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Resumo

Neste trabalho descrevemos a purificacdo, carzatéio estrutural e os efeitos locais e
sisttmicos de uma nova metaloprotease bdéa massa molecular, denominada BtaHF
(Bothriopsis taeniatddemorrhagic Factor). A proteina foinfficada a partido veneno total da
serpenteBothriopsis taeniataisando cromatografia exclusd@wlecular convencional (Sephadex
G-75), seguida de uma cromatografia de altaesftia de troca ibnica (coluna DEAE 8HR AP-
Minicolumn). A nova metaloprotease BtaHF agmeta um alto grau de pureza e homogeneidade
molecular e possui uma massa molecular de 25968,16 Da.

A BtaHF apresentou atividade caseinoliticancama temperatura e pH 6timos de 37-40
°C e 8, respectivamente. A atividade caseinold®8taHF foi inibida por EGTA, EDTA e DTT,
mas os inibidores PMSF e SBTI ndo apresentaram efeito. O inéCaportante para a
estabilidade da metaloprotease BaHF, aumentatididade caseinolitica da enzima, entretanto,
os fons Zi* e Mn"? inibem a atividade enzimética desta enzima.

A BtaHF é uma enzimadfibrinogénolitica por degradar rapidamente a cade@ada
fibrinogénio apds 15 minutos de incubacgdo, enquanto a cadegad®@mpletamente degradada
apos 6 horas. Por outro lado, a BtaHF ndo possui atividade fibrinolitica ou arginine amidase.

A andlise de composicdo de aminoacidosstrou que a BtaHF possui carater acido e
apresenta 6 residuos de cisteiNa estudo de homologia a BtaHF apresentou maior identidade
sequencial com metaloproteases com atividade hemorragica da classe P-I como a BaP1 (
Bothrops aspeér

A metaloprotease BtaHF possui atividadenbgagica fraca com uma dose hemorragica
minima de 20,14R)/animal. Esta metaloprotease mostrou atividade edematogénica que mostrou
ser dose-dependente e teve um efeito permaneceou apds 6 horas de injecdo. Ambos efeitos esta
relacionados a atividade proteolitica e ao ¢orenovelamento da BtaHF, una vez que foram
inibidas por agentes quelantes (EDTA e EGE&Aedutor (DTT). A metaprotease BtaHF n&o
possui atividade miotdxica, embora tenhaidéde citotoxica em fibroblastos C2C12.

A andlise histolégica do musculo gastitémio de camundongo confirmou a atividade
hemorragica e edematogénica da metaloprotessiey) @omo, a auséncia ditvidade miotoxica.

A metaloprotease BtaHF produzfeitos sistémicos esgificos quando injetado via
endovenosa em camundongos. A nivel do tecido pulmanaxina produzleeracéo da estrutura

alveolar com hemorragia signiftbea, engrossamento dos septalseolares e inflamacdo. A
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BtaHF ndo produz hemorragia no tecido renals ralierou a estrutura glomerular, além de
alteracdes no citoplasma das células dos tulprmsmal e distal. Contrariamente, esta toxina
nao produz efeito nenhum avaei hepético. A BtaHF consome fibrinogénio plasmatico de
modo dose e tempo-dependente, produzindo qudahilidade sanguinea apds uma hora. Estudos
in vitro revelaram atividade pro-coaguke dose-dependente, adugir os indices PT e APPT.

A utilizacdo de metodologias de purificacdoalta eficiéncia peritram a purificacdo da
metaloprotease BtaHF. Assim, esta abgeta pode ser aplicada nos estudos bioquimicos,
estrutura-funcao, fisiolégicos e farmacolégicgpodendo deduzir o papel desenvolvido pela
metaloprotease purificada nos efeitosldjicos produzidos pelo veneno total Betriopsis
taeniata As informacfes produzidas no presenteditad permitiram sugerir que as principais
funcdes das metaloproteases de veneno deergermla classe P-I sdo manter a hemorragia
carateristica dos envenenamentos botropicpargcipar da imobilizacdo da presa promovendo

rapidos efeitos proinflamatorios.
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Abstract

In this work we described the purificatiostructural characterization and the local and
systemic effects of a new low molecular weighbike venom metallopehase, named BtaHF.
This protein was purified from thBothriopsis taeniatacrude venom combining conventional
molecular exclusion (Sephadex G-75 colurfoijowed by an ion exdinge (DEAE 8HR AP-
Minicolumn) chromatography on a HPLC systefhe new metalloproteinase BtaHF showed a
high degree of purity and nextular homogeneity with a nezular mass of 25968.16 Da.

BtaHF showed caseinolytic activity with aptimum temperature angH of 37-40 °C and
8, respectively. The caseinolytic activity wiakibited by EGTA, EDTAand DTT, but PMSF
and SBT-I did not shownhibitory effect. The C& ion shown to be important for protein stability
enhancing its caseinolytic tagty, on the contrary, Z and Mri? showed inhibitoy effects upon
the enzymatic activity of this protein.

The metalloproteinase BtaHF is affibrigenolytic enzyme, naidly degraded fibrinogen
A . chain whitin 15 minutes, while fibrinogen Bhain is degraded after 6 hours. This enzyme
did not show fibrinolytic oarginine amidase activities

BtaHF is an acidic protein dulee mayor proportion adcidic amino acid in its amino acid
composition with 6 cysteinyl residues. Bye homology study BtaHF share a high sequence
identity other weakly hemorrhagP-1 class SVMP such BaR&olated from Bothrops asper
snake venom

This new metalloproteinase, BtaHF, haee weak hemorrhagic with a minimum
hemorrhagic dose of 20.14 pg. Also, this mefadbteinase showed dose-dependent paw edema-
forming activity, this effect remain six houedter inoculation. Both hemorrhage and edema-
forming activities were related to the enzymadictivity and correct fold of BtaHF, since
chelating (EDTA and EGTA) and reducing (DTT) agents inhibited these activities. On the other
hand, this enzyme did not show miotoxic aityivalthough, showed citotoxic activity on C2C12
fibroblast.

Histological analysis of mice gastrocnemiusseia confirmed that the metalloproteinase
produce local hemorrhage and pro-inflammatoifeats, as well as, the absence of miotoxic
activity.

This metalloproteinase, BtaHF, produce specific systemic effects when injected

endovenously in mice. On lung tissue level thes@éntproduce alteration of alveolus structure
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with significant hemorrhage, itkness of alveolus septummdh inflammation. On renal tissue
BtaHF did not produce hemorrhad®jt, was observe alteration gfomerulus structure, along

with cytoplasmatic alterations of distal and proal tubulus cells. On #hother hand, were not
observed any alterations on hepatic tissue. Btahdfettecompletely plasma fibrinogen levels in
a time and dose-depended manner, reachingdhlecoagulability afteone hour. BtaHF shown

dose-dependent pro-coagulawtivity “ex vivo” reducing PT and APPT index.

The metalloproteinase BtaHF was purifiedngsa high efficientsystem. Thus, this
approach can be applied to biochemicatuatre-function, physiolgic and pharmacologyc
studies which allow infer the role of this enzyme in the biological effects produce by Bothriopsis
taeniata crude venom. The information here presesuggest that the mainly functions of P-I
class snake venom metalloproteinases are thatenance of the char&ristic hemorrhagic
effect of the botropic venoms and particgatf prey immobilization by promoting rapid
inflammatory effects.
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l.- INTRODUCAO
1.1.- Aspectos Gerais dos venenos de Serpentes

Na historia da civilizacdo, as serpentgenenosa durante anos fizeram parte das
peculiaridades culturais. As serpentes tiveramigi@acdo nas artes, ciéncia e religido como
representacdes simbolicas de inUmeras creigasicio do século 20 as investigacdes sobre a
bioquimica e a farmacologia das peconhas deestp introduzindo novasonhecimentos sobre
0s venenos demonstraram graddesrsidade funcional e estrutugg seus componentes, que sao
capazes de realizar inimeras funcdes biologicaeelacionadas em diferentes areas da saude
como: hematologia, neurologia erdalogia (Gutierrez, 2002; Koht al., 2006). Na atualidade
sdo reconhecidas cerca de 3000 espéciesetgentes, sendo 500 pésies consideradas
peconhentas e destas somente 200 podem gaowmvenenamentos em humanos @rwl.,
2006).

Pelas inumeras propriedades bioquimicas, ifunais e estruturaisas peconhas de
serpentes sdo alvos interessantes de estudourkracidente ofidico, a manifestacdo clinica
depende da toxicidade intrimse do veneno e da quantidade tafla. Os acidentes ofidicos
apresentam sintomas variados, apresentandsuanmaioria grande importancia clinica e estes
sistomas sao classificados em poucas categorias €Kath, 2006). Os acidentes botropicos
causados por serpentes do gérgwthropscausam lesdes locais como edema, bolhas e necrose,
produzidos pelas acGes de componentes etizmBa como proteaseshialuronidases e
fosfolipases. Além da atividade local, osvenenamentos causados por serpentes do género
Bothrops produzem problemas na coagulacdo, caraeios pela degradacdo proteolitica ou
ativacdo dos fatores de coagulacdo, agindmoc@gonistas ou antagstas da agregacao
plaguetéaria e degradando os componentes dabnama basal de capilares. Estas acfes na
hemostase tém como manifestacao final a hegiasrgue € uma sindrome prépria dos acidentes
botrépicos (Ministério de Saude, 2001).

O veneno de serpente contéma mistura de compostos cdeyns de origem organica e
compostos simples de origem inorganica. Dengecompostos simples de origem inorganica
estdo ions como calcio, cobre, ferro, potissiagnésio, manganés, sédio, fésforo, cobalto e
zinco (Friederich & Tu, 1971).

Dentro os compostos complexos de origegénica, encontram-se as proteinas (90-95%

do peso seco do veneno), carboidratos, aminas biogénicas, aminoacidos e nucleotideos. Na



composicao protéica da peconha de serpemiedemos encontrar componentes enzimaticos
como acetilcolinesterases (inibicdo do sistenmervoso central), adenosinadifosfatase,
fosfolipases (relacionadas com a miotoxicidadeurotoxicidade), hialuronidases, L-aminoacido
oxidases, metaloproteases, seproteases; e componentes namreaticos como desintegrinas,
lectinas tipo C e peptideos pateadores da bradicinina (Brawd al., 2000; Markland, 1998;
Suhr & Kim, 1996; Tu, 1991). Em seguida serdo descas principais classes de enzimas que

constituem os venenos de serpentes:

1.1.1. Oxidoredutases

No veneno bruto de serperg&o encontradas pelo menossl@nzimas responsaveis por
reacoes tipo redox: as L-aminoacido oxidageAO) e lactato deshidrogenase. As LAO
convertem o aminoacido livre em umicetoacido. Muitos venenos de serpentes possuem
atividade elevada de LAO qusio responsaveis pela cor aefardos venenosecos (Du &
Clemetson, 2002). Descobriu-se que as LAO sédo capazes, em determinadas condicdes
laboratoriais, de induzir agregacao plaquetéria (et al.,2008), e a apoptose em determinados
tipos celulares (Suhr & Kim, 1996). Mclean datmradores (1971) descreveram gque o0 veneno de
algumas serpentes catalisa a conversao do lacfatavato. A presenca do lactato desidrogenase

foi demonstrada em varios venenos, principalmente em serpentes doNg@aerDendroaspis

1.1.2. Hidrolases

Sao consideradas neste grupo: foskdas fosfodiesterases, endonucleases, 5-
nucleotidases. As fosfodiesterases de veneno de serpente sdo largamente utilizadas no
sequenciamento de oligonucleotideos e poleuitdeos. A 5-nucleotidase é uma enzima
especifica encontrada na maioria dos vegede serpentes e € mais instavel do que as
fosfodiesterases. A importancia das proteinas fasést se deve a sua participacdo nos processos
de crescimento, diferenciacéo e proliferacdo celular, uma vez que as mesmas regulam a atividade
de outras enzimas por desfosforilacdo, levaadalteracdo de suas atividades intrinsecas,
permitindo assim um funcionamento perfeito do mecanismo de transducdo de sinais,
desencadeando uma série de reacdes biorpsngue induzem uma resposta bioldgica, por
exemplo: alteragbes no metabolismo de carbtidr assim como em eventos carcinogénicos
(Sales & Santoro, 2008).



1.1.3. Fosfolipases A

Sé&o enzimas largamente distribuidas na eatyrsendo encontradas em bactérias, plantas
e tecidos de mamiferos (pulméo, figado, bacoagém, eritrocitosplaquetas e leucocitos
polimorfonucleares). As mais conhecidas ¢udsdas sdo aquelascentradas nos tecidos
pancreéticos de mamiferos e nos ven@goserpentes e insetos (Dennis, 2000).

Nos venenos de serpentes elas se destacam como uma das principais familias de proteinas
pois se apresentam em grandes quantidades. As$28lofas enzimas mais estudadas do ponto de
vista bioquimico e bioldgico, ertéimportante papel na digestdo de fosfolipideos de membrana
(Kini, 2003).

1.1.4. Glicosidases

Estas enzimas tém a funcdo de facilitar fasdio das toxinas do veneno para dentro do
tecido das vitimas (Tu, 1991). Demt estas enzimas citam-se asamilases, as NAD
nucleotidases e a hialuronidagehialuronidase € uma enzima que faz a catélise (hidrolise) do

acido hialurénico, um mucopolissaitkeo presente na pele, nositi®s conectivos e nos tenddes.

1.2. Proteases

Agrupam se em dois grandes grupos: rdopeptidases e as exopeptidases (Iwaeaga
al., 1976). Nao sao responsaveis pela acao letaVelosnos, mas causam outros tipos de efeitos
danosos, tais como hemorragia. Venenos destrp das familias Crotalidae e Viperidae contém
um ou mais fatores hemorragicos chamados hagioas. Estas moléculas sdo caracterizadas
como metaloproteases que contém zinco e apresentam um dominio protease e, em algumas delas
dominios adicionais. Estas peases agem degradando proteqascompdem a membrana basal
subjacente das células endotslidos capilares (Gutierretz al.,2005).

As proteases do veneno de serpente cleaddis em serinoproteases e metaloproteases,
sdo os principais grupos de enzimas que levam ao desequilibrio hemostéaticoe{Ea@D0o;
Matsuiet al.,2000).

1.2.1. Serinoproteases de veneno de serpente (SVSP)

As serinoproteases de veneno de serp€BMSP, siglas emnglés) sdo enzimas
proteoliticas presentes em muitos génerosseasentes peconhentas das familias Viperidae e

Colubridae Agkistrodon, Bothrops, Lachesis, Trimeresurus, Bitis, Ceratestes As SVSP’s
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tém papel importante na atividade coagulantstrada em muitos venenos de serpentes (Castro
et al.,2004; Luet al.,2005).

O principal mecanismo das SVSP'’s, que coniniara a coagulacdo do sangue, é a degradacao
proteolitica do fibrinogénio parformar mondémeros de fibringstes mondémeros polimerizam
parcialmente formando um codgulo instavelfideina com a qual as plaquetas nao interagem
para formar o tampdo plaquetério. Este mecanismo de formacéo de fibrina apresentado pelas
SVSP’s tem muitas similaridades com o mecaaisla trombina, pelo qual sdo denominadas
Thrombin-like (Braucet al.,2000).

As SVSP’s possuem outras atividades biolégicas que afetam a hemostase, como a
ativacao de fatores da cascata de coagulacdo odrator V, a degradacaia fibrina (atividade
fibrinolitica), além de agirem como agonistda agregacao plaquetaria pela interacdo com
receptores de membrana como ProteinaseaetiReceptors 1 (PAR-1) e 4 (PAR-4). Algumas
SVSP’s produzem incoagulabilidade do sangue péleacdo da Proteina C a qual degrada
fatores V e VIl ativado, result@o no efeito anticoagulante (Braatlal., 2000; Castreet al.,

2004). Cita-se como exemplo, a Balterobin purificada do veneBottieops alternatugSmolka
et al.,1998) e a Ba lll-4 dB. atrox(Ponce-Sotet al.,2007).

1.3. Metaloproteases de veneno de serpente (SVMP)

As hemorraginas de veneno de serpentens@taloproteases zinco dependente, as quais
sdo componentes importantes do veneno dasrdgesp da familia vipéridae. Estas enzimas
pertencem a superfamilia das metzincinas (metaloendopeptidases zinco dependentes) junto com
as astalisinas, serralisinas, ADAM (A DesintegAnd Metalloproteinase) e metaloproteases de
matriz (Strocker & Bode, 1995).

1.3.1. Estrutura das metaloproteases de veneno de serpentes

As metaloproteases de veneno de serpgit€ 3.4.24) sdo enzimas modulares de forma
elipsoidal e dependente de zinco para reabizana funcdo enzimatica (Stocker & Bode, 1995).
Estas enzimas apresentam a adicdo de dominios na regido C-terminal, o qual faz com que
possuam uma faixa de massa molecular entre 200 kDa, além da diversidade nos efeitos

farmacoldgicos produzidos (Bjarnason & Fox, 1994)



As metaloproteases de veneno de serpsiteproduzidas comomaogénios. O dominio
principal que compde estas enzimas é o donmataloprotease. Em seguida se descreverdo os

dominios que se apresentam nas loptateases de veneno de serpente.

1.3.1.1. Pré-Sequéncia

Hite e cols (1992) foram os primeiros a aerstrar que as SVMP sao traduzidas como
zimogénios e apresentam uma sequéncia sinatlati@ conservada. Na Atrolisina esta sequéncia
esta conformada por 18 residuos de amimmé&ci Nesta toxina a quebda pré-sequéncia
acontece entre os aminoacidos GlglB8erl9 (Bjarnason & Fox, 1994; Hatial.,1999).

1.3.1.2. Pré-sequéncia

Nos estudos dos cDNA das SVMP observoaggesenca de um dominio nomeado de
Pro-sequéncia, encontrado entre a pré-secuémod dominio metaloprotease. Na Atrolisina
(Crotalus atroy o dominio € conformado por 169 ihsds de aminoacidos. O dominio Pro-
sequéncia é altamente conservado e apiesemta sequéncia consenso de 7 residuos de
aminoacidos (PKMCGVT) perto do inicio dagi@ N-terminal (aproximadamente 20 residuos
de aminoécido) da proteina funcional (zimogépbs processado). Essa sequéncia é similar a
sequéncia apresentada na familia das Metaloproteases de Matriz (MMP’s, PRCGV/NPV/LA7G),
as quais sdo endopeptidases dependentes tipraduzidas por células endoteliais de mamiferos
(Hati et al., 1999; Keelinget al., 2005). A funcdo proposta paesta sequéncia é similar a
apresentada nas Metaloproteases da Matriz (Mdigflas em ingles) o qual é a de um “Cysteine
switch” ou “Velcro” que inativao dominio metaloprotease (Graetsal.,1993).

1.3.1.3. Dominio Metaloprotease

O dominio metaloprotease é classifica topologicamente, como uma proteina,
composta por sucessado de elementtrsitesais secundarios fixos: 5 folhagna qual a folha 4 €
antiparalela) e 5 estruturaélice (onde a hélicel contém de 4 a 6 residuos sendo a menor, e a
hélice .2 é a maior com 16 a 21 residuos). O sitieoadivide o dominio metaloprotease em dois
sub-dominios: o maior N-terminal e 0 menor @ri@al, os quais sao ligados por duas ou trés
pontes dissulfeto, localizadas na regido C-teain sdo responsaveis pela estabilidade da
estrutura globular da enzima (StockeB&de, 1995; Ramos & 8stre-de-Araujo, 2006).



O dominio que contém o sit@atalitico e possui uma extéosde 200-215 residuos de
aminoacidos e contem a sequéncia consen8xHEBGBxHD (B: aminoacidos hidrofébicos; x:
qualquer residuo). As Histidinas sdo as respaisdela ligacdo do atomo do Zinco e junto com
uma molécula de agua fazem a formacgédo deamplexo tetraédrico piramidal. Neste complexo
0 primeiro e o terceiro residuake histidina e a molécula dgua compde a base, a terceira
histidina forma o topo da piramide, e o zincmlad-se com o plano daase (Stocker & Bode,
1995; Hatiet al.,1999; Ramos & Selistrde Araujo, 2006).

De forma geral o dominio metaloprotease s@néa duas ou trés pontes dissulfeto (Fox &
Serrano, 2005; Ramos & Selistre de Araujo, 2006)adrao das pontes relaciona-se segundo o
tipo de SVMP, mas a introducdo de pontessulfeto parece ndo produzir distarbios
significativos na estrutura do dominio, pelo qualinfluéncia na esitura-funcdo das SVMP
ainda nao esta esclarecido (Fox & Serrano., 2005).

As SVMP compartilham a sequéncia motivaV@P (x: qualquer residuo de aminoacido),

a qual fica 24 residuos de aminoacidos da sequéncia consenso na direcdo da regido C-terminal de
cadeia polipeptidica. Este mati homeado “Met-Turn” ou “Ga-Metionina” (traducao livre),

forma uma alga com giro a direita e é altamente conservado na superfamilia das Metzincinas
(superfamilia pertencente as metaloproteases dependeiffesAZiuncao principal da metionina

€, ao parecer, estabilizar os residuos da&lhia, favorecendo a sua ligacdo com o zinco (Stroker

& Bode, 1995; Ramos & Selistiade-Araujo, 2006).

O dominio metaloprotease é mos conservado que o proradmio, 0 que sugere que as
SVMP evoluiram por meio da duplicacdo de gergepartir de um ancestral comum e que este
dominio sofreu um processo de evolucadeaiada (Ramos & Seli®e de Araujo, 2006).

1.3.1.4. Peptideo ou Segmento Espacador

Num primeiro momento foi definido como um segmento entre os dominios
metaloprotease e Desintegtike (Bjarnason & Fox, 1994). O pggdeo apresenth3-15 residuos
de aminoacido de comprimento; alguns precursteasetaloproteases de baixa massa molecular
sofrem protedlise deste segmento, embora outjassncontrados em dominios desintegrinas e
Desintegrin-like de cadeia longa. Nestes casosasiduo de cisteina eatse encontra envolvido
na formacéo de pontes dissulfeto com as adagepresentes no dominio formando novos padrbes
de pontes dissulfeto (exemplo Bitistatin-l e Catitastatin-C). No caso das SVMP o peptideo

possivelmente esta relacionado com a resist@&u@rocessamento protiico da proteina (Fox
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& Serrano, 2005; Ramos & Selistre-de-Araujo, 2006). Kini e Cols (1997) sintetizaram um
peptideo baseado neste segmento e avaliaraoxicidade e a atividade biolégica dele. O
segmento espacador ndo apresentou atividadedatalpagulante ou efeitaobre as plaquetas e

ndo mostrou nenhum efeito significativo nos nigisguineos de tligerideos, colsterol total,

ou lipoproteinas como o HDL ou LDL. Com tudo, o segmento apresentou atividade hipotensora
em ratos normotensivos, mas ao ser testadoredos hipertensivos nao foi observado reducéao
significativa. Com tudo, ao que parece o sedmeaspacador ndo contribui com a atividade

biolégica das proteinas ngsais se apresenta.

1.3.1.5. Dominio Desintegrin@ Desintegrina-simile

As Desintegrinas sdo uma familia de peptideos que apresentam baixa massa molecular,
apresentam de 41 a 100 residuos de amino&cidogns varios residuos de cisteina os quais
configuram variados padrdes g@entes dissulfeto (Ramos &elistre-de-Aradjo, 2006). Estes
peptideos sdo encontrados na peconha de sespda familia Viperidae, e a maioria destes
peptideos sdo formados a partir de precuss@¥MP da classe P-Il por protedlise. Estes
peptideos apresentam uma estrutura em alca tigde- 13 residuos de aminoacidos de
comprimento, onde se encontra presente a seiguémtsenso RGD. A sequéncia consenso RGD
€ a responsavel pela atividade inibitoria deeggcao plaguetaria que estes peptideos possuem, o
motivo interage com o complexoigbproteina llb/llla (integrina.;, 1) inibindo a agregacao
plaquetéria induzida pelo fibrinogénio comd rigamin isolada do veneno brutoTéneresurus
flaviridis (Kamigutiet al.,1998; Hatiet al.,1999; Ramos & Selistre-de-Araujo, 2006).

As SVMP'’s de alta massa molecular apresentiominios que possuem alta similaridade
com as Desintegrinas, mas apresentam difaeem relacdo a duas caracteristicas: 0 motivo
RGD nao € conservado, observando-se quegiaiaa € trocada, em alguns casos, por acido
aspartico (DCD) ou acido glutaco (ECD, HR-1B e jararhagine duas cisteinas extras,
formando assim pontes dissulfeto com o Segme&sfmacador e o dominio Cystein-rich. Estes
dominios sdo nomeados como Desintegrin-tikgotenciam atividade hemorragica das SVMP’s
da classe P-lll hemorragicas pela interacdo cooolageno de tipo | e IV, alem de inibir a
atividade da agregacddaquetaria (Hatéet al., 1999; Ramos & Selistre-d&radjo, 2006; Moura
da Silvaet al.,2008).



1.3.1.6. Dominio Rico em cisteina

Este dominio apresenta-se nas SVMP tke mbhssa molecular (Classe P-IIl) no sentido
carboxi-terminal do dominio desintegrin-like. Edgt@minio é caracterizado pelo alto nimero de
residuos de cisteina, as quaidigam para formar as pontessiilfeto. Contudo, o dominio rico
em cisteina apresenta um padd&inido de residuode cisteina. O prime padréo esta na
primeira metade do dominio (subdominio), e poewior conservacado dos residuos de cisteina
apresentando a sequénciaBX4CX14CX12CX9CX4C- (X: qualuer residuo de aminoacido).
Na segunda metade do dominio o padrédo apreseita variabilidade e a necessidade de inserir
“gaps” para os alinhamentos: CX4/6/100518/19CX5CX4CX7/9/16 (Bjarnason & Fox, 1994;
Hati et al.,1999).

No caso dos precursores de SVMP (classe d>dgsintegrin-like que sofrem processo
proteolitico, o dominio rico emisteina apresenta-se semprédo ao dominialesintegrina, a
funcéo atribuida, neste caso, é o corretthalinento do dominio desintegrina (Bjarnason & Fox,
1994; Hatiet al.,1999).

Nas SVMP’s de alta massa molecular (P-dlfuncdo observada é o aumento da poténcia
hemorrégica pela interacdo deste dominio ceceptores de células endoteliais ou proteinas da
membrana basal dos capilareggfBason & Fox, 1994; Escalargeal.,2006; Baldcet al.,2009;
Moura da Silveet al.,2008). Outras atividadésoldgicas foram descritggmra o dominio rico em
cisteina. Jia e cols (1997) denstraram que este dominio inibe a agregacédo plaquetagpa=(IC
456nM) induzida pelo colageno, alem de inibiradesdo de células MG-43 ao colageno, as
inibicdes foram dose dependente, mas né&osepteu inibicdo da aggacdo plaquetaria
dependente do ADP (Bjarnason & Fox, 19B4mos & Selistre-de-Araujo, 2006).

1.3.1.7. Subunidade similar a Lectina tipo C

Este dominio foi descrito unicamergara as metaloproteases RVV-Yera russellj e
VLFXA (Vipera libeting e cada uma possui duas subunidades proteicas adicionais C-type
Lectin-like ligadas @&adeia principal por pontes dissulfetos ao dominio rico em cisteina (figura 1;
Bjarnason & Fox, 1995; Ramos Selistre de Araujo, 2006).



Dominio Dominio
Pri-seqiiencia Metaloprotease

P-l Metaloproteases de
B haixa massa molecular
Dominio Dominio Desintegrin
Pre-seqiiencia e Desintegrin-like
P-Il Dominio
/ Cystein-rich
| ——
P-Ill Metaloproteases de
alta massa molecular
(XXCD)
Metaloproteases de
P-1V alta massa molecular
S 5 com a sub-unidade

Caype lectin-like

Caype
lectin-like

Figura 1. Dominios presentes nas metaloproteases de veneno de serpeAtdigura mostra as sequéncias
consenso dos dominios Prd-sequéncia (PKMCGYV), Metaloprotease (HEXXHXXGXXH) e Desintegrina (RGD ou
XXCD; adaptado de Ramos & Selistre de Araujo, 2005)

1.3.2.- Classificacdo das metaloproteases de veneno de serpente

A classificacdo das SVMP’s é feita de acordo com a adicdo de dominios estruturais,
fornecendo informacdes essenciais para compreender os mecanismos de acdo dessas enzimas. £
SVMP inicialmente foram classificadas eqouatro classes (Bjason & Fox, 1994; Fox &
Serrano, 2005), mas esta classificacao diberada recentemente (Fox & Serrano, 2008).
Atualmente as metaloproteases de venersegente sao classificadas em 3 classes:

1.3.2.1. SVMP Classe P-lEsta classe apresenta a estatbésica das SVMP’s, baseada no
cDNA, composto pelos Pré-Dominio, Pro-Doimi e Dominio Protease. Todas as SVMP-PI
apresentam o motivo HEXXHXXGXXH, que é o sititivo e de ligacdo ao zinco, além disso,
apresenta a sequéncia CI/VM conhecida cdMet-Turn”. Todos os membros desta classe
possuem atividade proteolitica e atividade heégica fraca. Atrolysin B, C, D, LHF-II,
Fibrolase, Atroxase sdo alguns membrogirfison & Fox, 1994; éx & Serrano, 2005; Fox &
Serrano, 2008).

1.3.2.2. SVMP Classe P-lIApresentam a mesma estrutura bades P-I's, mas tem a adicao de
um dominio “Desintegrin-simile” na regido t€rminal. Este dominio apresenta o motivo RGD

que age como um bloqueador de integrinas respeissda agregacao plaquetaria. Em geral as P-
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Il apresentam uma acdo hemorragica mais forteagu®l. Em recentesvisdes (Fox & Serrano,

2008) foi expandida a subclassificacdo desta cldsshias subclasses (P-lla e P-IIb) para cinco
subclasses (P-lla — Plle) baseado no padrdo de pontes dissulfeto e no processamento pos-
traducional destas enzimas. As P-Il sdo subdieadas: P-lla, as quais compreendem estruturas

gue sofrem a quebra no segmento espacadoatidie o dominio metaloprotease e desintegrina-
simile os quais sao funcionais, exemplo desta subclasse sdo AtrolysCt&lus atroy e

Trigamin (Trimeresurus graminedisP-1lb e P-lic, pertencente a estas classes as metaloproteases
P-Il que ndo sao suceptiveis de quebra protemlitendo proteinas de ealunica funcionais, a
diferenca entre estas duas subclasses € que as metaloproteases P-lic formam estruturas dimérica:
Exemplos de metaloproteases P-llb sdo a Jerdonilingefdoni) e Stejnitin T. stejner);
exemplos de metaloprotease P-lic sdo BBGtHrops alternatyse Bilitoxin-1 (Angkistrodon
bilineatug. P-lld, sdo as metaloproteases P-Il guieeso processamento proteolitico liberando
desintegrinas funcionais, enquanto o dominio loptatease € degrado. Exemplo desta subclasse
formam estruturas diméricas, exemplo desta subclasse € a VAiFeta( russell (Bjarnson &

Fox, 1994; Fox & Serrano, 2005; Fox & Serrano, 2008)

P4 P f'rotainasaf,' S Protainasatﬁ Atrolysina B, C, D
i r f A AtrolysinaE

XY > BN Protoinase( s (Dis Proteinase( s [ mis (s tie

Pdib X [N Proteinase( S (DS ' Proteinase( S (1D Jerdonitina

P-lc > {Proteinase! S

rd @ T ? ¢

I - Froloi & ?
.. = j

2 DN P RN Proteinase| S

2 EY P BRI Proteinase( S (1

P BN Proteinase| S ._.k:u%!ﬁ

P NBRSMN Proteinase( S

Bilitoxina

RGD-DisHomodimerica

Contortrostatina
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Figura 2. Classes e subclasses das metaloproteases de veneno de serpémtado esquerdo da figura mostra-se
as formas ndo processadas das SVMP, no lado direito rsestisaformas processadtzs SVMP (adaptado de Fox
& Serrano, 2008).
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1.3.2.3. SVMP Classe P-lll:As toxinas que pertencem a esta classe apresentam estrutura basica
(P-1), com a presenca do dominio “Desintedike” e adicionado depois um dominio “Cystein-
rich”, que é caracterizado pela presenca deosaresiduos de cisteinA presenca dos trés
dominios sugere uma complexidade funcipr@lém disso, apresenta a maior atividade
hemorragica das SVMP junto com outros efeitobermostase. As P-llIs sdo subclassificadas: P-
llla, compreendem estruturas completas de cadeia Unica, como por exemplo Atroly€ina A (
atrox) ou Daborhagin@aboia russellj. P-lllb, pertencente a esta classe sdo as metaloproteases
P-1ll que s&o suceptiveis de quebra proteolitimerando o dominio metaloprotease e o dominio
desintregrina-simile/rico em cisteina, exemplos desta subclasse sdo a jaraBggirsaaCca e
Baltergina B. alternatu$; P-llic, sdo as metaloproteases P-IlIl que formam estruturas diméricas,
exemplo desta subclasse é a VAN1 russell) (Bjarnson & Fox, 1994Fox & Serrano, 2005;
Fox & Serrano, 2008).

Recentemente foi incluida a classe P-llld a dguali os membros da classe P-IV. Fox e
Serrano (2008) baseiam-se em estudos feimsdascDNA, 0s quais maain que a estrutura P-
Il e C-type Lectin-like sédo codificadas por diferentes genes (VLPRXpera libeting sugerindo
que os membros desta classe sdo produtosatificacbes pos-traducionais. Esta subclasse
caracteriza-se pela presenca da cadeia pringipalé uma estrutura dlar a P-lll e mais dois
dominios “C-type Lectin-Like” quee apresentam ligadas por pontes dissulfeto a cadeia principal
(estrutura quaternaria). Atualmente tém-ses depresentantes: RVV-X (Russelysin) e VLFXA
(VL Factor-X Activator; Fox & Serrano, 2008).

1.3.3.-Aspectos funcionais das metalopteases de veneno de serpente

1.3.3.1.- Mecanismo da atividad enzimatica e ativacao

As metaloproteases de veneno de serpséte endopeptidases que possuem atividade
catalitica numa variedade de substramsddgenos. Dentre essesibstratos enddgenos
encontram-se proteinas comdrinogénio/fibrina, fibronectindaminina, nidogeno (entactina),
colageno (tipo I- IV), gelatina, fator de von Willebran@;Macroglobulina, insulina, oxitocina,
bradicinina, substancia P e pbtas expressas na superficie celular como integrinas (Maruyama
et al.,1992; Bjarnason & Fox, 1994; Trummedl al., 2000; Ramos & Selistre de Araujo, 2004).
Embora as metaloproteases possuam uma ampla atividade e variedade de substratos, o sitio de

clivagem e a ligacdo p#dica onde acontece a protedlise sa@rpreendentemente especificos
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(Bjarnson & Fox, 1994). Usando a cadeiaa insulina como substoafoi determinado que as
metaloproteases quebram preferencialmente daapnte as ligacdes X-L, onde X (posicdo P1)
€ um aminoacido pequeno polar (Alanina) ou aminoacido hidrofébico (Leucina, Tirosina,
Fenilalanina), enquanto a Leucina (L) é neceasdai posicao P1’ (Figura 3A; Bjarnson & Fox,
1994; Sancheet al.,1995; Ramos & Selistrde Araujo, 2006; Cheet al.,2008).

O mecanismo de catalise das metaloproteases de veneno de serpente € realizado por meic
de ataque nucleofilico, ou sejatilizando uma molécula de agpalarizada para a quebra da
ligacdo peptidica. Como vimos anteriormeerd dominio metaloprotease contem o motivo
metaloprotease, no qual trés histas coordenam um atomo de zinco. A molécula de agua que se
encontra entre o atomo de zinco e o grupdadla da cadeia lateral do acido glutamico
catalitico ficam polarizados aatrsferir um protémao grupo carboxila do at glutamico (figura
3B). A molécula de agua @oizada “ataca” o chobno do grupo carbonila digacdo peptidica do
substrato (P1), originando um estado de transpghta-coordenado (figura 3C). O préton extra
que possui o acido glutamico é tséerido para o nitrogénio do @ake peptidico do substrato na
posicdo P1’' (Leucina; figura 3D), completandoquebra da ligacéo ldberando os produtos
(Stocker & Bode, 1995; Ramos & I&¢re de Araujo, 2006).

A Sub-sitio Sub-sitio

P1 h P1"
F-V-N-Q-H-L-C -G-S—H-L-V—E-A-L:Y-L-V-C-G-E-R-G-F -F-Y-T-P-K-A

N-terminal C-terminal

Figura 3. Especificidade de sulisato e mecanismo catalitico das metaloproteases de veneno de serpeAle
Pontos de quebra da ligagdo peptidica da cad#gainsulina (setas pretas) peBéMP. B) Polarizacdo da molécula
de 4gua. C)Transferéncia de proton da molécula de gara o 4cido glutdmico (Gle formacao do intermediario
penta-coordenado. C) Transferéncigpdoton do Glu para o nd@génio da ligacao peptidigaebrada e liberagdo dos
produtos.

Como foi descrito acima, as metaloproteateseneno de serpente séo sintetizadas como

zimogénios. O mecanismo de ativacao foi descrito por Grams e cols (1993) e foi nomeado
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“Cystein-switch” ou “Velcro”, e seria similar gwoposto para metaloproteases de matriz (MMP).
Este mecanismo é baseado em um motivo altamente conservado no pro-dominio “PKMCGVT”,
o qual interage com o sitio catalitico semetf@um “cachorro quente”. O grupo tiol da cisteina
teria a fungdo de se ligar com o atomo #te bloqueando fisicamente o sitio catalitico e
impedindo a formacdo do complexo enzima-sulistrathipétese mais aceita € a ativagdo por
acao autocatalitica residual. Foi observado gesenmecanismo o pro-dominio é sucessivamente
degradado em direcdo a regidao C-terminal krvamlo residuos hidrofébicos na posicdo P1’,
gerando intermediarios de ativagdo. O processotinua até liberar completamente o sitio
catalitico dessa proteina (Shimokaetaal., 1996; Ramost al., 2003; Ramos & Selistre de
Araujo, 2006).

1.3.4.-Efeitos biologicos das metalopreaises de veneno de serpente

As metaloproteases de veneno de serpenteespponsaveis pelo efeito hemorragico local
e sistémico, caracteristico dos acidentes ofidicos causados por espécies da subfamilia viperinae €
crotalinae (Ministerio de Saude, 2001). Adicalmente, essas toxinas estdo envolvidas na
manifestacdo de outros efeitos patoldgicos camonecrose local, danos na pele, formacéo de
edema (dentre outros processdiimatoérios), disturbios na hstase sanguinea e dano tecidual
(Figura 3. Gutierrez & Rucavado, 2000; RamosSé&listre-de-Araujo, 2006). Seguidamente,
iremos descrever os principais efeitosifacol6gicos produzidos por estas toxinas.

Hemorragia
Bolhas Mionecroses
\ T / Liberacéo de
- . TNF-a

METALOPROTEASES DE J

Inibicao da
Agregacao
Plaquetaria

Ativacao de
NMNPs

Degradacao da
Matriz
Extracelular

Degradacao
dos fatores de
coagulacao

Figura 4. Resumo dos varios efeitos exercidpelas metaloproteases de veneno de serpemdguns dos efeitos
sdo devido a acdo direita das SVMP’s, mas outros sitossecundarios como resultado da acdo destas enzimas
(adaptado de Gutierrez & Rucavado, 2000).
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1.3.4.1. Efeito hemorragico

O acidente ofidico produzido lpefamilia Viperidae € caramtizado, entre outros, pela
hemorragia severa. A hemorragia produzida pseleno local da picada e contribuir com a
isquemia local, ou também sistémica afetamditros 6rgdos diferentes do local da picada
produzindo complicagdes combague cardiovascular (Gutierrekzal.,2005), sendo o principal
alvo a membrana basal dos capilares e vénulas. Além disso, combina-se com uma ampla
variedade de efeitos dos venenos na heasessanguinea (Bjarnas&nFox, 1994; Markland,
1998).

Em capilares e vénulas a membrana basa)(pssui um papel fundamental no arranjo
estrutural do endotélio e tambénfluencia a adeséo celulagumulando fatores de crescimento,
além de participar na formacdo do tromboqpktario pela interacdo de alguns de seus
componentes com receptores da membrana das plaquetas (8aahg2001; Kalluri, 2003).
Componentes da MB como a laminina se assoaiom integrinas de membranas das células
endoteliais e por sua vez, a laminina se @ascom o colageno tipo IYor meio do nidogeno
(entactina), os quais formam aretura basal da MB. As metaloproteases de matriz (MMP) séo
as encarregadas da manutencdo e reparo debraea basal, além da sua participacdo nos
processos inflamatérios facilitando o incremento da permeabilidade vascular (Ketekhg
2005).

O efeito hemorragico observado em acidepfédicos € produzido pelas metaloproteases
de veneno de serpente ou hemorraginas, as lggagisam os componentes da membrana basal
como colageno tipo 1V, lamininantactina, fibronectina. A hidlise destes componentes é o
passo fundamental na patogénese da hemornsg&.capilares, as células endoteliais sofrem
alteracdes na sua morfologia tais como redugigesiculas pinociticasprojecdes celulares no
limen do capilar. Estas alteracdes junto codesprendimento da membrana basal que ocorre
devido a hidrdlise, formam lacunas (gapsk rlulas endoteliaipelos quais o liquido e
elementos celulares sanguineos extravasatea@do circundante emado de hemorragigér
rhexis. Nas vénulas, a degradacdo da MB eeagdes inflamatdrias fazem com que as unides
intercelulares das células endiatis sofram um afastamento emtessas célulagpelo qual os
componentes celulares do sangue extravasamagogecido, processo chamado como hemorragia
“per diapedesis sendo assim, um processo nubdfjico diferente da hemorragigér rhexis.
(Gutierrezet al.,2005).
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Durante a hemorragia, as hemorraginas ndo produzem citotoxicidade nas células
endoteliais, mas produzem apoptose destas peladdego de moléculas ddeséo celular como
as caderinas e integrinas € ), o qual induz desprendimentelular pela iterferéncia de
integrinas na superficie celulacasionando a ativacdo da integritd 3; ativagcdo de MMP
como a MMP-2 a qual participaria no auntertta degradacdo da MB. A acdo geral das
hemorraginas sobre as moléculas de adesao cdadarélulas endoteliais e a membrana basal do

capilar € resumida na figura 5 (Gutieregzl.,2005).

Células endoteliais Membrana Basal (MB)

Filamentos {leactu/ \

Degradacio das Degradacio de
proteinas da MB integrinas e caderinas

Interferencia niao enzimnatica da interacao
integrina(célula)-proteina(MB)
por hemoiraginas

Figura 5. Modelo proposto para a producdo da hemorragia.As hemorraginas (metaloproteases zinco
dependentes de veneno de serpentes) degradam eisiggala membrana basal (MB), assim como moléculas de
adeséo célula-célula (caderinas) euleéMB (integrinas). Ashemorraginas também interferem a interacdo das
integrinas das células endoteliais com as proteinas da MB. Dessa forma as hemorraginas impedem a unido entre os
filamentos de actina do citoesqueleto das células diaiete as proteinas da MB produzindo a permeabilizacdo do
capilar além de induzir o processo de apoptiasecélulas endoteliais (Adaptado de Gutieetesd.,2005).

1.3.4.2. Efeitos na hemostasia sanguinea

As metaloproteases de veneno de serpémtebém alteram a hemostase sanguinea
(envolve tanto a formacéo quanto a dissolucdoadmulo) produzindo o efeito hemorragico por
alteracdo da cascata de coagulacdo. Estas sog#@ descritas como enzimas coagulantes e
anticoagulantes; foram descritas metalops#eaque podem ativar fatores da cascata da
coagulacdo como o fator X, fator VIl e protrombina sem a presenca de co-fatores ndo enzimaticos
do complexo protrombinase. A atividade ardgigolante das metaloproteases de veneno de
serpente esta relacionada a sua capacidade de degradar o fibrinogénio (especialmente),a cadeia
0 coagulo de fibrina, fatores da cascatadagulacdo e também inibem a formacdo do trombo
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plaquetéario pela interacdo com integrinas nzedicie das plaquetas (Markland, 1998; Andrews
& Berndt, 2000; Gutierreet al.,2005; Luet al.,2005; Swenson & Markland, 2005).

Figura 6. Esquema geral dos efeitos das metalproteas#s veneno de serpente sobre a hemostalka figura se
mostra a ativacdo das vias intrinseca e extrinseca da agigplara a formacéo de fibrina. As principais ag6es das
SVMP séo a degradacéo de fibrinogénio (fibrinogenoliticéibyiaa (fibrinoliticas), e como inibidores da agregagéo
plaquetaria. (Adaptado de White, 2005).

1.3.4.3. Efeitos pro-inflamatdrios

Além de induzir hemorragia local e sistémas metaloproteases de veneno de serpente
possuem importante participacdo no complexacgsso de inflamacdo que é caracteristico do
envenenamento por viperideos. As SVMP indusstema, bolhas, liberacdo de citoquinas pro-
inflamatoérias e a estimulagdo de mastdcitogeerutamento de leucdcitos, especialmente

polimorfonucleares (Gutierreé& Rucavado, 2000; Texeiet al.,2005).
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Gutierrez e colaboradores (1995a) demonstraram pela primeira vez que as SVMP
induzem inflamacé&o local. BaP1 é uma SVMPcdtisse P-lI que induziu rapidamente edema
guando injetado no coxim plantar de camundoragos doses nas quais ndo produz hemorragia
(Dose Edematogénica Minima = 1,25 ug). O efelematogénico é descrito na literatura para
SVMP e acompanhado de hemorragia, depssmleda poténcia hemorragica da enzima. As
SVMP que possuem atividade edematogéniceepesin principalmente as classes P-I e P-llI
(Rodriguezet al.,2001; Gayet al.,2005; Mazzket al.,2004; Gomeezt al.,2009; Torres-Huacet
al., 2010).

A formacdo de edema local esta relacioneata a atividade proteolitica, especialmente
para SVMP da classe P-I (Rodriguetzal., 2001; Texeiraet al., 2005; Torres-Huacet al.,
2010). A formacdo de edema local pelas SVMRnéprocesso tempo-dependente apresentando-
se na primeira hora apos inje¢céo e o efeitgima € observado entre 13ehoras. Apds 3 horas o
edema reduz-se até desaparecer apos 24 horas (Roarige2001 Gayet al.,2005; Mazziet
al., 2007; Tores-Huacoet al., 2010). Nos mecanismos prdftamatérios das SVMP, estao
envolvidos a degradacao de protsi da membrana basal, o queduz o relaxamento da parede
vascular, permitindo a extravasartterde plasma, liberagdo do TNF{Fator de Necrose
Tumoral .), estimulacdo de mastécitos e macréfagss quais liberam Interleucinas (IL),
especialmente IL-1, IL-6 e IL-8 (Gutierrez & Rucavado, 2000; Texaied., 2005; Fernandest
al., 2006). A inducéo de liberacde IL € um fendmeno no qupbde ou néo estar envolvido a
atividade enzimatica das SVMP. Esse fendmiammbservado especialmente em membros da
classe P-lll, como a jarharagina, jA que dmminios desintegrina-sil|®, rico em cisteina
interagem com integrinas especificas da membrana, e assim, liberam IL &Clesa?001;
Texeiraet al.,2005).

Além do efeito edematogénico, as SVid@®duzem bolhas rapidamente quando injetadas
na pele de camundongos, separando a epidernderdse. Esse efeito estéd relacionado com a
degradacdo de componentes essénda juncdo epiderme-derpreealvo provavel é a integrina
.6 4 que forma parte dos hemidesmosomos, alérprd&inas que fazem parte dos filamentos de

ancoragem como a laminina (Gutierrez & Rucavado, 2000).

1.3.4.4. Efeitos miotoxicos e mionecroticos
Necrose muscular € um efeltical importante induzido panuitos venenos de serpente,
especialmente os venenos botropicos. As priripeléculas responsaveis pela acdo miotoxica

dos venenos botrépicos sédo fosfolipasesa8 quais sdo também nomeadas de miotoxinas
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(Gutierrez & Lomonte, 1995a). Além das miotoxindiversos autores skreveram que muitas
metaloproteases de veneno de serpente quando injetadas intramuscularmente, produzem
mionecrose (Gutierrez & Rucavado, 2000; Ra&&elistre-de-Araujo, 2006). O mecanismo de
acdo miotdxica das miotoxinas fosfolipZes € bem conhecido atualmente (Lomeattal.,2003;
Montecucceet al.,2008), pelo contrario, 0 mecanismo peglal as metaloproteases de veneno de
serpente produzem mionecrose aindafoéelucidado (Gutirez & Rucavado, 2000).

Por enquanto, existem dois mecanismos deaxictlade descritos experimentalmente. O
primeiro mecanismo relaciona-se com a ativaddi@morragica das metaloproteases, ja que a
miotoxicidade e mionecrose induzidas por tafeproteases € consequéncia da isquemia
decorrente da hemorragia. O aumento dos nplagnatico de CK e a observacéo histoldgica de
necrose sdo comprovados varias horas apdscalatao, alem disso, o aumento de &cido lactico
no musculo indicam que o processo de dano cefulfevido a isquemia. A andlise histoldgica
demonstrou que as areas necréticas forarorgradas em regiées com abundante hemorragia. E
a analise ultra-estrutural das células muscularestraram caracteristicas tipicas descritas em
modelos experimentais de isquergia células musculares. (Karpati al., 1974; Gutierres &
Rucavado, 2000). As metaloproteases BaP1 EP-dspe), BaH1 (P-11l,B. aspe) e Baltegin (P-

[ll, B. alternatu} sdo exemplos de metaloproteases ppoeluzem miotoxicidade e mionecrose
pelo mecanismo descrito acima (Gutiereeal.,1995a; Gutierreet al, 1995c; Gat al.,2005).

No segundo mecanismo observado, a miotoxicidade é produzida rapidamente e ndo esta
relacionada a hemorragia. Contudo, ainda ndeabe se este mecanismo de miotoxicidade é
devido a efeitos citotoxicos dites ou resultado de processos inflamatorios. LHF-11 (R4nuta
mutg e Bilitoxina (P-111, A. bilineatu$ produziram efeitos miotoxisorapidamente apds injecao
no muasculo gastrocnémio de camundongos. Adésro, a Neuwidase € uma metaloprotease da
classe P-I B. neuwidi) ndo hemorragica, € capaz de induzir miotoxicidade em altas doses
(Ownbyet al.,1990; Rucavadet al.,1999; Rodrigueet al.,2001).

1.4. Bothriopsis taeniata

Bothriopsis taeniataWagler, 1824; Viperidae: Crotalinaé) uma espécie de serpente
venenosa encontrada nos bosques chuvosos daidendo Sul. Os adultos tém comprimento
inferior 100 cm, mas hé citacdo de individewosn 150 cm de comprimento. O corpo é delgado
com uma cauda prénsil. Apresentam o padracodeomplexo, variandde cinzento-azulado até
amarelo-esverdeado. Nas serpentes jovensriacéia da cor é ontogeética até alcancar a

maturidade. Esta espécie se diferencia das oddrg&nero pela presenca de escamas subcaudais
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simples e linhas compostas por manchas brancas no encontro das escamas ventral e dorsa
(Campbell & Lamar, 2004). A espédsothriopsis taeniataencontra-se amplamente distribuida

pelos bosques equatoriais chsee do Equador, Colémbia, Venezuela, Guiana, Suriname,
Guiana Francesa, Brasil, Peru e Bolivia (McDiaretidl., 1999), nas zonas de terras baixas e no
sopé. Usualmente é encontrada em vegetagdiesas em bosques prmos e nas bordas dos
bosques (Campell & Lamar, 2004).

Porto e Cols. (2007) estudaram oegitels bioldgicos do veneno total dBothriopsis
taeniata Os autores reportam que o veneno dessa serpente produz inflamacao significativa na
cavidade peritoneal de camundongos, caraterizada pelo recrutamento de neutréfilos 4 horas apos
a inoculacdo da dose de 1 pg/animal ou sapes do veneno. A inflamacédo produzida foi
acompanhada de hemorragia significativa comslaséna de 5 pg/animal, ainda que os autores
ndo reportam a dose hemorragica minima pesae veneno. Os dois efeitos biolégicos
observados estéo relacionados a atividade dalopeoteases na composicdo desse veneno, pois
foram inibidos completamente quando o venemnpife-incubado com o glante EDTA. O efeito
pro-inflamatério induzido pelo veneno &e taeniataé produzido principalente pela ativacéao
da via da lipooxigenase, devido a que essa atividade é inibida pela dexametasona e zileutone
(inibidor da 5-lipoxigenasejonhecidos inibidores daa da lipoxigenase (Portt al.,2008).

Recentemente foi reportado o primeiro caso de acidentgbmriopsis taeniatano Brasil
(Torrezet al., 2010). A vitima foi um trabalhador rurabm 43 anos de idade, que foi picado
pouco acima do calcanhar direito, em novembra@f¥. O trabalhador ndo aplicou torniquete ou
tentou sugar o veneno do ferimento. De acordm ©3 registros do hp#gal da cidade de
Santarém-PA o paciente ja fora picado por outra serpente do d&stbrops O paciente foi
admitido no pronto-socorro do hospital de Santarduas horas e meia apés o acidente. O local
da picada apresentou hemorragiaderada, ainda que, desenvolveu inchaco na perna, abaixo do
joelho. O paciente estava consciente, em boa ¢@od 0s sinais vitaisormais, mas 0S ensaios
bioquimicos mostraram significativa miotoxdede e resposta inflamatéria (Toregal.,2010).

1.5.- Justificativa

Os envenenamentos por viperideos América Latina caracterizam-se por uma
fisiopatologia complexa, que inclefeitos locais (neurotoxicida, mionecrose, dermonecrose,
hemorragia, edema e dor) e, em casos moderados e severos, alteracfes sistémicas comc

coagulopatias, sangria, choquediavascular e insuficiéncia mal aguda (Gutierrez, 2000). No

19



Brasil, os acidentes botrépicos sdo os maior importancia epidemiolégica, pois sao
responsaveis por cerca de 73,5% dos envenenamentos dos 26905 casos reportados durante o ar
de 2008 (Ministério de Saude, 2008).

O papel das metaloproteases da classe P-Ef@it®s local e siémico produzidos pelo
envenenamento ofidico é tradicionalmente ton@ano irrelevante, devido a sua baixa atividade
hemorragica, quando comparada com SVMP da cRdHe e consideradas como proteases nao
toxicas (Rodriguezt al., 2001). Até hoje a caracterizacdo de metaloproteases da classe P-I
contradiz essa hipétese, mostta que essas proteinas exercempapel relevante na patologia
local e sistémica duranteenvenenamento ofidico.

A pesquisa da literaturdisponivel sugere que a&SVMP P-l1 prolongam o efeito
hemorragico, produzido pelas SVMP P-lll, ao toem o sangue incoagulavel. Os mecanismos
envolvidos nesse efeito estariam relacionados a ativacdo ou degradacdo dos fatores de
coagulacéao (Swenson & Markid, 2005; White, 2005). Ao mesmo tempo, muitas das SVMP P-I
produzem hemorragia em doses as quais permitiriam contribuir diretamente com o efeito
hemorragico produzido pelos venenos ofidicosuditss preliminares mostraram que o veneno de
Bothriopsis taeniatgpossui uma potente atividade hemorragica, assim como potente atividade
pro-inflamatdria e distdrbios n@emostasia sanguinea os qusgam induzidos principalmente
por metaloproteases (Posdbal.,2007; Torrezt al.,2010).

Até a presente data, ndo existem trabalhos relacionados com o isolamento e a
caracterizacdo estrutural e funcional metaloproteases a partir do veneno BleTaeniata,
motivo pelo qual a presente pesquisa é inéditpresente estudo justifi-se ndo s6 por ser a
primeira descricdo de uma nova metaloprotees® descrita na literatura, mas também pela
nessecidade de nova informacao da relacéo tdatwga e funcdo desta proteina, o que permite
validar as hipoteses recentes sobre os mecanismos pelos quais as metaloproteases de venenos
serpentes produzem os efeitos bioldgicos atribuidos a esta familia de proteinas.

O Laboratério de Quimica de Proteinda Unicamp (LAQUIP) possui um parque
tecnoldgico instalado, desenvoh® ao longo do tempo uma linha de pesquisa sobre toxinas
protéicas, com varios trabalhgmiblicados e teses defendidaD presente estudo visou o
aprofundamento dos conhecimentos sobre proteammender a padronizéécnicas especificas
utilizadas na caracterizacao estrutuiihcional e biolégica de macromoléculas.
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II.- OBJETIVOS

2.1. Gerais:

Caracterizar metaloproteases de baixa masdacoiar (Classe P-l), tanto bioquimica quanto
biologicamente para melhor detalha-lasomhecé-las buscando assim entender a relagéo
estrutura-funcdo e aumentar o conhecimestbre o papel que slEnvolvem durante o

envenenamento ofidico.

2.2. Especificos:

2.2.1) Isolamento e purificacdo da nova metalopase da classe P-ItéBF) proveniente do
veneno deBothriopsis taeniatatravés da combinacdo de cromatografia convencional e de
alta eficiéncia (CLAE).

2.2.2) Caracterizar fisico-quimicamente a BtaHurificada através de eletroforese de
poliacrilamida (SDS-PAGE), composicao deninoacidos (Analisador de aminoacidos
Pico-Tag) e espectrometiii@ massas ESI-QTOF-MS/MS.

2.2.3) Caracterizagdo enzimatica da metalopraeB&aHF através do estudo dos parédmetros
cinéticos e estudos dos efaitde inibidores e ions usdm azocaseina como substrato,
assim como sua atividade em outros sal@s como fibmogénio, fibrina e BANA.

2.2.4)Caracterizacao dos efeitos locais induzipgels metaloprotease BtaHF por meio do estudo
da atividade hemorragica, edematogénica e miotdxica, assim como a analise histolégica dos
efeitos locais.

2.2.5) Avaliar a atividade citotoxica da metplotease BtaHF em modelo de células da
musculatura esquelética mioblastos C2C12.

2.2.6) Avaliar histologicamente os efeitos sistéosidnduzidos pela metaloprotease BaHF em
pulmao, rim e figado de camundongo, bem cam@feitos sobre a coagulacdo sanguinea
por meio de andlisas vitro dos indices de coagulacdo Tempo de Tromboplastina Parcial
Ativada (APPT) e Tempo de Protrombina (PT).
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lll.- MATERIAIS E METODOS
3.1. Veneno e animais de experimentacéo

O veneno total dBothriopsis taeniatdoi uma doacéo do Prof. Dr. Ronald Navarro Ojeda
da Universidad Nacional de San Agustiftirequipa-Perd). Foram utilizados camundongos
SWISS machos (20 + 2 g). Os protocolos expentais envolvendo animais estdo de acordo com
os Principios Eticos na Experimentacdo Anintidtados pela sociedade brasileira de Ciéncia em
Animais de Laborat6éri¢SBCAL), protocolo 1836-1.

3.2. Reativos

Todos os solventes, produtggimicos e reagentes utilizadfssam de grau HPLC, grau
sequéncia ou de alto grau de pureza, obtitdboSigma-Aldrich Chemicals, Merk e Bio Rad. A
determinacdo dos niveis de CK plasmaticofédia com o kit CK-NAC(LABORLAB, Brasil).
Para a determinacdo do APTT, PT e dos niveisnpaticos de fibrinogénio foi utilizado o kit
CLOT (CLOT, Brasil) e Wiener-LAB (Wiener, Aentina). Para a dosagem do LDH de culturas
celulares foi usado o kt KitDH-P UV (Wiener, Argentina).

3.3. Purificacdo da metaloprotease BtaHF a partir do veneno total d&othriopsis taeniata
3.3.1. Cromatografia convencionatle exclusdo molecular

O veneno bruto (20 mg) d&othriopsis taeniatafoi homogeneizado em tampéo
bicarbonato de aménio 1M pH9 e centrifugado a 12 054 x g ifivbfuge® Lite Centrifuge,
Beckman) por 5 minutos para a clarificagd® solugdo. O sobrenadante foi aplicado a uma
coluna Sephadex G75 (Kontex Flex Column 78 X 2cm), equilibrada com tampéao bicarbonato de
amonio 0,25M pH 7,9. Sob um fluwdae 0,3 ml/min fracbes de 15 min foram coletadas por um
coletor automatico (Coletor Automatic RediFr&harmacia Biotech). Qerfil de eluicdo foi
monitorado a 280 nm utilizando um Especttdofoetro modelo 700Plus (FEMTO, Brasil). As
fracOes formadas pelos tubos que se encontrasgatonvergéncia da aswencia e descendéncia
de cada pico. Cada uma das fracdes foi submatideterminacéo da atividade proteolitica sobre
0 substrato azocaseina (método descrito no item 3.4), determinacdo da dependéncia da atividade
proteolitica de ions metalicos pela pré-incubagé uma amostra de cada fracdo com o agente
quelante EDTA (método descritwo item 3.5.3) e a determinacd@a atividade hemorragica
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(método descrito no item 3.10.1). As fracGes coletadas foram liofilizadas e armazenad®s a — 20

para continuar com o processo de purificacéo.

3.3.2 Cromatografia liquida de alta etiéncia (CLAE) de troca ibnica

A fracdo com atividade caseinolitica e hemowragio passo cromatogréafico anterior foi
submetida a cromatografia em coluna DEAE 8HR AP-Minicolumn (5 X 50 mm) (Waters),
acoplado a um sistema de CLAE. O sistem@anatografico foi previamente equilibrado com
AMBIC 0,05M pH 8,0. Inicialmenta eluicdo das amostras foi lieatla através de um gradiente
linear com AMBIC (0,05 - 1M, Tampéo B). A maa cromatogréafica foi monitorada a 280nm.
Cada uma das fracdes foi submetida a determinacéo da atividade proteolitica, inibicdo por EDTA
(5 mM) e PMSF (2 mM) e atividade hemorragica cdwoialescrito no item anterior. As fracdes
foram formadas pelos tubos que se encontrar@amonvergéncia da ascendéncia e descendéncia
de cada pico. As fragGes coletadas foram liofilizadas e armazenadaSGpagdcontinuar com

0s estudos de estrutura e funcéao.

3.3.3. Cromatografia Liquida de AltaEficiéncia de Fase Reversa

Para o monitoramento do grau de purezanu#aloprotease purificada pelos passos
cromatograficos anteriores, 500y da fracdo proveniente deoluna de troca ibnica que
apresentou atividade biolégica foi submetidaramatografia em coluna C5 Discovery® Bio
Wide Pore (25 cm x 4,6 mm x 10 pum) (Sigma,A)SO sistema cromatografico foi previamente
equilibrado com acido triflumacético 0,1%, pH 3,5 (Tampdo .A) eluicdo da amostra foi
realizada através de um gradiente linearagetonitrila 66% (Tamp&o B), monitorada em

comprimento de onda de 280 nm.

3.4. Eletroforese em SDS-PAGE

Uma eletroforese em gel de poliacrilamidarealizada de acordo com Laemmli (1970) e
realizada em um sistema High Small 1l 250 (Ho&eientific). Os géis de poliacrilamida foram
preparados de modo descontinuo, apresentandolute gencentracdo de 5% e gel de corrida de
12,5% preparados a partir de uma solud@oacrilamida estoque a 30% e N,N, metileno-
bisacrilamida a 0,8% (Bio Rad ha. Richimond, CA, USA). As amivas (fracGes purificadas) e
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marcadores foram dissolvidos em tamp&o de amostra Tris-HCI 0,075 M, pH 6,8, 10% de
Glicerol, 4% de SDS, 0,001% de azul de Bobemol. As massas nexulares (BioRad) dos
marcadores (em Kda) séo: fosfolipase—B94, albumina — 67, ovalbumina — 43, anidrase
carbbénica — 30, inibidor de tripg de soja — 20 e lisozima 14. A corrida foi realizada
utilizando-se uma amperagem constante 48e mA durante 90 minutos. Apdés a corrida
eletroforética o gel foi corado com ComassigeliR-250. O gel foi embebido em solucéo corante

por 12 horas. Em seguida, o gel foi lavado com solucéo descolorante (acido acético).

3.5. Determinacado quantiaitiva de proteinas

A dosagem da concentracdo de proteinasptes no veneno total, fracdes do primeiro
passo cromatografico e da mefaotease BtaHF, foi realizaddravés do método de Bradford
(1976), baseado na mudanca dedm corante azul brilhante @omassie G-250 em resposta a
diferentes concentracfes de pioh, existindo em duas formadedentes de cores, vermelho e
azul. A cor vermelha é convertida para azul apés ligacao do corante com a proteina. O complexo
proteina-corante possui altoefiziente de extincda;onduzindo para uma grande sensibilidade
da medida de proteina. Para determinagdo ne @adréo, utilizou-se albumina de soro bovino
(Sigma-Aldrich) como proteina padrdo, modelo geeviu como parametro para os resultados
obtidos das amostras Bethriopsis taeniataA analise das amostras foi feita no comprimento de
onda de 595 nm num leitor de microplacas (VER®# microplate reader, Molecular Devices,

Sunnyvale, CA).

3.6. Atividade caseinolitica

A atividade caseinolitica foi determinada colorimetricamente sobre o substrato
azocaseina, segundo o método de Wang & Hy{2a62). Um volume de 90uL de solucéo
azocaseina (5mg/mL), preparada em tampaeH@kpH 8,0, foi mistuada com 10uL (1ug/uL)
de veneno total, fracdo ou metaloproteasecebadas por 90 minutos no banho-maria modelo
31681 (ETICA Equipamentos S.A. Brasil) a 7. A reacéo foi interrompida pela adicdo de
200uL de acido tricloroacético (5%). Em seguidaaamstras foram submetidas a centrifugacao
4565xg durante 4 minutos. Um volume de 150uLsdbrenadante foi misturado com 150uL de
NaOH (0,5M) e a atividade proteolitica mom#da pela determinacdo dos azo-peptideos

produzidos pela atividade catada das proteases sobre a azocaseiuma absorbancia de 440nm
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usando um leitor de microplacas VERSAMAX amgiplate reader. Uma unidade de atividade
proteolitica foi definida como a quantidadeeteima, em g, que hidrolisa 1ug de azocaseina
por minuto a pH 8,0 e 8C (Chowdhuryet al., 1990). Os experimentos foram realizados em

triplicata.

3.7. Cinética Enzimatica
3.7.1. Efeito da temperatura naatividade caseinolitica

O experimento para a observacgéo do efddtdemperatura sobre a atividade caseinolitica
da metaloprotease purificada foi realizadguselo 0 método descrito no item 3.6. A temperatura
de incubac&o foi variada num intervalo de 1629@m um banho-maria modelo 31681 (ETICA
Equipamentos S.A. Brasil) e para cada temperatura foi feito um controle. Os experimentos foram

realizados em triplicata.

3.7.2. Efeito do pH na atividade caseinolitica

O experimento do efeito do pH sobre a idade metaloprotease, foi realizado em
tampdes preparados com diferentes valorepide(5,0-12,0), sendo que a determinacdo da
atividade metaloprotease e a concentracdendama foram idénticas ao usado na secdo 3.6 e
para cada pH foi feito um controle. Os tangpa@dilizados nesse experimento foram: tampéo
citrato de sédio-HCI pHs 4,5; 5¢05.5, tampéao fosfato-NaCl plg; 6.5; 7.0 e 7.5, tampao Tris-
HCI pHs 8.0; 8.5 e tampao glicina-Na@Hs 9.0; 9.5 e 10.0 respetivamente.

3.7.3. Efeito de Inibidores

Os ensaios de inibicdo foram feitos com azocaseina como substrato, segundo a
metodologia descrita na secdo 3.6 sob as condd®ésmperatura e pH 6timos. As fracbes ou
metaloprotease purificada e os agentes quel&mné# (5 mM), EGTA (5mM), o agente redutor
DTT (5mM) e os inibidores dserino proteases PMSF (2 me)SBT-1 (1mg/mL), foram pré-
incubados por 15 minutos a 37°C antes deesmemtar a mistura de reacdo. A atividade
proteolitica residual foi calculada como atividgmbrcentual em relacdo a preparacédo controle
(fracbes ou metaloprotease sem inibidoresjual foi considerada como 100% de atividade.

Todos os experimentos foram realizados em triplicata.
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3.6.4 Efeito de ions

Os ensaios do efeito de ions foram feittom azocaseina como substrato, segundo a
metodologia descrita na secdo 3.6 sob as ¢oedi de temperatura e pH 6timos para as
metaloproteases purificadas. metaloprotease purificada os fons divalentes &a(1 e 5mM)
Mg*? Zn"? e Mn"? (5mM respectivamente), diluido emrtpéo de trabalho, foram pré-incubados
por 15 minutos a 37°C antes de acrescentar a midaureacao. A atividade proteolitica residual
foi calculada como atividade percentual efiag&o a preparacdo controle (metaloprotease sem
inibidores), a qual foi considerad 100% de atividade. Todos @gerimentos foram realizados

em triplicata.

3.8. Atividade fibrinogénolitica

A atividade proteolitica sobre o fibrinogénio (atividade fibrig&iwal) foi determinada
pelo método descrito por Cominetti (2007). Brenente, 200uL de uma solucao de fibrinogénio
bovino (0,1% m/v, tampao Tris-HCI 10mM, NaflOmM, pH 7.4) foi misturada com 20 puL da
metaloprotease purificada (1,25- 20ug) e incubadhferentes intervalos de tempo (5, 15 e 30
minutos; 1, 3, 6, 12 e 24 horas). Depois foi asiado 200uL de solugao desnaturante (Tris-HCI
0,05M pH 6,5; Urea 10M;-mercaptoetanol 10% (v/v), glicer@D% (v/v), azul de bromofenol
0,05% (v/v)) e deixada a temparat ambiente por 24 horas. As @stras foram analisadas por
meio de Gel SDS-PAGE segundo descrito no item 3.4.

3.9. Atividade fibrinolitica

Sangue bovino citratado foi diluidb2 com tamp&o Tris 50 mM; (NHSOy 70 mM;
NaCl 90 mM; Cad 1,7 mM; MgCt 0,70 mM pH 7.5. Um volume de 22ml da solucéo foi
transferida para recipientes dégicos (13 x 8 cm) e 3,0 ml de CaQ0|25 M adicionado para
produzir a coagulagdo. A misturfoi incubada a 37° C por G@inutos e logo foram feitas
perfuragbes de 2 mm no&gulo e foram adicionados 10de soluciones dBtaHF (2,5; 5; 10 e
20 pg/10pL) ou veneno total dBothrops jararacussu5 pg, controle positivo) em cada
perfuracdo. Logo foram incubadas a 37 °C duraBtéoras. Apos o tempo de incubacao foram

medidos o didmetro do halo dérindlise produzida pelas diferestdiluicbes da metaloprotease
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e do veneno. A concentracgdo fibrinolitica mini(@&M) é a concentracdo de toxina ou veneno
(mg/ml) que produz um halo de fibrindlises de 12 mm de diametro Eehe1989).

3.10. Atividade arginina amidase

O substrato cromogénico .MBenzoil-DL-Arginina (BAINA) foi utilizado para a
dosagem da amostra. Este substrato tem sigwegyado para avaliar a atividade amidasica de
enzimas proteoliticas tais como: tripsina, quinjisina, fator Xa, calicreina plasmatica humana,
trombina e plasmina humana. Gubstratos derivados do croméforbnitroanilida séo
amplamente utilizados principalmente pela aktasibilidade fotométrica na absorvancia de 405

nm, o método utilizado é segundo Erlangeal. (1961), com algumas modificacdes.

Foi preparada uma solucdo estoque do substrattNBA0,1M) em DMSO, logo foi
preparada a solucao de trabaflmsubstrato diluindo a solu¢éo de estoque em tampao Tris—HCI,
10 mM, 10 mM CaGl 100 mM NacCl, pH 8,0 (tampao dalalho, 1:100). Em microplacas de
96 pocos foram misturados 200 L da solucadralealho, 50uL de tampéao de trabalho e 15 pL
de agua destilada e pre-incubados &@@7or 10 minutos. Logo foram adicionados 5 pL de
amostra ou tampéo de trabalho, em um volume di@e®70 pL, a mistura de reacgao foi incubada
a 37C por 30 minutos e as absorbancias lidasiemcomprimento de onda de 410 nm em leitor

de microplacas VERSAMAX. Todos os expermtes foram realizados em triplicata.

3.11. Analises Estruturais

3.11.1. Determinacdo da massa molecular da BtéHpor Espectrometria de Massas (ESI-Q-
Tof)

Andlises ESI-CID-MS/MS foram executadasmdo um espectrémetro de massa hibrido
tempo de voo-quadrupolo (Q-TOF Ultima de Micromass, Manchester, UK) equipado com uma
fonte nano Zspray operando em modo ion positivocdsli¢cdes de ionizagdo de uso incluido
uma voltagem capilar de 2,3 kV, um cone voltagem e lente de 30 V e 100 V, respetivamente, e a
energia de colisdo de 10 eV. A temperatura da fonte foi 70°C e o cone de gasrfoulh fluxo
de 80l/h; gas nebulizando néo foi utilizado palvger o spray. Argonio foi usado para esfriamento
colisional e para fragmentacéo de ions na cela de colisdo. Calibragcdo externa com iodeto de sodio
foi feita sobre uma gama de massa desde&B@A0 m/z. Todos os espws foram adquiridos
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com o analisador Tof em “V mode” (T&V = 9.1) e a voltagem MCP fixado em 2150 V
(Damicoet al.,2005).

3.11.2. Anélise de composicédo de aminoacidos

A analise de composicdo de aminoacidosnu#aloprotease BtaHF foi feita usando o
analisador “Pico-Tag” da Waters, onde a td@macdo dos aminoacidos foi feita através da
cromatografia em HPLC do produto famtarbamil do aminoacido, proveniente da
derivatizacdo com feniltiocianato dos aminoacidos obtidos de hidrélise acida. Estas formas de
croméforos podem ser detectadas em concentragdes dmdl,@Henrikson & Meredith 1984).

A analise dos aminoacidos PITC foi realizaa HPLC, usando colun@18 p-Bondapak (3,9
mm X 15 cm) em cromatografia de fase resecem um gradiente ar de 0 a 100% de
acetonitrila 60% por 21 min. A idéficacdo de cada aminoacido foi feita em relagdo a um
corrido padréo de aminoacidos PITC (Bidlingmesteal.,1984).

Para estimativa da composicdo global, a analise de composicdo de aminoacidos foi

realizada de acordo com método descrito por Poncee$atq(2007).

3.11.3. Determinacao de peptideos internos

Reducédo e CarboximetilacdoA BtaHF pura foi dissolvida er6M guanidina/HCI, 0,4
M Tris pH 8.15, 2mM EDTA, reduzida com dibthreitol (DTT) e carboximetilada com 14C-
acido iodo acético. A dessalinizacda amostra foi realizada em coluna G-25, previamente

equilibrada com acido aceético glacial 1M.

Digestao enzimatica e purificago dos fragmentos peptidicosA BtaHF, reduzida e
carboximetilada, foi inicialmente digerida com Tripsina, por 16h a 37°C com uma razdo enzima
substrato de 1:50. Apds interroerpa reacdo a amostra foi liofilizada. A toxina digerida com
tripsina foi repurificada em HPLC de fasereesa (Water PDA 991 System), utilizando-se uma
coluna p-Bondapack C-18. A separacdo dos pepsidripticos foi feita com um gradiente de

Acetonitrila em 0.1% de acido trifluoracético.
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3.11.4. Estudo de homologia sequencial

Para a sequéncia internaBi@HF, foi determinada sua hotogia sequencial com outras

metaloproteases de venenos de serpenteqdérseias conhecidas usando os algoritmos:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/

http://ca.expasy.org/

3.12. Caracterizacdo Biologica
3.12.1. Atividade hemorragica (Método de pele)

Foi preparada uma solucdo estoque da BtdHmg/ml) em tampé&o PBS (0,12M NaCl,

0,04 M fosfato de sédio, pH 7,2) a partir da doadm preparadas doses de 5; 25; 50; 100 e 200
g/ml. Essas solucdes foram inoculadas via intradérmica (0,1ml) em camundongos de 18 a 20g

de peso (n = 5). Depois de @b aplicagdo, os camundongos foram sacrificados por inalagdo com

CO, e a pele das costas foi retirada cuidadesaene foram medidos os diametros dos halos

hemorragicos formados. A Dose Hemorragica Min{®idM) é definida pela quantidade minima

de toxina capaz de induzir um halo herdgico com um didmetro de 10 mm (Gutieretzl.,

1985). A DHM foi determinada utilizando o métode Regressdo e Correlacdo, das médias

obtidas dos diametros hemorragicos das 5 repeticbes para cada dose. Os resultados foram

expressos em milimetros.

Para determinar a relacdo da atividade hemorragica com a atividade proteolitica da
BtaHF, 40 pg da metaloprotease (duas DHMafMo pre-incubadas com inibidores como foi
descrito no item 3.5.3, depois foi realizado o expento segundo o descrigmima. A atividade
hemorrégica residual foi calculada como atividpdecentual em relagdo a preparacao controle
(metaloprotease sem inibidores), a qual ¢onsiderada o 100% de atividade. Todos os

experimentos foram realizados com 5 replicatas.

3.12.2. Formacéao de Edema

A avaliacdo da formacdo de edema foi feita em grupos de 5 camundongos (18-20g.)
foram feitas injecdes da metaloproteasssalvido em 50 pl de PBS (0.12M NaCl, 0.04M
fosfato de sédio, pH 7.2), no coxiplantar na pata direita; pata esquerda inoculou-se 50ul de
PBS como controle. Depois de determinadtsrimlos de tempo (30 min, 1h, 3h, 6h e 24h) apds

da injecéo, a formacdo de edema foi avaliada aetoento do diametro da pata direta, medida
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com um Comparador ExternormoRelogio Serie 5400 (Metrolte§P-Brazil). A formacédo de
edema foi expressada como a percentagem adoalgimetro da pata direita em relacéo a pata
esquerda. A dose minima para a formacdo de edema (MED) definiu-se como a quantidade de
toxina que induz 30% de formacéo de edema.

Para determinar a relacdo da atividade edegénica com a atividade proteolitica da
BtaHF, 10ug da metaloprotease foé-incubada com inibidores como foi descrito no item 3.5.3,
depois foi realizado o experimento segundo o descrito acima. A atividade edematogénica residual
foi calculada como atividade percentual etag&o a preparacdo controle (metaloprotease sem
inibidores), a qual foi considerad 100% de atividade. Todos @gperimentos foram realizados

com 5 replicatas.

3.12.3. Determinacdo dos niveis de CK plasmétis em camundongos inoculados por via
intramuscular (miotoxicidade local)

Para a determinacao da atividade miatéxXiocal, grupos de 5 camundongos (18 a 20g)
receberam injecbes intramuscular (musculo gastrocnémio) de veneno toBdthd@psis
taeniata(5ug) ou de metaloprotease BtaHF (20 e @0gissolvidas em 50ul de tampéo PBS, o
grupo controle recebeu apenas PBS.

Apo6s aplicacdo da toxina, em diferentes rvaos de tempo (1, e 9h) amostras de
sangue foram coletadas, da cauda de camundomgoiibos capilares parinizados. O plasma
foi obtido apds centrifugacdo dos capilares nwmeatrifuga para hematdcrito durante 5min.
Depois foram determinados os niveis plasméaticos de creatina kinase (CK) utilizando o kit CK—
NAC Método Cinético-UV (LABORLAB). Um valme de 200ul do substrato reconstituido foi
pré-incubado por 4 minutos a°87 logo foram acrescentados 4jé plasma obtido. A mistura
foi incubada por 6 minutos reggiando as leituras de abs@nicia dos minutos 3, 4, 5 e 6.
Determina-se a diferenca média de absorbancia por min&tmin), substraindo cada leitura da
anterior e calculando a média dos valores. Aliméi multiplicada pelo fator 8095. As leituras
foram feitas em leitor de microplacas VERS&kx microplate reader, no comprimento de onda
de 340 nm. A atividade foi expressa em Udefinida como a fosforilagdo de 1mmol de

creatina/min a Z&.
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3.12.4. Analise histologica dos efeitos locassistémicos da metaloprotease BtaHF

Para realizar os estudos dos efeitos itocda BtaHF, difenetes quantidades da
metaloprotease (2,5; 10 e 20ug) foram disslols em 50uL de PBS e injetados no musculo
gastrocnémio de camundongos Swiss (18-20g, nostanimais controle foram injetados com
50uL de PBS. Duas horas ap0s a injecao, anais foram sacrificados por aprofundamento da
anestesia inalatéria halogenadsofluorano (Forane®, do lakaidrio Abbott). Os musculos
gastrocnémio foram cuidadosamente retirgmtirameio de equipamentos cirlrgicos.

Concluido o tempo de tratamento, os mussudbram fixados em tampao formaldeido
10% durante pelo menos 48 h. Para processar oiahateilizou-se a técnica histologica classica
para inclusdo em blocos com parafina (Michalany, 1980) e cortados em micrétomo do tipo Minot
em 5um e coradas com Hematma e Eosina e acido periddico de Schiff. As observacfes
morfoldgicas foram feitas comicroscopio Olympus BX41.

A andlise digital das imagens foi feitaanglo o sistema Image ProPlus 4.1.0.1® (Media
Cybernetics, Silver Spring, MA, USA), conedtaem computador. As imagens foram geradas
por maquina fotografica video Sony ExwaveHAddnectado a um microscépio Olympus CH2
com fonte de energia estabilizada. Utilizaranfkesges com objetivas planocrométicas de 4x, 10x
e 40x de aumento.

O microscoépio foi calibrado dibrica para alcancar uni@aminacdo de tipo Koehler;
uma imagem de um campo vazio foi usada para medir a iluminacdo. As imagens foram
armazenadas em formato TIF, com uma resoldgb640x480 pixel de tamanho e 32 bits de cor.

Para estudar os efeitos sisiéms da BtaHF, 20 pg da 2ma foram dissolvidas em PBS
e injetadas via endovenosa, pela veia caudal de camund&ugss (18-20g, n= 2). Nos
camundongos controle injetou-se 50uL de PB8as horas apds a injecdo, os animais foram
sacrificados por aprofundamentia anestesia inalatéria halogela, isofluorano (Forane®, do
laboratorio Abbott). Pulmdes, rins e figadoraim cuidadosamente retirados por meio de
equipamentos cirtrgicos. O tratamento dos tecirs a andlise histadica foi feita como é
descrito acima.

A andlise histopatologica e fotografias foraealizadas no laboratério do Departamento
de Farmacologia da Escola de Ciéncias Vieéeias da Universidade do Nordeste, UNNE, na

cidade de Corrientes, Argentina.
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3.12.5. Efeito de BtaHF sobre o fibrinogénio plasmatico

O testein vivo foi realizado com 6 grupos de cangdongos tratados e ugnupo controle.

Cada grupo foi formado por 5 camundongos machos com um peso de 18-22g. Os camundongos
receberam por via intravenosa o BtaHF (5 e 2@jiggolvidos em PBS, para o grupo controle foi
injetado PBS. Os grupos foram: Grupo 1: Bumos; Grupo 2: 15 minas; Grupo 3: 30 minutos;

Grupo 4: 60 minutos e Grupo 5: 120 minutos.

Apbés o tempo de exposicdo, os animaisaifio anestesiados com hidrato de cloral
(300mg/kg de peso corporal) e 1ml de sanguecdtetado por meio da veia cava. O sangue
obtido foi misturado com citratde sddio (0,129M) numa proporcdo de 9:1 e plasma pobre em
plagquetas foi obtido por cenuijacéo (2500 x g por 5 minutos) em temperatura ambiente.

O fibrinogénio plasmatico foi determinadoanslo o kit de diagndstico de Fibrinogénio
(Wiener-LAB. Argentina) baseado no método @russ. Quando um excesso de trombina é
adicionado a plasma diluido, o tempo de coaguaginversamente propawnal a concentracdo
de fibrinogénio plasmatico.

A determinacdo da curva de calibracéo foi feita com as dilui¢des 1:10, 1:15, 1:20, 1:30, do
Calibrador reconstituido (@ena liofilizado) com uma safdo de imidazol 0,05M, pH 7,3
(Tampéo B). A diluicdo de 1:10 representa 0%0ndicado no kit. As amostras de plasma dos
animais controle, tanto quanto dogtados, foram diluidos 1:10motamao B antes de realizar a
determinacdo. Para a determinacdo do tempoodgulacédo foram pré-aquecidos 200uL, das
diluicdes da curva de calibracdo ou amostras,’@ or 2 minutos. Depois foram adicionados
100pL de Trombina (100 NIH/mL,Wiener) e osmgos de coagulacdo determinados em um
coaguldémetro Fibrintimer 2-typ@oa DATA 2001 (Wiener Lab, Germany).

A inoculacdo em camundongos e a obtencduatema foram realizados no laboratério do
Departamento de Farmacologia da Escola de Giénéeterinarias da Universidade do Nordeste,
UNNE, na cidade de Corrientes, Argentinadéterminacdo do nivel di#rinogénio plasmatico
foi realizada na Faculdade de Ciéncias Exatas, Naturais e de Agrimensura (Departamento de
Bioquimica) da Universidade Nacional do Notdet)NNE, Cidade de Corrientes, Argentina.

3.12.6. Efeito de BtaHFin vitro sobre os indices de coagatdo Tempo de Tromboplastina
Parcial Ativada (APPT) e Tempo de Protrombina (PT)
Camundongos de 25g foram anestesiadosatiyd, 2% - 16mg/Kg; ketamina 10% -

100mg/Kg), o sangue foi coletado por puncéo eadlie misturado suavemente com Citrato de
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Sodio (3,2%; 9:1 v/v). O sangue foi tefugado a 642 x g por 15 minutos a @5para obter
plasma pobre em plaquetas.

Cinquenta microlitros de plasma forgmé-incubados durante 2 minutos a@7logo
foram misturados com variadas quantidadesndtaloprotease BtaHF (0,312-5ug/5uL) durante
um minuto a 37C.

A determinacédo do indice APTT foi feitagsmdo o kit de diagnostico APTT CLOT
(CLOT AS, Brasil). A mistura de plasma (50u&)metaloprotease (5uL) foi pré-incubada por 2
minutos a 37°C com 100pL do reagente APTT CL@pos esse tempo, a reacao foi iniciada
com 50uL de CaGl(CLOT kit) e o tempo de coagulacd@egistrado usando o coaguldometro
CLOTimer (CLOT AS, Brasil).

A determinacédo do indice PT foi feita usamdkit de diagnéstico PT CLOT. A mistura de
plasma e metaloprotease (55uL) foi predibada 2 minutos a 37°C, logo foram adicionados
100pL do reagente PT CLOT e o tempo dagwdacdo registrado usando o mesmo aparelho
descrito acima.

Os resultados obtidos para cada indmam expressos em segundos e como média e

+SEM de 6 determinacoes.

3.12.7. Diferenciacéo das células da linhagem C2C12

A linhagem celular C2C12 é um subclone dédigem celular de mioblastos C2 derivada
de células satélites de camundongos adultos (Lopes-Mattiak, 2006). As células C2C12
cresceram em meio Eagle modificado por Batito (DMEM, Cultilab) suplementado com 10 %
de soro fetal bovino (FBS, Cultilab) e 1% de sélantibidtica-antimicotica (Cultilab), sempre a
37°C em um ambiente umido e a 5% L@s células foram mantidas em estado de
subconfluéncia e repicadas a cada 2 ou 3 dias.

Antes dos experimentos, todas as cultui@am examinadas e sua viabilidade foi
confirmada pelo método de exclusdo do azul geatr. Para induzir o es8se celular, metade
das culturas foi cultivada em DMEM suplementado com apenas 5% de FBS por 24h antes de
cada experimento. Esta situagaorvitro produz estresse similar ésndicdes de estressevivo,

reduzindo as taxas de ccewento celular (Pereiret al.,2002; Azevedet al.,2006).
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3.12.8. Efeitos citotoxicos da metaloproteagtaHF sobre mioblastos da linhagem C2C12

A atividade citotdxica foi estudada em miagtios da linhagem celular C2C12 obtidos no
item anterior. Quantidades variadas de toxidaq@0ug/mL) foram diluidas em meio de cultura
DME (Dulbecco’s Modified Eagle’s) suplemedtacom 1% de soro fetal bovino e adicionado a
placas de 96 pocos (2dQpor poco) com células ressuspensas semeadas em uma quantidade de
1,5-2,5 x 10células/pocoApos 3 horas de incubacéo a 37°C e 5% de @®atmosfera Gmida,

a citotoxicidade foi avaliada qualitativamenieando um microscépio de contraste de fases
(Axiovert 40®, Carl Zeiss, Germany). Fotafjns das observacbes foram capturadas com a
camara digital CANON modelo CCD 2272x1704 (Jap&o).

A citotoxicidade da metaloprotease BtaHF foi também avaliada pela quantificacdo da
enzima lactato desidrogenase liberada (LDH) proveniente das células lisadas por acdo da
metaloprotease em estudo, usando-se paraligsoi@as coletadas do sobrenadante das culturas e
ensaios colorimétricos descrito no KIiDH-P UV Método UV otimizado SFBC (Wiener,
Argentina), as leituras de absorvancia foraitagea 340nm. Todos os experimentos foram feitos
em triplicatas.

Os experimentos de cultura celular foramalizados na Faculdade de Ciéncias Exatas,
Naturais e de Agrimensura (Departamemte Bioquimica) da Uniersidade Nacional do
Nordeste, UNNE, Cidade de Corrientes, Argentina.

3.12.9. Efeitos da metaloprotease BtaHF Bre a adesao celular de mioblastos

Os estudos sobre a adeséao celular foramsfeititizando o método descrito por Paludo e
Cols (2006). Em placas de ELISA, os pogos foram cobertos com uma camada da mistura de
SFB:PBS (1:4 v/v) por 1 horatamperatura ambiente e logo foi eliminado o excesso. Em cada
poco foi adicionado 100uL de suspensao debtastos C2C12 (DMEM com 5% de SFB como
suplemento, 2,5-3 x f0celulas/poco) e diferentes concentracdes de metaloprotease (30 e 60
ug/mL), Logo a placa foi incubada dunte 2 horas a 37°C e 5% de £L®@po6s o tempo de
incubacédo cada poco foi suavemente lavado com PBS para eliminar as células ndo aderidas. A
avaliacdo da adeséo celular foi feita utilizamdgorante cristal violat medindo a absorbancia a
620nm em um leitor de microplacas (ThermoltMkan Ex). Os resultados foram expressos
como percentagem de adesdo celular em relagdo a suspencdes celulares sem enzima (100%)

Todos os experimentos foram feitos em triplicatas.
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Os experimentos de cultura celular forasalizados na Faculdade de Ciéncias Exatas,
Naturais e de Agrimensura (Departamemt® Bioquimica) da Unersidade Nacional do

Nordeste, UNNE, Cidade de Corrientes, Argentina.

3.13. Andlise Estatistica

Os resultados foram expressos pela médiatesrro padrdo. ANOVA seguido pelo teste
multiplo “Tukey-Kramer”, usado para comu@cao estatistica dos dados (analise de
significancia). A analise estatistica foi feita usaaddunc¢des estatisticas do programa Origin Pro
SR2 versdo 8.0891 (OriginLab Qusation, MA, USA). O valor de<0,05 foi considerado

significante.
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IV. RESULTADOS
4.1. Purificacdo da metaloprotease BtaHksolada a partir do veneno total deBothriopsis
taeniata

4.1.1. Cromatografia convencional de exclusdo molecular

A figura 7 mostra o fracionamento do veneno brutoBddaeniata em uma coluna
Sephadex G-75 (78 x 2 cm). O cromatograma apte@sgnco picos, 0s quais foram nomeados
Btal até BtaV.

As atividades proteoliticas metalo-depeamég(inibida com EDTA) e hemorragicas foram
encontradas nas fracOes Bta | e Bta Il. A fraB&o Il apresentou atividade proteolitica sobre a
azocaseina e atividade hemorragica sendo assimoseldai para prosseguir para a seguinte etapa

de purificagdo. O pool foi realizado na convergénciast@ndéncia e descendéragacada pico.

Figura 7. Cromatografia convencional de exclusdo moleculana coluna Sephadex 1% Fracdes de 50 mg do
veneno total d8othriopsis taeniatalissolvidas em 1mL de tamp&o Bicarbonato de Amdnia 1M foram injetadas em
uma coluna previamente equilibrada e eluida com tampdo Bicarbonato de Aménia 0,2M pH 7.9, num fluxo de
0,3mL/min. O monitoramento da corrida cromatografica foi realizado a 280 nm. As barras horizontais indicam a
presencia de atividade caseinolitica e hemorragica.
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4.1.2. Purificacdo da fracdo Btall em CromatografiaLiquida de Alta Eficiéncia (CLAE) de

troca ibnica

A Figura 8 mostra o perfil croatografico da fragéo Btalbbtida no passo cromatogréafico
anterior, numa coluna DEAE 8HR AP-Minicoland x 50 mm analitica (Waters), acoplada a um
sistema CLAE. Foram obtidos oito picos nonesa de Bta Il-1 até Bta 11-8. A atividade
proteolitica metalo-dependenteifiida com EDTA) sobre azocaseina e atividade hemorragica foi
encontrada na fracdo Bta 1lI-4 a qual foi sEleado para a posterior caracterizagdo fisico-
quimico, funcional, estrutural e foi renomeada como BtaBiithfiopsis taeniataHemorrhagic

Factor). Os pools foram realizados na convergédaiascendéncia e descendéncia de cada pico.

Figura 8. Perfil cromatogréfico fracao Bta Il em um sistemaCdAE de troca idnica. Aliquotas de 4 mg da fracdo
Btall foram aplicadas numa coluna DEAE 8HR AP-Minigoh 5 x 50 mm analitica (Waters). A eluicdo da amostra

foi realizada usando um gradiente linear continuo de AMBIC de 0,05-1 M. O fluxo foi mantido constante a 1
mL/min. O monitoramento da corrida cromatogréfica falizado a 280 nm. A barra fipontal indica a presencia

de atividade caseinolitica e hemorragica
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4.3. Atividade caseinolitica e inibicdo da frao Bta Il (Sephadex G-75) e fracdes obtidas
por troca idnica (DEAE 8HR AP-Minicolumn)

A figura 9A mostra as atividades caseinolitidasfracdo Bta Il e das frac6es obtidas por
troca i6nica (Bta Il-1 Bta 1I-7). Os estudos de inibicdo sttam que a atividade caseinolitica da
fracdo Bta Il € metal dependente. Das fracdes obtidas por troca idnica as fracbes Bta Il-1, Bta Il-
3, Bta II-4 e Bta II-5 mostraram atividade caseinolitica, mas a fracao Btall-3 foi a Unica que néo
foi metal dependente. A figura 9B mostra cqudracdo Bta II-4 (BtaHF) apresenta a maior
atividade hemorragica, enquantofe;des Bta II-3 e Bta llI-possuem atividade menor quando

comparada com atividade da fracao Bta Il.

Figura 9. A) Monitoramento da atividadeaseinolitica e inibicdo por EDTA (M) e PMSF (2 mM) da fracdo Bta

Il (Sephadex G-75) e das fracdes Btall-1 ate Btall-7 (Tkae@a). Quantidades de 10dg fracdo foram misturadas

com 90 pL de azocaseina em condi¢des padrédo (Item 3.6 material e métodos) B) Monitoramento da atividade
hemorragica da fracdo Bta Il e fracdes obtidas no segoaskn de purificacdo. Quantidades de 40ug de amostra
foram injetadas intradermicamente nas costas de camundongos. Os valores foram expressos pela média e + SEM
(n=3). *Diferenca significativap(< 0,05).
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4.4. Controle do grau de pureza da frao BtaHF num sistema CIAE de Fase Reversa

para a determinag&o do grau de pureza

A figura 10A mostra a eletroforese eBDS-PAGE da metaloprotease BtaHF sob
condi¢cbes nao reduzidas (NR) e reduzidas (uad revelou a presenca de uma banda ao redor
de 25 kDa, evidenciando um padrdo semelhante a outras metaloproteases de baixa massa
molecular presentes em venenos botropicos.

Para confirmar o grau de pureza da metalejs® BtaHF, 0,5 mg da toxina foi submetida
numa cromatografia de Fase Reversa nurersstCLAE. Na figura 10B observou-se a presenca
de um pico simétrico com o tempo de retengd@o40 minutos, sendo eluido com 57% do tampéao
B.

Figura 10. Avaliacdo da pureza e determgdo da massa molecular relativa da metaloprotease BtaHF. (A)
Eletroforese em gel de poliacrilamida em condi¢cdes néo reduzidas e reduzidas com DTT, corado com Comassie blue
0.05%. As pistas eletroforéticas aspondem aos Marcadores de massiecutar (MM), BtaHF em condicao ndo
reduzida (NR) e em condicao reduzida com DTT (R).R@&¥il cromatogréfico da fracdo BtaHF em HPLC de fase
reversa numa coluna p-Bondapck C-18 (Waters), sistema CLAE. A eluicdo da amostra foi realizada usando-se um
gradiente linear continuo de concentracdo do tampao B (Acetonitrila 60%, TFA 0,025%). O fluxo foi mantido
constante a 1mL/min. O monitoramento da corrida cromatografica foi realizado a 280nm.
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4.3. Tabela de purificacdo da BtaHF

A Tabela 1 resume as etapas do processqurificacdo, assim como o calculo da
recuperacéo e o fator de purifiéacobtido para a metaloproteas@t, a partir dos parametros
de atividade caseinolitica us# azocaseina como substrato.

A fracdo Btall, obtida no primeiro passoogratografico representa aproximadamente
50% da proteina do veneno total e é respong#elel 60% da atividade proteolitica do veneno
total. Com o segundo passo cromatografico de troca idnica foi obtido a metaloprotease BtaHF o
qual representa 16,81% da atividarhseinolitica do veneno total.

A tabela 1 mostra que a metodologia deiffpacdo utilizada nopresente trabalho

permitiu purificar a metaloprotease BtaHF 76,étes em termos de atividade caseinolitica.

Tabela 1Rendimento da purificagdo da metaloprotease BtaHF isolada do venRathdepsis taeniata.

Etapa de |Volume PEIEJte'Pa Atividade? At'V'dE;ge Athlda}?e ificaca Rendimento
Purificacio | (mL) otal (UP) Tota Especifica Purificacao (%)°
(mg) (um (U/mg)

Veneno Tota| 20,00 50,00 564,80 11296,00 11,30 1,00 100,00
Excluséo

Molecular

(Btall) 5,00 24,20 1361,50| 6807,50 56,26 4,98 60,26
CLAE Troca

16nica

(BtaHF) 1,00 2,20 1898,90| 1898,90 863,14 76,41 16,81

%UP: Atividade do veneno total, frag®8tall e BtaHF em 1 ml de reacéo.
PUT: Atividade no volumem total de amostrilizado no procedimento cromatografico.

‘Rendimento baseado na atividade caseinolitica.
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4.4. Massa molecular da metaloprotease BtaHF

A metaloprotease BtaHF apresentou masséecular de 25968,16 Da (Figura 11A). A
determinacdo da massa molecular real € conggstmm a massa molecular relativa determinada
pela eletroforese em SDS-PAGE. De acordo oatipo de técnica empregada de espectrometria
de massa (ESI-Q-Tof MS), pode confirmar a pureza da metaloprotease BtaHF confirmando os

resultados obtido por CLAE de fase reversa.

Figura 11. Determinacdo da massa moleculamagtaloprotease BtaHF nativa por espectrometria de massa ESIQ-
TOF MS.Espectro da massa da metaloprotease BtaHF.
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4.5. Atividade caseinolitica da metaloprotease BtaHF

A atividade proteolitica sobre a aaseina do veneno bruto (VT) Be taeniata fracédo
Btall do primeiro passo de purificacdo (cratografia de exclusdo molecular) e da
metaloprotease BtaHF mostra-se na figura A2atividade do veneno bruto, de Btall e da
metaloprotease BtaHF foi de 56,48 + 4|2i#ng, 136,15 + 23,39 U/mg e 189,89 + 25,59 U/mg

respectivamente. O grafico mostra que a ativideseecifica de BtaHF se incrementa conforme

aumenta o grau de pureza.

Figura 12. Atividade caseinolitica do veneno bruto Bethrops taeniata(BtaVT), Btall e BtaHF. 10uL das
amostras foram misturados com 90uL de uma solucé@zaeaseina (5mg/mL) e incutms no banho-maria por 90
minutos a 37°C. Foram adicionados 200uL de TCA (5 %), eamsostras foram centrifjadas a 4279xg por 8
minutos. Apds misturar 150uL de sobrenadante com igual volume de NaOH (0,5 M), leituras foram 4didanm.
Os valores foram expressos pela média e a £SEM (n=3).
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4.6. Efeito da temperatura na atvidade caseinolitica de BtaHF

A figura 13 mostra o efeito da temperaturaatizidade caseinolitec sobre a azocaseina
da metaloprotease BtaHF. Na figunota-se que a temperatutem@ da BtaHF foi na faixa dos
30-40°C, temperatura & qual se apresentou maioidatie proteolitica. Em temperaturas maiores
a 60C a atividade de BtaHF seeduz significativamentep(= 0,00109), no entanto, com
temperaturas acima de °@e abaixo de ZC a atividade caseinolitica foi quase complemente
inibida.

Figura 13. Efeito da temperatura na atividade caseinoliticandtaloprotease BtaHF. A determinacao da atividade
proteolitica foi feito sobre a azocase@meno substrato, a temperatura de bagfio foi variada num intervalo de 10-
90°C. Os valores foram expressos pela média e +SEM (n=3).
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4.7. Efeito do pH na ativichde caseinolitica da BtaHF

Foi avaliado o efeito do ptsobre a atividade caseirt@a sobre a azocaseina da
metaloprotease BtaHF. A figurd4 mostra que os valores 6timos de pH para a atividade
proteolitica sobre a azocaseina da metaloprotBtetdF foram de 7 e 8, fora desse intervalo
observa-se que a atividade catalitica da mptatease diminui. Para valores de pH acidos
(menor que pH 6) e basicos (maiores que pHotbrre quase a completa reducao da atividade

caseinolitica.

Figura 14. Efeito do pH na atividade caseinolitica da metaltgase BtaHF. A atividade caseinolitica da BtaHF foi
feita sobre a azocaseina como substrato. O pH da andtureacao foi variado nuntenvalo de 5-12. Os valores
foram expressos pela média +SEM (n=3).
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4.8. Efeito de inibidores sobre atividade proteolitica de BtaHF

Os estudos com inibidores permitem difeniar as atividadesproteoliticas de
metaloproteases e serinoproteases quandado a azocaseina como substrato.

Na figura 15 apresentam-se os efeitosiibitps dos agentes giamtes EDTA e EGTA,
do PMSF (inibidor de serinoproteases) e do inibidor de tripsina de soja (SBT-I) na atividade
proteolitica sobre a azocaseina da metaloprotBtderF. Na figura observa-se que os agentes
quelantes EDTA (5 mM) e o EGTA (5 mMe o agente redutor DTT (1mM) inibem
significativamentef{ = 3,81 x 10) a atividade caseinolitica daaBtF, com atividades residuais
de 6,99, 8,48 e 3,98% respectivamente. O PM&MRe SBT-1 (Img/ml) ndo apresentaram

nenhum efeito inibitorio significativgp(= 0.652) sobre a atividadaseinolitica da BtaHF.

Figura 15. Efeito de inibidores sintétics na atividade caseinolitica de BtaHF. A metaloprotease BtaHF foi
previamente incubada com EDTA (5mM), EGTA (65mM), DTT (1mM), PMSF (2mM), SBT-1 (1 mg/mL) por 30
minutos a 37C, logo apds o procedimento descrito foi aplit@ob condigdes 6timas. Os resultados sdo expressos

em percentagem de atividade proteolitica residual, tendo como 100% de atividade caseinolitica a atividade da
metaloprotease BtaHF sem os inibidofes 3). *Diferenca significativgp(< 0.05).
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4.9. Efeito de ions sobre a atitade caseinolitica de BtaHF

Foram avaliados os efeitos de ions divasma atividade caseinolitica de BtaHF. Na
figura 16A mostra que o fon Eaproduziu aumento significativgp (= 0,00414) da atividade
caseinolitica da BtaHF coinmM (119,95 +6,611 %) e 5 mi118,88 +3,353 %). Observa-se
que o Md? ndo produziu nenhum efeito sobre aidtde caseinolitica deetaloprotease em
estudo, mas os fons Zne Mn"? produzem inibicéo significativap(= 0,000465) da atividade
caseinolitica com atividades residuais de 5,41 e 3,25%, respectivamente.

Na figura 16B observa-se que o aumento tidade caseinolitica da metaloprotease
BtaHF produzido pelo fon Caé dose dependente com baixasaentracdes (< 1mM). Por outro

lado, a BtaHF mostrou atividade méaxima em concentracdes'dad@aa de 1mM.

Figura 16. A) Efeito de ions divalentes na atividade cadéina de BtaHF. O experimento foi feito em condi¢des

6timas. A metaloprotease BtaHF foi pré-incubada com os i&h(Ca 5mM), Mg? (5mM), Zr? (5mM) e Mri? por

30 minutos a 37C. Os resultados foram expressos em percemtageatividade proteolitica residual, tendo como

100% de atividade caseinolitica a atividade da metalegset BtaHF sem ions (n = 3). B) Efeito de diferentes
concentracdes de Casobre a atividade caseinolitica, diferentescentracdes do fon (0,25-5 mM) foram pre-

incubadas com a metaloprotease BtaHF (10ug) em condigbes 6timas. *Diferenca significatives)).
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4.10. Efeito da concentracédo de BtaHsobre a degradacao de fibrinogénio

A metaloprotease BtaHF apresenta ativedaoroteolitica dose-dependente sobre o
fibrinogénio o qual foi detectadatraves de eletroforese SDBPE. A figura 17 mostra que o
processo de degradacdo dasleias do fibrinogéaibovino é dose dependente. Com quantidade
de 1,25 pg (poco 6) a metaloprotease degrada completamente a ¢ada& com quantidades
acima de 10 pg (poco 2 e 3) observou-se que, alem da protedlise completa da.,chdeia

protedlise parcial da cadeia

Figura 17. Atividade fibrinogenolitica com diferentes quantidades da metaloprotease BtaHF: (1) Fibrinogénio
bovino; (2) Fibrinogénio + BtaHE20 pg); (3) (10 ug); (4) (f19); (5) (2,5 pg)i(6) (1,5 pg). A mistura de reacao fio
incubada a 37°Cpor duas horas.afdlise foi realizada em eletrofese SDS-PAGE (12.5%) com amperagem
constante de 30 mA e a voltagem vadiaentre 70 e 100V. O gel foi corado com Comassie Blue R-250 “overnight”.
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4.11. Efeito do tempo sobre a degradacéao de fibrinogénio

A metaloprotease BtaHF apresenta atividadaeptitica sobre o filimogénio o qual foi
detectado através de eletnafse SDS-PAGE. Na figura 18 evidenceu-se o processo de
degradacédo da cadeiado fibrinogénio bovino, desde d$ minutos (poco 3). A completa
degradacéo da cadeialeu-se apds 30 minutos (poco 4) de reacéo.

Por outro lado a cadeiasofreu completa degradacéo apos 9 horas (poco 8) de incubacgéo
e a cadeia nao sofre degradacéo alguma, mesmo dej@4 (pogo 9) horas de incubagdao com

a metaloprotease BtaHF.

Figura 18. Atividade fibrinogénolita da metaloprotease BtaHF (1,25ug) adiferentes tempos de incubacédo: (1)
Fibrinogénio bovino; (2) Fibrinogénio + BtaHF (5 min); (3% (hin); (4) (30 min); (5) (1 h); (6) (3 h); (7) (6 h); (8)

(9 h); (9) (24 h). Analise foi realizada em eletrofor885-PAGE (12.5%) com amperagem constante de 30 mA e a
voltagem variando entre 70 e 100V. O gel foi corado com Comassie Blue R-250 “overnight”.
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4.12. Atividade proteolitica sobre a fibrina da BtaHF

A metaloprotease BtaHF ndo apresentou ativadadteolitica sobre a fibrina (Figura 19).
Foram incubados por 24 horas diferentes quadéd de metaloprotease: 2,5; 5; 10 e 20ug, com
fibrina em placas. Com a quantidade de 2f) @ metaloprotease BtaHF n&o produziu halos
fibrinoliticos apdés o tempo dmcubacdo. Como controle posd, 20ug de veneno total de

Bothops jararacuciiBjussuVT9) produziu um haliibrinolitico de 15,2 +1,25 mm.

Figura 19. Atividade fibrinolitica da metaloprotease BtaHF. Difées quantidades da metaloprotease (2,5 — 20 ug),
foram incubadas com fibrina polimerizada a partir de sangre bovino corp €aiecipientes plasticos durante 18
horas a 37C. Como controle positivo de atividade fibrinolitica foi usado 0,5ug/UL de veneno toBbtheops
jararacucu(BjussuVT). Os valores foram expressos pela média +SEM (n=3).
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4.13. Atividade arginina-amidase sobre o substrato BANA

Para descartar a contaminacdo da fragiaHF com proteinas da famila das
serinoproteases, avaliou-se a atividade protemi@tecBtaHF sobre o substrato BApNA. Na figura
20 observam-se os valores de Vo para a fracal), Bt metaloprotease BtaHF e as outras fragdes
obtidas do segundo passo de purificacdo (troczadnA serinoprotease Ba lll-4, purificada a
partir deBothrops atrox(Ponce-Soteet al., 2007), foi usada como controle positivo. A fracao
BtaHF n&o apresenta atividade quando comparadaa atividade da tripsina, indicando que a
BtaHF n&o possui atividade sobre o substrato BApNA.

Figura 20. Atividade proteolitica sobre o substrato sintéticqpBIA. 4L (1ug/uL) de veneno total (BtaVT), fracédo
Bta Il ou foram misturados com 270pL de solugdo de substrato, a mistura foi incubada por 30 min@osEG37

de esse tempo as amostras foram lidas a uma absorbartddnm. Os valores foram expressos pela média +SEM
(n=3).
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4.14. Analise de Composicado de aminoacidos

A tabela 2 mostra a composicédo de amimb@ida metaloprotease BtaHF. A informacéao
mostrada sugere que a BtaHF possui unassa tedrica de 23990.99kDa e poderia ter um
comportamento acidico devido a presenca maii@itle Asx e Glx (30 e 18, respectivamente). A

presenca de 6 residuos de cisteimgesam a formacao trés pontes dissulfeto.

Tabela 2.Analise de composicédo de améwidos da metaloprotease BtaHF.

Amino valor PM
acido Integral " Calculado
Molar

Asx 30 | 13,76150  3453,30
Glx 18 8,25688  2324,34
Ser 16 7,33945  1393,44
Gly 20 9,17431 1141,40
His 6 2,75229 822,16
Arg 7 3,21101  1093,47
Thr 13 5,96330  1444,56
Ala 14 6,42202 995,26
Pro 18 8,25688  1748,34
Tyr 8 3,66972 913,20
Val 12 550459  1957,80
Met 5 2,29358 656,05
Cys 6 2,75229 618,84
lle 12 550459  1238,04
Leu 14 6,42202  1584,38
Phe 8 3,6697  1177,%2
Lys 11 504587  1410,09
Trp*

Total 218 100 23990,99
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4.15. Espectrograma dos peptideosipticos da metaloprotease BtaHF.

A figura 21 mostra o espectrograma de MS/resultante da digéio triptica da
metaloprotease BtaHF alquilada. Foram obti@geeptideos com massas entre 673,82 e 3315,79
Da. Os valores das massas moleculares desggileos foram submetidos no banco de dados
MASCOT. A sequéncia deduzidagles peptideos, assim como, a massa teérica € mostrado na
Tabela 3. Pode ser observar que os peidee 7 contém os motivos “Giro-Metionina” e

metaloprotease, respectivamente.

Figura 21. Espectro ESI-QTOF-MS/MS dos peptideos tripticos produzidos durante a digestaa tdti
metaloprotease BtaHF.
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Tabela 3 Sequéncia obtida por MS/MS baseado nos peptideos obtidos na digestéo triptica da

metaloprotease BtaHF.

Peptideg Massa Sequéncia de aminoacidos Massa
No. medida tedrica
(Da) (Da)

1 673.82] KFPQR 673.78
2 678.89| SCIMAR 678.85
3 843.04| DLIKVE K 843.00
4 1173.34 LANLEVWSDK 1173.30
5 1428.73 IELAVVADHGMF K 1428.69
6 1575.83 VHEMVNNLNGFFR 1575.79
7 2238.48 AHELGHNLGMDHDETCTCGAK 2238.44
8 3315.79 SDHALEFSDCSVDYQTVGLAYTGPQCILK 3316.69
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4.16. Estudos de homologia sequéncial dos pij&os tripticos da metaloprotease BtaHF.

A figura 22 mostra o estudo de homologiaquencial dos peptideos tripticos da
metaloprotease BtaHF com metaloproteases denvethe serpentes da classe P-1: BaP1 (72,5 %;
B. asper Watanabeet al., 2003) BmoomMR-1 (70,7 %;B. moojeni Bernarde<et al., 2002);
LHF-II (65,3 %; L. muta muta Sanchezet al., 1991b); Neuwidase (61,3 %8. neuwidij
Rodriguezet al.,2000); Ruberlysin (56%. ruber, Takeyaet al.,1990), Adamalysin Il (53,3 %;

C. adamanteysGomis-Ruthet al.,1994) e Atroxase (51,8%; C. atrox; Bakeal.,1995).

Figura 22. Alinhamento dos segmentos tripticos da metaloprotease BtaHF com SVMP da classe P-I. Os
motivos metaloproteases e “Giro-metionina” em cor cinza; (*) residuos de cisteina conservadas nas
SVMP. Os peptideos tripticos da BfaHoram alinhadas: BaP1 (2W12_A) d&othrops asper
BmooMP.-1 (P85314.2) deBothrops moojenj LHF-II (P22796) delLachesis muta mutaBmHF-I
(P86802.1) de Bothrops marajmis; Neuwidase (Q9I19R4.1) dothrops neuwidjiRuberlysin (P20897)

de Crotalus ruber Adamalysin 1l (AAB31038.1) deCrotalus adamanteus Atroxase (Q91401.2) de
Crotalus atrox O alinhamento foi obtido com o pragma MegAling v5.01 usando o método de
CLUSTAL W.
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4.17. Caracterizacdo Bioldgica

4.17.1. Dose hemorragica minima do veneno total @®thriopsis taeniatae a metaloprotease
BtaHF.

A figura 23 mostra a dose hemorm@giminima (DHM) do veneno total d& taeniata
(Fig. 23A) e metaloprotease BtaHF (Fig. 23R)figura mostra que a DHM do veneno total tem
uma atividade hemorragica quatro vezes mais potente (5,34 ug; r = 0,98765) em comparacao com
BtaHF (20,32 pg; r = 0,99898).

Figura 23. Determinacdo da dose hemorragica minima (DHM) do veneno toBl tkeniata(A) e a
metaloproteas8taHF (B) Diferentes doses (0,25 - 40 pg/animal) de veneno ou toxina foram injetados,
nas costas de camundongos (18-20g). A hemorragia foi quantificada através da medida dos halos
hemorragicos. A DHM é a quantidade de toxinaazagie produzir um halo hemorragico de 10mm.
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4.17.2. Inibicdo da atividade hemorragica da metaloprotease BtaHF

Na figura 24 apresentam-se os efeitositérns dos agentes glamtes EDTA e EGTA,
DTT, PMSF (inibidor de serinoproteases) e do inibidor de tripsina de soja (SBT-I) na atividade
hemorragica da metaloprotease BtaHF. Nprfh pode-se observar que os agentes quelantes
EDTA (5 mM) e o EGTA (5 mM), assim comolD (1mM), inibiram completamente a atividade
hemorragica da BtaHF. Por outro lado, o PM8mM) e SBT-1 (1mg/ml), ndo apresentaram

nenhum efeito inibitério significativgp(= 0,116) sobre a atividade hemorragica da BtaHF.

Figura 24. Inibicao da atividade hemorragica mi@taloprotease BtaHF. 40ug (2DHM) da frag@taHF
foram pré-incubados com EDTA (5mM), EGTA (5mM), DTT (1mM), PMSF (2mM) e SBT-I (1mg/mL) a
37°C por 30 minutos. Depois foi realizado o expenioesegundo descrito no item 3.12.1. Os resultados
foram expressos como percentagem de atividade hemorragica residual da média +SEM (n = 5).
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4.17.3. Atividade Edematogénica da Fracdo BtaHF

A figura 25 mostra que a fracdo BtaHF aemou atividade edematogénica quando foi
injetada via intradérmica nagi@o plantar da pata de camundongos. Atividade edematogénica de
BtaHF foi dependente da dose duranpeimeira hora ap6s administracéo.

Dos dados obtidos, a atividade edematagedie BtaHF apresentou um comportamento
dependente do tempo, pode-se observar que rieas o efeito € prolongado até 6 horas apés
da aplicacdo. A atividade edematogénica diminpiase horas e as 12 horas depois da aplicacao
de BtaHF n&o foi observado edema.

Figura 25. Atividade edematogénica da metaloprotease BtaHF. Diferentes doses da metaloprotease (2,5, 5 e
10ug/animal) foram injetadas na regido plantar da pata direita de camundongos, PBS (50pL) foi injetada na regido
plantar esquerda como controle. O aumento da area da pata foi avaliado ap6s 0.5; 1; 8;ir@s Os resultados

sdo expressos em porcentagem de edema em relaciocoornade. Os valores foraexpressos pela média +SEM

(n=3).
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4.17.4. Inibicao da atividade edemaigénica da metaloprotease BtaHF

Assim como para a atividade hemorragica, dealiado se o efeito edematogénico da
metaloprotease BtaHF estaria associado ddatie catalitica e ao correto enovelamento da
estrutura terciaria. Na figura 26 apresenta egaf do agente quelante EDTA (5 mM) e o agente
redutor DTT (1mM) na atividade edematogénicargdaloprotease BtaHF. Pode-se observar que
0 EDTA e o DTT inibiram completamengeatividade edematogénica da BtalgEZ,692 x 10).

Figura 26. Inibicdo da atividade edematogénica da metatepse BtaHF. Cinco microgramas da toxina BtaHF
foram pré-incubados com EDTA (5mM) e DTT (1mM) &@por 30 minutos. Depois foi realizado o experimento
segundo descrito 3.12.8s resultados foram expressos como porcentagem de edema residual da média
+SEM (n =5).
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4.17.5. Efeito miotoxico da metaloprotease BtaHF

A figura 27 mostra que a BtaHF, nas doaspficadas, ndo produziefeito miotdxico
guando injetada no muasculo gastrocnémicamundongo. Por outro ladopuf de veneno total
de Bothriopsis taeniatanduziu miotoxicidade moderadamovalores maximos de CK plasmatico

apos 3 horas da injecao. O efeito miotéxdooveneno total se reduzao longo do tempo.

Figura 27. Efeito miotoxico da metaloprotease BtaHF e do veneno tot&. daeniata A metaloprotease (20 e

30ug), veneno total (5ug) e PBS (controle) foram injetados no musculo gastrocnémios de cansurigongo
diferentes intervalos de tempo foram extraidos aliquotas do sangue dos camundongos pela veia caudal. A partir das
amostras do sangue foi obtido plasma e os niveSKdplasmatico foram determinados segundo o kit CK-NAC
(LABORLAB). Os resultados foram expressos pelaia&SEM (n = 5). * Diferencia significativg € 0,05).
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4.17.6. Avaliacdo qualitativa do efeito citotdoxicada metaloprotease BtH-4 sobre mioblastos
C2C12

A andlise com microscopia 6tica (20X) deobviastos C2C12 avaliado pelo ensaio de
cristal violeta revelou que, as culturas tratacia® a metaloprotease @&1iF durante trés horas,
sofreram efeito citotoxicdose dependente (Figura 28 Begdando comparado com as culturas
controle (figura 28A). Condose de 31.5ug/ml observa-sedesprendimento das células do
substrato, induzindo alteracbes morfologicasedondamento de células, resultando em areas
sem células (Figura 28B). Com 500ug/ml denostra produziu 100% de separacdo dos

mioblastos do substrato e m®delular (figura 28F).

Figura 28. Atividade citotéxica de BtaHF sobre mioblastos C2C12. A cultura priméaria de mioblastos consiste na
proliferacdo de células musculares mononucleadas e ainda estdo parcialmente indiferenciadas (20X). (A) Controle,
(B) 31,5 pg/mL, (C) 62,5 pg/mL, (D) 125 pg/mL, (E) 250 pug/mL, (F) 500 ug/mL de BtaHF dissolvido no meio de
cultura. Todos os experimentos foram realizados em triplicata.
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4.17.7. Quantificacdo da LDH das culturas celulares

A citotoxicidade da metaloprotease BtaHk égtimada através da liberacdo da enzima
lactato desidrogenase (LDH) no meio de cultyndsa3 horas de exposicdo das células a proteina,
mostrado na figura 29.

A metaloprotease produziu lislas células da musculatura esquelética (C2C12) com uma
dose de 6,3y/poco (31,5g/mL), o que produziu liberacdo d8,2 + 5,30 % de LDH no meio de
cultura. O efeito citotoxico da proteimsn estudo foi de 55.152 % com dose de 12,6ug/poco
(62,5ug/mL, Figura 29).

Figura 29. A citotoxicidade da metaloprotease BtaHF enobidistos da musculatusquelética (C2C12) foi
medida a partir da liberacdo de LDH. O controle para 0 e 100% de toxicidade consiste de meio éeden@di%
de Triton X-100, respectivamente. Cadatoorepresenta a média e +SEM em eixpentos realizados em triplicata.
* Diferencga significativaj§ < 0,05) comparado ao controle positivo.
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4.17.8.Avaliacao do efeito da metaloprotease Btall-4 sobre a adesédo de mioblastos C2C12

A figura 30 mostra que a metaloproteBsaHF reduziu significativamentg£ 0,000569)
a adesao de mioblastos C2C12. Quando irdag@om dose de 31,5ug/mL da proteina 59,65+
4,94% das células de mioblastos conseguiraesd@m ao meio de cultivo. Por outro lado, com
dose de 62,5ug/mL da proteina 39,43+ 6,15 datastde mioblastos conseguiram adesao.

O efeito de inibicAo da adesdo celulaereida pela metaloprotease BtaHF sobre os
mioblastos C2C12 e um efeito dose dependemiestrado pela diferenca significativp=(
0,0486) das respostas induzidampeloses testadas.

Figura 30. Efeito da metaloprotease BtaHF sobre a adesanial@lastos da musculatuesquelética (C2C12). Foi

medida a absorvancia a 620nm de culturas de células previamente tratadas com a proteina. Os resultados foram
expressos em termos de % de adesdo. A absorbancia dasicculturas sem proteina foi considerada como 100%.

Os resultados sé@o expressos pela média +SEM (n = 3). * Diferenca signifigatidz06).
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4.17.9. Estudos histopatoldgicos dos efeitos daetaloprotease BtaHF sobre musculo

gastrocnémio de camundongo

A figura 31 mostra os efeitos de difetes doses (2,5, 10 e 20upg/animal) da
metaloprotease BtaHF sobre o musculo gasfimio de camundongo. Agfira 31B mostra que
com doses de 2,5ug/animal da BtaHF ndo prodinmorragia interfibrilar (40x), as fibras
musculares estavam intactas, bem como a parasisular, ainda que se observa uma zona de
degradacéo (retangulo). E importante assinalarfojuebservada a presenca de neutrofilos nos
vasos sanguineos, assim como, alguns deles mdignaara o tecido ao redor. Na dose de 10ug
(figura 31C, 40x) observou-se a degradacaqa@de de um vaso sanguineo (retangulo), a
metaloprotease BtaHF produziu hemorragia psaiferia do fasciculo muscular (dado néo
mostrado) e infiltrado inflamatério principalmente neutréfilos. Com uma dose de 20ug (figura
31D, 40x) a BtaHF produz uma intensa hemorragiteainlo muscular (setas pretas), importante
infiltrado inflamatério (pincipalmente neutrdéfilos, setas &)y mas nao observou-se necrose das

células musculares, as quais encontraram-se intactas.
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Figura 31. Microfotografias de microscopia de luz de mileade gastrocnémico de camundongo com varias doses

da metaloprotease BtaHF. (A) Controle, tecido normal (40X), (B) 2,5ug (40X): é observada estruturantissialiar

sem hemorragia, presenca de neutréfilos no vaso sanguineo (VS) e saindo dele além de degradatio da pa
vascular (retangulo), (C) 10pg (40X): estrutura mio-fibrilar normal com pequena hemorragia (retangulo), e elevada
infiltracdo inflamatoria (setas azyis(D) 20ug (40X): Hemorragia (setpreta) com abundante infiltracdo de
neutrdfilos (seta azul).
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4.17.10. Estudos histopatolégicos dos efeitos daetaloprotease BtaHF em pulméo de

camundongo

A figura 32 mostra os efeitos sistémicda metaloprotease BtaHF em pulm&o de
camundongo. A figura 32A (controle) mostra orteohistolégico do parénquima pulmonar
normal, nele pode-se observar os alvéolopa@s alveolar (EA), pneumdécitos tipo 1 (seta
branca) e pneumdcitos tipo 2 (seta preta)jrags®mo um vaso sanguineo (VS). Com dose de
20pg/animal a BtaHF produz hemorragia no pgtéma pulmonar, alteracdo da estrutura
alveolar e espessamento dos septos interaheso(figura 32B). Com amento de 20X (Figura
32C) podemos observar com maior detalne a hemorragia no parénquima produzida pela
metaloprotease. Com o aumento de 40)gFR 32D) pode-se observar o espessamento dos

septos pulmonares, a diminui¢cdo da luz alveolar e infiltragdo inflamatoria.
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Figura 32. Microfotografias de microscopia de luz de pulmdo de camundongo. (A) Controle (20X) parénquima

pulmonar normal (EA: Espaco alveolar; VS: Vaso sanguineo), mostrando os peneumocitos tipo 1 (seta branca) e os
pneumdcitos tipo 2 (seta preta). 20ug da metaloprotease BtaHF foram injetados i.v. em camundongos pela veia
caudal, ap6s 2 horas foi obtido tecido pulmonar, feito os cortes histol6gicos foram corados com HE e observados a

diferentes aumentos. (B) 10X, (C)20X e (D) 40X.
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4.17.11. Estudos histopatolégicos dos efeitada metaloprotease BtaHF em rim de

camundongo

Na figura 33A (20X) é mostdo o corte histolégico dém de camundongo nao tratado.
Observam-se os glomérulos (G), o tubulo proximé#l, (3eta preta) e dist@ID, seta branca). A
metaloprotease BtaHF também produziu alguaitesacdes ao nivel do rim de camundongo com
20pg/animal. A metaloprotease ndo produziu lesdes aparentes na estrutura do glomerulo ou
hemorragia (figura 33B, 20X), rmabservou-se moderada degega&oacitoplasmatica do tecido
renal que apresentou algumas alfées estruturais, principalmentelusdes citoplasmaticas nas
células do tabulo distal e prowal (figura 33B, setas vernimgs). Com maior aumento (40X;
figura 33C) confirmou-se a degeaedo citoplasmatica das célutabulares (setas azuis) além
de inclusdes citoplasmaticas (setas vermelaa)omparado com o controle, a metaloprotease
produziu alteracéo estrutural do texidhas nao foi observada hemorragia.
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Figura 33. Microfotografias de microscopia de luz de rim de camundongo. (A) Controle (40X): estrutura do
glomérulo (G) normal e a capsula dewBoan (setas vermelhas).d®@se observar os tubolo préximal (seta preta) e

distal (seta branca). 20ug da metaloprotease BtaHF foram injetados i.v. em camundongos pela veia caudal, apos 2
horas foi obtido tecido renal e feitos cartes histolégicos corados com aelgdo HE e observados a diferentes
aumentos (B) 20X e (C) 40X: moderada degeneracao citgles: nas células dos tubujm®ximal e distal (Setas

azuis). Inclus@es citoplasmaticastés vermelhas). A macula densa é mostrada dentro do retangulo.
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4.17.12. Estudos histopatologicos dos efestoda metaloprotease BtaHF em figado de

camundongo

Contrariamente ao observado nos pulmdeisne a metaloprotease BtaHF n&o produziu
nenhum efeito hepético, Naytira 34A (controle, 40X) observae 0 e parénquima hepéatico com
estrutura normal. Nesse campo se observou wias centrais (VC) coraritrocitos no interior
delas, sinusdides hepéticas com eritrocitos netdagpretas), pode-se ddaciar as células de
Kupffer (setas azuis) e hepatdcitos (setaandas). Com 20ug/animal e ap6és duas horas, a
metaloprotease BtaHF ndo produziu lesGeseapas ou hemorragia necido hepatico (figura
35B, 40X), observou-se nesse campo que as stass@ossuem integridade estrutural normal
com eritrocitos (setas pretas) assim como a veia central (VC), também, com eritrécitos, o qual €

considerado normal.

Figura 34. Microfotografias de microscopia de luz de figado de camundongo. (A) Controle (40X): estrutura
parenquimatica hepatica normal, mostrando as veias ce(%@&)), sinusoides hepaticas (seta preta), células de
Kuffer (seta azul) e hepatécitos (seta branca). (B)g2@a metaloprotease BtaHF foram injetados i.v. em
camundongos pela veia caudal, apds 2 horas foi obtido tecido hepatico e feitos os cortes histologisosororad
coloracédo HE e observado aumento de 40X.
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4.17.13. Efeito da metaloprotease BtaHF sob os niveis do fibrinogénio plasméatico de

camundongo

Os efeitos da metaloprotease BtaHF saiseniveis do fibrinog@io plasmatico foram
analisadosn vivo. A figura 35 mostra que os niveis pteticos do fibrinogénio foram reduzidos
rapidamente de forma dose-dependente. Qimcoogramas da metaloprotease BtaHF reduziram
os niveis de fibrinogénio plasmatico em 5&psoximadamente, enquanto 20ug produziram uma
reducdo de 86% num periodo de 15 minutos apnsculagéo. Trinta minutos apés a inoculagéo,
0s niveis de fibrinogénio plagtico foram zerados (tempo deagulacdo> 600 segundos). ApOs
uma hora, as duas doses de BtaHF produzirantgdediotal da concentrag de fibrinogénio

plasmatico, o qual ndo foi observada recuperat@ouas horas depois da inoculacéo.

Figura 35. Niveis do fibrinogénio plasmatiae camundongo apos administrac&oda metaloprotease BtaHF. PBS
("), BtaHF: 5 pg (k) e 20 pg (z). Os valores foram expressos como porcentagem comparado com o controle da
média de trés determinacbesEd * Diferenca significativag < 0,05).
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4.17.14. Efeitosn vitro da metaloprotease BtaHF sobrdempo de Tromboplastina Parcial
Ativada (APTT) e Tempo de Protrombina (PT)

A metaloprotease BtaHF mostr atividade pro-coagulante quando incubada com plasma
citratado de camundongo. A figura 36A mostra reducao significapiva0(000234) dose-
dependente do Tempo de Tromboplastina Parcial Ativada. Com quantidades acima de 0,25ug da
metaloprotease, o APTT foi reduzido paempos de coagulacdo 8,37 e 7,57 segundos,
respectivamente, indicando ativacdo da via is&da da coagulagdo. Por outro lado, na figura
36B observa-se que a metaloprotease BtaHFumenefeito menos intenso sobre o Tempo de
Protrombina, pois a reducéo do indicador acontéeemnaneira significativa com quantidades de

1 e 5ug.

Figura 36. Efeitos pro-coagulantes da metaloprotease BtaHF. (A) Tempo de Tromboplastina Parcial Ativada
(APTT) e (B) Tempo de Protrombina (PT). PB8 bu variadas quantidadda metaloprotease (0,25-5(lg) foram
preincubadas com plasma citratado de camundongo por 1 minutg€ a@&jo foi determinado o APTT ou PT. Os
resultados foram expressos em segundos pela média de 5 determinacdes +SEM. * Diferenca signii€atiga (
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V. DISCUSSAO

As metaloproteases de veneno de serpentes sdo uma das principais familias de proteinas
gue compdem os venenos ofidicos, sendo apak@mente 32% do conteudo total de proteinas
(Alape-Gironet al.,2008; Angulcet al.,2008; Fox & Serrano, 2009).

Este estudo teve como objetiawaliar as caracterisas funcionais e estruturais, assim
como os efeitos locais e sistémicos de umtalmgrotease purificada antia do veneno bruto de
Bothriopsis taeniata A purificacdo e caratzacdo de metaloproteases com atividade
hemorragica a partir de venenos ofidicosrfoiaiciadas em 1960 com a caracterizacdo de duas
fracbes hemorragicas do veneno da serpé&ntaeresurus flavoviridigOhsakaet al., 1960).
Atualmente existem descritas na literatura acte 200 metaloproteases\dneno de serpente,
das quais quase a maioria sdo metaloprotekselasse P-I e P-1ll (Fox & Serrano, 2008).

Os métodos descritos na litared para a purificacdo de miefarotease a partir de veneno
de serpente estdo baseados na combinaca&odaatografia liquida convencional e de alta
eficiéncia (CLAE) (Gutiérrezt al., 1995a; Bergueet al., 2008; Torres-Huacet al., 2010). A
combinacgéo dos principios cromatogréaficos ddiwesdo molecular e traddnica é a metodologia
comumente usada para a pweaffdo de metaloproteases de veneno de serpente (Séhethez
1991; Gutiérrezet al., 1995b; Tsaiet al., 2000; Gomeset al., 2011), mas os principios de
afinidade (Strokaet al., 2005), hidrofobicidade (Maat al.,2004) e fase reversa (Torres-Huaco
et al.,2010) também foram utilizados com sucesa@urificacdo dessas proteinas.

No presente estudo a combinacdo da cromatografia convencional de exclusdo molecular
usando uma coluna Sephadex G-75 seguida daatografia liquida de & eficiéncia (CLAE)
de troca i6nica utilizando uma coluna DEA&¥otein-Pak, permitiu a obtencdo de uma fracao
homogénea com atividade proteolitica e hemorragica nomeada BtaHF.

A escolha do primeiro passo cromatograficolfaseada na caracteristica fisico-quimica
na qual as metaloproteases de veneno de ser@widP) sdo classificadas, ou seja, sua massa
molecular. Como foi mencionado acima, as topt@teases que pertencem as classes P-1 (20-30
kDa) e P-Ill (50-100 kDa) s&o as SVMP deionabundancia nos venenos botropicos (Alape-
Giron et al., 2008; Anguloet al., 2008; Calveteet al., 2011), assim a diferenca de massa
molecular entre as duas classes € um a@iténiportante para a escolha do primeiro passo

cromatografico.
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O cromatograma de exclusdo molecular (Figura 7) mostra a presenca de 5 picos,
nomeados Bta | até Bta V. Foitdeminado que as fracdes Bta | e Bta Il apresentam atividades
proteolitica e hemorragica, essas atividades fanédidas pelo quelante EDTA. Esses resultados
sugerem que 0 veneno d@mtriopsis taeniatapossui metaloproteases de alta e baixa massa
molecular, as quais tem uma grande probaidde pertencer as classes Pl e P-IlI.

Na literatura, a avaliacdo da atividade proteolitica dos venenos ofidicos, das fracdes
isoladas e das toxinas purificadas foram realas pelo uso do sulsty protéico caseina
(Lomonte & Gutiérrez, 1983) e sedsrivados, como a azocase(@arney & Tomarelli, 1947,

Wang & Huang, 2002) ou a N'N’ dimetilcaseina @tial., 1969; Sancheet al., 2003). Sabe-se
que a caseina é um substrato protéico ndo egqeeifjue as duas classiEsproteases presentes
no veneno de serpente (Metalojgase e Serinoproteases) ageataliticamente sobre ela. A
discriminagdo entre as duas classes de protedsia pela utilizacdo dmibidores sintéticos ou
proteicos (Cominetti, 2007).

O objetivo do presente trabalfm estudar as metaloproteases de baixa massa molecular.
A fracdo Bta Il, pelo tempo de retencdo etvado no cromatograma de exclusdo molecular
(Figura 7), sugere a presenca de proteinasiga banedia massa molecular. Estes dados junto a
atividade proteolitica e hemorragica observadas para a fracdo sugerem a presenca de
metaloproteases de baixa massa molecular (CRa$seor isso foi selecionada para as proximas
etapas de purificacao.

O segundo passo cromatografico foi realizadouemsistema de alta eficiéncia (CLAE)
de troca ionica utilizando uma coluna DEAE Protein-Pak. A fragdo Bta Il foi resolvida em 8
picos principais, nomeados de Bta II-1 ate Bta (Fgura 8). As fracOes Bta II-1, Btall4 e Btall-

5 apresentaram atividade casdiima inibida pelo EDTA, enquaoto inibidor de serinoproteases
PMSF nédo apresentou efeito idsio, sugerindo que as fracdes sdo ou possuem proteases metal
dependentes (Figura 9A), e a atividade casiic@lda fragdo Bta II-3 foi inibida unicamente
pelo inibidor especifico PMSF, sugerindo &ganca de ao menos uma serinoprotease (Figura
9A). Por outro lado, apenas a fracdo Btall-deapntou atividade hemrégica (Figura 9B).

A fracdo Bta Il-4 obtida no segundo passo cromatografico foi a Unica que apresentou uma
banda homogenea em condi¢cdes nado-reduzidadueidas (Figura 10Aknquanto, a CLAE de
fase reversa em uma coluna C18 p-Bondapatimo um pico simétrico, confirmando a pureza

da fracédo Btall-4 (Figura 10BA fracdo Bta 1l-4 foi eluida com 57% de tampédo B e com um
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tempo de retencdo de 40 minutos, 0s quais S@mmedros caracteristicoss metaloproteases de
veneno de serpente de baixa massa molecular (Alape-&iedn2008; Calvetet al.,2011).

A partir deste ponto a fracdo Btall-4 foi renomeada como Btdtfh(ipsis taeniata
Hemorrhagic Factor) que possui uma massa mialecelativa de 25 kDa (Figura 10A). A massa
molecular real da metaloprotease em estudddteérminada por espectrometria de massa ESI-Q-
TOF. O espectro da BtaHF mostrou um pmocipal de 25968,1621 Da (Figura 11), o qual
confirma o valor determinado na eletroforesea gel de poliacrilamida e € similar & massa
molecular de outras metaloproteases de venesemgpente da classe P-I como LHF-II (Sanchez
et al., 1991); BaP1 (Gutierreet al., 1995b) BlaH1 (Strokat al., 2005), BnP1 (Baldet al.,
2008); BmooMP-I (Bernardeet al., 2008), BmHF-1 (Torres-Huacet al., 2010). A andlise
detalhada do espectro de massas obtido, maspreesenca de 5 picos menores, com massas
muito similares ao pico principa qual sugere a presencaisieformas da fracdo BtaHF (Figura
11),

A fracdo BtaHF possui grande atividade potitica sobre azocaseina como substrato
quando comparado com a atividadie veneno total (Figura 12Alem disso, a metaloprotease
purificada seria a principal fracdo responsapela atividade proteolitica e hemorragica
encontrada na fragéo Bta Il, obtida do primgiasso de purificagéo (Figura 9 e Figura 12).

Assim como para outras classes dereagj os estudos dos parametros cinéticos de
temperatura e pH, é de suma importante rdedbs estudos da caracterizacdo bioquimica e
estruturais das SVMP. Embora Owribgols (1994) descreram a existéncia de metaloproteases
de veneno de serpente (SVMP), especialmeetebaixa massa molecular, nos venenos das
espéciesCrotalus ruber C. molosus molosus varias espécies do génekgkistrodon que
permanecem funcionalmente viaveis em temperaturas acima €188 SVMP sdo enzimas
gue mostram estabilidade em fagxestreitas de temperaturardesdo totalmente a sua atividade
enzimatica com temperaturas acima de€C7{Fox & Serrano, 2009). O comportamento
enzimatico exibido pela fracdo &t#F perante diferentes temperats (Figura 13) € similar ao
descrito para SVMP de baixa massa molecularsgel®-I). Esta descrit@ literatura que a faixa
de temperatura onde essas enzimas possiigidade enzimatica étima entre 30 €@0Com
temperaturas entre 50 e °@0 a atividade enzimatica sofre reducdo significativa e é
completamente inibida com temperaturas acima dC7@anchezt al., 1991; Gutiérrezt al.,
1995b; Bellcet al.,2006; Suret al.,2006; Torres-Huacet al.,2010).

74



O pH, assim como a temperatura, influana atividade enzimatica das SVMP. Esta
descrita na literatura que a atividade enzinadfitma das SVMP de qualquer classe ocorre em
pH neutro e medianamente dina (pH 7-8), com valores de patima ou abaixo dessa faixa a
atividade enzimatica e a atividade hemorragicadsasticamente reduzidas (Ramos & Selistre de
Araujo, 2006; Takedet al.,2012). A fragdo BtaHF mostra mportamento similar com outras
SVMP de baixa massa molecular perante rdve valores de pH (Figura 13; Gutieretzal.,
1995b; Strokaet al., 2005; Belloet al.,2006; Torres-Huacset al.,2010). Assim, a fracdo BtaHF
possui atividade caseinolitica na faixa de pH & §endo que o pH étimo da fragdo esta na faixa
de 7-8. Com valores de pH acima de 10 e abdix6 a atividade caseinolitica é reduzida (Figura
14). Os resultados mostram que a perda da atlei¢aseinolitica da fracdo BtaHF em condicfes
acidas é mais pronunciada quando comparada aoatividade caseinolitica em condicdes
alcalinas (Figura 14). Esses resultados podemnexggicados devido a formacdo do nucledfilo
hidroxida a partir da despgmmacéo da molécula de®, que é coordenada pelo atomo de Zinco e
o0 grupo R do acido glutamico no sitio catalitico, o gaetorna mais dificil de acontecer em
condicbes acidas (Waet al., 2009). Em condicfes alcalinas argee de atividade caseinolitica
seria devido a perda do atomo de Zidoocsitio catalitico na forma de Zn(OHXu et al.,2004),
este Ultimo processo ocorreria mais devag@mente em comparacdom o0 que ocorre em
condicOes acidas.

Desde a década de 70 diversos autoresodstraram que a incubacdo dos venenos
ofidicos com agentes quelantes, como EDime completamente a atividade hemorragica,
enguanto, a atividade peatlitica é afetada por agtes quelantes e/ou inibidores especificos de
serinoproteases (Friederich & Tu, 1971; Lebral.,1998; Howest al.,2007), sugerindo que as
duas atividades eram produzidasal ou em parte por enzimasetal-dependentes. Assim, 0s
estudos de inibicdo utilizando exges quelantes e inibidores skrinoproteases sao necessarios
para discriminar as atividades biol6gicas e enzimaticdsizidas por metaloproteases ou
serinoproteases presentes venenos ofidicos.

Determinadas as condi¢cdes de temperatugaH Otimas para a uma O6tima atividade
caseinolitica da fracdo BtaHF, realizamos osidest dos efeitos de inibidores. Os resultados
mostram que a atividade caseinolitica da fra@&dHF é inibida completamente pelos agentes
quelantes EDTA e EGTA, enquanto os inibidadesserinoproteases F3¥ e SBT-I ndo tiveram
nenhum efeito (Figura 15). Desta forma os ltaglos obtidos no monitoramento das etapas de

purificacdo foram confirmados (Figura ,9demonstrando que a fragdo BtaHF € uma
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metaloprotease. A remocdo do atomo de @ipor agentes quelantes induz uma mudanca
permanente na estrutura secundaria-ttelice do sitio catalitico das metaloproteases para uma
estrutura “coil” (Nikaiet al.,1982; Ramos & Selistre de Arayj2006). A atividade caseinolitica
da metaloprotease BtaHF também depende do Emogeto correto de susstrutura tercidria,
pois ao reduzir as pontes dissulfeto internas e@gente redutor DTT diddade caseinolitica é
inibida completamente (Figura 15).

fons divalentes sdo componentes impugs dos venenos ofidicos, e agem como
cofatores de proteinas como metaloproteases de veneno skrpente. Andlises estruturais
mostraram que as SVMP possueniZ@&d? e Mg como cofatores em proporcéo de 1:1, 2:1 e
1:1 g/mol de proteina, respectivamente, assim, o iéh&assencial para a atividade enzimatica
das SVMP (Fox & Serrano, 2009). No presenteditaly foram estudados os efeitos de ions
divalentes sobre a atividade caseinoliticantietaloprotease BtaHFAssim como para outras
metaloproteases da classe P-I,resultados mostraram que o fon*Castimula a atividade
caseinolitica da metaloprotease BtaHF e que éefaito dependente da concentracdo do ion,
atingindo efeito maximo em concentracéesrecide 1 mM (Figura 16A e 16B). O fon‘€a
aumenta o ordenamento estrutural da proteina hgasea regido que se encontra oposta ao sitio
catalitico (Gomis-Rutket al., 1994), o qual produziria 0 aumento da atividade cataliticae(Xu
al., 2004; Zhanget al., 2004). Contrariamente, os fons de*Ze Mn'?, mostraram efeito
inibitorio sobre a atividade caisolitica da BtaHF (Figura 16AEstudos de dicroismo circular
(DC) mostraram que a presenca do Zinecwluz uma reducdo naegido do espectro
correspondente a-hélice (Xuet al., 2004) o que produziria a desestabilizacdo da estrutura do
motivo metaloprotease no sitio ativo das SV&jPortanto, perda da atividade catalitica.

As metaloproteases de vewede serpente possuem atividade proteolitica sobre uma
grande variedade de substratos bioldgicos, especialmente sobre os fatores ou produtos da cascat
de coagulacdo como o fibrinogénio e fibrieasobre proteinas quezéan parte da membrana
basal dos capilares sanguineos (Maruyetral. 1992; Escalantet al.,2011b; Paes Lemet al.,
2011). As metaloproteases de veneno de serpente (SVMP) com atividade fibrinogenolitica e/ou
fibrinolitica, isto €, degradacéo de fibrinogéridibrina, respectivamente, tém sido descritas na
literatura (Markland, 1998; Sweon & Markland, 2005). As mdtproteases de veneno de
serpente agem preferencialmente na cadejacém menor afinidade pela cadeia & nenhuma
atividade sobre a cadeiado fibrinogénio. Assim, as SVMP séo classificadas com enzimas
fibrinogenases (Markland, 1998; Swenson & Markland, 2005).
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Nossos resultados mostram que a metaloprotease BtaHF tem atividade fibrigenolitica que
depende da quantidade de proteina e do tempcdbacao (Figura 17 e Figura 18). A BtaHF
produz degradacdo completa da cadeiadd fibrinogénio em baixas quantidades (1,25ug,
Figura 17) e com um tempo curto de incuba@ominutos, Figura 18). Enquanto, a degradacao
completa da cadeia Baconteceu com quantidades de proteina elevadas ou tempos de incubacédo
prolongados (10ug e 9 horas, respectivamdhtgira 17 e Figura 18). Nossos resultados indicam
claramente que a metaloprotease BtaHF mostrou preferéncia pela cadioafibrinogénio, o
que permite classifica-la como umafibrinogenase com grande afinidade pelo fibrinogénio,
similar & exibida pela Batroxas®.(atrox Cintra et al., 2012). A BtaHF possui atividade
fibrigenolitica maior quando comparada com autneetaloproteases de baixa massa molecular
com atividade hemorragica, como LHF-II (Sanckeal., 1991), BaP1 (Gutierrezt al., 1995b),

BaHF (Strokaet al., 2005). Interessantenmten a metaloprotease em estudo nao degradou a
fibrina (Figura 19), mesmo com quantidades relativamente elevadas (20pg) e com tempo de
incubacédo prolongado (18 horas), quando comparada com outras metaloproteases de baixa mass:
molecular, o que sugere que a BtaHEqub baixa afinidade pela fibrina.

Os substratos derivados do cromofgroitroanilina sdo comumente usados para 0S
estudos cinéticos da atividade catalitica pieteases. A ligacdo entre o cromoéforo e um
aminoacido, como o acido aspartico no caso dotsubsBApNA, imita a ligacdo peptidica,
assim, quando a enzima proteolitica age solsebstrato libera a o @amdéforo o qual pode ser
lido em um comprimento de onda de 405nm (Erlaegeat.,1961). A metalopretase BtaHF nao
possui atividade sobre oulsstrato BApNA quando comparada com a atividade das
serinoproteases Ba IlI-8B( alternatus Ponce-Sotet al.,2007), embora o vene total e a fragédo
Btall apresentem tal atividade (Figura 20). Gsuliados obtidos sugerem a presenca, na fracédo
Btall, de ao menos uma enzima pertencenterdlitadas serinoprotease de veneno de serpente.
Segundo os estudos preliminares de atividade pititaqFigura 9) a fra&o Ball-3 pertenceria a
familia das serinoproteases. A inatividade da metaloprotease BtaHF perante o substrato BApNA
€ consistente com o comportamento de outraslopetdeases das classes P-I e P-Ill (Gutiegtez
al., 1995b; Cheret al., 2008; Torres-Huacet al., 2010). Este comportamento é explicado pela
especificidade na quebra da [f§a pepetidica das tadoproteases, o qual requer que na ligacao
peptidica esteja presente um aminoacido hidiob na posicdo P1’, especialmente leucina,
(Yamakaweet al., 1988; Ramos & Selistre de Araujo, 2006; Paes Letra., 2011). Assim, o

substrato BApNA pode ser utilizado como maisa ferramenta para a discrimicdo entre
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serinoproteases e metaloproteases de veneserpgente e a verificacdo de que a fracdo BtaHF
nao estaria contaminadam serinoproteases.

Até agora os resultados obtidos na biogoaniatividade enzimética sobre diferentes
substratos e o0s estudos deibicdo permitem classificar a fracdo BtaHF como uma
metaloprotease de veneno de serpente da clas$taR a confirmacao da classificacdo sugerida
para a metaloprotease BtaHFrdm realizados estudos de composicdo de aminoacidos e
determinacdo da sequéncia dos fiats internos da proteina. Awtaloproteases de veneno de
serpente da classe P-1 sdo caraterizadashaeta massa molecular, entre 20 e 30 kDa, e séo
constituidas entre 170 e 230 aowcidos, com 0 numero de cisias entre 4 e 8, com a possivel
formacédo de 2, 3 ou 4 pontes dissulfeto (Bjarnason & Fox, 1994; Fox & Serrano, 2005). A
analise de composicdo de aminoacidos mostrou que a metabgroBtaHF apresenta
aproximadamente 218 aminoacidos e massaculdr tedrica de 23990,99 Da que € similar a
determinada por espectrometriardassas (Tabela 2). A presenc&gdesiduos de cisteina sugere
a possivel formacéo de 3 pontes dissulfetos, o @weamparavel com outras metaloproteases da
classe P-1 como a BaP1 (Gutieredzl.,1995b) e outras (Fox & Serrano, 2005). A BtaHF possui
um numero elevado de residuos Asx (30) ® &B) em comparagdo com o numero total de
residuos basicos (24 residuos). A informacédoeftida pelo comportamento da metaloprotease
BtaHF perante a coluna de troca i6nica do segundo passo cromatografico, permitem deduzir que
a maioria dos residuos Asx e GIx encontram-se na forma de Asp e Glu, o que conferiria carater
acido a proteina. O ponto isoelétrico tedrico pagpeoteina de 5,95 confirmaria o carater acido da
metaloprotease BtaHF.

As metaloproteases de veneno de serppateencem a familia das reprolisinas, que
incluem as proteinas ADAM’s, que por sua V&) membros da superfamilia das Metzincinas.
Os membros dessa superfamilia possueng@éseia consenso HEXGHXXGXXHD que contém
o sitio catalitico e, aproximadamente 24 residepois, a sequencia CIM motivo “Met-turn” ou
“Giro-metionina” (do qual deriva o0 nome dapgrfamilia, Stocker & Bode, 1995; Fox & Serrano,
2005, Ramos & Selistre de AraujpQ06). Os resultados da digestéiptica da metaloprotease
BtaHF foram 8 peptideos cujas massas foram identificadas por ESI-MS (Figura 21). O
sequenciamento desses peptidaostrou a presenca do motivo metaloprotease (peptideo 7) e do
motivo “Giro-metionina” (peptideo 2), e otedo de homologia sequeial mostrou alta
identidade sequencial com mefadoteases da classe P-I hemorragicas como BaP1 (Wattnabe

al., 2003) e LHF-II (Sanchezt al., 1991b), confirmando a conclusdo baseada nos dados
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bioquimicos e enziméticos que a BtaHF pertemdamilia das metaloproteases de veneno de
serpentes da classe P-I.

As metaloproteases de veneno de serpentes da fafipgiadaeproduzem efeitos locais e
sistémicos. O dano no tecido local é cammae€lo por hemorragia, edema, mionecrose,
dermonecrose e formacdo de bolhas; enquastoefeitos sistémicos incluem hemorragia,
degradacédo ou ativacdo dos fatatescoagulacédo e inibicdo daregacdo plaquetéaria (Gutierrez
& Rucavado, 2000). O presente ki avaliou a capacidade dataleprotease da classe P-I
BtaHF em produzir hemorragia local, edema e oxictdade, assim como, @deitos sistémicos.

O veneno deBothriopsis taeniatapossui atividade hem@gica com uma Dose
Hemorragica Minima (DHM) de 5,34pug/animaligbra 23A), a qual é coiterada significativa
quando comparada com a atividade hengicehd de outras espécies dos géndBoshrops
Crotaluse Lachesig(Sotoet al.,1988; Gutierrezt al., 1995b; Rucavadet al., 1999; Selistre de
Araujo, 2007). Originalmente desenhado na década de 60 (Kbradl91960) para quantificar a
poténcia hemorragica em coelhos, o experimento para determinar a dose hemorragica minima
tém sido modificado para usar camundongaaacmodelo experimental (Gutierretzal., 1985).

A atividade hemorragica dos venenos ofidiégsroduzida exclusivamenpor metaloproteases
(Gutierrezet al., 2005; Escalantet al., 2011b). A determinacdo da DHM da metaloprotease
BtaHF mostrou que a atividade hemorragi&aaproximadamente 4 vezes menor, quando
comparada com o veneno total (20,32ug/anirkaura 23B) e a ativiade hemorragica esta
relacionada com a atividade enzimatica e o tomaovelamento da enzima, uma vez que a pré-
incubacédo com agentes quelantes (EDTA e EGIAdutores (DTT) inibiram completamente a
atividade hemorragica (Figura 24).

Os dados obtidos do perfil biologico da priraeetapa de purificacdo sugere a presenca de
ao menos uma metaloprotease de alta masdacular (Classe P-1ll) no veneno Bethriopsis
taeniata (Figura 7), a qual seria a responsavdh petividade hemorragica do veneno dessa
espécie. Os resultados de DHM para atatoprotease BtaHF sdo esperados sendo que
metaloproteases da classe P-I possu@widade hemorragica fraca quando comparada com
membros da classe P-lll. Isto € devido a presdngsadominios “Desintegrina-simile” e “Rico em
Cisteina” na estrutura dos membros da cl&¢MP P-lll, os quais sdo fundamentais para a
elevada poténcia hemorragica (Bjarnasona&,FL995; Ramos & Selistre de Araujo, 2006; Fox
& Serrano, 2009). Além disso, estudos recem@straram que os dominios adicionais das

SVMP da classe P-lll tém a funcdo de fomreespecificidade de localizacdo sobre parede
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vascular, e catalitica sobre régs especificas de componenpesteicos chave da membrana
basal, como o dominio G2 da entactina (pod¢oligacdo de laminina, colageno tipo IV e
perlecan), que permitiria a desestabilizacdo da estrutura da membrana basal da parede vasculal
potencializando o efeito hemorragico. Emboes, SVMP P-I com atividade hemorragica
possuam atividade proteolitica elevada sobre outros componentes da membrana basal, como
laminina, ndo catalisam regides chave, canegidao G2 do nidogeno,que permitira a parede
vascular manter certo grau de inidgde estrutural (Figura 37; Escalaeteal., 2006; Baldoet
al., 2008; Baldcet al.,2010, Escalantet al.,2011a; 2011b).

Embora a atividade hemorragica da metalgase BtaHF seja fraca quando comparada
com o veneno total d8. taeniataou com metaloproteases da classe P-Ill, tal atividade é
comparavel com outras metaloproteases dae&lBs| classificadas como hemorragicas, LHF-II
(Lachesis muta mutaSanchezet al., 1991), BaP1 Bothrops asperGutierezet al., 1995b),
BlaH1 (B. lanceolatus Strokaet al., 2005), Batx-l1 B. atrox Patifioet al., 2012), as quais
possuem DHM na faixa de 10-20pg. A existia de SVMP P-I com variada poténcia
hemorragica ou que nado produzem hemorragidanmmeem concentracdes elevadas (Neuwidase,
Rodrigueset al., 2000; BleucMP, Gomest al., 2011) sugere a existéncia de determinantes
estruturais no dominio metalapease, podendo contribuir moa variagdo da atividade
hemorragica dos membros da classe P-I. Wafkr e cols (2010) proparam que o “loop” que
contém o motivo “Giro-metioninaém metaloproteases hemorragica classe P-1 é altamente
flexivel quando comparado com taproteases ndo hemorragicasjue contribuiria a maior
atividade sobre diversos subshsatproteicos, o que poderia expl a diferenca da atividade
hemorragica entre os membudes classe P-| (Escalargeal.,2011a).

80



Figura 37. Atividade proteolitica e especificidade de quebra aetaloproteases Jararim@P-Ill) e BaP1 (P-I)
sobre a proteina da membrana basal nidégeno (adaptado de Estalhr2606).

Os efeitos inflamatorios induzidos pelos veo® botropicos, sdo produzidos pela agcéao de
SVMP e PLA (Gutierrez & Rucavado, 2000; Teixeied al., 2005). A SVMP P-I BaP1 foi a
primeira metaloprotease purificada na qual rieportado o efeito edematogénico no modelo
coxim plantar de camundongo (Gutiermtzal., 1995b), desde entédo, a relevancia da atividade
das SVMP no efeito pro-inflamatorio degnenos ofidicos € evidente (Texeetal., 2005;
Zycharet al.,2008). A BtaHF possui alta atividade edgagénica no modelo coxim plantar de
camundongo, a qual é dose e tempo dependente (Figura 25). Ainda com baixas doses (2,5
pg/animal) a metaloprotease produz efeito eategénico. O efeito edematogénico foi maximo
para todas as doses testadas apés 3 Htmamjecdo. A dose dependéncia da atividade
edematogénica da metaloprotease BtaHF foi obdaraa longo do experimento. Seis horas apos
a injecdo da metaloprotease o edema comaagieclinar, apos 9 horas o edema produzido com
doses de 2,5 e 5ug reduziu significativamepte 0,0159), enquanto com dose de 10ug o edema
ainda foi significativo. Finalmea, apos 24 horas ndo foi epgado efeito edematogénico,
embora com a dose de 10ug, a pata que recebtatamento mostrou ainda aumento do
didmetro. Esse aumento se mostrou suave apdain turgéncia pelo qual ndo foi considerado

como edema. Pré-incubagdo com o agente cieeEBDTA e o agente redutor DTT inibiram a
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atividade edematogénica exibida pela metaloprotease BtaHF, de maneira similar a atividade
hemorragica, o que sugere relacdo com a atividade proteolitica assim como do correto
enovelamento da enzima (Figura 26).

A atividade edematogénica da metaloprotease BtaHF € similar em intensidade e
durabilidade a exibida por SVMP hemorragiocda classe P-lI, como BaP1 (Gutieredzal.,
1995b) e LHF-II (Rucavadet al., 1999). Por outro lado, o edema exibido por SVMP P-I que
possuem baixa ou henhuma atividade hergaraa como Leucorolysin a (Gremskyal.,2007),
BjussuMP-II (Marcusset al.,2007) e BthMP (Gomest al.,2009), € menos intenso e tem curta
duragcdo. Embora existam diferencas na intensidade e durabilidade da atividade edematogénica
produzida por SVM P-1 hemorragicas e ndo hengice®s, os mecanismos de acdo que produz
essa atividade € similar. Um primeiro mecanismo é o aumento da permeabilidade da parede
vascular devido a degradacao de proteinas dabmama basal, como laminina e colageno tipo
IV, 0 que produziria 0 extravazamento de plasma paracdos adjacentes (Rodriguet al.,
2001; Gremskyet al., 2006; Escalantet al., 2011a). Um segundo mecanismo envolveria o
recrutamento de leucdcitos (especialmenteradlais), degranulacdo de mastdcitos e a indugao
de citocinas pro-inflamatorias como IL51IL-6, e TNF-., assim como a ativacdo do sistema
complemento. Estes mecanismos estariam ligados a atividade proteolitica das SVMP P-I, ja que
sao inibidos pela pré-incubacdo com agentes quelantes (Ruaivaldd 999; Rodrigueet al.,
2001; Rucavadet al.,2002; Fernande=t al.,2006; Lope®t al.,2009; Zychaet al.,2010).

Miotoxicidade e mionecrose sao outros efeimcais que as SVMProduzem, 0s quais
sao secundarios, produto da hipoéxia tissulardied hemorragia (Gutierrez & Rucavado, 2000).
A metaloprotease BtaHF ndo produmiotoxicidade no masculo gastrocnémio quando injetados
em doses de 20 e 30ug/animal, enquanto 5ug do veneno tot#l. daeniata produz
miotoxicidade significativa (Figura 27). Intesantemente, SVMP P-I com ou sem atividade
hemorragica, mostraram atividade miot&i moderada quando injetados em musculo
gastrocnémio de camundongo. Embora, os efeibiotoxicos sdo produzidos com elevadas
quantidades de toxina SVMRImemorragicas, a quadade de toxina foi tipicamente duas ou
trés vezes a dose hemorragica minima (Gutiexret., 1995b; Rucavadet al., 1999; Patificet
al., 2010) enquanto, SVMP P-lI ndo hemorragicas como Neuwidase (Rodega¢z2001),
BjussuMP-Il (Marcusset al.,2007) e BnP1 (Baldet al.,2008) produziram miotoxicidade com

doses na faixa de 100-200ug/animal.
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Embora a metaloprotease BtaHF n&o tentta sapaz de induzir miotoxicidade nas doses
de 20 e 30ug/animal, nossos resultados dos estielogotoxicidade wndo a linhagem celular
C2C12, claramente mostram que a metaloprotiEasmpaz de induzir totoxicidade em forma
dose-dependente (Figura 28B-F). As mudamgagologicas observadass células C2C12 e a
elevacdo de LDH no meio de cultura (Figura 2®am compativeis com o proceso de apoptose.
A citotoxicidade observada produzida pelatateprotease em estudo foi devido a perda da
ancoragem das células no meio de cultura (Bigd0), o que induzirias células iniciar o
processo de apoptose/anoikis (Breaesl., 2010). O mecanismo de citotoxicidade exibida por
outras metaloproteases é decorrente datéspd do desprendimento celular. Em baixas
concentracfes, metaloproteases como leucorolysin-a (Greshshy 2007), balthergin (Gagt
al., 2007), Jararhagin e BnP1 (Baldb al., 2008) exibem o mecanismo acima descrito sobre
diversas linhagens celulares. Efeitos citotéictiretos das metaloproteases sobre células séo
produzidos com elevadas concegfies de proteina (Gremsleg,al.,2007). Importante ressaltar
que o efeito citotdxico produdd pelas metaloproteases podeaenentado sinergicamente pela
acdo de PLA (Bustillo et al., 2012), assim, a miotoxicidade exibida pelo veneno total de
Bothriopsis taeniatgpoderia ser resultado do efeito combioaas atividades de fosfolipases A
e metaloproteases, dentre elas a BtaHF, pies@a composi¢cado do veneno dessa serpente.

Estudos histologicos do efeito da metalopre¢cataHF sobre o musculo gastrocnémio de
camundongo confirmaram nossos resultados salatvidade hemorragica e edematogénica da
metaloprotease em estudo (Figura 31B-D). A Btatdo induziu nenhuma alteracdo da estrutura
das fibras musculares nas dosstudadas, o que confirma dados de miotoxicidade. No
entanto, pode-se observar que os efeitos locausipais produzidos pelmetaloprotease BtaHF
sdo hemorragia e pro-inflamataorios, os quaistnaoam ser dose dependen{Figura 31B-D). A
BtaHF induz processos inflamatérios a baixisses, principalmente pelo recrutamento de
neutrofilos e pela formacdo de edema, o qual seria produzido pela degradacdo parcial da parede
vascular (Figura 31B-C retanggs)). Essas observacdes higtptas estdo de acordo com o0s
resultados obtidos no modelo coxim plardarcamundongo. Com 10 e 20de BtaHF pode se
observar que a infiltracdo de neiftlos e o0 edema é significatiy&igura 31B-D). Por outro lado,

a hemorragia foi observada unicamente com dosed) e 20ug (Figura 31C-D), o que sugeriria
que o efeito pro-inflamatério seria a funcgwiméaria nos efeitos locais induzido pela

metaloprotease BtaHF.
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Os efeitos locais apresentagmda BtaHF sé&o corroborados @arte pela literatura para
metaloproteases P-I com atividade hemorragiceaRim, hemorragia e efeitos pré-inflamatérios
sao efeitos comuns observados apds a injec@asoulo gastrocnémio de camundongo de BaP1
(Rucavadoet al.1995), LHF-1I (Rucavadcet al., 1999), BthMP (Gome®t al., 2009). No
entanto, em metaloproteases ndo hemorragicas como BleucMP (€oah@911) e Neuwidase
(Rodriguez et al., 2001) o efeito proé-inflamatoridoi a principal observacdo, ainda que
neuwidase, produza hemorragia com doses deg2Dpntrariamente, a metaloprotease BtaHF
nao induz necrose das fibras musculares, umoefeie todas as metaloproteases da classe P-I
acima nomeadas mostraram, obtendo esse a@im@nte com elevadas doses de toxina, o que
indicaria que a mionecrose e nuricidade ndo seria um efeito no qual as SVMP P-| estariam
envolvidas considerando a cpasicdo do veneno ofidico.

Envenenamentos induzidos por serpentesfatnilia Viperidae sdo associados com
marcante hemorragia local e sistémica. A nivel sistémico, as alteracdes mais importantes séao
perturbacdo da hemostasia sanguinea, insufieiéecial e respiratéria aguda, choque e sepsis
(White, 2005). As metaloproteases de venenosegentes possuem papel importante nas
alteracdes sistémicas observadas nos acidefithsos. O principal efeito sistémico produzido
pelas SVMP é a hemorragia sistémica de variagasidade, o qual depende de fatores como: 1)
a sua capacidade hemorragica intrinseca; 2ptéesia a atividade inibitéria de proteinas
plasmaticas como as macroglobulinas; 3)eesgidade devido apresenca dos dominios
desintegrina-simile e rico em cisteina e 4) a habilidade de interferir com os mecanismos de
hemostase sanguinea (Escalattal.,2003).

Com as consideracfes acima descritas, oftadss mostraram que a SVMP da classe P-I
BtaHF possui a capacidade de produzir hemorragia moderada no tecido pulmonar (Figura 32 B-
D). A alteracdo produzida no tecido pulmonar pBtaHF € consistente com a descrita para
outras metaloproteases da claBsecomo neuwidase (Bothropsuwidii Rodriguezt al.,2001)

e da classe P-lll como jararhagir®a {araraca Escalantet al.,2003) e balterging. alternatos

Gay et al.,, 2009). Assim, a hemorragia observapgaderia ser devido a exposicdo da

microvasculatura pulmonar a toxia@os injecao intravenosa.f&iente das metaloproteases P-

[ll, com dose de 20ug, a BtaHF ndo produziu “spdtemorragicos na superficie pulmonar e a

intensidade da hemorragia observada na ankigtoldgica é bem menor quando comparada com
as SVMP da classe P-lll jarlzina e baltergina (Escalergé al., 2003; Gayet al., 2009). A

hemorragia foi acompanhada pongestdo do septo alveolar assiomo infiltrado inflamatério
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0 que produziu notavel reducdo do espacootve(Figura 32D). A derenca da SVMP P-|
neuwidase, a BtaHF produz hemorragia pulanoem doses 10 vezes menor, o qual estaria
associado a poténcia hemorragica exibidas pelasas. A diferenca de outras metaloproteases
da classe P-l que sé&o inibidas pelanacroglobulina (Baramovet al., 1990; Estevao-Cosit

al., 2000) é que a metaloprotease BtaHF poderiasefidnibida por essau outras proteinas
plasmaticas, o qual poderia explisau efeito hemorragico sistémico.

Ao mesmo tempo, foram analisados os efa®8taHF sobre o tedd renal e hepatico. E
contrariamente ao encontrado no tecido pulmoaanetaloprotease ndo produz hemorragia em
nenhum dos tecidos analisados (Figura 33 e FigdiraAnalise detalhada dasrtes histolégicos
do tecido renal mostrou que embora ndo houvess®rragia, quando comparada com o controle
(Figura 33A), a estrutura geral tiecido renal encontra-se alterg@fégura 33B). A presenca de
inclusGes citoplasmaticas nas células quearamdm os tubulos contoado proximal e distal,
seriam consistentes com citotoxicidade (@Fég 33C). E interessante que em altas doses
neuwidase ndo produz efeitosbse o tecido renal (Rodriguest al., 2001), 0 que sugere a
existéncia de determinantes estruturais no donmieitaloprotease que confira especificidade por
tecidos determinados. Esta hipdtese parece poswvahalisar os cortes histoldgicos do tecido
hepético, onde BtaHF ndo prodiu nenhuma alteracéo tecidual (Figura 34B). No entanto, a SVMP
P-I BleucMP B. leucurus Gomeset al., 2011) produz desorganizacdo do tecido, além de
moderado infiltrado inflamatério em doseass quais BtaHF ndo produz hemorragia.

Os venenos ofidicos possuem toxinas comada efeito sobre o sistema hemostético
sanguineo, incluindo efeitos pré e anticoagukregeinteracdo com plaquetas que alteram a
normal formacédo do tampdo plaquetario (Isbister, 2009). Esses efeitos produzem um quadro
clinico conhecido como coagulopatia detstal induzida por veneno (Venom-Induced
Consumptive Coagulopathy, VICC; Isbister, 2Q09ue é clinicamente caraterizada pela
prolongac&o dos testes de APTT e PT, e ibpabgemia aguda (White, 2005). E conhecido que
0os venenos ofidicos contém proteases (SMIBVSP) com atividade defibrigenante e pro-
coagulante. As SVMP exercem efeitos sobre a hemostase sanguinea, agindo diretamente sobre ¢
cascata de coagulacdo pela ativacdo ou degradacdo de fatores da coagulacdo ou pela interaca
com plaquetas (White, 2005; Isbister, 2009). Asiminvestigado o efeito da metaloprotease
BtaHF sobre a coagulacdo saimgpa. BtaHF produz rapida quedas niveis de fibrinogénio
plasmatico apos injecdo intravenosa, a quabse dependente (Figura 35). Com baixa dose de

toxina (5ug) a queda dos nivale fibrinogénio plasmatico atéleees quase nao detectaveis foi

85



de aproximadamente 1 hora, enquanto, cone desmorragica (20ug) a queda dos niveis de
fibrinogénio até zero, aconteceu meia hora ap@soculacdo. Esse efeito permaneceu durante
todo tempo de experimentacdo. Estes dadas m@visiveis de acordo com a atividade
fibrinogenolitica mostrada pela metaloproteasaHBt (Figural7 e Figura8). A defibrigenacao,

assim como a incoagulabilidade sanguinea induzida pela BtaHF teria um efeito rapido e potente,
logo apds a toxina circular na corrente sanguiAedefibrigenacdo € um dos principais efeitos
produzidos por metaloproteases da classe iftiépendentemente se apresentam atividade
hemorragica, o consumo total do fibrinogéplasmatico acontece apds uma hora (Bernatde

al., 2009; Gomeet al.,2009; Gomeet al.,2011), enquanto SVMP PHtomo jarharagina néo
produzem nenhuma alteracdo nos valores de fibrinogénio (Escatlaite2003), sugerindo que

a incoagulabilidade sanguinea produzida pelo consumo do fibrinogénio seria um efeito produzido
principalmente pelas SVMP P-I.

O dano aos vasos sanguineos pode resultar em hemorragia, e é evitado pela hemostasia
sanguinea que envolve um processo complexo apomtece em trés fases: 1) ativacdo da
hemostasia priméaria (formacdo do tampédo plegiee primario); 2) ativacdo da hemostasia
secundéria (a formacéo da rede de fibrina pagatabilizacdo do tampé&o plaquetario primario) e
3) dissolucéo do codgulaltffindlise) (Lippi & Favaloro, 2008)A formacéo da rede de fibrina é
essencial para a correta formacdo do coagulo sanguineo e envolve muitas conversdes
coordenadas calcio dependente mteenzimas, terminando naivaicdo da trombina que é
encarregada de transformar brinogénio em fibrina (Daviet al., 1991; Lippi & Favaloro,

2008). O Tempo de Tromboplastina Parcial Ativada (APPT) e Tempo de Protrombina (PT) s&o
0s testes comumente utilizados mundialtee para determinar qualitativamente e
quantitativamente o normal funcionamerda cascata de coagulacdo. Ambos testes podem
determinar anormalidades na via comum da castetoagulacdo, no entanto, o APTT verifica a
funcdo da “via intrinseca” da coagulacéo e oveiifica a funcdo da “via extrinseca” (Bajaj &
Joist, 1999; Lippi & Favaloro, 2008).

As metaloproteases de veneno de serpdatelasse P-1 (Whife2005; Isbister, 2009;
Sajevicet al., 2011), como a BtaHF, exercem vitro efeitos pré-coagulantes, assim como foi
demonstrado em resultados de APTT e PT. &HBtreduz o APTT (Figura 36A) e PT (Figura
36B) de forma dose-dependergegerindo que a proteina poéstar agindo na via comum da
cascata de coagulacdo. Ja foram descritoditeratura SVMP da classe P-l1 que ativam a
protrombina (Modestet al., 2005; Seni®t al.,2006; Bergeet al.,2008), no entanto, as SVMP
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da classe P-llld RVVXDaboia russelll e VLFXA (Vipera lebeting sdo os Unicos membros
dssa familia de proteinas descritos como ativsdda via intrinseca de coagulacédo (Fator X,
Sajevicet al., 2011). Assim, os resultados dos nivgissmaticos do fibrinogénio, APTT e PT
sugerem que a metaloprotease BtaHF é fatpoitante na producéo dmadro VICC induzido
pelo veneno dB. taeniata(Torrezet al.,2010).

Os resultados obtidos no presente estudeoéen uma visdo geral dos efeitos bioldgicos
produzidos pela metaloprotease BtaHF e permgagerir 0 seu papel na patogénese induzida
pelo veneno dB. taeniata Assim, a BtaHF tem papel impanta no dano local induzindo efeitos
pro-inflamatérios agudos como edema, median relaxamento da parede vascular por
degradacdo parcial, da acdo de citocinas glanmatorias e da hemorragia induzida por esta
proteina. No contextalo veneno total d&. taeniata os efeitos locaisnduzidos pela BtaHF
agiriam sinergicamente com ospuzidos por proteinas como PLA que conduziria a rapida
imobilizagéo e captura da presa.

A nivel sistémico a metaloprotease BtaHFaeripapel de manter a hemorragia produzida
por metaloproteases da clasBdll presentes no veneno d& taeniata A manutencdo da
hemorragia pelo rapido consumo de fatores dey@lacdo como fibrinogénio e a ativacdo da
cascata de coagulacédo o que produziria o quadro clinico de incoagulabilidade sanguinea (VICC),
contribuindo, também, na producédo de hemorragtérsica. Assim, a BtaHF seria a protagonista
de severos danos sistémicos que induziriam a eventual morte da presa por choque hipovolémico
(hemorragia severa) e falha pulmonar aguda.

Sob a luz de nossos resultados e da informacao presente na literatura podemos sugerir que
as fungbBes principais das taproteases da classe Pb envenamento ofidico estdo
relacionadas a inducdo de processos inflamtagics inibicdo da hemostasia normal para a

manutencdo da hemorragia produzida pelas metaloproteases da classe P-I.
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VI. CONCLUSOES

1- Utilizando metodologias otimizadas de ificacdo através de dois passos cromatograficos
(exclusédo molecular e HPLC de troca i6nida),possivel purificar uma nova metaloprotease de
veneno de serpente da clas$sé partir do veneno total dBothriopsis taeniatadenominada
BtaHF, com um alto grau de pureza, homogeneidade molecular e sem perda da atividade

biolégica.

2- BtaHF possui uma massa molecular de 25968,1@®earater acido, e presenca de 6 residuos
cisteina. Peptideos tripticos analisados poeaspmetria de massa apresentaram homologia e

alta identidade a outras SVMRI de veneno de serpente.
3- BtaHF apresentou atividade enzimatica 6tima em condicoes medianamente alcalinas e na faixa
de 30° e 40°C e requer a presenca . @aproteina mostra ser pendente do atomo de Zinco

para sua atividade enzimatica e bioldgica. A BtaHF possue ativiefdolénogenolitica.

4- BaHF produz efeitos locais como hemorragia e edema, mas ndo induz miotoxicidade embora

possua atividade citotoxica.

5- A BtaHF produz efeitos sistéros, ao induzir hemorragiaieflamacédo no tecido pulmonar,

assim como efeitos citotoxisanoderados no tecido renal.

6- A BtaHF produz incoagulabilidade sanguine& pmnsumo e/ ou ata¢do dos fatores da

cascata de coagulacéo.
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VIII.- ANEXO
8.1.- Hierarquia Taxondémica deBothriopsis taeniat{ WAGLER 1824)

Reino: Animalia
Phylum: Chordata
Subphylum: Vertebrata
Classe: Reptilia
Ordem: Squamata
Subordem: Serpentes
Infraorden: Alethinophidia
Superfamilia: Colubroidea
Familia: Viperidae
Subfamilia: Crotalinae
Género: Bothriopsis (Wagler, 1824).
EspécieBothriopsis taeniat§Wagler, 1824).
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8.2.-Bothriopsis taeniat& sua distribuicdo na América do Sul
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Estrategia para o estudo de metaloproteses BtaHF purificada a partir do veneno ddBothripsis taeniata

Atividade Caseinolitica. Azocaseina
Atvidade positiva para
serinoproteinases e metaloproteases

'

Inibicdo da atividade caseinolitica com
EDTA (metaloprotease) e PSMF

(serinoprotease)

VENENO
TOTAL

A 4

Cromatografia de
Exclusdo Molecular

Troca l6nica-HPLC

.
/!

Atividade Hemorragica.
Metodo de Pele

l

l

l

l

l

l

l

l

A\ 4

Atividade Atividade Atividade Atividade Estudos
Caseinolitica Fibrinogenolitica Fibrinolitica sobre de
l l l BA WA estrutura
Azocaseina Fibrinogénio Fibrinogénio
l Bovino bovino e SDS-PAGE
l trombina l
Efeito do pH
l SDS-PAGE l Andlise de
aminoacidos
Efeito da T° | Polimerizagao I
l toito d da fibrina em
Efeito do Tempo placa Petri
Inibic&o: (5 min-24hrs) Determinagéo
EDTA(SmM), l l de pep_tideos
EGTA(5mM), Efeito tripticos
Sg?'\l/ggg;m)) . Efeito da concentragéo !
DTT(5mM) concci[:ntr'a(;ao de de toxina Estudos de
oxina Homologia
Sequencial

Atividade Atividade Estudos Estudos
Hemorragica Edematogénica sobre H'SLm'O@ll'COS
coagulagéo -ocal e
l l gl ¢ Sistémico
Método de Pele Método de coxim Plasma Pobre l
l plantar em em Local:
camundongo Plaquetas Musculo
Dose l (PPP) Gastrocnémio
Hemorrégica — de
Minima Inibicao: l camundongo
(DHM) EDTA(SmM),
DTT(5mM), Coagulémetro l
l l Sistémico:
Inibicgo: APTT endo\\fleiosa
EDTA(5mM), PT Orafos: .
EGTAGMM), Pulmgo fins
PSMF(2mM), l i ad(,)e '
SBT-I(Img/ml) e — gado
DTT(5mM) Quantificacdo coracao.

de fibrinogénio
sistémico
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