrial de camundongos (88).

A giroxina por ser uma serinoprotease, pode estar correlacionda com os
receptores PARs (protease activated receptors), uma vez que as atividades
fisiologicas das serinoproteases, como a trombina, tripsina e as enzimas
trombina-simile sdo medidas por estes receptores (118). Os PARs foram
descritos em cérebros de mamiferos e a sua ativagdo faz com que algumas
serinoproteases aumentem a permeabilidade das células endoteliais. Esses
receptores podem estar relacionados com a neurotoxicidade da giroxina (119).
No entanto os mecanismos no qual a giroxina induz o rolamento em barril
assim como 0s processos patolégicos envolvidos nesta sindrome ainda sao

desconhecidos (88).
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6. CONSIDERAGOES FINAIS

o O isolamento e purificagdo da giroxina a partir do veneno total de
Crotalus durissus terrificus foi realizado a partir de uma metodologia
rapida e eficiente. Este processo envolveu apenas duas etapas
cromatograficas, a saber: uma etapa de gel filtracdo em coluna
Sephadex G-75 seguida de uma de afinidade em coluna Benzamidina-

Sepharose 6B, resultando em uma amostra protéica purificada;

o O alto grau de pureza foi confirmado pela cromatografia liquida de alta
eficiéncia em coluna de fase reversa C2/C18, bem como pela analise
eletroforética em gel de poliacrlamida a 13,5% com agentes
desnaturantes  (SDS-PAGE), assegurando que as etapas
cromatograficas de isolamento e purificagdo foram adequadas. O grau

de pureza obtido permitiu a credibilidade dos bioensaios;

¢ Quando incubada em diferentes substratos sintéticos cromogénicos (S-
2288 e S-2238), bem como por meio da sua atividade coagulante, a
enzima foi caracterizada como uma serinoprotease do tipo trombina-
simile, demonstrando seu melhor potencial de acdo entre os pHs 7,0 e

8,0; semelhante ao pH 6timo da trombina sanguinea;

e A giroxina quando irradiada com ®°Co nas doses de 0,5; 1,0 e 2,0 kGy
teve sua atividade coagulante totalmente anulada, perdendo portanto a

sua capacidade nestas condi¢des de atuar como trombina-simile;

e Os ensaios de toxicidade in vivo ndo demonstraram o rolamento em
barril caracteristico da giroxina, sendo observados alguns sintomas
toxicos como: aumento da frequéncia respiratéria, extensdo dos
membros posteriores e limpeza excessiva, evidenciando assim, sua

toxicidade;
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¢ Airradiagédo da giroxina, mesmo na dose mais baixa estudada (0,5 kGy)
teve sua atividade tdxica in vivo anulada. Este fato sugere que toxinas
purificadas s&o mais sensiveis a irradiacdo quando comparadas a
amostras ndo purificadas, provavelmente devido a protecdo mutua dos

componentes presentes no veneno total.

e O bloqueio da contragdo neuromuscular in vitro ndo foi evidenciado,
sugerindo que a agdo da giroxina n&do tem efeito sobre o sistema

nervoso periférico.

Por fim, estudos futuros para a melhor compreensao do mecanismo de
acdo da giroxina na indugao de efeitos in vivo deverédo ser considerados. Os
efeitos biolégicos desta enzima aparecem como um potencial candidato na
bioprospec¢cdo de novos farmacos. Sua clonagem e expressdo génica
utilizando técnicas de biologia molecular poderao ser o meio mais adequado

para a sua efetiva utilizagéo pela industria farmacéutica.

53



7.RESUMO



Resumo

7. RESUMO

A giroxina isolada do veneno de Crotalus durissus terrificus apresenta
atividades coagulante e neurotdxica, caracterizada pelo “rolamento em barril”.
E uma serinoprotease do tipo trombina-simile que tem a capacidade de
converter o fibrinogénio em fibrina. Visando a atenuacdo destas atividades, a
irradiacao com ®co aparece como uma importante ferramenta. O presente
estudo teve por objetivo isolar e purificar a giroxina e avaliar o efeito da
irradiacdo com °°Co sobre suas atividades coagulante e toxica. O isolamento
da giroxina envolveu duas etapas cromatograficas: gel filtragdo em coluna
Sephadex G-75 e afinidade em coluna Benzamidina-Sepharose 6B. O alto grau
de pureza foi confirmado por RP-HPLC C2/C18 e pela analise eletroforética,
que revelou uma massa molecular de aproximadamente 30 kDa. A giroxina
nativa catalisou a hidrélise dos substratos cromogénicos S-2238 e S-2288,
demonstrando tratar-se de uma serinoprotease pertencente a subclasse das
enzimas trombina-simile, estavel em diferentes pHs (5,5 a 8,5), sensivel aos
metais Mn?* e Cu®" e aos inibidores de serinoprotease PMSF e benzamidina.
Apresentou melhor atividade coagulante sobre o plasma humano entre os pHs
6,0 e 7,4. A irradiagdo da giroxina nas doses de 0,5; 1,0 e 2,0 kGy anulou
completamente suas atividades coagulante e téxica. Os ensaios de toxicidade
in vivo mostraram apenas alteragbes comportamentais sem demonstrar o
rolamento em barril. Este fato sugere que as toxinas purificadas sdo mais
sensiveis a irradiacdo, pois ndo ha protecdo mutua entre as proteinas
presentes no veneno total. A giroxina nativa também n&o causou o bloqueio da
contragdo neuromuscular in vitro sugerindo que a sua agao nio tem efeito

sobre o sistema nervoso periférico nas concentragdes utilizadas.

Palavras chave: Giroxina; irradiagéo; toxicidade, atividade coagulante.
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8. ABSTRACT

Gyroxin isolated from Crotalus durissus terrificus venom presents coagulant
and neurotoxic activities. It belongs to the thrombin-like enzyme group capable
of converting fibrinogen into fibrin. To reduce these toxic activities, the
irradiation with Cobalt-60 appears to be an important tool. The present study
was carried out in order to isolate and purify the gyroxin and evaluate the
effects of irradiation with Cobalt-60 on coagulant and toxic activities. The
gyroxin isolation consisted of two chromatographic steps: gel filtration
(Sephadex G-75) and affinity (Benzamidine-Sepharose 6B). The high purity
level of gyroxin was confirmed by RP-HPLC C2/C18 and electrophoretic
analysis that showed a molecular weight of 30 kDa. The native gyroxin
hydrolyzed the chromogenic substrates S-2238 and S-2288, indicating that this
enzyme is a serine proteinase that belongs to the group of thrombin-like
enzymes, stable when submitted to pHs from 5.5 to 8.5 and inhibited by Mn?,
Cu?*, PMSF and benzamidine. It was capable of coagulating human plasma at
pH 6.0 and 7.4. The gyroxin irradiated at 0.5, 1.0 and 2.0 kGy doses neutralized
the coagulant and toxic activities. The in vivo toxic study showed only
behavioral alterations with no barrel rotation. This fact suggests that purified
toxins are more sensitive to the irradiation because they e mutual protection
with the other proteins present in the total venom. The native gyroxin was not
able to block in vitro neuromuscular contraction, suggesting that the action of
gyroxin, in the concentration used in this study, has no effect on the peripheral

nervous system.

Key words: Gyroxin; irradiation; neurotoxicity, coagulant activity.
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