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RESUMO

A difusdo de toxinas do sitio de inoculacéo de veneno é atribuida a aglo de
enzimas como colagenases, elastases, hemorraginas e hialuronidases que degradam
os componentes da lamina basal e da mairiz exiracelular. Neste trabalho avaliamos a
gtividade hialuronidasica de véarios venenos animais e investigamos algumas
propriedades da enzima encontrada no veneno da cascavel sul americana Crotalus
durissus ferrificus. A atividade hialuronidasica foi medida por um método turbidimétrico
usando-se dcido hialurdnico como substrato e também por deteccdo in situ apés SDS-
PAGE. A hialuronidase foi parcialmente purificada por gel filtrag8o em coluna de
Sephacryl 8200 HR. O perfil de eluigo foi monitorado a 280 nm e as fragbes foram
testadas para atividade enzimética. A capacidade de antisoros em neutralizar a enzima
foi avaliada medindo-se a atividade residual apés co-incubagdo durante 30 min & 37°C.
De modo geral, os venenos investigados possuiam atividade hialuronidasica, com
niveis mais aitos em venenos de artrépodes [15.3+4.7 - 166+19.2 unidades (TRU ou
“turbidity reducing units’)/mg] do que em serpentes (0 - 7.0+1.7 TRU/mg;
média+E. P M.. n=3-8). Houve variagdo dentro e entre espécies e subespécies,
conforme observado com os venenos botrapicos e crotdlicos, respectivamente. Assim,
a atividade hialuronidasica de diferentes amostras de veneno de C. d. terrificus variou
de 4.5+0.5 & 13.2+4.8 unidades TRU/mg {n=3-6}, enquantc a de C. d. cascavella e C.
d. colliineatus era de 25.7+1.2 e 6.8+1.1 TRU/mg, respectivamente. A hialuronidase
mostrou pH 6timo de 4,0, e atividade maxima na presenca de 50-100 mM de NaCl. A
enzima perdeu atividade acima de 37°C, e também perdeu 50% de atividade durante as

primeiras 6 h em solugéo (acetato de sodio 0,1 M, pH 8,0, contendo 0,15 NaCll), mas



depois se manteve relativamente constante até 24 h, independente da temperatura de
incubag@o (4°C, 25°C, 37°C). A cromatografia do venenc de C. d. ferrificus por gel
filtrac&o resulfou em um pico de atividade hialuronidasica com peso molecular >30.000,
o que foi confirmado por eletroforese (SDS-PAGE) seguido por deteccéo de atividade
in sffu. Com esta técnica, apenas uma banda de atividade foi observada com os
diferentes lotes de veneno e o peso molecular foi estimado em ~75.000. A atividade da
enzima foi inibida de forma dose-dependente por antisoros comerciais (anti-botrépico,
anti-crotélico, anti-elapidico e anti-escorpibnico), sendo o anti-escorpibnico o menos
eficaz; em altas doses, todos inibiram a atividade em >80%. Estes resultados indicam
que ha variagdo nos niveis de atividade hialuronidasica no veneno de C. d. femificus,
mas que existe apenas uma isoforma. As propriedades desta enzima se assemelharam
35 de outras hialuronidases de venenos. A neutralizagio da atividade enzimatica por
diferentes antisoros comerciais indicou que hé identidade imunoldgica entre

hialuronidases de diferentes venenos.
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1. INTRODUGAO

No estado normal em animais, as células parenquimatosas estdo unidas
enitre si por um cimento gelatinoso composto de glicosaminoglicanas, proteoglicanas e
proteinas fibrosas como o colégeno e a elastina (Figura 1). A seguir, descrevemos 08

principais componentes desta matriz extracelular e a agdo de venenos sobre a mesma.

1.1. Os componentes do tecido conectivo e da membrana basal
1.1.1. Glicosaminoglicanas e proteoglicanas

As glicosaminoglicanas (GAGs), também denominadas mucopolissacarideos,
s30 macromoléculas formadas por cadeias ndo ramificadas de polissacarideos, onde
se repetem os residuos de dissacarideos. Nos dissacarideos, um dos aglcares €
sempre a N-acetil-glicosamina ou N-acstil-galactosamina. As GAGs sgo divididas em
quatro grupos principais, de acordo com a molécula de agucar, o tipo de ligagdo que
acorre entre eles e o nimero e localizaglo dos grupos sulfato: (1) hialuronana ou acido
hialurbnico, (2) condroitina sulfato e dermatan sulfato, (3) heparan sulfato e (4)
queratan sulfato (ALBERTS et al., 1994) (Figura 2). As GAGs unem-se por ligacoes
covalentes & proteinas predominantemente estruturais (colédgeno e elastina) e
adesivas (fibronectina e laminina).

Com excecdo do acido hialurbnico, todas as GAGs s3o polissacaridecs ligados
4 proteinas, formando proteoglicanas ou mucoproteinas gue s&o encontradas nas
células dos tecidos conectivos e matrizes exiracelulares da superficie de muitas
células. Na biossintese das GAGs, a célula inicialmente produz mono e dissacarideos

que, posteriormente, sao modificados e sulfatados no complexo de Golgi, onde
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'Figura 1. Segédo esquematica da pele, evidenciando
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também ocorre a sua polimerizacao (< 300 residuos) e, por ligac@o covalente, unem-
se a residuos de serina nas proteinas que compdem as proteoglicanas.

As proteoglicanas séo moléculas de até 1 x 10° Daltons, com 90-95% de
carboidratos (em peso), os quais formam longas cadeias néo ramificadas. As cadeias
podem variar muito quanto as espécies de glicosaminoglicanas que as formam e
guanto & extensBo de cada uma. Uma proteoglicana pode conter uma ou mais
glicosaminoglicanas. Como as cadeias de polissacarideos néo se dobram faciimente,
cada molécula ocupa consideravel espaco. Essas macromoléculas, com numerosos
grupos carboxila e sulfato, tém fortes cargas negativas e sfo altamente hidrdfilas, pelo
que, retém agua e formam um gel hidratado. Como atraem também cations
osmoticamente ativos, como o Na', o tecido conectivo tende a intumescer, adquirindo
forfe resisténcia as compresstes. Por outro lado, sua estrutura porosa € hidratada
facilita a migracao de células. O tecido conectivo contém varios tipos de células, tais
como fibroblastos, mastocitos, macréfagos, linfocitos e leuctcitos polimorfonucieares,
entre outras. Os mastocitos possuem granulos que contém heparina, histamina e acido
hialurbnico que faz parte da matriz extracelular.

O &cido hialurdnico, também conhecido como hialuronato, é o rmaior
componente da matriz extracelular e @ produzido em grandes quantidades em tecidos
onde ocorre migragéo e proliferacéo celular, bem como durante o desenvolvimento ou
reparacio de um ferimento. Uma molécula de acido hialurdnico possui cerca de
50.000 dissacarideos simples de p-acido glucurbnico (1-»3) e N-acetiiglucosamina e

pode atingir cerca de 20 ym de comprimento (Figura 3). O &cido hialurdnico é
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carregadc negativamente e é formado por uma cadeia muito comprida, com peso
molecular de até 8 x 10°, onde o dissacarideo que se repete consta de um residuc de
&cido glicurdnico e outro de N-acetil-glicosamina. N&o contem grupos sulfatados, nem
se liga & proteina covalentemente (ALBERTS ef al, 1994) e é degradada por enzimas
especificas, as hialuronidases.

Em virtude do grande nimero de residuos hidrofilos na sua superficie, o écido
hialurbnico se ligaa uma grande quantidade de agua, levando a formagéo de um gel
hidratado. Assim, uma Unica molécula de acido hialurbnico pode ocupar um volume
de 1000-10.000 vezes o seu volume néo-hidratado, Quando colocado em espago
confinado, como na matriz entre duas células, a pressao de turgor dentro do espago
empurra e comprime algumas fibras das células que blogueiam seus movimentos.
Devido & ligagdo de ions como o Na" com os grupos COO da superficie do acido
hialurdnico, ocorre um aumento na concentragao desses ions, levando a um aumento
na pressao osmética do gel. Com estas propriedades fisicas, o &cido hialuronico
confere enrigecimento, elasticidade ¢ agdo lubrificante a muitos tipos de tecidos,
inclusive ao tecido conectivo, dando-hes a capacidade de resistir as forcas de
compressao (LODISH ef al., 1995).

Além do acido hialurbnico, hé outras glicosaminoglicanas como a condroitina
sulfato e o heparan suffato, que interagem com o cotageno (tipos |, lil e V). Estas
glicosaminoglicanas estéo ligadas ao centro protéico através da sequéncia Ser-Gli-X-
Gl, onde X & qualquer aminoacido (LODISH ef al, 1995) (Figura 4). Assim, as
proteoglicanas da superficie celular servem de ancora para as fibras protéicas da

matriz extraceiular,
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1.1.2. Proteinas estruturais e adesivas

Colageno - O colageno @ a principal proteina presente'na matriz do tecido
conectivo. Constitul a2 maior classe de proteinas fibrosas do reino animal, com pelo
menos 12 tipos (Tabela 1), sendo 0s mais abundantes os tipos |, [l e Ill, todos os guais
formam estruturas fibrilares parecidas (Figura 5). O tipo IV é de grande importancia na
formacao da lamina basal. Frente & sua abundancia em fecidos como a cauda de rato,
o colégeno tipo | é faciimente isolado, tendo sido o primeiro a ser caracterizado e ter
sua estrutura de fripla-hélice estabelecida

A estrutura basica dos colagenos consiste em uma longa proteina com trés
subunidades enroladas; duas cadeias o1{l) e uma o2{l) (LODISH et al, 1985). Os
colégenos sdo abundantes em prolina e glicina que constituem a base da sua
sstrutura, formando cadeias de vérios fripletes de sequéncias Gli-X-Y, onde X e Y
podem ser outros aminodcidos (na maioria dos colédgenos X € a prolina e Y, a
hidroxiprolina) (ALBERTS ef al., 1994).

Acreditava-se que todos os coldgenos eram secretados através de células
chamadas fibroblastos mas, atualmente, sabe-se que hé também produgdoc
especifica de colégenos por outros tipos de células (Tabela i). Durante sua sintese, 0s
colagenos s@o secretados para o espago extracelular e suas moléculas agrupam-se em
polimeros ordenados (fibrilas de colégeno), as quais se organizam em feixes maiores,
em forma de bastéo, para constituirem fibras de coldgenc de varios micrdometros de
diametro (Figura 5). Os colégenos s&o degra_dadcs por colagenases.

Elastina - A elastina é um componente importante do tecido conectivo e da

lamina basal. Essa proteina possui alto contetido de aminoécidos hidrofdbicos e, como

11



Tabela 1. Os principais tipos de colageno.

Tipo Cadeias Localizacao

| fo 1 (1) Toc2(1) Pele, tenddo, ossos, ligamento da comea, orgéos
internos (cerca de 980% do corpo), dentina

il fa1(ihks Cartilagem, humor vitreo, notocorda, disco
intervertebral

i CAIU]R Pele, musculos, notocorda, disco intervertebral

WV fa 1{W)]: fe2(IV)] Todas as laminas basais

v [t (V)] [e2(V)] [a3(V}] Tecidos e membranas fetais, pele, osso, placenta,
tecido intersticial

Vi [t (VN] [e2(VD)] [e3(V}] Maioria dos tecidos intersticiais associados ao
colageno tipo |

Vi o 1(Vill]s Fibrilas de ancoragem nas membranas basais da
peie & do amnio

Vil fee 1{Vill}]s Células endoteliais

X e 1 (EX)] 2040 [30<0] Cartilagem associada com colageno tipo #, humor
vitreo

X [ 1(X}]s Cartilagem mineralizada e hipertréfica

X [ (X1 (20X {o30K0] Cartilagem nas proximidades dos colagenos tipos |
e ll, com os quais interage

Al [a 1 (XiNYs Tend&o e pele embrionérios

Fontes: ALBERTS et a/. (1994), LODISH ef al. (1995).
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o colageno, é produzida por fibroblastos. A elastina possui uma estrutura
aleatoriamente enovelada no estado relaxado. Esta estrutura pode  ser estirada,
mas se enovela em uma conformagdo diferente quando ocorre o relaxamento. Suas
moléculas sao ligadas covalentemente em fileiras e podem se organizar como fibras ou
iaminas. As fibras elasticas conferem elasticidade aos tecidos, permitindo gue eles se
retraiam depois do estiramento.  Estas fibras sdo formadas pela interagéo de elastina
e fibrilina. Nesta organizac@o, as microfibrilas de fibrilina parecem organizar a
elastina depositada entre as microfibrilas.

A elastina é constituinte importante de muitos tecidos de sustentacdo (STEVENS
& LOWE, 1995) onde é encontrada em proporgbes variaveis, estando pesente em
grandes quantidades em tecidos como o puiméo, pele e bexiga. Na maioria dos
tecidos, a elastina ocorre como fibras ramificadas curtas gue formam uma rede
irregular em todo o tecido (BURKITT, YOUNG, HEATH, 1995). A elastina é suscetivel
4 degradaglo por enzimas denominadas elastases encontradas em diversos tipos
celulares, sendo muito importante em neutrofilos e algumas outras células envolvidas
no processo inflamatorio (SHOTTON, 1970).

Fibronecting - As fibronectinas (Figura 8) constituem uma classe importante de
glicoproteinas. Seu papel principal & prender as células 4 matriz extracelular atraves
de receptores especificos, ancorando-as ao cotagenc e fibrina. Esta carateristica
também é importante na interagéo da fibronectina com a superficie de células ndo
transformadas em cultura ou de células tumorgénicas. As fibronectinas regulam a

forma das células e a organizacdo do citoesqueleto, e s@o essenciais para migragéo
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celular, exercendo importante papel na diferenciagéio celular durante a embriogénese,
As fibronectinas s8o também importantes para a cicalrizaggo de uma ferida,
facilitando a migracio de macrdfagos e outras células do sistema imuneldgico dentro
da drea afetada, iniciando a formacao dos codgulos de sangue, uma vez que permite
as plaquetas aderirem aregides danificadas dos vasos sanguineos.

Os receptores celulares para fibronectina petencem & classe dos receptores
denominados integrinas. Quando os tecidos crescem, a fibronectina liga-se & superficie
celutar por meio das integrinaé. Acredita-se que a fibronectina exerce um papel
importante na deposico e orientagao das fibrilas de colageno precoces por meio dos
sitios de ligacdo da fibronectina ao coldgeno. Como os receptores de fibronectina
estdo ligados & actina intracelular, a orientagéo da organizagéo e estrutura interna de
uma célula influencia a orientagdo da matriz extracelular (STEVENS & LOWE, 1995).

Laminina - Outro componente da matriz exracelular € a laminina que
desempenha pape! importante na ades&o celuler e é sintetizada e secretada por varios
tipos celulares, incluindo células epiteliais, endoteliais e tumorais. A laminina contéem
irés polipeptidecs com um peso moiecular total de 820.000. O arranjo estrutural de
laminina envolve a formagéo de trés bragos curtos com dois dominios globulares e um
brago longo que termina num grande dominio globular (JACKSON, BUSCH, CARDIN,
1991) (Figura 7). Devido a orientagdo dos seus bragos, assume a forma de cruz com
sitios de ligacdo de alta afinidade para receptores celulares especificos (integrinas),
GAGs como o heparan sulfato, coldageno tipo 1V, glicolipidios sulfatados e entactina,

uma glicoproteina sulfatada que € um dos componentes de todas as membranas
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Figura 7. Estrutura e organizagdo da laminina (LODISH et al., 1995).
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basais. A laminina pode ter um papel no controle do movimento de proteinas e outras

molécuias do sangue para os tecidos através dos capilares.

1.2. Enzimas de venenos de serpenfes que degradam o tecido conectivo

Venenos de serpentes sdo ricas fontes de diversos tipos de proteinas, inclusive
enzimas, peptideos e toxinas (MEBS, 1970; TU, 1877, 1982, ELLIOTT, 1878,
IWANAGA & SUZUKI, 1979). As respostas fisio-farmacoldgicas decorrentes da injegéo
dessas misturas complexas diferem muito, freqlientemente envolvendo efeitos locais e
sistémicos que podem variar bastante na sua manifestagéo e gravidade, dependendo
da familia, género e espécie (e até subespécie) de serpente (CHIPPAUX, WILLIAMS,
WHITE, 1991). Apesar desta variabilidade, em todos os casos, hé necessidade do
veneno difundir do sitio de inoculacdo para o tecido vizinho e para a circulag@o geral.
Tal distribuico ocorre principalmente através da agBo de proteases presentes no
veneno que sdo capazes de degradar os componentes da {amina basal e o “cimento”
intercelular, especialmente na parede dos vasos, ocasionando lesbes que levam a
hemorragia local efou sistémica. Além disso, outras enzimas atacam estruturas
especificas da matriz extracelular, fais como o acido hialurbnico, colageno e elasting,

aumentado assim a permeabilidade do tecido e a difusao de toxinas.

1.2.1. Colagenase
As principais enzimas capazes de digerir o colageno sédo as colagenases, as
quais ja foram detectadas em bactérias (MINS et al, 1995), diversos tecidos

(EVANSON, JEFFEY, KRAUZ, 1967, WALKER, LAPIERE, GLOSS, 1964), leucdeitos
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granuidcitos (LAZARUS ef al, 1968) e em venenos de serpentes (SIMPSON, 1971,
1972, 1975, SIMPSON et &/, 1971; SIMPSON & RIDER, 1971, HONG, 1882), com
baixa ou nenhuma atividade em venenos de artrépodes (SIMPSON, 1975). Embora tal
atividade em venenos possa ser afribuida a uma enzima distinta (HONG, 1982),
muitas vezes ela faz parte integral de outras proteases (por ex. hemarraginas) comuns
ern venenos de alto teor proteolitico, como nos venenos dos géneros Agkistrodon, Bitis,
Bothrops, Crotalus, Trimerusurus e Vipera (ver a seguir). Em apenas alguns casos,
esta enzima tem sido isolada de venenos e estudada (HONG, 1882). A colagenase do
veneno da cascavel norte americana Crofalus atrox cliva o colageno dimérico de

cadeias § em mondmeros de cadeias o (SIMPSON & RIDER, 1971; HONG, 1982).

1.2.2. Elastase

Comparada a oufras enzimas em venenos que atuam sobre a matriz
extracelular, pouco se sabe da elastase presente em venenos animais (WERB ef &/,
1982). Os venenos de serpentes Viperidae e Crotalidae contém elastase, embora na
maioria dos casos, 0s niveis s&o0 bem baixos (SIMPSON & TAYLOR, 1973; BERNICK &
SIMPSON, 1976). Por outro lado, essa enzima ja foi caracterizada de alguns tipos
celulares, especialmente neutréfilos onde ela aparentemente exerce importante fungéo

na resposta inflamatdria. Também jé foi caracterizada em algumas bactérias.

1.2.3. Hialuronidase {HYAL)
A HYAL € uma endog!icosaminidase que age quebrando as ligagbes $1-4-N-

acetilhexosaminida do &cido hialurbnico e sulfatos de condroitina, Os testiculos
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mamiferos e 0 sémen séo fontes ricas em HYAL (SRIVASTAVA & FAROOQUI, 1979).

DURAN-REYNALS (1936, 1938, 1946) e HOFFMAN & DURAN-REYNALS
{1931) foram o0s primeiros a investigar em detathe a distribuic@o do "fator de difusdo”,
subsequentemente identificado como a HYAL em diferentes fluidos e tecidos de
diversos animais (bactéria, abelhas, aranhas, mosquitos e outros insefos, e exiratos
testiculares). Subsequentemente, varios autores mostraram a presenca desta enzima
em venenos animais (FAVILLI, 1856; JAQUES, 1956; KAISER, 1956; BOQUET, IZARD,
DETRAIT, 1958). Atuaimente, sabe se que a HYAL ocorre em venenos de formigas
(SCHMIDT, BLUM, OVERAL, 1986), abelhas (HABERMANN, 1957, BARKER et al,
1963, 1966), escorpides (DINIZ & GONCALVES, 1960; WRIGHT ef al., 1977; BASU et
al, 1990, RAMANAIAH, PARTHASARATHTY, VENKAIAH, 1880), aranhas
(SCHANBACHER et al.,, 1973; WRIGHT ef al,, 1973), vespas (SAID, 1960; ALLALOUF,
BER, ISHAY, 1972; EDERY ef al, 1972; SCHMIDT ef al, 1986), peixe (POH ef al,
1992; SUGAHARA et. al, 1992), um lagarto (TU & HENDON, 1983) e serpentes (XU
ef al., 1982; PUKRITTAYAKAMEE et a/,, 1988, 1990; TAN & PONNUDURAI, 1980a b.c,
1991a,b, 1992a,b; TAN, POH, TAN, 1988).

As HYALS de venenos englobam uma variedade de pesos moleculares que vao
de 14.000 (PUKRITTAYAKAMEE ef a/, 1988) a >120.000 (CEVALLOS ef &/, 1992),
embora em muitos casos este peso esteja em tomno de 30.000-80.000
(SCHANBACHER et al,, 1973; WRIGHT et al,, 1973; XU et al., 1982, TU & HENDON,
1983: RAMANAIAH ef al., 1990; CEVALLOS ef al,, 1992). As HYALS geralmente s&o
glicoproteinas de cadeia simples {(Unica), sensiveis ao calor (XU et af, 1982; TU &

HENDON, 1983, RAMANAIAH ef a/,, 1990), e possuem pontos isoelétricos que podem
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ser tanto acido (TU & HENDON, 1983) como bésiéo (XU ef al, 1982). O acido
hialurbnico € o substrato normal para estas enzimas e elas tem pouco efeilo sobre
sulfato de condroitina A, B, e £ ou heparina (DURAN-REYNALS, 1936; MacCLEAN,
1941 WRIGHT et al, 1973; TU & HENDON, 1983). A agéo da HYAL de bacténia difere
um pouco da enzima de venenos. WHITE, HANDLER, SMITH (1976) demonstraram
que a HYAL de muitas bactérias patogénicas degrada o &cido hialurbnico e condroitina,
ao quebrar a ligagdo hexaminica. Dessa forma, esta HYAL quebra em dois
dissacarideos o tetrassacarideo resultante da acgo da HYAL mamifera.

A presenca de cloreto de sodio & um pré-requisitc para a atividade plena e
também para a estabilidade da enzima em baixas temperaturas (<4°C). HYALS s&o
geralmente resistentes a varios ciclos de descongelamento (TU & HENDON, 1983,
RAMANAIAH ef al, 1990). A sua atividade enzimatica & insensivel a inibigdo por EDTA
e p-mercaptoetanol mas pode ser inativada por Fe™, Cu** e heparina (XU et al,, 1982
TU & HENDON, 1983; RAMANAIAH et al., 1890).

As HYALS parecem ter uma boa atividade antigénica uma vez que & atividade
enzimética é facilmente neutralizada por antisoro (WRIGHT et al,, 1973; GENE ef al,
1985 PUKRITTAYAKAMEE et af, 1990) Ha poucos estudos imunoldgicos
comparativos dessas enzimas. GENE ef al. (1985) demonstraram que um antiveneno
produzido contra o veneno de C. d. ferrificus, Lachesis muta stenophrys e varias
espécies de Bothrops da América Central neutralizou efetivamente a atividade
nialuroniddsica destes venenos, methor até do gue as atividades proteoliticas,

hemorragicas e hemoliticas, talvez devido & alta imunogenicidade das HYALS .
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Em termos de atividade bioldgica, HYALS de venenos n3o s&o tdxicas ¢ nem
hemorragicas, mas sao capazes de potencializar o aumento na permeabilidade
vascular induzida por toxinas hemorragicas (TU & HENDON, 1983; XU ef af, 1982).
Assim, devido & sua capacidade de degradar o acido hialurdnico da lamina basal e
tecido conectivo, a HYAL presente em venenos animais tem importante papel na
difusdo de toxinas do sitio de inoculacdo para a circulagdo (TU & HENDON, 1983). A
acéio rapida das HYALS (observada dentro de alguns minutos apds a injecao de
veneno ou toxina) contrasta com o efeito bem mais lento das colagenases e elastases
sobre a matriz extracelular e sugere gue a primeira destas (HYAL) € a mais importante
do porito de vista clinico imediato. As HYALS n&o s&o o unico componente envolvido
na difusdo de veneno ja que outras enzimas, tais como fosfolipases e proteases

também podem influenciar a disseminagdo de toxinas ou a migracéo celular.

1.2.4. Proteases hemorragicas

Além de enzimas como colagenases, elastases e hialuronidases que atuam
exclusivamente sobre componentes da matriz extracelular e da membrana basal, os
venenos de serpentes das familias Crotalidae e Viperidae s&o ricas em proteinas
capazes de causar hemorragia através de uma acdo sobre a parede vascular
(BJARNASON & TU, 1978; TU, 1988, KAMIGUTI, THEAKSTON, DESMOND, 1891,
KAMIGUT! ef al, 1996). As proteinas hemorrdgicas ou hemorraginas $ao
metaloproteases de peso molecular entre 20.000 e 90.000 cuja atividade plena
depende da presenga de zinco, geralmente ligado & proteina na propor¢do de um mol

de metal por mol de enzima (TU, 1983; BJARNASON & FOX, 1984, 1995a,b; HATI ef



al, 1999). A estrutura destas toxinas bem como a sua relagdo com outras
metaloproteases, especiaimente de mamiferos, tém sido bastante estudada (HITE,
FOX, BJARNASON, 1892; HITE et a/., 1994; KINi, 1995; STOCKER ef af, 1995; JIA ef
al, 1998; MATSU!, FUJIMURA, TITANI, 2000). Estas toxinas s&o responsaveis tanto
pela hemorragia local como a sistémica frequentemente observada apos
envenenamentos (TU, 1988; KAMIGUT! ef a/., 1996).

As hemorraginas aumentam a permeabilidade dos vasos através de uma acéo
proteclitica sobre as jungdes intercelulares e, em alguns casos, também sobre
componentes da matriz extracelular e da lamina basal da microvasculatura {OHSAKA,
1979). Esta degradacio dos componentes vasculares pode ocorrer via uma acéo
proteolitica direta das hemorraginas, ou indiretamente pela ativag@o de mediadores
enddgenos, ou por ambos estes caminhos (KAMIGUT! et al,, 1996). A dissolug&o da
matriz extracelular leva & hemorragia ou escape de eritrocitos do lumen dos vasos por
hemorragia per diapedesis (através das jungbes entre células endoteliais) ou per rhexis
(através de fendas dentro das células endoteliais). Em alguns casos, as hemorraginas
também atuam sobre o sistema hemostatico (MARKLAND, 1988, 1991; ANDREWS &
BERNDT, 2000), como & o caso da jararagina, isolada do veneno da jararaca Bothrops
jararaca, que atua sobre plaquetas in vitro (KAMIGUTI et af., 1996).

As hemorraginas atuam sobre uma variedade de componentes da matriz
extracelutar (Tabela 2), porém, nem todas as metaloproteases em venenos que atuam
sobre estes substratos possuem atividade hemorragica, conforme demonstrado para a
protease bésica do veneno de Bothrops moojeni {SERRANO, SAMPAIO,

MANDELBAUM, 1993). Estudos estrutura-fungéo tem mostrado que a especificidade
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de algumas destas toxinas, tais como a Ht-c e Ht-d do veneno da cascavel norte
americana Crofalus afrox, se assemelha a de colagenases mamiferas (FOX ef al,
1986, GOMIS-RUTH, KRESS, BODE, 1993). A agdo destas enzimas pode ser
atenuada in vivo por inibidores enddgenos fais como a ax-macroglobulina (BARAMOVA
et al., 1990b) enguanto a sua agéo deniro da glandula venenifera parece ser modulada

por peptideos contendo piro-Glu (ROBEVA ef a/,, 1891).

1.2.5. Fibrinogenases

A ocorréncia de sangue incoagulavel atravées da agfic de enzimas fibrino
{geno)iiticas presentes nos venenos de muitas espécies de serpentes (MARKLAND,
1988, 1991, MATSUI, FUJIMURA, TITANI, 2000) pode agravar o efeito hemorragico
por facilitar o extravasamentc de sangue através de lesbes produzidas por
hemorraginas. Essas enzimas degradam as cadeias o e § do fibrinogénio e podem
estar presentes no mesmo veneno (CUYANG & TENG, 1977; QUYANG & HUANG,
1679). As o-fibrin{fogen)ases sdo metaloendoproteases com peso molecular entre
20.000 e 58.000 e destituidas de atividade arginina esterase (MARKLAND, 1938,
1991). De modo semelhante as hemorraginas, estas enzimas contém zinco e varias
delas demonstram atividade hemorragica e séo suscetiveis a inibiggo por oy
macroglobulina (PANDYA & BUDZINSKI, 1984, MARKLAND, 1988, 1991). Por outro
lado, as p-fibrin(ogen)ases, que tém peso molecular entre 23.000 e 34,000, diferem das
anteriores por serem serina proteases com atividade esterasica e, de modo geral, n&o
possuem atividade hemorragica. Estas fibrin(ogenjases sao inibidas por DFP e PMSF,

mas nao por EDTA, e geralmente s&o mais termoestaveis do que as a-fibrin(ogen)jases
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{QUYANG & HUANG, 1979; PANDYA & BUDZINSKY, 1984; SAPPRU, TU, BAILEY,
1983).

MARUYAMA ef al (1992) demonstraram que duas enzimas fibrinoliticas
{jararafibrases | e ) isoladas do veneno de B. jararaca degradam colageno tipo IV e,
em menor gray, colageno tipo |, além de atuarem sobre entacting, fibronecting, gelatina
& laminina. Com a destruicdo da membrana basal, houve a ativagdo de colagenase tipo

IV endégena cuja acdo potencializou a degradacéo de colageno tipo V.

1.3. Veneno da cascavel Crotalus durissus terrificus

A cascavel iropical Crofalus durissus se encontra distribuida pela Ameérica
Latina, desde o México até a Argentina. Atualmente, sdo reconhecidas 14 subespécies,
sendo gue sete destas ocorrem no Brasil (CAMPBELL & LAMAR, 1989). Das varias
subespécies de C. durissus, apenas duas, C. d. durissus, da América Central e C. d.
terrificus do Brasil, 1ém os seus venenos bem estudados.

O veneno de C. d. ferrificus consiste em uma variedade de toxinas, enzimas ¢
peptideos. Das toxinas, a mais conhecida ¢, certamente, a crotoxina que corresponde
a aproximadamente SO% do peso seco de veneno bruto e que foi inicialmente isolada e
cristalizada por SLOTTA & FRAENKEL-CONRAT (1938). Essa toxina de PM 30.000 é
composta de duas subunidades, uma basica com atividade fosfolipasica A; e a outra
acida, a crotapoting, sem atividade enzimética mas cuja presenca na estrutura dimérica
tem uma contribuicdo importante para a loxicidade deste complexo (HENDON &
FRAENKEL-CONRAT, 1971; RUBSAMEN, BREITHAUPT, HABERMANN, 19871). A

acdo da crotoxina é principalmente pré-juncional, inibindo a liberacéo de acetilcolina
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dos terminais nervosos em juncdes neuromusculares (VITAL BRAZIL, 1966; VITAL
BRAZIL & EXCELL, 1972). Outras toxinas ja caracterizadas do veneno de C. d
terrificus incluem a convulxina (PM  78.000; PRADO-FRANCESCH! & VITAL BRAZIL,
1981) com potente atividade pro-agregante sobre plaquetas, a crotamina, peptideo
basico de PM ~4.000-5.000 (GONCALVES, 1856, GONCALVES & DEUTSCH, 1956)
que produz miotonia (VITAL BRAZIL, PRADO-FRANCESCH!, LAURE, 1979),
mionecrose (CAMERON & TU, 1978) e analgesia (MANCIN ef al, 1998 PICOLO,
GIORGIO, CURY, 2000}, e a giroxina, proleina de PM 35.000 (BARRIO & VITAL
BRAZIL, 1958) que possui atividade enzimatica tipo-trombina.

Além dessas toxinas, o veneno de C. d. ferrificus contém varias enzimas tais
como L-amino-acido oxidase, fosfodiesterase (PM ~105.000), NAD-hidrolase e 5
nuclectidase (PM ~200.000), e também alguns peptideos de PM entre 8.000-1 0.000

(BERCOVIC! et al., 1987).
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2. OBJETIVOS

Neste trabalho, propusemo-nos a investigar:
1. A disfribuicdo de atividade colagenasica, elastasica e hialuronidasica
em alguns venenos animais gue degradam a matriz extracelular,
2. Avariaglo na atividade hialuronidasica presente no veneno de
Crotalus durissus terrificus.
3. Algumas propriedades fisico-quimicas da HYAL do venenc de

C. d. terrificus.
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Abstract

Animal venoms contain enzymes capable of degrading basement membrane and
extracellular matrix components. We examined the collagenase, elastase and
hyaluronidase activities of several venoms and some of the properties of hyaluronidase
in Crotalus durissus terrificus (South American rattlesnake) venom. Collagenase and
plastase were assayed colorimetrically. Hyaluronidase activity was measured
turbidimetrically and by in situ detection following SDS-PAGE. The enzyme was also
partially purified by gel filtration on Sephacryl $200 HR. Neutralization of hyaluronidase
by antisera was tested by measuring the residual activity after co-incubation. Arthropod
and snake venoms showed similar levels of collagenase; elastase activity varied from O
~ 0.713 Awsnm/mg/24 h. The hyaluronidase content of arthropod venoms [1 53+4.7 1o
166+19.2 units/mg; mean+SEM] was higher than in snake venoms (<7.0+1.7 unils/img;
n=3-8). In C. d. ferificus venoms, hyaluronidase activity varied from 4.5+0.5 to
13.2+4.8 units/mg (n=3-6). C. d. terrificus hyaluronidase eluted as a single peak after
gel filtration and migrated as a single band (~75 kDa) based on in situ detection after
SDS-PAGE. The pH optimum was 4.0, with maximum activity in 0.05-0.1 M NaCl. The
enzyme lost activity at >37°C and after 6 h in solution (~50% reduction) at 4°C, 25°C
and 37°C. Commercial antisera neutralized the enzyme. These properties of C. d

terrificus hyaluronidase were similar to those of other venom hyaluronidases.



1. infroduction

Following inocutation, animal venoms diffuse into surrounding tissue to produce
jocal and systemic effects. This diffusion frequently requires the action of venom
proteases and other enzymes capable of degrading components of the basement
membrane and extraceliular matrix such as collagen, elastin, fibronectin, laminin and
hyaluronic acid, and of disrupting the interceliular junctions of biood vessel walls. The
enzymes responsible for this action on tissues include phospholipases A;, non-specific
proteases, collagenases, elastases, hyaluronidases and hemorrhagins {1-3].

Collagenolytic activity has been reported in snake [4-7), homet {8] and some
spider [9] venoms, but is absent from bee venom and venoms of the spiders Aranea
diadema and Loxosceles mactans [5]. In some cases, this activity is associated with a
specific enzyme [10] unrelated to the trypsin-like activity of the venom [6, 11}, while in
other cases, collagenolytic activity may or may not be associated with hemorrhagins
(121,

Simpson and Taylor [13] and Bemick and Simpson [14] reported elastolytic
activity in snake venoms, with the levels in venoms of the Elapidae generally being
iower than in the Crotalidae and Viperidae. The enzymes responsible for this activity
have not yet been purified but appear to be serine proteases with a requirement for
divalent cations, probably Ca?*, and can be inhibited by heavy metails (HgClp) and
cysteine [14].

Hyaluronidases (HYAL; hyaluronate 4-glycano-hydrolase, E.C. 3.2.1.25) are
endohexosaminidases which cleave 1 -4-N-acetylhexosaminic bonds in hyaluronic acid

and, to a lesser extent, in sulfated derivatives of chondroitin, The existence of HYAL



has been recognized since the 1330s when Hoffman AND Duran-Reynais {1 51 and
later, MacClean [16], described the presence of a "spreading factor” (so called because
of its ability to enhance the diffusion of dyes from injection sites in animal skin) in fluids
and tissues of various organisms and in testicular extracts. This enzyme was also
shown fo occur in animal venoms [17-21] where it facilitates the diffusion of venom
components from the site of innoculation [22]. Many studies have since confirmed that
HYAL is widely distributed in animal venoms. Recent work has shown stuctural
homotlogy between the HYAL of bee and wasp venoms and the PH-20 HYAL of
mammalian spermatozoa [see 23},

in this work, we examined the collagenase, elastase and HYAL activities of
several mainly Brazilian sriake and arthropod venoms, and also determined some

properties of the HYAL in the venom of the rattlesnake, Crotfalus durissus terrificus.

2. Materials and methods
2.1. Reagenis

Acrylamide, ammonium persulfate, blue dextran, bovine festicular HYAL,
bromophenol blue, cetyltrimethylammonium bromide (CTAB), collagen (type 1),
Coomassie brilliant blue R250, elastin-Congo red, dimethylaminobenzidine (DMAB),
glycine, hyaluronic acid (human umbilical cord), N,N’-methylene-bis-acrylamide, protein
molecular weight markers for SDS-PAGE, Trizma base, sodium dodecy! sulphate
(SDS), N, N'-tetramethylethylenediamine (TEMED), and Stains all {1-ethyl-2{3-(1-
ethyinaphthol1 ,Z-d]thiazo!in—z-ylideﬂe)~2—methyipropeny%] naphtho[1,2-d-thiazolium

bromide) were obtained from Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, USA). Sephacryl
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$200 HR was from Pharmacia Biotech (Piscataway, NJ, USA). The other chemicals of

reagent or analytical grade were purchased locally.

2.2. Venoms

Desiccated or lyophilized venoms were from the Instituto Butantan (S&o Paulo,
SP, Brazil), the Centro de Estudos de Venenos e Animiais Pegonhentos (CEVAP,
Botucatu, SP, Brazil), the Fundac@o Ezequiel Dias (FUNED, Belo Horizonte, MG,
Brazil), the Instituto Clodomiro Picado, Costa Rica (Bothrops asper venom) or private
venom suppliers. Bothrops jararacussu venom lots 1-3 were from snakes collected in
the State of S&o Paulo (SP), ot 4 was from snakes caught in the Sate of Minas Gerais
(MG), and lot 5 was from snakes collected in the south of the State of Bahia (BA)
(Brazil). C. d. terrificus venom lots 1, 2 and 5-7 were pools from snakes captured in
Minas Gerais and lots 3 and 4 were from snakes collected in 8&o Paulo. C. d.
collilineatus and C. d. cascavella venoms were provided by Mr. Luiz Henrique (Ribeirdo
Preto, SP, Brazil) and by a private supplier in the State of Maranhao (MA), Brazil,
respectively. The age, number and sex of the specimens from which the venoms used
in this study were obtained are unknown. Bee (Apis meliifera) venom was from Sigma
Chemical Co. (St. Louis, MO, USA). All gquantities of venom indicated refer to the dry
weight of material used. Commercial antisera were obtained from the instituto Butantan

or from FUNED.

2.3. Enzyme assays

Collagenase activity was assayed by the method of Seddon et al. [24] Venom
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samples were incubated with a 1% suspension of collagen in 0.1 M Tris-HCI buffer, pi
7.0, containing 5 mM CaCl,. At the end of the incubation, the mixture was briefly
gentrifuged at room temperature and 1 mi of the supernatant was then mixed with 1 mi
each of 0.01 M CuSQC,, 2.5 M NaOH and 6% H,0,. The mixture was shaken for 5 min
at room temperature and then incubated at 80°C for 5 min followed by cooling under
running water. Subsequently, 4 ml of 1.5 M H;80, were added with mixing folowed by
2 ml of DMAB (5% wiv solution in propanol) and further agitation. The samples were
then incubated at 70°C for 16 min, cooled under running water and the resulting
absorbance read at 556 nm to detect hydroxyproline. Enzymatic activity was expressed
as the increase in absorbance at 556 nm/mg venom/18 h.

Flastase activity was determined as described by Shotton [25]. Venom samples
(in 0.25 mi) were incubated for 24 h at 37°C with 4 mi of 0.02 M sodium borate buffer,
oH 8.8, containing 1 mg of elastin-Congo red/mi. At the end of this period, the sampies
were centrifuged (5-10 min) in a clinical centrifuge at room temperature and the
absorbances were read at 495 nm. Enzymatic activity was expressed as the increase in
absorbance at 495 nm/mg venom/24 h.

HYAL activity was assayed by the method of Di Ferrante {26]. The reaction
mixture consisted of venom or chromatographic fraction (0.1 mi), 0.2 mi of hyaluronic
acid solution {1 mg/ml in 0.2 M sodium acetate buffer, pH 6.0, containing 0.15 M NaCli)
and 0.2 ml of sodium acetate buffer. The mixture was incubated at 37°C for 15 min and
the reaction stopped by adding 2 mi of CTAB solution (2.5% in 2% NaOH) followed by
rapid mixing. The resulting turbidity was determined at 400 nm after incubation for 30

min at room temperature (23+3°C). One unit of enzymatic activity, defined as a furbidity
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reducing unit or TRU, corresponded to the amount of venom required to produce a 50%
reduction in the turbidity caused by 0.2 mg of substrate. The activity was calculated
from log (Yturbidity/100%-%turbidity) vs. log {(amount of venom) plots of the dose-
response curves obtained. The amount of venom (read from the x-axis) corresponding
to zero on the y-axis, i.e. log(50%/100%-50%) = log 1 = O, represented one TRU. The
extremes (non-linear portions) of the dose-response curves were not used in the log-log
plots in order to avoid their influence in the calculation.

All absorbances were read on a Uvikon 810 spectrophotometer (Kontron

Instruments} using polystyrene cuvettes.

2 4. In situ detection of HYAL activity affer SDS-PAGE

HYAL activity was detected in situ as described by Cevallos et al. [27] following
electrophoresis of venom samples in SDS-polyacrylamide gels containing hyaluronic
acid (0.6 mg/ml of non-polymerized acrylamide:bis-acrylamide solution). Sodium
dodecyl sulphate-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) was done in 10%
gels. Venom samples were diluted in 0.063 M Tris-HCI, pH 6.8, containing 2% SDS,
10% glycerot and 0.001% bromophenol blue and glectrophoresed {(without prior boiling)
at a fixed voltage (100 V) in a Mighty Small SE-260 mini-gel apparatus (Hoefer-
Pharmacia BioTech, San Francisco, CA, USA). After electrophoresis, the geis were
stained with Stains-all followed by rinsing in 0.015 M Tris-HCI, pH 7.9, containing 5%
formamide and 20% isopropanct and then photographed. The bands of HYAL achivity

appeared as clear zones against a purple/blue background.
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2.5. Gel filtration chromatography

C. d terrficus venom was dissolved in 0.1 M sodium acetate buffer, pH 6.0,
containing 0.15 M NaCl and applied to a column (1.6 cm x 50 cm) of Sephacryl 8200
HR pre-equilibrated and eluted with the same buffer at a flow rate of 20 mi/h. The
elution profile was monitored at 280 nm and 2 ml fractions were collected. HYAL activity

of the fractions was assayed as described above.

2.6. Thermostability

The effect of temperature on C. d. ferrificus HYAL was examined by incubating
the venom at temperatures up to 80°C for 30 min and then measuring the residual
activity. The stability of the enzyme in solution was examined by assaying the activity in
venom samples incubated at 4°C, 25°C and 37°C for up to 24 h. In both experiments,

the venom was dissolved in 0.2 M sodium acetate, pH 6.0 containing 0.15 M NaCl.

2.7. pH optimum
To evaluate the effect of pH on HYAL activity, venom samples were dissolved in
0.9% (wiv) saline and the activity then assayed at 37°C using the standard assay

described above with 0.2 M sodium acetate buffer of different pH values.

2.8 Salt concentration
The influence of salt (NaCl) concentration on HYAL activity was tested by
assaying venom samples in 0.2 M sodium acetate buffer, pH 6.0, containing different

amounts of NaCt (0-500 mM). For these assays, the venom and hyaluronic acid were
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prepared in acetate buffer without NaCl and the salt then added separately to give the

desired final concentration.

2.9 Neutralizafion by antisera

To examine the neutralization of C. d. ferificus venom HYAL by commercial
antisera, venom samples were incubated for 30 min at 37°C with different amounts of
antisera against snake {Bothrops, Crotalus or Micrurus sp.) and scorpion (7ifyus sp.)
venoms in 0.2 M sodium acetate buffer, pH 6.0, in a2 volume of 0.3 mi, after which

substrate (0.2 mi) was added and the residual enzymatic activity then determined.

3. Results

Table 1 shows the collagenase and elastase activities of various arthropod and
snake venoms. Both activities were detected, although to varying degrees.
Collagenase activity was lowest in B. asper venom and highest in B. jararaca, with the
arthropod verioms showing levels similar to those of several snake venoms. Among the
snake venoms, B. asper venom had the greatest elastase activity and B. cofiara, the
least: the latter was similar to that of scorpion (7. serrufatus) venom. Bee venom had
no slastase activity whereas the level in spider venom was comparable to some snake
VENOMS.

Figure 1 shows dose-response curves for the HYAL activity of the venoms
screened. Activity was detected in all venoms except for that of B. atrox; the highest
levels occurred in arthropod venoms which, in the case of bee (A. mellifera) venom, was

similar to that of bovine testicular HYAL (positive control). Of particular interest was the
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very high activity in spider (P. nigriventer) venom. Among the snake venoms with
activity, the most active was that of C. d. ferrificus, and the least active, that of B.
Jjararacussu; the other venoms had values intermediate to these. The tevels of HYAL,
expressed in TRU/mg (Table 1) confirmed the findings of the dose-response curves.

Figure 2 shows variations in the HYAL content of different lots of B. jararacussu
and C. d. terrificus venoms. In the former species, only one lot of venom produced a
50% reduction in turbidity over the range tested; the large quantities of venom required
io detect even moderate activity in the other lots precluded full dose-response curves
from being done. All lots of C. d. terrificus venom tested contained HYAL activity, as did
the venoms of two other rattlesnake subspecies, C. d. cascavella (from northeastern
Brazil) and C. d. coffiineatus {from the State of S&o Paulo, overlapping in. range with C.
d. terrificus). Table 2 summarizes the HYAL activities of the various lots of C. d.
terrificus venom compared with the éther two subspecies. C. d. ferrificus vernom HYAL
levels differed by up to three-fold between the least and most aclive lots. C. d.
cascavella venom was more active than C. d. ferificus venoms whereas C. d
colliineatus venom was similar to the less active C. d. terrificus lots. Comparison with
Table 1 shows that C. d. ferrificus venoms generally had higher HYAL activity than
Bothrops venoms.

Gel filtration of C. d. terrificus venom resulted in the characteristic profile for this
venom in which the first peak contains convulxin (MW ~80,000) and the second
{principal) peak containg crotoxin (MW ~25-30,000). HYAL activity eluted as a single
peak between these two components (Fig. 3). In situ detection of HYAL following

electrophoresis revealed varying band intensities for the venom lots tested (Fig. 4A}



which generally agreed with the activities in Figure 1 and Table 1. Serial dilution of C. d
ferrificus venom revealed the presence of only one isozyme with an estimated mass of
75 kDa (Fig. 4B).

C. d. terrificus venom HYAL had a pH optimum of 4.0 with maximum activity
oceurring at an NaCl concentration of 50-100 mM (Fig. 5A,B). The enzyme lost activity
above 37°C (Fig. 5C) and also lost about 50% of its activity after 6 h in solution, but
then remained relatively stable for up to 24 h, regardless of the temperature of
incubation (Fig. 8A). C. d. terrificus HYAL was effectively neutralized by all of the
antisera tested, although antiserum against scorpion (7ifyus sp.) venom was iess potent

than those raised against snake venoms (Fig. 6B).

4. Discussion

The detection of collagenase activity in snake venoms agrees with work by
Simpson et al. [5], and indicates that this activity is widespread among venoms. The
overall low collagenoiytic activity in Table | may reflect the use of type | collagen which
is less sensitive to digestion by venom collagenases than type 1l and IV collagens. The
results for elastase activity (Table 1) confirm and extend the earlier observations of
Bernick and Simpson [14] on the occurrence of this activity in snake venoms and also
indicate that this enzyme may occur in arthropod venoms. The levels of aclivity
(corrected for @ 24 h incubation) for two of the snake venoms (B afrox and B.
alternatus) examined by Bernick and Simpson [14] were similar to those measured
here for these same species (B. atrox - 0.093 vs. 0.101 Aws/mg/24 h and B. alfernatus -

0.077 vs. 0.079 Aes/mg/24 h, from Bernick and Simpson [14] and Table 1, respectively).
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The general importance of elastases in the lethality and other actions of venoms
remains to be determined.

The presence of collagenase and elastase activities in the venoms of F.
nigriventer and T. serrulatus is interesting, particularly since these venoms are primarily
neurotoxic and do not produce marked local effects such as hemorrhage and/or
necrosis seen with certain spider [8, 28-30] and many snake venoms {12, 31}
Collagenolytic activity has been implicated in the necrosis caused by some spider
venoms [9], and the venom of the brown spider Loxosceles infermedia can degrade
fibronectin and gelatin [32], but the contribution of this action to the local effects of the
yenom is uncertain. General proteolytic activity has been reported in the venoms of
several species of spider, although it is not always clear whether such activity is a true
venom component or the result of contamination with salivary or gastric contents [33,
and references therein]. In the case of P nigriventer, Brazil and Vellard [34] reported
that venom obtained directly from dissected glands contained no proteolytic activity
whereas venom collected from the chelicerae during venom extraction did [35-37].

HYAL activity was detected in all venoms studied, with the levels in arthropod
venoms generally being higher than in snake venoms. The levels of this enzyme in
Bothrops venoms were similar to those reported for several Asian snake species (Naja
kaouthia, N. naja sputatrix, Trimeresurus albolabris and 7. popeorum), but lower than
those in Bungarus candidus, Calloselasma rhodostoma, Trimeresurus macrops, and
Vipera russelli subspecies [38]. As shown in Fig. 2, the levels of HYAL varied among
lots of B, jararacussu and C. d. terrificus venoms (~3 fold in the [atter case). Variations

in the levels of enzymes in venoms are not uncommon and may be influenced by the
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age, sex and geographic origin of the snakes as well as the method used to dry the
venom (lyophilization, desiccation in vacuo, or air drying) [39]. indeed, variations in the
levels of other venom enzymes and toxins have been reported for Bothrops sp. [40, 41]
and C. d fenificus [42, 43). Since C. d. fernficus venoms have little or no proteolytic
{43] and hemorrhagic [44] activities, the generally higher levels of HYAL in the venoms
examined here compared t0 Bofhrops venoms may represent a compensation for this
lack of enzymes capable of enhancing toxin diffusion.

There were no clear correlations among the levels of the three enzymes
assayed. Although venom HYAL are generally non-toxic and non-hemorrhagic [22, 45,
46), their ability to increase vascular permeability and potentiate the hemorrhage
produced by hemorrhagins [22] shows that this group of enzymes has an important role
in the diffusion of venom and toxins from the site of injection. Indeed, the rapid action of
HYAL on hyaluronic acid (within a few minutes) compared to the much slower action of
collagenases and elastases (hours) on extraceiiutar matrix components indicates that
HYAL is likely to be more important in the immediate local diffusion of venom than the
latter two activities.

The relationship betwaeen HYAL levels and the biclogical activities of Bothrops
venoms was examined using values for the latter reported in the literature [47]. Figure 7
shows that there was a positive correlation between the levels of HYAL and the
reported hemorrhagic and edematogenic activities of several Bothrops venoms whereas
the correlation was negative for necrosis and myonecrosis. These relationships
probably reflect the fact that hemorrhage and edema are rapid events {within minutes)

which the presence of HYAL would potentiate by facilitating faster diffusion of the toxins

43



into surrounding tissue. In contrast, myotoxicity and necrosis are slower events (hours).
In the presence of high levels of HYAL, the diffusion of toxins responsible for the latter
activities from the site of injection would be greater, leading to lower local
concentrations and hence lower effects over the time scales required for myotoxicity
and necrosis. Similar relationships were not observed for the collagenolytic and
glastolytic activities.

Venom HYAL are single chain glycoproteins {22, 45, 46, 48-50] with isoelectric
points that may be acidic [22] or basic [45, 46, 50]. These enzymes range in molecular
weight from 14,000 [38] to >120,000 [27], although in most cases this value is between
30,000-80,000 [22, 27, 45, 46, 48, 50-53], as also shown here for the C. d. terrificus
enzyme. Although some venoms contain isozymes of HYAL [27], the enzyme in C. d.
ferrificus venom apparently occurs in a single isoform as shown by in situ detection of
activity following SDS-PAGE.

Hyaluronic acid is the usual substrate for venom HYAL, with little action on
chondroitin sulfates A, B, and C or heparin [22, 51, 54]. Sodium chioride is required for
full enzyme activity, and this was confirmed here for C. d. terrificus, with maximum
activity occurring in buffer containing 50-1 00 mM NaCl. HYAL activity is insensitive to
EDTA and f-mercaptoethanol but can be inhibited by flavenoids {55, 56}, Fe*, cu™,
ng‘* and heparin [22, 35, 45, 46, 50], the latter probably acting through a non-specific
electrostatic interaction with the enzyme. HYAL are also generally resistant to several
freeze-thaw cycles [22, 48, 50], but are inactivated by heating [38], as observed for C.
d. terrificus venom HYAL. Xu et al. [45] reported that the HYAL from Agkistrodon acutus

venom lost 90% of activity after 8 h in solution at pH 5 and 20°C but showed no



significant loss of activity when stored for two months at 4°C in phosphate buffer, pH
6.4, containing 0.4 M NaCl. A similar stability (up to 46 days) wés.,reported by Tan and
Tan [57] for venom HYAL in saline solution at 4°C, but activity was lost in 0.05 M Tris~
HCI, pH 8.5 at this same temperature. The C. d. terrificus HYAL lost approximately 50%
of its activity after 6 h in 0.2 M sodium acetate, pH 6.0 containing 0.15 M NaCl,
independent of the storage temperature (4°C, 25°C or 37°C).

Venom HYAL have good antigenic activity, as shown by their reactivity with
antisera [51, 58-61] and monoclonal antibodies [62] and the neutralization of enzyme
activity [60-62]. However, there have been few comparative immunological studies of
venom HYAL. Cross-reactivity has been reported with antisera to HYAL from white-
faced homet, yellow homet and yellow jacket venoms (Vespula species) [58, 58],
although this does not necessarily extend to other hornet and wasp venoms [63, 64] or
to bee venom [58). In contrast, HYAL from the white face homet Dolichovespula
maculata cross-reacts with bee venom HYAL, probably because of the considerable
sequence similarity (56%) between the two proteins [65]. An antiserum produced
against the venoms of the snakes C. d. durissus, Lachesis muta stenophrys and various
Central American species of Bothrops effectively neutralized the HYAL activity
compared to the effect on the hemolytic, hemorrhagic and proteclytic activities of these
verioms 180, 61). The neutralization of C. d. terrificus HYAL seen with the different
antisera tested here agrees with the antigenic nature of these enzymes and indicates
that there is some immunological identity among HYAL of snake and arthropod

(scorpion, Tifyus sp.) venoms.
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Table 2. Hyaluronidase activity of C. d. terrificus venoms.

Hyaluronidase

Venom Lot” TRU (ug) TRU/mg
C. d. terrificus 1 2242+ 248 45+05
2 191.3 + 45.3 55+15
3 135.9 + 20.8 75+13
4 126.5 + 27.5 82+186
5 100.7 + 22.1 10.1 + 2.1
) 95.5 + 106 109+ 1.4
7 B1.8+247 132448
C. d. cascavelia™ 389+ 17 257+1.2
C. d. colfiineatus™ 158.0 + 169 6.8 + 1.1

*In order of increasing activity (TRU/mg). ™Included for comparison. The values
are the mean + $.E.M. of 3-8 determinations assayed in duplicate. One turbidity

reducing unit (TRU) corresponds to the amount of venom required to cause a

50% reduction in the turbidity produced by 200 pg of hyaluronic acid.
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FIGURE LEGENDS
Figure 1. Dose-response curves for the degradation of hyaluronic-acid by arthropod (A)
and snake (B) venoms. The points are the mean + S.E.M. of 34 determinations of

hyaluronidase activily assayed in duplicate as described in Methods.

Figure 2. Variation in the hyaluronidase activity of different lots of B. jararacussu (A)
and C. d. terrificus (B) venoms. The points are the mean + S.E.M. of 3-4 determinations

of hyaluronidase activity assayed in duplicate as described in Methods.

Figure 3. Gel filtration elution profile of C. d. ferrificus venom showing the position of
hyaluronidase activity. Twenty-five mifligrams of venom were chromatographed on a
column (1.6 em x 50 c¢m) of Sephacryl 5200 HR pre-equilibrated with 0.1 M sodium
acetate buffer, pH 6.0 containing 0.15 M NaCl. The column was eluted at a flow rate of
20 mifh and the elution profile was monitored at 280 nm, Two milliliter fractions were

collected and assayed for hyaluronidase activity as described in Methods,

Figure 4. Hyaluronidase zymograms of selected lots of C. d. terrificus venoms (A) and
dilution curve for one lot used to estimate the molecular weight of the enzyme (B). In A,
100 ug of venom were applied to each iane. In B, serial two-fold dilutions were tested
starting with 200 ng of venom. The molecular mass markers run in the same gel were
{in kDa): rabbit muscle myosin — 205, B-galactosidase — 116, phosphorylase b — 87.4,
bovine serum albumin — 66, ovalbumin — 45 and carbonic anhydrase — 29. Note that

only one isoform of the enzyme was detected. Cdc=C. d. cascavella.



Figure 5. influence of pH (A), salt (B) and temperature (C) on C. d. ferrificus venom
hyaluronidase. The points are the mean + S.EM. of 3-4 determinations of enzyme

activity assayed in duplicate as described in Methods.

Figure 6. Stability of C. d. ferrificus venom hyaluronidase in solution (A) and
neutralization of enzyme activity by commercial antisera (B). The points are the mean
S.E.M. of 4 determinations of enzyme activity assayed in duplicate as described in

Mathods.

Figure 7. Relationship between hyaluronidase levels of several Bothrops sp. venoms

and their biological activities. The data for the biclogical activities were from ref. [47].
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4. DISCUSSAO E CONCLUSOES
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4. DISCUSSAQ E CONCLUSOES

Todos os venenos mostraram alguma atividade colagenolitica e elastasica,
embora os niveis desta Ultima eram bem maiores para o veneno de B. asper do que
nos outros venenos. De modo geral, os niveis de colagenase e elastase detectadas
eram compativeis com os venenos de outras serpentes do mesmo género (BERNICK &
SIMPSON, 1976; SIMPSON ef al.,, 1971).

Todos os venenos também possuiam atividade hialuronidasica. Os niveis de
HYAL nos venenos das espécies de Bothrops e Crotalus eram parecidos, € se
assemelhavam aos ja relatados para vérios géneros de serpentes tais como a
Trimeresurus, Calloselasma, Vipera e outros da Asia (PUKRITTAYAKAMEE ef al,
1988 TAN & TAN, 1988). Alguns venenos, COmo O ga B. atrox, nao mostraram
atividade nas quantidades testadas. Por outro lado, 08 resultados obtidos com ©s
venenos de B. jararacussu e C. durissus ferrificus indicam que pode haver variago nos
niveis de HYAL em diferentes lotes de veneno de uma mesma espécie ou subespécie,
e tarabém entre subespécies, como no caso de C. d. cascavella, C. d. collilineatus e C.
d. terrificus. A variagio observada nos lotes de veneno de C. d terrificus sugere que a
diferenca entre subespécies & mais quantitativa do que qualitativa {varia¢cdo nas
propriedades fisico-quimicas e enziméticas) das enzimas. Essa variabilidade pode
refletir, em parte, as formas de coleta, secagem e armazenamento do veneno, estagao
do ano em que a coleta foi feita, e 0 astado de alimentacdo e idade das serpentes,
entre outras coisas (CHIPPAUX ef af,, 1991). Nao havia uma relacéo estreita enire ¢s

niveis das trés enzimas dosadas. Assim, o veneno de B. atrox que na&o mostrou
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alividade higluronidasica possuia niveis de colagenase e elastase semelhantes a0s
outros venenos.

A atividade maior de HYAL nos venenos de artrpodes comparada com 0s
venenos de serpentes provavelmente reflete uma compensagao nestes venenos pela
falta de outras enzimas, especiaimente proteases, capazes de degradar componentes
da matriz extracelular e causar efeitos locais marcantes, como edema, hemorragia ¢
necrose causadas por venenos botropicos. O fato desta enzima ter niveis t&o elevados
nestes venenos comparada com outras atividades tais como a colagenasica e
elastasica também sugere que a HYAL realmente € mais importante para a difuséo de
venenos e toxinas do local de injegao.

A relagio positiva observada entre a atividade hialuronidésica e as atividades
hemorragicas e edematogénicas dos venenos botrépicos é a primeira evidéncia de que
a HYAL pode estar envolvida nos efeitos locais destes venenos. Esta conclusao esta
de acordo com o trabatho do TU & HENDON (1983) que mostraram a capacidade de
HYAL purificada do veneno do lagarto Heloderma horridum em aumentar a
permeabilidade vascular e o tamanho de lesbes hemorragicas.

A comparagéo das propriedades da HYAL do veneno de C. d. ferrificus com as
de outros venenos (resumidas na Tabela 3) indica que esta enzima se assemelha em
muito com outras HYALS. O perfil de eluigo da atividade hialuronidasica apos
cromatografia por gel filtrag&o sugere a presenca uma proteina de alto peso molecular,
o que foi confirmado pela detecc@o de atividade apds eletroforese em géis contendo
SPS. A estimativa de um peso molecular de aprox. 75.000 para a enzima apos

eletroforese indica que esta proteina é de alto peso molecular, acima de varios outros
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venenos, mas parecido com os valores obtidos para a enzima dos venenos do
escorpido Heterometrus fulvipes (RAMANAIAH et al., 1990) e do lagarto H. h. horridum
(TU & HENDON, 1983) (Tabela 3). A detecgdo de uma unica banda de atividade no
veneno de C. d. ferrificus também sugere que ndo ha isoformas da enzima neste
veneno. CEVALLOS et &l (1992) j& demonstraram gque alguns venenos possuem
isoformas de HYAL.

O pH d6timo (na faixa &cida), a infludncia de sal na atividade gnzimatica e a
estabilidade térmica eram parecidos com os de outras HYALS. Com relagéo a
estabilidade em solugdo, TAN & TAN (1988) demonstraram que a atividade
hialuronidésica de venenos de varios géneros de serpentes era estdvel em salina
fisioldgica & 4°C por mais de 46 dias. Porém, houve perda significante desta atividade
quando os venenos foram diluidos e armazenados 4 4°C em tampéao Tris-HCI 0,05 M,
pH 8,5. As HYALS também perderam a atividade gradativamente & 37°C em solugao
fisiolégica. Conforme mostrado aqui, a HYAL do veneno de C. d. terrificus, em tampao
acetato de sodio 0,2 M pH 6,0, contendo NaCl 0,15 M, perdeu aproximadamente 50%
da sua atividade ap6s 48 b, independente se guardada & 4°C, 25°C, ou 37°C. Este
resultado sugere que a perda de atividade era devido principaimente ao fato da enzima
estar em solucéo e ndo & temperatura em que foi armazenada.

A neutralizagdo da atividade hialuronidasica por antisoros tem sido pouco
estudada. GENE et al. (1985) relataram a neutralizag@o da atividade hialuronidasica
de varios venenos de serpentes da America Central por um antisoro comercial. Em

estudo um pouco diferents, PUKRITTAYAKAMEE et al. {1990) mostraram a
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neutralizacdo da atividade hialuronidasica do veneno de Vipera russelli por um
anticarpo monoclonal. Nos nossos experimentos, a neutralizacdo da atividade
hialuronidasica por diferentes antisoros mostrou que todos reconheceram a enzima,
embora em diferentes graus. Isso indica que as HYALS em diversos venenos
compartitham alguma identidade imunolégica, sendo que esta identidade é maior entre
o0s venenos de serpentes do que entre venenos de serpentes e de escorpices. Devido
4 grande semethanca entre as propriedades fisico-quimicas destas enzimas, tal
imunoreatividade cruzada néo é inesperada. Relagbes imunologicas estreitas também
j& foram relatadas para vérias outras enzimas e toxinas de venenos (ELLIQTT, 1878).

A elevada antigenicidade das HYALS e sua capacidade de potencializar os
efeitos locais de venenos, especiaimente a hemorragia (TU & HENDON, 1983),
sugerem que a neutralizagdc precoce desta atividade durante a soroterapia poderia
amenizar a gravidade dos efeitos locais observados apds o envenenamento. Este & um
aspecto terapéutico ainda pouco investigado.

Os resultados obtidos aqui indicam que a HYAL do veneno de C. d. terrificus
possui propriedades semeihantes & outras HYALS de vertebrados e invertebrados, o
que sugere que 08 mecanismos cataliticos e especificidade para substratos, embora
nao investigados aqui, sejam também parecidas com outras enzimas deste grupo.

Do ponto de vista pratico, a HYAL é bastante usada na clinica terapéutica para
aumentar a permeabilidade tecidual a penetracdo de substéncias aplicadas [1]
topicamente (LAUGIER ef al, 2000}, (2] durante a terapia génica (FROMES et al,
1989: TORRENTE et al., 1999), [3] no tratamento de cancer (BAUMGARTNER et a/,

1998: DARSON & BARRETT, 1998; HASELSBERGER, RADNER, PENDLE, 1998) e [4]
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na administracdo de anestésicos locals (NEVARRE & TZARNAS, 1998) (para reviséo,
ver FARR et a/. (1997)). Na maioria dos casos, a enzima usada clinicamente € isolada
de tecido bovino (sémen e testiculos). A ampla distribuicdo da HYAL em venenos
animais sugere que estes também poderiam servir de fonte para a purificagao
comercial da enzima, mas esta possibilidade ainda néo foi avaliada. Neste sentido, a
caracterizacio parcial da HYAL feita aqui representa um passo inicial que pode levar &

purificagfo e estudo comparativo desta enzima de venenos de C. durissus spp.
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5. SUMMARY

Animal venoms contain enzymes capable of degrading basément membrane and
extracelular matrix components. We examined the collagenase, elastase and
hyaluronidase activities of several venoms and some of the properties of hyaluronidase
in Crotalus durissus terrificus {South American rattlesnake) venom. Collagenase and
elastase were assaved colorimetrically. Hyaluronidase activily was measured
turbidimetrically and by in situ detection following SDS-PAGE. The enzyme was also
partially purified by gel filtration on Sephacry! $200 HR. Neutralization of hyaluronidase
by antisera was tested by measuring the residual activity after co-incubation. Arthropod
and snake venoms showed similar levels of collagenase; elastase activity varied from O
- 0.713 Awsnm/mg/24 h. The hyaluronidase content of arthropod venoms 1 53+4.7 to
166+19.2 units/mg; mean+SEM] was higher than in snake venoms (<7.0+1.7 unitsimg;
n=3-6). In C. d. ferrificus venoms, hyaluronidase activity varied from 4.5:0.5 to
13.2+4.8 units/mg (n=3-6). C. d. terrificus hyaluronidase eluted as a single peak after
gel filtration and migrated as a single band (~75 kDa) based on in situ detection after
SDS-PAGE. The pH optimum was 4.0, with meximum activity in 0.05-0.1 M NaCl. The
enzyme lost activity at >37°C and after 6 h in solution (~50% reduction) at 4°C, 25°C
and 37°C. Commercial antisera neutralized the enzyme. These properties of C. d

terrificus hyaluronidase were similar to those of other venom hyaluronidases.
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