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Lista de Abreviacoes

Lista de Abreviacoes

» Cromatografias.

Sephadex G-75

Coluna de exclusdao molecular com matriz composta de

dextrano
HPLC Cromatografia liquida de alta eficiéncia
RP HPLC HPLC de Fase Reversa
C-18 18 carbonos de alta Carga, silica de atividade alta

p-Bond pack C18

Coluna de HPLC com n-octadecyl como base da fase
estaciondria

» Reagentes, sais, tampoes.

DL-BApNA Na-BENZOIL-p; -ARGINIL p-NITROANILIDA

DMSO Dimetilsulféxido

DTT Ditiotreitol

EDTA Acido etilenodiaminotetracético

FB Fibrinogénio bovino

DTT Ditiotreitol

FL Fosfolipidios

FT Fator tisular

g Gravedad

kDa Kilo Daltons, 1 Da é aproximadamente o peso molecular de um dtomo
de hidrogénio.

Milli Q Agua  destilada, apirogénica, deionizada e com uma
electrocondutividade controlada, purificada com filtros de Walters.

PAGE Eletroforese em Gel de poliacrilamida

PMSF Fenilmetilsulfonilfluor

SBTI Inibidor tripsina de soja

pH Concentragdo de ions hidrogénio numa solugdo

SDS Dodecil Sulfato de Sédio, Laurel Sulfato de Sédio.

Tampon A TFA 0,1% utilizado para cromatografia de HPLC-FR

Tampon B Acetonitrila 66% utilizado em cromatografia de HPLC-FR

TFA Acido trifluoracético

Tris Tris[HidroximetilJaminometano

u (micro) Fator de multiplicagio 10 ~°

p(pico) Fator de multiplicagio 10

DHB Acido 2,5-dihidroxibenzoico

v/v Volume/volume

kV Kilovolts

J/em® Joule/centimetro quadrado

ns Nanosegundo
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Fracao

TLBan Trombina “like” Bothrops andianus

TLEs Enzima trombina “like”

Aminoacidos.

Acido Aspértico Asp D
Acido Glutamico Glu E
Alanina Ala A
Arginina Arg R
Asparagina Asn N
Aspartato/Asparagina Asx

Cisteina Cys C
Fenilalanina Phe F
Glicina Gly G
Glutamato/Glutamina Glx Q
Histidina His H
Isoleucina Ile I

Leucina Leu L
Lisina Lys K
Metionina Met M
Prolina Pro P
Serina Ser S

Tirosina Tyr Y
Treonina Thr T
Triptofano Trp \\4
Valina Val \"




RESUMO

No presente trabalho, uma nova serinoprotease com atividade trombina “like” do veneno
de Bothrops andianus (TLBan), serpente dos Andes do Peru, foi isolada mediante duas etapas:
cromatografia de exclusdo molecular G-75 e cromatografia liquida em HPLC de fase reversa;
com um alto grau de pureza e homogeneidade molecular.

Através da eletroforese em SDS-PAGE a TLBan mostrou ter uma massa relativa de 29
kDa sob condi¢des redutoras e 26 kDa em condicdes ndo redutoras que foi confirmada com
exatidao pela espectrometria de massa MALDI-TOF com uma massa molecular de 25 835,65 Da,
ap6s de ser submetida a glicosilacdo com a PNGase F e a neuraminidase, a massa relativa de
TLBan diminuiu a 22 kDa e 25 kDa, respectivamente.

Os estudos da atividade cinética mostraram que a serinoprotease com atividade trombina
“like” possui um comportamento michaeliano frente ao substrato DL-BApNA, registrando as
constantes cinéticas de V. = 5.4 x 10" nmoles p-NA/min e K,, = 7.9 x 10" mM apresentou ser
estavel entre 25 °C e 60 °C e na faixa de pH entre 4 e 10.

Na presenca de diferentes fons (Mg”*, Ca**, Mn**, Cd** e Zn**) e inibidores (PMSF,
EDTA e SBTI), sua atividade proteolitica e fibrinogenolitica foi mantida, com excecdo para os
fons Cd**, Zn** e inibidor PMSF. TLBan foi capaz de evidenciar sua atividade fibrinogenolitica
frente ao fibrinogénio bovino, hidrolisando a cadeia alfa (a) e beta (), comportando-se como
uma trombina “like” de tipo venobim AB, apresentou um IC de 144,93 s'l, uma dose minima
coagulante (DMC) de 1,33 + 0,25 pg/mL e induz 4 agregagdo plaquetdria.

A caracterizacdo estrutural de TLBan foi determinada por sua massa molecular via
espectrometria de massa. A andlise estrutural da sequéncia foi deduzida utilizando a base de

dados: http://www.expasy.ch/sprot/, com a ajuda da sequéncia dos peptideos tripticos, mostrando

uma alta homologia seqiiéncial dos aminodcidos com outras serinoproteases de veneno de
serpente. Sua cadeia polipeptidica da TLBan mostrou a presenca da triade catalitica nas posi¢oes
de His (44), Asp (90) e Ser (185).

A reprodutibilidade da atividade bioldgica por meio dos efeitos farmacolégicos sé €
possivel com a utilizacdo de fragdes quimicamente homogéneas para manter a integridade da
molécula. Essas fragdes sdo obtidas com metodologias de alta eficiéncia: HPLC e espectrometria
de massa. Os resultados podem ser associados com sua atividade bioldgica, eliminando a

subjetividade causada pelo veneno ou fragdes impuras. Este tipo de abordagem serd aplicado para
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pautar os estudos bioquimicos, estrutura-func¢ao, fisiolégico e farmacolégico; pode ainda revelar
mecanismos desconhecidos na relacdo estrutura-func¢do da serinoprotease com atividade trombina
“like” do veneno de serpente.

No caso da serpente Bothrops andianus, sao valorizados os estudos devido ao fato de nao
haver trabalhos realizados, provavelmente pelo fato de tratar-se de uma espécie ainda ndo

estudada, mas que tem interesse para o campo cientifico no campo da vendmica.
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ABSTRACT

In this word, a new serine protease with thrombin "like" activity the venom of Bothrops
andianus (TLBan), snake of the Andes of Peru, was isolated by two steps: molecular exclusion
chromatography G-75 and liquid chromatography in reversed-phase HPLC; with a high degree of
purity and molecular homegenidade.

Through of electrophoresis on SDS-PAGE shows the TLBan have a relative mass of 29
kDa under reducing conditions and 26 kDa in reducing conditions that was not confirmed for
precision by mass spectrometry MALDI-TOF, with a molecular mass of 25 835.65 Da after when
was sometida a desglycosilation with PNGase F and neuraminidase, The TLBan relative mass
decreased 22 kDa and 25 kDa, respectively.

The kinetic studies of the activity showed that the serine protease thrombin "like" activity
features a opposite behavior michaeliano substrate DL-BApNA, recording the kinetic constants
of Vmax = 5.4 x 10-1 nmol p-NA/min and Km =7.9 x 10 -1 mM had to be stable between 25 ° C
and 60 ° C and at pH between 4 and 10.

In the presence of different ions (Mg2 +, Ca2 +, Mn2 +, Cd2 + and Zn2 +) and inhibitors
(PMSF, EDTA and SBTI), its proteolytic activity and fibrinogenolitica was maintained, except
for the ions Cd2 +, Zn2 + and inhibitor PMSF. TLBan was able to enhance its activity against the
fibrinogen fibrinogenolitica veal, hydrolyzing the alpha chain (a) and beta (), behaving like a
thrombin "like" type venobim AB, presented a CI of 144.93 s-1, a minimum coagulant dose
(DMC) of 1.33 £0.25 mg / mL and induces platelet aggregation.

The structural characterization of TLBan was determined by its molecular mass via mass
spectrometry. Structural analysis of the sequence was deduced using the database:
http://www.expasy.ch/sprot/, with the help of the sequence of tryptic peptides, showing a high
homology with other amino acid sequence of the serine protease from snake venom. Its
polypeptide chain TLBan showed the presence of a catalytic triad in positions His (44), Asp (90)
and Ser (185).

The reproducibility of the biological activity through the pharmacological effects is only
possible with the use of chemically homogeneous fractions to maintain the integrity of the
molecule. These fractions are obtained with high efficiency methods: HPLC and mass

spectrometry. The results may be associated with its biological activity, eliminating the
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subjectivity caused by poison or impure fractions. This approach will be applied to govern the
biochemical studies, structure-function, physiological and pharmacological, may also reveal
unknown mechanisms in the structure-function relationship of serine protease with thrombin
"like" activity from snake venom.

In the case of the snake Bothrops andianus, studies are valued due to the fact that there is
no work done, probably because this is a species not yet studied, but that is of interest to the

scientific field of venom.
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INTRODUCAO

1. Animais peconhentos: As Serpentes

As serpentes ou cobras, pertencem a classe dos répteis, ordem dos Escamados e
subordem Serpentes (ofidios) (Vizotto, 2003). Os acidentes com serpentes venenosas Sao
bastante comuns € sdo um problema para a satude publica, em especial nos paises tropicais,
pela frequéncia com que ocorrem, pela gravidade e por possiveis sequelas deixadas nas
vitimas (Pinho e Pereira, 2001).

Entre os paises sul-americanos, o Brasil € o que apresenta maior nimero de acidentes
por ano. O territério brasileiro conta com 250 espécies de serpentes, sendo 70 delas
consideradas peconhentas (Pinho e Pereira, 2001). Somente no ano de 2005, foram
notificados pelo Sistema de Informagdo de Agravos de Notificagdo (Sinan) 97.244
envenenamentos por animais peconhentos, dentre os quais as serpentes contribuiram com
28.702 casos (29,52%) (Sinan, 2006).

Dos viérios tipos de serpentes existentes no Brasil, destacam-se as dos géneros
Bothrops, Lachesis, Crotalus e Micrurus, sendo o primeiro o de maior interesse com respeito
a acidentes ofidicos. As serpentes deste género sdo as responsaveis por cerca de 90% dos
acidentes no territrio nacional

O veneno de serpente € uma mistura complexa de componentes proteicos
(oxidoredutases, proteases, glicosidases, e lipases (PLA7)), que produzem danos ao sistema
organico da presa envenenada. Muitos destes componentes toxicos sdo proteinas
biologicamente ativas que tém a fun¢do de matar ou imobilizar presas, bem como auxiliar no
processo de digestdo (Braud et al., 2000; Mackessy et al., 2003, Rodriguez-Acosta et al.,
2010). Os componentes ndo proteicos, também chamados de substancias simples, sdo ainda
divididas em inorganicas (fons Mg, Ca*, Zn') e orgénicas (aminodcidos, lipidios,
carboidratos, acidos nucleicos e aminas biogénicas), com diferentes estruturas e fungdes,
sendo, por exemplo, usadas para imobiliza¢do e morte da presa (Bjarnason e Fox, 1994).

Muitas dessas toxinas que interferem na hemostasia sdo enzimas como as L-
aminoxidases, fosfodiesterases, serino e metaloproteases, fosfolipases A, e nucleotidases,
enquanto outros, como desintegrinas e lectinas tipo C, ndo tem atividade enzimaitica. Os
componentes ativos de venenos de serpentes que interferem na hemostasia podem afetar
vdrias etapas, quer por degradacdo proteolitica inespecifica ou seletiva, ativando ou inibindo

os fatores especificos envolvidos na coagulacdo, agregacdo plaquetdria e fibrindlise
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(Markland, 1998; Arocha-Pifiango et al., 2000; Kini, 2005; Markland, 2005; Rodriguez-
Acosta et al., 2010).

2. Veneno Botrépico

Numerosos estudos experimentais t€m demonstrado que o veneno botrépico possui em
sua composicdo uma gama bastante diversa e complexa de componentes que atuam sobre o
sistema hemostético, e a literatura € bastante vasta. O veneno produz dano tecidual local
marcado que inclui dor, edema, hemorragia (Teixeira et al., 2003). H4, ainda, outros efeitos
toxicos / farmacoldgicos, incluindo sua ag¢do hemorrdgica sistémica, insuficiéncia renal,
hemolitica (Gutiérrez e Lomonte, 1997; Ownby, 1998; Valentin e Lambeau, 2000; Marufiak
et al, 2007) e necrose (Gutiérrez e Ownby, 2003; Harris, 2003).

2.1. A¢ao hemorragica

O efeito hemorrdagico é causado por um grupo de toxinas hemorrdgicas ou
hemorraginas, que sd@o enzimas proteoliticas do tipo metaloproteinase, ja que sua atividade
enzimadtica depende da presenca de um dtomo de zinco no seu sitio ativo (Bjarnason e Fox,
1994). Estas agem por fragilizar a integridade do endotélio vascular, degradando coldgeno,
fibronectina; tem atividade de desintegrina, além de serem potentes antiagregantes
plaquetdrios. Acredita-se que a clivagem especifica em pontos-chave possa levar ao
desencadeamento de um mecanismo endégeno amplificador, tendo um ataque proteolitico da

lamina basal vascular (Franca e Mélaque, 2003).

2.2. Atividade inflamatdria

E causada por diversas fracdes do veneno botrépico, por exemplo, aminas biogénicas
pré-formadas do tipo histamina, até pequenos peptideos, ou proteinas como as fosfolipases
A,, esterases, proteases, enzimas liberadoras de cinina (calicreinas, cininogenases) e lectinas.
Outros mediadores da inflamagdo, incluidos a bradicinina, as prostanglandinas, os
leucotrienos e os tromboxanos, entre outros, exercem papel em etapas posteriores o tardias da
formacdo do edema (Costa et al., 2002). A atividade edematdgénica é muito potente,
evidenciada nos casos clinicos e nos modelos experimentais. Nesses ultimos, as doses de

veneno ou fracdes requeridas para induzir um efeito significativo variam de uns poucos

microgramas a décimos de microgramas (Teixeira et al., 2003).
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2.3. Acao coagulante

O veneno botrépico possui capacidade de ativar fatores da coagulacdo sanguinea,
ocasionado consumo de fibrinogénio e formagdo de fibrina intravascular, induzindo
freqiientemente a incoagulabilidade sanguinea, além de ativar a protrombina da cascata de
coagulacdo sanguinea. A fracdo do veneno que possui esta acdo coagulante atua de maneira

diferente da trombina fisioldgica, pois, ndo € neutralizada pela heparina (Kini, 1997, 2005a).

3. Bothrops andianus
Classificagdo:
REPTILIA
SQUAMATA
Viperidae
Crotalinae
Bothrops

Bothrops andianus

Esta serpente pode crescer até os 125 cm, enquanto o tamanho médio adulto é entre 60
e 70 cm. A cor dorsal do corpo é verde-oliva e café, sendo mais escura anteriormente. Tém
entre 18 e 25 marcas escuras triangulares no dorso; alguns autores mencionam que essas
manchas parecem fones de ouvido por apresentarem uma mancha alongada em forma de arco
em cada extremo, que acabam numa mancha redonda. Este padrao dorsal € continuo no corpo;
a cauda tem entre 5 e 12 manchas bordejadas em negro. A cor fica mais escura em exemplares
velhos, até ser marrom escuro uniforme, em alguns casos. A ponta da cauda nos filhotes é
preta ou amarela. O ventre é de cor creme ou amarelo com fortes manchas escuras de cor
cinza, marrom ou preto. A parte de trds da cabeca é mais escura que o corpo e alguns
exemplares apresentam manchas irregulares de tons marrons ou pretos na area parietal. Os
lados da cabeca acima do focinho sdo de cor verde-oliva ou verde amarelado e por debaixo
deste sdo mais claros e algumas vezes com tons marrons. Aprecia-se uma linha bem definida
de cor chocolate que vem por trds do olho e vai para baixo diagonalmente para o canto da
boca, que € delimitada ventralmente por uma fina linha clara. O lado ventral da cabeca ¢ de

cor creme ou amarelo manchado com pontos pretos. A iris € amarelada ou amarela verdosa e

a lingua € de cor roxa escura, marrom ou preta (Campbell e Lamar, 1985).

17



Encontra-se distribuida no centro dos Andes do Peru, nos departamentos de Cuzco,
Puno e na Bolivia, nos departamentos de La Paz, Cochabamba e Santa Cruz. (Campbell e

Lamar, 2004).

Figura 1: Serpente Bothrops andianus

4. Hemostasia
O termo hemostasia é definido como um conjunto de fatores responsdveis pela

manutencdo do sangue fluido no interior dos vasos sanguineos (Garcia e Navarro, 2005) ou
que é a parada de sangramentos ou hemorragias (Baker, 2006) e que estd relacionada ao
controle da hemorragia e dissolucao do codgulo por meio de eventos mecanicos e bioquimicos
(Lopes et al., 2007).

O conceito mais claro é que a hemostasia € a cessacao fisiolégica de sangramento por
um mecanismo complexo que envolve uma mudanga de estado fisico, do liquido ao sdlido,
com a formacdo do codgulo de fibrina e da ligacio em uma malha insoldvel (Quintana e

Gonzélez, 2002).
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4.1. Hemostasia Primaria

A primeira resposta a injuria vascular € um espasmo ou vasoconstricdo, que resulta na
diminui¢do do fluxo sanguineo distal ao local da lesdo (Plaisier, 2001; Cheville, 2009). Esta
fase inicial corresponde a uma resposta transitoria resultante de mecanismos neurogénicos
reflexos (resposta central), no local da lesdo pelas endotelinas potentes vasoconstritores
derivados das células endoteliais (resposta local). A reducdo do fluxo sanguineo diminui a
perda de sangue, além de possibilitar uma reacdo enzimdtica mais eficaz nos processos de
coagulacdo e agregacdo plaquetdria (Cheville, 2009).

Numa etapa seguinte, as plaquetas circulantes sdo expostas ao coldgeno subendotelial
e, rapidamente, se aderem ao mesmo e a parede do vaso (Plaisier, 2001). Podem aderir
também a fibronectina e a outras glicoproteinas e proteoglicanos. Entretanto, a adesdo mais
eficiente ocorre quando o fator de Von Willebrand (FvW) € liberado. O FvW age como uma
ponte entre o coldgeno e o receptor Gplb da membrana das plaquetas (Plaisier, 2001; Mosier,
2007; Cheville, 2009).

Neste estdgio e sem estimulacdo mais profunda, as plaquetas aderidas e agregadas
podem se separar. Entretanto, as plaquetas agregadas secretam o contetido dos seus corpos
densos e a-granulos para acelerar a hemostasia. A adenosina-difosfato (ADP) liberada dos
granulos densos faz a liga¢do do fibrinogénio ao receptor Gpllb-Illa das plaquetas, resultando
na formacdo de pontes que ligam as plaquetas a rede de fibrina frouxa. A contragido
plaquetdria promove a retracdo desse codgulo frouxo, formando um tampao denso, que
encobre a drea danificada. Quando a injiria vascular € minima, os tampdes de plaquetas sdao
suficientes para resolver o dano. Caso contrdrio, o coldgeno exposto e os fosfolipidios

plaquetdrios agregados promovem a hemostasia secundéria do local (Mosier, 2007).

4.2. Hemostasia Secundaria

A hemostasia secunddria culmina com a ativagdo dos fatores de coagulagdo.
McFarlene, Davie e Ratnoff, em 1964, foram os primeiros a descreverem o mecanismo de
formacgdo do codgulo, como uma série de conversdes de proteinas ou zimogénios conectados,
para ativar outras proteinas ou enzimas (Iskander e Cheng, 1999).

A primeira vista, as muitas interacdes, retroalimentacdes, ativadores, aceleradores e
inibidores dos fatores de coagulacdo parecem complicadissimos, entretanto, os eventos

relacionados a esta fase podem ser didaticamente categorizados numa estruturacdo basica, em

que os fatores da coagulacdo sdo diferenciados in vitro num sistema intrinseco, num sistema
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extrinseco e, finalmente, num sistema comum. Reforca-se que tais categorias sao,
estritamente, tratadas separadamente in vitro, uma vez que, quando um destes sistemas é
ativado in vivo, o outro sistema também sofre ativacdo em virtude da ativagdo cruzada dos
sistemas (Baldwin et al., 1998).

Os fatores de coagulacdo sdo formados por uma familia de proteinas que possuem
similaridade em suas sequéncias, estruturas e, em certo grau, funcdo. H4 aproximadamente 50
membros nesta familia. As proteases, em geral, clivam cadeias de polipeptideos das
moléculas, quebrando o elo que mantém as proteinas da coagulacdo em estado inativo, sendo
denominadas pro-proteinas ou zimogénios (Moran e Viele, 2005).

Para facilitar o entendimento da hemostasia, o Comité de Nomenclatura de Fatores de
Coagulacdo Sanguinea determinou que cada proteina envolvida na cascata de coagulacdo
fosse designada por um numeral romano (Iskander e Cheng, 1999). A letra “a” deve ser
colocada depois do numeral romano para indicar que a proteina estd na forma ativa. Observa-
se que, embora os fatores sejam designados por numerais romanos, os mesmos podem ser
designados por outros nomes (Moran e Viele, 2005).

Todas as proteinas plasmaticas envolvidas no processo de coagulacdo sdo sintetizadas
no figado. Os fatores II, VII, IX e X sdo dependentes da vitamina K e circulam na forma
inativa (Soliman e Broadman, 2006).

Todos os fatores que participam do processo de coagulacio estdo listados no Quadro 1
segundo Moran e Viele (2005) descreveram que, além dos fatores de coagulacdo, existem
outras proteinas regulatdrias que sdo essenciais para a formacgdo do codgulo, dentre elas, as
principais sdo a Antitrombina III, proteina C, proteina S, trombomodulina e fator de Von

Willebrand (FvW).

a) Via Intrinseca

A coagulacdo intrinseca (Figura 2) € um processo complexo e altamente
interdependente que se inicia pelo grupo de fatores de coagulagcdo. A pré-calicreina e o fator
XI normalmente circulam em dire¢do ao cininogénio de alto peso molecular (HMWK), que
age como catalisador para ativacdo dos mesmos. Seguindo a injdria vascular, a pré-calicreina,
o HMWK e o fator XII formam um complexo na superficie endotelial ou subendotelial
negativamente carregada, que resulta na ativagcao do fator XII (fator XIlIa). O fator XIla inicia
uma complexa série de reacdes que ativa as cininas do sistema complemento e a fibrindlise. O

fator XIla ativa o fator XI (XIa) e interage com pré-calicreina para formar a calicreina, que
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interage com HMWK para formar cininas. A clivagem do fator XIla pela calicreina, plasmina

e outras enzimas proteoliticas forma fragmentos, que possuem atividade similar, porém bem

mais fraca que a do fator XIla. Ambos, calicreina e fator XIIa, com o Ca2+, podem ativar o

fator IX (IXa). O fator IXa, entdo, liga os fosfolipideos de plaquetas em um complexo com

Ca®* e fator VIII. Apés a modificacio do fator VIII em VIIIa, pela trombina, o complexo

VIlla-fator IXa/ Ca2+-fosfolipideo ativa o fator X para iniciar a via de coagulacdo comum

(Baldwin et al., 1998; Mosier, 2007; Cheville, 2009).

Quadro 1. Fatores de coagulacdo, vias ou sistemas em que participam e suas respectivas
funcdes.
FATOR NOME COMUM VIA FUNCAO
1 Fibrinogénio Comum Forma o codgulo (fibrina)
II Protrombina Comum Atival, V, VII, XII,
proteina C e plaquetas.
11 Fator tecidual Extrinseca | Cofator de VIla
v Pro-acelerina Comum Requerido por fatores de
coagulacdo para ligar-se a
fosfolipideos
v Acelerina Comum Cofator X, com o qual
forma o Complexo
protrombinase.
VII Pro-convertina, acelerador de conversiao da | Extrinseca | Fator Va
protrombina sérica, cotromboplastina.
VIII Fator A anti-hemofilico, globulina anti- | Intrinseca Cofator IX
hemofilica.
IX Fator Christmas, fator B antihemofilico, | Intrinseca Ativa o fator X
componente de tromboplastina plasmatica.
X Fator Stuart-Power Comum Ativa o fator II, forma o
complexo protrombinase
com o fator V.
XI Antecedente de tromboplastina Intrinseca Ativa os fatores XII, IX e
plasmadtica precalicreina.
XII Fator Hageman Intrinseca Ativa  precalicreina e
fibrindlise
X1 Pro-transglutaminase, fator estabilizador de | Comum Ligacdes  cruzadas da
fibrina ou FAF, fibrinoligase. fibrina
Pré- Fator Fletcher Intrinseca Ativa XII e calicreina e
calicreina cliva HMWK
HMWK* | Cofator de ativacdo de contato; Intrinseca Da suporte a ativacao dos
Fitzgerald, Flaujeac, Williams fatores XII, XI e pré-
calicreina.

*Abreviacao: high-molecular-weight kininogen (cininogénio de alto peso molecular)

Fonte: Adaptado de Moran e Viele (2005)
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b) Via Extrinseca

A liberacao do fator III (FT) pelas células que circundam o endotélio lesionado, ou do
endotélio ativado, inicia a via extrinseca (Figura 2). FT é um fosfolipideo que contém
glicoproteina de alto peso molecular encontrado na membrana plasmaética de muitas células,
incluindo o endotélio ativado. A producdo do FT pelas células endoteliais € estimulada por
substancias como endotoxinas, FNT, IL-1, fator de crescimento transformador B (TGF- B) e
trombina. Quando o fator circulante VII entra em contato com o FT, ocorre a formacdo do
complexo FT: VII Ca®*- dependente na superficie do FT expresso. Apesar de este complexo
possuir alguma atividade enzimatica, a ativacdo do fator VII por substancias como os fatores
Xlla, IXa, Ila e calicreina resulta muito mais ativa do complexo FT: VIIa. Este fator, unido ao
Ca2+, ativa o fator X, para dar inicio a via comum (Baldwin et al., 1998; Mosier, 2007,

Cheville, 2009).

¢) Via Comum

Segundo Mosier (2007), as vias intrinsecas e extrinsecas fundem-se com a ativag¢ao do
fator X (Figura 2). O fator Xa é encontrado no endotélio ou membrana fosfolipidica de
plaquetas, onde pode converter o fator II em Ila (trombina). Entretanto, quando o fator Xa é
combinado como fator Va e Ca®* (complexo protrombinase), esta reacdo ocorre mais
rapidamente. A trombina ¢ um mediador multifuncional cuja principal fungdo € clivar os
fibrinopeptideos A e B do fator I (fibrinogénio), para formar mondmeros de fibrina. A
remocdo destes fibrinopeptideos reduz as forcas repulsivas intermoleculares, assim, os
monomeros de fibrina espontaneamente formam elos com H+ e transformam-se em polimeros
soliveis de fibrina. O fator XIIla, formado pela acdo conjunta dos fatores Xa e Ila, junto ao
Ca®, catalisa a formacdo de elos covalentes que ligam as moléculas de fibrina para formar um
polimero insolivel. O elemento de ligacdo transversal da rede de fibrina, aliado a contracio
das plaquetas e a presenga abundante de cdlcio, trombina e adenosina-trifosfato (ATP), causa
a retracdo do trombo de fibrina-plaqueta. A retrac@o reduz o tamanho do trombo para permitir

que o fluxo sanguineo continue e ocorra a unido dos bordos da lesdo, para uma cicatrizagao

eficiente (Baldwin e al., 1998; Mosier, 2007; Cheville, 2009).

d) Fibrindlise
Segundo Carlson & Desancho (2010), a deposi¢cdo de fibrina é limitada por um sistema

anticoagulante endégeno, composto por:
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e Antitrombina - proteina plasmatica, membro da familia das serpinas (inibidores de
proteases séricas), que inibe a atividade de todas as outras proteases ativadas.

e Proteina C - proteina dependente da vitamina K que age sobe os fatores Va e VIlla
para inativar fragmentos. Liga-se a um receptor de proteina C endotelial (EPCR) e ¢
ativada pela trombina, gerando trombomodulina, outra proteina de base da membrana
celular endotelial, em uma rea¢do modulada por um cofator, a proteina S.

e Inibidor do Fator Tecidual - proteina plasmdtica que forma um complexo
quaterndrio com o fator tecidual, fator VIla e fator Xa, promovendo, assim, a inibicdo da

via de coagulagdo extrinseca.

Via Intrinseca

X
HMWK
Calicreina i I Via Extrinsecal
Fator Tecidual
P t Xila Caz" /
aquetas Via <« VI '
Colageno l
Xl » Xla
X - » |Xa
CaZi-
Pho
VIl ———Vlla CaZ*
v
> x
Pho .qT
Comun v »Va | CaZ* / -
Protrombina b +Fragmentn 1+2
FpA + FpB
Vias de Anticuagulagao l //' pA+ TP
Fibrinogénio b Fibrina solavel
AT= antitrombina
PC/PS= Proteina C X —— Xllla » <« [sF
TFPI= Inibidor da Via do Fator Tissular cat*w
5F= Sistema Fibrinolitico __ . -
Fibrina insclavel

Figura 2. Esquema de ativagdo da cascata de coagulacdo pelas vias intrinseca, extrinseca ¢ comum. Fonte:
Adaptado de Mosier, 2007.

O codgulo plaquetdrio primério é reforcado pela formacao da fibrina. A forga eldstica
¢ aumentada pelas malhas cruzadas do polimero de fibrina, mediadas pelo fator XIlIIa, que
converte a2-antiplasmina em fibrina, além de proteger o codgulo contra fibrindlise.
Entretanto, a fibrindlise constitui um pré-requisito para a hemostasia, por uma possivel

tendéncia a formagdo de trombos em individuos com deficiéncia de plasminogénio. O
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Ativador de Plasminogénio Tecidual (APT) € liberado pelas células endoteliais e converte
plasminogénio em plasmina, uma protease. Esta reacdo é promovida quando o APT ¢ liberado
da fibrina e submetido a feedback positivo. A plasmina quebra o APT em uma molécula de
duas cadeias, aumentado a exposicdo de sitios de exposi¢do e promovendo a formagdo do
complexo. A plasmina hidrolisa arginina e lisina, resultando na protedlise de varios
substratos, incluindo o fibrinogénio, a fibrina e os fatores V, VIII e XIII. A clivagem da
fibrina e do fibrinogénio gera os fragmentos X e Y, que inibem a polimerizacio da trombina e
da fibrina, respectivamente. A excessiva fibrindlise resulta no consumo do fibrinogénio. A
hemorragia € prevenida pela inibi¢do do APT e da plasmina, pelo Ativador de Inibidor de
Plasminogénio (AIP) e pela a2- antiplasmina (Allfor e Machin, 2004). O processo de

fibrindlise encontra-se esquematizado na Figura 3.

Citocinas, adrenalina, trombina,
oclusdo venosa, vasodilatagdo
I - K,.--' — _'--..\\
Ativador de Ativador de ) \
Plasminogénio Tecidual = Plasminogeénio Tecidual- |
fibrina /

Uroquinase \ | / Fibrina ~N

Plasminogénio =sssssssssssssssd Plasmina

Fragmentos X
Inibidor do
Ativador de Fragmentos Y +D
Plasmino N
Proteina C
activa Fragmentos E+D

./

\

Figura 3. Esquema da fibrinélise. O Ativador do plasminogénio tecidual € liberado pelas células endoteliais na
forma de cadeia simples, induzindo significativa atividade proteolitica, que é aumentada tanto pela ligacdo da
fibrina quanta pela clivagem da plasmina na forma de cadeia dupla. A plasmina também exerce feedback
positivo, convertendo o plasminogénio ativo em plasminogénio-lisina, que possui preferéncia pela ligagdo com a
fibrina. Isso aumenta a producdo de plasmina, focaliza a fibrindlise em direcdo ao codgulo e protege a plasmina
gerada pela inibicdo promovida pela a2- antiplasmina. A plasmina cliva a fibrina, promovendo a formacdo
sequencial dos fragmentos X, Y, D e E, que induzem feedback positivo. Consequentemente, a fibrindlise €
simultaneamente iniciada. Entretanto, o APT torna-se mais acessivel a seus inibidores, a medida que o codgulo é
dissolvido. Isto previne excessiva fibrindlise (Fonte: Allfor e Machin, 2004).
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S. Proteases

As enzimas proteoliticas ou proteases sdo enzimas que catalisam a clivagem de
ligacdes peptidicas de proteinas. Essas proteases adquiriram um alto grau de especializacao
durante sua micro-evolug¢do, restringindo seu mecanismo de acdo sobre ligacdes peptidicas
especificas (Barret e Rawlings, 1995).

Muitos processos biologicos sdo regulados pela agdo de proteases, por exemplo,
coagulacdo do sangue e fibrindlise, a liberacdo de proteinas hormonais de precursores
moleculares, o transporte de proteinas secretoras através da membrana, ativacdo do sistema de
complemento, fertilizagdo, germinacdo e controle da digestdo proteolitica (Wenzel e
Tschesche, 1995; Declerk e Imren, 1994).

No Brasil, os estudos de proteases com a¢do na coagulacdo sanguinea tém sido
realizados principalmente com as encontradas em serpentes peconhentas do género Bothrops
e Crotalus. De acordo com a natureza de seus sitios ativos as proteases sdo classificadas em
serinoproteases I e II, cisteinoproteases, metaloproteases 1 e 1I e aspartilproteases, ver Quadro

2 (Neurath, 1984; Vilca-Quispe et al., 2010).

Quadro 2. Classificacdo das proteases de acordo com a natureza dos sitios ativos

Familia Proteases representativas Componentes do sitio ativo
Serinoproteases | Quimiotripsina, tripsina  (trombina | Aspigz, Serjos, Hissy
“like™), elastase, calicreinas
Serinoproteases 11 Subtilisina Aspsa, Sero, Hisey

Cisteinoproteases Papaina, actinidina, catepsinas B e H | Cys,s, Hist;so, Aspiss
de figado de rato.

Aspartilproteases Penicilopepsina, pepsina e renina Aspsz, Aspais
Metaloproteases | Carboxipeptidase bovina A e B Zn, Gluyyg, Tyros
Metaloproteases II | Termolisina Zn, Gluygs, Tyrs

Fonte: Neurath, H. (1984).

6. Serinoproteases

A classe de enzimas muito bem estudadas e caracterizadas é a das serinoproteases,
tendo como exemplos a tripsina, quimiotripsina e elastase, das quais a mais estudada € a
tripsina. Essas enzimas apresentam elevado grau de homologia e mecanismo de catédlise
semelhante, embora apresentem diferencas acentuadas quanto a especificidade por substratos.
Alguns mecanismos de catélise enzimética foram propostos para as serinoproteases, sendo

mais aceito o mecanismo da dupla transferéncia de prétons do residuo Serjgs para o residuo
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Hiss7, e em seguida para o residuo Aspio, precisamente os aminodcidos que compdem o sitio
ativo das serinoproteases. O resultado dessa transferéncia € a formagao de uma carga negativa
parcial que serd a responsavel pela catalise enzimética propriamente dita, que ocorre por meio
de um ataque nucleofilico aos radicais carbonila dos residuos de arginina e lisina dos

substratos susceptiveis a tripsina (Barrett e Rawlings, 1995).

6.1. Serinoproteases da subfamilia S I

As serinoproteases da subfamilia S I (familia da quimotripsina bovina) apresentam
como principal caracteristica um dominio tripsina € a maior de todas as familias de proteases,
com mais de 4875 sequéncias de enzimas identificadas até o momento. Apresentam a triade
catalitica His-Asp-Ser e as sequéncias de aminodcidos ao redor do sitio catalitico formam
motivos muito conservados. Suas estruturas tridimensionais sdo extremamente conservadas.

Até o momento, todas as proteases da familia S 1 sdo endopeptidases. Diversas
serinoproteases da familia da quimotripsina ji tiveram sua estrutura tridimensional

determinada, a Figura 4 ilustra a estrutura da quimiotripsina.

Figura 4: Estrutura da quimotripsina (Blevins & Tulinsky, 1985). Em formato cartoon, folhas betas em branco e
alfa hélices em preto. Triade catalitica; 4cido aspartico, histidina e serina (da esquerda para a direita). A serina
inicia a reagdo de clivagem enzimadtica via ataque nucleofilico da cadeia de substrato do grupo carbonila levando
a clivagem do substrato; histidina e 4cido aspartico funcionando como uma rede de retransmissdo de carga com
histidina, também brevemente a aceitacdo de uma molécula de d4gua (Humphrey et al., 1996).

As proteases desta familia desempenham muitos papéis biolégicos, principalmente na

digestdo (p.ex. a tripsina e a quimotripsina), homeostase (fatores da coagulacdo), resposta
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imune mediada por Ig A (p.ex. a triptase e a chymase encontradas em células citotéxicas e em
mastdcitos), entre muitas outras atividades importantes. Por essa razdo, elas tém relevancia
farmaceéutica e biologica como alvo de drogas, relacionadas a hemdstase e ativacdo do sistema
complemento.

As serinoproteases de venenos de serpentes (SVSPs - Snake venom serine protease)
apresentam muitas destas funcOes, sendo bem estabelecidas as agdes na cascata da

coagulacdo, conforme ilustrado para algumas toxinas mostradas na Figura 5.

VIA INTRISECA
Cininogénie  iisissmsss < Inibigdo ou Coagulagédo
de alto pese molecular ———— Aivacio ou Conversdo
Xl
Xl IX X
l
Xlla :
Precalicreina  Xla—®
|
-‘_:—_J plasma Xa
. L Villa
= calicreina  ACC-Enzyme o 1
-KN-BJ l ;*! ;& +» Protrombina
- DAV-KN K vim | LLeae- » Va

- Elegaxobin Proteina C £.-==s==="""|""

RVV o, FVA T
Cininas \
v
Trombina ——»

Halystase y Calobin (FPA e FPB)
Gyroxin-like B2.1  Gyroxin analog

Crotalase, Ancrod, Batroxobin, Billineobin (FPA) # Eator Xilla
e TLBm .
Fibrinogénio ————— Fibrina p Fibrina
‘s FPA FPB \ / XL
TSV-PA, LV-PA, PA-BJ

Plasminogéno ——————p. Plasmina —— FGDP » FnDP

Figura 5. Algumas serinoproteases do veneno de serpentes agindo na cascata de coagulagio. (Baseado em
MARKLAND, 1998). FGDP: Fibrinogen degradation products; FNDP: Fibrin degradation products; FPA:
Fibrinopeptide A; FPB: Fibrinopeptide B. KN-BJ, Bothrops jararaca (Serrano et al.,1998); Dav-KN,
Agkistrodon acutus (Wang et al., 2001); Elegaxobin-1, Trimeresurus elegans (Oyama et al., 2002); ACC-C
Protein C activator; Agkistrodon contortrix contortrix (McMullen et al, 1989); R W - V a Vipera russelli
proteinase, Daboia russelli siamensis (Tokunaga et al,. 1988); FVA Factor V-activating enzyme. Vipera
lebetina (Siigur et al, 1999), Halystase, Agkistrodon halys blomhofni (Matsui et al. 1998); Calobin, Agkistrodon
caliginosus (Hahn et al., 1996), Gyroxin-like 82.1, Crotalus durissus terrificus, Gyroxin analog, Lachesis muta
muta (Magalhdes et al.,1993); Crotalase, Crotalus adamanteus (Henschen-Edman et al.,1999); Ancrod,
Agkistrodon rhodostoma Batroxobin, Bothrops atrox (Itoh et al, 1987) Bilineobin Agkistrodon bilineatus
(Nikai et al., 1995);TSV-PA, Trimeresurus stejnegeri (Zhang et al., 1995); LV-PA, Lachesis muta muta
(Sanchez et al, 2000); PA-BJ, Bothops jararaca (Nikai et al., 1995); TLBm, Bothrops marajoensis (Vilca-
Quispe et al., 2010).
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7. Trombina “like” de venenos de serpentes (SVTLEs)

Os venenos de serpentes contém uma variedade de enzimas proteoliticas, como as
trombinas “like” que atuam de maneira semelhante a trombina, proteina humana responsavel
pela coagulacdo do sangue. Distribuidas em vérios géneros de serpentes (Agkistrodom,
Bothrops, Lachesis e Trimeresurus), assim como em viboras verdadeiras (Bitis e Cerastes) e
nos colubrideos Dispholidus typus (Pirkle, 1998), que sdo responsdveis por vdrios efeitos
farmacoldgicos, como a transformacgdo de fibrinogénio em fibrina (Meier e Stocker, 1991;
Zhang et al., 1998; Castro et al., 2004; Vilca-Quispe et al., 2010), ativando o fator V de
coagulacdo (Kisiel, 1979; Tokunaga et al., 1988) e proteina C no plasma (Kisiel et al., 1987),
liberando cininas de cininogénios (Petretski et al., 2000) e clivando componentes do
complemento C3 (Tambourgi et al., 1994; Yamamoto et al., 2002).

Os genes que expressam as trombinas “like” de venenos de serpentes (SVTLE’s) sdo
membros da familia da tripsina/calicreina, compostos por cinco éxons e quatro introns, sendo
a enzima em sua forma madura codificada pelo éxons 2 até 5 a triade catalitica sendo
codificada por éxons diferentes (Itoh et al., 1988). Andlise comparativa da sequéncia primaria
de diversas trombinas “like” de venenos de serpentes (SVTLE’s) com serinoproteases
classicas, tais como quimotripsina, calicreina, trombina e tripsina, mostram esta relacdo
genética (Castro et al., 2004):

- a triade catalitica classica das serinoproteases (His57, Asp102, Ser195, tomando como base
a sequéncia da quimotripsina) € bastante conservada nas trombinas “like” de venenos de
serpentes. A trombina e a quimotripsina apresentam baixos graus de similaridade com as
SVTLE’s na sequéncia primdria (26-33% e 24-31% respectivamente), mas ainda sao
funcionalmente andlogas a estas (Castro et al., 2004).

- as trombinas “like” de venenos de serpentes (SVTLE’s) sdo mais semelhantes a calicreina e
a tripsina (34-40% e 31-44% de semelhanca estrutural, respectivamente). Compartilham nao
sO da triade, mas também de cinco pontes dissulfeto topologicamente equivalentes.

- a estrutura secunddria das trombinas “like” de venenos de serpentes (SVTLE’s) contém
estruturas do tipo folhas beta, estrutura bastante encontrada em outras serinoproteases
relacionadas a quimotropsina (Perona e Craik, 1997; Krem et al., 2000).

As trombinas like de venenos de serpentes (SVTLE’s) apresentam geralmente 12
residuos de cisteina, que formam 6 pontes dissulfeto (Amiconi et al., 2000; Nikai et al., 1995;
Parry et al., 1998; Vilca-Quispe et al., 2010). Estas pontes dissulfeto mostram ser essenciais

para a atividade catalitica destas enzimas, uma vez que o tratamento com agentes redutores,
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como B-mercaptoetanol ou ditiotreitol (DTT) as inativa, como descrita para outras
serinoproteases de veneno de serpente (Pirkle et al., 1998; Tatematsu et al., 2000). As
trombinas “like” de venenos de serpentes (SVTLE’s) sdo inibidas por moléculas inibidoras
classicas de serinoproteases, tais como DFP (fluorofosfato de diisopropil) e PMSF (fluoreto
de fenilmetilsulfonil), o que confirma a funcdo de serinoprotease destas enzimas. (Pirkle,
1998).

As trombinas “like” de venenos de serpentes (SVTLE’s) sdao compostas generalmente
por uma cadeia polipeptidica. A maioria apresenta glicosilagdes em residuos de asparagina,
mas ndo em posi¢oes conservadas. O contetdo de carboidratos ligados varia largamente (0 a
30% do peso), tendo participagdo, as vezes, no reconhecimento de substratos pela enzima e,
principalmente, na estabilizagdo da estrutura terciaria destas enzimas (Castro et al., 2004).

Embora a regido central proxima a triade catalitica das trombinas “like” de venenos de
serpentes (SVTLE’s) seja bastante conservada, estas enzimas apresentam considerdveis
diferencas estruturais de uma para outra, o que explica as diferentes especificidades e
atividades em relacdo aos diversos inibidores e substratos em que atuam (Krem e Di Cera,
2001). A discussdo deste tema € facilitada pelo uso da nomenclatura sugerida por Schechter e
Berger (1967), que serd utilizada neste trabalho. Nesta nomenclatura, os aminoécidos na
porcao N-terminal da ligacdo peptidica clivada pela protease sdo enumerados de acordo com
sua posicdo na cadeia, partindo da ligacdo (P1, P2, P3 e assim por diante). Os aminoacidos da
porcdo C-terminal sdo numerados como P1°, P2°, P3’, etc. J4 os sitios da enzima (um ou mais
aminodcidos) que interagem com os substratos sdo enumerados como S1, S1°, de acordo com

o aminodcido do substrato com o qual interage.

8. SVTLE’s na cascata de coagulacio

A trombina cliva o fibrinogénio em duas ligagdes Arg-Gly, uma na cadeia Aa
(liberando fibrinopeptideos A) e outra na cadeia Bf (liberando fibrinopeptideos B). Algumas
trombinas “like” de venenos de serpentes (SVTLE’s) clivam o fibrinogénio em ambas
cadeias, mas a maioria delas cliva o fibrinogénio em apenas uma cadeia (Aa ou Bf), Figura 6.
As trombinas “like” de veneno de serpente podem entdo ser classificadas de acordo com sua
atividade sobre fibrinogénio: SVTLE’s FP-A ou venobim A (clivam preferencialmente a
cadeia Ao liberando fibrinopeptideos A), SVTLE’s FP-B ou venobim B (clivam
preferencialmente a cadeia B} liberando fibrinopeptideos B) e SVTLE’s FP-AB ou venobim
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AB (clivam as cadeias Aa e Bf liberando fibrinopeptideos A e B) (Kornalik, 1990; Markland,
1997; Braud et al., 2006; Ponce-Soto et al., 2007; Vilca-Quispe et al., 2010).

FIBRINOGENIO

cadeia ﬁ cadeia 0l cadeia 0! cadeia ﬂ
_clivagem -
trombina

dominio-D dominio-D

~94 kDa cadeia¥ cadeiaY ~94 kDa
Ponte dissulfeto
dominio-E
~50kDa
FIBRINA
Fibrinopeptideo A
'S 20
“Fibrinopeptideo B~

clivagem : ~ clivagem
Plasmina Plasmina

clivagem clivagem
Plasmina Plasmina

Figura 6. Na Primeira figura, representacio esquemadtica da molécula de fibrinogénio. Esta composta de trés
regides, os dois fragmentos terminais sdo chamados de dominio D, compostos de duas cadeias compactas
dobradas (B e y). Cada regido terminal também contém uma cadeia a que € hidrofilica e flutua livremente na
solucdo. O fragmento central é chamado de dominio E. A distdncia média entre o dominio E e dominio D ¢é de
aproximadamente 22 nm. Na presenca de trombina, a molécula de fibrinogénio polimeriza para formar uma rede
tridimensional, um fragmento E ser capaz de interagir com os fragmentos terminal D de quatro outras moléculas
de fibrinogénio. Na segunda figura, degradagdo do fibrinogénio na cadeia Aa (liberando FPA) e outra na cadeia
Bp (liberando FPB). (Adaptado de Zaganelli et al., 1996)
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9. Justificacao do trabalho

Para esse estudo, foi escolhida a serpente Bothrops andianus, motivada, pela auséncia
de trabalhos publicados como também pelo habitad que faz que o veneno tenha uma
microevolugdo e apresente fenotipo clinico diferenciado sobre a vitima em relagdo aos outros
acidentes botrépicos.

A andlise dos sintomas das vitimas picadas pela Bothrops andianus incluim
hemorragia, edema e até necrose, a existéncia de uma mistura complexa de componentes
fisiolégica e farmacologicamente ativos na constituicdo do veneno que impedem o sangue de
coagular. Sdo esses componentes estudados para aumentar o conhecimento sobre o estado
clinico da vitima.

Também como modelo molecular contribui para os estudos futuros do desenho de
novos farmacos que poderd ser usado, de maneira individual ou em conjunto, com outras
drogas ja disponiveis no mercado, no tratamento de doencas hemostaticas.

Pensar hoje em um medicamento que ajude no tratamento dessas patologias nada mais
€ que pensar em um futuro pr6ximo. Porém, ha um longo caminho entre o estudo da enzima
TLBan e a elabora¢do de uma nova droga que possa estar disponivel no mercado. Pode levar
anos para um medicamento ser comercializado, mas o primeiro passo para que isso aconteca

j4 foi dado neste presente trabalho.
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OBJETIVOS

Objetivo geral
e Purificar e caraterizar biologicamente uma nova serinoprotease com atividade

trombina “like” do veneno total de Bothrops andianus.

Objetivos especificos
e Purificar uma serinoprotease com atividade trombina “like” por meio da combinacio
da cromatografia liquida convencional (exclusdao molecular) e de alta eficiéncia (RP-

HPLC) a partir do veneno total de Bothrops andianus.

e Determinar a massa molecular da trombina “like” purificada, por meio da eletroforese

em gel de poliacrilamida (SDS—PAGE) e espectrometria de massa (MALDI-TOF) e

e (aracterizar estruturalmente a trombina “like” purificada através da sequéncia de

aminodcidos, homologia sequéncial e composicao de aminoécidos.

e Avaliar a atividade cinética e os fatores (PMSF, EDTA, SBIT e ions divalentes) que

afetam a velocidade de reagdo, da trombina “like” purificada.

e (aracterizar a atividade biologica da trombina “like™: atividade fibrinogenolitica,
efeito dos fons divalentes sobre atividade fibrinogenolitica, efeito do pH sobre a atividade
fibrinogenolitica, indice de coagulacao (IC), dose minima coagulante (DCM) e agregacao

plaquetaria.
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MATERIAIS E METODOS

1. Veneno
O veneno total de Bothrops andianus foi cedido pela Profa. Dra. Corina Vera Gonzéles,

da Escola de Quimica da Universidade Nacional de San Agustin de Arequipa — Peru.

2. Animais

Foram utilizados camundongos da linhagem SWISS, com peso entre 18-20g, fornecidos
pelo Biotério Central da Unicamp. Os animais foram mantidos em gaiolas abastecidas com
dgua e ragdo, em ambiente com temperatura e iluminagao controladas (12 horas com luz e 12
horas sem luz). Todos os experimentos foram feitos de acordo com as normas estabelecidas
pelo Colégio Brasileiro de Experimentacio Animal — COBEA e aprovado pela CEVA,
protocolo N° 2288-1 (Anexo 1).

3. Reagentes

Todos os solventes, produtos e reativos quimicos utilizados foram de alto grau de pureza,
procedentes de Aldrich (Aldrich Chemical Co, Inc. - Wisconsin, U.S.A.), Applied Biosystems
(Applied Biosystems - Perkin Elmer Division, U.S.A.), Bio-Rad (Bio Rad Laboratories -
California, U.S.A.), Merck (Merck - Darmstadt, Germany), Sigma (Sigma Chemical Co - St.
Louis, U.S.A.), Pierce (Pierce Chemical Company - Illinois, U.S.A).

4. Purificacao da Trombina “like” procedente do veneno total de Bothrops andianus

4.1. Cromatografia de exclusao molecular em coluna de Sephadex G — 75

50 mg do veneno total foram homogeneizados em 1,0 mL de tampao bicarbonato de
amoénio (AMBIC) 50 mM, pH 8.0 e centrifugados a 4,528 x g durante 5 minutos. O
sobrenadante limpido obtido foi aplicado numa coluna exclus@o molecular Sephadex G-75
(Kontex Flex Colum 78 x 2cm) previamente equilibrada com tampdao AMBIC 50 mM. A
amostra foi coletada a um fluxo constante de 0,25 mL/min no coletor de fracdes automatico
da Amersham Biosciences, Uppsala, Sweden. O perfil proteico foi monitorado na absorbancia
de 280 nm, utilizando o espectrofotdmetro 700 Plus (Femto, Brasil). O pico de interesse foi

liofilizado e armazenado a -20 °C (Ponce-soto et al., 2007).
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4.2. Cromatografia em HPLC de fase reversa

A fragdo com atividade trombina “like” foi submetida a cromatografia em HPLC de
fase reversa, utilizando a coluna p - Bondapack C-18 (0,78 X 30 cm) (Waters Corporation). 5
mg da fragdo foram homogeneizados com 200 pL de tampdo A (4cido trifluoroacético TFA
0,1 %) e centrifugados a 4,528 x g, por um tempo de 9 minutos. O sobrenadante limpido
obtido foi aplicado na coluna p-Bondapak C-18, previamente equilibrada com tampao A por
15 minutos. A eluicdo do material € realizada a um fluxo constante de 1,0 mL/min com
gradiente linear de acetonitrila 66% (Tampao B) + TFA 1% (Tampao A) e monitorada na
absorbancia de 280 nm. As fragdes coletadas foram liofilizadas e armazenadas a -20 °C.

(Ponce-Soto et al., 2006 e Vilca - Quispe et al., 2010).

5. Determinacio da massa molecular da fracao I-4 (TLBan)

5.1. Eletroforeses em SDS — PAGE

A eletroforese em gel de poliacrilamida foi realizada segundo a metodologia descrita
por Laemmli (1970). Géis de poliacrilamida (SDS-PAGE) descontinuos, apresentando um gel
de concentracdo de 5 % (staking gel) e gel de corrida de 10 % (Running gel). O gel de corrida
foi preparado utilizando-se o tampao Tris-HCI 1,0 M, pH 8,8 contendo SDS 20 % para
solubilizacdo das amostras, 0,1% de N-N-N-N-Tetrametiletilenediamina (TEMED) 0,1 % e
persulfato de amodnio (PSA) 10 % para polimerizagdo. Apds a polimerizacdo deste, foi
preparado o gel superior (gel de concentracdo) com 5% de acrilamida em tampao Tris—HCI
1,0 M; pH 6,8; SDS 0,2%, TEMED 0,1% e persulfato de amo6nio 10%).

As amostras foram dissolvidas em tampao de amostra (Tris HCI 0,075 M; pH 6,8
glicerol 10 %; SDS 4% e azul de bromofenol 0,001%) na propor¢do de 1:1. As quais foram
fervidas a 95 °C durante 5 minutos. 15 pul de amostras e marcadores moleculares foram
aplicadas no gel. A corrida eletroforética foi realizada em amperagem constante de 30 mA e
voltagem livre durante 90 minutos. Foram usados os seguintes marcadores de massa
molecular: Fosforilase b (97,4 kDa), albumina sérica bovina (66,2 KDa), Ovoalbumina (45
KDa), anidrase carbonica (31 KDa), inibidor de tripsina de soja (21,5 KDa), lisozima (14,4
KDa). Apés corrida o gel foi corado overnight com solucdo de comassie blue 0,05 % O

excesso de corante foi retirado com solucd@o de acido acético 10 %.
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5.2. Ensaios de glicosilacao

Para andlise de N-glicosilag¢ao e do 4cido sidlico, a fragao I-4 (TLBan) foi previamente
tratado com PNGase F e neuraminidase, respectivamente. O procedimento foi realizado de
acordo com as instrucdes de fabricacao (NewEngland Biolabs Inc, Ipswich, MA), a incubagédo
da fracdo I-4 (TLBan) foi feito com tampdes e enzimas do kit a 37 ° C por 2h. Os produtos da
reacdo foram visualizados por SDS-PAGE.

5.3. Espectrometria de massa Maldi-Tof

A massa molecular da fragdo I-4 (TLBan) foi confirmada pela espectrometria de
massa utilizando-se um Voyager de PRO MALDI-TOF mass spectrometry (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA). 1 pL da amostra em TFA 0,1 % foi misturada em 2 pL
da matriz de &4cido sinapinico (4cido 3,5-dimethoxy-4-hydroxycinnamic). A matriz foi
preparada com 30 % de acetonitrila e 0,1 % de TFA. As condi¢des de trabalho foram:
aceleracdo de voltagem 25 kV, laser ajustado a 2890 mJ/cm® em 300 ns e a andlise foi

realizado no modo linear (Ponce-Soto et al., 2010).

6. Analise de composicao de aminoacidos da fraciao I-4 (TLBan)

O sistema utilizado foi do analisador “Pico-Tag” da Waters, onde a identificagdo dos
aminodcidos foi feita através da cromatografia em HPLC do produto feniltiocarbamil do
aminodcido, proveniente da derivatizacdo com feniltiocianato dos aminoécidos obtidos de
hidrdlise acida. Estas formas de cromé6foros podem ser detectadas em concentragdes de 1,0

pmol (Henrikson e Meredith 1984).

A reagdo de hidrolises foi feita dissolvendo as amostras em solucdo de acetonitrila 66
%, 10 pl dessa solugdo o equivalente a 2 nmoles de amostra foram secadas em vicuo, seguida
de uma reacdo acida de HCl/Fenol por 24 horas. As seguintes etapas antes da andlise foram de

redryng (basificar o dcido depois da hidrdlise para conseguir o pH correto) e a derivatizacao

A andlise dos aminodcidos PITC foi realizada em HPLC, usando coluna C-18 pu-
Bondapak (3,9 mm X 15 cm) em cromatografia de fase reversa com uma gradiente linear de 0
a 100% de acetonitrila 60% por 21 min. A identificacdo de cada aminodcido foi feita em

relacdo a um corrido padrao de aminoédcidos PITC (Bidlingmeyer et al., 1984).
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7. Determinacio da estrutura primaria (sequenciamento e homologia) da fracao 1-4

(TLBan)

7.1. Reducio e alquilacao.

A fracdo I-4 (TLBan) foi ressuspenso em uréia 8 M contendo DTT 10 mM a pH 8,0 e
os pontes de dissulfeto foram entdo reduzidas por incubacio a 37 °C por 2 h. Como o niimero
de residuos de cisteina na proteina foi inicialmente desconhecida, a concentracdo 6tima de
iodoacetamida, alquilantes para a tidis livres, foi obtido de forma empirica com base nos
resultados obtidos a partir de incubagdes, utilizando diferentes concentracdes de quantidades
iodoacetamida, com cada mistura sendo analisados por espectrometria de massa (Ponce-Soto
et al., 2010). Com base nesses experimentos preliminares, um excesso de 30% molar relativa
de 1odoacetamida ao nimero total de tidis acabou por ser escolhida e a mistura foi incubada
por 1,5 h a 37 ° C no escuro. A reagdo foi cessada, injetando a mistura em uma coluna RP-

HPLC seguido de liofilizagc@o do pico coletado.

7.2. Hidrdlise enzimatica.
A fracdo 1-4 (TLBan) foi hidrolisada com tripsina pancredtica bovina de grau
sequéncia em bicarbonato de aménio 0,4 % a pH 8,5 durante 4 horas a 37°C, numa proporgéo

enzima:substrato de 1:100 (v/v). A reacdo foi parada por liofilizagao.

7.3. Espectrometria de massa

Todos os espectros de massa foram adquiridos através de um quadrupolo de tempo de
voo (Q-TOF) hibrido espectrometro de massa Q-TOF Ultima em Micromassa (Manchester,
UK) equipado com um sistema operacional de fonte nano Zspray em modo ion positivo. As
condig¢des de ionizacao de uso, incluem uma capilaridade de voltagem de 2,3 kV, um cone de
voltagem e lente RF1 de 30 V e 100 V, respectivamente, e uma energia de colisdo de 10 V. A
temperatura da fonte foi de 70 °C e o cone gis foi N» em um fluxo de 80 L/h; o gas
nebulizado ndo foi usado para obter o sprays. O Argonio foi utilizado para o resfriamento da
colisdo e fragmentacdo dos fons na colisdo da célula. Calibragdo externa com iodeto de sédio
foi feita em uma faixa de massa 5-30 m/z. Todos os espectros foram adquiridos com o

analisador de TOF em “vmode” (TOF = 9,1 kV) e a voltagem conjunto de MCP foi 2150 V.
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7.4. Andlise das proteinas nativas e alquiladas

As fragdes de proteinas nativas e alquiladas intactas foram dissolvidas em acetonitrila
10% em TFA 0,1% e foi introduzida na fonte de espectrometro de massa com uma bomba de
seringa, a um fluxo de 500 nL/min. Os espectros de massa foram adquiridos na faixa de massa
de 1000-2800 m/z para a proteina nativa e sobre o rango de 800-2000 m/z para as proteinas
alquiladas, ambas a uma velocidade de varredura de 1 s/scan.

As massas foram analisadas pelo algoritmo de deconvolu¢do MassLynx-MaxEnt 1. Os
dados obtidos foram processados usando o software Mascote MS/MS Ion Search.

http://www.matrixscience.com

7.5 De novo sequénciamento de peptideos tripticos

Os peptideos tripticos alquilados, fracionados por RP-HPLC foram liofilizadas e
ressuspensas em acetonitrila 20 % em TFA 0,1 % antes da injecdo na fonte de espectrometro
de massa num fluxo de 500 nL/min. Antes de realizar um espectro de massa em tandem, um
ESI/MS espectro de massa (TOF MS mode) foi feito para cada fracdo de HPLC na faixa de
massa de 4-200 m/z, a fim de selecionar o fon de interesse, posteriormente, estes fons foram
fragmentada na célula de colisdo (TOF modo MS / MS). As diferentes energias de colisdao
foram usadas, dependendo da relacdo massa e carga dos ions. O resultado espectros de ion-
produto foram adquiridos pelo analisador TOF e deconvoluidos usando o algoritmo
MassLynx-MaxEnt 3. Espectros cargados foram processadas manualmente utilizando o

aplicativo PepSeq incluido no MassLynx.

8. Atividade proteolitica

A determinagdo da atividade proteolitica da trombina “like” purificada do veneno de
Bothrops andianus foi realizada segundo a metodologia descrita por Erlanger, et al., (1961) e
modificado por Ponce-Soto et al., (2007).

Foi usado o substrato cromogénico sintético No-BENZOIL-p-ARGININA P-
NITROANILIDA (BApNA). Este substrato foi dissolvido em dimetilsulfoxido (DMSO), 43,6
mg/ml e 10 pL desta solugdo foi misturado em 1 mL de tampao (Tris—HCI 10 mM, CaCl, 10
mM, NaCl 100 mM, pH=7.8) que foi a solucdo substrato cromogénico (0,1 M). A mistura
para o ensaio da atividade proteolitica conteve 45 uL de tampao (Tris—HC] 10 mM, CaCl, 10
mM, NaCl 100 mM, pH=7.8), 180 uL de solu¢do de substrato cromogénico BApNA (0,1 M),
10 puL de dgua e 5 pL da amostra, com volume final de 240 pL. Apds a adicdo de 5 pL da
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amostra em teste, a mistura foi colocada em um meio de incubacio, por 40 minutos, a 37°C, e
as absorbancias foram lidas em intervalos de 10 minutos. A atividade enzimaética foi baseada
no aumento da absorbancia apds 20 minutos, através da liberagdo do croméforo p-
nitroanilina, que € detectado na absorbancia de 410 nm. O ensaio foi realizado em triplicata

num VERSA Max microplate reader (Molecular Devices, Sunnyvale, CA).

9. Estudos cinéticos da fracao I-4 (TLBan)

9.1. Efeito da concentracao do substrato

Para a determinacdo do efeito da concentracdo do substrato sobre a atividade da
trombina “like” de Bothrops andianus, foi realizado o método descrito no item 8. A variagdo
da concentracdo do substrato foi feita em dilui¢do seriada (10; 5; 2.5; 0.62; 0.3125; 0.1563;
0.0782; 0.0391; 0.0195 e 0.0097 mM). O ensaio foi realizado em triplicata e lido a 410 nm no
leitor de microplacas VERSA Max (Molecular Devices, Sunnyvale, CA).

9.2. Efeito da temperatura
O efeito da temperatura sobre a atividade da trombina “like” de Bothrops andianus foi
analisado durante o ensaio descrito no item 8 variando a temperatura de 25 a 60 °C foram

feitos em triplicata e a reacdo lida na absorbancia de 410 nm no equipamento ja descrito.

9.3. Efeito do pH

Da mesma forma, o efeito de pH foi analisado durante a realiza¢do do ensaio descrito
no item 8, utilizando tampdes com valores diferentes de pH (6,0 a 10,0). Os tampdes
utilizados neste experimento foram tampdes fosfato—NaCl (pHs 6.0 e 7.0), tampao Tris—HCI

(pH 8.0) e tampao glicina—NaOH (pHs 9.0 e 10.0), respectivamente.

9.4. Efeito dos ions divalentes na atividade proteolitica

Da mesma forma, o efeito dos ions divalentes foi analisado durante a realizacdo do
ensaio descrito no item 8. TLBan foi diluida em tampao Tris—HCI1 0,1 M pH 7.4 na propor¢ao
de 1 mg/ml e pré-incubada com os fons por 10 minutos a 37 °C. Os fons divalentes foram:
Mg*, Mn*?, Cd*?, Zn** e Ca®* (1 mM) os quais foram dissolvidos com tampdo Tris-HCI 10

mM pH 8.0.
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9.5. Inibicdo da atividade serinoprotease

A atividade especifica da trombina “like” de Bothrops andianus frente aos diferentes
inibidores foi calculada seguindo o mesmo protocolo para a determinagdo da atividade
proteolitica no item 8. TLBan foi diluida em tampao Tris—HCI 0,1 M pH 7.4 na proporcao de
I mg/ml e foram pré-incubada com os inibidores por 15 minutos a 37°C, as proporcoes da
enzima TLBan com o inibidor estdo em 1:1 (v/v) apds isso a amostra pré-incubada foi
colocada no meio de reagdo e a velocidade de reacdo € expresso em quantidades de produto
formado de p-nitroanilina liberado apds a catdlise.

Os inibidores testados foram: polimetilsulfonilfluoride PMSF (5 mM) dissolvido em
agua, inibidor tripsina de soja SBT-I (5§ pg/uL) dissolvido em tampdo Tris-HCl 50 mM pH
7,8 e o 4cido etilendiamintetracetico EDTA (5 mM) dissolvido em agua, como agente

quelante de fons metélicos.

10. Determinaciao da atividade biolégica da trombina “like” isolada do veneno de

Bothrops andianus

10.1. Atividade coagulante

20 uL de veneno total e das fra¢des foram adicionados a tubos de vidro (1,0 x 7,0 cm),
contendo 900 pL de fibrinogénio bovino purificado (2,0 mg/mL) e 100 pL de CaCl,. A
preparacdo foi incubada a 37 °C e os tempos de coagulacio foram determinados. A
coagulagio é expressa como indice de coagulagio (IC) obtido pela equacdo: IC =t x 1000,
onde t' =inversa do tempo. A dose minima coagulante (MCD) € definida como a menor
quantidade de veneno ou fragcao purificada completamente capaz de coagular o fibrinogénio

dentro de 1 min (Cavinato et a,., 1998) .

10.2. Degr!dacao do fibrinogénio

Esta atividade foi e.saiada em gel descoNtinuo de Poliacrilamida (SDS-PAGE) como
estabelecido por Ware e Seegers (1949) e modificada por Rodri'ues et al., (2000). 450 puL de
fibrinogénio bovino (2 mg/mL tampao Tris-HCI 10mM pH 7,8) e misturado com 50 pL de
uma solug¢do salina (CaCl, 10 mM pH 7,8) apos foi preincubada por 10 minutos a 37 °C.

10 pL da enzima TLBan foi adicionada a solucdo de fibrinogénio, foram incubadas
por diferentes periodos de tempo: 0, 0:30, 1, 2, 3, 6,9, 12 e 24 h a 37 °C apds destes tempos,

as reacOes foram interrompidas com 300 pL. de uma solug¢do desnaturante (8,5 M Ureia, [3-
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Mercaptoetanol 10%, SDS 2%, EDTA 2 mM; Tris-HCI 20 mM pH 8,0), amostras foram
analisadas em SDS-PAGE 10 %.

10.3. Efeito dos ions divalentes na atividade fibrinogenolitica

Efeito dos ions divalentes sobre a atividade fibrigenolitica da TLBan foi realizado
segundo o método descrito no item 10.2. Variando o tampdo de trabalho da solugdo de
fibrinogénio pelos fons divalentes: Mg, Mn*?, Cd*?, Zn** e Ca** 10 mM, os quais foram

dissolvidos com tampao Tris-HCI pH 7.,8.

10.4. Efeito do pH na atividade fibrinogenolitica

Efeito do pH sobre a atividade fibrinogenolitica da trombina “like” de Bothrops
andianus foi realizado segundo o método descrito no item 10.2. Com tampdes preparados
com diferentes valores de pH (4,0—10,0). Os tampdes utilizados neste experimento foram
tampao citrato de s6dio—HCI (pHs 4,0 e 5,0), tampao fosfato NaCl (pHs 6,0 e 7,0), tampao
Tris—HCI (pH 8,0) e tampao glicina—NaOH (pHs 9,0 e 10,0).

10.5. Determinacao da Agregacao plaquetaria

Para a dosagem da agregacdo plaquetdria foi utilizada o método de Born (1963) que
quantifica a formacdo dos agregados plaquetdrios in vitro quando as plaquetas sdo
estimuladas.

Para este ensaio foram coletados 10 mL de sangue de 10 camundongos com 8 semanas
de idade com pesos de 20 g. O sangue foi coletado da aorta abdominal em uma seringa de
poliestireno contendo 1 volume de ACD (Citrato trisédico dihidratado 85 mM, 4cido citrico
monohidratado 66.6 mM e D(+) glicose anida 111 mM) para 6 volumes de sangue. A
quantidade de sangue obtido de cada camundongo com peso de 20g foi de 1 mL,
aproximadamente. Para a preparacdo dos estudos da agregacdo plaquetaria, o sangue total foi
colocado em banho-maria a 37 °C por 30 minutos.

Para a obten¢@o do plasma rico em plaquetas (PRP) o sangue foi centrifugado a 180g
por 10 minutos logo o sobrenadante foi transferido a outro tubo de poliestireno para a
obtencdo do plasma pobre em plaquetas (PRP) o sangue foi centrifugado a 1500 g por 10
minutos.

Antes de comecar o ensaio, o agregdometro foi previamente calibrado com PRP no

minimo de transmitincia e com PPP no miximo de transmitancia. Com isso, foi possivel
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determinar uma amplitude para o registro de agregacdo. A determinacdo da agregacdo
plaquetdria foi realizada com uma solu¢@o de trombina bovina (10 unidades NIH/ml) como
controle positivo, a enzima serinoprotease TLBan (1 mg/mL) e a mesma TLBan pré-incubado

com PMSF (5 mM) (volumem 1/1) como controle negativo.

11. Analise Estatistica

Os resultados foram representados pela média de experimentos *+ erro padrdo. A
significancia foi obtida por meio do teste ndo-pareado #-Student e considerado como
significativo p<0,05.

Os dados foram analisados fazendo uso do pacote Office — Microsoft Excel e do

Software Origin 6,0.
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RESULTADOS

1. Isolamento da serinoprotease com atividade trombina “like” do veneno de Bothrops

andianus

1.1. Cromatografia de exclusao molecular em coluna de Sephadex G — 75
O perfil cromatogriafico do veneno de Bothrops andianus em Sephadex G - 75
mostrou trés picos, denominados I, IT e III (Fig. 7). As fragcdes foram submetidas a ensaios de
atividade proteolitica sobre substrato cromogénico DL-BApNA (Fig. 8), sugerindo a presenca
da serinoprotease de interesse na fracao I, que logo foi liofilizada e submetida a cromatografia

de HPLC de Fase Reversa (Fig. 9).
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Figura 7. Perfil cromatografico da purificacio do veneno total de Bothrops andianus em uma coluna de
Sephadex G-75. 50 mg do veneno total foram homogeneizados em 1,0 mL de tampao bicarbonato de amonio
(AMBIC) 50 mM, pH 8,0 e centrifugadas a 4,528 x g durante 5 minutos. O sobrenadante limpido obtido
anteriormente foi aplicado na coluna exclusdo molecular Sephadex G-75 (Kontex Flex Colum 78 x 2 cm)
previamente equilibrada. (*) Pico I, que apresenta a proteina de interesse.
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1.2. Atividade proteolitica das fracoes do veneno total de B.andianus

A Figura 8 mostra a atividade proteolitica medida no veneno total e nas fracdes
obtidas da cromatografia de exclusdo molecular Sephadex G - 75.

O veneno total de B. andianus apresentou 0,072 + 0,005 nmoles/min e a fracdo I
resultante da cromatografia em Sephadex foi de 0,197 + 0,05 nmoles/min. O perfil da
atividade proteolitica frente ao substrato cromogénico DL-BApNA mostra que a fragdo I

contém a maior atividade proteolitica, podendo sugerir a presenca da serinoprotease de

interesse.
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Figura 8. Atividade proteolitica das fracdes obtidas da cromatografia de exclusdo molecular em Sephadex G-75
e do veneno total de Bothrops andianus. Foram usados 43,6 mM de substrato cromogénico DL-BApNA por
20ug da amostra de cada fragdo. O perfil da atividade proteolitica foi monitorado na absorbancia de 410 nm. (*)
Fracdes que apresentaram atividade proteolitica.
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1.3. Cromatografia em HPLC de fase reversa

A Figura 9 mostra o perfil cromatografico da fracdo I, quando submetida a coluna
analitica p-Bondapak C-18 (Waters), acoplada a um sistema de HPLC de fase reversa,
observamos a presenc¢a de 10 picos, que foram submetidos a ensaios de atividade proteolitica
sobre substrato cromogénico DL-BApNA (Fig.10) sugerindo a presenca da serinoprotease de
interesse no pico I-4 (TLBan), este pico foi novamente submetido a HPLC nas mesmas
condi¢cdes j4 mencionadas, mostrando um alto grau de pureza (Figura inserida ao lado

esquerda do perfil cromatografico).
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Figura 9. Perfil cromatogréfico da fra¢ao I utilizando uma coluna analitica u-Bondapak C-18 (Waters) acoplada
a um sistema de HPLC de fase reversa. Smg da fracdo I foram dissolvidos em 200 uL de TFA 0.1% e foi
aplicado na coluna. A eluicdo da amostra é usando um gradiente linear continuo de concentragdo do tampao B
(Acetonitrila 66%), tampao A (TFA 0,1%). O perfil crnmatografico foi moNitoradn na absorbancia de 280 nm.
As fragdes foram eluidas em um fluxo constante de 1 mL/min. Figura inserida na esquerda no perfil
cromatog2éfico mostra a fracdo com alto graq de pureza.
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1.4. Atividade proteolitica da fracao TLBan

Os resultados evidenciam que a fra¢do 1-4 foi a que apresEntou maior atividade proteolitica
frente ao sqbstrato cromogénico DL-BApNA, 19.39 + 0.698 nmol/min de acordo com a

Figura 10.
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Figura 10. Determinagdo do perfil da atividade proteolitica das fragdes obtidas do sephadex G-75 cromatografia
do veneno total de B. andianus em Cromatografia HPLC-fase reversa. Foram usados 43,6 mM de substrato
cromogénico DL-BApNA pnr 20 pg de amostra. O perfil da atividaDe proteolitica foi monitorado na
absorbancia de $10. (*) Proteina que serd considerada nas caracterizacdes bioquimicas e bioldgicas.
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2. Determinacido da massa molecular da fraciao I-4 (TLBan)

2.1. Eletroforeses em SDS — PAGE

A Figura 11 mostra que a fragdo I-4 (TLBan) ej SDS-PAGE (10 %) em condicdes
reduzidas (29 kDa) e ndo reduzida (26 kDa) existe uma diberenca entre a massa relativa,
(Fig. 11-A). Indicando que a TLBan tem mais de uma lifacao dissulfeto.

A fim de investigar a presenga de hidratos de carbono na estrutura da e.zima, TLBan
fol previamente tratado com desglicosidases como a PNGase F e neuraminidase, que remove
res-duos de dcido sidlico N-ligacdes de actcares, resp%ctivamente, mostrando no gel de SDS-
PAGE sob condig¢des redutoras (Fig. 11-B) que a massa relativa de TLBan diminuiu a 22 kDa

com a PNGase e 25 kDa com a neuraminidase.
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Figura 11. A. SDS-PAGE (10%) da TLBan em condicdes reduzidas (R) e néo reduzidas (NR). (MM)
Marcadores de massa molecular, B. Eletroforese em SDS-PAGE (14%). TLBan baixo condi¢cdes ndo
reduzidas. Desglicosilagdes: tratadas com PNGase F e neuraminidase.
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2.2. Analise de espectrometria de massa (MALDI-Tof) da trombina “like” TLBan

A fragdo I-4 (TLBan) com atividade trombina “like” apresentou uma massa molecular

de 25835,65 Da (Figura 12). Em andlise realizada por espectrometria de massa (MALDI-Tof),

pode-se notar a presenca de um pico a mais, com uma massa de 12547.38 Da, que representa

a massa real dividida por dois, mais um préton (H+), o que confirma que os parametros

empregados na determinac¢do de tipo linear foram adequadamente calibrados.

100 4

100 26531 85

304
50

oo
—_
L

-
=
\

0
20000 25000 20000,

[my]
[ )
L

()
_
L

% Intensity

401

304

204

( MH++ )

2
1254738

( MHT)
75835 65

r 435

0

5000 10000

25000

Mass (miz)

Figura 12. A massa molecular da fracdo trombina “like” TLBan de B. andianus é foi determinada por
Espectrometria de Massa, sendo a massa molecular de 25835,65 Da. 1 pL da amostra em TFA 0,1% € misturada

em 2 pL da matriz e analisada nas condi¢des de aceleracdo de voltagem 25 kV, o laser ajustado a 2890 mJ/cm?2,
em 300 ns e o modo de andlise € linear.
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3. Andlise de composicio de aminoacidos da fraciao I-4 (TLBan)

Com relacdo a andlise da composicao de aminodcidos a Tabela 1 mostra que a TLBan
tem um total de 269 aminoacidos dos quais 0 21 % dos aminodcidos totais sdo acidos (Glu e
Asp) e uma elevada porcentagem de aminodcidos hidrofébicos, tais como Gly, Pro, Leu e Ile.
As 12 cisteinas detectadas evidenciam a possivel presenca de 6 pontes dissulfeto. Todas estas

caracteristicas sugerem que a TLBan € uma serinoprotease.

Tabela 1. Composi¢do de aminodcidos da fracdo I-4 (TLBan) Os valores sdo expressos em mol de
aminoécidos por mol de proteina. (*) ndo determinado

Aminodacido TLBan Y%
Asx 34 13
Glx 23 9
Ser 17 6
Gly 18 7
His 5 2
Arg 13 5
Thr 14 5
Ala 19 7
Pro 21 8
Tyr 14 5
Val 14 5
Met 3 1
Cys 12 4
Ile 19 7
Leu 22 8
Phe 8 3
Lys 13 5
Trp*

Total 269 100

48



4. Caracterizacao estrutural da TLBan

4.1. Determinacao da sequéncia de aminoacidos da TLBan

Para obter informacdes estruturais detalhadas, a proteina nativa foi alquilada e digerida
para ser analisado através ESI-MS/MS. A proteina alquilada e digerida foi fracionada por RP-
HPLC e cada pico cromatografico marcado no cromatograma foi manualmente coletado e
liofilizado. De novo seqiienciamento por ESI-MS/MS foi realizado para cada pico de
peptideo. As seqiiéncias foram deduzidas utilizando ESI-MS/MS e 11 peptideos foram
obtidos a partir da TLBan alquilada (Tabela 2).

Nao foram discriminados os residuos de lisina e isoleucina em nenhuma das
sequéncias reportadas devido a que ndo sdo indistinguiveis no espectro de baixa energia.
Devido a calibragdo externa aplicada a todos os espectros, ndo foi possivel resolver a
diferenca de 0,036 Da entre residuos de glutamina e lisina, exceto para as lisinas que foram
deduzidas da clivagem da tripsina (Tripsina cliva no extremo carboxi terminal de lisina ou
arginina). Cada peptideo sequenciado “de novo™ foi submetido a base de dados NCBI usando

o programa BLAST-p protein search com uma procura restrita a proteinas com atividade

trombina “like”.

Tabela 2. Medida das massas moleculares e a sequéncia de aminodcidos deduzidos. Obtidas por ESI-MS/MS
baseados sobre os peptideos tripticos da TLBan alquilada. Os peptideos foram sequenciados por espectrometria
de massa. C = cisteina alquilada. Os residuos de lisina (K) mostrados em negrito foram deduzidos da clivagem
pela tripsina. Todas as massas moleculares sdo reportadas como monoisotépicas.

TLBan Measured Amino acid Theoretical

HPLC mass Sequence mass (Da)

fraction (Da)
1 2645.035 PVSNSEHIAPLSLPSSPPSVGSVCRK 2645.00
2 1144.365 YFIFCPNNK 1144.33
3 690.845 PALYTK 690.81
4 2352.665 VIGGDECNINEHPFLVALYYS 2352.63
5 373.455 LDK 373.42
6 2224.615 VFDYLLWIQSIIAGNTATCP 2224.58
7 389.495 FPK 389.46
8 2181.575 TFFCGMTLINQEWVLTAAH 2181.54
9 593.655 ESEK 593.62
10 758.995 DIMLIR 758.96
11 274325 EK 274.29

49



A Figura 13 mostra o espectro de massa em tidndem pertencente ao peptideo triptico
numero 8, o qual tem a sequéncia: TFFCGMTL/IV/LNQ/KEWVLTAAH, contendo o residuo

de histidina na posic¢ao 44 da sequéncia de aminoécidos.
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Figura 13 Espectro ESI-QTOF-MS/MS do peptideo triptico de 2181.54 Da. fons do peptideo (contendo 19
residuos de aminodcidos) eluido no pico 8 do HPLC de fase reversa da TLBan.
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de aminoacidos da TLBan foi deduzida utilizando a database NCBI-

10

A

sequéncia
A regido encerrada da sequéncia de aminodcidos da TLBan com outras trombinas

4.2. Homologia sequencial da TLBan isolada do veneno de Bothrops andianus.

A

Trimeresurus flavoviridis (Deshimaru et al., 1996), e Anc de Agkistrodon rhodostoma

muta muta (Castro et al., 2001), Cro de Crotalus adamanteus (Pirkle et al., 1991), Fla de
(Burkhart et al., 1992).

“like” provenientes de serpentes, indicam as regides altamente conservadas quanto variaveis.
Os tragos (-) correspondem aos gerados pelo software usado no alinhamento para maximizar a

BLAST, demonstrando possuir um alto grau de similaridade (Figura 14) com Bat de Bothrops
atrox (Petretski et al., 2000), Cal de Gloydius ussuriensis (Hahn et al., 1996), Gir de Lachesis

homologia da seqiiéncia.
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Figura 14. Anilise comparativa da sequéncia de aminodcidos da trombina “like” de Bothrops andianus

Medline) onde o simbolo (*) representa 0os aminoacidos que comp



5. Estudo da atividade cinética da fracao I-4 (TLBan)
A medida da atividade enzimadtica proteolitica foi determinada nas condicdes de ensaio

descritas no Item 8 utilizando o substrato cromogénico sintético DL - BApNA.

5.1. Efeito da concentracao do substrato
O efeito da concentracdo do substrato na atividade proteolitica frente ao substrato
cromogénico DL — BApNA mostra que nessas condi¢des experimentais a fragdo 1-4 (TLBan)

tem um comportamento michaeliano (Fig. 15).
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Figura 15. Efeito da concentracdo do substrato na atividade proteolitica da trombina like (TLBan). As
concentragdes, empregadas foram: 0.0097; 0.0195; 0.0391; 0.0782; 0.1563; 0.3125; 0.625; 2.5, 5 e 10 mM do
substrato cromogénico BApNA. Depois foi incubada durante 40 minutos a 37 °© C. A leitura de absorbancia foi
monitorada a 410 nm.
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Pelo método de Lineweaver-Burk (duplos reciprocos) foi possivel calcular as

constantes cinéticas de k,, € V. Assim, os valores obtidos foram: V,,,,=5.4 x 10"" nmoles p-

NA/min e 0 K,= 0,79 x 10" mM.
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Figura 16. Grafico do efeito da concentragdo do substrato na atividade proteolitica da trombina like TLBan
empregando o método de Lineweaver-Burk (duplos reciprocos). Os valores encontrados para as constantes
cinéticas de V,,x ¢ Ky foram calculados estabelecendo o grau de regressdo e correlagdo (linearidade da reta),
entre os inversos da velocidade (1/V,,) e os inversos (1//mM]) da concentragdo do substrato.
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5.2. Efeito do pH
O pH 6timo da trombina “like” TLBan, foi determinado incubando a enzima a
diferentes pHs (4 — 10). A atividade da enzima a pH 8 foi considerada como 6tima, tal como

se mostra na Figura 17.
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Figura 17. Efeito do pH na atividade proteolitica da trombina “like” TLBan. Os rangos de pH empregados
foram: 4, 5, 6, 7, 8, 9 e 10 respectivamente e incubadas durante 40 min a 37°C. A leitura de absorbancia foi
monitorada a 410 nm. A atividade é expressa como a velocidade de reagdo (V,) e é calculada baseada na p-
nitroanilina liberada apds a catdlise. Os experimentos foram realizados em triplicata e as barras representam o
desvio padrio.
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5.3. Efeito da temperatura
O efeito da temperatura na atividade proteolitica foi determinado incubando a TLBan
a diferentes temperaturas (25 — 60 °C). A atividade da enzima a 45 °C foi considerada como

Otima tal como se mostra na Figura 18.

1.7 -

1.0 -

094 cL

0.8 -

0,74

Yo (nmaolfmin)

0.6 - é[:’
1

0.5 - 5‘—_;)

D-DD .-f'll.-f’l I I I I I I I I 1
0 25 30 3% 40 45 80 55 BO 65

Temperatura ()

W

Figura 18. Efeito da variacdo da temperatura sobre a atividade proteolitica da TLBan. As temperaturas
empregadas foram 25, 30, 35, 40, 45, 55 e 60 °C incubadas durante 40 minutos, a leitura de absorbancia foi
monitorada a 410 nm. Os experimentos foram realizados em triplicata e as barras representam o desvio padrdo.
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5.4. Avaliacao do efeito inibitorio sobre a atividade proteolitica da fracao I1-4

(TLBan)
A Figura 19 mostra o efeito inibitério do SBTI (500pg/mL), PMSF (5mM) e o efeito

do agente quelante EDTA (5mM), na atividade proteolitica da TLBan.
Os resultados mostram que o PMSF apresenta a maior porcentagem de efeito inibitdrio

sobre a atividade proteolitica da serinoprotease TLBan, o que evidencia o cariter

serinoprotease.
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Figura 19. Efeito inibitério da atividade proteolitica da TLBan frente a EDTA, SBTI e PMSF, frente ao
substrato DL-BApNA. Foi incubada durante 40 min a 37°C e a leitura de absorbancia foi monitorada a 410 nm.
A atividade é expressa como a velocidade de reagdo (V,), e € calculada baseada na p-nitroanilina liberada apés a
catdlise. (*) Nivel de significancia das concentracdes em relacio ao controle. (n=3, p<0,05).
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5.5. Avaliacao do efeito de ions na atividade proteolitica da fracao I-4 (TLBan)

Os resultados mostram o claro efeito inibitério dos fons Zn** e Cd** (ImM) a

comparagdo com 0s outros ions Ca™, Mg2+ e Mn** (ImM) sobre a atividade proteolitica da

serinoprotease TLBan (Figura 20).
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Figura 20. Efeito dos fons na atividade proteolitica da TLBan frente a Ca**, Zn**, Cd**, Mg** ¢ Mn** (1ImM),
frente ao substrato DL-BApNA. Foi incubada durante 40 min a 37°C e a leitura de absorbancia foi monitorada
em 410 nm. A atividade é expressa como a velocidade de reacdo (V,), e é calculada baseada na p-nitroanilina

liberada ap6s a catdlise. (n=3, p<0,05).
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6. Estudo da atividade biolégica da fraciao I-4 (TLBan)

6.1. Avaliacdo da atividade coagulante

Foram avaliadas as atividades coagulantes das fragdes obtidas da cromatografia de
exclusdo molecular sephadex G-75 e HPLC de fase reversa.

Os resultados mostram na Tabela 3 que a fragdo I registra um tempo de coagulagdo
sobre fibrinogénio bovino de 45 segundos com IC de 22,22 s e a fracdo I-4 proveniente da
cromatografia de HPLC mostra um tempo de coagulacio de 6,9 segundos com IC de 144,93 s~

todas as demais fracdes ndo coagularam ou coagularam apds de 60 segundos.

Tabela 3. Atividade coagulante e Indice de Coagulacdo sobre o fibrinogénio bovino das fracdes obtidas da
cromatografia de exclusao molecular sephadex G-75 e HPLC de fase reversa.

Amostra Tempo de | Amostra Tempo de
coagulacao coagulacao (s)
(s)
Fracoes do sephadex G-75 I-5 + 60
I 45 I-6 + 60
11 + 60 1-7 + 60
111 + 60 1-8 + 60
Fracdes do HPLC I-9 + 60
I-1 + 60 I-10 + 60
I-2 + 60 Indice de Coagulagio (IC)
()
I-3 + 60 | 22,22
I-4 (TLBan) 6,9 I-4 144,93
(TLBan)
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6.2. Avaliacao da dose minima coagulante sobre o plasma humano

A TLBan tem atividade coagulante in vitro sobre o plasma humano, quando foram
confrontados com as diferentes doses testadas. A resposta foi proporcional (r = 0,992) ao
logaritmo da dose da TLBan de cada dilui¢do utilizada (Figura 21). A dose coagulante

minima obtida foi de 1,33 + 0,25 pg/mL.
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Figura 21: Dose minima coagulante da fracdo I-4 (TLBan). Curva dose-resposta. Foi utilizada uma solucio
estoque de 500 pg da TLBan / mL foram feitos dilui¢des: 30; 25; 20; 15; 10; 5 e 2,5 ug / mL. Os resultados sdo
presentados como media + DS (n=3).
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6.3. Degradacio do fibrinogénio pela acdo da trombina “like” TLBan e sua
analise por SDS-PAGE

Os resultados mostrados na Figura 22 evidenciam que a TLBan possui atividade
proteolitica sobre o fibrinogénio bovino, liberando fibrinopeptideos A, as 6 horas e o
fibrinopeptideos B, as 9 horas, pertencendo assim a familia venobim AB. A concentracio da

enzima TLBan para cada ensaio foi de 10 pg.

Control 0.5h 1.0h 3.0h 6.0h 9.0h 12.0h

Figura 22. SDS-PAGE (10 %). Andlise de degradacdo de fibrinogénio bovino por a¢do de TLBan em diferentes
tempos: 0:30, 1:00, 3:00, 6:00, 9:00 e 12:00 horas, foram incubadas a 37°C. Temos fibrinogénio como controle
ao 0 minuto mostrando a presenca das cadeias a, B e v. (|) esquerda liberagdo do fibrinopeptideos A, as 6 horas.
(}) direita liberacdo do fibrinopeptideos B as 9 horas.
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6.4. Efeito dos diferentes ions e pH na atividade fibrinogenolitica da TLBan

A Figura 23 mostra o efeito dos fons: Ca®*, Zn**, Cd**, Mg”* e Mn®* (1 mM) e pH (6 -
10) na atividade fibrinogenolitica da trombina “like” (TLBan).

Os resultados mostram o claro efeito inibitério da atividade fibrinolitica dos fons Zn**
e Cd** em comparacdo com os outros fons Ca’*, Mg”* e Mn”*, assim como uma maior

atividade fibrinogenolitica da enzima TLBan a pH de 8 (Figura 23).

Controle

Znz* 1mM
Cd 21mM
Caz*1mM
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Figura 23. Eletroforese em gel de poliacrilamida SDS-PAGE (10%). (A) Degradacdo do fibrinogénio, 10ug da
TLBan + 0.9 mg de fibrinogénio bovino foram incubados com 450puL de diferentes fons (ImM) por 9 horas:
Zinco; Cadmio; Cdlcio; Magnésio e Manganés. (]) efeito inibitério do Zinco e Cadmio na atividade
fibrigenolitica (B) 10ug da TLBan + 0.9 mg de fibrinogénio bovino foram incubados com 450puL de solucdes a
diferentes pH: 6.0; 7.0; 8.0; 9.0 e 10.0 incubadas por 9 horas.. (}) A maior atividade fibrigénolitica foi a pH 8.
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6.5. Determinacao da Agregacao Plaquetaria

O teste da agregacdo plaquetdria realizado com a TLBan mostra que a enzima, agrega
as plaquetas diretamente e € inibida a atividade pelo PMSF.

Inicialmente incubaram-se o PRP (plasma rico em plaquetas) com a trombina bovina
(10 unidades NIH/ml) como controle positivo. O resultado foi a ativacdo da agregacao
plaquetdria; em uma segunda incubacdo, foi adicionada PRP com a fracio TLBan e, apds 7
minutos de leitura, foi evidenciada a ativacdo da agregacdo plaquetdria.

Depois foram incubadas as PRP com a fragdao TLBan previamente incubada com o
PMSF e o resultado observado foi a inibi¢do da agregacdo plaquetdria, controle negativo de

acordo com o mostrado na Figura 24.
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Figura 24. Representacdo grifica da agregacdo plaquetdria induzida pela serinoprotease com atividade
Trombina “like” TLBan procedente do veneno de B. andianus. Na figura temos a curva control positivo ( — ) a
Trombina bovina com um porcentagem de 80% e como control negativo (----- ) o PMSF com um porcentagem
de 0% e a TLBan um porcentagem de 50%.
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DISCUSSAO

Os venenos de serpentes tém uma ampla variedade de agdes biologicas e composi¢ao
quimica complexa, e sdo bibliotecas de compostos bioativos com potencial terapéutico
valioso, 0 que motiva mais pesquisas para converter essas substancias toxicas em modelos
para o desenvolvimento de interesse terapéutico e biotecnoldgico (Jiménez et al., 2010).

O interesse inicial do veneno de serpente no campo cientifica era compreender como
combater os efeitos dos acidentes ofidicos € como estas toxinas atuavam, venenos brutos
foram também usados na medicina tradicional para tratamento de doengas. No inicio do
século 20 a idéia de utilizar as toxinas purificadas como uma fonte terapéutica surgiu (koh e

kini, 2011).

Os componentes ativos a partir de venenos de serpentes que interferem com a
hemostasia podem afetar muitos passos ou inespecificamente pela degradacio proteolitica, ou
seletivamente, ativando ou inibindo fatores especificos envolvidos na coagulacio, agregacdo
de plaquetas e fibrindlise (Markland, 1998; Arocha- Pifiango et al., 2000; Kini, 2005; White,
2005; Swenson e Markland, 2005; Rodriguez-Acosta et al., 2010). Uma delas € a trombina
“like” que age de maneira semelhante a trombina, proteina humana responsavel pela
coagulacdo do sangue, esta trombina “like” é responsdvel por vdrios efeitos farmacoldgicos,
tais como a transformacgdo de fibrinogénio em fibrina (Meier e Stocker, 1991; Zhang et al,
1998; Castro et al., 2004; Braga et al., 2007; Vilca-Quispe et al., 2010), ativando o fator V de
coagulacdo (Kisiel, 1979; Tokunaga et al., 1988) e proteina C no plasma (Kisiel et al., 1987),
liberando cininas de cininogénios (Petretski et al., 2000) e clivando componentes do
complemento C3 (Tambourgi et al., 1994; Yamamoto et al., 2002). Estas enzimas t€m muitas
aplicacOes terapéuticas, incluindo o tratamento de trombose venosa e arterial, infarto do
miocérdio, isquemia aguda e distirbios do sistema de coagulacdo do sangue (Kornalik, 1985;
Markland, 1998; Henriques et al., 2004; Marsh e Williams, 2005). Como tal, muitos SV-
TLEs tém sido isolados e caracterizados, (Mackessy, 2010; Phillips et al., 2010).

Dadas as divergéncias naturais e a biodiversidade destas proteinas entre as serpentes
de diferentes espécies e origens geograficas, a caracterizacdo de novas trombinas “like” pode
prover conhecimentos relevantes para entender suas relagdes estrutura-funcao. Como € o caso
do veneno de B. andianus serpente peruana que ainda ndo se tem nenhum trabalho feito na
caraterizacdo de seus componentes, tornando-se assim de gram interes para o campo

cientifico.
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Neste trabalho apresentamos resultados de uma nova trombina “like” do veneno de
Bothrops andianus (cabeca de lanca) que foi caracterizada fisicoquimicamente e
biologicamente.

As SV-TLEs tém sido exaustivamente purificadas usando uma combina¢do de mais de
trés métodos cromatogréficos tales como exclusdao molecular, troca i6nica, HPLC de fase
reversa e afinidade, gel de filtracdo ultrafiltrado em sistema Amicon (Braga et al., 2006;
Magalhaes et al., 2007; Sant”Ana et al., 2008; Costa et al., 2009; Yuan et al., 2009; Tang et
al., 2009; Costa et al., 2010; Tan et al., 2011).

O objetivo € encontrar uma técnica mais refinada ou a melhor combinacao de técnicas
cromatograficas que permitam isolar as Trombinas “like” mantendo as propriedades destas,
tais como sua atividade enzimdtica e suas atividades bioldgicas, além de fornecer material
com alto grau de homogeneidade molecular e quantidades razodveis para a realizacdo dos
experimentos propostos. Neste intento Ponce-Soto et al., (2007) e Vilca-Quispe et al., (2010)
trabalharam com as serpentes de Bothrops atrox e Bothrops marojoensis no isolamento de
trombinas “like” as quais mostraram uma combinagdo altamente eficiente entre cromatografia
de exclusao molecular (Sephadex G-75) e cromatografia de alta eficiéncia fase reversa (HPLC
de fase reversa) no isolamento de estas serinoproteases em comparacdo com as outras técnicas
Jd mencionadas anteriormente.

Nos utilizamos os mesmos passos de purificagdo para o isolamento da trombina “like”
de B. andianus, na primeira etapa de purificacdo utilizamos uma cromatografia convencional
de exclusdo molecular em Sephadex G-75 onde os resultados mostram 3 fragdes principais
sendo a fracdo I a que apresentou a maior atividade proteolitica (Figura 7). Esta fracao foi
submetido a uma segunda etapa de purificac@o, utilizando uma coluna C-18 acoplada a um
sistema de HPLC de fase reversa onde mostro 10 fragdes pricipais (Figura 9), dentre as quais
uma nova serinoprotease com atividade trombina “like” denominada TLBan foi identificada
(fracdo I-4). Para confirmac¢do do grau de pureza a fracdo I-4 foi re-purificada usando o
mesmo sistema cromatografico (Figura 9).

Nossos resultados mostram que a combinacao da cromatografia de exclusao molecular
com HPLC de fase reversa mostra ser altamente seletiva, principalmente a etapa de HPLC-FR
mostra-se bastante efetiva, assim como também alta capacidade de resolucao e do alto grau de
homogeneidade molecular e atividade bioldgica.

Para confirmar o grau de pureza e homogeneidade molecular da TLBan recorremos a

diferentes técnicas de sensibilidades variadas (eletroforese, espectrometria de massa, andlise
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de composicdo aminodcidos, sequéncia de aminodcidos) que garantem a pureza no
isolamento.

O perfil eletroforético de SDS-PAGE em gel de poliacrilamida da TLBan mostra que
existe uma diferenca do peso molecular em condi¢des ndo redutoras com Mr de 26 kDa e
redutoras com ditiotreitol (DTT) com Mr de 29 kDa (Figura 11-A). Indicando a presencia de
mais de uma ligacdo dissulfeto (Cys-S-S-Cys) na molécula da TLBan.

As enzimas trombina “like” purificadas de venenos de serpentes sdo proteinas de uma
sola cadeia polipetidica com pesos moleculares que variam de 26 a 67 kDa, dependendo de
seu conteddo de carboidratos (Serrano e Maroun, 2005, Kini R. M, 2005). O contetido de
carboidratos ligados varia largamente 0 a 30% do peso, temos: N-glicanos ligados, fucose,
hexose, acido sidlico N-acetil-D-glicosamina (GIcNAc) manose, galactose e acido N-

acetilneuraminico (NeuAc) (Castro et al., 2004).

A fim de investigar a presenca de hidratos de carbono na estrutura da enzima TLBan,
foi previamente tratado com glicosilases tales como a neuraminidase e PNGase F, que
removem os residuos de 4cido sidlico e N-aguicares ligados. Nossos resultados através da
eletroforese em SDS-PAGE mostram uma disminucdo da Mr de 26 KDa a 25 e 22 kDa

respectivamente (Figura 11-B).

Estes niveis de glicosilagdo sdo responsdveis pela microheterogeneidade encontradas
em vdrias trombinas “like” de veneno de serpente. Nesta andlise, é possivel sugerir que no
veneno s pode existir uma trombina essencialmente idéntica e pode representar uma tnica
enzima com diferentes graus de glicosilacdo. O papel do carboidrato sobre a relacio estrutura-
funcdo da trombina do veneno da serpente ainda ndo é compreendido totalmente. Em muitos
casos, demonstrou-se que a N-glicosilacdo interfere na atividade catalitica dessas enzimas. No
entanto, Komori e Nikai (1998) relataram que, em alguns serinoproteinases, os carboidratos
sa0 mais importantes para a estabilizacdo de proteinas do que a atividade catalitica. Uma
hipétese para a estabilidade é que os glicanos podem direcionar a renaturagdo da proteina

apOs desnaturagdo por calor ou pH (Santana et al., 2008), no entanto, a controvérsia continua.

A espectrometria de massa € uma técnica microanalitica mais precisa, porém menos
acessivel onde deve constar apenas um fon molecular ou os derivados da sua clivagem. A
espectrometria de massa por MALDI-TOf confirmou a pureza da TLBan mostra que possui

uma massa molecular com uma alta exatidao de 25835,65 Da (Figura 12).

65



A estrutura priméaria de TLBan foi determinada pelo sequénciamento deduzido (Banco
de dados SwissProt http://br.expasy.org) que foi alinhado com outras sequéncias homdlogas
de trombina “like” de veneno de serpente (Figura 14) mostrando uma alta homologia com Bat
de Bothrops atrox (Petretski et al., 2000); Cal de Gloydius ussuriensis (Hahn et al., 1996);
Gyr de Lachesis muta muta (Castro et al., 2001); Cro de Crotalus adamanteus (Pirkle et al.,
1991), Fla de Trimeresurus flavoviridis (Deshimaru et al., 1996), e Anc de Agkistrodon
rhodostoma (Burkhart et al., 1992).

As serinoproteases geralmente contém 12 residuos meia-cistina e aminoécidos,
altamente conservados, como a histidina (His), aspartato (Asp) e serina (Ser) presentes no
sitio catalitico. A TLBan mostrou a presenga dos sitios altamente conservados na posi¢ao His
(44), Asp (90) e Ser (185), correspondentes a triade catalitica. Ao analisar os primeiros 15
residuos de aminodcidos na regido N-Terminal mostra uma alta homologia, assim como pela
presenca de residuo de valina como o aminoacido em iniciar a sequéncia, uma caracteristica
comum da maioria dos SVTLESs (Andrido-Escarso et al., 1997; Costa et al., 2009).

Embora a regido central proxima a triade catalitica das trombinas “like” de venenos de
serpentes seja bastante conservada, estas enzimas apresentam considerdveis diferencas
estruturais de uma para outra, o que explica as diferentes especificidades e atividades em
relacdo aos diversos inibidores e substratos (Krem e Di Cera, 2001).

A provéavel auséncia de grupamentos tiols (S-H) livres, podemos sugerir que os
residuos de cisteina encontrados sdo responsdveis pelas pontes dissulfeto, estes pontes
dissulfeto sdao essenciais para a atividade catalitica, estabilidade da estrutura nativa destas
enzimas, uma vez que o tratamento com agentes redutores como [-mercaptoetanol ou
ditiotreitol (DTT), as inativa, como descrito para flavoridiobina, originada de Trimeresurus
flavoviridis (Pirkle et al., 1998; Tatematsu et al., 2000). Foi observado que para a TLBan
também existem 12 residuos de cisteina, onde possivelmente possam formar os seis pares de
pontes dissulfetos caracteristicos das serinoproteases.

Os aminodcidos que circundam o sitio catalitico também sdo importantes na
especificidade funcional dessas enzimas, uma vez que sua estrutura secunddéria, através de
suas folhas B e a-hélice, t€m papel fundamental nesta especificidade, como ¢ citado para a
trombina “like” batroxobin e para o ativador de plasminogénio (Castro et al., 2004). Uma vez
que determinamos a sequéncia inteira de TLBan, os resultados experimentais sugerem que a

serinoprotease isolada do veneno de B. andianus é uma enzima nova com atividade trombina

“like”.
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A composi¢do de aminodcidos da TLBan mostra a presenga de uma grande quantidade
de aminodcidos de caréter acido quanto hidrofébico; a presenca de 12 Cys € indicativo de 6
pontes dissulfeto, as quais estabilizam a estrutura tercidria da TLBan, que estdo constituidas
de 269 residuos de aminodcidos (Tabela 1), concordando com a composi¢do e estrutura
primaria reportada para trombinas “like” isoladas de vérias subfamilias como: Crotalinae que
inclui outros géneros de serpentes (Agkistrodon, Bothrops, Crotalus, Lachesis, Trimeresurus),
Viperinae e Colubrinae (Castro et al., 2004).

Com respeito a caracterizagdo bioquimica das trombinas “like”, existem varias
técnicas que facilitam nossa compreensao sobre a estrutura de estas proteinas, tudo isto com a
finalidade de entender melhor a funcionalidade dela. Uma das ferramentas mais utilizadas € a
obtencdo de parametros enzimaéticos tales como o Km e Vmax para substratos cromogénicos
sintéticos. A utilizacdo de substratos sintéticos € justificada tendo em vista a alta dificuldade
de se obter os substratos naturais em quantidades aprecidveis e graus de pureza aceitdveis. Os
substratos cromogénicos do tipo peptidil-pNA mimetizam sequéncias curtas de aminodcidos
dos substratos naturais e permitem o acompanhamento da hidrélise destas ligacdes peptidicas
por leitura espectrofotométrica, facilitando enormemente a obtencao dos parametros cinéticos.

Desta forma, a obtencdo destes parametros de uma determinada enzima que diferem
em sua seqiiéncia de aminodcidos, pode revelar informa¢des importantes acerca da estrutura
tridimensional do centro ativo desta enzima.

Nosso resultados obtidos para as constantes cinéticas da TLBan mostré um Km 7.9 x
10-1 mM e Vmax 5.4 x 10-1 nmoles p-NA/min frente ao substrato DL-BApNA (Figura 16),
estas caracteristicas sdo semelhantes a outras trombinas “like” procedentes de veneno de
serpentes Au et al., (1993); Cavinato et al., (1998) e Petretski et al., (2000).

Frente a diferentes faixas de pH a atividade proteolitica da maioria de trombinas “like”
de veneno de serpente mostra sua maior atividade na faixa de 8,0 e 8,5 (Ponce-Soto et al.,
2007). Assim, temos que para a TLBan sua atividade 6tima foi pH de 8.0 (Figura 17) que foi
corroborada frente a atividade fibrinogenolitica in vivo (Figura 23-B) assim como para a
trombina like de B. paulensis (Costa et al., 2009). A temperatura 6tima para atividade da
TLBan foi em torno de 45°C, e mesmo a 50 - 55°C, esta ainda ndo havia sofrido uma queda
brusca na sua atividade (Figura 18).

Estes resultados confirmam uma caracteristica distintiva das trombinas “like” do
veneno de serpente, como a resisténcia a inativagao por extremos de calor e pH, mostrando

provavelmente que os hidratos de carbono ligados covalentemente evitam a desnaturagcdo
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(Swenson e Markland, 2005, Ponce-Soto et al., 2007; Costa et al., 2009; Vilca-Quispe et al.,
2010).

As serinoproteases em geral, assim como aquelas procedentes de veneno de serpentes,
podem ser inibidas pela agcdo do PMSF, um inibidor competitivo, que atua sobre enzimas da
classe das serino e cisteina proteases ao agir diretamente na triade catalitica, sobre o residuo
de serina (Figura 25), impedindo dessa forma que acontega a catélise (Petretski et al., 2000;

Castro et al., 2004; Ponce-Soto et al., 2007).

Residuo de aminoacido serina do sitio catalitico Produto formado
|C|) ﬁ
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Figura 25. Ligacao irreversivel do PMSF com o residuo do aminodcido serina localizado no sitio catalitico das
serinoproteases. Ligacdo do Flior com o Hidrogénio (Stryer et al., 1995).

Nossos resultados mostram que a atividade proteolitica da TLBan foi inibida
completamente pela acdo do PMSF e na presencia do EDTA, um quelante do metal zinco, a
TLBan ndo apresentou nenhuma modificacdo em sua atividade (Figura 19) confirmando
assim que a TLBan seja uma serinoprotease € nado uma metaloprotease, ji que essas sao
dependentes de ions.

O efeito dos ions divalentes sobre a atividade da TLBan apresentaram dois perfis de
atuacdo. Os cdtions divalentes, como Zn*t e Cd2+, inibem fortemente a atividade proteolitica e
fibrigénolitica (Figuras 20 e 23-A), enquanto os cdtions divalentes, como o Ca’" Mg”* e
Mn**, ndo inibem a atividade proteolitica e fibrinolitica nas concentragdes testadas.

A discussdo deste tema € facilitada pelo uso da nomenclatura sugerida por Schechter e
Berger (1967), que serd utilizada neste trabalho. Nesta nomenclatura, os aminodcidos na
porcdo N-terminal da ligacao peptidica clivada pela protease sdo enumerados de acordo com
sua posicao na cadeia, partindo da ligagcdo (P1, P2, P3 e assim por diante). Os aminoécidos da
porcdo C-terminal é numerado como P1°, P2, P3’, etc. J4 os sitios da enzima (um ou mais
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aminodcidos) que interagem com os substratos sdo enumerados como Sl,... ou S1’°.... de
acordo com o aminoécido do substrato com o qual interage.

Os cdtions presentes no meio provavelmente competem com o substrato pela carga
negativa do Asp presente em S1, desfavorecendo a ligacdo enzima-substrato e
consequentemente diminuindo a atividade enzimatica. Os cdtions com carga dupla exercem
um efeito inibidor mais potente, j4 que competem mais fortemente pela carga negativa do
residuo de Asp no centro ativo da enzima o que explicaria o efeito de estes fons.

A interacdo entre S1 e Pl em enzimas semelhantes a trombina € de natureza
eletrostética, o que dita especificidade destas enzimas por substratos contendo um aminoacido
carregado positivamente em P1, Arg ou Lys se deve a presenca de um residuo de Asp em S1
contendo um grupo carboxilico carregado negativamente (Figura 26), portanto, a ligacdo do
substrato ao sitio catalitico € favorecida por esta interacdo, o que direciona a especificidade da
TLBan por grupos carregados positivamente em P1, Lys e Arg, com preferéncia por este
ultimo.

Arginina em P1

/
Stbstrato Cadeia paolipeptidica {/

Enzima (S1)

Aspartato em 51

Figura 26. Grifico de uma serinoprotease que mostra a interagdo entre Arg situada em P1 (aminoacido na
porcao N-terminal da ligagdo peptidica do substrato) e Asp situado em S1(aminoédcido da enzima). A interagdo
entre S1 e P1 é de natureza eletrostdtica. A especificidade destas enzimas pelo substrato se deve a conterem um
aminodcido carregado positivamente em P1, Arg ou Lys e em S1 Asp carregado negativamente pelo grupo
carboxilico. A ligacdo do substrato ao sitio catalitico é favorecida por esta interagdo.
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A ligacdo clivada na cadeia a do fibrinogénio é uma ligacdo peptidica Arg-Gly, com
Arg em P1, dai a atividade sobre o fibrinogénio apresentada pela TLBan. No entanto, ions
carregados positivamente em solu¢do competem com o fibrinogénio pela carga negativa do
Asp em S1 dai a inibi¢do da atividade fibrinogenolitica apresentada por estes ions. Outro
possivel fator interferente € a forga idnica. Sabe-se que, quanto maior a forca idnica de uma
solug@o, menor € a atratividade entre cargas opostas. Assim, o aumento da concentragcdo de
ions em solucdo aumenta a forca idnica e consequentemente prejudica todas as interagdes
eletrostéticas entre o fibrinogénio e a TLBan, inclusive a interagdo S1-P1, levando entdo a
uma diminuicdo da atividade fibrinogenolitica, como foi verificado por Magalhdes et al.,
(2010).

A etapa de polimerizagdo ndo sofre interferéncia da TLBan, j4 que é um processo
espontianeo. Porém, esta etapa de polimerizacdo € acelerada na presenca de ions calcio. Tal
efeito foi descrito por Brass e cols (1978). Em seu trabalho, Brass mostrou que o célcio ndo é
necessario, mas quando presente acelera a polimerizacdo da fibrina, reduzindo o tempo de
coagulacdo. Em outro trabalho, Kanaide e cols (1982) mostraram que nao s o cdlcio, mas
diversos ions divalentes que aceleram a polimerizacao de fibrina, reduzindo da mesma forma
o tempo de coagulacdo. Masahisa e cols. (1983) descreveram que, além do célcio, 0 magnésio
também reduz o tempo de coagulacdo. J4 em um trabalho de Marx (1988) estd descrito que o
magnésio, na concentragdo de 0,5 mM, ndo altera significativamente a formagdo do codgulo
de fibrina.

Existem serinoproteases que t€m atividade fibrinogenolitica e fibrinolitica, mas muitas
delas especificamente clivam somente fibrinogé€nios, liberando preferencialmente
fibrinopeptideos A (venobim A) ou fibrinopeptideos B (venobim B), ou ambos
fibrinopeptideos A e B (venobim AB), promovendo a coagulacdo. Ja que as serinoproteases
imitam a funcdo das trombinas de mamiferos de clivar os fibrinopeptideos A e os
fibrinopeptideos B, eles tém sido conhecidos como enzimas trombina “like” (Markland,
1998).

Quando as trombinas “like” clivam as cadeias a e/ou  do fibrinogénio liberando
fibrinopeptideos A e/ou B, converte-se o fibrinogénio em fibrina com consequente formacao
de mondmeros de fibrina. Essas quebras nido sdo exatamente idénticas aos liberados pelas
enzimas a-trombinas de mamiferos, ja que estas enzimas trombina “like” ndo ativam o fator
XIII de coagulacdo e s liberam os mondmeros de fibrina que nao sdo entrecruzados, fazendo

que os codgulos formados sejam codgulos de fibrina solivel e estes sejam rapidamente
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dispersados (Serrano e Maroun, 2005), dificultando a coagulacdo. Estas enzimas tém sido
utilizadas como agentes desfibrinogenantes em varias condi¢des clinicas de coagulopatias
(Neville e Vaughan, 2005).

Nosso resultados mostram que a TLBan tem atividade procoagulante frente ao
fibrinogénio bovino, revelando assim sua atividade de trombina “like” hidrolisando as cadeias
polipeptidicas o ¢  do fibrinogénio bovino, mas ndo a cadeia y; o que sugere que a TLBan
pertence ao grupo venobim AB (Figura 22).

Uma gama de toxinas de serpentes evoluiu para influenciar a agregagdo plaquetdria e
coagulacdo do sangue (Pirkle e Markland, 1987). Varios trombinas “like” influenciam a
agregacdo plaquetdria através de interagdes com receptores na superficie das plaquetas, tais
como Bothrombin de B. jararaca (Nishida et al., 1994) Calobin de Agkistrodon caliginosus
(Kim et al., 1998) Cerastocitin de Cerastes cerastes (Marrakchi et al., 1995) PA-BJ de B.
jararaca (Serrano et al., 1995), TLBm de B. marojoensis (Vilca-Quispe et al., 2010).

Ativagdo e agregacdo plaquetdria pode ser desencadeada por vdrios receptores bem
definidos na superficie das plaquetas. Sob condicdes fisioldgicas tipicas, GPIb-V-1X e allbp3
integrina interagir com o fator de von Willebrand, quando este tornou-se anexado ao coldgeno
extracelular. Coldgeno se interage com a imunoglobulina superfamilia de receptores GPVI e a
integrina a2B1 (Lusis, 2000; Ruggeri, 2002). H4 um interesse grande em biomédica no
descobrimento de novos receptores de ativacao das plaquetas e, neste aspecto a identificagcdo
dos alvos sobre as plaquetas de proteinas do veneno de serpente tem sido um objetivo
importante (Aleksandra et al., 2011).

Nosso resultados de agregacdo plaquetdria mostram que a TLBan tem capacidade de
agregar plaquetas num 40 % em comparacido com a trombina bovina que alcanca um 80 % e
na presencia do PMSF foi inibida esta atividade (Figura 24) ja que a trombina € um agonista
plaquetdrio que aumenta o processo de agregacdo plaquetdria. Nao sendo isto para todas as
trombinas “like” ja que atuam como agentes com ag¢do antiplaquetaria como a botrojaracina,
um potente inibidor de pré-trombina e trombina presente no veneno da serpente Bothrops
jararaca (Zingali et al., 2005; Lima et al., 2008).

Essas anuéncias reveladas entre as trombinas “like” deve-se a microheterogenidade
molecular relacionada com as separacdes geogréficas, mostrado no processo micro-evolutivo
(Ponce-Soto et al., 2009). A variagao individual na composi¢cdo de venenos é uma
caracteristica comum, em maior ou menor medida em todas as espécies de serpentes

venenosas Gibbs er al. (2011). Calvete (2008) explica: "Esta teoria liga com o conceito atual
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de espécie como uma metapopulacido de individuos portadores de um mesmo genoma, mas
dotado de notdveis diferengas fenotipicas™.

A velocidade de coagulagdo ocasionada pelo o veneno Bothropico varia nas diferentes
espécies. A coagulopatias de consumo ocorre quando o fibrinogénio € ativado em fibrina pela
rapida absor¢do do veneno pela circulagdo sangiiinea. A fibrina formada prontamente ativa o
sistema fibrinolitico que promove a degradacdo da mesma. A deposicdo de microtrombos
formados pode ocorrer nos capilares glomerulares e contribuir para o quadro de Insuficiéncia
Renal Aguda (IRA). Dentre os vérios fatores que desencadeiam a Insuficiéncia Renal Aguda
(IRA) estdo ainda o seqiiestro de liquidos para o local da picada no acidente botropico e
desequilibrio hidreletrolitico e nefrotoxicidade direta. Este fato desencadeia os quadros
clinicos de oliguria, anuria e posteriormente Insuficiéncia Renal Aguda (IRA), principal causa
mortis dos pacientes (Azevedo-Marques et al, 1985; Amaral et al, 1986; Cardoso et al, 2003).

As serinoproteases bothrombin de B. jararaca e TLBm de Bothrops marojoensis
apresentam atividade coagulante sobre o fibrinogénio (Serrano, 2005; Vilca-Quispe et al.,
2010). De maneira similar a fragdao 1-4 (TLBan) induz a coagulacdo do fibrinogénio num
tempo 6.9 segundos e a fracdo I do sephadex em 55 segundos (Tabela 3) e o indice de
coagulacdo (IC) da TLBan foi de 144,93 s valor alto em comparacio para a TLBm de
Bothrops marajoensis (Vilca-Quispe et al., 2010) com IC de 55,5 s’ e uma dose minima
coagulante (DMC) de 1,33 £ 0,25 pg/mL (Figura 21).

O estudo aprofundado dos tempos de coagulacdo no processo hemostatico é de grande
importancia para o campo medico, como agentes terapéuticos no tratamento de doencas
hemostaticas. Por isso, atualmente existe um enorme investimento das industrias
farmacéuticas e de centros de pesquisas para a busca e o desenvolvimento de novos farmacos.

As perspectivas futuras para a nova trombina “like” de B. andianus (TLBan), ela
poderia ser usada clinicamente na prevencdo e no tratamento de varias doencas vasculares
como infarto, derrame cerebral e, principalmente, da trombose assim como no transplantes de
orgdos e cirugias vasculares. Em conjunto com outras substancias, ela poderia ser usada como
uma cola bioldgica, trabalhos feitos com esta cola biol6gica mostram que impede a formagao
de marcas ou cicatrizes no local da lesdo, como acontece em pacientes com pontos cirirgicos.
Outra vantagem da cola € que o organismo reabsorve totalmente essa substincia, sem
apresentar nenhum efeito colateral.

Stolf (1998) a utilizou em 21 pacientes caucasianos, portadores de tumores cutaneos

na regido nasal. Para a sintese cutinea da drea doadora, isto €, o sulco nasogeniano, o autor
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usou adesivo de fibrina no lado direito e sutura do lado esquerdo. Na avaliacdo tardia, o
aspecto da cicatriz foi excelente no lado da cola e bom no da sutura. Ele teve capacidade
adesiva total de 66,7% e parcial de 33,3%, constituindo-se em método alternativo na cirurgia
cutanea.

Pensar hoje em um medicamento que ajude no tratamento dessas patologias nada mais
€ que pensar em um futuro préximo. Porém, hd um longo caminho entre o estudo da enzima
TLBan e a elaboracdo de uma nova droga que possa estar disponivel no mercado. Pode levar
anos para um medicamento ser comercializado, mas o primeiro passo para que isso aconteca

j4 foi dado no presente trabalho de investigagao.
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CONCLUSOES

e Foi purificada una nova serinoprotease com atividade trombina “like” por meio de
uma combina¢do de cromatografia liquida convencional (Sephadex G-75) e de uma
cromatografia de alta eficiéncia (HPLC de fase reversa), procedentes de veneno de

Bothrops andianus.

e A eletroforese em SDS-PAGE determinou uma massa molecular relativa de 29 kDa
em condicoes reduzidas e 26 kDa em condi¢des nao reduzidas que foi confirmada pela
espectrometria de massa, com uma massa molecular de 25 835,65 Da, ap6s quando foi
sometida a desglicosilacdo com a PNGase F e a neuraminidase, a massa relativa de TLBan
diminuiu a 22 kDa e 25 kDa, respectivamente, mostrando assim que a TLBan € uma
glicoproteina que contém N-ligados de hidratos de carbono e 4cido sidlico em sua

estrutura.

e Os estudos da caracterizagdo estrutural da TLBan mostraram que tem um cardter dcido
pela composi¢cdo de aminodcidos e uma alta homologia sequéncial de sua estrutura

primaria com outras serinoproteases com atividade trombina “like”.

e Os parametros cinéticos da TLBan mostraram um K,, de 7.9x10" mM e uma Vinax
5.4x10" nmoles pNA/min, estabilidade a pH 8,0 e temperatura de 45 °C e uma alta
atividade frente aos fons Ca®*, Mg®* e Mn”* assim como inibi¢io pelo PMSF, o que

confirma o carater trombina “like” da TLBan.

e A TLBan mostra atividade fibrinogenolitica, liberando os fibrinopeptideos A e B, por
estas caracteristicas pertence ao grupo venobim AB, tem maior atividade fibrigénolitica na
presencia dos ions Ca™, Mg2+ eMn* ea pH 8, mesmo assim, apresenta um IC de 144,93
s uma dose minima coagulante (DMC) de 1,33 + 0,25 pg/mL e induz 4 agregacdo

Plaquetéria.
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