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RESUMO

As serinoproteases da pegonha de répteis do clado Toxicofera sao toxinas que atuam
no sistema hemostatico da presa. Suas versdes presentes em serpentes sao extensivamente
estudadas ha décadas. Em contrapartida, pouco se conhece bioquimicamente as de lagartos.
Apesar da sua elevada similaridade de sequéncias, essas enzimas atuam em uma ampla
variedade de substratos, apresentando, entre outros, atividade semelhante a calicreina e a
trombina. A evolugao que resultou nessa diversificagcao pode ser estudada através da técnica
de reconstrucdo de sequéncias ancestrais. Nesta abordagem, as sequéncias ancestrais séo
construidas a partir de sequéncias modernas, permitindo-nos compreender as propriedades
das proteinas extintas. Este trabalho tem como objetivo estudar a evolugdo das
serinoproteases de peconha através da reconstrucdo da sequéncia ancestral de Viperidae e
de sua caracterizagao, além da caracterizagdo de uma serinoprotease da pegonha do lagarto
Varanus komodoensis. A filogenia dessas enzimas assim como a sequéncia ancestral de
Viperidae foram construidas utilizando-se o software MEGA-X. Ambas as enzimas foram
expressas em Komagataella phaffii e purificadas por cromatografia de afinidade a Ni?*. A
deglicosilacdo das proteinas foi feita com a enzima PNGase F e os testes enzimaticos
realizados utilizando-se ambas glicosiladas e desglicosiladas. A sequéncia reconstruida
apresentou bons valores estatisticos. As enzimas expressas apresentaram tamanho diferente
do esperado, o que foi confirmado como sendo causado por N-glicosilagdes, uma modificagao
pos-traducional prevalente nessas toxinas. Testes de atividade mostraram que a enzima
ancestral apresenta atividade sobre o fibrinogénio apenas quando deglicosilada, enquanto a
de V. komodoensis somente quando glicosilada. A clivagem do fibrinogénio ndo gerou
formagao de coagulos por nenhuma das enzimas, indicando que ambas atuam na deplegao
de fibrinogénio plasmatico. A enzima ancestral mostrou atividade sobre um substrato sintético
de calicreina tanto glicosilada como deglicosilada, o que endossa a ideia de que a calicreina
€ o ancestral das serinoproteases da peconha. Além disso, a ancestral demonstrou possuir
estabilidade estrutural, ndo sendo desnaturada até 95°C. Esse estudo foi capaz de ampliar o
conhecimento da diversidade e da evolugdo funcional e estrutural dessas toxinas de

toxicoferos.

Palavras-chave: Toxina da peconha, reconstrucdo de sequéncia ancestral, toxicofera,

atividade enzimatica.



ABSTRACT

The serine proteases found in the venom of reptiles from the Toxicofera clade are toxins
that act on the prey's hemostatic system. Its versions present in snakes have been extensively
studied for decades. On the other hand, little is known biochemically about lizards’ enzymes.
Despite their high sequence similarity, these enzymes act on a range of substrates, presenting,
among others, activities similar to kallikrein and thrombin. The evolution that resulted in this
diversification can be studied through the ancestral sequences reconstruction technique. In
this approach, ancestral sequences are reconstructed from modern sequences, allowing us to
understand the properties of extinct proteins. This work aims to study the evolution of venom
serine proteases through the reconstruction of the ancestral sequence of Viperidae and its
characterization, in addition to the characterization of a serine protease from the venom of the
lizard Varanus komodoensis. The phylogeny of these enzymes and the ancestral sequence of
Viperidae were built using the MEGA-X software. Both enzymes were expressed in
Komagataella phaffi and purified by affinity chromatography by Ni?*. Proteins were
deglycosylated using the PNGase F enzyme. Enzymatic tests were performed using both
glycosylated and deglycosylated proteins. The reconstructed sequence showed good
statistical values. The expressed enzymes were different in size than expected, which was
confirmed to be caused by N-glycosylations, a post-translational modification prevalent in
these toxins. Activity tests showed that the ancestral enzyme presents activity against
fibrinogen only when deglycosylated, while that of V. komodoensis only when glycosylated.
Fibrinogen cleavage did not generate clot formation by either enzyme, indicating that both act
in fibrinogen depletion. The ancestral enzyme showed activity against a synthetic kallikrein
substrate when it was both glycosylated and deglycosylated, in agreement with the belief that
kallikrein is the ancestor of venom serine proteases. Additionally, the ancestral enzyme
exhibited structural stability, remaining stable even at 95°C. This study was able to enhance
the understanding of the diversity and functional and structural evolution of these toxins in

venomous reptiles.

Keywords: Venom toxin, ancestral sequence reconstruction, toxicofera, enzymatic activity.
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Capitulo 1

Revisao da literatura

“O importante é ndo parar de questionar. A curiosidade tem sua propria razdo de existéncia.
Nao podemos deixar de ficar maravilhados quando contemplamos os mistérios da
eternidade, da vida, da maravilhosa estrutura da realidade. Basta que se tente apenas

compreender um pouco deste mistério a cada dia.”

- Albert Einstein.
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1.1. CLADO TOXICOFERA: A ORIGEM DOS REPTEIS PECONHENTOS

Durante muito tempo acreditou-se que entre os répteis atuais somente duas linhagens
tivessem evoluido sistemas de pegonha: sendo elas as serpentes avancadas (Caenophidia)
e os lagartos helodermatideos (familia Helodermatidae). Devido a presenca da glandula
produtora de peconha em regides orais diferentes e pela distancia filogenética, o
aparecimento da pegonha em ambos os grupos era dado como independente (Fry et al.,
2006). Em serpentes cenofidicas, a glandula produtora de peconha e a presa inoculadora
estdo localizadas na maxila superior, diferente dos lagartos helodermatideos, que possuem
glandulas compartimentalizadas produtoras de pegonha na maxila inferior. Entretanto, hoje
sabe-se que ambas as linhagens fazem parte de um clado denominado Toxicofera, o qual
inclui ainda outros lagartos descobertos como possuidores de uma glandula produtora de
toxinas (Fry et al., 2009a). A presencga de glandulas produtoras de pegonha foi detectada ha
poucos anos em lagartos da familia Varanidae e da infraordem Iguania, demonstrando que
todas as linhagens de répteis com glandulas produtores de toxinas formam um mesmo clado
e que a origem da pegonha em serpentes e lagartos € a mesma (Fry et al., 2006).

O clado Toxicofera é formado por todas as serpentes, pelos lagartos anguimorfos
(familias Helodermatidae, Varanidae e Anguidae) e pela clado Iguania (Figura 1). Embora
varias toxinas presentes na peconha desses animais tenham surgido em diferentes tempos
evolutivos durante o desenvolvimento do grupo, algumas s&o presentes em todos eles,
indicando que esteve presente no ancestral comum do grupo, sendo toxinas basais. Dentre
elas temos as hialuronidases, que causam danos teciduais na presa e as enzimas do tipo
calicreinas, que atuam desestabilizando o sistema hemostatico e que, em serpentes, sofreram
grande diversificagao, de forma a desempenharem diversas atividades diferentes (Fry et al.,
2009a; Fry et al., 2010). As toxinas proteicas presentes na pegonha teriam evoluido a partir
de proteinas expressas nos mais diferentes tecidos cujas fungbes desempenhadas eram
bastante diferentes das adquiridas secundariamente. Elas teriam sido cooptadas para a
peconha a partir da sua duplicagdo génica seguida pela expressado seletiva na glandula
peconhenta (Fry et al., 2012).

A glandula produtora de pegonha do ancestral dos répteis toxicoferos era muito
provavelmente uma glandula dentaria simples localizada nas regides maxilar e mandibular do
animal. O clado Iguania teria se separado quando esse 6rgao era ainda insipiente e assim
permaneceu, tendo visto que seu sistema de pegonha tem praticamente nenhuma importancia
ecoldgica conhecida dentro do grupo. Em contrapartida, a pegonha evoluiu de forma a tornar-
se essencial para muitas serpentes e lagartos anguimorfos (Fry et al., 2012). Em Abronia
graminea, um lagarto anguideo arbodreo, a glandula mandibular produtora de pegonha é

robusta, indicando seu uso e sua importancia para o animal (Koludarov et al., 2012). As
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glandulas peconhentas de serpentes originaram-se da diversificacdo das glandulas maxilares
e as de lagartos a partir da diversificagdo das mandibulares. Tal diferenciacdo do padrao
espacial de localizagao da glandula foi uma das razdes pelas quais demorou-se tanto para se

compreender a origem comum da pegonha em répteis (Fry et al., 2012).

Colubridae

Elapidae

VIAQIHdON3YD

Viperidae

S3LN3dY¥3S

Pythonidae & Boidae

Typhlopidae
TOXICOFERA Helodermatidae %
. S &
Anguidae 2 g
=
Varanidae - g
> @
lguania

Figura 1. Arvore filogenética dos grupos de répteis pertencentes ao clado Toxicofera
(informacgdes obtidas em Fry et al., 2006 e Reyes-Velasco et al., 2015).

1.1.1. PECONHA DE LAGARTOS

A glandula mandibular produtora de pe¢conha em lagartos toxicoferos ndo apresenta uma
anatomia uniforme entre os clados. Em anguideos, a glandula possui uma mistura de arranjo
seroso/mucoso, possuindo um compartimento por dente. Em helodermatideos e varanideos
€ uma glandula encapsulada secretora de proteinas segregada da regido onde produz o
muco. Todavia, acredita-se que essa estrutura de glandula tenha evoluido independentemente
nos dois grupos (Fry et al., 2010). Ja no clado Iguania ha a retengao das caracteristicas do
sistema de peconha ancestral, onde a glandula é presente nas maxilas superior e inferior,
sendo seriada, lobular e ndo composta. Nove toxinas estdo presentes nas pegonhas de todos
os lagartos toxicoferos, sendo elas as toxinas AVIT, peptideos natriuréticos tipo B (BNP),
proteinas secretadas ricas em cisteinas (CRISPs), cobra venom factors, crotaminas,
cistatinas, calicreinas, fatores de crescimento nervoso e vespryns. Analises filogenéticas

demonstraram que todas as nove toxinas sdo monofiléticas (Fry et al., 2006).

1.1.2. PECONHA DE SERPENTES
Com o reconhecimento da existéncia do clado Toxicofera e da producao de toxinas
orais como uma caracteristica basal do grupo, a compreensao sobre a evolugdo da peconha
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em serpentes sofreu enormes mudangas. Durante muito tempo acreditou-se que as serpentes
de presas traseiras (colubrideos) seriam um grupo de transicao para as linhagens que
possuem presas frontais (elapideos e viperideos), as quais acreditava-se que possuissem um
ancestral comum. Entretanto, a resolugdo da relagcdo entre os grupos de serpentes
demonstrou que viperideos teriam surgido no inicio da evolugdo das serpentes avancadas
(Caenophidia) e os elapideos seriam um grupo de origem mais recente. Logo, as presas
dianteiras teriam evoluido independentemente em cada um dos grupos que as possui (Fry &
Wister, 2004; Fry et al., 2008). As presas das serpentes da familia Elapidae sdo posicionadas
na frente da boca em um maxilar relativamente imovel, sendo chamadas de proterdglifas. As
presentes em Viperidae sao frontais e articuladas, conhecidas como solendglifas, e as
presentes em algumas serpentes da familia Colubridae s&o posicionadas no fundo da boca,
sendo chamadas de opistdglifas (Palci et al., 2023).

A glandula produtora de pegonha em serpentes localiza-se posteriormente ao olho,
estendendo-se em todo o comprimento da mandibula superior. Nas serpentes com presas
dianteiras a pegonha é liberada através da compressdo muscular da glandula. Naquelas que
nao possuem as presas frontais, as glandulas possuem um unico e curto ducto que se estende
do lumen da glandula até a base dos dentes posteriores (Kardong, 2002; Fry et al., 2008).
Além das toxinas presentes na pegonha dos lagartos, as serpentes também produzem em
grande quantidade outras proteinas. Entre elas pode-se citar as toxinas de trés dedos, as

metaloproteases (SVMP) e as lectinas (Fry et al., 2008; Fry et al., 2009a).

1.2. SERINOPROTEASES DA PECONHA DE TOXICOFEROS
1.2.1. SERINOPROTEASES: CARACTERISTICAS E MECANISMO CATALITICO

As serinoproteases sdo enzimas proteoliticas que utilizam uma serina ativada no sitio
ativo para realizar um ataque nucleofilico a ligagao peptidica do substrato (Hedstrom, 2002).
E um dos grupos de protease mais diversos e abundante, sendo encontrado em todos os
reinos de seres vivos, assim como no genoma de muitos virus, compreendendo um tergo de
todas as proteases existentes. Desempenham diversos papéis em processos fisioldgicos de
animais, com suas propriedades quimicas tendo moldado a evolugéo desses processos (Di
Cera, 2009; Niu et al., 2011; Vandermarliere et al., 2013). Com base em suas similaridades
de sequéncias e estruturas, sdo agrupadas em 13 clas e divididas em 40 familias (Di Cera,
2009; Rawlings et al., 2014). O cla PA é o maior dentre eles e provavelmente o grupo de
enzimas mais extensivamente estudado. E composto por serinoproteases com o dobramento

do tipo tripsina, sendo bastante comum na maior parte dos organismos eucariontes,
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principalmente animais vertebrados, embora escasso em plantas e em procariontes (Di Cera,
2009).

A maioria das enzimas pertencentes ao cla PA possuem especificidade de substrato
igual ao da tripsina, ou seja, clivam onde ha residuos de Arginina/Lisina em P1 (nomenclatura
de residuos do substrato “P” e seus respectivos bolsées “S” (Hedstrom, 2002)), embora
algumas, tais como a quimotripsina, clivem apés residuos aromaticos (fenilalanina, triptofano
e tirosina). A maior familia dentro do cla é a S1, que divide-se em S1A e S1B, as quais
compartilham a estrutura tridimensional formada por dois barris B. A familia S1A compreende
as tripsinas e enzimas de mesma origem, que atuam em reacgdes extracelulares. A familia
S1B, em contrapartida, possui enzimas responsaveis pelo turnover intracelular. Em humanos,
as enzimas S1A sé&o classificadas em seis categorias baseando-se em sua filogenia, sendo:
de digestdo, de coagulagdo e imunidade, matriptases, calicreinas e granzimas (Rothman,
1977; Di Cera, 2009).

O mecanismo catalitico das serinoproteases inicia-se com um ataque nucleofilico da
serina do sitio ativo ao grupo carbonila de uma ligagédo peptidica do substrato. Este ataque é
potencializado pela triade catalitica (His57, Asp102 e Ser195, numeragéo referente a
sequéncia da quimotripsina) que aumenta o carater nucleofilico do oxigénio gama da serina.
Isto ocorre por meio da ionizacdo da serina através da doagdo de seu préton ligado ao
oxigénio gama ao nitrogénio da histidina. Essa histidina forma uma ligacao de hidrogénio com
0 acido aspartico do sitio ativo, tornando o seu nitrogénio mais eletronegativo. O ataque da
serina resulta na formagdo de um intermediario acil-enzima e na liberagao do fragmento N-
terminal da ligacdo peptidica rompida. Em seguida uma molécula de agua é ativada pela
histidina e ataca o intermediario acil-enzima, o que resulta na liberagao do C-terminal. Ao final
o préton da histidina restitui a serina restaurando assim a enzima (Figura 2) (Hedstrom, 2002;

Vandermarliere et al., 2013).

1.2.2. SERINOPROTEASES COMO TOXINAS

As serinoproteases encontradas na pegonha de toxicéferos sio glicoproteinas
capazes de reconhecer diversos substratos macromoleculares, atuando de forma a afetar o
sistema hemostatico da presa por meio da agao em diversas etapas da cascata de coagulagao
(Ullah et al., 2018). Sao classificadas como serinoproteases pertencentes ao cla PA e a familia
S1, do tipo quimotripsina, visto que possuem a triade catalitica His57, Asp102 e Ser195
(Rawlings et al., 2014). Quanto a especificidade de substrato, classificam-se como do tipo
tripsina, uma vez que clivam apds residuos de arginina ou lisina (Serrano, 2013). Embora

tenham sido detectadas em todos os grupos de toxicoferos, existem poucos estudos
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dedicados a sua caracterizacdo em lagartos. Até o momento, somente algumas proteases de
helodermatideos foram caracterizadas bioquimicamente (Alagon et al., 1986; Utaisincharoen
et al., 1993). Em contrapartida, sdo extensivamente estudadas ha décadas em serpentes, de
forma a serem comumente chamadas de SVSPs (Snake Venom Serine Proteases). Sua
capacidade de afetar o sistema hemostatico fez com que varias fossem bastante exploradas
para aplicagdes farmacéuticas (Serrano, 2013). Estao presentes na peconha de serpentes do
clado Caenophidia (Figura 1), também conhecidas como “serpentes avancadas”, embora sua
maior diversificagcdo tenha ocorrido dentro da familia Viperidae, onde é o componente de maior

abundéancia na pegonha (Vaiyapuri et al., 2012)
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Figura 2. Mecanismo catalitico das serinoproteases. Adaptado de Schaller (2004). A triade
catalitica (His, Asp e Ser) encontra-se destacada em amarelo, a por¢ado C-terminal do

substrato em roxo e a por¢ao N-terminal em verde.

1.2.2.1. Atividades bioldgicas

As serinoproteases da peconha atuam afetando o sistema hemostatico de presas
vertebradas por meio de alteragdes nas suas vias da cascata de coagulagéo, no seu sistema
cinina-calicreina, na agregacao plaquetaria, bem como no sistema fibrinogenolitico. Sua
atuacao pode ser por meio da ativagdo de componentes pro- ou anticoagulantes (Serrano &

Maroun, 2005). As atividades apresentadas por elas sao diversas, podendo ser do tipo
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calicreina, do tipo trombina, ativadora de proteina C, ativadora de protrombina, ativadora de
plasminogénio, ativadora plaquetaria e ativadora dos fatores V e X (Figura 3), além de
algumas poderem apresentar mais de uma dessas atividades. Essa grande diversidade de
substratos clivados é encontrada majoritariamente nas toxinas da peconha das viboras
(Viperidae) (Serrano & Maroun, 2005; Serrano, 2013).
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Figura 3. llustracdo esquematica da cascata de coagulagdo e processos hemostaticos de

atuagao das serinoproteases de pegonha (VSP, venom serine protease).

1.2.2.1.1. Atividade do tipo calicreina

As calicreinas sao serinoproteases secretadas que atuam nos tecidos ou no plasma
sanguineo promovendo a clivagem do cininogénio e a liberacao de bradicinina (Koumandou
& Scorilas, 2013). A bradicinina é um nonapeptideo (Arg-Pro-Pro-Gly-Phe-Ser-Pro-Phe-Arg)
que possui agao vasodilatadora e diurética, podendo ocasionar a redugao da presséao arterial
por meio de alteragdes na concentragéo intracelular de Ca?* (Golias et al., 2007). As SVSPs
com atividade do tipo calicreina sdo capazes de liberar bradicinina a partir do cininogénio,
reduzindo assim a presséo arterial da presa (Hung & Chiou, 2001).

Vérias serinoproteases da pegonha de serpentes ja foram caracterizadas como
possuidoras de tal atividade (Serrano & Maroun, 2005). Toxinas como a KN-BJ de Bothrops
Jararaca (Serrano et al., 1998) e elegaxobin |l de Protobothrops elegans (Oyama & Takahashi,
2003) possuem, além da atividade de calicreina, atividade pro-coagulante. Em contrapartida,
toxinas como Tm-VIG e Tm-lIG da pegonha de Protobothrops mucrosquamatus (Hung &
Chiou, 2001) bem como harobin de Hydrophis hardwickii (He et al., 2007), apresentam
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atividade complementar na diminuicdo da pressao arterial por meio da degradacédo da
angiotensina | em angiotensina Il. As Unicas serinoproteases toxicas de lagartos
caracterizadas bioquimicamente até entdo, pertencentes as espécies Heloderma horridum
horridum (Alagon et al., 1986) e Heloderma suspectum (Hendon & Tu, 1981) apresentam

atividade de liberagdo de bradicinina.

1.2.2.1.2. Atividade do tipo trombina

A trombina é uma enzima presente no plasma sanguineo de vertebrados e que
apresenta diversas atividades relacionadas a cascata de coagulacdo, tanto como pré- quanto
como anticoagulante. Em sua atividade pré-coagulante a trombina cliva as cadeias a e B do
fibrinogénio de forma a liberar os peptideos A e B. As cadeias resultantes interagem entre si
formando coagulos de fibrina, os quais sdo responsaveis por estancar sangramentos (figura
4) (Mann et al., 2003). Além disso, a trombina também é responsavel por ativar o fator de
coagulagéao VIII, o qual atua na ligagao cruzada entre os mondmeros de fibrina, estabilizando
assim o coagulo (Bagoly et al., 2012). Sua atividade anticoagulante se da por meio da
formacao do complexo trombina-trombomodulina, o qual ativa a proteina C. A proteina C ativa,
por sua vez, inativa os fatores FVa e FVIlla, e ativa o ativador do plasminogénio, o qual
transforma o plasminogénio em plasmina, a qual cliva as cadeias de fibrina, desfazendo os
coagulos (Narayanan & Hamasaki, 1998; Rezaie, 2010).

As serinoproteases de peconha rotuladas como do tipo trombina sdo assim
classificadas por apresentam a atividade de clivagem do fibrinogénio tipica da trombina,
podendo clivar somente uma das cadeias, ou ambas (Serrano & Maroun, 2005). Entretanto,
algumas toxinas, embora clivem o fibrinogénio, ndo induzem a formagao de coagulos. Essas
enzimas acabam por clivar as cadeias a e § de forma a nao permitir que as cadeias de fibrina
se liguem. Podem atuar tanto na depleg¢ao do fibrinogénio plasmatico como na clivagem dos
codagulos de fibrina (Carone et al., 2018). A toxina da pegonha do lagarto Heloderma horridum
horridum, além de atividade do tipo calicreina, também apresenta atividade de clivagem do

fibrinogénio, embora nao forme coagulos (Datta & Tu, 1997).
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Figura 4. Estrutura do fibrinogénio. Adaptado de Nacca e colaboradores, 2016.

1.2.2.1.3. Atividade de ativadora de proteina C

A proteina C é um zimogénio plasmatico que, quando ativo, inibe a coagulagao
sanguinea pela inativacao dos fatores Va e Vllla, além de ativar o ativador de plasminogénio
t-PA (Marlar et al., 1982). A inativacao dos fatores Va e Vllla limita a geragcao de trombina,
atenuando a coagulacédo e tendo um papel fundamental na diminuigao do risco de trombose
venosa (Gale et al., 2008).

Diversas serinoproteases ativadoras de proteina C ja foram identificadas na pegonha
de serpentes, sendo mais abundantemente achadas nas espécies de viboras dos géneros
Gloydius, Deinagkistrodon e Agkistrodon (Asmat & Ramzan, 2018). Aquelas presentes na
peconha de Gloydius e Deinagkistrodon diferem das de Agkistrodon em diversas
caracteristicas bioquimicas, onde as de Agkistrodon exibem massa molecular de menos de
40 kDa, uma faixa de pH 6tima entre 7,5-8,0, além de ativar a proteina C do plasma humano
de forma mais rapida que a do rato. As de Gloydius e Deinagkistrodon, em contrapartida,
apresentam massa molecular acima de 40 kDa, pH étimo entre 5,0-6,5 e um maior grau de
ativagado da proteina C do plasma de rato quando comparado com a humana (Kini, 2006;
Asmat & Ranzan, 2018).

1.2.2.1.4. Atividade de ativadora do plasminogénio

A ativagao do plasminogénio o converte na enzima plasmina, a qual é responsavel
pela destruicdo dos coagulos de fibrina a partir de sua protedlise (Vassali et al., 1992). Além
dos coagulos de fibrina, a plasmina também possui como substrato outros fatores de
coagulagéo, o que intensifica o seu efeito anticoagulante (Cesarman-Maus & Hajjar, 2005).
Em humanos existem dois tipos de ativadores de plasminogénio, os ativadores teciduais (t-
PA) e os ativadores do tipo uroquinase (u-PA). Ambos ativam o plasminogénio através da
clivagem da ligacao Arg561-Val562 (Collen & Lijnen, 1991).
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Os ativadores de plasminogénio encontrados na pegconha de serpentes realizam a
ativacdo também através da clivagem da ligagdo Arg561-Val562 (Zhang et al., 2013).
Somente trés ativadores de plasminogénio diferentes foram purificados a partir da pegonha,
todos em espécies de viboras, sendo eles TSV-PA de Trimeresurus stejnegeri (Zhang et al.,
1995), Haly-PA de Agkistrodon halys (Park et al.,1998), e LV-PA de Lachesis muta muta
(Hermogenes et al., 2006).

1.2.2.1.5. Atividade de ativadora do fator X

O fator de coagulagdo X (ou FX) é ativado pelo complexo tenase, seja pela via
intrinseca ou pela via extrinseca (figura 3), a partir da clivagem da ligacao Arg194-lle195,
resultando no fator X ativado, também chamado de FXa. O FXa participa na ativacao do fator
V, com quem forma o complexo protrombinase, o qual, na presenga de ions de Ca?*, é
responsavel por clivar a protrombina transformando-a em trombina (forma ativa) (Monkovic &
Tracy, 1990; Hertzberg, 1994).

As SVSPs que ativam o fator X também clivam a ligacdo Arg194-lle195. Sao
encontradas na pecgonha de serpentes das familias Viperidae e Elapidae (Tans & Rosing,
2002). Walterinnesia aegyptia por exemplo, uma espécie de serpente da familia Elapidae,
possui uma serinoprotease ativadora do fator X em sua peconha, a qual demonstrou ser
bastante especifica para esse substrato, ndo tendo clivado nenhum outro substrato testado

de fatores envolvidos na coagulagao sanguinea (Khan & Al-Saleh, 2015).

1.2.2.1.6. Atividade de ativadora do fator V

O fator V (ou FV) é uma proteina multidominio que, apds ser clivada pela trombina
depois dos residuos Arg709, Arg1018 e Arg1545, libera o dominio B e se torna FVa. O FVa é
um cofator essencial para o fator X ativado na formacao do complexo protrombinase, o qual
converte a protrombina em trombina (Nicolaes & Dahlback, 2002).

Ativadores do fator V sao encontrados principalmente na pegonha de serpentes da
familia Viperidae. Diferente da ativacdo em trés etapas realizada pela trombina, as SVSPs
clivam somente uma ligagao, nao levando a total liberagdo do dominio B, e gerando, muitas
vezes, um FVa com um potencial reduzido na formagao do complexo protrombinase (Gerads
et al., 1992). RVV-V de Daboia russelii € um exemplo desses ativadores, o qual cliva o FV
apos o residuo Arg1545, sem haver a liberagdo do dominio B. Entretanto, o FVa gerado é
capaz de ligar-se ao FXa e exercer seu papel de cofator de forma similar ao FV ativado pela
trombina (Rosing et al., 2002).
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1.2.2.1.7. Atividade de ativadora de protrombina

A protrombina ap6s ser clivada pelo complexo protrombinase (formado pelos fatores
Xa e Va) converte-se em sua forma ativa, a enzima trombina (Whelihan et al., 2012). Essa
ativagcao ocorre apos a clivagem da protrombina entre as ligagdes Arg314—-Thr315 e Arg363—
lle364. A clivagem apos a Arg363 é responsavel por expor o sitio ativo do dominio de protease
no C-terminal da trombina (Carlisle et al., 1990).

As proteases ativadoras de protrombina presentes na pegonha sao classificadas como
do tipo A, B, C e D. As pertencentes aos grupos A e B sdo metaloproteases e as pertencentes
aos grupos C e D sao serinoproteases. Embora sejam serinoproteases, ndo sao homoélogas
as outras serinoproteases da peconha descritas até aqui, e estdo presentes somente em
elapideos australianos. Os ativadores do grupo C sdo proteinas de alta massa molecular
(~250 kDa) formadas por varias subunidades se assemelhando ao complexo protrombinase.
Ja os ativadores do Grupo D apresentam uma forte similaridade com o fator Xa (Walker et al.,
1980; Joseph & Kini, 2002). Uma ativadora de protrombina homodloga as proteinas aqui
relatadas, todavia, ja foi encontrada na peconha de Bothrops cotiara. Ela € denominada
cotiarinase, e nao é possivel classifica-la em nenhum dos 4 grupos existentes (Kitano et al.,
2013).

1.2.2.1.8. Atividade de ativagéo plaquetaria

As plaquetas sao células anucleadas cuja fungéo é estancar uma hemorragia apos um
trauma vascular ou tecidual através de sua agregacao formando trombos (Davi & Patrono,
2007). Sua ativagado pode ser induzida por diversos fatores, tais como fatores teciduais e
produtos secretados por plaquetas ja ativadas. Sua ativagao envolve receptores de membrana
tal como a C-type lectin-like (CLEC-2), as glicoproteinas GP Ib-1X-V e GP VI e os receptores
PAR (protease-activated receptors) (Thomas & Storey, 2015).

A ativacao realizada por serinoproteases da peconha é parecida com a realizada pela
trombina plasmatica, a qual cliva os receptores PARs (protease activated receptor) na

membrana das plaquetas induzindo a sua agregacao (Serrano et al., 1995; De Candia, 2012).

1.2.2.2. Caracteristicas estruturais

As serinoproteases da peconha sdo expressas como zimogénios que apresentam
entre 232-238 residuos de aminoacidos quando em sua forma ativa. Apresentam-se como
proteinas de cadeia simples, com sua estrutura sendo composta por 12 fitas 8 e 2 hélices q,
formando dois barris 8, um dobramento tipico de proteinas do tipo quimotripsina (Figura 5). O

sitio ativo localiza-se entre os dois barris, sendo formado pela triade His57, Asp102 e Ser195
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(numeragao referente ao quimotripsinogénio). Apresentam 12 residuos de cisteina que
geralmente estdo envolvidos na formagéo de seis pontes dissulfeto. Sua estrutura terciaria
possui diversos loops na superficie, os quais foram nomeados de acordo com a numeragao
de residuos que os compde (Figura 5) (Ullah et al., 2018). Em agosto de 2024, o PDB (Protein
Data Bank) contava com 13 estruturas depositadas, as quais compreendem proteinas de sete
espécies diferentes. Somente estruturas de toxinas de serpentes foram resolvidas e estao

depositadas no PDB. Na tabela 1 é possivel visualizar os dados referentes a essas estruturas.

Tabela 1. Estruturas cristalograficas de SVSP disponiveis no PDB (Protein Data Bank).

Cédigo PDB Glicosilagao Organismo Referéncia
1BQY ] Trimeresurus Parry et al., 1998
stejnegeri
10P0 Asn35
: : Zhu et al., 2005
10P2 Asn35 Deinagkistrodon
acutus

5XRF Asn81, Asn124 A ser publicado
2A1Q . .

Asn37, Asn96A, Agkistrodon contortrix Murakami & Arni,

Asn148 2005
2AIP
3869 - Goydius intermedius Huang et al., 2011
3S9A Asn245
3S9B Asn245
Daboia siamensis Nakayama et al., 2011

389C Asn245
3SBK Asn245
4E7N Asn95A Gloydius halys Zeng et al., 2013
4GSO - Bothrops jararacussu Ullah et al., 2013

A diversidade de substratos reconhecidos pelas SVSPs esta relacionada a oito /loops
presentes em sua superficie circundando o sitio ativo. Os loops 37, 60, 99 e 174 apresentam
baixa conservagao, sendo considerados os mais importantes a variagcao de especificidade,
enquanto os loops 70, 148, 189 e 218 possuem um alto grau de conservagao. As variagoes
nos residuos desses loops resultam em diferentes formas e cargas do ambiente ao redor do
sitio ativo, resultando nas diferengas de substrato observadas. Além disso, a maioria das
glicosilagdes ocorre dentro desses loops (Zeng et al., 2013).

As glicosilagdes estao presentes em grandes quantidades nessas toxinas, variando
em tamanho e posigcédo a depender da enzima. Podem ser do tipo N- ou O-, embora as N-
glicosilagdes sejam mais frequentes (Serrano, 2013). As glicosilagbes presentes na estrutura
conferem a ela caracteristicas estéricas que podem estar envolvidas no reconhecimento do
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substrato (Zhu et al., 2005) assim como no acesso de inibidores macromoleculares ao sitio
ativo da enzima (Soares & Oliveira, 2009). Todas as estruturas cristalograficas glicosiladas
possuem o glicano N-acetilglucosamina (Zhu et al., 2005; Murakami & Armi, 2005; Huang et
al., 2011; Nakayama et al., 2011). Acido N-acetilneuraminico e N-acetilgalactosamina também

ja foram encontrados em outras toxinas (Pfeiffer et al., 1993).
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Figura 5. Estrutura de uma serinoprotease da peconha de Gloydius halys (PDB ID: 4E7N).
Os residuos do sitio ativo encontram-se em verde e as pontes dissulfeto assim como a
molécula de NAG (N-acetilglucosamina) encontram-se em amarelo. Os loops presentes na
estrutura assim como o N- e o C-terminal estéo indicados. As setas vermelhas indicam os
loops 37, 60, 99 e 174, responsaveis pelo reconhecimento do substrato. Figura extraida de
Ullah et al., 2018.

1.2.2.3. Surgimento e evolugao

A maioria das proteinas presentes na pegconha de répteis toxicoferos teria evoluido por
duplicagdo génica seguida pelo recrutamento do gene duplicado. Todavia, postula-se que as
serinoproteases teriam se originado de uma maneira diferente. Essas enzimas teriam surgido
a partir da modificagéo de calicreinas anteriormente secretadas pela glandula salivar, a qual
viria a se tornar a glandula pegonhenta. A justificativa para essa hipétese baseia-se na

atividade de calicreina apresentada pelas serinoproteases presentes na pegonha de lagartos
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helodermatideos e pela identificacdo por filogenia que as serinoproteases de peconha de
répteis formam grupo um irmao das calicreinas teciduais de mamiferos (Fry, 2005). Além dos
toxicoferos, mamiferos que produzem saliva pegonhenta, como solenodontes e musaranhos,
também expressam calicreinas em suas peconhas (Ligabue-Braun et al., 2012). As calicreinas
sdo enzimas presentes em grande quantidade na saliva de muitos amniotas e teriam sido
cooptadas para essas pegonhas em desenvolvimento porque, quando injetadas em uma
presa, levam a um choque hipotensivo (Barua et al., 2020).

Anadlises filogenéticas das serinoproteases de peg¢onha concluiram que elas séo
monofiléticas, 0 que indica a ocorréncia de um evento unico de recrutamento antes da
separagdo de iguanas, anguimorfos e serpentes (Fry et al., 2006). Entretanto, foram
realizados estudos onde foi encontrada a ndo monofilia dessas enzimas (Heargraves et al.,
2014; Casewell et al., 2012). Todavia, foi interpretado que a presenca de enzimas nao
peconhentas nos clados de toxinas seria devido a eventos de a recrutamento reverso, onde
enzimas originalmente toxicas ganharam uma nova fungao fisiolégica ndo toxica (Casewell et
al., 2012).

Os resultados do sequenciamento do genoma da serpente Bothrops jararaca
(Viperidae) mostraram que os genes que codificam para serinoproteases da peconha estao
agrupados em tandem, demonstrando que a enzima sofreu diversos processos de duplicagao
dentro dos viperideos. Comparando com os genomas de outros répteis toxicéferos, verificou-
se que 0 mesmo locus onde situam-se as serinoproteases em viboras também esta presente
nas serpentes da familia Elapidae, a qual possui, entretanto, apenas um unico gene de
serinoprotease. Em lagartos helodermatideos esse mesmo locus contém o gene para a
serinoprotease do tipo gilatoxina (Almeida et al., 2020).

A grande diversidade de substratos clivados pelas serinoproteases de peconha é
consequéncia da evolugao acelerada que essas proteinas sofreram. Foi demostrado que seus
genes em viperideos acumularam muitas mutagbes nao sinbnimas nas suas regides
codificantes, o que levou a enorme diversificagao apresentada pela familia (Deshimaru et al.,
1996). Doley e Colaboradores (2009) identificaram trés segmentos da enzima, que ficam
localizados na superficie de sua estrutura, que estariam sofrente essas mudancgas aceleradas,
que poderiam estar sendo ocasionadas por variagdo de splicing, acumulo de mutagdes
pontuais ou recombinacao. Esses segmentos correspondem aos /loops chamados de 37, 99
e 174, os quais, como descrito anteriormente, estdo relacionados a diversificagcdo dos

substratos reconhecidos.
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1.2.24. Aplicac6es biotecnologicas e terapéuticas

Devido a sua atuagao nos processos envolvidos na coagulagao sanguinea, diversas
serinoproteases de pegonha sao hoje utilizadas para fins terapéuticos e biotecnoldgicos. A
enzima Batroxobin, (Stocker & Barlow, 1976) uma toxina do tipo trombina, € uma das mais
utilizadas, possuindo diversos nomes comerciais e sendo utilizada para diversos fins. A
Batroxobin cliva somente a cadeia a do fibrinogénio, gerando cadeias de fibrinas pouco
estaveis. Esse mecanismo de agao permite com que essa enzima seja aplicada em diversos
processos, sozinha ou em conjunto com outras substancias (Lan et al., 2021). Sob o nome
Reptilase® (Funk et al., 1971), por exemplo, é utilizada em testes de coagulagdo sanguinea;
como Vivostat® é usada como um selante de fibrina em aplicagcdes médicas para controle de
sangramentos (Kjaergard & Trumbull, 1998). Outra toxina utilizada de forma terapéutica € a
Ancrod. Essa enzima € obtida a partir da pegconha da serpente Agkistrodon rhodostoma e é
utilizada como agente defibrinogenador, visto que cliva o fibrinogénio sem levar a formagéao
de coagulos. Essa agao causa a deplegao do fibrinogénio plasmatico e evita a formagao de
coagulos. Apresenta importante uso no caso de derrame isquémico agudo (Hennerici et al.,
2006).
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1.3. JUSTIFICATIVA

Pouco se sabe sobre a evolugcdo das proteinas devido a sua histéria evolutiva nao
poder ser diretamente examinada da mesma forma que mudangas em caracteristicas
macroscépicas. Por conseguinte, o advento da técnica de reconstrucdo de sequéncia
ancestral (ASR) aliada a caracterizagao experimental trouxe uma abordagem que permite o
estudo de questdes até entao dificeis de serem tratadas, tal como a identificagcao de residuos
chave para a estrutura e fungao das proteinas, o que pode ser dificil de ser feito somente
comparando as proteinas atualmente existentes. As serinoproteases da peconha de
serpentes (conhecidas como SVSPs), especialmente aquelas da familia Viperidae (viboras)
sdo enzimas que, embora reconhegam uma grande variedade de substratos, possuem um
alto percentual de identidade entre si. Essa particularidade levanta questionamentos sobre
como essa diversidade foi alcangada, quais sdo os residuos de aminoacidos envolvidos no
reconhecimento do substrato, bem como qual ou quais as atividades que a enzima ancestral
possuia antes de tamanha diversificacdo. A reconstru¢cao de uma enzima ancestral de SVSP
pode ajudar a elucidar esses questionamentos, além de fornecer informacgdes valiosas sobre
a evolugao estrutural dessas enzimas. Além disso, por conta das SVSPs serem proteinas com
alto potencial biotecnolégico, a producdo de uma enzima até entdo inédita e com
caracteristicas primitivas pode ser de imenso valor em aplicacdes terapéuticas, além de abrir
caminho para futuras criagdes de outras serinoproteases voltadas para o uso biotecnoldgico.

Embora sejam relevantes alvos biotecnolégicos, as serinoproteases da pegonha de
lagartos sdo quase completamente ignoradas, havendo pouquissimos estudos as
caracterizando. O dragao-de-komodo, um lagarto varanideo conhecido por sua perigosa e
téxica mordida, possui uma peconha com enzimas altamente promissoras € nunca antes
isoladas e caracterizadas. Além de uma possivel aplicagado biotecnoldgica/farmacéutica que
essas enzimas possam vir a ter, o seu estudo pode também ajudar a compreender o efeito
fisiolégico da pegonha no organismo da presa, ajudando na conduta adequada em casos de

acidentes com animais e humanos.
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1.4. OBJETIVOS

1.4.1. OBJETIVOS GERAIS

O presente trabalho tem como objetivo estudar a evolugdo bioquimica das
serinoproteases de pegonha através da reconstrugdo da sequéncia ancestral da familia
Viperidae, além de fornecer informagdes bioquimicas sobre uma serinoprotease inédita da

peconha do lagarto Varanus komodoensis (dragao-de-komodo).

1.4.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Reconstruir a serinoprotease ancestral da pegonha dos viperideos por meio da
técnica de reconstrucao de sequéncias ancestrais.

o Expressar a proteina reconstruida assim como a proteina de V. komodoensis em
células de Komagataella phaffii.

o Purificar as proteinas expressas de forma heterdloga.

e Caracteriza-las enzimaticamente quanto aos substratos reconhecidos.

o Compreender suas caracteristicas estruturais por meio de técnicas in silico e

experimentais.
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Capitulo 2

Estudo de uma serinoprotease da peconha de
serpentes construida atraves da tecnica de
reconstrucio de sequéncia ancestral

“Assim, da guerra da natureza, da fome e da morte, decorre diretamente o objeto mais
exaltado que somos capazes de conceber, a saber, a produgdo dos animais superiores. Ha
grandeza nesta visdo da vida, com seus varios poderes, tendo sido originalmente inspirada
em algumas formas ou em uma; e que, embora este planeta tenha continuado a circular de
acordo com a lei fixa da gravidade, desde um inicio tdo simples, formas infinitas, mais belas

e mais maravilhosas, foram e estdo sendo desenvolvidas.”

- Charles Darwin.
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2.1. INTRODUGAO
2.1.1. TECNICA DE RECONSTRUCAO DE SEQUENCIAS ANCESTRAIS

Para entender como uma enzima apresenta uma dada atividade ou quais os residuos
responsaveis por uma caracteristica estrutural de interesse, utiliza-se, comumente, o que se
chama de comparacgao horizontal. Ela nada mais é do que a comparacgao de sequéncias e/ou
estruturas de diferentes membros de uma familia a fim de detectar residuos responsaveis
pelas caracteristicas desejadas e muta-los a fim de confirmagdo da hipétese. Tal técnica
detecta os residuos cruciais para uma fungao, ja que verifica que os mutar leva a sua perda;
entretanto, dificilmente identifica o conjunto de residuos os quais, se mudados, alteram a
funcdo de uma proteina para outra. E uma abordagem falha porque ignora que a funcgéo de
uma proteina evoluiu através de mutagdes acumuladas pelo tempo, as quais podem nao ser
mais visiveis nas proteinas atuais. A melhor forma de superar essa limitagao é através da
comparagao vertical. Nessa abordagem, estuda-se a filogenia daquela sequéncia de forma a
encontrar as mutagdes que ocorreram durante o periodo em que aquela fungao/caracteristica
estrutural apareceu, visto que essas mutagdes sdo as que mais necessitam de investigacao.
A técnica de comparacdo vertical da-se o nome de reconstrugdo de sequéncia ancestral
(Harms & Thornton, 2010; Merkl & Sterner, 2016).

A reconstrucao de sequéncias ancestrais (ASR, Ancestral Sequence Reconstruction)
infere qual seria a sequéncia de aminoacidos de proteinas antigas a partir das sequéncias
atuais. A metodologia infere a sequéncia ancestral a partir de um alinhamento de sequéncias
atuais, da sua filogenia (dada pela elaboragédo de uma arvore filogenética), além de um modelo
de substituicido de aminoacidos que descreva a probabilidade da substituicdo de um
aminoacido por outro (figura 6). A sequéncia mais provavel em qualquer n6 ancestral na
filogenia daquela proteina serda a sequéncia com a maior probabilidade de gerar as
sequéncias modernas (Harms & Thornton, 2010). Os métodos existentes para reconstrugédo
de sequéncias sdo divididos entre os baseados em maxima parcimbénia (MP) e os
probabilisticos, que sao a inferéncia bayesiana (Bl) e a maxima verossimilhanga (ML,
maximum likelihood). O método por maxima parcimdnia foi o primeiro a ser utilizado, e
compreende a constru¢ao de uma arvore filogenética que minimizava o numero de mutagoes
necessarias para explicar os dados observados. Entretanto, nao leva em conta padroes de
substituicdes enviesados ou comprimentos de galhos diferentes. Na inferéncia bayesiana sao
geradas arvores as quais sao otimizadas a partir dos modelos evolutivos. No método de
maxima verossimilhang¢a busca-se a arvore com maior probabilidade dadas as sequéncias
atuais e os parametros evolutivos escolhidos (Cai et al., 2004; Merkl & Sterner, 2016).

Os métodos de reconstrugao baseados em maxima verossimilhanga podem ser de

dois tipos: de reconstru¢do marginal e reconstrugdo de jungado. Na reconstrugdo marginal ha
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a comparacao da probabilidade para cada posicao em cada noé da arvore, e seleciona aquele
aminoacido que gera a maior verossimilhanca para a arvore naquela posicdo. Ja a
reconstrucao de jungao procura encontrar o conjunto de aminoacidos mais provavel para cada
posicdo em cada n6 que aumente a verossimilhancga da arvore como um todo (Cai et al., 2004;
Vialle et al., 2018).

Existem diversos programas disponiveis atualmente para a construcdo de sequéncias
ancestrais. Os programas FireProt e MEGA X s&o dois que podem ser utilizados para a
construcdo de arvores filogenéticas e inferéncia de sequéncias por meio de maxima
verossimilhanca. Nesses programas ha a reconstru¢do marginal, onde é dada a probabilidade
de cada um dos aminoacidos em cada uma das posi¢cdes da sequéncia (Kumar et al., 2018;
Musil et al., 2021)

( &
A Selecao de sequéncias atuais
. J
|
4 N\
B Criacao de um alinhamento
multiplo
(. J
4 = = N\
C Construgéao de uma arvore
filogenética
" »
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D Reconstrucédo de sequéncias
ancestrais
. J

Figura 6. Etapas para a reconstru¢do de sequéncias ancestrais. A: Um grupo de sequéncias
de interesse sado obtidas em bancos de dados; B: As sequéncias sao alinhadas em um
alinhamento multiplo, permitindo a detecgdo de mutagdes; C: Determinagéo da filogenia das
sequéncias analisadas; D: Baseado na filogenia, no alinhamento fornecido e no modelo
evolutivo (modelo de substituicdo de aminoacidos) escolhido, a sequéncia ancestral de cada

né interno da arvore € inferida. Imagem adaptada de Merkl & Sterner (2016).

21.1.1. Aplicagao da técnica
AASR é uma técnica muito util na compreensao da evolugdo molecular e estrutural de

proteinas, identificando residuos importantes para a diversidade funcional de grupos
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proteicos, ja que isso nem sempre € possivel a partir da comparagao das sequéncias atuais
(Harms & Thornton, 2010; Merkl & Sterner, 2016). Além da identificacdo de residuos chave, a
reconstrucdo de sequéncias também ajuda a entender como funciona a evolugdo da
especificidade de substrato em enzimas. A partir do uso da técnica, Risso e colaboradores
(2013) verificaram que a B-lactamase ancestral bacteriana era capaz de hidrolisar varios
antibioticos B-lactdmicos com eficiéncia similar as enzimas atuais, que possuem
especificidade de antibiético. Foi encontrado uma flexibilidade no sitio ativo da enzima
ancestral, o que permitia comportar diversos substratos, algo que nao € visto nas atuais. Além
disso, a técnica também é utilizada para estudos evolutivos em um contexto mais amplo.
Gaucher e colaboradores (2008) por exemplo, conseguiram determinar a temperatura de
melting (Tm) de fatores de elongagéo de organismos que viveram de 3,5 bilhdes a 500 milhdes
de anos atras (periodo pré-cambriano). Em seus resultados, verificaram que houve um
resfriamento de cerca de 30°C nos seres vivos durante esse periodo, um dado que foi
corroborado por Robert & Chaussidon (2006), que acharam valores de temperatura similares
para o resfriamento dos oceanos durante esse periodo a partir de dados de depdsitos de
isétopos de silicio (Merkl & Sterner, 2016). Ademais, a reconstru¢cao de sequéncias pode ser
utiizada visando a engenharia de enzimas com propriedades desejadas. Gumulya e
colaboradores (2018) reconstruiram diversas enzimas do periodo pré-cambriano visando
encontrar proteinas bastante termoestaveis. Conseguiram criar uma cetol-acido
redutoisomerase oito vezes mais especifica que a de E. coli, além de uma atividade 3,5 vezes

maior a 50°C, mostrando que a técnica nao precisa se restringir aos estudos evolutivos.
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2.2. MATERIAIS E METODOS
2.2.1. CRIACAO DE UMA SERINOPROTEASE ANCESTRAL A PARTIR DA TECNICA DE

RECONSTRUGAO DE SEQUENCIA ANCESTRAL
2.2.1.1. Obtencao de sequéncias atuais e construcao de uma arvore filogenética de

tripsinas e proteinas similares

Inicialmente, o projeto de reconstrugdo de sequéncias visava reconstruir as
sequéncias ancestrais das tripsinas de metazoarios. Por conta disso, para obter as
sequéncias de ftripsinas atuais foi feita uma busca utilizando-se o software HMMER
(HmmerWeb version 2.40.0) (Potter et al., 2018) contra o banco de dados MEROPS (Rawlings
et al., 2014) (banco de dados de proteases e seus inibidores, v.12.1) com a busca restrita aos
metazoarios. A busca foi feita utilizando-se a tripsina pancreatica bovina (UniprotKb P0O0760).
Ao final o programa retornou 38289 sequéncias, as quais foram agrupadas em etapas
utilizando-se o software CD-HIT (Fu et al.,, 2012), onde primeiro houve o agrupamento
daquelas com 90% ou mais de identidade, seguido pelo agrupamento desses grupos com
aqueles com 60% ou mais de identidade e por fim seu agrupamento com aqueles com 30%
ou mais de identidade. Por fim gerou-se grupos cujas sequéncias possuiam = 30% de
identidade entre si. Dentre os grupos gerados, escolheu-se aquele que possuia entre seus
representantes a tripsina bovina utilizada nas buscas. Esse grupo possuia no total 1386
sequéncias proteicas. Essas sequéncias foram separadas e agrupadas somente entre si a
90% seguido por 80% de identidade. Ao final obteve-se 332 grupos. Selecionou-se uma
sequéncia representante de cada um dos grupos (a maior dentre seus constituintes) para as
analises posteriores.

A proxima etapa correspondia a geragdo de uma arvore filogenética com essas
sequéncias. Dentre as 332 sequéncias, 24 foram removidas por estarem incompletas e serem
as unicas representantes de seus clados. Também foram adicionadas duas sequéncias de
quimotripsinas (MER0000004 e MER0002683) para servirem como outgroup. Gerou-se um
alinhamento utilizando-se o software CLUSTALW (Larkin et al., 2007) dentro do software
MEGA X (Kumar et al., 2018). Para melhorar o alinhamento utilizou-se o software TrimAL
(Capella-Gutiérrez et al., 2009) parametro automated1 sem delecao de sequéncias espurias.
A arvore foi construida utilizando-se o software MEGA X, pelo método de maxima
verossimilhanga, com o modelo de substituicao WAG, sem delecao parcial de residuos e com
500 replicatas bootstrap.

Verificava-se na arvore gerada a presenca de agrupamentos separados de tripsinas,
calicreinas e toxinas da pegonha de serpentes e lagartos. O clado das toxinas de répteis
possuia um bootstrap de 99, e seus grupos internos também possuiam bootstraps altos,

destoando do restante dos grupos encontrados na arvore. Por conta disso, foi decidido seguir
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nesse estudo com a reconstrugcao de sequéncias ancestrais do grupo das toxinas de pegconha

de serpentes e lagartos.

2.21.2. Construcao da arvore filogenética de serinoproteases da pec¢onha de
serpentes e lagartos

As sequéncias que constituiam o clado das toxinas de peconha (ler item 2.2.1.1.) eram
representantes de grupos e, por conta disso, todas as sequéncias dentro desses 70 grupos
foram selecionadas. Essas sequéncias foram agrupadas em grupos com 290% de identidade
utilizando-se o software CD-HIT. Ao total obteve-se 150 sequéncias representantes desses
novos grupos. Essas sequéncias foram utilizadas para a constru¢do de uma nova arvore
filogenética.

O alinhamento para a construgdo dessa arvore foi feito de forma diferente do anterior,
sendo realizado em etapas. Inicialmente foram obtidos no PDB (Protein Data Bank) 9
estruturas resolvidas de outras serinoproteases da peconha de répteis. Essas estruturas
foram alinhadas par a par utilizando-se o software POSA (Partial Order Structure Alignment)
(Li et al., 2014) a fim de gerar um alinhamento de sequéncias com informagdes estruturais.
Dentre as estruturas encontradas, selecionou-se aquela de PDB ID 4E7N para ser usada
como referéncia, por ser a que possuia maior identidade com as demais. As 150 sequéncias
obtidas foram agrupadas (CD-HIT) de forma a ficar somente a mesma familia (taxon) dentro
de cada grupo. Isso foi alcangado pelo agrupamento com 55% de identidade, obtendo-se, ao
final, 11 grupos. As sequéncias representantes de cada grupo foram alinhadas (CLUSTALW)
com a sequéncia do PDB referéncia (4E7N) para identificar qual era a mais semelhante a ela.
Utilizando-se o software MAFFT (versdo merge) (Katoh & Standley, 2014) as sequéncias
alinhadas par a par pelo POSA foram mescladas em um unico alinhamento. Utilizando-se a
versao add do MAFFT os grupos de toxinas foram adicionados um a um ao alinhamento, onde
o alinhamento inicial utilizado para a adigdo de um novo grupo era o alinhamento gerado pela
adicdo do grupo anterior. O primeiro grupo a ser adicionado ao alinhamento mesclado do
POSA foi aquele com maior identidade com a sequéncia do PDB de referéncia, seguido pelo
segundo e assim sucessivamente até todos os grupos terem sido adicionados. Por fim
adicionou-se os outgroups, sendo eles duas tripsinas, (cédigo MEROPS MERO0000020 e
MERO0000024) e trés calicreinas (MER0225979, MER0578331 e MER0262392) e retirou-se
do alinhamento as sequéncias referentes as estruturas obtidas no PDB. A arvore filogenética
foi montada a partir do alinhamento gerado, utilizando-se o software MEGA X pelo método de
maxima verossimilhan¢ca, modelo de substituicdo JTT, com 10 categorias de distribuicao
Gamma, sem delegao parcial de residuos e com 2000 replicatas bootstrap. A arvore foi

visualizada e editada com o uso do programa iTOL (Letunic & Bork, 2021).
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2.21.3. Geracao da sequéncia ancestral e predi¢oes in silico

A partir da arvore filogenética obtida em 2.2.1.2. foi decidido que seria reconstruida a
sequéncia ancestral que deu origem as serinoproteases da peconha da familia de serpentes
Viperidae, visto que nessa familia ha uma maior diversificagdo dessas enzimas. Para a
geracao da sequéncia utilizou-se dois programas diferentes, o FireProt (Musil et al., 2017) e
o MEGA X. As sequéncias geradas por ambos foram alinhadas e comparadas quanto as suas
probabilidades. Apds a geracio das sequéncias foi observado que elas ndo possuiam sete
residuos terminais caracteristicos das SVSPs. Foi verificado que as sequéncias do MEROPS
obtidas pelo HMMER nao continham esses residuos, embora as mesmas sequéncias em
outros bancos de dados tivessem. Uma cisteina presente nesse C-terminal esta envolvida em
uma ponte dissulfeto nas estruturas cristalizadas de SVSPs, portanto, foi decidido que era
mais sensato adiciona-los a sequéncia ancestral. Adicionou-se a sequéncia ancestral final os
residuos TDASCPP, os mesmos presentes na enzima AhV_TL-l de Agkistrodon halys (PDB
ID 4E7N), uma vez que ela era a SVSP de estrutura resolvida com maior identidade com a
ancestral (82,5%). Foi realizada uma busca pelo BLASTp contra o SwissProt a fim de detectar
com quais SVSPs a ancestral mais se assemelhava.

A sequéncia teve pontes dissulfeto preditas pelo software Dlpro (Cheng et al., 2006),
sitios de N-glicosilagcbes preditos pelo software NetNGlyc 1.0 (Gupta & Brunak, 2001) e sitios
de O-glicosilacao predito pelo software NetOGlyc 4.0 (Steentoft et al., 2013). Seu modelo
tridimensional foi predito utilizando-se software AlphaFold 2, disponivel na versao ColabFold
(Mirdita et al., 2022), com a utilizagdo do modo de alinhamento multiplo mmseqs2_uniref_env
e como template o pdb_100. A visualizagao da estrutura foi feita com o uso do software PyMOL
(Versao 2.5, Schrddinger, LLC).

2.2.2. OBTENGAO DA SVSP ANCESTRAL HETEROLOGA
2.2.21. Transformacao de células de Escherichia coli por choque térmico e
midipreparacgao plasmidial

A construgdo contendo o gene da serinoprotease ancestral de viperideos foi
sintetizada pela empresa GenScript (Nova Jersey, Estados Unidos). A sequéncia foi
sintetizada contendo em seu C-terminal uma cauda com seis residuos de histidina (HisTag
6x) a qual confere a enzima a capacidade de ser purificada utilizando-se uma coluna de
afinidade a niquel (Ni**). A clonagem foi feita no vetor pPICZaA com o uso das enzimas de
restricdo EcoR1 (sitio 5’) e Not1 (sitio 3’) e seus cddons foram otimizados para a expressao
na levedura Komagataella phaffii (anteriormente designada como Pichia pastoris). O vetor

utilizado confere ao N-terminal da proteina heterdloga o a-Factor, um peptideo sinal que
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direciona a proteina ao meio extracelular, o que facilita seu processo de purificacdo. Aescolha
da K. phaffii como sistema de expressao se deve a ela ser capaz de formar pontes dissulfeto
e de fazer glicosilagdes, ambas modificagbes pds-traducionais necessarias a essa proteina.
Para a transformacido das células de K. phaffii era necessario ~10ug de DNA
plasmidial, um quantitativo muito acima do fornecido pela empresa (~4 ug). Devido a isso, foi
necessario a utilizacdo de células de Escherichia coli cepa XL-10 para a replicagao do vetor.
Para a transformacéao dessas células, adicionou-se ~200 ng do vetor a 100 L de células de
E. coli XL-10 competentes (D.O.e00 de ~9,0). A mistura foi incubada em gelo por
aproximadamente 45 minutos e em seguida submetida a 42°C por 90 segundos. Apds o
choque térmico, as células foram novamente incubadas em gelo por 5 minutos. Logo apés,
900 uL de meio de cultura LB (peptona de caseina 1 % (m/v), NaCl 0,29 % (m/v) e extrato de
levedura 0,5 % (m/v)) foi adicionado as células e essas foram incubadas a 37°C durante 1 h.
Posteriormente, 100 uL de células foram plagueadas em placa de Petri contendo 25 mL de
meio LB (Luria-Bertani) solido (peptona de caseina 1% (m/v), NaCl 0,29% (m/v), extrato de
levedura 0,5% (m/v) e agar 2% (m/v)), acrescido de zeocina (25 ug/mL). A zeocina age como
marcador de selegdo, ou seja, seleciona positivamente aqueles clones que foram
transformados, tendo em vista que o vetor pPICZa confere ao microrganismo resisténcia a
esse antibidtico. A placa de Petri foi acondicionada em estufa a 37°C por aproximadamente
24 horas. Uma colbnia de E. coli transformada foi inoculada em 50 mL de meio LB contendo
zeocina (25 yg/mL) e deixada crescer a 37°C e 220 rpm por ~16 horas. Apds esse periodo,
as células foram centrifugadas a 5000 x g e passaram pelo processo de midipreparagéao
plasmidial (Midiprep), onde o plasmideo de interesse foi purificado utilizando-se o kit The
PureYield™ Plasmid Midiprep System (Promega) seguindo-se as recomendagbes do

fabricante.

2.2.2.2. Linearizagao do vetor e confirmagao por eletroforese em gel de agarose
Para que ocorresse a integracdo do vetor ao genoma de K. phaffii via recombinagao
homologa era necessario que este se encontrasse linearizado. Para tal, utilizou-se a enzima
Pmel (NEB). Na reagao utilizou-se 10 ug do plasmideo obtido apés a midiprep do ltem
2.2.2.1., 30U de Pmel e tampao CutSmart NEB em concentragao final de 1x. Areag¢ao ocorreu
por ~7 horas a 37°C. Em seguida foi feita a inativagdo da enzima de restricdo por meio da
incubagao da reacéo a 65°C por 20 minutos. A seguir, 0 DNA linearizado foi precipitado a fim
de remover a enzima de restricdo. Para isso adicionou-se a reacao acetato de sodio 3 M (1:10)
e etanol 100% (2,5x o volume da reagao). A reacao foi deixada a -20°C por ~16 horas.
Posteriormente a amostra foi centrifugada a 14000 x g por 30 minutos, o sobrenadante

descartado e o pellet (DNA) lavado com 500 pL de etanol 80%. A amostra foi novamente
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centrifugada a 14000 x g por 30 minutos, seu sobrenadante foi descartado e o DNA precipitado
foi deixado secar em temperatura ambiente. Apds a secagem o DNA foi ressuspenso em H>O
MiliQ.

Para a confirmacao da linearizacdo do vetor foi realizada a eletroforese em gel de
agarose 0,8% (m/v) preparado com TBE 1x (Tris 89 mM, acido bérico 89 mM e EDTA 2 mM)
e corado com brometo de etidio a 0,25 mg/mL. A amostra foi preparada através da mistura do
DNA com o tampao de amostra 6x (na propor¢ao 5:1). Foi adicionado ao gel o vetor linearizado

e o vetor intacto (controle negativo). O gel foi corrido em tamp&o TBE a 80 V.

2.2.2.3. Transformacao de células de Komagataella phaffii por eletroporagao
Toda metodologia de manipulagéo de K. phaffii descrita nesse documento foi retirada
do manual EasySelect™ Pichia Expression Kit, da Invitrogen, publicado em 2010 (disponivel

em: https://assets.thermofisher.com/TFS-Assets/LSG/manuals/easyselect man.pdf).

Para a transformacao de K. phaffii, uma colbnia de células cepa X-33 nao transformada
foi plaqueada em placa de Petri contendo meio de cultura YPD (Yeast Peptone Dextrose)
sélido (extrato de levedura 1% (m/v), peptona de caseina 2% (m/v), glicose 2% (m/v) e agar
2% (m/v)). A placa foi acondicionada em estufa a 28°C por ~48 horas. Apds esse periodo,
uma coldnia de X-33 foi inoculada em 5 mL de meio YPD liquido (sem a adicdo de agar) e o
indculo foi deixado crescer a 28°C sob agitagao de 250 rpm por aproximadamente 16 horas.
Apos esse periodo, a D.0O.e00 do indculo foi medida. Em um erlenmeyer de 1L foi colocado 100
mL de YPD e a ele adicionou-se um volume de in6culo calculado para que apés 16 horas de
crescimento se atingisse a D.O. s entre 1,5-1,8. Para isso, considerou-se que o tempo de
duplicacao das células de K. phaffii era de 2 horas. O erlenmeyer foi acondicionado em shaker
e o in6culo cresceu a 28°C e 250 rpm. Atingida a D.O. s00 desejada, a cultura foi centrifugada
a 1500 x g por 5 min a 4°C. O sobrenadante foi descartado e o pellet foi ressuspenso em 100
mL de agua MiliQ gelada autoclavada. As células foram centrifugadas novamente a 1500 x g
por 5 min a 4°C e o sobrenadante foi descartado. As células foram ressuspensas em 50 mL
de agua gelada autoclavada e centrifugadas como descrito anteriormente. Em seguida, as
células foram ressuspensas em 4 mL de sorbitol 1 M gelado e centrifugadas como
anteriormente. O sobrenadante foi descartado e por fim as células foram ressuspensas em
200 pL de sorbitol 1M gelado. Misturou-se 10 ug de DNA plasmidial linearizado a 80 pL dessas
células e transferiu-se as células + DNA para uma cubeta de eletroporagdo. A cubeta foi
incubada em gelo por ~5 minutos e em seguida submetida a eletroporagéo por 10 ms a 1500V,
400 Q e 25 yF. Imediatamente apos a eletroporagao adicionou-se a cubeta 1 mL de sorbitol 1

M gelado. Transferiu-se o conteudo da cubeta para um tubo de 1,5 mL o qual foi incubado a
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28°C por 2 horas sem agitagao. O tubo foi centrifugado a 1500 x g, 780 pL de sobrenadante
foi descartado e as células ressuspensas nos 300 pL restantes. O mesmo processo foi
realizado para o controle negativo, onde, nesse caso, ndo houve a adigdo de DNA. Em placas
contendo meio YPD sélido acrescido de zeocina (100 ug/mL) foram plaqueadas as células
eletroporadas. As placas foram incubadas a 28°C de 3 a 5 dias. Como esperado, apareceram
coldnias nas placas contendo as células transformadas com o DNA linearizado, ndo havendo
o mesmo perfil nas placas com o controle negativo.

Um total de 44 colbnias foram replaqueadas em placas de Petri enumeradas contendo
meio de cultura YPD solido acrescido de zeocina (100 ug/mL). As placas foram incubadas em

estufa a 28°C e deixadas crescer por 72 horas.

2.2.24. Determinagao do fenétipo Mut

Caso a recombinagao do vetor linearizado dentro do locus AOX1 ocorresse de forma
a danificar o gene AOX1, a levedura teria uma capacidade diminuida de metabolizagado do
metanol. Foi feita a determinagao do fenétipo mut para definir se os clones obtidos apods a
transformagao eram plenamente capazes de metabolizar o metanol (mut*) ou metabolizavam
o0 metanol de forma mais lenta (mut®). Para isso, plaqueou-se em placas de Petri os meios
solidos Minimum Methanol (MM, Yeast Nitrogen Base 1,34%, biotina 4x10°%, metanol 0,5%
e agar 2%) e Minimum Dextrose (MD, Yeast Nitrogen Base 1,34%, biotina 4x10°%, glicose
2% e agar 2%) e a eles adicionou-se zeocina 100 pg/mL. Cada um dos 44 clones
anteriormente plaqueados foram replaqueados tanto nas placas contendo o meio MM, quando
nas contendo o meio MD. As placas foram incubadas em estufa a 28°C por ~48 horas. Em
seguida, comparou-se o crescimento dos clones entre as duas placas e selecionou-se 8 entre
aqueles que cresceram de forma semelhante nos dois meios, tendo em vista que isso € um
indicativo de que aquele clone é capaz de crescer plenamente utilizando metanol como fonte

de carbono.

2.2.2.5. Screening de expressao génica

Foi realizado um experimento de expressdo em pequena escala (em 25 mL de meio
de cultura, utilizando-se frascos de 250 mL de volume) para determinar se oito clones
selecionados eram capazes de expressar o gene da SVSP ancestral. Inicialmente realizou-
se uma tentativa de expressao com meio BMMY e alimentacao com metanol a 1%, mas nao
foi detectada expressao. Por conta disso, trocou-se o meio de cultura para 0 meio minimo
BMM. Utilizando-se esse meio de cultura foram testados inicialmente somente 3 clones, sendo
eles 0 3, 0 33 e o 36. Também foi realizado o experimento com células de K. phaffii

transformadas com o vetor pPicZoA vazio (controle negativo). Inicialmente, cada um dos

45



clones foi inoculado em 5 mL de meio BMG (fosfato de potassio 100 mM pH 6,0, Yeast
Nitrogen Base 1,34%, biotina 4x10°%, glicerol 1%) e deixado crescer a 28°C e 250 rpm por
48 horas. Em seguida, a D.O. gp0 dos indculos foi medida e logo apds eles foram centrifugados
a 1500 x g por 5 minutos. Foi centrifugado o volume de células necessario para que a D.O. 00
no meio BMM fosse de 1. O sobrenadante foi descartado e as células foram ressuspensas
em 25 mL de meio BMM (fosfato de potassio 100 mM pH 6,0, Yeast Nitrogen Base 1,34%,
biotina 4x10°%, metanol 1%). O indculo em BMM foi acondicionado em shaker a 28°C e 250
rpom, onde ficou por 96 horas, sendo realizadas a cada 24 horas alimentagées com metanol
1% e leituras da densidade 6tica a 600 nm. Ao final dos quatro dias de expressao os inéculos

foram centrifugados a 5000 x g por 10 minutos e o sobrenadante guardado a 4°C.

2.2.2.6. Confirmacao da expressao por SDS-PAGE e Western Blot

Para a confirmagdo da expressdo em SDS-PAGE (Polyacrylamide Gel
Electrophoresis), 1 mL dos sobrenadantes obtidos no item anterior foram submetidos a
precipitacao proteica, a fim de concentrar as proteinas ali presentes. Para isso, adicionou-se
a esses sobrenadantes 250 yL de acido tricloroacético (TCA) e acondicionou-se a -20°C por
aproximadamente 16 horas. Logo apés, centrifugou-se as amostras a 14000 x g por 15
minutos e descartou-se o sobrenadante. Os pellets formados foram lavados com 500 uL de
acetona 100% e centrifugados a 14000 x g por 15 minutos. A ultima etapa foi repetida uma
segunda vez. Os sobrenadantes foram descartados e os pellets resultantes foram deixados
secar a 37°C. Em seguida, as amostras foram ressuspensas em 20 pyL de agua MilliQ,
misturadas a 5 pL de tampao de amostra Laemmli (300 mM Tris-HCI pH 6.8, SDS (Dodecil
sulfato de sddio) 10% (m/v), B-mercaptoetanol 25% (v/v) e azul de bromofenol 0,05% (m/v)) e
fervidas por 10 minutos.

Os géis separadores 12% (m/v) foram preparados com 3 uL de TEMED, 150 uL de
SDS 10% (m/v), 50 uL de PSA (persulfato de amdnia) 10% (m/v), 1,25 mL de Tris-HCI pH 8.8,
2 mL de acrilamida 30% (m/v) e 1,7 mL de agua destilada. Os géis concentradores 5% (m/v)
foram preparados utilizando-se 75 pL de SDS 10% (m/v), 3 ul de TEMED, 25 uL de PSA 10%
(m/v), 340 pL de Tris-HCI pH 6,8, 420 pL de acrilamida 30% (m/v) e 1,75 mL de agua destilada.
Foi adicionado a canaleta do gel 25 pyL de cada amostra, as quais foram corridas em tampao
de corrida (Tris-HCI 25 mM, glicina 200 mM e SDS 0,1% (m/v)) a aproximadamente 35 mA.

A coloragao do gel para a visualizagao das proteinas foi feita com nitrato de prata. Apds
a corrida, foi adicionado ao gel 60 mL de acetona 50% (v/v), 1,5 mL de TCA 50% (v/v) e 25 pL
de formaldeido 37% (v/v). O gel foi deixado sob agita¢do por 5 minutos. Em seguida a solugéo

foi descartada, o gel lavado trés vezes com agua destilada e deixado em agua por 5 minutos
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sob agitagcdo. Logo apds foi novamente lavado trés vezes com agua destilada e submetido a
60 mL de acetona 50% por 5 minutos sob agitacdo. A acetona foi descartada e ao gel foi
adicionado 60 mL de uma solugéo de tiossulfato de sédio 0,016% (m/v). Ficou sob agitacao
por 1 minuto. A solugao foi descartada, o gel foi lavado trés vezes com agua destilada e corado
com 60 mL de uma solugao contendo 800 yL de AgNO3 20% (m/v) e 600 pL de formaldeido
37% (v/v). O gel ficou sob agitagao por 8 minutos. A solugéo de nitrato de prata foi descartada
e o gel foi lavado duas vezes com agua destilada. A revelacéo das proteinas foi feita a partir
da adigao ao gel de 60 mL de uma solugao contendo 1,2 g de Na,COs3, 25 uL de formaldeido
37% (viv) e 25 pL de tiossulfato de sodio 10% (m/v). Agitou-se o gel até ser possivel observar
as bandas de proteinas. A reacao de revelacao foi finalizada com a adicao de 30 mL de acido
aceético 1% (v/v).

Para o Western Blot foi corrido um gel SDS-PAGE 12% conforme descrito acima. Apds
a corrida, o gel ficou 10 minutos submerso em tamp&o de transferéncia (Tris base 48 mM,
glicina 39 mM, metanol 20% (v/v)) e a membrana de nitrocelulose ficou submersa em agua
destilada pelo mesmo periodo. Em seguida o gel e a membrana foram montados no aparato
de transferéncia semi-seca (Power Blotter—Semi-dry Transfer System — ThermoFisher)
seguindo o protocolo do fabricante. A transferéncia das proteinas do gel para a membrana
ocorreu por 7 minutos a 1,3 A. Logo apds, a membrana de nitrocelulose foi lavada com PBS
(Phosphate-buffered saline, NaCl 137 mM, KCI 2,7 mM, Na;HPO4 10 mM, KH2PO. 1,8 mM,
pH 7,4), e submersa em uma solugao contendo 5% de leite em p6 desnatado dissolvido em
PBS. A membrana permaneceu nessa solugdo sob agitagédo por 1 hora, e em seguida foi
lavada duas vezes com PBS com 0,05% de Tween 20, com cada lavagem durando 5 minutos
sob agitagdo. A solugao de lavagem foi descartada e a membrana foi submersa em uma
solugao contendo o anticorpo primario anti-HisTag (Abcam) na proporg¢ao 1:10000 diluido em
PBS. A membrana permaneceu nessa solugao por ~16 horas a 4°C. Em seguida, a solugao
com anticorpo foi removida e a membrana foi lavada duas vezes com PBS com 0,05% de
Tween 20 durante 5 minutos. Logo apds, a membrana foi submersa em uma solugéo contendo
o anticorpo secundario anti-mouse conjugado a fosfatase alcalina (Abcam) na proporg¢ao
1:3000 diluido em PBS, onde ficou incubada por 1 hora. Passado o tempo de incubacgéo, a
solugdo com o anticorpo foi removida e a membrana foi lavada trés vezes com PBS com
0,05% de Tween 20, seguido por uma lavagem com PBS e uma com agua destilada. A
revelacdo das bandas foi feita utilizando-se 1 mL da solucdo de substrato NBT/BCIP
(ThermoFisher). Apds o aparecimento das bandas o substrato foi descartado e a membrana

foi lavada com agua destilada.
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2.2.2.7. Testes de otimizagao da expressao

Um teste de otimizacao da expressao foi realizado com a colénia 33, visto que ela
apresentou resultado positivo. A expressao foi feita em meio de cultura BMM seguindo o
protocolo descrito no item 2.2.2.5., com algumas modificagbes que visavam induzir uma maior
producado proteica. Foram feitos seis indculos com diferentes variacbes em condigbes de
expressao. Trés inéculos variaram na concentragao de indutor, onde utilizou-se metanol a 2%,
3% e dependente da D.O. do in6culo, onde induziu-se com metanol 1% quando a D.O. se
encontrava entre 1-10, com metanol 2 % quando a D.O. estava entre 10,1-20, e metanol 4%
quando a D.O. estava acima de 20. Os outros trés indculos variavam a D.O. do momento da
inducgdo, sendo utilizadas as D.O. iniciais de 1, 2,5 e 5. Ao final das 96 h as células foram
centrifugadas a 5000 x g e o sobrenadante foi acondicionado a 4°C. O comparativo da
expressao entre as seis estratégias foi feito por meio de SDS-PAGE 12% e Western Blot

conforme descrito no item 2.2.2.6.

2.2.2.8. Purificagdo da SVSP ancestral por cromatografia de afinidade a metal
imobilizado (Ni?*)

Foi realizada uma expressao da SVSP ancestral em 1 litro de meio de cultura BMM
conforme descrito no item 2.2.2.5, onde foram utilizados 10 frascos erlenmeyers de 1 litro com
100 mL de in6culo em cada (utilizagao de 10% do volume total do frasco). Apés a finalizagéao
da expresséo e centrifugagao da cultura, o sobrenadante resultando foi concentrado, dialisado
para agua e em seguida para o tampao de purificagdo (Tris 75mM, NaCl 150mM, pH 7,5)
utilizando-se um concentrador com uma membrana com cutoff de 10 kDa.

A purificagao foi realizada utilizando-se o equipamento AKTA Purifier (GE Healthcare)
e a coluna HisTrap HP de 1 mL (GE Healthcare). A amostra dialisada e concentrada foi filtrada
em uma membrana com poro de 0,45 uym e injetada na coluna a um fluxo de 1 mL/min. A
coluna foi submetida a diversas lavagens com tampao de elui¢ao (Tris 75mM, NaCl 150mM,
imidazol 500 mM pH 7,5) em diferentes concentragdes de imidazol (25, 50, 100, 150, 250 e
500 mM) para a remogéao de proteinas contaminantes e determinagéo do perfil de eluigdo. A
purificacdo foi confirmada por SDS-PAGE 12%, conforme descrito no item 2.2.2.6. A

concentragao da proteina obtida foi determinada de acordo com a Equacéo 1:

Equacgdo 1: C (mg/mL) = 10 x Azso / Azeo'”

Onde C é a concentragdo em mg/mL, Azs € a absorbancia a 280 nm e Az’ € a
absorbancia da proteina a 280 nm quando a 1%, cujo valor tedrico para a SVSP ancestral é
de 14,13 UA.

48



2.2.29. Teste de deglicosilagao utilizando-se a enzima PNGase F

Por conta do tamanho maior do que o esperado apresentado pela SVSP ancestral no
SDS-PAGE e por possuir sitios preditos de N-glicosilagdo, foi realizado um teste de
deglicosilagcao utilizando-se a enzima PNGase F, cuja atividade é especifica para N-
glicosilagdes. Para a reacao foi utilizado tampao fosfato de soédio 50 mM pH 7,5, Triton-X
0,75% e a enzima PNGase F de Elizabethkingia miricola (5000U/mL, Sigma Aldrich) na
proporcado de 1 pL para cada 100 ug de proteina a ser deglicosilada. Foram preparadas 3
reacdes, onde cada uma foi retirada 24 horas apds a outra. A deglicosilacao foi confirmada
por SDS-PAGE 12%, conforme descrito no item 2.2.2.6. Para a retirada da PNGase F (quando
necessario) a amostra foi dialisada para agua e em seguida para tampao de purificagdo
utilizando-se um concentrador com cutoff de 3 kDa e submetida a uma nova purificagao por

cromatografia de afinidade, conforme descrito no item 2.2.2.8.

2.2.2.10. Anadlise da deglicosilagao por espectrometria de massas

Amostras da SVSP ancestral purificada glicosilada e deglicosilada tiveram sua massa
estimada por meio de espectrometria de massas. Para isso, elas foram inicialmente dialisadas
em agua MiliQ utilizando-se um concentrador com uma membrana com cutoff de 3 kDa e em
seguida aplicadas em uma placa de MALDI Anchorchip (600 mm) na proporg¢ao 1:1 com acido
a-ciano-4-hidroxicinamico (HCCA) diluido em solugéo de acetonitrila e TFA 3% (proporgéo de
acetonitrila/agua MiliQ/TF 3% de 5:4:1). A massa molecular média das amostras foi adquirida
no equipamento Autoflex Speed MALDI-TOF (Bruker Daltonics) utilizando o modo linear
positivo (LP). Os resultados obtidos foram analisados com o uso do software FlexAnalysis 3.3

(Bruker Daltonics).

2.2.3. DETERMINACAO DAS ATIVIDADES ENZIMATICAS APRESENTADAS PELA SVSP
ANCESTRAL
2.2.31. Caracterizagao da atividade de clivagem do fibrinogénio
Por conta da atividade fibrinogenolitica (clivagem do fibrinogénio) ser uma das mais
comumente apresentadas pelas SVSPs (Mackessy, 2010), esse foi o primeiro teste
enzimatico realizado com a SVSP ancestral. O teste foi baseado no realizado por Megale e
Colaboradores (2019). O substrato utilizado foi o fibrinogénio humano (Sigma Aldrich) e a sua
clivagem foi confirmada através de SDS-PAGE 12% (conforme descrito no item 2.2.2.6.), com
a diferenga de que foi corado com solugdo de Commassie (commassie brilliant blue R-250
0,1% (m/v), metanol 50% (v/v) e acido acético 10% (v/v)) e descorado com &acido acético 20%

(v/iv). E importante salientar que este teste néo determina se a clivagem ocorreu de forma a
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liberar os peptideos A e B, o que induz a formacao de fibrinas. Ele somente determina se a
proteina é capaz de clivar as cadeias a e 3 do fibrinogénio.

O teste foi realizado com a SVSP ancestral tanto glicosilada quanto deglicosilada. O
ensaio inicial foi feito em tamp&o PBS a 37°C durante 2 horas, utilizando-se a enzima e o
fibrinogénio, respectivamente, nas propor¢gdes molares 1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32 e 1:64. A
reacao foi finalizada com a adicdo de tampao de amostra Laemmli 5x. Confirmada a clivagem
do fibrinogénio em SDS-PAGE, a menor concentracao enzimatica onde foi possivel observar
clivagem foi selecionada para ser utilizada nos testes subsequentes. Foi realizado um ensaio
pelo tempo, com duracgao total de 24 h e coletas nos periodos de 15 min, 30 min, 1 h, 2 h, 4
h, 8 h e 24 h. Para esse ensaio também utilizou-se tampao PBS e foi realizado a 37°C. Um
ensaio pela temperatura também foi feito, onde também utilizou-se tamp&o PBS e avaliou-se
o perfil de clivagem do fibrinogénio a 4, 25, 37, 42 e 75°C por 2 horas. No teste pelo pH,
utilizou-se tampdes de mesma composicao que o PBS para aqueles com pH entre 7 e 8,
tampao citrato de sodio para aquelas com pH <7 (Citrato de sédio 50 mM, NaCl 137 mM, KCI
2,7 mM) e tampao tris (Tris 50mM, NaCl 137 mM, KCI 2,7 mM) para o pH 9,0. Os testes foram
feitos nos pH 5,0, 6,0, 7,0, 7,4, 8,0 e 9,0 a 37°C por 2 horas. Por ultimo foi realizado um ensaio
utilizando-se moléculas possivelmente inibidoras da atividade enzimatica. Utilizou-se os
inibidores de serinoproteases aprotinina (0,6 pM), leupeptina (10 pM) e fluoreto de
fenilmetanosulfonil (PMSF, 1 mM), e as moléculas Ditiotreitol (DTT, 10 mM) (para avaliar a
importancia das pontes dissulfeto) e acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA,10 mM) (para

avaliar a dependéncia de ion divalente). O ensaio foi realizado em PBS a 37°C por 2 horas.

2.2.3.1.1. Identificagdo da atividade de indugéo da formagao de coagulos de fibrina

A clivagem do fibrinogénio de forma a liberar os peptideos A e B das cadeias a e j3,
respectivamente, induz a formagéo de coagulos de fibrina. Um teste enzimatico de detecgéo
de formac&o desses coagulos foi realizado utilizando-se o fibrinogénio e a SVSP ancestral
deglicosilada de forma a detectar se a enzima apresentava tal atividade (protocolo adaptado
de Menaldo e Colaboradores, (2012) e Chernyshenko e Colaboradores (2014)). O teste foi
realizado em ftriplicata em placa de 96 pogos e lido a 405 nm utilizando-se uma leitora de
microplaca (SpectraMax M5). Para cada uma das replicatas utilizou-se 250 ug de fibrinogénio
e 715,7 ng da SVSP (concentracao final de fibrinogénio e SVSP de 3,68 e 1,32 uM,
respectivamente). A reacao ocorreu em tampao PBS por 30 minutos, com leituras sendo
realizadas a 405 nm a cada 15 segundos. A enzima trombina do plasma bovino (Sigma

Aldrich) foi utilizada como controle positivo (84 nM).
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2.2.3.2. Determinacgao da atividade de esterase

A atividade de esterase (clivagem da ligacao éster apés um residuo de aminoacido) é
comumente detectada em SVSPs e outras proteases (Wang et al., 2014). Para testar se a
ancestral possuia esse tipo de atividade utilizou-se o substrato sintético Na-Benzoil-L-arginina
etil ester cloridrato) (BAEE, Sigma Aldrich), onde ha a liberagdo de Na-Benzoil-L-arginina +
etanol como produto da hidrolise. Os ensaios foram feitos em ftriplicata com a enzima
glicosilada e deglicosilada em microplaca de 96 pocgos e lido a 253 nm utilizando-se uma
leitora de microplaca (SpectraMax) durante 30 min com leituras a cada 1 min. Os testes foram
realizados em tampéao fosfato de sddio 67 mM pH 7,6 com o BAEE a 0,5 mM e a enzima em
diversas concentragdes diferentes. A tripsina bovina (Sigma Aldrich) foi utilizada como controle
positivo. A atividade foi dada em milimolar de produto produzido, considerando-se o

coeficiente de extingdo molar do Na-Benzoyl-L-arginine como 808 a 253 nm.

2.2.3.3. Determinacao da atividade amidolitica

A atividade amidolitica (clivagem da ligagédo peptidica) apds residuos de arginina foi
testada com o substrato sintético Na-Benzoil-DL-arginina 4-nitroanilina cloridrato (BApNA,
Sigma Aldrich), onde ha a liberagdo de Na-Benzoil-L-arginina + 4-nitroanilina como produto
da hidrdlise. Os ensaios foram feitos em ftriplicata com a enzima glicosilada e deglicosilada
em microplaca de 96 pocos e lido a 405 nm utilizando-se uma leitora de microplaca
(SpectraMax) durante 30 min com leituras a cada 1 min. Os testes foram realizados em
tampao fosfato de sédio 67 mM pH 7,6 com o BApNA a 1,46 mM e a enzima em diversas
concentracdes diferentes. O BApNA foi inicialmente dissolvido em dimetilsulféxido 100%
(DMSO) e em seguida misturado ao tampao da reagdo. A tripsina bovina (Sigma Aldrich) foi
utiizada como controle positivo. A atividade foi dada em pM de produto produzido,

considerando-se o coeficiente de extingdo molar da 4-nitroanilina como 9500 a 405 nm.

2.2.3.4. Determinacgao da atividade do tipo calicreina

As calicreinas sao proteinas plasmaticas ou teciduais que atuam na clivagem do
cininogénio e liberagdo de cinina. E considerada a atividade ancestral das serinoproteases da
peconha de serpentes e lagartos sendo uma atividade encontrada em algumas SVSPs (ler o
item 1.2.2.3.). Para testar se a ancestral possuia esse tipo de atividade utilizou-se o substrato
sintético Benzoil-Pro-Phe-Arg-4-nitranilina acetato (Chromozym PK, Roche), onde ha a
liberagcédo de Benzoil-Pro-Phe-Arg + 4-nitroanilina como produto da hidrélise. Os ensaios foram
feitos em triplicata com a enzima glicosilada e deglicosilada em microplaca de 96 pogos e lido

a 405 nm utilizando-se uma leitora de microplaca (SpectraMax). Os testes foram realizados
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em PBS com o Chromozym PK a 0,25 mM e a SVSP ancestral em diversas concentragdes.
Além das variagbes de concentracdo foram feitos testes com variagcao de pH (de 5 a 9). A
calicreina humana (Sigma Aldrich) foi utilizada como controle positivo. A atividade foi dada em
MM de produto produzido, considerando-se o coeficiente de extingdo molar da 4-nitroanilina
como 9500 a 405 nm.

2.2.4. ANALISE DE ESTRUTURA SECUNDARIA E TERMOESTABILIDADE POR

DICROISMO CIRCULAR

Utilizou-se para as medidas de dicroismo circular um espectropolarimetro Jasco J-815
provido de um sistema de controle de temperatura Peltier. Os ensaios foram realizados com
os tampdes acetato de sodio (5 mM, pH 5,0) e Tris-HCI (5 mM, pH 7,5 e 9,0) somente com a
proteina glicosilada. Para a obtengdo dos espectros utilizou-se uma cubeta de 0,1 cm.
Utilizando-se a Equacdo 2 calculou-se as elipticidades molares a partir das elipticidades
obtidas:

Equacao 2: [6] (grau.cm2.dmol-1) = 115.a0/10.C.I

Sendo, a o sinal dicréico em miligraus, C a concentragdo da amostra (0,13 mg/mL para a
SVSP glicosilada) e | o trajeto ético (cm) da cubeta utilizada. Primeiro foram gerados espectros
a 25 °C seguido pela desnaturagao térmica a qual foi conduzida de 25 °C a 95 °C para todos
os pH. A partir das curvas obtidas a estabilidade térmica da proteina foi determinada. A
deconvolucgao do sinal dicrdico para percentual de estrutura secundaria foi feita utilizando-se
o software BeStSel (Micsonai et al., 2022) e estimativa de estrutura secundaria do modelo

predito pelo ColabFold foi feito pelo software 2struc (Klose et al., 2010).
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2.3. RESULTADOS E DISCUSSAO
2.3.1. CRIACAO DE UMA SERINOPROTEASE ANCESTRAL A PARTIR DA TECNICA DE

RECONSTRUGAO DE SEQUENCIA ANCESTRAL
2.3.1.1. Arvore filogenética das serinoproteases da pegonha de serpentes e lagartos

Como explicado anteriormente, dentre as tripsinas, calicreinas e toxinas de pegonha,
enzimas presentes na primeira arvore construida (a arvore pode ser visualizada no Anexo ),
foi escolhido o ultimo grupo para ser mais profundamente estudado e ter uma sequéncia
ancestral reconstruida. Para isso foi construida a arvore filogenética somente das toxinas de
peconha, a qual contava com 150 sequéncias de toxinas e 5 sequéncias como outgroup.

Como mostrado na Figura 7, a familia Viperidae é a mais presente na arvore,
possuindo 76% das sequéncias apresentadas. As outras familias de serpentes representadas
sao a Elapidae, que conta com 5 sequéncias, Colubridae, com 2 sequéncias e a familia
Pythonidae, com 2 sequéncias. Exceto a familia Pythonidae, todas as outras familias de
serpentes possuem espécies reconhecidamente peconhentas. Como observado, os lagartos
formaram um grupo a parte das serpentes. Estdo presentes as familias Varanidae,
Helodermatidae, Anguidae e Diploglossidae, todas pertencentes ao clado Anguimorpha, e a
familia Polychrotidae, pertencente ao clado Iguania. Todos os répteis presentes na arvore séao
pertencentes ao clado Toxicofera (ler capitulo 1).

Observa-se na arvore que muitas espécies possuem varias sequéncias,
principalmente dentro da familia dos viperideos, demonstrando a intensa diversificacdo
dessas serinoproteases. Esse resultado é semelhante ao encontrado por Xie e Colaboradores
(2022). Os autores construiram uma filogenia das serinoproteases de serpentes cenofidicas
e também verificaram a diversidade de paralogos que surgiu apds a separagao da familia
Viperidae, o que contrasta com as poucas sequéncias encontradas para outras familias de
serpentes.

Devido ao excesso de paralogos nao foi possivel separar as sequéncias de viperideos
em grupos filogenéticos distintos. Por conta disso, pressupds-se que as sequéncias poderiam
estar agrupadas na arvore quanto ao substrato reconhecido, como verificado por Wang e
Colaboradores (2001). Os autores criaram uma arvore filogenética com 43 sequéncias de
viperideos e identificaram trés grupos separados quanto ao substrato reconhecido, o de
quininogenases (KN), enzimas de coagulacdo (CL) e ativadores de plasminogénio (PA).
Entretanto, a maioria das sequéncias presentes na arvore nao foram caracterizadas
biogquimicamente, sendo inviavel afirmar qual/quais substrato(s) elas clivam. Dentre as que
foram caracterizadas, nao foi possivel identificar nenhum padrao claro dentre os clados da
arvore. Ademais, as serinoproteases da peconha podem apresentar mais de uma atividade,

sendo dificil classifica-las em somente uma fung&o. Vaiyupuri e Colaboradores (2012) também
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montaram uma arvore filogenética das serinoproteases da pegonha de viperideos. Os autores
utilizaram 196 sequéncias e também concluiram que nao era possivel separa-las quanto ao
substrato reconhecido. O uso de um grupo maior de sequéncias faz desaparecer tendencias
visualizadas quando se analisa poucas sequéncias.

A arvore presente na figura 7 assim como a arvore do anexo | contradizem
completamente os argumentos de Hargreaves e Colaboradores (2014) contra a veracidade
do clado Toxicofera. Os autores questionam, dentre outras coisas, a monofilia das
serinoproteases da peconha. Como demonstrado, as serinoproteases da pegonha de lagartos
e serpentes agrupam-se separadamente de outras serinoproteases. Além disso, somente é
observado agrupadas na arvore sequéncias de espécies caracterizadas como pertencentes

ao clado Toxicofera.

2.3.1.2. Reconstrucao da sequéncia ancestral dos viperideos

Devido a importancia das SVSPs na composicdo da pegonha dos viperideos e a
grande variedade de atividades biolégicas que elas exercem quando comparadas as
presentes em outras serpentes/lagartos (ver capitulo 1), foi definido que seria criada sua
sequéncia ancestral, a fim de compreender de onde teria surgido tamanha diversidade de
substratos clivados. A partir da arvore dessas serinoproteases (figura 7) foi reconstruida a
sequéncia ancestral das viboras (familia Viperidae) utilizando-se dois diferentes programas:
o FireProt e o MEGA X. Nas figuras 8 e 9 encontram-se as sequéncias preditas por cada um
dos programas. A predita pelo FireProt possui 227 residuos e a predita pelo MEGA X, 229.
Como mostrado na figura 10, as sequéncias tiveram poucas diferencas, apresentando entre
si 98,68% de identidade. Por conta do programa MEGA X ter sido utilizado desde o inicio para
a realizagao das analises filogenéticas, foi selecionada a sequéncia predita por ele para ser
produzida e caracterizada. Ao seu C-terminal foi adicionado os residuos TDASCPP como
descrito noitem 2.2.1.3. ASVSP ancestral ao final ficou com 236 residuos e tamanho estimado
de 27,11 kDa.
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Tree scale: 1

Kallikrein
MER0001841 Heloderma horridum

0.96

0.93

MER0484308 Heloderma suspectum
MER0191473 Heloderma suspectum
MER(0959655 Abronia graminea
MERO0367359 Celestus warreni
MER0484595 Celestus warreni
MERQ0367880 Anolis carolinensis

MERQ0957222 Abronia graminea
MER0484599 Celestus warreni
MER0368138 Gerrhonotus infernalis
MER0484600 Gerrhonotus infernalis
MER0439559 Python bivittatus
1.00 .00 MER0959895 Python regius
MERO0077493 Philodryas olfersii
MER0953975 Philodryas chamissonis

<\ Elapidae
MER0000154 Agkistrodon contortrix laticinctus
] MER0484971 Crotalus adamanteus
0. ) MERQ167865 Sistrurus catenatus

MER0006327 Agkistrodon blomhoffi

0.99——MER0178175 Macrovipera lebetina

MERO368040 Echis pyramidum

MERO0054311 Trimeresurus stejnegeri
0.93MER0003509 Trimeresurus gramineus
MER0955533 Trimeresurus flavoviridis
0.80

] Outgroup

Varanidae

—_—

—_——

MER0391877 Gloydius blomhoffi

MER0003506 Trimeresurus flavoviridis
MERQ054313 Trimeresurus stejnegeri
MERO0175083 Trimeresurus gramineus
MER0003511 Trimeresurus gramineus
MER0484575 Echis carinatus sochureki
MER0484572 Echis coloratus

MER0484563 Echis ocellatus

MERQ0016596 Cerastes cerastes
MERQ484578 Echis coloratus
MER0175813 Macrovipera lebetina
MER0029875 Macrovipera lebetina
MEROQ367541 Echis coloratus
MEROQ168179 Echis ocellatus
MER0216831 Echis ocellatus
MER0029857 Macrovipera lebetina
MER0367840 Echis ocellatus
MERO0366990 Bitis gabonica
MERO0011066 Bothrops jararaca
MER0063420 Bothrops atrox
MER0077520 Bothrops jararaca
MER0054578 Bothrops alternatus
MERO0077518 Bothrops jararaca
MERQ0001545 Bothrops jararaca
MER0036339 Bothrops insularis
MER0016692 Protobothrops mucrosquamatus

MER0016165 Deinagkistrodon acutus
MERQ003717 Calloselasma rhodostoma
MER0003718 Calloselasma rhodostoma
MER0003055 Calloselasma rhodostoma

[0.99—— MER0099033 Deinagkistrodon acutus

MER0958574 Deinagkistrodon acutus

1.00] MER0098914 Deinagkistrodon acutus
MER0098915 Deinagkistrodon acutus
MER0004391 Gloydius halys

MER0025116 Trimeresurus stejnegeri
MER0003638 Gloydius ussuriensis

MER0036358 Gloydius ussuriensis
MER0020324 Gloydius ussuriensis

M MER0027993 Protobothrops elegans

0.58—MER0054307 Trimeresurus stejnegeri

MERO0061761 Gloydius blomhoffi brevicaudus
MERO000087 Lachesis muta
MER0264466 Crotalus adamanteus

l0.94—MER0167862 Sistrurus catenatus
MER0956658 Crotalus oreganus
0.98~—MER0098935 Crotalus durissus terrificus
MER0002846 Agkistrodon bilineatus
MERQ0054312 Trimeresurus stejnegeri
MER(0099003 Cryptelytrops albolabris
MER0952806 Gloydius blomhoffi
MER0368174 Echis coloratus

MERO0484974 Crotalus adamanteus
MERQ167826 Sistrurus catenatus
MER0026557 Macrovipera lebetina
MERO0045655 Bitis gabonica
MER0484568 Echis carinatus sochureki
- MERO0484564 Echis coloratus
MER0484537 Echis ocellatus

MER0956946 Crotalus oreganus

MERO0036355 Bothrops jararacussu

MERO0036250 Trimeresurus stejnegeri

MERO0167856 Sistrurus catenatus

MER0005016 Gloydius halys

MERO0003649 Protobothrops mucrosquamatus
MERO0016164 Deinagkistrodon acutus

MERQ0003510 Trimeresurus gramineus
MERO176095 Sistrurus catenatus

MER0484569 Echis coloratus

MER0485389 Vipera nikolskii
MER0054308 Trimeresurus stejnegeri
MERO003600 Bothrops jararaca
MER0019125 Crotalus atrox

MERO0079952 Lachesis stenophrys
MER0958565 Crotalus oreganus

MER0484972 Crotalus adamanteus
MERQ0954887 Trimeresurus flavoviridis
MER0016210 Deinagkistrodon acutus
MER0035951 Deinagkistrodon acutus
MERQ000085 Daboia russellii
MER0484576 Echis coloratus

- MER0005902 Macrovipera lebetina
MER0484570 Echis coloratus

MER0958611 Crotalus oreganus
MER0063190 Lachesis muta

MERQ0958464 Crotalus horridus

MERO0167850 Sistrurus catenatus

MERQ004097 Bothrops jararaca
MER0958427 Crotalus oreganus

MERO0077515 Bothrops asper

MER0016690 Trimeresurus jerdonii
MER0016691 Trimeresurus jerdonii
MER0484738 Agkistrodon piscivorus

M MERO0003690 Gloydius halys

MER0029872 Lachesis muta
MER0036350 Gloydius ussuriensis
MERQ005265 Deinagkistrodon acutus
MERQ0O077517 Bothrops jararacussu
MERO0077519 Bothrops jararaca
MER0019123 Crotalus atrox
MER0367731 Cryptelytrops albolabris
MER0000152 Trimeresurus flavoviridis
MER0003184 Calloselasma rhodostoma

MERQ0016514 Agkistrodon contortrix contortrix )

Lagartos toxicoferos

Elapidae, Colubridae e Pythonidae

Viperidae

Figura 7. Arvore filogenética das serinoproteases da pegonha de serpentes e lagartos. Arvore

construida pelo método de maxima verossimilhanga com 2000 replicatas bootstrap. Valores

de boostrap encontram-se acima de cada nd, onde 1.0 equivale a 100%.

arvore bootstraps <0.3 (30%).

Estio omitidos na
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VIGGDECNINEHRFLVLLYNSSGFLCGGTLINQEWVLTAAHCDR NM
QI LGVHNKNVPNEDEQ RVPKEKFFCLSSKNYTKWDKDIMLIRLNR
PVNNSTHIAPLSLPSSPPSVGSVCRIMGWGTITSP ETYPDVPHCAN
INILDYEVCRAAYP LPATSRTLCAGILEGGKDTCKGDSGGPLICNG
QFQGIVSWGGHPCAQPL PGLYTKVFDYTDWIQSIIAGN

Probabilidades:

45- K: 0,64 E: 0,311

50 - K: 0,714 Q: 0,231

57 - N: 0,382 S:0,227 K: 0,364
65- T: 0,821

130 - K: 0,711 N: 0,262

156 - G: 0,648 W: 0,351

206 - K: 0,884 E: 0,115

Figura 8. Sequéncia ancestral dos viperideos reconstruida com o uso do programa FireProt.

Marcados em vermelho esta o residuo cuja probabilidade é < 50% (N57) e em amarelo
aqueles com probabilidade entre 70 - 90% (todos os outros residuos marcados). Abaixo da
sequéncia encontram-se as probabilidades dos residuos marcados bem como de outros
residuos para aquela posi¢cao. (Imagem borrada para protecdo de dados ainda néo
publicados).

IGGDECNINEHRFLVLLYNSRS GFLCGGTLINQEWVLTAAHCDR
NM IKLGVHNKNVPNEDEQTRVPKEKFFCLSSKNYTKWDKDIMLIRL
NRPVNNS 'HIAPLSLPSSPPSVGSVCRIMGWGTITSP ETYPDVPHC
ANINILDYEVCRAAYPGLPATSRTLCAGILEGGKDTCKGDSGGPLIC
NGQFQGIVSWGGHPCAQPR! PGLYTKVFDYTDWIQSIIAGN

Probabilidades:
01-1:0,52 W:0,48
24 -S:0,88
47 -K: 0,66 E: 0,26
50-Q: 0,89
52 -K:0,45Q:0,33
102-T:0,71 A: 0,29
132 - K: 0,68 N: 0,31
208 - E: 0,75 K: 0,25

Figura 9. Sequéncia ancestral dos viperideos reconstruida com o uso do programa MEGA X.
Marcados em vermelho esta o residuo cuja probabilidade é < 50% (K52) e em amarelo
aqueles com probabilidade entre 70 - 90% (todos os outros residuos marcados). Abaixo da
sequéncia encontram-se as probabilidades dos residuos marcados bem como de outros
residuos para aquela posigédo. (Imagem borrada para protegdo de dados ainda nao

publicados).
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MEGAX I GGDECNINEHRFLVLLYNSRSSGFLCGGTLINQEWVLTAAHCDRKNMQIKLGVHNKNV 60
FireProt MIGGDECNINEHRFLVLLYNSESSGFLCGGTLINQEWVLTAAHCDRKNMQIKLGVHNKNV 58

sk kkkhkhkhhhkhkkkkkhkhhhkhkohkKx khkhkhhkhkhkhkhkhkhkhhhhhhkhhkhhhhhhhkhkhkhkhhhhhxxx

MEGAX PNEDEQTRVPKEKFFCLSSKNYTKWDKDIMLIRLNRPVNNSTHIAPLSLPSSPPSVGSVC 120
FireProt PNEDEQTRVPKEKFFCLSSKNYTKWDKDIMLIRLNRPVNNSTHIAPLSLPSSPPSVGSVC 118

B

MEGAX RIMGWGTITSPKETYPDVPHCANINILDYEVCRAAYPGLPATSRTLCAGILEGGKDTCKG 180
FireProt RIMGWGTITSPKETYPDVPHCANINILDYEVCRAAYPGLPATSRTLCAGILEGGKDTCKG 178

B

MEGAX DSGGPLICNGQFQGIVSWGGHPCAQPREPGLYTKVFDYTDWIQSIIAGN 229
FireProt DSGGPLICNGQFQGIVSWGGHPCAQPERPGLYTKVFDYTDWIQSIIAGN 227

Khkhkhkhhkhkhkhkhkhkhdkhhhh Ak hhhdhrhx s hhddhhhhhkhdhrhhhxkxhk

Figura 10. Alinhamento entre as sequéncias ancestrais de viperideos preditas pelos
programas MEGA X e FireProt. As sequéncias apresentaram identidade de 98,68%.
Alinhamento realizado pelo programa Clustal Omega (Sievers & Higgins, 2014). Quadrados
em cinza mostram os residuos diferentes entre as duas sequéncias. (Imagem borrada para

protecao de dados ainda nao publicados).

2.3.1.3. Analises in silico da sequéncia construida

Foi realizada uma busca pelo BLASTp contra o banco de dados SwissProt a fim de
detectar com quais SVSPs a ancestral mais se parecia. Na figura 11 encontra-se um
alinhamento entre ela e as 4 sequéncias mais parecidas com ela que possuiam sua funcao
descrita, além da sequéncia da estrutura do PDB mais similar. As sequéncias foram: Q9PT51
(Uniprot ID) de Gloydius blomhoffi com 83% de identidade; POC5B4.2 de Gloydius
shedaoensis com 85,15%; Q9PTU8 de Bothrops jararaca com 79,5%; Q8AY80.1 de
Trimeresurus stejnegeri com 85,15% e a estrutura do PDB (4E7N) 14CHP3 de Agkistrodon
halys com 81,8%. A enzima referente a sequéncia Q9PT51 apresenta clivagem das cadeias
alfa e beta do fibrinogénio além de clivar a fibrina (Lee et al., 1999); a referente a sequéncia
POC5B4.2 também possui atividade de clivagem das cadeias alfa e beta do fibrinogénio,
porém induz a formagéo de coagulos de fibrina além de ter atividade de esterase (Yang et al.,
2009). As enzimas referentes as sequéncias Q8AY80.1, Q9PTU8 e I4CHP3 degradam as
cadeias alfa e beta do fibrinogénio, mas nao induzem a formagédo de coagulos (Gao et al.,
1998; Leme et al., 2008; Zeng et al., 2013).

Na figura 11 & possivel observar a presenca dos residuos do sitio ativo na mesma
posicdo em todas as sequéncias analisadas (His, Asp e Ser). Na figura também estéo
marcadas as regides que formam os loops 37, 60, 99 e 174. Essas regides formam loops na
superficie da estrutura das SVSPs sendo os principais responsaveis pelo reconhecimento do

substrato (Zeng et al., 2013) (figura 12). Por conta disso, tendem a apresentar baixa
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conservacao entre as sequéncias. Na figura 12 observa-se a estrutura tridimensional da SVSP
ancestral modelada pelo AlphaFold 2. Como mostrado, a SVSP ancestral possui o folding
classico das SVSPs e tripsinas, formado por dois barris f com o sitio ativo entre eles. Na
figura 12B visualiza-se que os loops responsaveis pelo reconhecimento do substrato

encontram-se na superficie da proteina, bem préximos ao sitio ativo.

Q9PTUB.1 VIGGDECNITEHRF
I4CHP3 IIGGDECNINEHRFLVA

58
60

Q9PTS51.1 VIGGDECNINEHRFLALLYSS=SEREQCGC 57
Q8AY80.1 IIGGDECNIDEHRFLVALYKSS=GRERCG 58
SVSPanc IIGGDECNINEHRFLVLLYNSRSSGEEC 60
POC5B4.2 IIGGDECNINEHRFLVALYESRSRRE¥CG 60

****** dokok ok ok kK . s kR kR K s

Q9PTU8B.1 QHADQQRRFAREKFFCLSSRNYTKWDKBIIMLIRLNRPVNNS APLSLPSNPPSY 118
I4CHP3 PNEDEQTRVPKEKFFCLSSKNYTLWDKRITMLIRLDSPVKNS APFSLPSSPP 120
Q9PT51.1 QYDDEQRRYPKKKYFCLSSRNYNOQWDNBIIMLIRLNRPVRNS APLSLPSGPPSVG 137
Q8AY80.1 PNEDEQRRVPKEKFFCDSNKNYTOQWNKEBIIMLIRLNSPVNN APLSLPSSPPIV 118
SVSPanc PNEDEQTRVPKEKFFCLSSKNYTKWD:! MLIRLNRPVNN L 120
POC5B4.2 PNEDAETRVPKEKFFCLSSKTYTKWDKBIIMLMRLKRPVNNS 120
*® 3 ok Sigdeg R R, R, iR gtk ek deks bl Sedakk, Bk ok, Rk
Q9PTU8.1 RIMGWGTITSPNATFPDVPHCANINLENYT?Y /CRGAHAG——LPATSRT_A\,nqv LQGG DTC 176
I4CHP3 180
Q9PT51.1 175
Q8AY80.1 F GTITSPNETYPD 1 176
SVSPanc RIMGWGTITSPKETYPD ANINI LDY:‘/C%;AYPG——LPATSRT~\‘A 178
POC5SB4.2 RVMGWGTITSPQETYPD ANINILDYEV CQnAHGG——LPATSR'I_mAGIL'(GGKDQ" 178
Kokkkk ki . Kakkkkkk Kkksaak ske s Kkkkkkkkkkk ko kk Kok
Q9PTU8B.1 GGDBGGPLICNG 234
I4CHP3 KGOBGGPLICNC 238
Q9PT51.1 RGDEGGPLICNC TK I \ 233
Q8AY80.1 KGDEGGPLICNGQE I VYTKVFDHLDWIQNIIAGSTTATCPL 234
SVSPanc KGDSGGPLICNGQFQGI GLYTKVFDYTDWI OSI IAGN 229
POC5B4.2 KG GGPLICNGQFQGZhuwg-\A.DFquL E 236

xxxxx FhkkkkE . kEkK KKK * % . T k. kkkE

Figura 11. Alinhamento entre a sequéncia da SVSP ancestral e sequéncias similares com
funcdo caracterizada presentes nos bancos de dados (SwissProt e PDB). Marcado em
vermelho encontram-se os residuos do sitio ativo, em azul a regido referente ao loop 37, em
cinza o loop 60, em amarelo o loop 99 e em verde o loop 174. (Imagem borrada para protegéao

de dados ainda n&o publicados).

O programa Dlpro fez a predicao de 5 pontes dissulfeto a partir da sequéncia de
aminoacidos da SVSP ancestral. Elas seriam formadas pelos residuos 178-203, 152-167, 28-
44, 120-141 e 188-234. O modelo predito pelo AlphaFold 2, entretanto, mostrou todas as
cisteinas presentes envolvidas em pontes dissulfeto, sendo formadas, ao total, 6 pontes. As
pontes sao formadas por 76-234, 152-167, 120-188, 178-203, 28-44 e 141-7. O programa
NetOGlyc 4.0 n&o previu nenhuma O-glicosilagéo para a SVSP ancestral. De acordo com o
software NetNGlyc 1.0, a SVSP ancestral possui dois sitios de N-glicosilagées, sendo 0 Asn81
e Asn99. A asparagina 81 fica localizada dentro do loop 99, logo, a glicosilagdo nessa
localidade pode influenciar na interacdo com o substrato. Zeng e Colaboradores (2013)
detectaram um dissacarideo na estrutura cristalografica de uma SVSP da vibora Agkistrodon
halys localizado no loop 99, na mesma posi¢cao que a predita para a SVSP ancestral. Os

autores visualizaram que essa glicosilacao deforma o loop, o tirando de uma conformacao
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estendida para uma conformacao plana. Logo, a presenca de glicosilacdo nesse local pode
influenciar na interagdo da enzima com o substrato (os resultados disponibilizados pelo Dlpro,

NetNGlyc 1.0 e NetOGlyc 4.0 encontram-se no Anexo Il).

| e—

Figura 12. Estrutura tridimensional predita pelo AlphaFold 2 para a SVSP ancestral. A —
Estrutura tridimensional da SVSP ancestral, destacando os residuos do sitio ativo, His43,
Asp88 e Ser182. B — Superficie da SVSP ancestral mostrando a posi¢ao dos /loops envolvidos
no reconhecimento do substrato; C - Potencial eletrostatico da superficie da proteina; D —
Sobreposicao estrutural entre a SVSP ancestral (rosa) e a estrutura de Agkistrodon halys
(azul, PDB ID 4E7N). RMSD de 0,408 e 189 atomos alinhados.

2.3.2. OBTENCAO DA SVSP ANCESTRAL HETEROLOGA
2.3.21. Confirmagao da linearizagao do vetor por eletroforese em gel de agarose
Para a transformacéao das células de K. phaffii foi necessario a linearizacdo do vetor
fornecido pela empresa GenScript, tendo em vista que esse é um passo necessario para que
haja a integragéo do vetor no genoma da levedura. Para isso utilizou-se a enzima Pmel (NEB),
cujo sitio de restricdo (5 GTTT'AAAC 3’) no vetor encontra-se dentro da regido do promotor
AOX1. Na figura 13 encontra-se o gel de agarose com o padrdo de migracdo apds a
linearizagdo. Como observado, o plasmideo migrou mais quando linearizado quando
comparado a versao circular. Isso se deve ao vetor circular ocupar um maior volume e assim

migrar de forma mais devagar que o linear.
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Figura 13. Gel de agarose 0,8% confirmando a linearizagdo com a enzima Pmel do vetor
pPICZoA clonado com o gene para a SVSP ancestral. O vetor com o inserto possui 4285
pares de bases (pb), um tamanho com equivaléncia a banda encontrada. 1: Marcador de

massa molecular; 2: Vetor ndo linearizado. 3: Vetor linearizado.

2.3.2.2. Transformagdo de células de Komagataella phaffii e determinagdao do
fenétipo Mut

Apods a eletroporacao das células de K. phaffi foram feitas placas com 100 uL e com

200 pL de células além do controle negativo, como observado na Figura 14. Como esperado,

cresceram mais colbnias na placa contendo uma maior quantidade de células, e ndo houve

crescimento na placa de controle negativo, visto que no meio continha zeocina e o que confere

resisténcia a esse antibiético é o gene presente no vetor pPICZa.

Figura 14. Placas da transformacéo das células de K. phaffii com o vetor contendo o gene
para a SVSP ancestral. Da esquerda para a direita: placa com 100 pL de células
eletroporadas; placa com 200 pL de células eletroporadas e controle negativo onde células

foram eletroporadas sem a adigao de DNA.
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Quarenta e quatro colbnias presentes nas placas mostradas na Figura 14 foram
replagueadas em meio YPD com zeocina. Com essas col6nias foi feita a determinacéo dos
fendtipos mut, para detectar aquelas que metabolizavam bem o metanol. Para isso, essas
coldnias foram crescidas em meios minimos cujas fontes de carbono eram glicose ou metanol.
Aqueles que cresceram bem em glicose, mas ndo em metanol eram considerados mut® e
aqueles que cresceram bem tanto na glicose quanto no metanol eram mut*® (Figura 15).
Nenhuma das colbnias crescidas em metanol apresentou 0 mesmo crescimento que aquelas
crescidas em glicose. Isso muito provavelmente se deve ao fato de o metanol ser bastante
volatil e ter sido em boa parte perdido durante o preparo das placas. Apesar disso, algumas

coldnias tiveram um bom crescimento e foram selecionadas para os estudos posteriores.

Figura 15. Placas do teste de determinagéo do feno6tipo mut®e mut™ das células de K. phaffii
transformadas com o vetor contendo o gene para a SVSP ancestral. Nas placas da esquerda
encontram-se as 44 coldnias (22 em cada placa) crescidas com glicose como fonte de carbono
e na direita encontra-se as placas com as mesmas coldnias crescidas em metanol como fonte
de carbono. As setas em vermelho indicam as colénias determinadas como mut® e

selecionadas para o screening de expressao (colénias 1, 3, 11, 13, 25, 33 e 36).
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2.3.2.3. Screening de expressao génica

Inicialmente testou-se a expressdo génica das oito colénias escolhidas em meio
BMMY mas néo foi detectada expressao no SDS-PAGE e nem no Western Blot. Devido a isso,
testou-se a expressdo em um novo meio de cultura (BMM) utilizando-se somente trés colbnias
dentre as oito selecionadas (coldnias 3, 33 e 36). A expressao ocorreu por 96 h sob a indugao
do metanol. Foi considerado que a colénia 33 apresentou resultado positivo, como observado
na Figura 16. A membrana revelada do western blot nao apresentou bandas muito nitidas,
mas € possivel observar uma banda abaixo do tamanho de 36 kDa e um rastro entre 98 e 36
kDa, o qual ndo é visualizado no controle negativo. As outras duas colénias ndo apresentaram

resultado positivo. Por conta disso, a colénia 33 foi escolhida para as préximas etapas.

kba 1 2 3 4
98
64
50

36

16;

Figura 16. Western blot das proteinas secretadas pela K. phaffii transformada com o vetor
contendo o gene para a SVSP ancestral. Aimagem corresponde a colénia 33. 1: Marcador de
massa molecular; 2: Sobrenadante da colonia 33; 3: Sobrenadante da colénia 33 com o uso
do dobro de volume do pogo 2. 4: Controle negativo. A seta em vermelho indica a possivel

localizagao da banda referente a SVSP ancestral.

2.3.2.4. Otimizagao da expressao génica

Foi realizado um pequeno teste de otimizacao visando identificar as condigdes onde
houvesse maior expressao da SVSP ancestral. Para isso, testou-se o uso do metanol nas
concentragoes de 2%, 3% e dependente da D.O. e também testou-se o inicio da indugao com
as D.O.em 1, 2,5 e 5. Como observado na Figura 17, uma banda de ~36 kDa apareceu em
todas as condigdes testadas, assim como um rastro entre 98 e 36 kDa, tal qual o encontrado
anteriormente (figura 16). Além disso, nas condi¢des com uma concentragcao maior de metanol
surgiram bandas menores que 36 kDa que n&o sao visualizadas nos testes com metanol a
1%. Os testes variando a D.O. ndo demonstraram muita diferenga significativa, exceto que,

quando a D.O. era maior que 1, visualizou-se a presenga de bandas com ~16 kDa. A SVSP
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ancestral possui uma massa estimada em 27,1 kDa, logo, bandas com tamanhos menores
que isso indicam a expressao de proteina truncada (parcial), ou protedlise da enzima.

Nenhuma das duas opg¢des é desejavel.

kDa

98
64

50

36

16

Figura 17. Western blot das proteinas secretadas pela K. phaffii durante o teste de otimizagcéo
de expressdo da SVSP ancestral. 1: Marcador de massa molecular; 2: Controle negativo
(células transformadas com o vetor vazio); 3: teste com O.D. inicial de 1 e metanol 1%; 4:
teste com O.D. inicial de 2,5 e metanol 1%; 5: teste com O.D. inicial de 5 e metanol 1%; 6:
teste com O.D. inicial de 1 e metanol 2%; 7: teste com O.D. inicial de 1 e metanol 3%; 8: teste

com O.D. inicial de 1 e metanol variavel.

2.3.2.5. Purificagao da SVSP ancestral por cromatografia de afinidade a metal
imobilizado (Ni?*)

Baseando-se no resultado do item anterior, foi definido que a expressao da SVSP
ancestral seria feita com D.O. inicial de 1 e indugdo com metanol 1%. Um litro de expressao
foi concentrado, dialisado e submetido a coluna cromatografica de afinidade ao Ni?*. A eluigédo
da proteina foi feita a partir de lavagens com tampao contendo diferentes concentragdes de
imidazol (25, 50, 100 e 150, 250 e 500 mM). Como visualizado na figura 18A, em quase todas
as concentragdes de imidazol houve eluicdo proteica, havendo um pico maior na
concentracao de 25 mM. Essas proteinas eluidas devem corresponder, em parte, a proteinas
endogenas da levedura que interagiram fracamente com a coluna. Na figura 18B é possivel
verificar que nos picos eluidos com 25, 50 e 100 mM de imidazol ha a presenga de um rastro
semelhante aquele presente nos westerns blots (figuras 16 e 17). Embora 25 mM seja uma
concentracao baixa e parte do constituinte do pico possa ser proteina da levedura, os picos
eluidos com 50 e 100 mM de imidazol ja indicam uma maior chance de pureza da SVSP
ancestral. Esse rastro/borrao apresentado € um perfil em gel comum em proteinas glicosiladas
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de forma heterogénea (An et al., 2003). Diferentemente, o pico eluido com 150 mM de imidazol
apresentou-se muito mais limpo, com um leve rastro e uma banda definida proximo de 35

kDa, tamanho similar as bandas encontradas nos experimentos de western blot.
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Figura 18. Purificacao da SVSP ancestral por cromatografia de afinidade a metal imobilizado
(Ni?*). A - Cromatograma da purificagdo. Os numeros de 1 a 5 equivalem as amostras,
respectivamente, do flow through (proteinas que nao interagiram com a coluna), do pico eluido
com 25 mM de imidazol, com 50 mM de imidazol, com 100 mM de imidazol e com 150 mM de
imidazol. B — SDS-PAGE 12% com as amostras obtidas na purificacio proteica. 1: Marcador
molecular; 2: Amostra antes de ser injetada na coluna; 3: Flow through; 4: Pico eluido com 25
mM de imidazol; 5: Pico eluido com 50 mM de imidazol; 6: Pico eluido com 100 mM de
imidazol; 7: Pico eluido com 150 mM de imidazol.

64



2.3.2.6. Deglicosilagao proteica

As SVSP sao enzimas conhecidas por serem altamente glicosiladas (Serrano, 2013)
e a SVSP ancestral possui 2 sitios de N-glicosilacées, como mostrado no 2.3.1.3. Aliado a
isso, a levedura K. phaffii também é conhecida por glicosilar as proteinas heterélogas que
expressa (Daly & Hearn, 2005). Logo, os padrdes observados em western blots (figuras 16 e
17) e no gel de purificacao (figura 18B) indicam que os tamanhos divergentes do esperado
para a SVSP ancestral (27,1 kDa) devem-se, muito provavelmente, a glicosilagcbes. Para
confirmar essa hipdtese, foi realizado o ensaio de N-deglicosicdo da SVSP ancestral
utilizando-se a enzima PNGase F, onde foi deglicosilada as amostras eluidas com 100 e 150
mM de imidazol separadamente. Na figura 19 é possivel observar que houve uma grande
diminui¢do no tamanho da enzima quando deglicosilada. Na figura 19A, onde consta a enzima
eluida com 100 mM de imidazol, verifica-se que o rastro visualizado anteriormente em SDS-
PAGE e western blot era formado pela SVSP ancestral glicosilada de forma nao uniforme,
visto que ndo formava bandas definidas. Quando o rastro foi deglicosilado, houve o
aparecimento de uma banda de ~35 kDa, como visualizado anteriormente (figuras 17 e 18) e
de uma segunda banda que aparentava ter ~30 kDa. A medida em que o tempo de incubagéo
com a enzima PNGase F aumentava, a banda de ~35 kDa ia sumindo ficando somente a
banda de ~30 kDa. Ja a amostra glicosilada na figura 19B, a qual corresponde aquela eluida
com 150 mM de imidazol, era formada majoritariamente pela banda de ~35 kDa e, quando
deglicosilada, também apresentou a banda de ~30 kDa. Por conta dessa reacdo de
deglicosilagdo somente ter durado 24h, nao foi possivel observar o desaparecimento total da
banda de ~35 kDa. Curiosamente, uma banda de ~50 kDa também surgiu, podendo
corresponder a uma versao intermediaria da deglicosilagdo do rastro ainda presente nessa
amostra (mesmo que mais sutil). O pogo do gel com a enzima PNGase F demonstra que essa
banda nao corresponde a essa enzima, uma vez que ela ndo foi nem mesmo visualizada no
gel em razao da baixa concentracao utilizada (0,25 pg de PNGase F para cada 100 ug de
SVSP ancestral).

A levedura K. phaffii inicialmente adiciona as proteinas expressas uma unidade de
GlcsMangGIcNAc,, o qual sofre modificagdes no complexo de Golgi onde sera adicionado
unidades de manose (Daly & Hearn, 2005). Em contrapartida, as glicosilagdes encontradas
em toxinas da peg¢onha de serpentes sao formadas por diferentes glicanos. Enquanto
inicialmente também ¢ ligada a proteina a unidade de GlczsMangGIcNAcz, no complexo de
Golgi de serpentes ha a adig¢ao de diferentes sacarideos. Ja foram encontrados em proteases
da peconha, por exemplo, moléculas de N-acetilglucosamina, residuos de
NeuNAcalpha2,3Galbeta1-3GIcNAc (Soares & Oliveira, 2009), acido N-acetilneuraminico e N-

acetilgalactosamina (Pfeiffer et al., 1993). Isso demonstra que a glicosilacdo realizada pela

65



levedura, embora ocorra no mesmo local na proteina, nao modifica a enzima da mesma forma

que a realizada pelas serpentes.
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Figura 19. SDS-PAGE 12% da SVSP ancestral apds a deglicosilagdo com a PNGase F. A-
Deglicosilagcado da fragéo eluida com 100 mM de imidazol. 1: Marcador molecular; 2: Amostra
antes da deglicosilacao (C-); 3: amostra apds 24h de deglicosilagao; 4: apos 48h; 5: apos 72h
de deglicosilagédo. B- Deglicosilagado da fragcao eluida com 150 mM de imidazol. 1: Marcador
molecular; 2: enzima PNGase F na concentragdo utilizada na deglicosilacao; 3: Amostra antes

da deglicosilacao (C-); 4: amostra apds 24h de deglicosilagéo.

2.3.2.7. Andlise da deglicosilagdo por espectrometria de massas

A anadlise de espectrometria de massas foi realizada com a amostra eluida com 150
mM de imidazol tanto glicosilada quanto deglicosilada. Na figura 20 observa-se o resultado
encontrado para ambas as analises. Na figura 20A, referente a amostra glicosilada, é possivel
verificar que houve somente a detec¢cao de uma proteina com média de massa de 29,5 kDa
(o pico de 14,7 kDa encontrado corresponde a mesma proteina com z= 2, visto que os picos
obtidos referem-se a massa/carga). Essa proteina detectada corresponde ao pico de ~35 kDa
encontrado em western blot e SDS-PAGE (figuras 16, 17 e 18). A diferenga entre o tamanho
da banda visualizada e a massa detectada é normal, ja que isso ocorre porque a comparagao
com o tamanho apresentado por marcador de massa molecular em SDS-PAGE nao é uma
forma acurada de determinar o tamanho de uma proteina, uma vez que a técnica nao tem
essa finalidade. Na figura 20B verifica-se as massas encontradas apds a deglicosilagdo. O
espectro mostra a presenca da proteina de 29,5 kDa, assim como uma de 27,5 kDa e outra
de 49,3 kDa. Esses trés picos correspondem as bandas encontradas no SDS-PAGE da
deglicosilagao (figura 19B), com o pico de 27,5 kDa equivalendo a SVSP ancestral
deglicosilada. Tal resultado € condizente com o tamanho estimado da proteina sem

glicosilagdes (27,1 kDa). A equivaléncia entre as duas massas nédo é total porque os valores
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dados no espectro correspondem a média das massas encontradas para aquele pico.
Baseado nas massas estimadas pela espectrometria, € possivel inferir que ha a adigao de,
aproximadamente, 2 kDa de sacarideos a SVSP ancestral analisada. Todavia, essa massa
nao diz respeito a toda a enzima expressa pela K. phaffii, visto que a maior parte da enzima

produzida se encontra altamente glicosilada formando os rastros visualizados anteriormente
(Figuras 16, 17 e 18).
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Figura 20. Espectros de MS da SVSP ancestral glicosilada e deglicosilada. A — Amostra
glicosilada. Corresponde a proteina eluida com 150 mM de imidazol, B — Amostra
correspondente aquela eluida com 150 mM de imidazol e deglicosilada por 24 horas com a
enzima PNGase F. Setas azul, vermelha e verde correspondem, respectivamente a: pico de
~50 kDa anteriormente visualizado em SDS-PAGE (figura 18B), pico correspondente a enzima
glicosilada e pico correspondente a proteina deglicosilada.
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2.3.3. DETERMINACAO DAS ATIVIDADES ENZIMATICAS APRESENTADAS PELA SVSP

ANCESTRAL
2.3.3.1. Caracterizagao da atividade de clivagem do fibrinogénio

O fibrinogénio é um dos principais substratos bioldgicos clivados pelas SVSPs, o que
faz com que muitas delas sejam classificadas como do tipo trombina (thrombin-like). Devido
a isso, era importante identificar se a SVSP ancestral era capaz de cliva-lo assim como as
enzimas atuais. E importante salientar que apresentar atividade de clivagem do fibrinogénio
nao necessariamente significa que a proteina é pro-coagulante. Para que haja a inducdo da
formacgéao de coagulos de fibrina o fibrinogénio deve ser clivado de forma a liberar os peptideos
A e B das cadeias a e B, respectivamente. Outros padrdes de clivagem sao destrutivos ao
fibrinogénio, induzindo somente a sua deplegdo do plasma sanguineo. Para mais
informacoes, ler o capitulo 1.

Os testes de atividade sobre o fibrinogénio foram realizados em tubo e verificados em
SDS-PAGE. Foram feitos com a enzima tanto glicosilada quanto deglicosilada a fim de
detectar se as glicosilagdes exerciam algum tipo de influéncia na atividade. Inicialmente,
testou-se a atividade em uma proporc¢ao crescente de enzima. Como mostrado na figura 21,
somente a proteina deglicosilada apresentou clivagem das cadeias a e B do fibrinogénio,
indicando que as glicosilacbes adicionadas pela K. phaffii interferiam em sua atividade. Como
discutido no item 2.3.1.3., ha uma provavel glicosilagdo situada no loop 99 que, de acordo
com Zeng e Colaboradores (2013), pode estar alterando sua conformagao. Logo, é provavel
que a presenga dessa glicosilagdo esteja interferindo no reconhecimento do substrato pela
SVSP ancestral.

Na figura 21C é possivel verificar que nas proporgdes molares de enzima:fibrinogénio
de 1:2 e 1:4 houve clivagem das cadeias a e 3 pela enzima deglicosilada durante o tempo de
reacdo (2 horas). Nas outras proporgcdes nao € possivel verificar se houve clivagem
significativa. A proporgao 1:4 foi selecionada para ser utilizada nos outros testes com a enzima
deglicosilada e a propor¢ao 1:2 com a enzima glicosilada. Na figura 22 confirma-se que a
enzima glicosilada ndo apresenta qualquer atividade sobre o fibrinogénio, visto que a reacao
ocorreu por 24 horas. Na figura 22C ¢é possivel observar que entre 4 e 8 horas de reagao a
enzima deglicosilada ja havia clivado todo o fibrinogénio disponivel, sobrando somente a
cadeia y, a qual nao é clivada por enzimas fibrinogenoliticas.

Apds a confirmagédo da atividade da SVSP ancestral sobre o fibrinogénio, foram
realizados testes em condicdes diferentes a fim de caracterizar essa atividade. Na figura 23 é
possivel observar que a enzima esta ativa de 25 a 42°C, nao sendo possivel verificar
diferengas entre as temperaturas de 37 e 42°C. Tal achado é condizente com a temperatura

otima esperada para uma enzima que atuaria na corrente sanguinea de animais vertebrados.
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A enzima parece ser bastante tolerante a mudancas no pH, visto que houve pouca diferenca
em sua atividade dos pH 6 a 9. Entretanto, verifica-se que em pH mais acido sua atividade foi
bastante diminuida (pH 5), embora ainda aparente ser ativa (Figura 24). Esses resultados
encontrados sdo semelhantes aos achados para pH e temperatura étimos de outras SVSPs.
Torres-Ruaco e Colaboradores (2013), encontraram para uma SVSP pré-coagulante de
Lachesis muta rhombeata maiores atividades em pH de neutro a basico (7-10) e temperatura
6tima entre 40-50°C. Silva-Junior e Colaboradores (2007), encontraram para uma enzima do
tipo trombina de Bothrops jararacussu maiores taxas de hidrolise a partir de 25°C, indo até
45-50°C, com 50% de perda de atividade a partir de 60°C. Para o pH, os autores definiram
entre 7 e 8 como pH 6timo.

Diversas moléculas responsaveis por inibir a atividade de serinoproteases e/ou
especificamente SVSP foram testadas com a enzima deglicosilada. Utilizou-se nesse teste os
inibidores de serinoproteases, aprotinina, leupeptina e PMSF, e as moléculas DTT (agente
redutor), visto que a enzima possui diversas pontes dissulfeto e EDTA (quelante de ions
divalentes), tendo em vista que muitas SVSPs tém atividade dependente de Ca?* (Liu et al.,
2008). Como mostrado na figura 25, os inibidores aprotinina e leupeptina n&o inibiram a
atividade enzimatica. Entretanto, foi encontrado inibicdo por essas duas moléculas em outra
SVSP (Menaldo et al., 2012). J& o PMSF inibiu, porém ndo completamente. A reducao da
atividade proteolitica pelo PMSF foi encontrada para diversas SVSP (Mamede et al., 2016;
Vilca-Quispe et al., 2010; Menaldo et al., 2012) O DTT inibiu completamente a atividade
enzimatica, demonstrando a importancia das pontes dissulfeto para seu funcionamento.
Embora importante para a SVSP ancestral, algumas SVSP nédo tém a atividade tao atingida
pelo DTT (Mukherjee & Mackessy, 2013). O EDTA pareceu inibir, visto que a cadeia a do
fibrinogénio parece intacta. Entretanto, ha uma diminuigao das cadeias 8 e y, um padréo nao
observado nos outros testes de atividade. O EDTA é uma molécula que é solubilizada em pH
basico e, para seu preparo para essa reacao utilizou-se NaOH 5M até que o mesmo se
encontrasse totalmente solivel. O uso do NaOH em uma concentragao tao alta pode ter
elevado o pH da solucéo acima do esperado e, dessa forma, ter afetado a reacédo enzimatica,
a levando a apresentar o perfil visualizado.

Xie e Colaboradores (2022), em suas analises filogenéticas das proteinas constituintes
da peconha de serpentes, concluiram que a atividade fibrinogenolitica, ou seja, de clivagem
do fibrinogénio, seria a atividade esperada para a serinoprotease ancestral dos viperideos.
Tal conclusdo esta de acordo com o que foi encontrado no presente estudo. Os autores
argumentam que a grande diversificagao dessas enzimas ocorreu apds a separagdo da

linhagem dos viperideos e que as serpentes das outras linhagens superiores (cenofidicas)
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que possuem serinoproteases caracterizadas, tendem a apresentar atividade do tipo

fibrinogenolitica, fazendo com que essa seja uma atividade ancestral esperada.

8

Fibrinogénio

Figura 21. SDS-PAGE 12% mostrando a atividade da SVSP ancestral glicosilada e
deglicosilada sobre o fibrinogénio em diversas proporgdes molares de enzima:fibrinogénio por
2 horas. A — Amostra eluida com 100 mM de imidazol; B — Amostra eluida com 150 mM de
imidazol; C — SVSP deglicosilada por 72 h. 1: Marcador molecular; 2: Controle negativo

(fibrinogénio intacto); 3: Proporgdo molar de 1:2; 4: 1:4; 5: 1:8; 6: 1:16; 7: 1:32; 8: 1:64.

Fibrinogénio

Figura 22. SDS-PAGE 12% mostrando a atividade da SVSP ancestral glicosilada e
deglicosilada sobre o fibrinogénio em diferentes tempos de reagéo. A propor¢cao molar de
enzima:fibrinogénio para as reagdes com a enzima glicosilada foi de 1:2 e para a enzima
deglicosilada foi de 1:4. A — Amostra eluida com 100 mM de imidazol; B — Amostra eluida
com 150 mM de imidazol; C — SVSP deglicosilada por 72h. 1: Marcador molecular; 2: Controle
negativo (fibrinogénio intacto); 3: 15 min de reacao; 4: 30 min; 5: 1 h; 6: 2 h; 7: 4 h; 8: 8 h; 9:
24 h.
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Figura 23. SDS-PAGE 12% mostrando a atividade da SVSP ancestral glicosilada e

deglicosilada sobre o fibrinogénio em diferentes temperaturas. A propor¢gdo molar de

enzima:fibrinogénio para as reagdes com a enzima glicosilada foi de 1:2 e para a enzima
deglicosilada foi de 1:4. A — Amostra eluida com 100 mM de imidazol; B — Amostra eluida
com 150 mM de imidazol; C — SVSP deglicosilada por 72h. D — Controle do fibrinogénio
sozinho nas diferentes temperaturas (C-). 1: Marcador molecular; 2: Reagao a 4°C; 3: 25°C;
4:37°C; 5: 42°C; 6: 75°C.

Figura 24. SDS-PAGE 12% mostrando a atividade da SVSP ancestral glicosilada e

deglicosilada sobre o fibrinogénio em diferentes pH. A propor¢céo molar de enzima:fibrinogénio

kDa

para as reagdes com a enzima glicosilada foi de 1:2 e para a enzima deglicosilada foi de 1:4.
A — Amostra eluida com 100 mM de imidazol; B — Amostra eluida com 150 mM de imidazol;
C — SVSP deglicosilada por 72h. D — Controle do fibrinogénio sozinho nos diferentes pH (C-).
1: Marcador molecular; 2: Reagao em pH 5,0; 3: 6,0; 4: 7,0; 5: 7,4; 6: 8,0; 7: 9,0.
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Figura 25. SDS-PAGE 12% mostrando a atividade da SVSP ancestral deglicosilada sobre o
fibrinogénio na presenca de diferentes inibidores. 1: Marcador molecular; 2: Controle negativo
(fibrinogénio intacto); 3: controle positivo (sem adi¢cao de inibidor); 4: reacdo com EDTA; 5:
aprotinina; 6: leupeptina; 7: DTT; 8: PMSF.

2.3.3.1.1. Teste de atividade de indug¢do da formagdo de coagulos de fibrina

A clivagem do fibrinogénio de forma a liberar os peptideos A e B induz a formagéo dos
codagulos de fibrina. Visando identificar se a SVSP ancestral era capaz de induzir a formagao
desses coagulos realizou-se um teste de detecc¢ao de coagulos de fibrina. As redes de fibrina
absorvem a 405 nm, fazendo com que seja possivel detecta-las com o uso de um
espectrofotdbmetro. Como demonstrado na figura 26, a trombina levou a formagéo do coagulo
de fibrina, como observado pelo aumento na absorbancia pelo tempo. Entretanto, tal perfil ndo
foi detectado para a SVSP ancestral, ja que ndo houve aumento na absorbéncia da amostra.
Isso indica que essa enzima ndo atua de forma a induzir a coagulagdo sanguinea por meio
da clivagem do fibrinogénio.

Como demonstrado pelos resultados apresentados no item 2.3.3.1., a SVSP ancestral
cliva as cadeias a e (3 do fibrinogénio de forma a destrui-las, visto que elas desaparecem do
SDS-PAGE. Para que haja a formagao dos coagulos de fibrina € necessario a clivagem
somente dos peptideos A e B, que possuem < 2kDa de tamanho. Logo, os resultados
visualizados em gel de fato ndo condiziam com o esperado para uma enzima que induza a
formacao de coagulos de fibrina. Devido a isso e ao resultado negativo apresentado na figura
26, conclui-se que a SVSP ancestral possui atividade de destruigdo das moléculas de
fibrinogénio, uma atividade também encontrada em outras SVSPs (Matsui et al., 2001; Carone
et al., 2018). Tal atividade leva ao consumo do fibrinogénio plasmatico o deixando indisponivel

para o processo de coagulagao.
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Figura 26. Teste de inducao da formacédo de coagulos de fibrina pela SVSP ancestral
deglicosilada. Uso de fibrinogénio, SVSP ancestral e trombina nas concentragdes,
respectivamente, 3,68 uM, 1,32 uM e 84 nM. Os dados de absorbancia iniciando em valores
negativos deve-se ao valor obtido ter sido menor que o valor detectado para o branco (tampéao
+ fibrinogénio).

2.3.3.2. Determinacgdo da atividade de esterase

SVSPs e outras proteases costumam possuir atividade esterolitica em conjunto com
atividade proteolitica. Visando identificar se a SVSP ancestral possuia tal atividade foram
realizados testes enzimaticos utilizando-se a enzima glicosilada e deglicosilada. Foi utilizado
como substrato o BAEE (Na-Benzoil-L-arginina etil ester cloridrato) e foram realizados testes
com a enzima em diferentes concentragdes. Como visualizado na Figura 21, nem a SVSP
glicosilada nem a deglicosilada apresentaram atividade sobre o BAEE na condigéo testada. A
auséncia de atividade sobre esse substrato especificamente ndo determina em definitivo que
ela ndo possua esse tipo de atividade, sendo necessario o teste com outros substratos para

um resultado conclusivo.
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Figura 27. Teste de atividade enzimatica da SVSP ancestral glicosilada e deglicosilada em
diferentes concentragbes sobre o substrato BAEE (Na-Benzoil-L-arginina etil ester cloridrato)
pelo tempo. A atividade é dada pela concentracdo de produto produzido (Na-Benzoil-L-

arginina). A — SVSP ancestral glicosilada; B- SVSP ancestral deglicosilada.

2.3.3.3. Determinacao da atividade amidolitica

A atividade amidolitica refere-se a capacidade da enzima em clivar a ligagéo peptidica.
Como demonstrado no item 2.3.3.1., a SVSP ancestral deglicosilada apresenta essa
atividade, visto que foi capaz de hidrolisar o fibrinogénio. O substrato sintético BApNA (Na-
Benzoil-DL-arginina 4-nitroanilina cloridrato) foi utilizado para verificar se a SVSP ancestral
glicosilada também possuia tal atividade, tendo em vista que € um substrato pequeno e as
glicosilagcdes afetariam menos sua entrada no sitio ativo. Na figura 28 é possivel observar
que nenhuma das duas versdes da SVSP ancestral foi capaz de clivar o substrato BApNA.
Devido ao fato da enzima deglicosilada ter mostrado que possui atividade proteolitica, esse
resultado somente indica que ela ndo é capaz de clivar esse substrato especificamente. A

auséncia de atividade sobre esse substrato pode indicar que a presenga de somente um
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residuo de aminoacido (arginina) em sua estrutura pode dificultar sua acomodacao adequada

no sitio ativo.
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Figura 28. Teste de atividade enzimatica da SVSP ancestral glicosilada e deglicosilada em
diferentes concentragdes sobre o substrato BApNA (Na-Benzoil-DL-arginina 4-nitroanilina
cloridrato) pelo tempo. A atividade é dada pela concentracdo de produto produzido (4-

nitroanilina). A — SVSP ancestral glicosilada; B- SVSP ancestral deglicosilada.

2.3.3.4. Determinagao da atividade do tipo calicreina

A atividade do tipo calicreina (clivagem do cininogénio e liberagdo de cinina) é
considerada a atividade ancestral das serinoproteases de peg¢onha de toxicéferos, tendo em
vista que acredita-se que estas evoluiram a partir de calicreinas salivares (ler item 1.2.2.3.).
As calicreinas clivam pds residuos de arginina, quando em P2 ha um residuo de fenilalanina.

O substrato sintético Benzoil-Pro-Phe-Arg-4-nitroanilina acetato (Chromozym PK, Roche) foi
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utilizado para detectar se a SVSP ancestral possuia essa atividade. Como visualizado nas
figuras 29 e 31, tanto a SVSP ancestral glicosilada quanto a deglicosilada apresentaram
atividade similar sobre o substrato. Isso demonstra que a versao glicosilada é ativa e sua
auséncia de atividade sobre o fibrinogénio é provavelmente ocasionada por impedimento de
acesso do substrato ao sitio ativo conferido pelas glicosilagbes. Esse resultado também
mostra que a SVSP ancestral cliva apds residuo de arginina, mesmo nao tendo clivado o
substrato BApNA. O Chromozym PK é um substrato maior, com dois residuos de aminoacidos
a mais, o que pode levar a uma melhor acomodac¢ao da molécula no sitio ativo. Embora clive
um substrato de calicreina, indicando que possui tal atividade, a SVSP ancestral demonstrou
ser menos eficiente que a calicreina plasmatica humana (figura 33), tendo em vista que sua
atividade foi em torno de 10 vezes menor.

Nas figuras 30 e 32 verifica-se que em pH mais acido a atividade da SVSP ancestral
€ bem menor, aumentando a medida em que se aumenta o pH, chegando a sua maior
atividade em pH 9,0, um resultado similar ao apresentado para o fibrinogénio (ver item
2.3.3.1.) Tal perfil demonstra que a atividade esta fortemente relacionada a desprotonagéo de
residuos de aminoacidos, seja pela alteracao que isso gere em sua estrutura tridimensional,
seja pela importancia que tais grupos exergam na catalise.

Como descrito no item 1.2.2.1.1., algumas SVSP caracterizadas na literatura
apresentam atividade do tipo calicreina. Além disso, nao é dificil encontrar entre elas aquelas
caracterizadas como possuindo tanto a atividade de liberagao de bradicinina como a deplecao
do fibrinogénio plasmatico (Hung & Chiou, 2001), tal como a SVSP ancestral. Como discutido
no item 2.3.3.1., a destruigdo do fibrinogénio € uma atividade que ja havia sido postulada
como a apresentada pela ancestral das viboras, diferente da atividade do tipo calicreina.
Como sdo escassas as enzimas caracterizadas bioquimicamente de outras familias de
serpentes quanto a todos os possiveis substratos, ndo ha dados quanto ha presenca ou
auséncia dessa atividade em outras familias. Entretanto, atividade do tipo calicreina junto com
atividade de degradacéo do fibrinogénio foi visualizado em serinoprotease da peg¢onha de
lagarto helodermatideo (Utaisincharoen et al., 1993). Ademais, a presenca dessa atividade
na ancestral das viboras assim como em helodermatideos pode ser um resquicio da atividade
de calicreina apresentada pela ancestral de todas essas enzimas no surgimento do clado

Toxicofera.
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Figura 29. Perfil cinético da SVSP ancestral glicosilada em diferentes concentracbes sobre o
substrato Chromozym PK (Benzoil-Pro-Phe-Arg-4-nitroanilina). A atividade é dada pela
concentracao em uM de produto produzido (4-nitroanilina). Calicreina plasmatica humana a

100 nM é utilizada como controle positivo.
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Figura 30. Perfil cinético da SVSP ancestral glicosilada em diferentes pH sobre o substrato
Chromozym PK (Benzoil-Pro-Phe-Arg-4-nitroanilina). A atividade é dada pela concentracéo
em uM de produto produzido (4-nitroanilina). A — Atividade pelo tempo. B — Comparativo entre

a concentragao de produto produzida apos 30 minutos para cada um dos pH testados.
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Figura 31. Perfil cinético da SVSP ancestral deglicosilada em diferentes concentragbes sobre
0 substrato Chromozym PK (Benzoil-Pro-Phe-Arg-4-nitranilina). A atividade é dada pela

concentracao em uM de produto produzido (4-nitroanilina). Calicreina plasmatica humana a
100 nM é utilizada como controle positivo.
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Figura 32. Perfil cinético da SVSP ancestral deglicosilada em diferentes pH sobre o substrato

Chromozym PK (Benzoil-Pro-Phe-Arg-4-nitroanilina). A atividade é dada pela concentracao

[4- Nitroanilina] (uM)

em uM de produto produzido (4-nitroanilina). A — Perfil cinético. B — Comparativo entre a

concentragao de produto produzida apds 30 minutos para cada um dos pH testados.
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Figura 33. Concentracdo de produto liberado pela SVSP ancestral glicosilada, deglicosilada

e pela calicreina do plasma humano apés 30 minutos de reagdao enzimatica sobre o
Chromozym PK (Benzoil-Pro-Phe-Arg-4-nitroanilina). Todas as enzimas encontravam-se a
100 nM.

2.3.4. AVALIACAO DA ESTRUTURA SECUNDARIA E TERMOESTABILIDADE POR

DICROISMO CIRCULAR
2.3.41. Estrutura secundaria a 25°C em diferentes pH

O percentual de estrutura secundaria da SVSP ancestral glicosilada foi avaliado por
dicroismo circular, com o espectro sendo acompanhado de 260-195 nm (do ultravioleta
proximo ao ultravioleta distante) para os pH 5,0, 7,5 e 9,0. A partir da deconvolugao dos sinais
dicréicos foi possivel obter os percentuais de cada uma das estruturas secundarias, como
descrito na Tabela 2. Como é possivel verificar, houve grande variagdo do percentual de
estrutura secundaria para cada pH testado. Os pH 5,0 e 7,5 apresentaram percentuais mais
similares a estrutura modelada pelo ColabFold do que o pH 9,0, embora em nenhum dos
casos os valores tenham sido iguais. Todavia, a estrutura modelada pela ColabFold, embora
seja confiavel, € somente um modelo computacional de como a estrutura original deve ser, e
nao deve ser usada como um parametro final.

As andlises de perfil de estrutura secundaria demonstram que o pH tem uma forte
influéncia na estrutura da SVSP ancestral, assim como exerce em sua atividade enzimatica.
Curiosamente, quanto maior o pH, maior os percentuais de hélices a e folhas 3, indicando
uma maior estruturagdo da proteina. As glicosilagbes presentes na enzima também podem
ter influenciado os perfis de estrutura secundaria observados. Para resultados mais

conclusivos é necessario realizar o mesmo ensaio com a enzima deglicosilada.
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Figura 34. Espectros de dicroismo circular (de 260 a 195 nm) da SVSP ancestral glicosilada

a 25°C em tampao Tris e acetato de sddio 5 mM nos pH 5,0, 7,5 e 9,0.

Tabela 2. Comparacéao entre o percentual de estrutura secundaria do modelo tridimensional
feito pelo ColabFold da SVSP ancestral glicosilada com os obtidos em diferentes pH a 25 e
95°C.

pH Temperatura (°C) Estrutura secundaria (%)
hélice a Folha 8 Turn Outros
50 25°C 8,8 22,5 6,7 62
’ 95°C 40,8 16,7 5 37,4
75 25°C 16,3 25,8 53 52,7
’ 95°C 31,3 26 24 40,3
9.0 25°C 23,1 35,7 0 41,1
’ 95°C 24,2 33 0 42,8
Estrutura ColabFold 10,2 29,7 13,4 46,7

2.3.4.2. Andlise de termoestabilidade

A estabilidade estrutural da SVSP ancestral foi avaliada a partir da medi¢ao de seu
sinal dicroico @ medida em que a temperatura era elevada. Alteragdes no sinal o deixando
mais negativo € um indicativo de que a proteina perdeu sua estrutura e desnaturou. Como
visualizado na figura 35, ndo houve essa mudanga no sinal dicroico, indicando que em
nenhum dos pH testados a SVSP ancestral desnaturou quando submetida até 95°C. Como

mostrado na tabela 2, houve mudangas no perfil de estrutura secundaria a 95°C, mas em
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nenhum pH houve desestruturagcdo. Curiosamente, no pH 9,0 houve a menor variagido
estrutural, com os valores de hélices a e folhas B muito similares a 25°C e 95°C.

A estabilidade térmica é uma caracteristica relatada na literatura para outras SVSPs.
Amorim e Colaboradores (2018) verificaram que a atividade de uma serinoprotease do tipo
trombina mantinha-se estavel quando a enzima era aquecida até 100°C. Lee e Colaboradores
(1999) também encontraram algo parecido. Em seu estudo, verificaram que uma
serinoprotease fribrinolitica mantinha cerca de 80% de sua atividade apds ser fervida a 100°C.
As SVSPs costumam possuir seis pontes dissulfeto, o que ajuda a Ihes conferir
termoestabilidade.

Entretanto, tal caracteristica ndo pode ser atribuida somente as pontes dissulfeto, pelo
menos nao para todas as SVSPs. Silva-Junior e Colaboradores (2007) verificaram que uma
serinoprotease do tipo trombina extraida de Bothrops jararacussu apresentava atividade
depois de ser aquecida a 65°C quando estava glicosilada, e nao quando estava deglicosilada.
Os autores doo trabalho concluiram que as glicosilagdes também eram responsaveis pela
termoestabilidade dessas enzimas. Isso demonstra que a mesma analise deve ser feita com

a SVSP deglicosilada para entender melhor como |Ihe € conferida sua termoestabilidade.
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Figura 35. Curvas de desnaturacéo térmica da SVSP ancestral monitoradas a 208 nm nos
pH 5,0, 7,5 e 9,0.
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Os resultados aqui apresentados mostram que a SVSP ancestral € uma enzima ativa,
capaz de clivar o fibrinogénio e o cininogénio (com base na clivagem do substrato sintético
Chromozym PK) e que possui uma alta estabilidade térmica. Embora possua atividade
limitada quando glicosilada, € eficaz quando deglicosilada. Andlises de bancada
demonstraram que ela é estavel em agua, permanecendo ativa por, no minimo, um més
quando acondicionada a 4°C. Sua expressao em K. phaffii possui um rendimento de ~1mg de
proteina por litro de indculo induzido (em meio BMM) quando efetuada em frascos
erlenmeyers. Tais caracteristicas demonstram que a SVSP ancestral € uma enzima de facil
producao e manutengdo, caracteristicas desejaveis a enzimas com potencial biotecnolégico.
A expressao de uma versao mutada onde ndo haja mais sitios de glicosilacao € desejavel,

visto que resolveria a limitagao de atividade conferida pelas glicosilagdes.
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2.4. CONCLUSOES

Os estudos de filogenia e de caracterizagcédo bioquimica e in silico da serinoprotease

ancestral dos viperideos mostraram que:

e As serinoproteases da peconha sofreram grande multiplicacdo apods a
separacao da familia Viperidae.

e A serinoprotease ancestral de viperideos possui sequéncia e estrutura muito
similar as enzimas atuais.

e A SVSP ancestral foi efetivamente expressa em células de K. phaffii e
purificada por cromatografia de afinidade ao Ni?*.

o A enzima ancestral foi capaz de clivar as cadeias a e B do fibrinogénio, mas
nao induziu a formagdo de coagulos de fibrina, indicando uma atividade de
deplecao do fibrinogénio plasmatico.

e A serinoprotease ancestral apresentou atividade significativa sobre o
fibrinogénio em temperaturas equivalentes as fisioldgicas dos animais
vertebrados (37- 42°C).

e As glicosilacbes exercem um importante papel na atividade enzimatica dessa
enzima sobre o fibrinogénio, visto que nao foi detectada atividade quando ela
se encontrava glicosilada.

e A enzima ancestral possui atividade do tipo calicreina, o que pode ser um
vestigio da calicreina salivar que deu origem as serinoproteases de peg¢onha
em toxicéferos.

o Embora ativa em pH mais acido (5 e 6) sua maior atividade foi encontrada em
pH de neutro a basico (7-9) tanto sobre o fibrinogénio quanto sobre o substrato
de calicreina.

e Sua estrutura tridimensional é bastante termoestavel, n&o sofrendo
desnaturagao térmica até quando submetida a 95°C, independente se em pH

neutro, basico ou acido.
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2.5.

PERSPECTIVAS

Estudos posteriores a serem realizados com a SVSP ancestral incluem:

Elaboracdo de um novo vetor com mutagdes nas asparaginas que sofrem
glicosilagdo. Acidos asparticos serdo colocados em seu lugar para inibir a
glicosilagao.

Caracterizagdo da termoestabilidade da versdo deglicosilada por dicroismo
circular.

Cristalizagao e resolucao de sua estrutura tridimensional.

Realizacdo de testes enzimaticos com outros substratos sintéticos a fim de
detectar se a enzima apresenta outras atividades.

Andlise do uso da SVSP ancestral em aplicagdes biotecnoldgicas.
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Capitulo 3

Estudo de uma serinoprotease da peconha do

lagarto Varanus komodoensis

“Nada na vida deve ser temido, somente compreendido. Agora é hora de compreender mais

para temer menos"”

- Marie Curie
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3.1. INTRODUGAO

O dragao-de-komodo (Varanus komodoensis) € o maior lagarto atualmente existente,
podendo chegar a 90 kg e 3 metros de comprimento e sua distribuicao é restrita a somente
cinco ilhas no leste da Indonésia (Bull et al., 2010). Pertence a familia Varanidae, a qual é
composta somente pelo género Varanus. S&o animais de grande comprimento quando
comparados a outros lagartos, sendo comumente conhecidos como lagartos monitores
(Boeme, 2003).

O dragao-de-komodo € um superpredador dentro de seu territério, sendo capaz de
matar as maiores presas encontradas nas ilhas, como veados, porcos e bufalos, presas que
muitas vezes excedem a sua massa corporal (Bull et al., 2010). Durante muito tempo
acreditou-se que, além de gerar um trauma através da mordida, os dragbes também
infectavam as presas com bactérias patogénicas que estariam presentes em sua saliva,
ocasionando um quadro de sepse. A sepse levaria a morte da presa a qual seria rastreada
pelo dragéo ou comida por um outro espécime oportunista (Fry et al., 2009b). Entretanto, essa
hipétese nao foi confirmada. Embora tenha sido verificado que diversos dragdes registrados
na natureza e em cativeiro possuem varias bactérias orais, nenhum microrganismo
patogénico foi encontrado em todos os espécimes analisados (Montgomery et al., 2002;
Goldstein et al., 2013). Logo, parece improvavel a ideia da importancia de bactérias
patogénicas na ecologia predatéria do dragado-de-komodo (Fry et al., 2009b).

A explicagcdo para o que é observado nas presas capturadas pelo dragéo € o uso de
peconha pelo animal. Os varanideos sao lagartos anguimorfos pertencentes ao clado
Toxicofera, o que significa que possuem glandulas orais capazes de produzir toxinas. Ja foi
anteriormente detectada em espécies de varanideos uma peconha com potente efeito na
pressao sanguinea e na habilidade de coagulagéo, levando ao sangramento da presa (Fry et
al., 2006). Fry e Colaboradores (2009b) conseguiram constatar a produgéo de pegonha pelo
dragao-de-komodo, chegando a estimar uma producgédo de 150 mg de proteina e 1,2 mL de
peconha em um individuo adulto. A auséncia de uma denticdo modificada é a explicagao que
os autores dao para a falta de exploragdo da natureza pegonhenta do dragédo-de-komodo
durante tanto tempo. Entretanto, os autores postulam que seus dentes cerrados junto com a
forca exercida por seu cranio sao capazes de gerar feridas profundas, facilitando assim a
entrega da pegonha.

Estudos subsequentes conseguiram detectar atividade de clivagem do fibrinogénio
levando a sua deple¢do em peconhas de diversas espécies de varanideos, incluso o dragao-
de-komodo. Tal atividade leva a uma dificuldade de coagulagdo sanguinea por parte da presa,
0 que pode ser relacionado ao sangramento prolongado visualizado ap6s uma mordida

(Dobson et al., 2019). Ademais, a presencga de enzimas do tipo calicreinas foi relatava na
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peconha do dragao-de-komodo assim como em todas as peconhas de varanideos estudados
(Koludarov et al, 2017).
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3.2. MATERIAIS E METODOS
3.2.1. SELECAO DA ENZIMA E PREDICOES IN SILICO

Foi escolhida para ser estudada uma enzima do lagarto varanideo Varanus
komodoensis (Dragao-de-komodo) dentre aquelas presentes na arvore filogenética das
serinoproteases de peg¢onha de toxicéferos construida anteriormente (Figura 7). A sequéncia
foi obtida a partir do transcritoma da glandula da pegonha do varanideo (Fry et al., 2009) e
possui 259 residuos de aminoacidos (NCBI ID € ABY89666.1). Por ser uma enzima nunca
antes estudada e ndo possuir um nome, neste trabalho ela foi nomeada como Vk_tox1 para
facilitar sua mengéo no texto e em figuras.

A sequéncia possui peptideo sinal de 20 residuos predito pelo soffware SignalP 5.0
(Almagro Armenteros et al., 2019) e 4 residuos presentes na pré-enzima e que sdo removidos
apos a maturacao da proteina. Tanto o peptideo sinal quanto os residuos da pré-enzima foram
removidos da sequéncia que foi utilizada nesse estudo. A proteina teve pontes dissulfeto
preditas pelo software Dlpro (Cheng et al., 2006), sitios de N-glicosilagdes preditos pelo
software NetNGlyc 1.0 (Gupta & Brunak, 2001) e sitios de O-glicosilagéo predito pelo software
NetOGlyc 4.0 (Steentoft et al., 2013).

O modelo da estrutura tridimensional da enzima foi predito utilizando-se software
AlphaFold 2, disponivel na versao ColabFold (Mirdita et al., 2022), com a utilizagdo do modo
de alinhamento multiplo mmseqs2_uniref_env e como template o pdb_100. A visualizacao da
estrutura e sobreposigdes estruturais foram feitos com o uso do software PyMOL (Verséo 2.5,
Schradinger, LLC).

3.2.2. OBTENGCAO DA SERINOPROTEASE VK_TOX1 HETEROLOGA

Boa parte dos protocolos utilizados no estudo da Vk_tox1 foi igual aqueles usados para
a SVSP ancestral, logo, eles ndo serdo descritos novamente. Os protocolos idénticos
somente terdo sua numeragao citada e os que sofreram modificacdo terdo suas diferencas
descritas (para informag¢des mais detalhadas, ler o capitulo 2).

O vetor pPICZaA contendo o gene para a VK _tox1 foi sintetizado pela empresa
GenScript (Nova Jersey, Estados Unidos) conforme descrito no item 2.2.2.1., assim como a
transformagéo das células de E. coli e a midipreparagéo plasmidial. A linearizagao do vetor
com enzima de restricdo e a confirmagédo em gel de agarose foi feita conforme o item 2.2.2.2.
A transformagéao das células de K. phaffii por eletroporagao foi realizada como o item 2.2.2.3.
Nao foi feita a determinagao do fendtipo mut com a Vk_tox1, visto que, em sua maioria, as
células transformadas tendem a ter o fendtipo desejado mut*.

Ap6s a transformacao, foi realizado o screening de expressao génica conforme o item

2.2.2.5. com modificagdes. Foram feitos ensaios com 4 diferentes coldnias obtidas e o meio
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de cultura utilizado foi o BMMY com indug¢ao por metanol 1%. A confirmagéo da expresséo foi
feita por SDS-PAGE e Western Blot, conforme descrito no item 2.2.2.6. A purificacdo da
proteina foi realizada da mesma forma que o descrito no item 2.2.2.8, exceto que a expressao
nao foi realizada em meio BMM e sim em BMMY. O teste de deglicosilagado foi realizado de

acordo com o item 2.2.2.9.

3.2.3. DETERMINACAO DAS ATIVIDADES ENZIMATICAS APRESENTADAS PELA

VK_TOX1

Os testes enzimaticos testados com a Vk_tox1 também foram realizados com a SVSP
ancestral e, por isso, também se encontram descritos no capitulo 2. Foram realizados os
testes de caracterizagédo da atividade de clivagem do fibrinogénio tanto com a enzima
glicosilada quanto com a deglicosilada, assim como o teste de indugdo da formacdo de
coagulos de fibrina, conforme os itens 2.2.3.1. e 2.2.3.1.1., respectivamente. Também foram
realizados os testes para determinar a atividade amidolitica e de calicreina com a enzima

tanto glicosilada quanto deglicosilada, tal qual os itens 2.2.3.3. € 2.2.3.4., respectivamente.
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3.3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.3.1. PREDICOES IN SILICO

Foi realizada uma busca pelo BLASTp contra o banco de dados SwissProt a fim de
detectar com quais proteinas a Vk tox1 mais se parecia. Na figura 36 encontra-se um
alinhamento entre ela e as 3 sequéncias mais parecidas com ela que possuiam sua fungao
descrita, além da sequéncia da estrutura do PDB mais similar. As sequéncias foram: P43685
(codigo do Uniprot) do lagarto Heloderma horridum horridum, com 44,64% de identidade;
Q5MCSO0 da serpente Hydrophis hardwickii com 44,68%; A8QL56 da serpente Ophiophagus
hannah, com 45,34% de identidade e Q918X1 (PDB ID: 10P2) da serpente Deinagkistrodon
acutus com 42,13% de identidade. As enzimas referentes as sequéncias P43685 e Q5MCSO0
liberam cinina a partir do cininogénio, além de serem capazes de clivar o fibrinogénio
(Utaisincharoen et al., 1993; He et al., 2007). Aquelas referentes as sequéncias A8QL56 e
Q9I8X1 clivam as cadeias alfa e beta do fibrinogénio (Zhang et al., 1994; Zhu et al., 2005).

Na figura 36 € possivel observar a presencga dos residuos do sitio ativo na mesma
posicdo em todas as sequéncias analisadas (His, Asp e Ser). Na figura também estéo
marcadas as regides que formam os loops 37, 60, 99 e 174. Esses loops estdo presentes na
sequéncia da mesma forma que nas SVSPs, indicando que também devem atuar no
reconhecimento do substrato nas enzimas de lagartos. Na figura 37 observa-se a estrutura
tridimensional da Vk _tox1 modelada pelo ColabFold. Como mostrado, a VK _tox1 possui o
folding classico das SVSPs e tripsinas, formado por dois barris B com o sitio ativo entre eles.
Na figura 38 é possivel verificar que a estrutura da Vk_tox1 € muito similar a de uma SVSP,
com grande parte das diferengas sendo encontradas principalmente em seus /loops.

O programa Dlpro fez a predicao de 5 pontes dissulfeto a partir da sequéncia de
aminoacidos da Vk_tox1. Elas seriam formadas pelos residuos 187-212, 26-42, 161-176, 74-
86, 129-150. O modelo predito pelo ColabFold, entretanto, mostrou todas as cisteinas
presentes envolvidas em pontes dissulfeto, sendo formadas, ao total, 6 pontes. As pontes sao
formadas por 74-86, 26-42, 187-212, 150-7, 161-176 e 129-196. De acordo com o software
NetNGlyc 1.0, a Vk_tox1 possui dois sitios de N-glicosilagbes, sendo 0 Asn83 e Asn141. A
asparagina 81 fica localizada dentro do loop 99 logo, a glicosilacédo nessa localidade pode
influenciar na interagao com o substrato, como discutido no item 2.3.1.3. do capitulo 2. O
programa NetOGlyc 4.0 ndao previu nenhuma O-glicosilagdo para a Vk_tox1 (os resultados

disponibilizados pelo Dilpro, NetNGlyc 1.0 e NetOGlyc 4.0 encontram-se no Anexo llI).
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Vk_toxl VVGGQECEKDGHRWLG GVALISQNWVLS CYESMKLOVRLGVHHRGKP 60
P43685.2 IIGGQECDETGHPWLA SGVLLNQDWIVT, CEYLGELRIGLGVHNRRVL 60
Q918X1.2 VIGGNECDINEHRFLV. GGTLINPEWVVT, CDS-TDFOMOLGVHSKKVL 59
A8SQL5S6.1 IIGGFECNEYEHRSLV] SGTLLNHEWVLT. CNR-DDIQIKLGVHNVSVN 59
QO5MCs0.1 IIGGFECNPSEHRSLV SGTLLNHEWVLT, CNR-EDIQTRLGVHNVHVH 59

e * = n = * * . k..

sk E AR e EEER

Vk_toxl IADEQLRDVDSTFCYPDAPDT-TNSTCPYLGFDAISN@IMLMKLSSPVTYNEHIASIALP 119
P43685.2 RGNEQVRVSARKKCYPATASIITNSSC——-—-— SEYTD@TMLIKLDSSVEYTERVRPLSLP 115
Q9I8X1.2 NEDEQTRNPKEKFICPNK-————-— NNN--—--- EVLDK@TMLIKLDKPISNSKHIAPLSLP 108
ABQL56.1 YEDEQIRVPKEKLCCHST--———— NNC——-—-— TOLGORIMLIRLNSSVNYSEHIAPLSLE 108
Q5SMCS0.1 YEDEQIRVPKEKLCCLST-—-———— NNC——-—— TQFSQEIMLIRLNSPVNYSEHIAPLSLP 108
i . - SEEEELLE L L1 T
Vk_toxl DHDAPMGTECTIMGWGLTGATNGSYPKVPLCASVNTFHNSVCDVVYPWWDLTDNQLCAGV 179
P4§685.2 TSPASEGAECTVMGWGTTTPPDVTYPAVPVCVRIEMLNNAVCELARDLWNITDSVLCAGT 175
Q9I18X1.2 SSPPSVGSVCRIMGWGSITPVKETFPDVPYCANINLLDHAVCQAGYPELLAEYRTLCAGI 168
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Figura 36. Alinhamento entre a sequéncia da Vk_tox1 e sequéncias similares com fungéo
caracterizada presentes no banco de dados (SwissProt e PDB). Marcado em vermelho
encontram-se os residuos do sitio ativo, em azul a regido referente ao loop 37, em cinza o

loop 60, em amarelo o loop 99 e em verde o loop 174.

Sitio ative

Figura 37. Estrutura tridimensional predita pelo ColabFold para a Vk_tox1. A — Estrutura
tridimensional da Vk_tox1, destacando os residuos do sitio ativo, His41, Asp97 e Ser191. B —
Superficie da Vk _tox1 mostrando a posicdo dos loops envolvidos no reconhecimento do

substrato; C - Potencial eletrostatico da superficie da proteina.
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Figura 38. Sobreposi¢cdo estrutural entre a Vk _tox1 (azul) e a estrutura da enzima de
Deinagkistrodon acutus (Q9I8X1; PDBID: 10P2) (roxo). Em destaque a conservagéo da
posicao dos residuos do sitio ativo. O RMSD da sobreposicao foi de 0,606, com 174 atomos

alinhados.

3.3.2. OBTENCAO DA VK_TOX1 HETEROLOGA
3.3.21. Confirmagao da linearizagao do vetor por eletroforese em gel de agarose
Para a transformacdo das células de K. phaffii era necessario a realizacdo da
linearizagédo do vetor fornecido pela empresa GenScript, para que houvesse a integragdo do
vetor no genoma da levedura. Para isso utilizou-se a enzima Pmel (NEB), cujo sitio de
restricdo (5" GTTT'AAAC 3’) no vetor encontra-se dentro da regidao do promotor AOX1. Na
figura 39 encontra-se o gel de agarose com o padréo de migragéo apos a linearizagdo. Como
observado, o plasmideo migrou um pouco menos quando linearizado quando comparado a
versdo circular. Isso se deve ao fato do vetor circular muito provavelmente estar na
conformacgao supercoiled, onde o DNA encontra-se mais compactado, ocupando um menor

volume e migrando de forma mais rapida.
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Figura 39. Gel de agarose 0,8% confirmando a linearizacdo com a enzima Pmel do vetor
pPICZaA clonado com o gene para a Vk_tox1. O vetor com o inserto possui 4276 pares de

bases (pb). 1: Marcador de massa molecular; 2: Vetor nao linearizado. 3: Vetor linearizado.

3.3.2.2. Transformacao de células de Komagataella phaffii com vetor pPICZaA
contendo o gene para a Vk_tox1

A transformacéao das células de K. phaffi foi feita por eletroporagao e as células foram

plagqueadas em meio YPD sdélido acrescido de zeocina. Foram feitas placas com 100 pL e 200

ML de células eletroporadas e com o controle negativo, como observado na Figura 40. Como

visualizado, cresceram mais col6nias na placa contendo uma maior quantidade de células, e

ndo houve crescimento na placa de controle negativo.

Figura 40. Placas da transformacao das células de K. phaffii com o vetor contendo o gene
para a Vk_tox1. Da esquerda para a direita: placa com 100 pL de células eletroporadas; placa
com 200 uL de células eletroporadas; controle negativo onde as células foram eletroporadas
sem a adicdo de um vetor.
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3.3.2.3. Screening de expressao génica

Foram escolhidas 4 colbnias para terem sua expressao testada. A expressao foi
realizada em meio BMMY com indugédo por metanol 1%. Como observado na figura 41, as
quatro colbnias testadas mostraram expressao. Todas as colbnias apresentaram no Western
Blot uma banda > 36 kDa, sendo ela melhor visualizada na primeira colénia. Também ¢é
possivel verificar a presenca de um rastro acima da banda, assim como o verificado para a
SVSP ancestral (capitulo 2). Isso indica que a proteina estivesse sendo expressa glicosilada
de forma heterogénea. Também é visivel um rastro abaixo da banda, o que pode ser devido

a degradacao da proteina, algo comum quando proteinas sao precipitadas com TCA/acetona.

1 2 3 4 5

Figura 41. Western blot das proteinas secretadas pela K. phaffii transformada com o vetor
contendo o gene para a Vk_tox1. O western blot mostra as quatro colbnias selecionadas para
o teste de expressdo. 1: Marcador de massa molecular; 2: Sobrenadante da col6nia 1; 3:
colbnia 2; 4: colbnia 3; 5: colonia 4. A seta em vermelho indica a possivel localizagdo da

banda referente a Vk_tox1.

3.3.2.4. Purificagao da Vk_tox1 por cromatografia de afinidade a metal imobilizado
(Ni%*)

A colbnia 1 do experimento anterior (item 3.3.2.3.) foi escolhida para ser utilizada em
uma expressao em larga escala da Vk_tox1. Um litro de expressdo em meio BMMY foi
concentrado, dialisado e submetido a coluna cromatografica de afinidade ao Ni?*. A elui¢do da
proteina foi feita a partir de lavagens com tampéao contendo diferentes concentragbes de
imidazol (25, 50, 100 e 150, 200, 250 e 500 mM). Como visualizado na figura 42A, nas quatro
primeiras concentracdes de imidazol utilizadas houve elui¢ao proteica, havendo um pico maior
na concentracdo de 25 mM. Esse pico, junto com aqueles eluidos com 50 e 100 mM de
imidazol (figura 42B) devem corresponder a proteinas enddégenas da levedura e a proteinas
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presentes no meio de cultura que interagiram fracamente com a coluna, visto que em nenhum
deles ha bandas que parecam com a encontrada no Western blot (figura 41). O pico eluido
com 150 mM de imidazol apresentou-se muito mais limpo que os outros, com um rastro e uma
banda definida em torno de 40 kDa, semelhante ao encontrado no Western blot. A presenga
de uma banda definida acima do tamanho que seria esperado (26,7 kDa) e a presenca do
rastro acima da banda demonstra que a Vk_tox1 estava sendo expressa glicosilada tal qual a
SVSP ancestral.
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Figura 42. Purificagdo da Vk_tox1 por cromatografia de afinidade a metal imobilizado (Ni?*).
A - Cromatograma da purificagdo. Os numeros de 1 a 5 equivalem as amostras,
respectivamente, do flow through (proteinas que nao interagiram com a coluna), do pico eluido
com 25 mM de imidazol, com 50 mM de imidazol, com 100 mM de imidazol e com 150 mM de
imidazol. B — SDS-PAGE 12% com as amostras obtidas na purificacao proteica. 1: Marcador
molecular; 2: Amostra antes de ser injetada na coluna; 3: Flow through; 4: Pico eluido com 50
mM de imidazol; 5: Pico eluido com 100 mM de imidazol; 6: Pico eluido com 150 mM de
imidazol.
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3.3.2.5. Deglicosilagao proteica

A enzima Vk_tox1 possui 2 sitios de N-glicosilacdo e nenhum de O-glicosilagdo, como
mostrado no item 3.3.1. Aliado a isso, os resultados de Western blot (figura 41) e o SDS-
PAGE da purificacao (figura 42) indicam que a enzima é glicosilada, visto que apresentou o
mesmo padrao apresentado pela SVSP ancestral antes da deglicosilagcao (ver resultados do
Capitulo 2). Para confirmar essa hipotese, foi realizado o ensaio de N-deglicosi¢cao da Vk_tox1
utilizando-se a enzima PNGase F. Na figura 43 é possivel observar que houve uma diminuigao
no tamanho da banda quando deglicosilada, além do total desaparecimento do rastro. A partir
desse resultado é possivel inferir que o rastro visualizado em SDS-PAGE e Western blot era
formado pela Vk_tox1 glicosilada de forma n&o uniforme, e que a banda de ~40 kDa era de
uma versao também glicosilada da Vk_tox1, porém com glicosilagdes de tamanho similar.

(para mais detalhes sobre glicosilagdo em K. phaffii, ler item 2.3.2.6.).
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Figura 43. SDS-PAGE 12% da Vk_tox1 apés deglicosilacdo com a enzima PNGase F. 1:
Marcador molecular; 2: Amostra antes da deglicosilacédo (C-); 3: amostra apds 24h de

deglicosilacao; 4: apds 48h; 5: apés 72h de deglicosilagao.

3.3.3. DETERMINACAO DAS ATIVIDADES ENZIMATICAS APRESENTADAS PELA
VK_TOX1

3.3.3.1. Caracterizagao da atividade de clivagem do fibrinogénio

O fibrinogénio € um dos principais substratos bioldgicos clivados pelas serinoproteases
presentes na pegonha de serpentes e, embora haja poucas serinoproteases da peconha de
lagartos caracterizadas, essa atividade ja foi detectada em helodermatideos (Utaisincharoen
et al., 1993). Devido a isso e ao fato da clivagem do fibrinogénio ja ter sido detectada na
peconha do dragao-de-komodo (Dobson et al., 2019), era importante identificar se a Vk_tox1
era capaz de cliva-lo. Os testes de atividade sobre o fibrinogénio foram realizados em tubo e
verificados em SDS-PAGE. Foram feitos com a enzima tanto glicosilada quanto deglicosilada
a fim de detectar se as glicosilagbes exerciam algum tipo de influéncia na atividade.

Inicialmente, testou-se a atividade em uma propor¢ao crescente de enzima. Como mostrado
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na figura 44, a proteina glicosilada apresentou clivagem das cadeias a e 3 do fibrinogénio e a
deglicosilada nao, indicando que essa enzima possui a atividade fibrinogenolitica e que as
glicosilagdes sdo necessarias ou no reconhecimento do substrato ou na atividade enzimatica.
AVk_tox1, assim como a SVSP ancestral (capitulo 2), possui uma glicosilagao predita no loop
99, uma regido definida como importante para o reconhecimento do substrato. Zeng e
Colaboradores (2013) identificaram que a glicosilacdo nesse loop esta relacionada a uma
mudanca em sua conformacao. Curiosamente, a glicosilacdo nessa regiao teve efeito oposto
em ambas as enzimas. Essa discrepancia pode ocorrer por conta das diferencas de tamanho
entre os loops 99 de ambas as enzimas. O Joop da VKk_tox1 & maior que o dos encontrados
em serpentes, logo, o efeito estrutural sofrido por ele pode também ser diferente. Além disso,
€ possivel que o efeito positivo/negativo gerado pelas glicosilagdes na atividade enzimatica
da Vk_tox1 e da SVSP ancestral ndo esteja diretamente associado a essa glicosilagéo do loop
99.

Na figura 44A é possivel verificar que nas propor¢gdes molares de enzima:fibrinogénio de
1:2, 1:4, 1:8 e 1:16 houve clivagem das cadeias a e 3 pela enzima glicosilada. Nas outras
proporgdes nao é possivel verificar se houve clivagem significativa durante o tempo analisado.
A proporgao 1:8 foi selecionada para ser utilizada nos outros testes com a enzima glicosilada
e a proporcao 1:2 com a enzima deglicosilada. Na figura 45 confirma-se que a enzima
deglicosilada nao apresenta qualquer atividade sobre o fibrinogénio na condicao testada, visto
que a reacado ocorreu por 24 horas. Na figura 45A é possivel observar que a partir de 8 horas
de reagao a enzima glicosilada ja havia clivado todas as cadeias a e 3 disponiveis, restando
somente a cadeia y, a qual ndo é clivada por enzimas fibrinogenoliticas, e uma quarta banda,
localizada abaixo da cadeia 8. Essa banda, entretanto, é totalmente clivada apés 24 horas.

Ap6s a confirmagao da atividade da Vk_tox1 sobre o fibrinogénio, foram realizados testes
em condic¢oes diferentes a fim de caracterizar essa atividade. Na figura 46 é possivel observar
que a enzima esta ativa nas temperaturas 37 e 42°C, nado apresentando atividade a
temperatura ambiente (25°C), o que indica que a Vk_tox1 é ativa em temperaturas proximas
as fisiologicas dos animais. Outras serinoproteases de serpentes também apresentam
temperaturas 6timas proximas as fisioldgicas de animais de sangue quente, como uma de
Agkistrodon blomhoffii ussurensis que é em 41°C (Liu et al., 2008) e uma de Agkistrodon halys
que é 37°C (Ghorbanpur et al., 2009). Na figura 47 observa-se que a proteina nao apresentou
atividade em pH 5,0, pouca atividade em pH 6,0 e atividade semelhante em pH neutro e basico
(7,0 a 9,0). Esse resultado é similar ao apresentado pela SVSP ancestral (capitulo 2).

Diversas moléculas responsaveis por inibir a atividade de serinoproteases e/ou
especificamente serinoproteases de pegonha foram testadas com a enzima glicosilada.

Utilizou-se nesse teste os inibidores de serinoproteases, aprotinina, leupeptina e PMSF, e as
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moléculas DTT (agente redutor), visto que a enzima possui cinco ou seis pontes dissulfeto e
EDTA (quelante de ions divalentes), tendo em vista que muitas dessas enzimas tém atividade
dependente de Ca?*. Como mostrado na figura 48, os inibidores aprotinina e leupeptina, assim
como o quelante EDTA nao inibiram a atividade enzimatica. J& o PMSF inibiu completamente.
O DTT também inibiu a atividade enzimatica, embora nao completamente, demonstrando que
as pontes dissulfeto sdo importantes para o funcionamento enzimatico (para maiores detalhes
sobre esses inibidores, ler o item 2.3.3.1.).
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Figura 44. SDS-PAGE 12% mostrando a atividade da Vk_tox1 glicosilada e deglicosilada
sobre o fibrinogénio em diversas proporgdes molares de enzima:fibrinogénio. A — Vk_tox1
glicosilada; B — Vk_tox1 deglicosilada. 1: Marcador molecular; 2: Controle negativo
(fibrinogénio intacto); 3: Proporgdo molar de 1:2; 4: 1:4; 5: 1:8; 6: 1:16; 7: 1:32; 8: 1:64. (As

bandas localizadas entre 24-35 kDa em B correspondem a Vk_tox1).

Fibrinogénio

Figura 45. SDS-PAGE 12% mostrando a atividade da Vk_tox1 glicosilada e deglicosilada
sobre o fibrinogénio em diferentes tempos de reagdo. A propor¢gdo molar de
enzima:fibrinogénio para as reagdes com a enzima glicosilada foi de 1:8 e para a enzima
deglicosilada foi de 1:2. A — Vk_tox1 glicosilada; B — Vk_tox1 deglicosilada. 1: Marcador
molecular; 2: Controle negativo (fibrinogénio intacto); 3: 15 min de reacao; 4: 30 min; 5: 1h; 6:
2h; 7: 4 h; 8: 8h; 9: 24 h. (As bandas localizadas entre 24-35 kDa em B correspondem a
VKk_tox1).
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Figura 46. SDS-PAGE 12% mostrando a atividade da Vk_tox1 glicosilada e deglicosilada
sobre o fibrinogénio em diferentes temperaturas. A proporgédo molar de enzima:fibrinogénio
para as reagdes com a enzima glicosilada foi de 1:8 e para a enzima deglicosilada foi de 1:2.
A — Vk_tox1 glicosilada; B — Vk_tox1 deglicosilada; C — Controle negativo com o fibrinogénio
em diferentes temperaturas na auséncia de enzima. 1: Marcador molecular; 2: Reagao a 4°C;
3: 25°C; 4: 37°C; 5: 42°C; 6: 75°C. (As bandas localizadas entre 24-35 kDa em B
correspondem a Vk_tox1).
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Figura 47. SDS-PAGE 12% mostrando a atividade da Vk_tox1 glicosilada e deglicosilada
sobre o fibrinogénio em diferentes pH. A propor¢cdo molar de enzima:fibrinogénio para as
reagcdes com a enzima glicosilada foi de 1:8 e para a enzima deglicosilada foi de 1:2. A —
Vk_tox1 glicosilada; B — Vk_tox1 deglicosilada; C — Controle negativo com o fibrinogénio em
diferentes pH na auséncia de enzima. 1: Marcador molecular; 2: Reagao em pH 5,0; 3: 6,0; 4:
7,0; 5: 7,4; 6: 8,0; 7: 9,0. (As bandas localizadas entre 24-35 kDa em B correspondem a
Vk_tox1).
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Figura 48. SDS-PAGE 12% mostrando a atividade da Vk_tox1 glicosilada sobre o fibrinogénio
na presenca de diferentes inibidores (proporcdo enzima:fibrinogénio de 1:8). 1: Marcador
molecular; 2: Controle negativo (fibrinogénio intacto); 3: controle positivo (sem adigdo de
inibidor); 4: reacao com EDTA; 5: PMSF; 6: aprotinina; 7: leupeptina; 8: DTT.

3.3.3.1.1. Teste de atividade de indugéo da formagéo de coagulos de fibrina

A clivagem do fibrinogénio de forma a liberar os peptideos A e B induz a formagéo dos
codagulos de fibrina. Visando identificar se a Vk_tox1 era capaz de induzir a formag¢ao desses
coagulos realizou-se um teste de deteccdo de coagulos de fibrina. As redes de fibrina
absorvem a 405 nm, fazendo com que seja possivel detecta-las com o uso de um
espectrofotdmetro. Como demonstrado na figura 49, a trombina (controle positivo) levou a
formagao do coagulo de fibrina, como observado pelo aumento na absorbancia pelo tempo.
Entretanto, tal perfil ndo foi detectado para a Vk_tox1, jd que ndo houve aumento na
absorbancia da amostra. Isso indica que essa enzima nao atua de forma a induzir a
coagulagao sanguinea por meio da transformagéo do fibrinogénio em fibrina e sim por meio
da deplegao do fibrinogénio plasmatico. Essa deplecéo leva a falta de fibrinogénio disponivel
no sangue, inibindo, dessa forma, a formagéo de coagulos. Essa atividade era esperada para
essa enzima, tendo em vista que foi detectado por Koludarov e Colaboradores (2017)
atividade de clivagem destrutiva do fibrinogénio na pegonha de Varanus komodoensis.
Entretanto, diferente do encontrado para a Vk_tox1, os autores do estudo n&o detectaram
clivagem da cadeia 3, somente da cadeia a. Uma explicagao plausivel para tal discrepancia
pode ser o fato de que em seu experimento os autores somente monitoraram a reagao por 1
hora. Como visualizado na figura 45, a clivagem da cadeia B foi visualizada somente apds
duas horas de reacao.

A atividade de destruicdo do fibrinogénio levando a sua deplegdo na corrente
sanguinea € condizente com os efeitos fisioldgicos causados pela mordida do dragao-de-
komodo. O animal é conhecido por induzir forte sangramento na presa, levando a sua queda

de pressao e dificuldade de coagulagdo sanguinea (Ducey et al., 2016).
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Figura 49. Teste de indug&o da formagao de coagulos de fibrina pela Vk_tox1 glicosilada. Uso
de fibrinogénio, Vk_tox1 e trombina nas concentragdes, respectivamente, 3,68 uM, 1,34 uM e
84 nM. Os dados de absorbancia iniciando em valores negativos deve-se ao valor obtido ter

sido menor que o valor detectado para o branco (tampao + fibrinogénio).

3.3.3.2. Determinacao da atividade amidolitica

Como demonstrado no item 3.3.3.1., a Vk_tox1 glicosilada apresenta atividade
amidolitica, visto que foi capaz de hidrolisar o fibrinogénio. O substrato sintético BApNA (Nao-
Benzoil-DL-arginina 4-nitroanilina cloridrato) foi utilizado para verificar se a Vk_tox1
deglicosilada também possuia tal atividade, o que indicaria que as glicosilacbes sao
necessarias ao reconhecimento do fibrinogénio e ndo afetam sua atividade enzimatica. Na
figura 50 é possivel observar que nenhuma das duas versdes da Vk_tox1 foi capaz de clivar
o substrato BApNA. Devido ao fato de a enzima glicosilada ter mostrado que possui atividade
proteolitica, esse resultado somente indica que esse substrato ndao é clivado por ela. As
serinoproteases da pegonha fazem parte de um grupo de enzimas que clivam apds residuos
de aminoacidos basicos (lisina e/ou arginina) logo, a auséncia de clivagem apds uma arginina
pode ser indicativa de que essa enzima hidrolisa especificamente apds residuos de lisina, ou
que a auséncia de outros residuos no substrato dificulta sua acomodagao adequada no sitio

ativo.
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Figura 50. Teste de atividade enzimatica da Vk_tox1 glicosilada e deglicosilada em diferentes
concentragdes sobre o substrato BApNA (Na-Benzoil-DL-arginina 4-nitroanilina cloridrato)
pelo tempo. A atividade é dada pela concentragdo de produto produzido (4-nitroanilina). A —

Vk_tox1 glicosilada; B- Vk_tox1 deglicosilada.

3.3.3.3. Determinagao da atividade do tipo calicreina
A atividade do tipo calicreina (clivagem do cininogénio e liberacdo de cinina) &
considerada a atividade ancestral das serinoproteases de peconha, tendo em vista que
acredita-se que estas evoluiram a partir de calicreinas salivares. As calicreinas clivam apés
residuos de arginina, quando em P2 h& um residuo de fenilalanina. O substrato sintético
Benzoil-Pro-Phe-Arg-4-nitroanilina acetato (Chromozym PK, Roche) foi utilizado para detectar
se a Vk_tox1 possuia essa atividade. Como visualizado na figura 51, a VK_tox1 n&o foi capaz
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de clivar o substrato na condigéo testada nem glicosilada nem deglicosilada, indicando que a

enzima nao possui atividade do tipo calicreina.
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Figura 51. Teste de atividade enzimatica da Vk_tox1 glicosilada e deglicosilada em diferentes
concentragcdes sobre o substrato Chromozym PK (Benzoil-Pro-Phe-Arg-4-nitroanilina). A
atividade é dada pela concentragao em uM de produto produzido (4-nitroanilina). Calicreina
plasmatica humana a 100 nM é utilizada como controle positivo. A - Vk_tox1 glicosilada; B -

VKk_tox1 deglicosilada.

Os dados de caracterizagcao bioquimica da VK _tox1 aqui relatados sdo os primeiros
desse tipo que se tem conhecimento para uma enzima da pegonha do dragdo-de-komodo.
Esses dados representam um passo inicial no estudo bioquimico dessa peg¢onha visando a
descoberta de moléculas promissoras. Todavia, a Vk_tox1, diferente da SVSP ancestral
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(capitulo 2), tem um baixo rendimento em K. phaffii (< 0,5 mg por litro de indculo induzido em
meio BMMY), fazendo-se necessaria a otimizagao dos parametros de expressao para que
seja possivel vislumbrar uma aplicagdo biotecnologica. Além disso, caracterizagcbes mais

detalhadas quanto a sua estabilidade também devem ser realizadas.
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3.4. CONCLUSOES

Os estudos de caracterizagdo bioquimica da serinoprotease da peconha do lagarto

Varanus komodoensis (denominada Vk_tox1) mostraram que:

A enzima VKk_tox1 foi efetivamente expressa em células de K. phaffii e
purificada por cromatografia de afinidade ao Ni?*.

A enzima analisada somente apresenta atividade catalitica sobre o fibrinogénio
quando glicosilada.

A Vk_tox1 é ativa sobre o fibrinogénio, clivando suas cadeias a e B, mas nao
induzindo a formacao de coagulos de fibrina e sim a deplecao do fibrinogénio
plasmatico. Esse resultado é condizente com o efeito da pegconha do Dragao-
de-komodo.

A VK_tox1 apresenta atividade em temperaturas caracteristicas de condicdes
fisiolégicas de animais vertebrados: sem atividade a 4°C, 25°C e 75°C e com
atividade a 37°C e 42°C.

A Vk _tox1 ndo apresenta atividade em pH 5, estando o seu pH étimo em
condi¢des de neutras para basicas, entre os pH 7-9.

A VK _tox1 ndo possui atividade do tipo calicreina.
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3.5. PERSPECTIVAS

Estudos posteriores a serem realizados com a Vk_tox1 incluem:
e Otimizagao da expresséao a fim de obter um melhor rendimento.
o Caracterizacdo por dicroismo circular do perfil de estrutura secundaria e
termoestabilidade da enzima glicosilada e deglicosilada.
o Cristalizacao e resolucao de sua estrutura tridimensional.
o Realizacdo de testes enzimaticos com outros substratos sintéticos a fim de
detectar se a enzima apresenta outras atividades.

¢ Analise do uso da VKk_tox1 em aplica¢des biotecnolégicas.
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ANEXO | — Arvore filogenética das serinoproteases do tipo tripsina
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ANEXO IlI- Resultado das predi¢oes para a sequéncia da SVSP ancestral

Grafico PLDTT da estrutura da SVSP ancestral modelada pelo AlphaFold 2. A estrutura exibida

nesse trabalho é a rank 1.

Predicted IDDT per position

100
80 1
B 60-
=]
o
8 a
(=]
%
£ 40 A
— rank_1
20 4 rank 2
— rank 3
—— rank 4
— rank 5
0 T T T T T
0 50 100 150 200

Positions

Resultado da predi¢ao de N-glicosilagdes da SVSP ancestral. Uso do programa NetNGlyc 1.0.
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Resultado da predi¢do de O-glicosilagbes da SVSP ancestral. Uso do programa NetOGlyc

4.0.
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Classification Results using Support Vector Machine:
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ANEXO Il - Resultado das predi¢cdes para a sequéncia Vk_tox1

Grafico PLDTT da estrutura da Vk_tox1 modelada pelo AlphaFold 2. A estrutura exibida nesse

trabalho é a rank 1.
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Resultado da predi¢ao de O-glicosilagdes da Vk_tox1.

Resultado da predi¢ao de pontes dissulfeto da Vk_tox1. Uso do programa Dlpro.
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Abstract: Toxicofera reptile venoms are composed of several toxins, including serine proteases. These
proteases are glycosylated enzymes that affect the prey’s hemostatic system. Their actions extend
across the coagulation cascade, the kallikrein—kinin system, and platelet activation. Despite their
specificity for different substrates, these enzymes are homologous across all toxicoferans and display
high sequence similarity. The aim of this review is to compile decades of knowledge about venom
serine proteases, showing the diversity of biochemically and biophysically characterized enzymes,
their structural characteristics, advances in understanding their origin and evolution, as well as
methods of obtaining enzymes and their biotechnological applications.

Keywords: Toxicofera venom evolution; snake venom serine protease; venom toxin; hemostasis-
affecting toxins; coagulation cascade; kallikrein—kinin system; platelet activation

Key Contribution: This review summarizes the knowledge produced by decades of research on
serine proteases from reptile venom.

1. Introduction

Reptile venoms contain proteins and peptides that immobilize and kill prey [1]. The
venom-producing glands in snakes and lizards are homologous organs. Several of the se-
creted proteins have a common origin and their recruitment would have occurred at the
emergence of the squamate clade Toxicofera (Figure 1). This clade includes Serpentes, Iguania,
and Anguimorpha groups, the latter composed of the lizard families Anguidae, Heloder-
matidae, and Varanidae [2,3]. While the presence of venom was initially only attributed to
the suborder Serpentes and the anguimorph family Helodermatidae, its detection in other
groups has only come to light in recent decades [3,4]. Serine proteases are among the proteins
secreted in these venoms, and the majority of those that exist today evolved from a kallikrein-
like serine protease that emerged with the clade. They are one of the best-characterized
proteins in snake venom and act on prey by destabilizing their hemostatic system [3,5].

Colubridae

Elapidae AAAA

SILNIdY3S

Viperidae AAAAAAA
Emergence of
kallikrein-like toxins

50

Other snakes

V¥3400IX0L

Helodermatidae A
Anguidae
Varanidae

Iguania
Lacertidae
Amphisbaenia

Teiioidea

Gekkota

Dibamidae

Figure 1. Phylogenetic tree of Squamata reptiles showing the emergence of kallikrein-like serine
proteases on the Toxicofera ancestry. Tree based on Simodes & Pyron, 2021 [6]. The colors of the
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triangles correspond to the experimentally detected activities in venom serine proteases found in these
groups. black: kallikrein-like; blue: thrombin-like; red: platelet aggregation; yellow: plasminogen
activator; purple: factor X activator; green: factor V activator; pink: protein C activator; orange:
prothrombin activator (the only activity that does not arise from kallikrein-like enzymes).

Serine proteases are enzymes that use an activated serine in the active site to carry
out nucleophilic attack on the substrate [7]. Those found in reptile venom are classified
as chymotrypsin-like, as they belong to the PA clan and the S1 family, and contain the
conserved catalytic triad His57, Asp102, and Ser195 [8]. However, based on substrate
specificity, they are also classified as trypsin-like as they cleave peptide bonds after Lys
or Arg residues [5]. While studies on lizards remain relatively insufficient, with only a
limited number of helodermatid enzymes characterized to date [9,10], their counterparts
found in snake venom have been subject to extensive research over several decades and
are commonly referred to as snake venom serine proteases (SVSPs) [5]. They are found in
the Viperidae, Elapidae, and Colubridae snake families, with Viperidae showing the most
extensive diversification of these enzymes [11,12].

Venom serine proteases are glycoproteins that recognize several macromolecular sub-
strates, acting at various stages on the prey “s coagulation cascade, affecting its hemostasis.
Its most described activity is thrombin-like, consisting of a pro-coagulant enzyme that acts
in the conversion of fibrinogen into fibrin through the cleavage of its « and {3 chains [13].
They also present other activities, such as kallikrein-like (the only activity found for serine
proteases characterized in lizards) [9,10,14], platelet aggregation [15], and activators of
the following substrates: plasminogen [16], factor X [17], factor V [18], prothrombin [19],
and protein C [20]. Many enzymes can act on more than one of these substrates [21], and
their actions can be pro- or anti-coagulant, depending on the recognized target. The broad
spectrum of substrates makes them enzymes with high biotechnological potential.

In this review, data from the literature were compiled to describe various aspects
related to serine proteases from lizard (when available) and snake venom, such as biological
activities and structural characteristics, emergence and evolution, native and heterologous
production, and biotechnological and therapeutic applications. Herein, the approach
toward venom serine proteases is different from what is commonly observed, considering
their presence in toxicoferans lizards, and not just in snakes.

2. Biological Activities

In vertebrate prey, venom serine proteases (VSPs) affect several key points of the
homeostatic system by selectively promoting the proteolysis of several components in-
volved in the blood coagulation cascade, kallikrein—kinin system, and fibrinolytic system.
These proteolytic events lead to the activation or inactivation of such components, fre-
quently called factors, disrupting the hemostatic system [5,22]. Although kallikrein-like
VSPs exhibit significant sequence similarity, as shown in Figure 2, their specificity toward
macromolecular substrates varies and is strongly influenced by the peptide moiety located
near the cleavage site. Owing to the high structural similarity, those VSPs are classified by
their ability to hydrolyze, activate, or deactivate macromolecular targets.
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Figure 2. Protein sequence alignment of kallikrein-like VSPs with different substrate specificities

showing the conservation among them. Gilatoxin is the only sequence from lizards. All others
are snake enzymes. Gilatoxin (UniProt ID: P43685) has kallikrein-like activity; Harobin (UniProt
ID: Q5MCS0) has kallikrein-like activity; Cerastocytin (UniProt ID: Q7SYF1) is a platelet activator;
VaaSP-6 (GenBank ID: QBF53412.1) is a factor V activator; Contortrixobin (UniProt ID: P82981) is
a factor V activator; TSV-PA (UniProt ID: Q91516) is plasminogen activator; Batroxobin (UniProt
ID: P04971) cleaves fibrinogen a-chain; A_piscivorus (UniProt ID: E5LOE6) is a protein C activator
(the name of the original species, Agkistrodon piscivorus, was used since the protein does not have
a name); Halystase (UniProt ID: P81176) cleaves fibrinogen (-chain; and Bilineobin (UniProt ID:
Q9PSN3) cleaves fibrinogen o and B-chains. Prothrombin activators were not added to the alignment
because they are not homologous to kallikrein-like VSPs. The alignment was calculated with the

boxes indicate conserved regions across the sequences.

2.1. Factor X Activators

Activated factor X (FXa) plays a central role in the coagulation cascade. The activation
of factor X (FX) occurs mainly through the assembly and action of the intrinsic tenase
complex formed by activated factor IX (FIXa), activated factor VIII (FVIIla), and Ca®" ion,

program Clustal Omega [23] and the alignment image was produced using ESPript 3.0 [24]. The blue
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or of the extrinsic tenase complex formed by activated factor VII (FVIla), factor III (FIII),
and Ca?* ions (Figure 3). In these complexes, a specific peptide bond (Arg194-Ile195) in
the heavy chain of FX is cleaved, resulting in the active form with the active site exposed,
sometimes called factor Xax. A second cleavage at the Lys435-Ser436 bond can also occur,
resulting in factor Xaf. FXa participates in the activation of factor V (FV) following the
formation of the prothrombinase complex (FVa-FXa-Ca®*) and, finally, leading to the
conversion of prothrombin into thrombin [25-27].

EXTRINSIC PATHWAY

FX activator
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Tissue damage FV activator
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and Podoplanin
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Figure 3. Scheme of the homeostatic system including blood coagulation, fibrinogen—fibrin clot
formation, kininogen-bradykinin pathways, and platelet aggregation. Red rectangles represent
venom serine proteases (VSPs) that act on the specific conversion process indicated by the arrow
departing the rectangles. The complexes formed by FVa-FXa-Ca®* (prothrombinase complex), FIII-
FVIIa-Ca2* (extrinsic tenase complex), and FVIIIa-FIXa-CaZ* (intrinsic tenase complex) are shown
surrounded by an orange dotted line.

Factor X activators from snake venom can be categorized as metalloproteases or
serine proteases. SVSPs that activate FX act similarly to tenase complexes by cleaving the
Arg194-1le195 peptide bond. As in tenase complexes, with rare exceptions, FX activation
by SVSPs depends significantly on the presence of Ca?* [28]. SVSPs’ FX activators have
been described in the venom of snakes belonging to the Viperidae and Elapidae families
(Table 1). An EX activator with a low molecular mass of 12.5 kDa was isolated from the
venom of the viper Cerastes vipera, unlike most FX activators with much higher molecular
mass (62-70 kDa) identified so far [29]. Similarly to previously purified serine protease FX
activators, its activity was potentiated by the addition of FIIl and Ca?* and was inhibited
by PMSF and leupeptin. Another viper SVSP with lower molecular mass was isolated
from the snake Vipera ammodytes ammodytes with FV- and FX-activating capabilities (VaaSP-
VX) [30]. The incubation of human FX with VaaSP-VX resulted in the activation of FX by
two cleavage events. First, FX was fragmented into light and heavy chains, which were
subsequently cleaved at the Arg194-11e195 bond. The observed FX activation was very
similar to physiological activators of FX, such as tenase complexes.
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Table 1. Toxicoferans venom serine proteases isolated and characterized. The enzyme names are
shown when a specific name has been given, while n.a. (not available) is used when there is no
specific name given and its activity associated with the species is used, e.g., “Factor X activator from
Cerastes vipera”. For SVSPs with unreported cleavage sites, n.a. is used. The cleavage sites indicated
in parentheses refer to known reported sites of SVSPs indicated to have a similar manner of cleavage.

Activity Speciﬁ;ir;zyme Species Mass (kDa) Cleavage Site Uniprot Reference
n.a. Walterinnesia aegyptia 60 (Arg194-11e195) na. 2015, [17]
Factor X na. Bungarus fasciatus 70 (Arg194-11e195) n.a. 1995, [31]
activator n.a. Cerastes vipera 125 na. na. 1993, [29]
n.a. Ophiophagus hannah 64.5 n.a. n.a. 1995, [32]
VaaSP-VX Vipera ammodytes ammodytes 34 Argl194-1le195 na. 2020, [30]
Contortrixobin Agkistrodon contortrix 26 n.a. P82981 2000, [33]
n.a. Naja oxiana 48 n.a. n.a. 1992, [34]
RV-FVP«x Daboia russelii 38 n.a. n.a. 2014, [18]
Factor V RVV-V Daboia russelii 28 Arg1545-Ser1546 P86530 1988, [35-37]
activator UVV-V Vipera ursini 34 na. na. 2002, [38]
VaaSP-VX Vipera ammodytes ammodytes 34 Ar(gb?)oélfi,ning\ll)753 n.a. 2020, [30]
VLFVA (LVV-V) Macrovipera lebetina 28.4 n.a. n.a. 1998, [39]
Hopsarin D Hoplocephalus stephensi 46.1 121‘15;37;?;:%:.322745’ P83370 2003, [40]
Notanarin D Notechis ater 46 n.a. POCY52 2003, [40]
Notecarin D Notechis scutatus 54 n.a. P82807 2003, [40]
Prot}‘lrombin Oscutarin C Oxyuranus scutellatus 300 162553724?;33322745, Q58196 1986, [41]
activators
PLIPA Pseudonaja textilis nr (Arg363-Ile364) n.a. 1994, [42]
Arg273-Thr274,
Pseutarin C Pseudonaja textilis nr Arg(iii_ilrllej%’ Q56VR3 2002, [43]
prothrombin)
Textarin D Pseudonaja textilis 50-53 (Arg363-Ile364) n.a. 1994, [42]
Trocarin D Tropidechis carinatus 165 ‘Xrg;;;;i‘erg > ps1s 1999, [44]
( Acutir?/cxz?llig;ombm) Deinagkistrodon acutus 40 n.a. QII8X2 1999, [45-47]
Agacutase Deinagkistrodon acutus 31 na. na. 2013, [48]
AAII.S,rl?\CTINf’V;P; ;I:E)T(;;l’ Calloselasma rhodostoma nr 2;2?2:311;%;’ P26324 1976, [49-51]
(BDaeffggjgjeig) Bothrops atrox 13 Argle-Glyl7 — P04971 1976, [52,53]
Thrombin-like Bhalternin Bothrops alternatus 31.5 n.a. POCGO03 2010, [54]
o-chain Rhombeobin Lachesis muta rhombeata 47 n.a. n.a. 2013, [55]
fibrinogenolytic  Barpettobin (Bb-TLE) Bothrops barnetti 52 na. K4LLQ2 2013, [56]
F;;;‘fﬁ:;gg; Bothrops jararaca 35 Arg16-Glyl7 P81661 1994, [57]
BpSP-1 Bothrops pauloensis 34 na PODJF1 2009, [58]
Calobin Gloydius ussuriensis 34 n.a Q91053 1996, [59]
CDC SI Crotalus durissus cumanensis 28.5 n.a PODKX2 2013, [60]
CDC SII Crotalus durissus cumanensis 28.8 n.a PODKX3 2013, [60]
Cerastotin Cerastes cerastes 40 n.a P81038 1997, [61]
Crotalase Crotalus adamanteus 33 n.a F85114 1971, [21,62]
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Table 1. Cont.
Activi Specific Enzyme . . .
ctivity Name Species Mass (kDa) Cleavage Site Uniprot Reference
Cerastocytin Cerastes cerastes 38 n.a. Q7SYF1 1995, [15]
Moojase Bothrops moojeni 30.3 na. na. 2018, [63]
Elegaxobin I Protobothrops elegans 35 n.a. P84787 2003, [64]
Flavoxobin Protobothrops flavoviridis 26.7 Argl6-Gly17 P05620 1988, [65]
Gyroxin Crotalus durissus terrificus 28 na. BOFXM1 1988, [66]
Jerdonobin Protobothrops jerdonii 38 (Argl6-Gly17) PODM43 2000, [67]
Jerdonobin-II Protobothrops jerdonii 32 (Argl6-Gly17) n.a. 2005, [68]
KN-BJ Bothrops jararaca 38 na. 013069 1998, [69]
Leucurobin Bothrops leucurus 35 (Argl6-Gly17) PODJ86 2007, [70]
LM-TL Lachesis muta 41-47 n.a. P33589 1989, [71]
Thrombocytin Bothrops atrox 36 n.a. n.a. 1979, [72,73]
RP-34 Cerastes cerastes 97 n.a. n.a. 1992, [74]
Contortrixobin Agkistrodon contortrix 26 n.a. P86530 2000, [33]
Arg42
Halystase Gloydius blomhoffi 38 (fibrinogen B3 P81176 1998, [75]
chain)
Thrombin-like Protobothrops
B-chain Mucrosobin P 28 n.a n.a. 2001, [76]
L . mucrosquamatus
fibrinogenolytic
BpirSP27 Bothrops pirajai 27.1 n.a PODL26 2012, [77]
BJ-48 Bothrops jararacussu 48 n.a PODJFO 2007, [78,79]
Brevinase Gloydius brevicaudus 33.5 n.a QI9PT51 1999, [80]
Pallabin Gloydius halys 26 n.a QIYGJ2 1999, [81]
Afadcytin (RP34) Cerastes cerastes 40 n.a. QI9PRMS8 1995, [82]
Agkihpin Gloydius halys 25.46 n.a. NOAAE6 2016, [83]
Arg19-Gly20
(fibrinogen Ax
. . . e chain), )
Bilineobin Gloydius bilineatus 57 Arg21-Gly22 QI9PSN3 1993, [84,85]
(fibrinogen B3
chain)
Thrombin-like .
B P Both a. a. 201 6
o/ p-chain fib- mooS othrops moojeni 36 na na 016, [86]
rinogenolytic BpirSP-39 Bothrops pirajai 394 n.a. n.a. 2014, [87]
BpirSP41 Bothrops pirajai 40.6 n.a. PODL27 2012, [77]
FC-Bj Bothrops jararacussu nr na. na. 1996, [88]
Gabonase Bitis gabonica 30.6 n.a. POC577 1986, [89]
Russelobin Daboia russelii 51.3 n.a n.a. 2013, [90]
Cerastobin Cerastes vipera 38 n.a P18692 1989, [91]
Jararacussin-I Bothrops jararacussu 28 n.a n.a. 2002, [92]
VLCV Macrovipera lebetina 45 n.a n.a. 2020, [93]
VLCIL Macrovipera lebetina 60 n.a n.a. 2015, [94]
n.a. Gloydius ussuriensis nr n.a n.a. 1993, [95]
Protein C n.a. Gloydius halys halys 36 n.a n.a. 1993, [96]
activator n.a. Agkistrodon contortrix 20 n.a n.a. 1986, [97]
n.a. Gloydius bilineatus 38 n.a P33588 1990, [98]
AHP-Ka Gloydius halys 34 na POD]G5 2012, [14]
Kallikrein-like Harobin Hydrophis hardwickii 25 na Q5MCS0 2007, [99]
Kn-Ba Bitis arietans 33 n.a n.a. 2018, [100]
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Table 1. Cont.
Activi Specific Enzyme . . .

ctivity Name Species Mass (kDa) Cleavage Site Uniprot Reference
LV-Ka Lachesis muta 33 n.a. n.a. 2003, [101]
Rhinocerase Bitis rhinoceros 36 n.a. P86497 2010, [102]
Tm-VIG Protobothrops nr n.a. na. 2001, [103]

Tm-1IG mucrosquamatus na. na.
Gilatoxin Heloderma horridum and 35-37.5 na. P43685 1981, [104]

Heloderma suspectum
Helodermatine Heloderma horridum 63 n.a. n.a. 1986, [9]
TSV-PA Trimeresurus stejnegeri 33 Arg561-Val562 Q91516 1995, [105]
Plasminogen ;
activat Ogl_ LV-PA Lachesis muta muta 33 (Arg561-Val562) Q27147 2000, [106]
Haly-PA Gloydius halys 32 (Arg561-Val562) Q9YGJ8 1998, [107]
Crotalocytin Crotalus horridus 64 n.a. n.a. 1980, [108]
Cerastocytin Cerastes cerastes 38 n.a. Q7SYF1 1995, [15]
Platelet PA-BJ Bothrops jararaca 30 na. P81824 1995, [109]
activator MSP 1 Bothrops moojeni 32.5-34 na. na. 1993, [110]
BJV-VIIIcp Bothrops jararacussu 28 n.a. n.a. 1989, [111]
Thrombocytin Bothrops atrox 36 n.a. na. 1979, [72,73,112]

Cerastotin Cerastes vipera 38 n.a. P81038 1989, [91]

A few FX activators were isolated from Elapid venoms. One was purified from the
snake Bungarus fasciatus with ~70 kDa and a Ca?*-dependent catalytic cleavage of the FX
heavy chain. Its specific activity was observed to be 200 to 250-fold lower than that of RVV-
X, a potent metalloprotease FX activator. The authors proposed that the low specific activity
could be due to the activator isolated being a pro-enzyme subject to activation by proteases
present in the blood. The activator was inhibited by DFP, PMSF, benzamidine, and soybean
trypsin inhibitor [31]. Another FX activator was also isolated from Ophiuphagus hannah
venom, whose molecular structure consists of a single polypeptide chain of 64.5 kDa. It
was similar to the FX activator isolated from Bungarus fasciatus, also a single-chain protein
from Elapidae venom. Until then, previously isolated FX activators were composed of a
heavy chain and light chains linked by disulfide bonds. The FX activator from O. hannah
also required calcium ions to activate FX and was inhibited by PMSF, TPCK and soybean
trypsin inhibitor [32].

2.2. Factor V Activators

Factor V (FV) is a large multidomain (A1, A2, B, A3, C1, and C2) glycoprotein precursor
of FVa with a molecular mass of 330 kDa. FV activation is achieved by the proteolytic
action of thrombin after residues Arg709, Arg1018, and Argl545, releasing the full domain
B (Ser710-Arg1545) and converting FV into its activated form, FVa. This activated form
is structurally composed of the A1-A2 heavy chain (105 kDa) and the A3-C1-C2 light
chain (74 kDa). The Arg709 and Arg1545 bonds can also be cleaved by FXa, although less
efficiently [113]. FVa acts as a cofactor for FXa protease by forming the prothrombinase
complex on the negatively charged phospholipid membrane of platelets in the presence of
Ca?* ions (Figure 3), increasing by five orders of magnitude the conversion of prothrombin
to thrombin by FXa [114].

SVSPs with FV-activating activity working by a single cleavage event were found
mainly in Viperidae venom. However, unlike the three-step activation by thrombin, SVSP
FV activators do not lead to the full release of the B domain, or in some cases, generate
an FVa with heavy and light chains of different molecular weights than FVa activated
by thrombin [34]. This results in an activated FV with a lower cofactor activity in the
prothrombinase complex [38]. Albeit less effective in their cofactor activity, SVSPs” FV
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activators are considered a useful tool in the study of FV activation for diagnostic and
therapeutic purposes [36].

RVV-V is a FV activator isolated from Daboia russelii venom and consists of 236 amino
acids and 28 kDa. The RVV-V-mediated activation of FV occurs by a single cleavage at the
Arg1545-5er1546 bond and does not lead to the release of the B domain. FV activated by
RVV-V can bind to FXa and shows similar cofactor activity to FV activated by thrombin [35].
However, unlike thrombin, RVV-V does not affect FVIII, FXIII, fibrinogen, and prothrombin.
Owing to its selective activation of FV, RVV-V is considered a useful tool in the study of FV
activation and for diagnostic purposes [36]. RVV-V was purified in multiple isoforms, RVV-
V&, RVV-Vf3, and RVV-Vy, and complete amino acid sequences of RVV-Va and RVV-Vf3
were determined, which differed from each other by six amino acid residues [37].

Another FV activator from Viperidae, VLFVA, also called LVV-V, is a single-chain
glycoprotein with a molecular mass of 28.4 kDa isolated from Macrovipera lebetina [38]. It
has homology with RVV-Vy at the N-terminal region (90% sequence identity) and similar
carbohydrate content, about 6% of the molecular mass. Additionally, in a similar fashion
to RVV-V, LVV-V mediates FV activation by cleavage after Arg1545. In addition, LVV-V
was shown to inactivate FVa, although only at a much higher concentration than under
normal activation conditions. Finally, a third FV activator from Viperidae called UVV-V
was purified from Vipera ursini venom. UVV-V has a molecular mass of 34 kDa and it was
shown to be equally capable of activating FV as RVV-V and LVV-V.

More recently, four protease isoenzymes were isolated from Daboia russelii and charac-
terized as FV-activating proteases with non-fibrinolytic activity [18]. RV-FVP«, RV-FVP(3,
RV-FVPy, and RV-FVP$ exhibit distinct characteristics compared with FV activators re-
ported previously from D. russelii. They contain a much higher N-linked carbohydrate
content, 42% to 44% of the total molecular mass, which was linked to the higher catalytic
activity. Furthermore, fibrinogen hydrolysis activity was observed. The isoenzymes were
evaluated for toxicity and lethality through experiments involving animals and in vitro
hemolytic activity assays. Given the absence of lethality or toxicity in these assessments,
the authors proposed that these isoenzymes could be considered suitable for clinical use as
cardiovascular drugs.

A thrombin-like SVSP of 26 kDa with FV-activating activity named contortrixobin was
purified from the venom of the viper Agkistrodon contortrix [33]. Contrary to previously
characterized FV activators, contortrixobin contains no carbohydrates in its molecule.
The FV activation observed by contortrixobin was 250-500-fold lower than activation by
human «-thrombin.

A FV activator from the elapid Naja oxiana with an apparent molecular mass of 48 kDa
was purified, and its ability to activate FV was assessed and compared with FV activation
by thrombin [34]. FV activated by the venom activator differs from thrombin-activated FV,
primarily due to the removal of a 4 kDa peptide from the heavy chain domain of FV. The
authors proposed that the observed eight-fold decrease in the cofactor activity of activated
FV, compared with FV-thrombin activation, indicates that the cleavage event occurs in or
near the region responsible for the formation of the prothrombinase complex.

2.3. Prothrombin Activators

Prothrombin, or factor II (FII), is a glycoprotein of 72 kDa consisting of an N-terminal
Gla domain, two kringle domains, and a serine protease domain with a catalytic site
occluded prior to activation. Prothrombin is converted to thrombin (activated factor II-FIla)
primarily by the prothrombinase complex. This complex includes FXa, FVa (as a cofactor),
and Ca?* ions bound to negatively charged phospholipid membranes found on activated
platelets. FXa alone can convert prothrombin to thrombin, but at a much lower rate
(~300,000-fold lower) [114]. The activation of prothrombin by the prothrombinase complex
is accomplished by the cleavage of two peptide bonds at Arg314-Thr315 and Arg363—
Ile364. There are two potential activation pathways depending on the order of the cleavage.
Each pathway leads to a different intermediate form; in one pathway, where the cleavage
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between Arg314-Thr315 occurs first, the inactive intermediate product prethrombin-2 is
formed. In the other pathway, where the cleavage between Arg363 and Ile364 takes place
first, the active intermediate meizothrombin is formed. a-thrombin, the activated form of
thrombin, is produced after the second cleavage in both pathways. Cleavage at Arg363—
Ile364 is necessary for full activation because it exposes the active site in the C-terminal
serine protease domain [115-118].

Snake venom prothrombin activators are procoagulant proteases that activate pro-
thrombin. Based on their structure and cofactor requirements, they are classified into
four groups [119,120]. Group A activators are metalloproteinases that do not require
cofactors, such as Ca®* ions and phospholipids, and convert prothrombin to meizothrom-
bin [121,122]. Group B activators are metalloproteinases dependent on Ca®* ions that also
convert prothrombin into meizothrombin [123]. As proteases belonging to these groups
are metalloproteases, they will not be addressed in this review. Group C activators are
large serine proteases (>250 kDa) consisting of multiple subunits that resemble the FXa-FVa
complex and require Ca?* ions and phospholipids for maximal activity [124,125]. Group
D activators are serine proteases that share a strong structural similarity, cofactor require-
ments (FVa, Ca?* ions, and phospholipids), and molecular mass (~50 kDa) to factor Xa [126].
Both group C and D activators convert prothrombin to thrombin and are found exclusively
in Australian elapid snakes [44].

Group C prothrombin activators have been isolated and characterized from Oxyuranus
scutellatus (Oscutarin) and Pseudonaja textilis (Pseutarin C) venoms [41,127]. Both activators
require Ca?* ions and negatively charged phospholipids for optimal prothrombin activation
activity and are multimeric complexes of ~300 kDa. They are composed of a catalytic unit
with serine proteinase activity (~60 kDa), similar to factor Xa, and a cofactor unit (~220 kDa),
homologous to FVa [41,128]. They activate prothrombin to mature thrombin by the cleavage
of both Arg314-Thr315 and Arg363-Ile364 bonds [41,129]. However, unlike the FXa-FVa
complex, pseutarin C is not affected by activated protein C (APC), since it lacks the APC
cleavage sites at Arg306, Arg506, Arg679, and Arg316 [128-131].

Group D prothrombin activators show homology to FXa. The majority of SVSPs from
this group convert prothrombin to thrombin. Their activity is enhanced in the presence
of FVa, Ca®* ions, and negatively charged phospholipids, such as Trocarin D (46.5 kDa),
Hopsarin D (46.1 kDa), Notanarin D (46.0 kDa) and Notecarin D (54 kDa), isolated from
Tropidechis carinatus, Hoplocephalus stephensi, Notechis ater, and Notechis scutatus venoms,
respectively [40,42,44]. From Pseudonaja textilis venom, Textarin (~52 kDa) and PLIPA
were purified and characterized. Unlike most group D activators, both appear to act on
prothrombin activation virtually independent of FVa [42].

2.4. Thrombin-like

Thrombin plays many roles in the coagulation and fibrinolysis pathways as a pro-
coagulant or an anticoagulant enzyme. As a procoagulant, thrombin cleaves N-terminal
fibrinopeptides A and B of fibrinogen, which leads to the formation of insoluble fibrin
monomers [132-134]. The subsequent polymerization of fibrin monomers forms fibrin
clots, ultimately stemming blood flow. In addition to its important role in fibrinogen lysis,
thrombin also activates FXIII, which acts in the cross-linking of fibrin monomers and facili-
tates the formation of stable fibrin clots (Figure 3) [135]. Through the activation of FV, FXI,
and FVIII by thrombin, active thrombin generation is exacerbated by a positive feedback
mechanism due to the formation of prothrombinase complexes [136,137]. The role of throm-
bin as an anticoagulant is mediated by the formation of the thrombin-thrombomodulin
complex. This interaction captures previously active and available thrombin and leads to
the binding of protein C and its activation. Active protein C (APC) inactivates FVa and
FVIIIa and activates plasminogen activator (t-PA), leading to the conversion of plasminogen
to plasmin, a major enzyme in the fibrinolysis pathway [138,139].

Snake venom thrombin-like enzymes (SVTLEs) constitute the second-most-prevalent
enzymes present in crude snake venom [13]. They are functionally similar to thrombin
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due to their ability to convert fibrinogen to fibrin by predominantly releasing either fib-
rinopeptide A or B [11,49,140,141]. However, unlike thrombin, they rarely activate other
coagulation factors, such as FXIII, which leads to the formation of non-cross-linked and
unstable fibrin monomers [141,142]. Depending on their observed capability to hydrolyze
A, B, or both fibrinopeptide chains, they are classified as SVTLE-A, SVTLE-B, or SVLTE-AB,
respectively (also known as Venombins A, B, or AB) [49,87,143]. They are mostly glycosy-
lated (0-30% carbohydrate content) with molecular mass ranging from 26 to 60 kDa [13,144].
Furthermore, fibrinogen hydrolysis activity in a way that makes it impossible for fibrin
to form is also observed. In this case, the enzyme cannot release the « and (3-chains of
fibrinogen, leading to defibrinogenation and incoagulable blood in vivo due to the aberrant
fibrin monomers formation [18].

SVTLEs are widely distributed within the Viperidae family and several genera, such as
Agkistrodon [45,59,75,81,85], Bitis [89], Bothrops [53,54,57,58,63,70,72,78,86-88], Cerastes [74,91],
Crotalus [21,60,66], Daboia [90], Gloydius [83,145], Lachesis [71], Protobothrops [65,146], and
Macrovipera [93,94] (Table 1).

2.5. Protein C Activator

Protein C is a vitamin-K-dependent plasma zymogen, and its activation is crucial in
clotting regulation by inactivating FVa and FVIlla [147,148]. The activation and action of
protein C occur on the surface of endothelial cells through a three-step process [149,150]:
(i) activation of protein C initiated by the thrombin—thrombomodulin complex; (ii) inhibi-
tion of coagulation by inactivating FVa and VIlla by activated protein C (APC), and (iii)
inhibition of APC by plasma protease inhibitors specific to this enzyme [148,149]. The
proteolytic activation of protein C involves a single cleavage performed by thrombin in
a complex with thrombomodulin proteoglycan [150,151]. Thrombomodulin diminishes
thrombin procoagulant effects while significantly enhancing its ability to activate protein
C [152]. Protein C exerts a potent antithrombotic effect through the proteolytic inactivation
of factors Va and Vllla, performing one or more cleavages assisted by various lipid and
protein cofactors [149]. This process effectively limits the generation of thrombin [153].
The reduction in thrombin levels, in turn, attenuates the inflammatory, procoagulant, and
antifibrinolytic responses triggered by thrombin. Consequently, a physiologically crucial
function of APC is to decrease the risk of venous thrombosis.

Various SVSPs exhibit an ability to rapidly convert the zymogen protein C into its acti-
vated form, independent of thrombomodulin [150,154]. The majority of SVSPs that function
as protein C activators have been isolated and characterized from vipers belonging to the
genera Gloydius, Deinagkistrodon, and Agkistrodon (Table 1). Those species are A. contortrix,
A. contortrix mokasen, A. contortrix pictigaster, A. piscivorus, A. piscivorus leucostoma, G. halys
halys, Gloydius ussuriensis, and G. bilineatus. Other species that contain protein C activa-
tor include Bothrops moojeni, Bothrops pradoi, Macrovipera lebetina, Daboia russelii, Cerastes
cerastes, and Protobothrops mucrosquamatus [150,151,154]. A comparative study classified
SVSP protein C activators into two distinct groups [150,155], those derived from Gloydius
and Deinagkistrodon genera and those found in species of the genus Agkistrodon.

The distinction between protein C activators found in Agkistrodon and those found
in Gloydius and Deinagkistrodon snake venoms lies in several key characteristics. Protein
C activators from Agkistrodon species exhibit a molecular mass of less than 40 kDa and an
optimal pH range of 7.0-8.5. Moreover, they activate protein C from rat plasma to a lesser
extent compared with their effect on protein C from human plasma. On the other hand,
protein C activators derived from Gloydius and Deinagkistrodon species have molecular
masses exceeding 40 kDa, with an optimal pH range of 5.0-6.5. Notably, these activators
exhibit a greater degree of activation for protein C from rat plasma compared with protein
C from human plasma [150,154].
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2.6. Kallikrein-like

The kallikrein—kinin system involves blood proteins that play roles in inflammation,
blood pressure regulation, coagulation, and pain. Bradykinin, a crucial nonapeptide (Arg-
Pro-Pro-Gly-Phe-Ser-Pro-Phe-Arg) of the system, is produced from the high-molecular-
weight kininogen precursor through kallikrein proteolytic cleavage (Figure 3). Bradykinin
has potent vasodilatory and diuretic functions, leading to a potent reduction in blood
pressure. Bradykinin interacts with G-protein-coupled B2 receptors and exerts its effects
through PLC, PLA2, prostaglandins, and protein kinases, causing changes in intracellular
Ca?* concentration [156]. The stimulation of the bradykinin receptor B2 induces the release
of nitric oxide and prostacyclin, both contributing to vasodilation [157,158].

SVSPs with kallikrein-like activity contribute to the reduction of blood pressure by
liberating bradykinin from kininogen [103]. According to Péterfi et al. [158], for over a
decade, the hypotensive effects and mechanisms of action of SVSP have been extensively
studied in various snake genera, such as Agkistrodon [14], Bitis [100,102], Lapemis [99],
Protobothrops [103], and Lachesis [101,159]. Furthermore, serine proteases with kallikrein-
like activity were also isolated from Heloderma lizard venoms [9,10].

Notably, certain kallikrein-like SVSPs, such as Tm-VIG and Tm-IIG from Protobothrops
mucrosquamatus venom, as well as harobin from Hydrophis hardwickii venom, exhibit an
additional capacity to decrease blood pressure. They achieve this by degrading angiotensin
Iinto angiotensin II and the latter into two inactive peptides [99,103]. Moreover, a syner-
gistic interaction between kallikrein-like SVSPs and bradykinin-enhancing peptides has
been proposed, suggesting an elevation in bradykinin concentration through distinct path-
ways [100]. This multifaceted interaction underscores the intricate and complementary
roles of these venom components in modulating blood pressure.

2.7. Plasminogen Activator

The fibrinolytic system plays a pivotal role not only in the dissolution of blood clots,
but also in various physiological and pathological processes [16,160-163]. A crucial event
in the fibrinolytic cascade involves the activation of plasminogen, converting it into the
active fibrinolysin, plasmin [164]. Plasminogen can be activated by specific plasminogen
activation enzymes. Plasmin generation is highly localized in the fibrin clot, leading to clot
lysis through the protease activity of plasmin [16,106]. In addition to its role in fibrinolysis,
plasmin exhibits diverse substrates, including blood coagulation factors, cell surface recep-
tors, metalloproteinases, and structural components of the extracellular matrix [165,166].
Consequently, plasminogen activation is a pivotal process that influences not only fibrinol-
ysis, but also various biological phenomena, particularly those related to cell adhesion and
migration [164,167,168].

Two key physiological human plasminogen activators exist, tissue-type plasminogen
activator (t-PA) and urokinase-type plasminogen activator (u-PA or urokinase), which binds
to the cellular u-PA receptor (u-PAR) [106]. Both plasminogen activators share a com-
mon ability to activate plasminogen by cleaving the Arg561-Val562 bond [160]. Conse-
quently, the generated plasmin degrades fibrinogen and other extracellular matrix compo-
nents [16,106]. The formation of plasmin is tightly regulated by inhibitors of plasminogen
activators, which inhibit t-PA and u-PA, with a notable example being plasminogen activa-
tor inhibitor-1 (PAI-1) [169]. Additionally, plasmin is directly inhibited by x2-antiplasmin
and «2-macroglobulin, which are present in the plasma [16,164].

Plasminogen activators from snake venom have been identified as serine proteases
capable of converting plasminogen into active plasmin by specifically cleaving the peptide
bond between Arg561 and Val562 in plasminogen, thereby indirectly causing fibrin degra-
dation [170]. So far, only three specific plasminogen activators have been isolated from
snake venoms, TSV-PA (Protobothrops stejnegeri) [105], Haly-PA (Gloydius brevicaudus) [107],
and LV-PA (Lachesis muta muta or bushmaster) [16,106,171]. The best characterized, TSV-PA,
is a single-chain SVSP that cleaves plasminogen at the same site as u-PA and t-PA (after
Arg561) to generate two-chain plasmin, a key enzyme in fibrinolysis [172].
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2.8. Platelet Activator

Platelets, crucial for hemostasis, originate from nucleated precursor cells or megakary-
ocytes in the bone marrow and enter the bloodstream without nuclei. Despite lacking
nuclei, platelets are metabolically active, with organelles such as endoplasmic reticulum,
Golgi apparatus, and mitochondria. They have surface receptors, adhesion molecules, and
granules. Platelets exhibit a restricted ability to synthesize proteins; however, a multitude
of preformed molecules inherited from megakaryocytes within platelets can be released
upon activation [173-177].

The basic function of platelets is rapidly binding to damaged blood vessels, aggregat-
ing to form thrombi to prevent excessive bleeding. However, their activation at sites of
atherosclerotic plaque rupture or endothelial cell erosion can lead to thrombus formation,
and promote atherothrombotic disease [176-179]. Platelet activity is primarily associ-
ated with initiating coagulation cascades. The initial step in primary hemostasis involves
platelet adhesion to the extracellular matrix, facilitated by von Willebrand factor (vWEF)
bridging between exposed collagen and the platelet glycoprotein (GP) Ib-IX-V receptor
complex [176,178,180].

Platelet activation is induced by various factors, including bound platelet secretion
products and local prothrombotic factors, such as tissue factors. The principal platelets
activating pathways involve the membrane receptors C-type lectin-like receptor 2 (CLEC-2)
and the glycoproteins GP Ib-IX-V and GP VI. After a vascular injury, CLEC-2 receptor
binds to podoplanin, GP VI is a receptor for collagen, and GP Ib-IX-V interacts with vWF
and plays a role in platelet adhesion [176,178,180-182]. Thrombin is the strongest platelet
agonist, for it not only activates platelets through protease-activated receptors (PARs),
PAR 1 and PAR 4, and GP Ib via G protein-coupled receptors (GPCR), but also converts
fibrinogen into fibrin, stabilizing platelet plugs [176-178,182-184].

Several SVSPs with platelet pro-aggregant activities, such as crotalocytin from Crotalus
horridus [108], MSP 1 from Bothrops moojeni [110], BJV-VIlIcp from Bothrops jararacussu [111],
thrombocytin from the South American pit viper Bothrops atrox [72,73,112], PA-BJ from
Bothrops jararaca [109], cerastotin from Cerastes vipera [61,91], and cerastocytin from the
Tunisian desert viper Cerastes cerastes [15], have been identified [183,185,186]. PA-BJ and
thrombocytin activate platelets through PAR 1 and PAR 4 [186], similar to thrombin. Cerastes
cerastes venom contains proteins such as cerastocytin and cerastotin, which, like thrombin,
exhibit platelet pro-aggregant action and weak procoagulant activity. Cerastocytin, a
thrombin-like enzyme, induces platelet aggregation at nanomolar concentrations, similar to
thrombin, but with different sensitivities to selective inhibitors, like hirudin or antithrombin
III and heparin [15]. MSP 1 exhibits direct platelet-aggregating activity and enhances ADP-
induced platelet aggregation [109].

The enzymes above induce the aggregation of washed platelets, indicating platelet-
activating activity, like thrombin [187-189]. The platelet activation mechanism of Cerasto-
cytin is very similar to that of thrombocytin. Both enzymes exhibit pro-aggregant activity
inhibited by serine proteinase inhibitors, ADP scavengers (apyrase, CP/CPK), and AMP,
but are not affected by indomethacin, PAF antagonists, and hirudin. The activation mecha-
nisms also share sensitivity to theophylline, mepacrine, and chlorpromazine. Additionally,
cerastocytin can activate platelets by inducing the release of ADP, as its pro-aggregant
activity is inhibited by ADP scavengers [15].

3. Structural Features

Currently, the Protein Data Bank contains a total of 13 structures representing venom
serine proteases from seven distinct snake species (Table 2). The first structure was the
Trimeresurus stejnegeri venom plasminogen activator, deposited in 1998, and obtained from
heterologous expression in E. coli as inclusion bodies. All others were purified from snake
venom, which, in some cases, allowed the identification of the glycosylated residues and
the chemical nature of their carbohydrate moieties. Each structure contains 12 cysteine
residues forming 6 disulfide bonds [20,35,145,188,190-192].
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Table 2. Crystal structures of snake venom serine proteinases.
PDB Code Resolution  Glycosylation Ligand Organism Reference
Glu-Gly-Arg- ) . )

1BQY 2.50 - chloromethylketone Trimeresurus stejnegeri [188]
10P0 2.00 Asn35 ) [190]
10P2 2.10 Asn35 Deinagkistrodon acutus
5XRF 2.20 Asn81, Asnl24 - To be published
2Al 1.54 Benzamidine

Q Asn37, Asn96A, Agkistrodon contortrix [20]
2AIP 1.65 Asnl48 -
3569 1.43 - - Goydius intermedius [145]
359A 1.90 Asn245 -
359B 1.90 Asn245 - [35]
359C 1.80 Asn245 Factor.V 14 Daboia siamensis

peptide
D-Phe-Pro-Arg-

3SBK 255 Asn245 chloromethylketone
4E7N 1.75 Asn95A - Gloydius halys [191]
4GSO 2.60 - - Bothrops jararacussu [192]

These proteins exhibit the classical chymotrypsin fold, and the majority of authors
adopted the numbering and naming convention of the chymotrypsin A, established in the
1970s by Hartley [193]. In this nomenclature, the catalytic triad residues are His57, Asp102,
and Ser195, and each loop is assigned a number based on a residue near its midpoint.

The fold consists of two six-stranded (-barrels, each with an «-helix by its side
(Figure 4). The elongated active site groove is positioned between the barrels and delimited
by eight loops [145]. The first 3-barrel contains a minor helical segment with His57 of the
catalytic triad positioned within it. This helical segment is located between the strands 33
and 34 and is linked by a disulfide bond to the 32-strand. In the second (3-barrel, an o-helix
is found between the 38 and 9 strands, located close to the f9-strand and connected to it
by a disulfide bond.

The 3-barrels are connected by only three trans elements. The first is the N-terminus
that surrounds part of the second barrel and is connected to its outer side by a disulfide bond
(Figure 4). It forms a small 3-strand and positions its first residue in a small hydrophobic
pocket, where its x-ammonium group forms an internal salt bridge to the side chain of
Asp194. The second trans feature is an extensive loop on the opposite side of the active
site connecting the end of the first barrel to the beginning of the second, and the third trans
element is formed by the C-terminal region and comprises an x-helix followed by a brief
loop that is connected by a disulfide bond to the 99-loop. The last residue is usually a
proline, and a salt bridge is formed between its C-terminal acidic carboxyl group and the
amino group of the side chain of the conserved Lys101 or the guanidinium group of Arg179.
In summary, the fold can be described as two [3-barrels connected by a lengthy loop. The
N-terminus originates in the first barrel and is wrapped around the second (3-barrel, while
the C-terminus begins on the second barrel, but is positioned alongside the first 3-barrel.

The functional diversity of SVSPs is closely related to the eight surface loops surround-
ing the active site (Figure 5A). Some regions displaying the lowest sequence conservation in
SVSPs lie within these loops, notably the 37-loop, the 60-loop, the 99-loop, and the 174-loop
exhibit low conservation. Conversely, the 70-, 148-, 189- and 218-loops present a high de-
gree of conservation. The variations in the sequences of these loops result in differences in
shape and charge within the environment surrounding the active site of SVSPs (Figure 5B).
Consequently, differences in selectivity toward macromolecular substrates and spatial
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hindrance for the binding of inhibitors emerge. Furthermore, the majority of glycosylations
take place within these loops, increasing the diversity of the chemical characteristics of
these regions.

Figure 4. Fold and catalytic triad of snake venom serine proteinases. The fold can be summarized as
two B-barrels connected by a lengthy loop. The N-terminus (blue) originates in the first barrel (cyan)
and is wrapped around the second (-barrel (green), while the C-terminus (magenta) begins on the
second barrel, but is positioned alongside the first barrel. The representative structure of saxthrombin
from Gloydius intermedius is shown as a cartoon and the side chains of the catalytic triad residues,
His57, Asp102, and Ser195, are labeled and depicted as sticks with transparent spheres. The disulfide
bonds are represented as sticks and colored in orange and yellow. The N-terminal region is colored in
blue, the C-terminal region is colored in magenta, the first 3-barrel is colored in cyan, and the second
{-barrel is colored in green (PDB ID 3569).

Figure 5. Snake venom serine proteinases’ active sites and the loops surrounding them. (A) The
superposition of eight crystal structures of snake venom serine proteases from different snakes
highlights the varying levels of structural diversity in different loops (PDB IDs 1BQY, 10P0, 2AIQ,
3569, 3S9A, 4E7N, 4GSO, and 5XRF). Each structure is represented as a ribbon; the catalytic triad
residues, His57, Asp102, and Ser195, are close to the center of the figure, represented as sticks and
colored in grey. Each loop is shaded using a distinct color and labeled. Carbohydrate moieties are
not represented. (B) Cartoon and transparent surface representation of the structure of saxthrombin
from Gloydius intermedius in the same orientation of A, illustrating how the labeled and colored loops
shape the vicinity of the active site (PDB ID 3569).

SVSPs are endopeptidases, enzymes that cleave a peptide bond in the middle of a
polypeptide chain. During the substrate binding process, which antecedes catalysis, they
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have to accommodate the side chains of the substrate. To achieve this, the active site region
is surrounded by subsites named S1 to S3 and S1’ to S3’ disposed in the following order:
83,52, 51,51/, 52/, S3'. The cleavage happens between the subsites S1 and S1’ [194]. Each
subsite can accommodate the side chain of different substrates. The shape and electrostatic
characteristics of the subsites within each SVSP are contingent on the residues forming the
loops that surround the active site.

3.1. Catalytic Triad Modification

As explained, serine proteases from snake and lizard venoms have the catalytic triad
formed by residues Ser195, His57, and Asp102 [8]. However, not all toxins follow this
pattern. Wu and colleagues [195] detected, in the venom of the viper Protobothrops jerdonii,
an SVSP that had an arginine in place of the histidine in the active site, which led to the loss
of enzyme activity. The phylogeny of this enzyme indicated that it was in a different group
from the rest of the SVSPs. A following study also detected two others of these enzymes
without proteolytic or sterolytic activity, where the His57Arg and Ser195Asn substitutions
were observed [196]. Years later, another enzyme with a catalytic triad was detected in
the venom of the viper Vipera ammodytes. However, although this enzyme also had the
His57Arg substitution, it showed activity against several substrates [197]. It is proposed
that enzymes with modification of the triad and which do not present activity are expressed
because they act, in some way, affecting the physiology of the prey, possibly binding to
substrates involved in blood clotting and preventing their normal activity [196].

3.2. Glycosylation in SVSPs

Most of the available crystal structures of SVSPs exhibit one or more glycosylations.
They can influence enzyme stability, substrate preference, and the ability to evade inhibitors.
These are N-linked glycosylations and consist of the attachment of carbohydrate moieties
to the side chain nitrogen atom of asparagines. This post-translational modification is
contingent on the presence of the consensus sequence Asn-X-Thr/Ser, where X represents
any amino acid, except for proline. Since the specific location of these modifications
depends on the sequence, it is possible to anticipate N-linked modification sites [198]. Each
glycosylation site can host from one to over ten carbohydrate residues, arranged in various
branching patterns [199].

N-linked glycans are hydrophilic modifications that can be substantial in size, con-
tributing to alterations in the immediate chemical surroundings. Several sources indicate
that glycosylation in SVSPs might have the general effect of increasing stability toward
proteolysis, temperature, and pH variations. For example, the Bothrops protease A from
Bothrops jararaca is a highly glycosylated SVSP, with a molecular mass determined by
SDS-PAGE of 67 kDa [200]. However, the molecular mass estimated from its sequence is
25.4 kDa. This suggests that over 60% of its total mass can be attributed to carbohydrate
moieties distributed throughout eight predicted potential N-glycosylation sites. Given that
this enzyme is stable under pH values ranging from 3 to 9 and its resistance to heating
at 86 °C for 10 min, the authors propose that glycosylation plays a role in its unusually
high stability.

Glycosylations in SVSPs might introduce steric characteristics that contribute to selec-
tivity interactions with both substrates and inhibitors [20,190]. Despite their substantial
influence on biological activity, determining the exact composition of each glycosylation in
SVSPs is a challenging task. Crystal structures may serve as valuable indicators for this
information, but, while the currently available crystal structures exhibit a limited number
of carbohydrate moieties per glycosylated residue, in some cases, their actual quantity
might be higher [20]. This is due to the flexibility of these groups, which might render their
electron density unlikely to be well defined. All glycosylated crystal structures present
N-acetylglucosamine, and some of these moieties also feature decorations of fucose or
mannose, displaying a variety of ramifications [20,35,145,190]. Additional N-linked gly-
cans, such as N-acetylneuraminic acid and N-acetylgalactosamine, have been identified in
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SVSPs [201]. The extent of glycosylation in these enzymes might account for over 25% of
their weight in carbohydrates [202], and they might be heterogeneously glycosylated with
differing degrees of branching [201,203,204].

The general impact of glycosylation in SVSPs is typically evaluated by assessing en-
zyme activity across a range of substrates and examining inhibitor effects. Subsequently,
these assays are repeated using either deglycosylated or partially deglycosylated enzymes.
Comparing the outcomes of these experiments can provide information on enzyme se-
lectivity toward substrates, inhibitor effects on the enzyme, and role of glycosylation in
both scenarios. Nonetheless, limited research has successfully elucidated the precise chem-
ical composition of oligosaccharides at individual N-glycosylation sites, including their
branching patterns and degree of heterogeneity. This type of structural characterization
is remarkably complex and underrepresented in the field. Nevertheless, a few notable
examples are documented in the literature. In 1993, a pioneering study by Pfeiffer and
colleagues determined the structure of the glycans at each glycosylation site of a SVTLE
from the venom of the Malayan pit viper Calloselasma rhodostoma [201,204]. Their findings re-
vealed that each of the five N-linked residues exhibited several populations of carbohydrate
moieties, with variable degrees of branching. Consequently, crude venom might potentially
contain multiple populations of the same SVTLE with varying carbohydrate decorations.

3.3. An Quverview of the Crystal Structures

Currently, crystal structures from seven snake species have been deposited, and in
some cases, two or more structures from a single SVSP are available, each exhibiting distinct
particularities (Table 2). The structures present notable similarities amongst themselves,
ranging from 52% to 86% identity. An exceptional instance is observed in Deinagkistrodon
acutus, where two structures with a single residue variation and 99.6% identity have been
submitted (Table 3). As expected, the high sequence identity corresponds to a high degree
of atomic similarity, as evidenced by the low root-mean-square deviation (RMSD) values
between their coordinates (Table 3).

Table 3. Identity and RMSD between the deposited crystal structures.

RMSD (A)

359A  4E7N 10P0  10P2 4GSO 3569  1BQY 2AIQ  5XRF
359A - 0559 0582 0699 0878 0723 0729 0671  0.882
4E7N  67.09% - 0377 0380 0738 0443 0550 0517  0.621
10P0  57.69%  69.65% - 0197 0696 0289 0534 0514 0553
10P2  5811% 70.08%  99.57% - 0690 0313 0458 0566  0.562
4GSO 58.62% 68.53% 85.77%  86.2% - 0.625 0538 0817  0.806
3569  61.96% 7051% 84.18% 84.61% 76.72% - 0538 0566  0.553
1BQY 61.11% 67.94% 71.79% 72.22% 68.96%  73.07% - 0622  0.626
2A1Q  6147% 72.72% 68.83% 69.26% 70.56% 67.96%  67.09% - 0.710

5XRF  52.13% 584% 56.83% 56.83% 54.74% 56.83% 53.41% 58.87% -
359A 4E7N 10P0 10P2 4GSO 3569 1BQY 2AIQ 5XRF

Percentage of identity

Despite the high identity and low RMSD values, each structure contributes novel data
and distinctive features to the collective understanding of these SVSPs. The novelty might
concern variations in key residues, loop conformations, glycosylation extent and quality,
as well as the presence of complexed inhibitors or substrates, variations in activity results,
and beyond. Hence, a brief recollection of the structures from each snake is warranted and
provided below.
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The first structures from chymotrypsinogen date from the early 1970s and were
succeeded by the structures of trypsinogen and elastase, laying the foundation for the
molecular homology modeling of serine proteases. Almost thirty years later, in 1998, the
Trimeresurus stejnegeri venom plasminogen activator (TSV-PA) was resolved by molecular
replacement (PDB ID 1BQY). As the adage goes, the first structure unveils the most novelty.
At 2.5 A resolution, the structure exhibits the inhibitor Glu-Gly-Arg—chloromethylketone
covalently bound to the active site [188]. The arginine side chain engages in several polar
contacts within the hydrophobic pocket at the S1 subsite, notably with the conserved
Asp189. Differing from typical SVSPs, TSV-PA features, as a key participant in the oxyanion
hole, a phenylalanine instead of a glycine at position 193. The authors propose that Phe193
contributes to the notable substrate specificity of TSV-PA and its ability to withstand certain
inhibitors. Only Asn178 is predicted to be glycosylated in vivo; however, as the TSV-PA
crystal is obtained from heterologous expression in Escherichia coli, it lacks carbohydrate
moieties. A shared trait with the subsequently resolved structures of SPSVs, but absent in
trypsinogen or chymotrypsinogen, is the presence of a disulfide bond between the 99-loop
and the C-terminal loop.

The publication of the succeeding structures took several years. It is reasonable to
consider that the challenges related to purifying these proteins from snake venom might
have contributed to the prolonged delay, given that all the subsequent SVSP structures were
obtained from snake venom. This approach offers the benefit of producing glycosylated
protein, although some of these molecules could exhibit variations in glycosylation levels,
adding complexity to both the purification and crystallization procedures.

Then, two closely resembling structures of SVSPs from Deinagkistrodon acutus were
published, with a single amino acid substitution: Asp62 replaced by Asn62 (PDB IDs
10P0 and 10P2) [190]. At the reasonable resolution of 2.0 and 2.1 A, both proteins are
glycosylated at the same residue, but one features only N-acetylglucosamine, while the
other displays a trisaccharide comprising two N-acetyl glucosamine and a fucose. Located
at Asn35 within the 37-loop, these carbohydrate moieties are close to the active site, and
the authors discuss their potential impact on inhibitor binding and substrate specificity.

Later in the same year, 2005, an article was published detailing the native and inhibited
crystal structures of the glycosylated protein C activator (ACC-C) found in Agkistrodon
contortrix (PDB IDs 2AIP and 2AIQ). The glycosylated residues are Asn38, Asn96a, and
Asn148, located at the 37-, 99-, and 148-loops, respectively. They surround the active site and
influence the selectivity toward macromolecular substrates [20]. While the authors mention
that ACC-C comprised 16% carbohydrates, the electron density maps for both structures
revealed only the presence of one N-acetylglucosamine in each of the glycosylated residues.
This serves as a notable illustration of the complexities associated with researching the
structural biology of SVSPs, particularly their glycosylations. Another indication of the
heterogeneity in the carbohydrate moieties is the fact that ACC-C is commercialized by
Pentapharm under the brand name Protac®, and their website states that its molecular
mass ranges from 36,000 to 42,000 Da. The structure featuring the bound benzamidine
exhibits a resolution of 1.54 A, and the inhibitor is positioned within the S1 subsite, where
it interacts with Asp189. In ACC-C the catalytic site is encircled by a positively charged
surface, and the surface charge distribution varies in each SVSP, thereby affecting substrate
and inhibitor binding (Figure 6A).

A few years later, in 2011, the first snake venom thrombin-like enzyme (SVTLE) was
crystallized and resolved by molecular replacement. Saxthrombin was purified from the
crude venom of Gloydius intermedius, and its crystals diffracted to a resolution of 1.43 A,
marking the highest-resolution SVSP structure to date (PDB ID 3569) [145]. While the
primary sequence of saxthrombin contains predicted N-linked glycosylation sites [198], the
structure, in contrast, lacks any observable carbohydrate moieties (Figure 5B). Moreover,
the molecular mass estimated through SDS-PAGE closely aligns with the prediction derived
from its sequence. The authors note that the main chain of saxthrombin is very similar
to those of other available SVSPs. However, saxthrombin differs from thrombin in that it
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possesses a notable abundance of negative charge, not only on its surface, but also within
the catalytic center and the surrounding surface area near the active site.

Figure 6. Stereo view of the surface electrostatic potential in ACC-C and Jararacussin-I. The surface
charge differences in these SVSPs are striking. Both proteins are depicted in identical orientations
and colored with a red (negative) to blue (positive) gradient. (A) ACC-C (PDB ID 2AIQ). The
benzamidine molecule is colored in green and positioned with the S1 subsite, which is surrounded
by a positive electrostatic potential. (B) Jararacussin-I (PDB ID 4GSO). The areas around the catalytic
site and subsites S1 to S3 are marked by a negative charge. A negative surface electrostatic potential
characterizes the region encompassing the catalytic site and subsites S1 to S3.

During that very year, another article was released detailing the Russell’s viper venom
FV activator (RVV-V) [35]. This publication presented a comprehensive structural analysis
of RVV-V, offering insights into four distinct states, two in its free form, one covalently
bound to D-Phe-Pro-Arg-chloromethylketone (PPACK), and the most relevant, a complex
with a fragment of its macromolecular substrate, FV (PDB ID 359C). At 1.8 A resolution,
the electron density is clear for seven residues of FV, and the most significant impact of this
crucial structural analysis was the precise mapping of the substrate to the specific subsites
within the enzyme (Figure 7A). Several polar interactions were observed in the S1 subsite,
while in the remaining subsites, the predominant form of interaction is van der Waals
contacts. In three of the structures, Asn245 residue in the C-terminal loop of the protein is
N-linked to a single N-acetylglucosamine. However, the complex with FV differs, and a
linear arrangement of two N-acetyl glucosamine and a D-mannose is observed. Asn245
is at a considerable distance from the active site, and the influence of these carbohydrate
moieties on enzyme behavior remains unknown.

A couple of years later, a publication describing the isolation, activity, and crystal struc-
ture of a SVTLE from Gloydius halys named AhV_TL-I was published (PDB ID 4E7N). Notably,
there was a distinct divergence of 3 kDa between the theoretically predicted molecular mass
and the one determined by MALDI-TOF [191]. However, in the structure determined at a
1.75 A resolution, the sole glycosylated residue identified was Asn95A within the 99-loop,
which exhibited two N-acetylglucosamine residues (Figure 7B). This modification contributes
to the unusual conformation of the 99-loop in this enzyme. Furthermore, the authors discov-
ered that the presence of carbohydrate moieties is crucial for activating ryanodine receptors,
as deglycosylation rendered AhV_TL-I unable to induce Ca?* release. Once more, these
findings underscore the challenges inherent in researching glycosylated SVSPs and highlight
the diverse effects of carbohydrate moieties in these enzymes.
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Figure 7. Comparison of the surfaces of RVV-V and AhV_TL-I Surface representations in which the
loops delimiting the active site are shaded in the same color scheme of Figure 5. The same orientation
is depicted in both illustrations. (A) RVV-V bound to factor V, which is represented as sticks and
colored in green. The carbohydrate moieties are situated away from the active site and illustrated
as white sticks. PDB ID 3S9C. (B) AhV_TL-I from Gloydius halys. The pair of N-acetylglucosamine
residues are depicted as green sticks, and they induce changes in the conformation of the 99-loop to
which they are attached. PDB ID 4E7N.

The structure of Jararacussin-I, an SVTLE isolated from the venom of Bothrops jarara-
cussu, was determined with a resolution of 2.6 A (PDB ID 4GSO) [192]. Despite predictions
of two potential glycosylation sites, no carbohydrates were discernible in the electron
density at this resolution [198]. The surface around the catalytic site is negatively charged
contributing to the particularities in the activity of this enzyme (Figure 6B).

The summary provided above concerns SVSP crystal structures, which currently have
an associated article. Nevertheless, there is a deposited SVTLE structure from Deinagk-
istrodon acutus for which no accompanying article has been published at this time (PDB ID
5XREF). Out of all the structures mentioned here, this enzyme displays the lowest identity to
each of the others, and consequently, the RMSD values of the other structures are typically
higher (Table 3). A notable feature of the structure is the presence of two larger carbohydrate
moieties. These groups contain N-acetylglucosamine, fucose, and D-mannose. The first is
situated within the 70-loop and comprises four carbohydrate residues, while the other is
positioned on the opposite side of the active site and is decorated with five carbohydrate
moieties. Additionally, in the current structure, the cysteine within the 99-loop is located
two residues after its usual position, leading to a significant alteration in the conformation
of both the 99-loop and the C-terminal loop, to which it forms a disulfide bond.

4. Emergence and Evolution
4.1. Evolution from Salivary Enzyme

It has been demonstrated by Fry [205] that most of the proteins present in reptile venom
have evolved through gene duplication followed by gene recruitment. However, it was
assumed that serine proteases would have arisen in a different way. These enzymes would
have originated from the modification of kallikreins previously secreted by the salivary
gland, which later would become the venomous gland. The arguments for this hypothesis
were based on the similarity between snake venom serine proteases and those present
in the venom of helodermatids (at that time, it was believed that both venoms appeared
separately) and the identification by phylogeny that reptile venom serine proteases formed
sister groups to mammalian tissue kallikreins. In reptiles, these enzymes have preserved
their initial physiological function, like kallikreins found in the venom of some species,
but have also developed distinct activities as new isoforms [206]. Kallikreins are secreted
serine proteases that act in blood plasma or tissues promoting the cleavage of kininogen
and the release of bradykinin. They are classified as either plasmatic or tissue based on a
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phylogenetic criterion, with both classes belonging to the same family of serine proteases
and exhibiting high similarity considering the probable emergence of plasma kallikreins
prior to that of tissue [207]. Tissue kallikreins are known to be expressed in mammalian
saliva [208,209].

In addition to toxicoferans, mammals with venomous saliva, such as solenodons and
shrews, also express kallikreins in their venoms [210]. Barua et al. [211] demonstrated the
existence of a so-called ‘metavenomic’ network conserved among amniotes formed by genes
of non-secreted proteins that are expressed together with venom and saliva genes. This
network functions as a core that is conserved among species and can be used by different
evolutionary mechanisms for the development of venom. Using this common molecular
basis as a starting point, snakes have diversified their venom systems by recruiting a variety
of toxins, while mammals have developed simpler venom systems very similar to those of
saliva. Kallikreins, which are enzymes abundant in the saliva of many amniotes, would
have been important for these developing venoms because they lead to hypotensive shock
when injected into prey. In the following work, Barua et al. [212] managed to bring more
understanding about this enzyme origins by resolving the phylogeny of all kallikreins.
They demonstrated that the tetrapod kallikrein lineage evolved from a serine protease
that also gave rise to the anionic trypsin present in vertebrates. This initial kallikrein then
diverged into two groups: the one that gave rise to kallikreins 4-15 and the one that gave
rise to kallikrein 1 (present in saliva), which gave rise to the toxic serine proteases present
in the venom of reptiles and mammals.

4.2. Serine Proteases in Toxicoferans

The venom systems of venomous snakes and lizards are considered homologous,
although they have undergone great differentiation during the evolutionary process [2,3].
Their basal structures would be composed of incipient mandibular and maxillary glands,
with snakes secondarily losing the mandibular glands and anguimorphic lizards (varanids,
anguids, and helodermatids) following the opposite path [213]. Only anguimorphic
lizards, iguanas, and snakes among the squamates have these protein-secreting mandibu-
lar/maxillary glands, making this structure a characteristic shared by the entire Toxicofera
clade. cDNA data from the glands of toxicoferans species revealed that several known
toxins are expressed by them, including serine proteases. Phylogenetic analyses proposed
that these serine proteases were monophyletic, indicating a single recruitment event before
the separation of iguanas, anguimorphs, and snakes [3] (Figure 1). Although the non-
monophyly of these enzymes was found in a parallel phylogenetic study, it was interpreted
that the presence of non-venomous enzymes in the toxin clades would be due to reverse
recruitment, i.e., original toxic enzymes that gained a new physiological function [214].
This mechanism was perceived by verifying the co-expression of some toxins homologous
in other animal tissues [215].

In a study that questioned the verity of the Toxicofera clade, Hargreaves and col-
leagues [216] assembled the transcriptome of the venom/salivary glands, skin, and cloacal
scent glands of three non-venomous snakes (Pantherophis guttatus, Opheodrys aestivus and
Python regius) and a venomous one (Echis coloratus). That study aimed to identify whether
the venom proteins were expressed in other tissues and whether they were produced by
snakes that, as it was assumed, had lost the ability to produce venom. The authors found
six serine protease transcripts specifically expressed only in the venom of Echis coloratus,
but it was shown that they were not monophyletic based on the constructed phylogenetic
tree. The authors believed that the idea of reverse recruitment was unlikely. This, added
to the available data on other toxins, would cast doubt on the cooptation of venom toxin
genes in the ancestor of toxicoferans. In subsequent work with transcripts from the oral
gland of Python regius, a snake with origins prior to the caenophidian snakes (recognizably
venomous shakes), serine proteases were not found to be expressed in this structure, but
rather in other organs of the animal. The authors reiterated that classifying proteins as toxic
solely based on their homology, without considering their effect on prey, would be incor-



Toxins 2024, 16, 428

21 of 38

rect [217]. The results found by Koludorov et al. [218] contradicted these studies. In their
work, the authors constructed the phylogeny of serine proteases from the mandibular and
maxillary glands of toxicoferans. They found that the glandular versions are monophyletic
when compared with other enzymes expressed in the rest of the body, and that they have
undergone extensive diversification and gene duplication during the venom evolutionary
trajectory. Additionally, the authors showed that the enzymes originating from kallikreins
are the only ones consistently expressed in the venom, suggesting an ancestral venom
system dominated by it.

4.3. Gene Evolution and Enzyme Diversification

Genomic scaffold analysis of venom serine proteases has provided valuable infor-
mation about the gene evolution of this class of enzymes. From the sequencing of the
Bothrops jararaca (Viperidae) genome, it was found that SVSPs genes were grouped in
tandem and that some of these genes were preceded by the cytochrome ¢ oxidase 6B1
gene (cox 6B1) or its pseudogene. This result indicates that the duplication of SVSPs, at
least in viperids, involved a genomic segment that comprised cox 6B1, or that cox 6B1
facilitated the duplication process. When compared with genomes of other toxicoferan
reptiles, it was found that the same locus that contained the SVSPs in vipers was present
in elapids having, however, only a single SVSP gene. In lizards, this same locus contains
the gilatoxin-like serine protease gene [12]. Gilatoxin is an important component of the
venom of the Heloderma lizard species [10]. Such findings are yet another indication of
the orthology between the toxic serine proteases of snakes and lizards. As a non-toxic
paralogous serine protease gene was not found close to the toxin genes, these genes would
have evolved through the hijacking/modification mechanism of the ancestral gene, which
was recruited for venomous specialization [12].

Barua and Mikheyev [219] identified changes in the evolutionary rates of SVSPs, a pa-
rameter to evaluate protein innovation, using venom transcriptome data. The evolutionary
rates of gene expression in the three families of venomous snakes (Viperidae, Colubridae,
and Elapidae) were shown to be higher than that of other proteins present in the venom,
with rates increasing following the divergence of the viperid lineage. The evolutionary pat-
tern of these enzymes demonstrates that their evolution occurred quickly and in accordance
with the ecological opportunities faced by these animals. In the phylogenetic analyses
carried out by Xie et al. [220], it was found that viperid sequences presented ten times more
sites under selection compared with non-viper snakes, and that non-viper snake sequences
grouped together, confirming that the great diversification found in vipers arose after the
divergence of this lineage.

In an attempt to understand how the diversification of substrates cleaved by serine
proteases occurred, Wang et al. [46] generated a phylogenetic tree with 43 sequences of
SVSPs from viperid venom and identified three separate groups that would be related to
the physiological functions performed by these enzymes. The authors named these groups
kininogenases (KN), coagulation enzymes (CL), and plasminogen activators (PA). In a
study published years later, it was not possible to identify the same division. Vaiyapuri
et al. [221] generated a tree with 196 SVSP sequences also from viper venom and showed
that, although three groups were found, they did not differ based on physiological function.
It was found that the SVSPs of snakes from the Viperinae subfamily (true vipers) were
mainly grouped into two of these groups, indicating that they evolved differently from the
rest of the vipers. In contrast to what was found by Wang, Vaiyapuri’s findings showed that
classifying SVSPs based on their function is difficult. In this context, SVSPs can have more
than one function and the biochemical screening carried out is generally biased, where it
does not test all possible substrates, but only those of interest. Xie et al. [220] hypothesized
that fibrinogenolysis was an ancestral activity of the Viperidae enzymes, considering that
this activity is found both in other venomous snakes that are not vipers and in the venom
of anguimorphic lizards.
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The wide variety of substrates cleaved by toxic serine proteases is a consequence of
the accelerated evolution that these proteins have undergone. Serine proteases” cDNA
from viperid venom glands showed that the genes of these enzymes accumulated many
non-synonymous mutations in their coding regions, which led to their enormous diversifi-
cation [222]. It has been proposed that diversification could also be caused by a process
called ASSET (Accelerated Segment Switch in Exons to alter Targeting) [223]. In this
process, there is an accelerated exchange of segments within the gene. Three segments
were identified within the enzymes that would be undergoing this process, with all three
located on the surface of the protein at the substrate recognition region. Those segments
corresponded to the 37-loop, the 60-loop, and the 99-loop previously described and shown
in Figure 5. The exchanges would occur randomly, making it impossible to relate them to
phylogenetic patterns. The authors propose that the possible mechanisms leading to ASSET
include splicing variation, accumulation of point mutations, independent recruitment
events, and recombination.

4.4. Non-Homologous Serine Proteases

Not all serine proteases found in snake venom are homologous to the kallikrein-
derived toxins described previously. Prothrombin D activators, present in the venom
of Australian elapids, have characteristics that bring them closer to FXa, as described
previously [40,44]. Both enzymes cleave the same peptide bonds in bovine prothrombin
(Arg274-Thr275 and Arg323-Ile324), in addition to forming a complex with FVa in the
presence of Ca?* and phospholipids [44,224]. Prothrombin D activators and factors Xa
have high sequence similarity (>50%) and identical domain architecture [40,44,225]. These
venom serine proteases would have evolved from the gene duplication of FXa produced in
the liver of these elapids, which participates in their hemostasis. This duplication would
be followed by a specific expression in the venom gland [225,226]. The main differences
between the two genes are insertions and deletions in the first intron and the promoter
region [226,227]. Australian elapids also express prothrombin C activators that would
also be homologous to FXa. These enzymes have a catalytic (FXa-like) and a non-catalytic
(FVa-like) domain, and their phylogeny indicates that they originated independently of D
activators [43,228].

5. Therapeutic and Diagnostic Application

Serine proteases are one of the most extensively researched classes of venom-derived
proteins for therapeutic purposes. Whether used as drugs, reagents for diagnostic tests, or
research tools, SVSPs have been explored for their capacity to interfere with the coagulation
process (Table 4).

Table 4. Venom-derived serine proteases used in diagnosis or treatments.

Venom-Based Drug Main Source Mechanism of Action Example of Application References
Diagnostic of coagulation
1ase® & 8
(Ig{etptlla?be' | Bothrops atrox o ) disorders to assess the [229]
atroxobm Fibrinogen a-chain functionality of fibrinogen
cleavage into fibrin - -
Defibrase® . Treatment of ischemia caused by
. Bothrops moojeni . - [230]
(Batroxobin) vascular occlusive diseases
Fibrinogen x-chain
1 o fibrin i
Plateltex-ACT® ‘ erae\slzgiel I;’;OC;EEE;“ Topical treatment of damaged
(Batroxobin and Bothrops atrox P . o P . 8 [231,232]
leading to a fibrin tissues

calcium gluconate)

reticulum and promoting a
blood cell gelation
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Table 4. Cont.
Venom-Based Drug Main Source Mechanism of Action Example of Application References
A medical device is used to
prepare autologous fibrin,
. ® o . . . . . .
Vivostat™ fibrin sealant Bothrops moojeni exploring the fibrinogen Used as an autologous fibrin [233]

(Batroxobin and citrate)

a-chain cleavage promoted

sealant in surgery

by batroxobin in presence
of citrate

Gyroxin
heterologous fibrin

Crotalus durissus

Used as a heterologous fibrin

Fibrinogen a-chain sealant in surgery, and in chronic [234]

sealant under clinical terrificus cleavage into fibrin
. venous ulcers
evaluation
Viprinex® Calloselasma Fibrinogen * and [5 chams Treatment of acute ischemic
cleavage into fibrin [235]
(Ancrod) rhodostoma . stroke
degradation products
Suling® Activation of prothrombin
uing Deinagkistrodon into thrombin, resulting in Treatment of acute ischemic
(Hemocoagulase . [236]
Agkistrodon) acutus the conversion of stroke
§rIstrodo fibrinogen into fibrin
. . . Diagnostic of protein C pathway
Protac® Agkzstrodpn Fast acting protein C disorders, and assessment of the [151]
contortrix activator L.
thrombosis risk
Aczgtfﬁzizfofﬁzggﬂbm Diagnostic tool to detect
Ecarin Echis carinatus . thrombin and thrombin [237]
followed by conversion of -
inhibitors

fibrinogen into fibrin

Russel’s viper

Diagnostic tool to evaluate the

Activation of factor V into - . .
functionality of coagulation

venom-Factor V Daboia russelii factor Va, interfering with .. . [238]
. > factors, used in diagnosis of
(RVV-V) thrombin production . . .
activated protein C resistance
Russel’s viper Activation of factor X into Dfljﬁ?t(i) ZE:IE?OL;OciZaﬁii?JEe
venom-Factor X Daboia russelii factor Xa, interfering with Y & [239]

(RVV-X)

factors, used in Lupus

thrombin production . :
ombin procuctio anticoagulant testing

Batroxobin, a thrombin-like serine protease obtained from B. atrox and B. moojeni
snake venoms, is commercially available under several brand names, including Defibrase®,
Plateltex-ACT®, Vivostat®, and Reptilase®. Unlike thrombin, which physiologically cleaves
both the & and 3 chains of fibrinogen and converts the FXIII into activated FXIlIa, resulting
in the formation of crosslinked fibrin and clot, batroxobin selectively only cleaves the o
chain of fibrinogen. This action generates fibrin that is less cross-linked compared with
the fibrin produced by thrombin cleavage, interfering with the clotting process. Due to
this mechanism of action, batroxobin is employed in a diverse range of applications, ei-
ther as a stand-alone drug or in combination with other substances [229]. Defibrase®, a
commercial form of batroxobin, is clinically used to treat ischemia caused by vascular
occlusive diseases [230]. Plateltex-ACT®, which combines batroxobin and calcium glu-
conate, promotes the gelation of blood cells and is employed to accelerate tissue repair in a
wide array of injuries and surgical procedures involving epithelial, muscular, bone, and
cartilaginous tissues [231,232]. Similarly, a combination of batroxobin with citrate-treated
autologous blood cells within the Vivostat® system is available for clinical use, resulting in
an autologous fibrin sealant in medical and surgical applications to control bleeding [233].
Moreover, batroxobin serves as a valuable reagent in diagnostic tests, as exemplified by
Reptilase®. The diagnostic test known as “Reptilase time with batroxobin” has been in use
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for over five decades to evaluate hemostasis and blood coagulation, enabling the detection
of abnormalities related to fibrinogen levels [240].

Gyroxin, another thrombin-like SVSP, has been purified from Crotalus durissus terrificus
since 1988 [66] and has been extensively investigated ever since. Gyroxin cleaves the
a-chain of fibrinogen, generating fibrin that polymerizes into a stable network. Owing
to this characteristic, the potential of gyroxin as a heterologous fibrin sealant has been
evaluated [234,241]. Promising results from Phase I and Il clinical trials conducted in Brazil
indicate its potential in the treatment of chronic venous ulcers [242].

Another therapeutically valuable serine protease is ancrod, which is purified from
the venom of Calloselasma rhodostoma and consists of the active substance of the medicine
Viprinex®. By cleaving both the « and f chains of fibrinogen into smaller fragments that
are unable to form clots, the fibrinogenolytic activity of ancrod reduces serum fibrinogen
levels, thus inhibiting blood clotting, lowering blood viscosity, and preventing platelet
aggregation. Ancrod is employed in the treatment and management of conditions such as
ischemic stroke and deep vein thrombosis [235].

Hemocoagulase Agkistrodon (HCA), the active component of Suling®, is a thrombin-
like enzyme derived from the Agkistrodon acutus venom. HCA activates prothrombin into
thrombin, playing a crucial role in the conversion of fibrinogen into fibrin and promoting
the formation of a stable blood clot. Approved in China for the treatment of acute ischemic
stroke, HCA is known for its hemostatic efficacy and has been investigated as a valuable
drug for reducing postoperative bleeding in patients undergoing cardiac or abdominal
surgery [236,243,244].

SVSPs have significant importance in medical research, coagulation studies, and dis-
eases diagnostics. Their specific substrate cleavage properties allow them to assess the
coagulation status, monitor the presence of anticoagulants, and evaluate the function-
ality of various blood components, allowing for the differentiation of abnormalities in
distinct coagulation factors. In this context, Protac®, Ecarin, and Russel’s Viper Venom
Factors V (RVV-V) and X (RVV-X) exemplify the diverse applications of serine proteases as
diagnostic tools.

Protac®, a single-chain glycoprotein purified from Agkistrodon contortrix, consists of
a fast-acting protein C (PC) activator. Unlike the PC activation promoted by thrombin,
Protac®-induced PC activation does not require the presence of the cofactor thrombomod-
ulin. Activated PC (APC) associates with the cofactor Protein S (PS), inactivating factors
VIlIa and Va, thereby reducing thrombin formation. Given that the PC pathway is one of
the most critical physiological anticoagulant mechanisms, the detection of congenital or
acquired deficiencies in PC and PS, as well as APC resistance, is of great importance. In this
context, Protac® is a valuable diagnostic tool and is also used to assess an individual risk of
thrombosis through the detection of dysfunctional activity of the PC pathway [150,151].

Ecarin, one of the SVSPs used to monitor coagulation, is derived from Echis carinatus.
Ecarin’s mechanism of action involves the conversion of prothrombin into meizothrombin,
consequently increasing fibrinogenolytic activity, fibrin production, and clot formation.
Ecarin-based assays are employed for the detection and quantification of thrombin and
thrombin inhibitors, gaining importance after the introduction of direct thrombin inhibitors
for treating conditions such as deep vein thrombosis or pulmonary embolism [237].

Similarly, Russel’s Viper Venom Factors V and X (RVV-V and RVV-X, respectively),
are diagnostic tools used for coagulation assessments. Derived from Daboia russelii venom,
they activate factors V (RVV-V) and X (RVV-X), leading to an increase in the conversion of
prothrombin into thrombin and resulting in clot formation. The dilute Russell’s venom time
test (ARVVT) contains RVV-V and RVV-X and it is used to detect lupus anticoagulant (LA),
one of the antiphospholipid antibodies usually associated with systemic lupus erythemato-
sus. Owing to its high sensitivity in detecting LA, as well as its resistance to interference
from inhibitors of FVIII or IX, the dRVVT has become a popular test for LA [239,245].
Furthermore, RVV-V is applied in the diagnosis of APC resistance caused by mutations on
FV Leiden, a genetic mutation that increases the risk of venous thromboembolism.
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6. Enzyme Acquisition

The use of venom serine proteases in the production of drugs, in the development of
diagnostic tests, or in academic research, among other applications, requires the production
of these enzymes at high levels of purity [5,246,247]. Traditionally, as seen in Table 5, serine
proteases are obtained in their native and active forms directly from purchased or collected
venom [100,248]. In these cases, the soluble and insoluble components of the venom are
separated by centrifugation, and the soluble fraction (containing the proteins) is submitted
to purification by chromatography [9].

Table 5. Purified venom serine proteases reported in the literature.

. . . . . Purification
Origin Expression System Protein Organism Method Reference
rCC-PPP Cerastes cerastes IEC [186]
. ) ) IMAC
E. coli rGBV-PA Gloydius brevicaudus [170]
IEC
TSV-PA Trimeresurus stejnegeri SEC [249]
Albofibrase Trimeresurus albolabris IMAC [250]
.. HIC
Batroxobin Bothrops moojeni [251]
AC
Heterol
}? ero ogous BpSP-1I Bothrops pauloensis IMAC [252]
Xpression .
K. phaffii IEC
Crotalus durissus [253]
Collinein-1 RP-FPLC
IMAC [254]
IEC
. . . IEC
Gloshedobin Gloydius shedaoensis [255]
SEC
Ancrod, Calloselasma rhodostoma,
HEK Batroxobin, RVV-V  Bothrops atrox, Daboia russelii IMAC [256]
ABUSV-Spase Gloydius IEC [257]
ussuriensis SEC
Agkihpin Gloydius halys SEC [83]
IEC
SEC
Bhalternin Bothrops alternatus [54]
AC
RP-HPLC
Venom SEC
Purification
BjSP Bothrops jararaca IEC [248]
RP-HPLC
IEC
BpSP-1 Bothrops pauloensis HIC [58]
RP-HPLC
BpSP-11 Bothrops pauloensis IMAC [252]
SEC
BpirSP27, BpirSP41 Bothrops pirajai AC [77]

RP-HPLC
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Table 5. Cont.
Origi E ion Syst Protei (0} ism Purification Reference
rigin xpression System rotein rgani Method
SEC
BpirSP-39 Bothrops pirajai AC [87]
RP-HPLC
SEC
Collinein-1 Crotalus durissus IEC [253]
RP-FPLC
) SEC
Cotiarinase Bothrops cotiara [19]
IEC
SEC
Crotoxin Crotalus durissus [183]
RP-HPLC
Factor V activator Naja oxiana IEC [34]
) SEC
Cerastes vipera [29]
IEC
Factor X activator Oviionh L 5 SEC [30]
iophagus hanna
priopRes IEC
Walterinnesia aegyptia RP-HPLC [17]
) SEC
Horridum toxin Heloderma horridum EC [247,258]
IEC
Kallikrein-like Gloydius halys AC [14]
RP-HPLC
Kn-Ba Bitis arietans SEC [100]
o IEC
Moojase Bothrops moojeni [63]
RP-HPLC
o LPIP
Rhinocerase Bitis rhinocerus [99]
SEC
Rhombeobin Lachesis muta rhombeata RP-HPLC [55]
® Agkistrod tortri IEC [259]
Prot istrodon contortrix
rotac g SEC
SEC
RV-FVP Daboia russelii [18]
IEC
SEC
RVV-V Daboia siamensis IEC [260]
RP-HPLC
IEC
Protobothrops
- SEC
Tm-VIG mucrosquamatus [146]
RP-HPLC
] SEC
VaaSP-VX Vipera ammodytes ammodytes [30]

IEC
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Table 5. Cont.
Origin Expression System Protein Organism Purification Reference
Method

SEC

VLCTLP Macrovipera lebetina IEC [261]
AC
SEC

VLCV Macrovipera lebetina IEC [93]

RP-HPLC
VLFVA Macrovipera lebetina SEC [39]

Another alternative to obtain serine proteases is to express them in a heterologous
system, which can yield large amounts of protein without depending on the availability of
the venom, with a lower risk of contamination by other venom components [255,262]. This
approach also allows the insertion of fusion proteins or other amino acid residues into the
protease that will aid in the expression, folding, and purification processes [255,263]. Serine
protease genes can be obtained through cDNA libraries or through the cDNA obtained by
the collection of transcriptomic data from the organism’s venom gland [170,264]. These
genes are then cloned into various types of vectors for expression in bacteria, yeast, and
mammalian cells [262].

In most cases, the systems of heterologous expression chosen are bacteria and yeast
(Table 5), specifically Escherichia coli and Komagataella phaffii (Pichia pastoris), because they are
known to produce large quantities of heterologous protein and are simpler to handle than
mammalian cells [262]. However, the heterologous expression of venom serine proteases
brings complications due to the presence of disulfide bonds and glycosylation in the native
structure, causing insolubility problems—often caused by misfolding—and lowering the
expression yield [256]. Difficulty in establishing disulfide bonds, which are common when
expressing in E. coli, can lead to the appearance of inclusion bodies, making it necessary to
include denaturation, dialysis, and renaturation steps in protein purification [186,263].

The expression of these enzymes in eukaryotic cells may be a solution to these prob-
lems, enabling glycosylation and the formation of disulfide bonds. However, in the case of
K. phaffii, the glycosylation carried out has a different pattern from that found in the native
enzyme, and yeasts tend to hyperglycosylate in such a way as to possibly affect enzyme
activity [262]. Nevertheless, this effect was found to be minimal when Boldrini-Franga
et al. [253] compared the activity of recombinant Collinein-1 (rCollinein-1) expressed in K.
phaffii and native Collinein-1 purified directly from the venom. The action of both enzymes
on fibrinogen chains, as well as on synthetic substrates, was similar. Specifically, in the
degradation of synthetic substrates for thrombin and plasma kallikrein, the activity of the
recombinant enzyme was slightly higher. In terms of enzyme kinetics, native collinein-1
showed greater affinity to the substrate, with a lower Km value than that measured for the
recombinant protease. Despite these small discrepancies, there was no significant difference
between the native and recombinant enzymes in terms of substrate hydrolysis. This study
shows the efficiency of the heterologous production of serine proteases from the venom
in K. phaffii, since the difference between the enzymatic activity of the native enzyme and
recombinant enzyme is not significant.

The expression system that produces recombinant enzymes most similar to native
serine proteases is mammalian cells. They are capable of secreting the enzyme into the
culture medium, like K. phaffii, facilitating the purification process by eliminating the cell
lysis step [256,264]. The reason this system is not used as often is that, even though it allows
for correct folding and post-translational modifications, the cell growth rate is low, and
culturing them is difficult and expensive [262].
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Despite advances in heterologous expression techniques, venom purification is still
the most widely reported method in the literature and the method of choice for producing
drugs containing venom serine proteases. The most significant example of this is the
purification of baxotrobin from Bothrops snake venom to produce drugs, such as Defibrase®,
Plateltex-Act®, and Vivostat® [246].

Regardless of their origin or destination, VSPs need to be separated from the other
components present in the venom or in the cellular environment by a purification process,
in which the highly efficient liquid chromatography techniques are often employed [265].
Generally, the first applied techniques separate the components of the sample by physic-
ochemical characteristics, such as size/mass in size-exclusion chromatography (SEC) or
protein surface charge in ion-exchange chromatography (IEC) [54,265]. Reversed-phase
high-pressure liquid chromatography (RP-HPLC) is also widely used, mainly in the final
stages of the process, as a refinement, or in single-step purifications [17,55,93].

To achieve high levels of purity, it is often necessary to combine several of these
techniques due to the large number of protein components present in both the venom
and the cells. Combinations may vary, but studies commonly depict a combination of
less specific techniques, such as SEC and IEC, often followed by a technique with greater
resolution, such as RP-HPLC [18,19,30,32,259,266]. Other combinations can be seen in
Table 5.

7. Conclusions

Serine proteases found in reptile venoms are glycosylated enzymes capable of recog-
nizing a wide range of biological substrates. They affect the prey’s hemostatic system by
cleaving critical targets in both the coagulation cascade and the kallikrein—kinin system,
as well as by activating platelets. Except for prothrombin activators, which evolved from
factor Xa, all other venom serine proteases (VSPs) originated from a salivary kallikrein
co-optation event and underwent accelerated evolution. Their three-dimensional struc-
tures exhibit high similarity, indicating that the accelerated evolution primarily influenced
surface loops responsible for substrate recognition, explaining the broad diversity of rec-
ognized substrates, despite high sequence similarity. The broad spectrum of substrates
cleaved, particularly from Viperidae snake enzymes, positions them as valuable targets
in biotechnology for modulating the hemostatic system, with many of these enzymes
being currently employed in health treatments and diagnostic tools. Despite decades of
research on these serine proteases, enzymes from toxicoferan lizards and colubrid snakes
remain an underexplored potential source harboring promising molecules. In summary,
the coevolution of toxicoferans and mammals have given VSPs from the formers unique
characteristics that have permitted their exploitation in important medical applications in
humans. Further studies of the VSPs have the potential to yield more precise and innovative
information of substantial value.
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