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Resumo:

A serpente Bothrops pictus (Tschudi, 1845) é uma espécie importante j& que aém de ser endémica do
Perl sua peconha possui uma atividade eminentemente proteolitica e pro-coagulante, sugerindo a
presenca de enzimas serinoproteasas, capazes de atuar ao nivel da cascada de coagulacdo sanguinea,
especificamente na via fibrinogenolitica (Fator 1) estas receberam o nome de Trombina "like". No
presente trabalho se caracterizou estrutural e funcionalmente uma isoforma de enzima "semelhante” a
trombina a partir do veneno total de B. pictus o qual foi fornecido pelo Departamento Académico de
Microbiologia e Parasitologia da Faculdade de Ciéncias Biologicas da Universidade Nacional de
Trujillo. Os estudos necessarios para caraterizacdo estrutural da proteina, foram realizados no
Laboratério de Espectrometria de Massas Thomson, do Instituto de Quimica UNICAMP na
responsabilidade do Prof. Luis A. Ponce Soto Ph.D. Assim mesmo se redlizaram duas etapas
cromatogréaficas. cromatografia de interacdo hidrofébica (HIC) e cromatografia de troca ibnica em SP-
Sephadex C-50; A trombina "like" foi obtida com um alto grau de homogeneidade molecular e pureza,
sem perda de atividade biolégica A determinacdo da atividade fibrinogenolitica foi medida
guantitativamente pelo método descrito por Ware e Seegers (1949). O fibrinogénio bovino 2 mg/mL foi
utilizado como substrato para o TL-Bp-2. A atividade coagulante foi determinada medindo-se o tempo
de coagulagdo primeiro sinal de formagdo da rede de fibrina. Para a degradacéo do fibrinogénio foi
realizado num gel descontinuo de Poliacrilamida (SDS-PAGE) segundo o método estabelecido por Ware
y Seegers (1949) e modificada por Rodrigues et al.,(2000). A TL-Bp-2 sometida a eletroforeses em SDS-
PAGE, mostrou uma massa relativa de 31 kDa em condicdes redutoras e com maior exatiddo mediante
espectrometria de massa MALDI-TOF com uma massa de 26,297kDa. Para 0 analise estrutural da
sequéncia foi suficiente a sequéncia de 5 peptideos tripticos gerados a partir da fragdo I1-2 da
cromatografia de IC em SP-Sephadex C-50, os quais foram sometidos a um analise de homologia
sequencia utilizando a base de dados http://www.expasy.org./cgi-bin/blast.pl, com o qua se conferiu



gue esta serinoproteasa € uma isoforma de TLE-Bp (Vivas et a.2015). A fracdo de TL-Bp-2 do pico 11-2
da cromatografia de troca iénica evidenciou atividade fibrinogenolitica sobre o fibrinogénio bovino
comercia (2 mg/mL) hidrolisando a cadeia alfa () e beta () e comportando-se como uma trombina "like"
tipo venombina AB.
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CARACTERIZACAO ESTRUTURAL E FUNCIONAL DE UMA ISOFORMA DE
TROMBINA-LIKE (TL-BP-2) COM ATIVIDADE SERINOPROTEASE DE Bothrops
pictus (TSCHUDI, 1845) " JERGON DE LA COSTA”

1 INTRODUCAO

Com notavel frequéncia, acidentes envolvendo serpentes do género Bothrops, ocorrem no
territorio peruano. A serpente Bothrops pictus (Tschudi, 1845) € uma espécie importante ja
que além de ser endémica do Peru (Bellido, 2014) a presenca de um principio coagulante
sinalizaria claramente sua relacdo com a atividade toxica de sua peconha, pois geraria sérios e
rdpidos transtornos na coagulacdo. Os venenos de cobra sdo ricos em substancias
farmacoldgicas e bioquimicamente ativas. (Mestas, 2013). O veneno de B. pictus possui uma
atividade eminentemente proteolitica e pro-coagulante, sugerindo a presenca de enzimas
serinoproteasas, capazes de atuar ao nivel da cascada de coagulacdo sanguinea,
especificamente na via fibrinogenolitica (Fator I) e receberam o nome de Trombina “like”. No
presente trabalho estrutural e funcionalmente uma isoforma de enzima ‘“semelhante” a
trombina a partir do veneno total da “jergén da costa”.

2 METODOLOGIA

O veneno foi fornecido pelo Departamento Académico de Microbiologia e Parasitologia da
Faculdade de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Nacional de Trujillo. Os estudos
necessarios para caraterizacdo estrutural da proteina foram realizados no Laboratério de
Espectrometria de Massas Thomson, do Instituto de Quimica UNICAMP na responsabilidade
do Prof. Luis A. Ponce Soto Ph. D. realizou-se duas etapas cromatograficas: cromatografia de
interacdo hidrofébica (HIC) e cromatografia de troca idnica em SP-Sephadex C-50; a
trombina "like" foi obtida com um alto grau de homogeneidade molecular e pureza, sem perda
de atividade bioldgica.

A determinacdo da atividade fibrinogenolitica foi medida quantitativamente pelo método
descrito por Ware e Seegers (1949). O fibrinogénio bovino 2 mg/mL (0,2%) foi utilizado
como substrato para o TL-Bp-2. A mistura para o ensaio de atividade coagulante continha
900uL da solucdo de fibrinogénio (0,2%), 100uL de CaCl, (10mM) e 20uL da amostra, para
um volume final de 1020 pL. A atividade coagulante foi determinada medindo-se o tempo de
coagulagdo primeiro sinal de formacdo da rede de fibrina, apds a adi¢do de 20 pL de amostra
sobre o substrato de fibrinogénio previamente incubado com CaCl, 10 mM a 37C° por 10
minutos (m/v, dependendo das proteinas coaguldveis), em tampao Tris-HCI 0,1 M pH 7.4. O
tempo maximo de reacdo para a formacdo da rede de fibrina é 2 minutos. Porque neste
intervalo ha uma relagdo retilinea entre os inversos dos tempos de coagulagdo e as respectivas
concentracdes proteicas.

Para a degradacao do fibrinogénio foi realizado num gel descontinuo de Poliacrilamida (SDS-
PAGE) seguindo o método estabelecido por Ware y Seegers (1949) e modificada por
Rodrigues et al.,(2000). Se misturou 450uL. de fibrinogénio bovino (2 mg/mL tampao Tris-
HCI1 10mM pH 7,8) com 50uL de uma solugdo salina (CaCl, 10 mM pH 7,8), preincobou-se
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por 10 minutos a 37 °C. Depois se adicionou 10uL da enzima TL-Bp-2 e as misturas foram
incubadas por diferentes periodos de tempo (0 Hrs, 1 Hr, 2 Hrs, 3 Hrs, 6 Hrs, 9 Hrs, 12Hrs,
15hrs e 24 Hrs). Logo desses tempos, as reagdoes foram interrompidas com 300 puL de uma
solucdo desnaturalizante (8,5 M Ureia, 10% [ Mercaptoetanol, 2% SDS; 0,002 M EDTA;
0,02 M Tris-HCl pH 8,0) para depois ser sometidas a SDS-PAGE.

3 RESULTADOS e DISCUSSAO

Vivas, et al. (2015), realizaram a caracterizagdo bioquimica e molecular da proteina
coagulante de B. pictus registrada por Mesia et al., (2011), por amplificacio do gene do
cDNA; A enzima foi purificada em 3 etapas: cromatografia de troca ibnica em CM-Sephadex-
C50, filtracao em Sephadex G-100 e Sephadex G-75, no presente trabalho, a partir do veneno
de “jergon de la costa” submetidos a cromatografia de interacao hidrofébica e cromatografia
de troca i0nica, foi isolada uma suposta isoforma de trombina "like", ndo descrita na
literatura. A trombina "like" isolada na fragdo II foi denominada TL-Bp-2 (Thrombina "like"
de Bothrops pictus). Sua presenca foi caracterizada pela atividade fibrinogenolitica no
fibrinogénio bovino. Deve-se notar que a principal caracteristica do presente protocolo de
purificagdo é sua velocidade e alta recuperacdo da fragdo sem perda de atividade bioldgica
durante o processo de purificacdo, o que pode ser traduzido em termos Otimos de custo-
beneficio.

Figura 1. Perfil cromatografico de troca idnica da fragdo II da purificacdo com cromatografia
de Interac@o hidrofébica com atividade trombina-like da peconha de Bothrops pictus (15 mL)
em uma coluna de troca idnica em sulfopropil sephadex C-50 (1.2 X 6.5 cm). Se identificaram
3 fragdes, fundamentalmente 1I-2 e II-3 correspondendo as fragcdes com atividade trombina-
like. Sendo a fracdo II-1 diferente da II-2 desde o ponto de vista estrutural ao apresentar ao
menos uma diferenca na sua sequéncia N-terminal (TLE-Bp F14 (*) e TL-Bp-2 S14 (*).
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A caracterizagdo estrutural realizou-se través da massa molecular via espectrometria de
massas. A TL-Bp-2 sometida a eletroforeses em SDS-PAGE, mostrou uma massa relativa de
31 kDa em condigdes redutoras e com maior exatidio mediante espectrometria de massas
MALDI-TOF com uma massa molecular de 26,297 kDa.

Para o analise estrutural da sequéncia foi suficiente a sequéncia de 5 peptideos tripticos
gerados a partir da fracdo II-2 da cromatografia de troca idnica em SP-Sephadex C-50, os
quais foram submetidos a um analise de homologia sequencial utilizando a base de dados
http://www.expasy.org./cgi-bin/blast.pl, com o qual se conferiu que esta serinoproteasa ¢ uma
1soforma de TLE-Bp (Vivas et al.2015).

Tabela 1. Massas moleculares e sequencia de aminoacidos de cinco peptideos tripticos da TL-
Bp-2 obtidas por espectrometria de massas. Os peptideos foram separados por Cromatografia
de alta eficiéncia (HPLC de fase reversa). Os residuos de arginina e lisina mostrados em
negrito foram deduzidos da clivagem pela tripsina. Todas as massas moleculares sdo
reportadas como monoisotopicas.

Fraccion de
TL-Bp-2 Masa Medida Secuencia de Aminoacidos Masa Tedrica
HPLC (Da) (Da)
1 1511.6787 VIGGDECNINEHR 1511.6635
2 1435.6952 SLMMNIYLGMHNK 1435.7007
3 B808.3351 FDDEQR 208.3499
4 753.4609 LNRPVR 753.4270
5 1732.8237 VLCAGVLEGGIDTCNR 1732.8118

A fragdo de TL-Bp-2 do pico II-2 da cromatografia de troca idnica evidenciou atividade
fibrinogenolitica sobre o fibrinogénio bovino comercial (2 mg / ml) em pH 7,8 hidrolisando a
cadeia alfa (o) e beta () e comportando-se como uma trombina "like" tipo venombina AB.

Figura 2. Eletroforeses (SDS-PAGE 12,5%) que mostra a degradacdo dos fibrinopeptidios a e
B do fibrinogénio bovino pela acdo da TL-Bp-2 a diferentes tempos de incubacdo a 37°C: 0
Hrs, 1 Hr, 2 Hrs, 3 Hrs, 6 Hrs, 9 Hrs, 12Hrs, 15Hrs e 24 Hrs.
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CONSIDERACOES FINAIS

1. Foi possivel purificar uma serinoprotease com atividade fibrinogenolitica chamada
Trombina "like" (TL-Bp-2) do veneno de Bothrops pictus do departamento

de La Libertad - Peru, através de dois passos cromatogréficos de Interacdo
Hidrofébica (HIC) e troca idnica SP-Sephadex C-50 (IIC).

2. A serinoprotease de trombina "like" TL-Bp-2 apresentou um alto grau de homogeneidade
Eletroforese em gel molecular SDS-PAGE 12,5% sob condig¢des redutoras, com

Massa molecular relativa de 31 kDa e por espectrometria de massas foi obtida

massa 29,297 kDa.

3. Estudos de homologia sequencial confirmaram que a serinoprotease TL-Bp-2 é uma
isoforma da trombina "like" de B. pictus, apresentando um alto grau de similaridade
com a estrutura primdria TLE-Bp de B. pictus registrado por Vivas et al., 2015.

4. TL-Bp-2 pela hidrélise das cadeias a e B do fibrinogénio bovino, provavelmente
possa ser agrupada no grupo de serinoproteases venombina AB.
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