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Resumo

Neste trabalho descrevemos a purificagdo, caracterizacdo estrutural e os efeitos locais e
sistétmicos de uma nova metaloprotease de baixa massa molecular, denominada BtaHF
(Bothriopsis taeniata Hemorrhagic Factor). A proteina foi purificada a partir do veneno total da
serpente Bothriopsis taeniata usando cromatografia exclusdo molecular convencional (Sephadex
G-75), seguida de uma cromatografia de alta eficiencia de troca ionica (coluna DEAE 8HR AP-
Minicolumn). A nova metaloprotease BtaHF apresenta um alto grau de pureza e homogeneidade
molecular e possui uma massa molecular de 25968,16 Da.

A BtaHF apresentou atividade caseinolitica com uma temperatura e pH 6timos de 37-40
°C e 8, respectivamente. A atividade caseinolitica da BtaHF foi inibida por EGTA, EDTA ¢ DTT,
mas os inibidores PMSF e SBTI nio apresentaram efeito. O ion Ca™ ¢ importante para a
estabilidade da metaloprotease BaHF, aumentando atividade caseinolitica da enzima, entretanto,
os fons Zn"* ¢ Mn"? inibem a atividade enzimatica desta enzima.

A BtaHF ¢ uma enzima a-fibrinogénolitica por degradar rapidamente a cadeia Aa do
fibrinogénio apds 15 minutos de incubacdo, enquanto a cadeia B ¢ completamente degradada
apo6s 6 horas. Por outro lado, a BtaHF nao possui atividade fibrinolitica ou arginine amidase.

A anélise de composicdo de aminoacidos mostrou que a BtaHF possui carater acido e
apresenta 6 residuos de cisteina. No estudo de homologia a BtaHF apresentou maior identidade
sequencial com metaloproteases com atividade hemorragica da classe P-I como a BaPl (
Bothrops asper).

A metaloprotease BtaHF possui atividade hemorragica fraca com uma dose hemorragica
minima de 20,14 pg/animal. Esta metaloprotease mostrou atividade edematogénica que mostrou
ser dose-dependente e teve um efeito permaneceou apos 6 horas de injecdo. Ambos efeitos estdo
relacionados a atividade proteolitica e ao correto enovelamento da BtaHF, una vez que foram
inibidas por agentes quelantes (EDTA e EGTA) e redutor (DTT). A metaloprotease BtaHF nao
possui atividade miotdxica, embora tenha atividade citotoxica em fibroblastos C2C12.

A anélise histologica do musculo gastrocnémio de camundongo confirmou a atividade
hemorragica e edematogénica da metaloprotease, assim como, a auséncia de atividade miotoxica.

A metaloprotease BtaHF produz efeitos sistémicos especificos quando injetado via
endovenosa em camundongos. A nivel do tecido pulmonar, a toxina produz alteracdo da estrutura

alveolar com hemorragia significativa, engrossamento dos septos alveolares e inflamagdo. A
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BtaHF nao produz hemorragia no tecido renal, mas alterou a estrutura glomerular, além de
alteragdes no citoplasma das células dos tubulos proximal e distal. Contrariamente, esta toxina
ndo produz efeito nenhum a nivel hepatico. A BtaHF consome o fibrinogénio plasmatico de
modo dose e tempo-dependente, produzindo incoagulabilidade sanguinea apds uma hora. Estudos
in vitro revelaram atividade pro-coagulante dose-dependente, ao reduzir os indices PT e APPT.

A utilizagdo de metodologias de purificacao de alta eficiéncia permitram a purificacdo da
metaloprotease BtaHF. Assim, esta abordagem pode ser aplicada nos estudos bioquimicos,
estrutura-fungdo, fisioldgicos e farmacoldgicos, podendo deduzir o papel desenvolvido pela
metaloprotease purificada nos efeitos biologicos produzidos pelo veneno total de Botriopsis
taeniata. As informagdes produzidas no presente trabalho permitiram sugerir que as principais
funcdes das metaloproteases de veneno de serpente da classe P-I sdo manter a hemorragia
carateristica dos envenenamentos botropicos e participar da imobilizagdo da presa promovendo

rapidos efeitos proinflamatorios.
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Abstract

In this work we described the purification, structural characterization and the local and
systemic effects of a new low molecular weight snake venom metalloproteinase, named BtaHF.
This protein was purified from the Bothriopsis taeniata crude venom combining conventional
molecular exclusion (Sephadex G-75 column) followed by an ion exchange (DEAE 8HR AP-
Minicolumn) chromatography on a HPLC system. The new metalloproteinase BtaHF showed a
high degree of purity and molecular homogeneity with a molecular mass of 25968.16 Da.

BtaHF showed caseinolytic activity with an optimum temperature and pH of 37-40 °C and
8, respectively. The caseinolytic activity was inhibited by EGTA, EDTA and DTT, but PMSF
and SBT-I did not show inhibitory effect. The Ca™ ion shown to be important for protein stability
enhancing its caseinolytic activity, on the contrary, Z** and Mn" showed inhibitory effects upon
the enzymatic activity of this protein.

The metalloproteinase BtaHF is an a-fibrigenolytic enzyme, rapidly degraded fibrinogen
Aa chain whitin 15 minutes, while fibrinogen Bf chain is degraded after 6 hours. This enzyme
did not show fibrinolytic or arginine amidase activities

BtaHF is an acidic protein due the mayor proportion of acidic amino acid in its amino acid
composition with 6 cysteinyl residues. By the homology study BtaHF share a high sequence
identity other weakly hemorrhagic P-1 class SVMP such BaP1 isolated from Bothrops asper
snake venom

This new metalloproteinase, BtaHF, have a weak hemorrhagic with a minimum
hemorrhagic dose of 20.14 pg. Also, this metalloproteinase showed dose-dependent paw edema-
forming activity, this effect remain six hours after inoculation. Both hemorrhage and edema-
forming activities were related to the enzymatic activity 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 activity, although, showed citotoxic activity on C2C12
fibroblast.

Histological analysis of mice gastrocnemius muscle confirmed that the metalloproteinase
produce local hemorrhage and pro-inflammatory effects, as well as, the absence of miotoxic
activity.

This metalloproteinase, BtaHF, produce specific systemic effects when injected

endovenously in mice. On lung tissue level these toxin produce alteration of alveolus structure
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with significant hemorrhage, thickness of alveolus septum and inflammation. On renal tissue
BtaHF did not produce hemorrhage, but, was observe alteration of glomerulus structure, along
with cytoplasmatic alterations of distal and proximal tubulus cells. On the other hand, were not
observed any alterations on hepatic tissue. BtaHF deplete completely plasma fibrinogen levels in
a time and dose-depended manner, reaching blood incoagulability after one hour. BtaHF shown
dose-dependent pro-coagulant activity “ex vivo” reducing PT and APPT index.

The metalloproteinase BtaHF was purified using a high efficient system. Thus, this
approach can be applied to biochemical, structure-function, physiologic and pharmacologyc
studies which allow infer the role of this enzyme in the biological effects produce by Bothriopsis
taeniata crude venom. The information here presented suggest that the mainly functions of P-I
class snake venom metalloproteinases are the maintenance of the characteristic hemorrhagic
effect of the botropic venoms and participate of prey immobilization by promoting rapid

inflammatory effects.
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I.- INTRODUCAO

1.1.- Aspectos Gerais dos venenos de Serpentes

Na histéria da civilizagdo, as serpentes venenosa durante anos fizeram parte das
peculiaridades culturais. As serpentes tiveram participagdo nas artes, ciéncia e religido como
representacoes simbolicas de inimeras crengas. No inicio do século 20 as investigagdes sobre a
bioquimica e a farmacologia das peconhas de serpentes introduzindo novos conhecimentos sobre
os venenos demonstraram grande diversidade funcional e estrutural de seus componentes, que sao
capazes de realizar inimeras fungdes biologicas correlacionadas em diferentes areas da satde
como: hematologia, neurologia e cardiologia (Gutierrez, 2002; Koh et al., 2006). Na atualidade
sdo reconhecidas cerca de 3000 espécies de serpentes, sendo 500 espécies consideradas
peconhentas e destas somente 200 podem provocar envenenamentos em humanos (Fry et al.,
2006).

Pelas intimeras propriedades bioquimicas, funcionais e estruturais, as peconhas de
serpentes sdo alvos interessantes de estudo. Em um acidente ofidico, a manifestacdo clinica
depende da toxicidade intrinseca do veneno e da quantidade injetada. Os acidentes ofidicos
apresentam sintomas variados, apresentando em sua maioria grande importancia clinica e estes
sistomas sdo classificados em poucas categorias (Koh et al., 2006). Os acidentes botropicos
causados por serpentes do género Bothrops causam lesdes locais como edema, bolhas e necrose,
produzidos pelas acdes de componentes enzimdticos como proteases, hialuronidases e
fosfolipases. Além da atividade local, os envenenamentos causados por serpentes do género
Bothrops produzem problemas na coagulacdo, caracterizados pela degradacdo proteolitica ou
ativacdo dos fatores de coagulacdo, agindo como agonistas ou antagonistas da agregagao
plaquetaria e degradando os componentes da membrana basal de capilares. Estas acdes na
hemostase tém como manifestagdo final a hemorragia, que ¢ uma sindrome propria dos acidentes
botropicos (Ministério de Saude, 2001).

O veneno de serpente contém uma mistura de compostos complexos de origem organica e
compostos simples de origem inorganica. Dentre os compostos simples de origem inorganica
estdo ions como célcio, cobre, ferro, potdssio, magnésio, manganés, sodio, fosforo, cobalto e
zinco (Friederich & Tu, 1971).

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

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



composi¢ao protéica da peconha de serpentes, podemos encontrar componentes enzimaticos
como acetilcolinesterases (inibicdo do sistema nervoso central), adenosinadifosfatase,
fosfolipases (relacionadas com a miotoxicidade e neurotoxicidade), hialuronidases, L-aminoacido
oxidases, metaloproteases, serinoproteases; e componentes ndo enzimaticos como desintegrinas,
lectinas tipo C e peptideos potenciadores da bradicinina (Braud et al., 2000; Markland, 1998;
Suhr & Kim, 1996; Tu, 1991). Em seguida serdo descritas as principais classes de enzimas que

constituem os venenos de serpentes:

1.1.1. Oxidoredutases

No veneno bruto de serpente sao encontradas pelo menos duas enzimas responsaveis por
reagoes tipo redox: as L-aminodcido oxidases (LAO) e lactato deshidrogenase. As LAO
convertem o aminodcido livre em um a-cetodcido. Muitos venenos de serpentes possuem
atividade elevada de LAO que sdo responsaveis pela cor amarela dos venenos secos (Du &
Clemetson, 2002). Descobriu-se que as LAO sdo capazes, em determinadas condi¢des
laboratoriais, de induzir a agregacdo plaquetaria (Li et al, 2008), e a apoptose em determinados
tipos celulares (Suhr & Kim, 1996). Mclean e colaboradores (1971) descreveram que o veneno de
algumas serpentes catalisa a conversao do lactato a piruvato. A presen¢a do lactato desidrogenase

foi demonstrada em varios venenos, principalmente em serpentes do género Naja € Dendroaspis.

1.1.2. Hidrolases

Sdo consideradas neste grupo: fosfatases, fosfodiesterases, endonucleases, 5-
nucleotidases. As fosfodiesterases de veneno de serpente sdo largamente utilizadas no
sequenciamento de oligonucleotideos e polinucleotideos. A 5-nucleotidase ¢ uma enzima
especifica encontrada na maioria dos venenos de serpentes e ¢ mais instdvel do que as
fosfodiesterases. A importancia das proteinas fosfatases se deve a sua participagdo nos processos
de crescimento, diferenciagdo e proliferagdo celular, uma vez que as mesmas regulam a atividade
de outras enzimas por desfosforilagdo, levando a alteracdo de suas atividades intrinsecas,
permitindo assim um funcionamento perfeito do mecanismo de transducdo de sinais,
desencadeando uma série de reagdes bioquimicas que induzem uma resposta bioldgica, por

exemplo: alteracdes no metabolismo de carboidratos, assim como em eventos carcinogénicos

(Sales & Santoro, 2008).



1.1.3. Fosfolipases A,

Sao enzimas largamente distribuidas na natureza, sendo encontradas em bactérias, plantas
e tecidos de mamiferos (pulmdo, figado, baco, coragdo, eritrocitos, plaquetas e leucocitos
polimorfonucleares). As mais conhecidas e estudadas sdo aquelas encontradas nos tecidos
pancreaticos de mamiferos e nos venenos de serpentes 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 PLA; sdo as enzimas mais estudadas do ponto de
vista bioquimico e biologico, e t€ém importante papel na digestdo de fosfolipideos de membrana

(Kini, 2003).

1.1.4. Glicosidases

Estas enzimas tém a fun¢do de facilitar a difusdo das toxinas do veneno para dentro do
tecido das vitimas (Tu, 1991). Dentre estas enzimas citam-se as o-amilases, as NAD
nucleotidases e a hialuronidase. A hialuronidase ¢ uma enzima que faz a catélise (hidrolise) do

acido hialurdnico, um mucopolissacarideo presente na pele, nos tecidos conectivos e nos tendoes.

1.2. Proteases

Agrupam se em dois grandes grupos: as endopeptidases e as exopeptidases (Iwanaga et
al., 1976). Nao sao responsaveis pela acao letal dos venenos, mas causam outros tipos de efeitos
danosos, tais como hemorragia. Venenos de serpentes das familias Crotalidae e Viperidae contém
um ou mais fatores hemorragicos chamados hemorraginas. Estas moléculas sdo caracterizadas
como metaloproteases que contém zinco e apresentam um dominio protease e, em algumas delas,
dominios adicionais. Estas proteases agem degradando proteinas que compdem a membrana basal
subjacente das células endoteliais dos capilares (Gutierrez et al., 2005).

As proteases do veneno de serpente classificadas em serinoproteases e metaloproteases,
sd0 os principais grupos de enzimas que levam ao desequilibrio hemostatico (Braud et al., 2000;

Matsui et al., 2000).

1.2.1. Serinoproteases de veneno de serpente (SVSP)

As serinoproteases de veneno de serpente (SVSP, siglas em inglés) s3o enzimas
proteoliticas presentes em muitos géneros das serpentes peconhentas das familias Viperidae e

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

O principal mecanismo das SVSP’s, que contribui para a coagulagdo do sangue, ¢ a degradagao
proteolitica do fibrinogénio para formar monomeros de fibrina, estes mondmeros polimerizam
parcialmente formando um coégulo instavel de fibrina com a qual as plaquetas ndo interagem
para formar o tampdo plaquetdrio. Este mecanismo de formagdo de fibrina apresentado pelas
SVSP’s tem muitas similaridades com o mecanismo da trombina, pelo qual sdo denominadas
Thrombin-like (Braud et al., 2000).

As SVSP’s possuem outras atividades biologicas que afetam a hemostase, como a
ativacao de fatores da cascata de coagulacao como o Fator V, a degradacdo da fibrina (atividade
fibrinolitica), além de agirem como agonistas da agregacdo plaquetdria pela interagdo com
receptores de membrana como Proteinase-activate Receptors 1 (PAR-1) e 4 (PAR-4). Algumas
SVSP’s produzem incoagulabilidade do sangue pela ativacdo da Proteina C a qual degrada
fatores V e VIII ativado, resultando no efeito anticoagulante (Braud ef al., 2000; Castro et al.,
2004). Cita-se como exemplo, a Balterobin purificada do veneno de Bothrops alternatus (Smolka

et al., 1998) e a Ba I11-4 de B. atrox (Ponce-Soto et al., 2007).

1.3. Metaloproteases de veneno de serpente (SVMP)

As hemorraginas de veneno de serpente sdo metaloproteases zinco dependente, as quais
sdo componentes importantes do veneno das serpentes da familia vipéridae. Estas enzimas
pertencem 4 superfamilia das metzincinas (metaloendopeptidases zinco dependentes) junto com
as astalisinas, serralisinas, ADAM (A Desintegrin And Metalloproteinase) e metaloproteases de

matriz (Strocker & Bode, 1995).

1.3.1. Estrutura das metaloproteases de veneno de serpentes

As metaloproteases de veneno de serpentes (EC 3.4.24) sdo enzimas modulares de forma
elipsoidal e dependente de zinco para realizar a sua fung@o 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 20 e 100 kDa, além da diversidade nos efeitos

farmacoldgicos produzidos (Bjdrnason & Fox, 1994)



As metaloproteases de veneno de serpente sdo produzidas como zimogénios. O dominio
principal que compde estas enzimas ¢ o dominio metaloprotease. Em seguida se descreverao os

dominios que se apresentam nas metaloproteases de veneno de serpente.

1.3.1.1. Pré-Sequéncia

Hite e cols (1992) foram os primeiros a demonstrar que as SVMP sdo traduzidas como
zimogénios e apresentam uma sequéncia sinal altamente conservada. Na Atrolisina esta sequéncia
estd conformada por 18 residuos de aminodcidos. Nesta toxina a quebra da pré-sequéncia

acontece entre os aminoacidos Gly18 e Ser19 (Bjarnason & Fox, 1994; Hati et al., 1999).

1.3.1.2. Pré-sequéncia

Nos estudos dos cDNA das SVMP observou-se a presenca de um dominio nomeado de
Pro-sequéncia, encontrado entre a pré-sequéncia ¢ o dominio metaloprotease. Na Atrolisina
(Crotalus atrox) o dominio ¢ conformado por 169 residuos de aminoacidos. O dominio Pro-
sequéncia ¢ altamente conservado e apresenta uma sequéncia consenso de 7 residuos de
aminoacidos (PKMCGVT) perto do inicio da regido N-terminal (aproximadamente 20 residuos
de aminoacido) da proteina funcional (zimogénio po6s processado). Essa sequéncia ¢ similar a
sequéncia apresentada na familia das Metaloproteases de Matriz (MMP’s, PRCGV/NPV/LA7G),
as quais sdo endopeptidases dependentes de Zn"™ produzidas por células endoteliais de mamiferos
(Hati et al, 1999; Keeling et al., 2005). A fungdo proposta para esta sequéncia ¢ similar a
apresentada nas Metaloproteases da Matriz (MMP, siglas em ingles) o qual ¢ a de um “Cysteine

switch” ou “Velcro” que inativa o dominio metaloprotease (Grams et al., 1993).

1.3.1.3. Dominio Metaloprotease

O dominio metaloprotease ¢ classificado, topologicamente, como uma proteina o/p,
composta por sucessdo de elementos estruturais secundarios fixos: 5 folhas B (na qual a folha 4 ¢
antiparalela) e 5 estruturas o hélice (onde a hélice al contém de 4 a 6 residuos sendo a menor, ¢ a
hélice 02 ¢ a maior com 16 a 21 residuos). O sitio ativo divide o dominio metaloprotease em dois
sub-dominios: o maior N-terminal e o menor C-terminal, os quais sdo ligados por duas ou trés
pontes dissulfeto, localizadas na regido C-terminal, sdo responsaveis pela estabilidade da

estrutura globular da enzima (Stocker & Bode, 1995; Ramos & Selistre-de-Araujo, 2006).



O dominio que contém o sitio catalitico e possui uma extensao de 200-215 residuos de
aminoacidos e contem a sequéncia consenso HEBxHxBGBxHD (B: aminoécidos hidrofébicos; x:
qualquer residuo). As Histidinas s@o as responsaveis pela ligacdo do atomo do Zinco e junto com
uma molécula de agua fazem a formagao de um complexo tetraédrico piramidal. Neste complexo
o primeiro e o terceiro residuos de histidina e a molécula da agua compde a base, a terceira
histidina forma o topo da piramide, e o zinco alinha-se com o plano da base (Stécker & Bode,
1995; Hati et al., 1999; Ramos & Selistre de Aratijo, 2006).

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

As SVMP compartilham a sequéncia motivo CIMxP (x: qualquer residuo de aminoacido),
a qual fica 24 residuos de aminoacidos da sequéncia consenso na dire¢do da regido C-terminal da
cadeia polipeptidica. Este motivo, nomeado “Met-Turn” ou “Giro-Metionina” (traducdo livre),
forma uma alga com giro a direita e ¢ altamente conservado na superfamilia das Metzincinas
(superfamilia pertencente as metaloproteases dependentes Zn'™). A fungio principal da metionina
¢, ao parecer, estabilizar os residuos de histidina, favorecendo a sua ligagdo com o zinco (Stroker
& Bode, 1995; Ramos & Selistre-de-Aratijo, 2006).

O dominio metaloprotease ¢ menos conservado que o pré-dominio, o que sugere que as
SVMP evoluiram por meio da duplicagcdo de genes, a partir de um ancestral comum e que este

dominio sofreu um processo de evolucao acelerada (Ramos & Selistre de Araujo, 2006).

1.3.1.4. Peptideo ou Segmento Espacador

Num primeiro momento foi definidlo como um segmento entre os dominios
metaloprotease e Desintegrin-like (Bjarnason & Fox, 1994). O peptideo apresenta 13-15 residuos
de aminoacido de comprimento; alguns precursores de metaloproteases de baixa massa molecular
sofrem protedlise deste segmento, embora outros sejam encontrados em dominios desintegrinas e
Desintegrin-like de cadeia longa. Nestes casos um residuo de cisteina extra se encontra envolvido
na formagao de pontes dissulfeto com as cisteinas presentes no dominio formando novos padroes
de pontes dissulfeto (exemplo Bitistatin-1 e Catrocollastatin-C). No caso das SVMP o peptideo

possivelmente esta relacionado com a resisténcia ao processamento proteolitico 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 avaliaram a toxicidade e a atividade bioldgica dele. O
segmento espagador ndo apresentou atividade letal, anticoagulante ou efeito sobre as plaquetas e
ndo mostrou nenhum efeito significativo nos niveis sanguineos de triglicerideos, colesterol total,
ou lipoproteinas como o HDL ou LDL. Com tudo, o segmento apresentou atividade hipotensora
em ratos normotensivos, mas ao ser testado com ratos hipertensivos ndo foi observado redugao
significativa. Com tudo, ao que parece o segmento espagador ndo contribui com a atividade

biologica das proteinas nas quais se apresenta.

1.3.1.5. Dominio Desintegrina e Desintegrina-simile

As Desintegrinas sdo uma familia de peptideos que apresentam baixa massa molecular,
apresentam de 41 a 100 residuos de aminoacidos, contem varios residuos de cisteina os quais
configuram variados padrdes de pontes dissulfeto (Ramos & Selistre-de-Aratjo, 2006). Estes
peptideos sdao encontrados na peconha de serpentes da familia Viperidae, ¢ a maioria destes
peptideos sdo formados a partir de precursores SVMP da classe P-II por protedlise. Estes
peptideos apresentam uma estrutura em alca tipo-f de 13 residuos de aminoacidos de
comprimento, onde se encontra presente a sequéncia consenso RGD. A sequéncia consenso RGD
¢ a responsavel pela atividade inibitoria da agregacao plaquetaria que estes peptideos possuem, o
motivo interage com o complexo glicoproteina IIb/Illa (integrina oyPy;) inibindo a agregagao
plaquetaria induzida pelo fibrinogénio como a Trigamin isolada do veneno bruto de Trimeresurus
flaviridis (Kamiguti et al., 1998; Hati et al., 1999; Ramos & Selistre-de-Aratijo, 2006).

As SVMP’s de alta massa molecular apresentam dominios que possuem alta similaridade
com as Desintegrinas, mas apresentam diferengas em relacdo a duas caracteristicas: o motivo
RGD ndo ¢ conservado, observando-se que a arginina € trocada, em alguns casos, por acido
aspartico (DCD) ou acido glutdmico (ECD, HR-1B e jararhagin) e duas cisteinas extras,
formando assim pontes dissulfeto com o Segmento Espagador e o dominio Cystein-rich. Estes
dominios s3o nomeados como Desintegrin-like e potenciam atividade hemorragica das SVMP’s
da classe P-III hemorragicas pela interacdo com o coldgeno de tipo I e IV, alem de inibir a
atividade da agregacao plaquetaria (Hati et al., 1999; Ramos & Selistre-de-Araujo, 2006; Moura
da Silva et al., 2008).



1.3.1.6. Dominio Rico em cisteina

Este dominio apresenta-se nas SVMP de alta massa molecular (Classe P-III) no sentido
carboxi-terminal do dominio desintegrin-like. Este dominio ¢ caracterizado pelo alto numero de
residuos de cisteina, as quais se ligam para formar as pontes dissulfeto. Contudo, o dominio rico
em cisteina apresenta um padrdo definido de residuos de cisteina. O primeiro padrdo esta na
primeira metade do dominio (subdominio), e possui maior conservacao dos residuos de cisteina
apresentando a sequéncia CX6CX4CX14CX12CX9CX4C- (X: qualquer residuo de aminoacido).
Na segunda metade do dominio o padrao apresenta maior variabilidade e a necessidade de inserir
“gaps” para os alinhamentos: CX4/6/10CX15/18/19CX5CX4CX7/9/16 (Bjarnason & Fox, 1994;
Hati et al., 1999).

No caso dos precursores de SVMP (classe P-I) e desintegrin-like que sofrem processo
proteolitico, o dominio rico em cisteina apresenta-se sempre unido ao dominio desintegrina, a
fun¢do atribuida, neste caso, € o correto alinhamento do dominio desintegrina (Bjérnason & Fox,
1994; Hati et al., 1999).

Nas SVMP’s de alta massa molecular (P-III) a fungdo observada ¢ o aumento da poténcia
hemorrégica pela interacdo deste dominio com receptores de células endoteliais ou proteinas da
membrana basal dos capilares (Bjarnason & Fox, 1994; Escalante et al., 2006; Baldo et al., 2009;
Moura da Silva et al., 2008). Outras atividades bioldgicas foram descritas para o dominio rico em
cisteina. Jia e cols (1997) demonstraram que este dominio inibe a agregacao plaquetaria (ICsy =
456nM) induzida pelo coldgeno, alem de inibir a adesdo de células MG-43 ao colageno, as
inibicdes foram dose dependente, mas ndo apresentou inibicdo da agregacdo plaquetdria

dependente do ADP (Bjarnason & Fox, 1994; Ramos & Selistre-de-Araujo, 2006).

1.3.1.7. Subunidade similar a Lectina tipo C

Este dominio foi descrito unicamente para as metaloproteases RVV-X (Vipera russelli) e
VLFXA (Vipera libetina) e cada uma possui duas subunidades proteicas adicionais C-type
Lectin-like ligadas a cadeia principal por pontes dissulfetos ao dominio rico em cisteina (figura 1;

Bjirnason & Fox, 1995; Ramos & Selistre de Araujo, 2006).



Dominio Dominio
Pri-seqiiencia Metaloprotease

Metaloproteases de

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

Ctype C-type lectin-like
lectin-like

Figura 1. Dominios presentes nas metaloproteases de veneno de serpente. A figura mostra as sequéncias
consenso dos dominios Pro-sequéncia (PKMCGV), 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 ¢ feita de acordo com a adicdo de dominios estruturais,
fornecendo informagdes essenciais para compreender os mecanismos de a¢ao dessas enzimas. As
SVMP inicialmente foram classificadas em quatro classes (Bjarnson & Fox, 1994; Fox &
Serrano, 2005), mas esta classificagdo foi alterada recentemente (Fox & Serrano, 2008).

Atualmente as metaloproteases de veneno de serpente sdo classificadas em 3 classes:

1.3.2.1. SVMP Classe P-I: Esta classe apresenta a estrutura basica das SVMP’s, baseada no
cDNA, composto pelos Pré-Dominio, Pro-Dominio e Dominio Protease. Todas as SVMP-PI
apresentam o motivo HEXXHXXGXXH, que ¢ o sitio ativo e de ligagdo ao zinco, além disso,
apresenta a sequéncia CI/VM conhecida como “Met-Turn”. Todos os membros desta classe
possuem atividade proteolitica e atividade hemorrdgica fraca. Atrolysin B, C, D, LHF-II,
Fibrolase, Atroxase sdo alguns membros (Bjdrnson & Fox, 1994; Fox & Serrano, 2005; Fox &

Serrano, 2008).

1.3.2.2. SVMP Classe P-II: Apresentam a mesma estrutura basica das P-I’s, mas tem a adigao de
um dominio “Desintegrin-simile” na regido C-terminal. Este dominio apresenta o motivo RGD

que age como um bloqueador de integrinas responsaveis da agregacdo plaquetaria. Em geral as P-
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IT apresentam uma acao hemorragica mais forte que as P-I. Em recentes revisoes (Fox & Serrano,
2008) foi expandida a subclassificagdo desta classe de duas subclasses (P-11a e P-IIb) para cinco
subclasses (P-Ila — PlIle) baseado no padrdo de pontes dissulfeto e no processamento pos-
traducional destas enzimas. As P-II sdo subclassificadas: P-Ila, as quais compreendem estruturas
que sofrem a quebra no segmento espacador liberando o dominio metaloprotease e desintegrina-
simile os quais sdo funcionais, exemplo desta subclasse sdo Atrolysina E (Crotalus atrox) e
Trigamin (Trimeresurus gramineus); P-1Ib e P-Ilc, pertencente a estas classes as metaloproteases
P-II que ndo sdo suceptiveis de quebra proteolitica, sendo proteinas de cadeia unica funcionais, a
diferencga entre estas duas subclasses ¢ que as metaloproteases P-Ilc formam estruturas diméricas.
Exemplos de metaloproteases P-IIb sdo a Jerdonitina (7. jerdonii) e Stejnitin (7. stejneri);
exemplos de metaloprotease P-llc sdo BaG (Bothrops alternatus) e Bilitoxin-1 (Angkistrodon
bilineatus). P-1Id, sdo as metaloproteases P-II que sofrem processamento proteolitico liberando
desintegrinas funcionais, enquanto o dominio metaloprotease ¢ degrado. Exemplo desta subclasse
formam estruturas diméricas, exemplo desta subclasse ¢ a VAP1 (Vipera russelli) (Bjdrnson &

Fox, 1994; Fox & Serrano, 2005; Fox & Serrano, 2008)
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f ( h f . At inaE
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Proteinase( S
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: ‘Dis Contortrostatina
-
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CZIEY P BN Proteinase S T Proteinase| S _B{i{nlgﬁf Atrolysina A
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’ Dlsi Cys= Dis= Cys=
P4llc {3 —Protelnase-;ls Like'Rich ¥ 4Proteinasel S | Ljke!Rich VAP1
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Figura 2. Classes e subclasses das metaloproteases de veneno de serpente. No lado esquerdo da figura mostra-se
as formas ndo processadas das SVMP, no lado direito mostra-se as formas processadas das SVMP (adaptado de Fox
& Serrano, 2008).
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1.3.2.3. SVMP Classe P-III: As toxinas que pertencem a esta classe apresentam estrutura basica
(P-I), com a presenca do dominio “Desintegrin-like” e adicionado depois um dominio “Cystein-
rich”, que ¢ caracterizado pela presenca de varios residuos de cisteina. A presenca dos trés
dominios sugere uma complexidade funcional, além disso, apresenta a maior atividade
hemorragica das SVMP junto com outros efeitos na hemostase. As P-IIIs sdo subclassificadas: P-
ITa, compreendem estruturas completas de cadeia Uinica, como por exemplo Atrolysina A (C.
atrox) ou Daborhagin (Daboia russelli). P-1lIb, pertencente a esta classe sdo as metaloproteases
P-III que sdo suceptiveis de quebra proteolitica liberando o dominio metaloprotease e o dominio
desintregrina-simile/rico em cisteina, exemplos desta subclasse sdo a jararhagina (B. jararaca) e
Baltergina (B. alternatus); P-1llc, sdo as metaloproteases P-III que formam estruturas diméricas,
exemplo desta subclasse ¢ a VAP1 (V. russelli) (Bjarnson & Fox, 1994; Fox & Serrano, 2005;
Fox & Serrano, 2008).

Recentemente foi incluida a classe P-IIId a qual inclui os membros da classe P-IV. Fox e
Serrano (2008) baseiam-se em estudos feitos usando cDNA, os quais mostram que a estrutura P-
IIT e C-type Lectin-like sdo codificadas por diferentes genes (VLFXA, Vipera libetina) sugerindo
que os membros desta classe sdo produtos de modificacdes pds-traducionais. Esta subclasse
caracteriza-se pela presenga da cadeia principal que ¢ uma estrutura similar a P-III e mais dois
dominios “C-type Lectin-Like” que se apresentam ligadas por pontes dissulfeto a cadeia principal
(estrutura quaternaria). Atualmente tém-se dois representantes: RVV-X (Russelysin) e VLFXA

(VL Factor-X Activator; Fox & Serrano, 2008).

1.3.3.-Aspectos funcionais das metaloproteases de veneno de serpente

1.3.3.1.- Mecanismo da atividade enzimatica e ativa¢ao

As metaloproteases de veneno de serpente sdo endopeptidases que possuem atividade
catalitica numa variedade de substratos endogenos. Dentre esses substratos enddégenos
encontram-se proteinas como: fibrinogénio/fibrina, fibronectina, laminina, nidogeno (entactina),
colageno (tipo I- IV), gelatina, fator de von Willebrand, a2-Macroglobulina, insulina, oxitocina,
bradicinina, substancia P e proteinas expressas na superficie celular como integrinas (Maruyama
et al., 1992; Bjarnason & Fox, 1994; Trummal et 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 peptidica onde acontece a protedlise sdo surpreendentemente especificos
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(Bjarnson & Fox, 1994). Usando a cadeia 3 da insulina como substrato foi determinado que as
metaloproteases quebram preferencialmente e rapidamente as ligagdes X-L, onde X (posi¢ao P1)
¢ um aminodcido pequeno polar (Alanina) ou um aminoacido hidrofébico (Leucina, Tirosina,
Fenilalanina), enquanto a Leucina (L) é necessaria na posi¢ao P1’ (Figura 3A; Bjiarnson & Fox,
1994; Sanchez et al., 1995; Ramos & Selistre de Araujo, 2006; Chen et al., 2008).

O mecanismo de catéalise das metaloproteases de veneno de serpente ¢ realizado por meio
de ataque nucleofilico, ou seja, utilizando uma molécula de 4dgua polarizada para a quebra da
ligagdo peptidica. Como vimos anteriormente o dominio metaloprotease contem o motivo
metaloprotease, no qual trés histidinas coordenam um atomo de zinco. A molécula de dgua que se
encontra entre o atomo de zinco e o grupo carboxila da cadeia lateral do 4cido glutadmico
catalitico ficam polarizados ao transferir um protdn ao grupo carboxila do 4cido glutdmico (figura
3B). A molécula de dgua polarizada “ataca” o carbono do grupo carbonila da liga¢ao peptidica do
substrato (P1), originando um estado de transi¢do penta-coordenado (figura 3C). O proton extra
que possui o acido glutdmico ¢ transferido para o nitrogénio do enlace peptidico do substrato na
posicdo P1° (Leucina; figura 3D), completando a quebra da ligagdo e liberando os produtos

(Stocker & Bode, 1995; Ramos & Selistre de Araujo, 2006).

A Sub-sitio Sub-sitio

P1 S~ P’
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 substrato e mecanismo catalitico das metaloproteases de veneno de serpente. A)
Pontos de quebra da ligag@o peptidica da cadeia B da insulina (setas pretas) pelas SVMP. B) Polarizagdo da molécula
de agua. C)Transferéncia de proton da molécula de agua para o acido glutdmico (Glu) e formagdo do intermediario
penta-coordenado. C) Transferéncia do protéon do Glu para o nitrogénio da ligacdo peptidica quebrada e liberagdo dos
produtos.

Como foi descrito acima, as metaloproteases de veneno de serpente sao sintetizadas como

zimogénios. O mecanismo de ativa¢do foi descrito por Grams e cols (1993) e foi nomeado
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“Cystein-switch” ou “Velcro”, e seria similar ao proposto para metaloproteases de matriz (MMP).
Este mecanismo ¢ baseado em um motivo altamente conservado no pro-dominio “PKMCGVT”,
o qual interage com o sitio catalitico semelhando um “cachorro quente”. O grupo tiol da cisteina
teria a funcdo de se ligar com o 4atomo de Zn, bloqueando fisicamente o sitio catalitico e
impedindo a formagdo do complexo enzima-substrato. A hipdtese mais aceita é a ativagdo por
acdo autocatalitica residual. Foi observado que nesse mecanismo o pro-dominio ¢ sucessivamente
degradado em dire¢do a regido C-terminal envolvendo residuos hidrofébicos na posicdo P1’,
gerando intermediarios de ativagdo. O processo continua até liberar completamente o sitio
catalitico dessa proteina (Shimokawa et al., 1996; Ramos et al., 2003; Ramos & Selistre de

Araujo, 20006).

1.3.4.-Efeitos biologicos das metaloproteases de veneno de serpente

As metaloproteases de veneno de serpente sdo responsaveis pelo efeito hemorragico local
e sistémico, caracteristico dos acidentes ofidicos causados por espécies da subfamilia viperinae e
crotalinae (Ministerio de Saude, 2001). Adicionalmente, essas toxinas estdo envolvidas na
manifestagdo de outros efeitos patologicos como: mionecrose local, danos na pele, formagao de
edema (dentre outros processos inflamatorios), distirbios na hemostase sanguinea e dano tecidual
(Figura 3. Gutierrez & Rucavado, 2000; Ramos & Selistre-de-Araujo, 2006). Seguidamente,

iremos descrever os principais efeitos farmacoldgicos produzidos por estas toxinas.

\ T / Liberacéo de

D . TNF-a
METALOPROTEASES DE J

Formacao de
Bolhas

Dermonecroses

Inibicao da
Agregacao
Plaquetaria

Ativacao de
NMNPs

Degradacao da
Matriz
Extracelular

Degradacao
dos fatores de
coagulacao

Figura 4. Resumo dos varios efeitos exercidos pelas metaloproteases de veneno de serpente. Alguns dos efeitos
sdo devido a agdo direita das SVMP’s, mas outros sdo efeitos secundarios como resultado da agdo destas enzimas
(adaptado de Gutierrez & Rucavado, 2000).
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1.3.4.1. Efeito hemorragico

O acidente ofidico produzido pela familia Viperidae ¢ caracterizado, entre outros, pela
hemorragia severa. A hemorragia produzida pode ser no local da picada e contribuir com a
isquemia local, ou também sist€émica afetando outros orgdos diferentes do local da picada
produzindo complicagdes como choque cardiovascular (Gutierrez et al., 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 hemostase sanguinea (Bjarnason & Fox, 1994; Markland,
1998).

Em capilares e vénulas a membrana basal (MB) possui um papel fundamental no arranjo
estrutural do endotélio e também influencia a adesdo celular, acumulando fatores de crescimento,
além de participar na formacdo do trombo plaquetdrio pela interagdo de alguns de seus
componentes com receptores da membrana das plaquetas (Savage er al., 2001; Kalluri, 2003).
Componentes da MB como a laminina se associam com integrinas de membranas das células
endoteliais e por sua vez, a laminina se associa com o colageno tipo IV por meio do nidogeno
(entactina), os quais formam a estrutura basal da MB. As metaloproteases de matriz (MMP) sdo
as encarregadas da manutencdo e reparo da membrana basal, além da sua participagdo nos
processos inflamatorios facilitando o incremento da permeabilidade vascular (Keeling et al.,
2005).

O efeito hemorragico observado em acidentes ofidicos ¢ produzido pelas metaloproteases
de veneno de serpente ou hemorraginas, as quais hidrolisam os componentes da membrana basal
como colageno tipo IV, laminina, entactina, fibronectina. A hidrolise destes componentes € o
passo fundamental na patogénese da hemorragia. Nos capilares, as células endoteliais sofrem
alteragdes na sua morfologia tais como reducdo de vesiculas pinociticas e projegdes celulares no
limen do capilar. Estas alteragdes junto com o desprendimento da membrana basal que ocorre
devido a hidrolise, formam lacunas (gaps) nas células endoteliais pelos quais o liquido e
elementos celulares sanguineos extravasam ao tecido circundante chamado de hemorragia “per
rhexis”. Nas vénulas, a degradacao da MB e as reagdes inflamatorias fazem com que as unides
intercelulares das células endoteliais sofram um afastamento entre essas células, pelo qual os
componentes celulares do sangue extravasam para o tecido, processo chamado como hemorragia
“per diapedesis”, sendo assim, um processo morfologico diferente da hemorragia “per rhexis”.

(Gutierrez et al., 2005).

14



Durante a hemorragia, as hemorraginas nao produzem citotoxicidade nas células
endoteliais, mas produzem apoptose destas pela degradagdo de moléculas de adesdo celular como
as caderinas e integrinas (B e 7y), o qual induz desprendimento celular pela interferéncia de
integrinas na superficie celular ocasionando a ativagdo da integrina aVB3; ativagdo de MMP
como a MMP-2 a qual participaria no aumento da degradagdo da MB. A agdo geral das
hemorraginas sobre as moléculas de adesao celular das células endoteliais € a membrana basal do

capilar € resumida na figura 5 (Gutierrez et al., 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 as proteinas da membrana basal (MB), assim como moléculas de
adesdo célula-célula (caderinas) e célula-MB (integrinas). As hemorraginas 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 endoteliais e as proteinas da MB produzindo a permeabiliza¢do do
capilar além de induzir o processo de apoptose das células endoteliais (Adaptado de Gutierrez et al., 2005).

1.3.4.2. Efeitos na hemostasia sanguinea

As metaloproteases de veneno de serpente também alteram a hemostase sanguinea
(envolve tanto a formag@o quanto a dissolu¢do do codgulo) produzindo o efeito hemorrdgico por
alteracdo da cascata de coagulacdo. Estas toxinas sdo descritas como enzimas coagulantes e
anticoagulantes; foram descritas metaloproteases que podem ativar fatores da cascata da
coagulagdo como o fator X, fator VII e protrombina sem a presenga de co-fatores ndo enzimaticos
do complexo protrombinase. A atividade anticoagulante das metaloproteases de veneno de
serpente esta relacionada a sua capacidade de degradar o fibrinogénio (especialmente a cadeia a),

o coagulo de fibrina, fatores da cascata de coagulacdo e também inibem a formagdo do trombo
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plaquetario pela interagdo com integrinas na superficie das plaquetas (Markland, 1998; Andrews

& Berndt, 2000; Gutierrez et al., 2005; Lu et al., 2005; Swenson & Markland, 2005).
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Figura 6. Esquema geral dos efeitos das metalproteases de veneno de serpente sobre a hemostase. Na figura se
mostra a ativag@o das vias intrinseca e extrinseca da coagulagdo para a formacao de fibrina. As principais a¢des das
SVMP sdo a degradagao de fibrinogénio (fibrinogenoliticas) e fibrina (fibrinoliticas), e como inibidores da agregacao
plaquetaria. (Adaptado de White, 2005).

1.3.4.3. Efeitos pro-inflamatorios

Além de induzir hemorragia local e sistémica as metaloproteases de veneno de serpente
possuem importante participagdo no complexo processo de inflamagdo que € caracteristico do
envenenamento por viperideos. As SVMP induzem edema, bolhas, liberagdao de citoquinas pro-
inflamatorias e a estimulacdo de mastocitos e recrutamento de leucdcitos, especialmente

polimorfonucleares (Gutierrez & Rucavado, 2000; Texeira et al., 2005).
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Gutierrez ¢ colaboradores (1995a) demonstraram pela primeira vez que as SVMP
induzem inflamagdo local. BaP1 ¢ uma SVMP da classe P-I que induziu rapidamente edema
quando injetado no coxim plantar de camundongos com doses nas quais nao produz hemorragia
(Dose Edematogénica Minima = 1,25 pg). O efeito edematogénico ¢ descrito na literatura para
SVMP e acompanhado de hemorragia, dependendo da poténcia hemorragica da enzima. As
SVMP que possuem atividade edematogénica pertencem principalmente as classes P-I e P-III
(Rodriguez et al., 2001; Gay et al., 2005; Mazzi et al., 2004; Gomez et al., 2009; Torres-Huaco et
al., 2010).

A formacgdo de edema local esta relacionada com a atividade proteolitica, especialmente
para SVMP da classe P-I (Rodriguez et al., 2001; Texeira et al., 2005; Torres-Huaco et al.,
2010). A formacgdo de edema local pelas SVMP ¢ um processo tempo-dependente apresentando-
se na primeira hora apds inje¢ao e o efeito maximo ¢ observado entre 1 e 3 horas. Apds 3 horas o
edema reduz-se até desaparecer apds 24 horas (Rodriguez et al., 2001 Gay et al., 2005; Mazzi et
al., 2007; Tores-Huaco, et al., 2010). Nos mecanismos pro-inflamatorios das SVMP, estao
envolvidos a degradagdo de proteinas da membrana basal, o que produz o relaxamento da parede
vascular, permitindo a extravasamento de plasma, liberagdo do TNF-o (Fator de Necrose
Tumoral «), estimulagdo de mastocitos e macrofagos os quais liberam Interleucinas (IL),
especialmente IL-1, IL-6 e IL-8 (Gutierrez & Rucavado, 2000; Texeira et al., 2005; Fernandes et
al., 2006). A indugdo de liberacao de IL ¢ um fendomeno no qual pode ou nao estar envolvido a
atividade enzimatica das SVMP. Esse fendmeno foi observado especialmente em membros da
classe P-III, como a jarharagina, j4 que os dominios desintegrina-simile, rico em cisteina
interagem com integrinas especificas da membrana, e assim, liberam IL (Clissa et al., 2001,
Texeira et al., 2005).

Além do efeito edematogénico, as SVMP produzem bolhas rapidamente quando injetadas
na pele de camundongos, separando a epiderme da derme. Esse efeito esta relacionado com a
degradagdo de componentes essenciais da juncio epiderme-derme, o alvo provavel ¢ a integrina
asP4 que forma parte dos hemidesmosomos, além de, proteinas que fazem parte dos filamentos de

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

1.3.4.4. Efeitos miotoxicos e mionecroticos
Necrose muscular ¢ um efeito local importante induzido por muitos venenos de serpente,
especialmente os venenos botropicos. As principais moléculas responsaveis pela agdo miotdxica

dos venenos botropicos sdo fosfolipases A, as quais sdo também nomeadas de miotoxinas
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(Gutierrez & Lomonte, 1995a). Além das miotoxinas, diversos autores descreveram que muitas
metaloproteases de veneno de serpente quando injetadas intramuscularmente, produzem
mionecrose (Gutierrez & Rucavado, 2000; Ramos & Selistre-de-Araujo, 2006). O mecanismo de
acdo miotoxica das miotoxinas fosfolipasicas ¢ bem conhecido atualmente (Lomonte et al., 2003;
Montecucco et al., 2008), pelo contrario, o0 mecanismo pelo qual as metaloproteases de veneno de
serpente produzem mionecrose ainda nao foi elucidado (Gutierrez & Rucavado, 2000).

Por enquanto, existem dois mecanismos de miotoxicidade descritos experimentalmente. O
primeiro mecanismo relaciona-se com a atividade hemorragica das metaloproteases, ja que a
miotoxicidade e mionecrose induzidas por metaloproteases ¢ consequéncia da isquemia
decorrente da hemorragia. O aumento dos niveis plasmatico de CK e a observagao histoldgica de
necrose sao comprovados vdrias horas apos a inoculagdo, alem disso, o aumento de acido lactico
no musculo indicam que o processo de dano celular ¢ devido a isquemia. A andlise histologica
demonstrou que as areas necroticas foram encontradas em regides com abundante hemorragia. E
a analise ultra-estrutural das células musculares mostraram caracteristicas tipicas descritas em
modelos experimentais de isquemia em células musculares. (Karpati er al,, 1974; Gutierres &
Rucavado, 2000). As metaloproteases BaP1 (P-1, B. asper), BaH1 (P-III, B. asper) e Baltegin (P-
III, B. alternatus) sao exemplos de metaloproteases que produzem miotoxicidade ¢ mionecrose
pelo mecanismo descrito acima (Gutierrez et al., 1995a; Gutierrez et al., 1995c¢; Gay et al., 2005).

No segundo mecanismo observado, a miotoxicidade ¢ produzida rapidamente e nao esta
relacionada a hemorragia. Contudo, ainda ndo se sabe se este mecanismo de miotoxicidade ¢
devido a efeitos citotoxicos direitos ou resultado de processos inflamatérios. LHF-II (P-1, L. muta
muta) ¢ Bilitoxina (P-III, A. bilineatus) produziram efeitos miotoxicos rapidamente apods inje¢ao
no musculo gastrocnémio de camundongos. Além disso, a Neuwidase ¢ uma metaloprotease da
classe P-I (B. neuwidii) ndo hemorragica, ¢ capaz de induzir miotoxicidade em altas doses

(Ownby et al., 1990; Rucavado et al., 1999; Rodriguez et al., 2001).

1.4.  Bothriopsis taeniata

Bothriopsis taeniata (Wagler, 1824; Viperidae: Crotalinae) ¢ uma espécie de serpente
venenosa encontrada nos bosques chuvosos da América do Sul. Os adultos t€ém comprimento
inferior 100 cm, mas ha citacdo de individuos com 150 cm de comprimento. O corpo ¢ delgado
com uma cauda prénsil. Apresentam o padrao de cor complexo, variando de cinzento-azulado até
amarelo-esverdeado. Nas serpentes jovens a variagdo da cor € ontogenética até alcancar a

maturidade. Esta espécie se diferencia das outras do género pela presenga de escamas subcaudais
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simples e linhas compostas por manchas brancas no encontro das escamas ventral e dorsal
(Campbell & Lamar, 2004). A espécie Bothriopsis taeniata encontra-se amplamente distribuida
pelos bosques equatoriais chuvosos do Equador, Colombia, Venezuela, Guiana, Suriname,
Guiana Francesa, Brasil, Perti ¢ Bolivia (McDiarmid et al., 1999), nas zonas de terras baixas e no
sopé. Usualmente ¢ encontrada em vegetacdes baixas em bosques primdrios e nas bordas dos
bosques (Campell & Lamar, 2004).

Porto e Cols. (2007) estudaram os efeitos bioldgicos do veneno total de Bothriopsis
taeniata. Os autores reportam que o veneno dessa serpente produz inflamacdo significativa na
cavidade peritoneal de camundongos, caraterizada pelo recrutamento de neutréfilos 4 horas apos
a inoculacdo da dose de 1 pg/animal ou superiores do veneno. A inflamag¢dao produzida foi
acompanhada de hemorragia significativa com doses acima de 5 pg/animal, ainda que os autores
ndo reportam a dose hemorragica minima para esse veneno. Os dois efeitos bioldgicos
observados estdo relacionados a atividade de metaloproteases na composi¢ao desse veneno, pois
foram inibidos completamente quando o veneno foi pre-incubado com o quelante EDTA. O efeito
pro-inflamatério induzido pelo veneno de B. taeniata ¢ produzido principalmente pela ativagao
da via da lipooxigenase, devido a que essa atividade ¢ inibida pela dexametasona e zileutone
(inibidor da 5-lipoxigenase) conhecidos inibidores da via da lipoxigenase (Porto et al., 2008).

Recentemente foi reportado o primeiro caso de acidente por Bothriopsis taeniata no Brasil
(Torrez et al., 2010). A vitima foi um trabalhador rural com 43 anos de idade, que foi picado
pouco acima do calcanhar direito, em novembro de 2007. O trabalhador ndo aplicou torniquete ou
tentou sugar o veneno do ferimento. De acordo com os registros do hospital da cidade de
Santarém-PA o paciente ja fora picado por outra serpente do género Bothrops. O paciente foi
admitido no pronto-socorro do hospital de Santarém, duas horas e meia apds o acidente. O local
da picada apresentou hemorragia moderada, ainda que, desenvolveu inchago na perna, abaixo do
joelho. O paciente estava consciente, em boa condi¢do e os sinais vitais normais, mas os ensaios

bioquimicos mostraram significativa miotoxicidade e resposta inflamatoria (Torrez et al., 2010).

1.5.- Justificativa

Os envenenamentos por viperideos na América Latina caracterizam-se por uma
fisiopatologia complexa, que inclui efeitos locais (neurotoxicidade, mionecrose, dermonecrose,
hemorragia, edema e dor) e, em casos moderados e severos, alteragcdes sist€émicas como

coagulopatias, sangria, choque cardiovascular e insuficiéncia renal aguda (Gutierrez, 2000). No
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Brasil, os acidentes botropicos sdo os de maior importincia epidemioldgica, pois sao
responsaveis por cerca de 73,5% dos envenenamentos dos 26905 casos reportados durante o ano
de 2008 (Ministério de Saude, 2008).

O papel das metaloproteases da classe P-I nos efeitos local e sistémico produzidos pelo
envenenamento ofidico ¢ tradicionalmente tomado como irrelevante, devido a sua baixa atividade
hemorragica, quando comparada com SVMP da classe P-III, e consideradas como proteases nao
toxicas (Rodriguez et al., 2001). Até hoje a caracterizacdo de metaloproteases da classe P-I
contradiz essa hipotese, mostrando que essas proteinas exercem um papel relevante na patologia
local e sistémica durante o envenenamento ofidico.

A pesquisa da literatura disponivel sugere que as SVMP P-I prolongam o efeito
hemorragico, produzido pelas SVMP P-III, ao tornarem o sangue incoagulavel. Os mecanismos
envolvidos nesse efeito estariam relacionados com a ativagdo ou degradacdo dos fatores de
coagulacao (Swenson & Markland, 2005; White, 2005). Ao mesmo tempo, muitas das SVMP P-1
produzem hemorragia em doses as quais permitiriam contribuir diretamente com o efeito
hemorragico produzido pelos venenos ofidicos. Estudos preliminares mostraram que o veneno de
Bothriopsis taeniata possui uma potente atividade hemorragica, assim como potente atividade
pré-inflamatoria e distirbios na hemostasia sanguinea os quais seriam induzidos principalmente
por metaloproteases (Porto et al., 2007; Torrez et al., 2010).

Até a presente data, ndo existem trabalhos relacionados com o isolamento e a
caracterizagdo estrutural e funcional de metaloproteases a partir do veneno de B. Taeniata,
motivo pelo qual a presente pesquisa ¢ inédita. O presente estudo justifica-se ndo so por ser a
primeira descricdo de uma nova metaloprotease ndo descrita na literatura, mas também pela
nessecidade de nova informacdo da relagdo da estrutura e funcao desta proteina, o que permite
validar as hipoteses recentes sobre os mecanismos pelos quais as metaloproteases de venenos de
serpentes produzem os efeitos bioldgicos atribuidos a esta familia de proteinas.

O Laboratério de Quimica de Proteinas da Unicamp (LAQUIP) possui um parque
tecnologico instalado, desenvolvendo ao longo do tempo uma linha de pesquisa sobre toxinas
protéicas, com varios trabalhos publicados e teses defendidas. O presente estudo visou o
aprofundamento dos conhecimentos sobre proteinas, aprender a padronizar técnicas especificas

utilizadas na caracterizagdo estrutural, funcional e bioldgica de macromoléculas.

20



IL.- OBJETIVOS

2.1. Gerais:

Caracterizar metaloproteases de baixa massa molecular (Classe P-I), tanto bioquimica quanto
biologicamente para melhor detalhd-las e conhecé-las buscando assim entender a relacao
estrutura-fungdo e aumentar o conhecimento sobre o papel que desenvolvem durante o

envenenamento ofidico.

2.2. Especificos:

2.2.1) Isolamento e purificagdo da nova metaloprotease da classe P-I (BtaHF) proveniente do
veneno de Bothriopsis taeniata através da combina¢do de cromatografia convencional e de
alta eficiéncia (CLAE).

2.2.2) Caracterizar fisico-quimicamente a BtaHF purificada através de eletroforese de
poliacrilamida (SDS-PAGE), composi¢do de aminoacidos (Analisador de aminoacidos
Pico-Tag) e espectrometria de massas ESI-QTOF-MS/MS.

2.2.3) Caracterizacdo enzimatica da metaloprotease BtaHF através do estudo dos parametros
cinéticos e estudos dos efeitos de inibidores e ions usando azocaseina como substrato,
assim como sua atividade em outros substratos como fibrinogénio, fibrina e BApNA.

2.2.4) Caracterizagao dos efeitos locais induzidos pela metaloprotease BtaHF por meio do estudo
da atividade hemorragica, edematogénica e miotdxica, assim como a analise histologica dos
efeitos locais.

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

2.2.6) Avaliar histologicamente os efeitos sistémicos induzidos pela metaloprotease BaHF em
pulmao, rim e figado de camundongo, bem como os efeitos sobre a coagulacdo sanguinea
por meio de andlises in vitro dos indices de coagulacdo Tempo de Tromboplastina Parcial

Ativada (APPT) e Tempo de Protrombina (PT).
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IIL.- MATERIAIS E METODOS
3.1. Veneno e animais de experimentagio

O veneno total de Bothriopsis taeniata foi uma doacdo do Prof. Dr. Ronald Navarro Ojeda
da Universidad Nacional de San Agustin (Arequipa-Pertl). Foram utilizados camundongos
SWISS machos (20 + 2 g). Os protocolos experimentais envolvendo animais estao de acordo com
os Principios Eticos na Experimenta¢io Animal adotados pela sociedade brasileira de Ciéncia em

Animais de Laboratdrio (SBCAL), protocolo 1836-1.

3.2. Reativos

Todos os solventes, produtos quimicos e reagentes utilizados foram de grau HPLC, grau
sequéncia ou de alto grau de pureza, obtidos da Sigma-Aldrich Chemicals, Merk e Bio Rad. A
determinagdo dos niveis de CK plasmatico foi feita com o kit CK-NAC (LABORLAB, Brasil).
Para a determinagdo do APTT, PT e dos niveis plasmaticos de fibrinogénio foi utilizado o kit
CLOT (CLOT, Brasil) e Wiener-LAB (Wiener, Argentina). Para a dosagem do LDH de culturas
celulares foi usado o kt Kit LDH-P UV (Wiener, Argentina).

3.3. Purificacio da metaloprotease BtaHF a partir do veneno total de Bothriopsis taeniata
3.3.1. Cromatografia convencional de exclusio molecular

O veneno bruto (20 mg) de Bothriopsis taeniata foi homogeneizado em tampao
bicarbonato de aménio 1M pH 7,9 e centrifugado a 12 054 x g (Microfuge® Lite Centrifuge,
Beckman) por 5 minutos para a clarificacdo da solugdo. O sobrenadante foi aplicado a uma
coluna Sephadex G75 (Kontex Flex Column 78 X 2cm), equilibrada com tampao bicarbonato de
amoénio 0,25M pH 7,9. Sob um fluxo de 0,3 ml/min fragcdes de 15 min foram coletadas por um
coletor automatico (Coletor Automatic RediFrac, Pharmacia Biotech). O perfil de elui¢do foi
monitorado a 280 nm utilizando um Espectrofotometro modelo 700Plus (FEMTO, Brasil). As
fragoes formadas pelos tubos que se encontraram na convergéncia da ascendéncia e descendéncia
de cada pico. Cada uma das fragdes foi submetida a determinacao da atividade proteolitica sobre
o substrato azocaseina (método descrito no item 3.4), determina¢do da dependéncia da atividade
proteolitica de ions metélicos pela pré-incubagdo de uma amostra de cada fracdo com o agente

quelante EDTA (método descrito no item 3.5.3) e a determinacdo da atividade hemorragica
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(método descrito no item 3.10.1). As fragdes coletadas foram liofilizadas e armazenadas a — 20°C

para continuar com o processo de purificagao.

3.3.2 Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) de troca ionica

A fragdo com atividade caseinolitica e hemorragica do passo cromatografico anterior foi
submetida a cromatografia em coluna DEAE 8HR AP-Minicolumn (5 X 50 mm) (Waters),
acoplado a um sistema de CLAE. O sistema cromatografico foi previamente equilibrado com
AMBIC 0,05M pH 8,0. Inicialmente a eluicdo das amostras foi realizada através de um gradiente
linear com AMBIC (0,05 - 1M, Tampao B). A corrida cromatografica foi monitorada a 280nm.
Cada uma das fracdes foi submetida a determinagdo da atividade proteolitica, inibicdo por EDTA
(5 mM) e PMSF (2 mM) e atividade hemorragica como foi descrito no item anterior. As fracdes
foram formadas pelos tubos que se encontraram na convergéncia da ascendéncia e descendéncia
de cada pico. As fragdes coletadas foram liofilizadas e armazenadas a — 20°C para continuar com

os estudos de estrutura e fungao.

3.3.3. Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia de Fase Reversa

Para o monitoramento do grau de pureza da metaloprotease purificada pelos passos
cromatograficos anteriores, 500 ug da fracdo proveniente da coluna de troca iOnica que
apresentou atividade biologica foi submetida a cromatografia em coluna C5 Discovery® Bio
Wide Pore (25 cm x 4,6 mm x 10 pm) (Sigma, USA). O sistema cromatografico foi previamente
equilibrado com 4&cido trifluoroacético 0,1%, pH 3,5 (Tampao A). A eluicdio da amostra foi
realizada através de um gradiente linear de acetonitrila 66% (Tampao B), monitorada em

comprimento de onda de 280 nm.

3.4. Eletroforese em SDS-PAGE

Uma eletroforese em gel de poliacrilamida foi realizada de acordo com Laemmli (1970) e
realizada em um sistema High Small IT 250 (Hoefer Scientific). Os géis de poliacrilamida foram
preparados de modo descontinuo, apresentando um gel de concentragao de 5% e gel de corrida de
12,5% preparados a partir de uma solugdo de acrilamida estoque a 30% e N,N, metileno-
bisacrilamida a 0,8% (Bio Rad Labs. Richimond, CA, USA). As amostras (fra¢cdes purificadas) e
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marcadores foram dissolvidos em tampao de amostra Tris-HCI 0,075 M, pH 6,8, 10% de
Glicerol, 4% de SDS, 0,001% de azul de Bromofenol. As massas moleculares (BioRad) dos
marcadores (em Kda) sdo: fosfolipase B — 94, albumina — 67, ovalbumina — 43, anidrase
carbonica — 30, inibidor de tripsina de soja — 20 e lisozima — 14. A corrida foi realizada
utilizando-se uma amperagem constante de 40 mA durante 90 minutos. Apds a corrida
eletroforética o gel foi corado com Comassie blue R-250. O gel foi embebido em solucao corante

por 12 horas. Em seguida, o gel foi lavado com solucdo descolorante (4cido acético).

3.5. Determinacio quantitativa de proteinas

A dosagem da concentragdo de proteinas presentes no veneno total, fragdes do primeiro
passo cromatografico e da metaloprotease BtaHF, foi realizada através do método de Bradford
(1976), baseado na mudanga de cor do corante azul brilhante de Coomassie G-250 em resposta a
diferentes concentracdes de proteina, existindo em duas formas diferentes de cores, vermelho e
azul. A cor vermelha ¢ convertida para azul ap6s ligacdo do corante com a proteina. O complexo
proteina-corante possui alto coeficiente de extingdo, conduzindo para uma grande sensibilidade
da medida de proteina. Para determinacdo da curva padrdo, utilizou-se albumina de soro bovino
(Sigma-Aldrich) como proteina padrdo, modelo que serviu como parametro para os resultados
obtidos das amostras de Bothriopsis taeniata. A analise das amostras foi feita no comprimento de
onda de 595 nm num leitor de microplacas (VERSA Max 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 & Huang (2002). Um volume de 90uL de solugdo
azocaseina (Smg/mL), preparada em tampao Tris-HCI pH 8,0, foi misturada com 10uL (1lug/uL)
de veneno total, fracdo ou metaloprotease, e incubadas por 90 minutos no banho-maria modelo
31681 (ETICA Equipamentos S.A. Brasil) a 37 °C. A reagdo foi interrompida pela adi¢do de
200uL de acido tricloroacético (5%). Em seguida, as amostras foram submetidas a centrifugacdo
4565xg durante 4 minutos. Um volume de 150uL do sobrenadante foi misturado com 150uL de
NaOH (0,5M) e a atividade proteolitica monitorada pela determinacdo dos azo-peptideos

produzidos pela atividade catalitica das proteases sobre a azocaseina numa absorbancia de 440nm
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usando um leitor de microplacas VERSAMAX microplate reader. Uma unidade de atividade
proteolitica foi definida como a quantidade de enzima, em pg, que hidrolisa 1ug de azocaseina
por minuto a pH 8,0 ¢ 37°C (Chowdhury er al., 1990). Os experimentos foram realizados em

triplicata.

3.7. Cinética Enzimatica
3.7.1. Efeito da temperatura na atividade caseinolitica

O experimento para a observagdo do efeito da temperatura sobre a atividade caseinolitica
da metaloprotease purificada foi realizado segundo o método descrito no item 3.6. A temperatura
de incubagio foi variada num intervalo de 10-90°C em 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 atividade metaloprotease, foi realizado em
tampdes preparados com diferentes valores de pH (5,0-12,0), sendo que a determinagdo da
atividade metaloprotease ¢ a concentragdo da enzima foram idénticas ao usado na se¢do 3.6 e
para cada pH foi feito um controle. Os tampdes utilizados nesse experimento foram: tampao
citrato de s6dio-HCI pHs 4,5; 5,0 € 5.5, tampao fosfato-NaCl pHs 6.0; 6.5; 7.0 e 7.5, tampao Tris-
HCI pHs 8.0; 8.5 e tampdo glicina-NaOH pHs 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 se¢do 3.6 sob as condigdes de temperatura e pH 6timos. As fragdes ou
metaloprotease purificada e os agentes quelantes EDTA (5 mM), EGTA (5 mM), o agente redutor
DTT (5mM) e os inibidores de serino proteases PMSF (2 mM) e SBT-1 (Img/mL), foram pré-
incubados por 15 minutos a 37°C antes de acrescentar a mistura de reacdo. A atividade
proteolitica residual foi calculada como atividade percentual em relagdo a preparacdo controle
(fracdes ou metaloprotease sem inibidores), a qual foi considerada como 100% de atividade.

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

Os ensaios do efeito de ions foram feitos com azocaseina como substrato, segundo a
metodologia descrita na se¢do 3.6 sob as condi¢des de temperatura e pH Otimos para as
metaloproteases purificadas. A metaloprotease purificada e os ions divalentes Ca™ (1 e SmM)
Mg™, Zn™ e Mn™ (5mM respectivamente), diluido em tampao de trabalho, foram pré-incubados
por 15 minutos a 37°C antes de acrescentar a mistura de reacdo. A atividade proteolitica residual
foi calculada como atividade percentual em relacdo a preparacdo controle (metaloprotease sem
inibidores), a qual foi considerada o 100% de atividade. Todos os experimentos foram realizados

em triplicata.

3.8. Atividade fibrinogénolitica

A atividade proteolitica sobre o fibrinogénio (atividade fibrigénolitica) foi determinada
pelo método descrito por Cominetti (2007). Brevemente, 200uLL de uma solugdo de fibrinogénio
bovino (0,1% m/v, tampao Tris-HCl 10mM, NaCl 100mM, pH 7.4) foi misturada com 20 puL da
metaloprotease purificada (1,25- 20ug) e incubada a diferentes intervalos de tempo (5, 15 e 30
minutos; 1, 3, 6, 12 e 24 horas). Depois foi adicionado 200uL de solugdo desnaturante (Tris-HCI
0,05M pH 6,5; Urea 10M; B-mercaptoetanol 10% (v/v), glicerol 10% (v/v), azul de bromofenol
0,05% (v/v)) e deixada a temperatura ambiente por 24 horas. As amostras foram analisadas por

meio de Gel SDS-PAGE segundo descrito no item 3.4.

3.9. Atividade fibrinolitica

Sangue bovino citratado foi diluido 1:2 com tampao Tris 50 mM; (NH4),SO4 70 mM;
NaCl 90 mM; CaCl, 1,7 mM; MgCl, 0,70 mM pH 7.5. Um volume de 22ml da solugdo foi
transferida para recipientes de plasticos (13 x 8 cm) e 3,0 ml de CaCl, 0,25 M adicionado para
produzir a coagulagdo. A mistura foi incubada a 37° C por 60 minutos e logo foram feitas
perfuragdes de 2 mm no codgulo e foram adicionados 10 ul de soluciones de BtaHF (2,5; 5; 10 e
20 pg/10uLl) ou veneno total de Bothrops jararacussu (5 ng, controle positivo) em cada
perfura¢do. Logo foram incubadas a 37 °C durante 18 horas. Apds o tempo de incubagdo foram

medidos o didmetro do halo de fibrinélise produzida pelas diferentes dilui¢des da metaloprotease
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e do veneno. A concentracdo fibrinolitica minima (CFM) ¢ a concentragdo de toxina ou veneno

(mg/ml) que produz um halo de fibrindlises de 12 mm de diametro (Gené et al., 1989).

3.10. Atividade arginina amidase

O substrato cromogénico No-Benzoil-DL-Arginina (BApNA) foi utilizado para a
dosagem da amostra. Este substrato tem sido empregado para avaliar a atividade amidasica de
enzimas proteoliticas tais como: tripsina, quimiotripsina, fator Xa, calicreina plasmatica humana,
trombina e plasmina humana. Os substratos derivados do cromoéforo p-nitroanilida sdo
amplamente utilizados principalmente pela alta sensibilidade fotométrica na absorvancia de 405

nm, o método utilizado ¢ segundo Erlanger et al. (1961), com algumas modificacdes.

Foi preparada uma solucdo estoque do substrato BApNA (0,1M) em DMSO, logo foi
preparada a solucdo de trabalho do substrato diluindo a solucdo de estoque em tampao Tris—HCI,
10 mM, 10 mM CacCl,, 100 mM NacCl, pH 8,0 (tampao de trabalho, 1:100). Em microplacas de
96 pocos foram misturados 200 puL da solucao de trabalho, 50uL de tampao de trabalho e 15 puL.
de agua destilada e pre-incubados a 37 °C por 10 minutos. Logo foram adicionados 5 uL de
amostra ou tampao de trabalho, em um volume final de 270 pL, a mistura de reacdo foi incubada
a 37°C por 30 minutos e as absorbancias lidas em um comprimento de onda de 410 nm em leitor

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

3.11. Analises Estruturais

3.11.1. Determinacio da massa molecular da BtaHF por Espectrometria de Massas (ESI-Q-

Tof)

Analises ESI-CID-MS/MS foram executadas usando um espectrometro de massa hibrido
tempo de voo-quadrupolo (Q-TOF Ultima de Micromass, Manchester, UK) equipado com uma
fonte nano Zspray operando em modo ion positivo. As condi¢des 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 colisao de 10 eV. A temperatura da fonte foi 70°C e o cone de gas foi N, em um fluxo
de 801/h; gas nebulizando ndo foi utilizado para obter o spray. Argonio foi usado para esfriamento
colisional e para fragmentacdo de ions na cela de colisdo. Calibragdo externa com iodeto de sddio

foi feita sobre uma gama de massa desde 50 até 3000 m/z. Todos os espectros foram adquiridos
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com o analisador Tof em “V mode” (Tof kV = 9.1) e a voltagem MCP fixado em 2150 V
(Damico et al., 2005).

3.11.2. Analise de composicio de aminoacidos

A andlise de composicdo de aminoacidos da metaloprotease BtaHF foi feita usando o
analisador “Pico-Tag” da Waters, onde a identificacdo dos aminoacidos foi feita através da
cromatografia em HPLC do produto feniltiocarbamil do aminoacido, proveniente da
derivatizacdo com feniltiocianato dos aminoécidos obtidos de hidrolise acida. Estas formas de
cromoéforos podem ser detectadas em concentragdes de 1,0 pmol (Henrikson & Meredith 1984).
A anélise dos aminoacidos PITC foi realizada em HPLC, usando coluna C18 p-Bondapak (3,9
mm X 15 cm) em cromatografia de fase reversa com um gradiente linear de 0 a 100% de
acetonitrila 60% por 21 min. A identificacdo de cada aminodcido foi feita em relagdo a um

corrido padrao de aminoacidos PITC (Bidlingmeyer et al., 1984).

Para estimativa da composi¢cdo global, a analise de composi¢cdao de aminoacidos foi

realizada de acordo com método descrito por Ponce-Soto et al., (2007).

3.11.3. Determinacio de peptideos internos

Reducao e Carboximetilagao: A BtaHF pura foi dissolvida em 6M guanidina/HCIl, 0,4
M Tris pH 8.15, 2mM EDTA, reduzida com dithiothreitol (DTT) e carboximetilada com 14C-
acido iodo acético. A dessalinizagdo da amostra foi realizada em coluna G-25, previamente

equilibrada com 4cido acético glacial 1M.

Digestido enzimatica e purificacdo dos fragmentos peptidicos: A BtaHF, reduzida e
carboximetilada, foi inicialmente digerida com Tripsina, por 16h a 37°C com uma razao enzima
substrato de 1:50. Apds interromper a reagdo a amostra foi liofilizada. A toxina digerida com
tripsina foi repurificada em HPLC de fase reversa (Water PDA 991 System), utilizando-se uma
coluna p-Bondapack C-18. A separacao dos peptideos tripticos 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 interna da BtaHF, foi determinada sua homologia sequencial com outras

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

http://ca.expasy.org/

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

Foi preparada uma solucao estoque da BtaHF (1 mg/ml) em tampao PBS (0,12M NaCl,
0,04 M fosfato de sodio, pH 7,2) a partir da qual foram preparadas doses de 5; 25; 50; 100 e 200
pg/ml. Essas solu¢des foram inoculadas via intradérmica (0,1ml) em camundongos de 18 a 20g
de peso (n = 5). Depois de 2h de aplicacdo, os camundongos foram sacrificados por inalagdo com
CO; ¢ a pele das costas foi retirada cuidadosamente e foram medidos os diametros dos halos
hemorragicos formados. A Dose Hemorragica Minima (DHM) ¢ definida pela quantidade minima
de toxina capaz de induzir um halo hemorragico com um didmetro de 10 mm (Gutierrez et al.,
1985). A DHM foi determinada utilizando o método de Regressdo e Correlagdo, das médias
obtidas dos didmetros hemorragicos das 5 repetigdes para cada dose. Os resultados foram
expressos em milimetros.

Para determinar a relagdo da atividade hemorragica com a atividade proteolitica da
BtaHF, 40 pg da metaloprotease (duas DHM) foram pre-incubadas com inibidores como foi
descrito no item 3.5.3, depois foi realizado o experimento segundo o descrito acima. A atividade
hemorragica residual foi calculada como atividade percentual em relagdo a preparagdo controle
(metaloprotease sem inibidores), a qual foi considerada o 100% de atividade. Todos os

experimentos foram realizados com 5 replicatas.

3.12.2. Formacao de Edema

A avaliacao da formagdo de edema foi feita em grupos de 5 camundongos (18-20g.)
foram feitas inje¢cdes da metaloprotease, dissolvido em 50 pl de PBS (0.12M NaCl, 0.04M
fosfato de sodio, pH 7.2), no coxim plantar na pata direita; na pata esquerda inoculou-se 50ul de
PBS como controle. Depois de determinados intervalos de tempo (30 min, 1h, 3h, 6h e 24h) apos

da injecdo, a formacdo de edema foi avaliada pelo aumento do diametro da pata direta, medida
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com um Comparador Externo com Relogio Serie 5400 (Metroltec, SP-Brazil). A formacao de
edema foi expressada como a percentagem a mais do diametro da pata direita em relagdo 4 pata
esquerda. A dose minima para a formacdo de edema (MED) definiu-se como a quantidade de
toxina que induz 30% de formacao de edema.

Para determinar a relagdo da atividade edematogénica com a atividade proteolitica da
BtaHF, 10ug da metaloprotease foi pré-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 em relacdo a preparagdo controle (metaloprotease sem
inibidores), a qual foi considerada o 100% de atividade. Todos os experimentos foram realizados

com 5 replicatas.

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

Para a determinagao da atividade miotoxica local, grupos de 5 camundongos (18 a 20g)
receberam inje¢des intramuscular (musculo gastrocnémio) de veneno total de Bothriopsis
taeniata (5ug) ou de metaloprotease BtaHF (20 e 30ug) dissolvidas em 50ul de tampao PBS, o
grupo controle recebeu apenas PBS.

ApoOs aplicagdo da toxina, em diferentes intervalos de tempo (1, 3, 6 e 9h) amostras de
sangue foram coletadas, da cauda de camundongos, em tubos capilares heparinizados. O plasma
foi obtido apds centrifugacdo dos capilares numa centrifuga para hematocrito durante Smin.
Depois foram determinados os niveis plasmaticos de creatina kinase (CK) utilizando o kit CK-—
NAC Método Cinético-UV (LABORLAB). Um volume de 200ul do substrato reconstituido foi
pré-incubado por 4 minutos a 37°C, logo foram acrescentados 4ul de plasma obtido. A mistura
foi incubada por 6 minutos registrando as leituras de absorbancia dos minutos 3, 4, 5 e 6.
Determina-se a diferenca média de absorbancia por minuto (AA/min), substraindo cada leitura da
anterior e calculando a média dos valores. A média foi multiplicada pelo fator 8095. As leituras
foram feitas em leitor de microplacas VERSA Max microplate reader, no comprimento de onda
de 340 nm. A atividade foi expressa em U/L, definida como a fosforilagdo de Immol de

creatina/min a 25°C.
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3.12.4. Analise histolégica dos efeitos locais e sistémicos da metaloprotease BtaHF

Para realizar os estudos dos efeitos locais da BtaHF, diferentes quantidades da
metaloprotease (2,5; 10 e 20ug) foram dissolvidos em 50pL de PBS e injetados no musculo
gastrocnémio de camundongos Swiss (18-20g, n= 4), os animais controle foram injetados com
50uL de PBS. Duas horas apos a inje¢ao, os animais foram sacrificados por aprofundamento da
anestesia inalatoria halogenada, isofluorano (Forane®, do laboratério Abbott). Os musculos
gastrocnémio foram cuidadosamente retirados por meio de equipamentos cirirgicos.

Concluido o tempo de tratamento, os musculos foram fixados em tampao formaldeido
10% durante pelo menos 48 h. Para processar o material, utilizou-se a técnica histologica classica
para inclusdo em blocos com parafina (Michalany, 1980) e cortados em micrétomo do tipo Minot
em Sum e coradas com Hematoxilina e Eosina e 4cido periddico de Schiff. As observagdes
morfoldgicas foram feitas com microscopio Olympus BX41.

A andlise digital das imagens foi feita usando o sistema Image ProPlus 4.1.0.1® (Media
Cybernetics, Silver Spring, MA, USA), conectado em computador. As imagens foram geradas
por maquina fotografica video Sony ExwaveHAD, conectado a um microscopio Olympus CH2
com fonte de energia estabilizada. Utilizaram-se lentes com objetivas planocromaticas de 4x, 10x
e 40x de aumento.

O microscopio foi calibrado de fabrica para alcangar uma iluminagdo de tipo Koehler;
uma imagem de um campo vazio foi usada para medir a iluminagdo. As imagens foram
armazenadas em formato TIF, com uma resolucao de 640x480 pixel de tamanho e 32 bits de cor.

Para estudar os efeitos sist€émicos da BtaHF, 20 pg da enzima foram dissolvidas em PBS
e injetadas via endovenosa, pela veia caudal de camundongos Swiss (18-20g, n= 2). Nos
camundongos controle injetou-se 50ul de PBS. Duas horas apods a inje¢ao, os animais foram
sacrificados por aprofundamento da anestesia inalatoria halogenada, isofluorano (Forane®, do
laboratério Abbott). Pulmdes, rins e figado foram cuidadosamente retirados por meio de
equipamentos cirurgicos. O tratamento dos tecidos para a analise histologica foi feita como ¢
descrito acima.

A anélise histopatoldgica e fotografias foram realizadas no laboratério do Departamento
de Farmacologia da Escola de Ciéncias Veterindrias 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 teste in vivo foi realizado com 6 grupos de camundongos tratados e um grupo 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 20ug) dissolvidos em PBS, para o grupo controle foi
injetado PBS. Os grupos foram: Grupo 1: 5 minutos; Grupo 2: 15 minutos; Grupo 3: 30 minutos;
Grupo 4: 60 minutos ¢ Grupo 5: 120 minutos.

Apds o tempo de exposicdo, os animais foram anestesiados com hidrato de cloral
(300mg/kg de peso corporal) e Iml de sangue foi coletado por meio da veia cava. O sangue
obtido foi misturado com citrato de so6dio (0,129M) numa proporcao de 9:1 e plasma pobre em
plaquetas foi obtido por centrifugacdo (2500 x g por 5 minutos) em temperatura ambiente.

O fibrinogénio plasmatico foi determinado usando o kit de diagndstico de Fibrinogénio
(Wiener-LAB. Argentina) baseado no método de Clauss. Quando um excesso de trombina ¢
adicionado a plasma diluido, o tempo de coagulagdo ¢ inversamente proporcional & concentragao
de fibrinogénio plasmatico.

A determinacdo da curva de calibracgao foi feita com as dilui¢des 1:10, 1:15, 1:20, 1:30, do
Calibrador reconstituido (plasma liofilizado) com uma solu¢do de imidazol 0,05M, pH 7,3
(Tampao B). A diluigdo de 1:10 representa o 100% indicado no kit. As amostras de plasma dos
animais controle, tanto quanto dos tratados, foram diluidos 1:10 com tamao B antes de realizar a
determinagdo. Para a determinagdo do tempo de coagulacdo foram pré-aquecidos 200uL, das
dilui¢des da curva de calibragdo ou amostras, a 37°C por 2 minutos. Depois foram adicionados
100uL de Trombina (100 NIH/mL,Wiener) e os tempos de coagulacdo determinados em um
coaguldometro Fibrintimer 2-type Coa DATA 2001 (Wiener Lab, Germany).

A inoculacdo em camundongos e a obtencao de plasma foram realizados no laboratério do
Departamento de Farmacologia da Escola de Ciéncias Veterinarias da Universidade do Nordeste,
UNNE, na cidade de Corrientes, Argentina. A determinag¢ao do nivel de fibrinogénio plasmatico
foi realizada na Faculdade de Ciéncias Exatas, Naturais ¢ de Agrimensura (Departamento de

Bioquimica) da Universidade Nacional do Nordeste, UNNE, Cidade de Corrientes, Argentina.

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

100mg/Kg), o sangue foi coletado por puncao cardiaca e misturado suavemente com Citrato de
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Sodio (3,2%; 9:1 v/v). O sangue foi centrifugado a 642 x g por 15 minutos a 25 C para obter
plasma pobre em plaquetas.

Cinquenta microlitros de plasma foram pré-incubados durante 2 minutos a 37°C, logo
foram misturados com variadas quantidades da metaloprotease BtaHF (0,312-5pg/5uL) durante
um minuto a 37°C.

A determinacdo do indice APTT foi feita segundo o kit de diagnostico APTT CLOT
(CLOT AS, Brasil). A mistura de plasma (50puL) e metaloprotease (5uL) foi pré-incubada por 2
minutos a 37°C com 100uL do reagente APTT CLOT. Apos esse tempo, a reagdo foi iniciada
com 50uL de CaCl, (CLOT kit) e o tempo de coagulagdo registrado usando o coagulometro
CLOTimer (CLOT AS, Brasil).

A determinagdo do indice PT foi feita usando o kit de diagnostico PT CLOT. A mistura de
plasma e metaloprotease (55uL) foi pre-incubada 2 minutos a 37°C, logo foram adicionados
100uL do reagente PT CLOT e o tempo de coagulagdo registrado usando o mesmo aparelho
descrito acima.

Os resultados obtidos para cada indice foram expressos em segundos e como média e

+SEM de 6 determinacgdes.

3.12.7. Diferenciac¢io das células da linhagem C2C12

A linhagem celular C2C12 ¢ um subclone da linhagem celular de mioblastos C2 derivada
de células satélites de camundongos adultos (Lopes-Martins et al., 2006). As células C2C12
cresceram em meio Eagle modificado por Dulbecco (DMEM, Cultilab) suplementado com 10 %
de soro fetal bovino (FBS, Cultilab) e 1% de solugdo antibiotica-antimicdtica (Cultilab), sempre a
37°C em um ambiente tmido ¢ a 5% CO,. As células foram mantidas em estado de
subconfluéncia e repicadas a cada 2 ou 3 dias.

Antes dos experimentos, todas as culturas foram examinadas e sua viabilidade foi
confirmada pelo método de exclusdo do azul de trypan. Para induzir o estresse celular, metade
das culturas foi cultivada em DMEM suplementado com apenas 5% de FBS por 24h antes de
cada experimento. Esta situagdo in vitro produz estresse similar as condi¢des de estresse in vivo,

reduzindo as taxas de crescimento celular (Pereira et al., 2002; Azevedo et al., 2006).
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3.12.8. Efeitos citotoxicos da metaloprotease BtaHF sobre mioblastos da linhagem C2C12

A atividade citotoxica foi estudada em mioblastos da linhagem celular C2C12 obtidos no
item anterior. Quantidades variadas de toxina (31-500pg/mL) foram diluidas em meio de cultura
DME (Dulbecco’s Modified Eagle’s) suplementado com 1% de soro fetal bovino e adicionado a
placas de 96 pogos (200ul por pogo) com células ressuspensas semeadas em uma quantidade de
1,5-2,5 x 10* células/pogo. Apods 3 horas de incubagio a 37°C e 5% de CO, em atmosfera umida,
a citotoxicidade foi avaliada qualitativamente usando um microscopio de contraste de fases
(Axiovert 40®, Carl Zeiss, Germany). Fotografias das observagdes foram capturadas com a
camara digital CANON modelo CCD 2272x1704 (Japao).

A citotoxicidade da metaloprotease BtaHF foi também avaliada pela quantificagdo da
enzima lactato desidrogenase liberada (LDH) proveniente das células lisadas por ag¢do da
metaloprotease em estudo, usando-se para isso aliquotas coletadas do sobrenadante das culturas e
ensaios colorimétricos descrito no Kit LDH-P UV Método UV otimizado SFBC (Wiener,
Argentina), as leituras de absorvancia foram feitas a 340nm. Todos os experimentos foram feitos
em triplicatas.

Os experimentos de cultura celular foram realizados na Faculdade de Ciéncias Exatas,
Naturais e de Agrimensura (Departamento de Bioquimica) da Universidade Nacional do

Nordeste, UNNE, Cidade de Corrientes, Argentina.

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

Os estudos sobre a adesdo celular foram feitos utilizando 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 hora a temperatura ambiente e logo foi eliminado o excesso. Em cada
poco foi adicionado 100uL de suspensdo de mioblastos C2C12 (DMEM com 5% de SFB como
suplemento, 2,5-3 x 10* celulas/pogo) e diferentes concentracdes de metaloprotease (30 e 60
ug/mL), Logo a placa foi incubada durante 2 horas a 37°C e 5% de CO,. Apds o tempo de
incubagdo cada pogo foi suavemente lavado com PBS para eliminar as células ndo aderidas. A
avaliacao da adesao celular foi feita utilizando o corante cristal violeta medindo a absorbancia a
620nm em um leitor de microplacas (Thermo Multiskan Ex). Os resultados foram expressos
como percentagem de adesdo celular em relagdo a suspengdes celulares sem enzima (100%).

Todos os experimentos foram feitos em triplicatas.
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Os experimentos de cultura celular foram realizados na Faculdade de Ciéncias Exatas,
Naturais e de Agrimensura (Departamento de Bioquimica) da Universidade Nacional do

Nordeste, UNNE, Cidade de Corrientes, Argentina.

3.13. Analise Estatistica

Os resultados foram expressos pela média e o £ erro padrao. ANOVA seguido pelo teste
multiplo “Tukey-Kramer”, usado para comparacdo estatistica dos dados (andlise de
significancia). A andlise estatistica foi feita usando as fungdes estatisticas do programa Origin Pro
SR2 versdao 8.0891 (OriginLab Cosporation, MA, USA). O valor de p<0,05 foi considerado

significante.
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IV. RESULTADOS
4.1. Purificacdo da metaloprotease BtaHF isolada a partir do veneno total de Bothriopsis
taeniata

4.1.1. Cromatografia convencional de exclusdo molecular

A figura 7 mostra o fracionamento do veneno bruto de B. faeniata, em uma coluna
Sephadex G-75 (78 x 2 cm). O cromatograma apresenta cinco picos, os quais foram nomeados
Btal até¢ BtaV.

As atividades proteoliticas metalo-dependente (inibida com EDTA) e hemorragicas foram
encontradas nas fragdes Bta I e Bta II. A fracdo Bta II apresentou atividade proteolitica sobre a
azocaseina e atividade hemorrégica sendo assim selecionada para prosseguir para a seguinte etapa

de purificacdo. O pool foi realizado na convergéncia da ascendéncia e descendéncia de cada pico.

0,5
Eta ll
f“\
0.44 [ & Bl
4] I :
I %mnomg
50-3- Bta L Bta V
= . 5 \ o1
& I / ! Bralv ¢ |
ﬁ [:],2— I L }} L 0‘}09'3' 2
,F ;}b%?cf b J L
@ g !
0,1+ i
. J{ }}% P :}\:5
? e
o
g,; — — L
I:Iu[:] [ [ [ [ [ [ I o |
0 10 20 20 40 50 &0 70 =0
Tubos

Figura 7. Cromatografia convencional de exclusdo molecular numa coluna Sephadex G-75. Fragdes de 50 mg do
veneno total de Bothriopsis taeniata dissolvidas em ImL de tampao Bicarbonato de Amoénia 1M foram injetadas em
uma coluna previamente equilibrada e eluida com tampao 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. Purificacido da fracdo Btall em Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) de

troca ionica

A Figura 8 mostra o perfil cromatografico da fragdo Btall, obtida no passo cromatografico
anterior, numa coluna DEAE 8HR AP-Minicolumn 5 x 50 mm analitica (Waters), acoplada a um
sistema CLAE. Foram obtidos oito picos nomeados de Bta II-1 até Bta II-8. A atividade
proteolitica metalo-dependente (inibida com EDTA) sobre azocaseina e atividade hemorréagica foi
encontrada na fragdo Bta II-4 a qual foi selecionado para a posterior caracterizagdo fisico-
quimico, funcional, estrutural e foi renomeada como BtaHF (Bothriopsis taeniata Hemorrhagic

Factor). Os pools foram realizados na convergéncia da ascendéncia e descendéncia de cada pico.
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Figura 8. Perfil cromatografico fragdo Bta Il em um sistema de CLAE de troca ionica. Aliquotas de 4 mg da fracdo
Btall foram aplicadas numa coluna DEAE 8HR AP-Minicolumn 5 x 50 mm analitica (Waters). A elui¢do 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 cromatografica foi realizado a 280 nm. A barra horizontal indica a presencia
de atividade caseinolitica ¢ hemorragica
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4.3. Atividade caseinolitica e inibicio da fracdo Bta II (Sephadex G-75) e fracdes obtidas
por troca ionica (DEAE 8HR AP-Minicolumn)

A figura 9A mostra as atividades caseinoliticas da fracdo Bta II e das fragdes obtidas por
troca ionica (Bta II-1 — Bta II-7). Os estudos de inibicdo mostram que a atividade caseinolitica da
fracao Bta II ¢ metal dependente. Das fracdes obtidas por troca idnica as fragdes Bta I1-1, Bta II-
3, Bta II-4 e Bta II-5 mostraram atividade caseinolitica, mas a fragdo Btall-3 foi a unica que nao
foi metal dependente. A figura 9B mostra que a fracdo Bta II-4 (BtaHF) apresenta a maior
atividade hemorragica, enquanto as fragoes Bta II-3 e Bta II-5 possuem atividade menor quando

comparada com atividade da fragao Bta II.
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Figura 9. A) Monitoramento da atividade caseinolitica e inibicdo por EDTA (5 mM) e PMSF (2 mM) da fra¢do Bta
IT (Sephadex G-75) e das fragdes Btall-1 ate Btall-7 (Troca Ionica). Quantidades de 10ug de fragdo foram misturadas
com 90 pL de azocaseina em condi¢cdes padrdo (Item 3.6 material e métodos) B) Monitoramento da atividade
hemorragica da fragdo Bta Il e fragdes obtidas no segundo passo de purificagdo. Quantidades de 40pg de amostra
foram injetadas intradermicamente nas costas de camundongos. Os valores foram expressos pela média e £ SEM
(n=3). *Diferenca significativa (p < 0,05).
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4.4. Controle do grau de pureza da fracio BtaHF num sistema CLAE de Fase Reversa

para a determinacio do grau de pureza

A figura 10A mostra a eletroforese em SDS-PAGE da metaloprotease BtaHF sob
condi¢des ndo reduzidas (NR) e reduzidas (R), a qual revelou a presenga 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 metaloprotease BtaHF, 0,5 mg da toxina foi submetida
numa cromatografia de Fase Reversa num sistema CLAE. Na figura 10B observou-se a presenga
de um pico simétrico com o tempo de retencdo em 40 minutos, sendo eluido com 57% do tampao
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Figura 10. Avaliagdo da pureza e determinacdo da massa molecular relativa da metaloprotease BtaHF. (A)
Eletroforese em gel de poliacrilamida em condi¢des néo reduzidas e reduzidas com DTT, corado com Comassie blue
0.05%. As pistas eletroforéticas correspondem aos Marcadores de massa molecular (MM), BtaHF em condigdo nio
reduzida (NR) e em condig¢do reduzida com DTT (R). (B) Perfil cromatografico da fragdo BtaHF em HPLC de fase
reversa numa coluna p-Bondapck C-18 (Waters), sistema CLAE. A elui¢do da amostra foi realizada usando-se um
gradiente linear continuo de concentra¢do do tampdo B (Acetonitrila 60%, TFA 0,025%). O fluxo foi mantido
constante a ImL/min. O monitoramento da corrida cromatografica foi realizado a 280nm.
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4.3. Tabela de purificacio da BtaHF

A Tabela 1 resume as etapas do processo de purificacdo, assim como o calculo da
recuperacdo e o fator de purificagdo obtido para a metaloprotease BtaHF, a partir dos pardmetros
de atividade caseinolitica usando azocaseina como substrato.

A fragdao Btall, obtida no primeiro passo cromatografico representa aproximadamente
50% da proteina do veneno total e ¢ responsavel pelo 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 atividade caseinolitica do veneno total.

A tabela 1 mostra que a metodologia de purificagdo utilizada no presente trabalho

permitiu purificar a metaloprotease BtaHF 76,41 vezes em termos de atividade caseinolitica.

Tabela 1 Rendimento da purificagdo da metaloprotease BtaHF isolada do veneno de Bothriopsis taeniata.

Proteina .. a | Atividade Atividade .
PE:?i[”::azgo V((:::Ln)le Total Atl(vllﬂgde Total” Especifica Purificacao Reng’z’rl)lf nto
(mg) UT) (U/mg)

Veneno Total | 20,00 50,00 564,80 11296,00 11,30 1,00 100,00
Exclusao

Molecular

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

I6nica

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

*UP: Atividade do veneno total, fra¢do Btall e BtaHF em 1 ml de reagio.
°UT: Atividade no volumem total de amostra utilizado no procedimento cromatografico.

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

A metaloprotease BtaHF apresentou massa molecular de 25968,16 Da (Figura 11A). A
determinagdo da massa molecular real é consistente com a massa molecular relativa determinada
pela eletroforese em SDS-PAGE. De acordo com o tipo de técnica empregada de espectrometria
de massa (ESI-Q-Tof MS), pode-se confirmar a pureza da metaloprotease BtaHF confirmando os

resultados obtido por CLAE de fase reversa.
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Figura 11. Determinagdo da massa molecular da metaloprotease 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 azocaseina do veneno bruto (VT) de B. taeniata, fracao
Btall do primeiro passo de purificagdo (cromatografia de exclusdo molecular) e da
metaloprotease BtaHF mostra-se na figura 12. A atividade do veneno bruto, de Btall e da
metaloprotease BtaHF foi de 56,48 + 4,24 U/mg, 136,15 £+ 23,39 U/mg ¢ 189,89 + 25,59 U/mg
respectivamente. O grafico mostra que a atividade especifica de BtaHF se incrementa conforme

aumenta o grau de pureza.
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Figura 12. Atividade caseinolitica do veneno bruto de Bothrops taeniata (BtaVT), Btall e BtaHF. 10uL das
amostras foram misturados com 90uL de uma solugdo de azocaseina (Smg/mL) e incubados no banho-maria por 90
minutos a 37 °C. Foram adicionados 200uL de TCA (5 %), e as amostras foram centrifugadas a 4279xg por 8
minutos. Apds misturar 150uL. de sobrenadante com igual volume de NaOH (0,5 M), leituras foram feitas a 440 nm.
Os valores foram expressos pela média e a =SEM (n=3).
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4.6. Efeito da temperatura na atividade caseinolitica de BtaHF

A figura 13 mostra o efeito da temperatura na atividade caseinolitica sobre a azocaseina
da metaloprotease BtaHF. Na figura, nota-se que a temperatura 6tima da BtaHF foi na faixa dos
30-40 °C, temperatura 4 qual se apresentou maior atividade proteolitica. Em temperaturas maiores
a 60°C a atividade de BtaHF se reduz significativamente (p = 0,00109), no entanto, com
temperaturas acima de 70°C e abaixo de 20°C a atividade caseinolitica foi quase complemente

inibida.
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Figura 13. Efeito da temperatura na atividade caseinolitica da metaloprotease BtaHF. A determinag@o da atividade
proteolitica foi feito sobre a azocaseina como substrato, a temperatura de incubagdo 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 atividade caseinolitica da BtaHF

Foi avaliado o efeito do pH sobre a atividade caseinolitica sobre a azocaseina da

metaloprotease BtaHF. A figura 14 mostra que os valores 6timos de pH para a atividade

proteolitica sobre a azocaseina da metaloprotease BtaHF foram de 7 e 8, fora desse intervalo

observa-se que a atividade catalitica da metaloprotease diminui. Para valores de pH dacidos

(menor que pH 6) e basicos (maiores que pH 11) ocorre quase a completa reducdo da atividade

caseinolitica.
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Figura 14. Efeito do pH na atividade caseinolitica da metaloprotease BtaHF. A atividade caseinolitica da BtaHF foi
feita sobre a azocaseina como substrato. O pH da mistura de reagdo foi variado num intervalo de 5-12. Os valores

foram expressos pela média =SEM (n=3).
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4.8. Efeito de inibidores sobre a atividade proteolitica de BtaHF

Os estudos com inibidores permitem diferenciar as atividades proteoliticas de
metaloproteases e serinoproteases quando ¢ usado a azocaseina como substrato.

Na figura 15 apresentam-se os efeitos inibitdrios dos agentes quelantes EDTA e EGTA,
do PMSF (inibidor de serinoproteases) e do inibidor de tripsina de soja (SBT-I) na atividade
proteolitica sobre a azocaseina da metaloprotease BtaHF. Na figura observa-se que os agentes
quelantes EDTA (5 mM) e o EGTA (5 mM) e o agente redutor DTT (ImM) inibem
significativamente (p = 3,81 x 107) a atividade caseinolitica da BtaHF, com atividades residuais
de 6,99, 8,48 e 3,98% respectivamente. O PMSF (2mM) e SBT-1 (1mg/ml) ndo apresentaram

nenhum efeito inibitorio significativo (p = 0.652) sobre a atividade caseinolitica da BtaHF.
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Figura 15. Efeito de inibidores sintéticos na atividade caseinolitica de BtaHF. A metaloprotease BtaHF foi
previamente incubada com EDTA (SmM), EGTA (SmM), DTT (1mM), PMSF (2mM), SBT-1 (1 mg/mL) por 30
minutos a 37°C, logo apds o procedimento descrito foi aplicado sob condigdes Otimas. Os resultados sdo expressos
em percentagem de atividade proteolitica residual, tendo como 100% de atividade caseinolitica a atividade da
metaloprotease BtaHF sem os inibidores (n = 3). *Diferenca significativa (p < 0.05).
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4.9. Efeito de ions sobre a atividade caseinolitica de BtaHF

Foram avaliados os efeitos de ions divalentes na atividade caseinolitica de BtaHF. Na
figura 16A mostra que o fon Ca™* produziu aumento significativo (p = 0,00414) da atividade
caseinolitica da BtaHF com 1 mM (119,95 +6,611 %) ¢ 5 mM (118,88 +3,353 %). Observa-se
que 0 Mg™ ndo produziu nenhum efeito sobre a atividade caseinolitica da metaloprotease em
estudo, mas os fons Zn™* ¢ Mn"* produzem inibi¢do significativa (p = 0,000465) da atividade
caseinolitica com atividades residuais de 5,41 e 3,25%, respectivamente.

Na figura 16B observa-se que o aumento de atividade caseinolitica da metaloprotease
BtaHF produzido pelo ion Ca™ ¢ dose dependente com baixas concentragdes (< 1mM). Por outro

lado, a BtaHF mostrou atividade maxima em concentraces de Ca™ acima de ImM.
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Figura 16. A) Efeito de ions divalentes na atividade caseinolitica de BtaHF. O experimento foi feito em condi¢des
6timas. A metaloprotease BtaHF foi pré-incubada com os fon Ca™ (1 ¢ 5mM), Mg™ (5SmM), Zn™* (5SmM) e Mn"? por
30 minutos a 37 °C. Os resultados foram expressos em percentagem de atividade proteolitica residual, tendo como
100% de atividade caseinolitica a atividade da metaloprotease BtaHF sem ions (n = 3). B) Efeito de diferentes
concentragdes de Ca'” sobre a atividade caseinolitica, diferentes concentragdes do fon (0,25-5 mM) foram pre-
incubadas com a metaloprotease BtaHF (10pug) em condigdes otimas. *Diferenga significativa (p < 0.05).
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4.10. Efeito da concentragio de BtaHF sobre a degradacio de fibrinogénio

A metaloprotease BtaHF apresenta atividade proteolitica dose-dependente sobre o
fibrinogénio o qual foi detectado através de eletroforese SDS-PAGE. A figura 17 mostra que o
processo de degradagdo das cadeias do fibrinogénio bovino ¢ dose dependente. Com quantidade
de 1,25 pg (pogo 6) a metaloprotease degrada completamente a cadeia o, mas, com quantidades
acima de 10 pg (pogo 2 e 3) observou-se que, alem da protedlise completa da cadeia a, ha

protedlise parcial da cadeia .

Ad
BB

Figura 17. Atividade fibrinogenolitica com diferentes quantidades da metaloprotease BtaHF: (1) Fibrinogénio
bovino; (2) Fibrinogénio + BtaHF (20 pg); (3) (10 ug); (4) (5 ng); (5) (2,5 pg); (6) (1,5 pg). A mistura de reagao fio
incubada a 37°Cpor duas horas. A analise foi realizada em eletroforese SDS-PAGE (12.5%) com amperagem
constante de 30 mA e a voltagem variando entre 70 ¢ 100V. O gel foi corado com Comassie Blue R-250 “overnight”.
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4.11. Efeito do tempo sobre a degradacio de fibrinogénio

A metaloprotease BtaHF apresenta atividade proteolitica sobre o fibrinogénio o qual foi
detectado através de eletroforese SDS-PAGE. Na figura 18 evidenceu-se o processo de
degradagdo da cadeia o do fibrinogénio bovino, desde os 15 minutos (pogo 3). A completa
degradagdo da cadeia a deu-se ap6s 30 minutos (pogo 4) de reagao.

Por outro lado a cadeia B sofreu completa degradacio apos 9 horas (pogo 8) de incubacao
e a cadeia y ndo sofre degradacdo alguma, mesmo depois de 24 (poco 9) horas de incubagdo com

a metaloprotease BtaHF.

Aa
BP

Figura 18. Atividade fibrinogénolitica da metaloprotease BtaHF (1,25pug) com diferentes tempos de incubag@o: (1)
Fibrinogénio bovino; (2) Fibrinogénio + BtaHF (5 min); (3) (15 min); (4) (30 min); (5) (1 h); (6) (3 h); (7) (6 h); (8)
(9 h); (9) (24 h). Analise foi realizada em eletroforese SDS-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 nao apresentou atividade proteolitica sobre a fibrina (Figura 19).
Foram incubados por 24 horas diferentes quantidades de metaloprotease: 2,5; 5; 10 e 20ug, com
fibrina em placas. Com a quantidade de 20 pg, a metaloprotease BtaHF ndo produziu halos
fibrinoliticos apds o tempo de incubacdo. Como controle positivo, 20ug de veneno total de

Bothops jararacugu (BjussuVT9) produziu um halo fibrinolitico de 15,2 1,25 mm.
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Figura 19. Atividade fibrinolitica da metaloprotease BtaHF. Diferentes quantidades da metaloprotease (2,5 — 20 pg),
foram incubadas com fibrina polimerizada a partir de sangre bovino com CaCl,, em recipientes plasticos durante 18
horas a 37°C. Como controle positivo de atividade fibrinolitica foi usado 0,5ug/uL de veneno total de Bothrops
Jjararacucu (BjussuVT). Os valores foram expressos pela média +SEM (n=3).
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4.13. Atividade arginina-amidase sobre o substrato BApNA

Para descartar a contaminagdo da fracdo BtaHF com proteinas da famila das
serinoproteases, avaliou-se a atividade proteolitica de BtaHF sobre o substrato BApNA. Na figura
20 observam-se os valores de Vo para a fragao Btall, a metaloprotease BtaHF e as outras fragdes
obtidas do segundo passo de purificacdo (troca idnica). A serinoprotease Ba III-4, purificada a
partir de Bothrops atrox (Ponce-Soto et al., 2007), foi usada como controle positivo. A fra¢do
BtaHF ndo apresenta atividade quando comparada com a atividade da tripsina, indicando que a

BtaHF ndo possui atividade sobre o substrato BApNA.

0.45
0.40 1

0.35+
0.30
0.25
0.20

Yo (nmol/min)

0.134 L

0.10 1

0.051 *
1T

0.00- | | | . ' .
BtaVT Btall BtaHF Ba lll-4

Figura 20. Atividade proteolitica sobre o substrato sintético BApNA. 4uL (1pg/uL) de veneno total (BtaVT), fragdo
Bta II ou foram misturados com 270uL de solugdo de substrato, a mistura foi incubada por 30 minutos a 37°C, ap0s
de esse tempo as amostras foram lidas a uma absorbancia de 405nm. Os valores foram expressos pela média =SEM

(n=3).
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4.14. Analise de Composi¢io de aminoacidos

A tabela 2 mostra a composi¢do de aminoacidos da metaloprotease BtaHF. A informacao
mostrada sugere que a BtaHF possui uma massa tedrica de 23990.99kDa e poderia ter um
comportamento acidico devido a presenca maioritaria de Asx e Glx (30 e 18, respectivamente). A

presenca de 6 residuos de cisteina sugerem a formagao trés pontes dissulfeto.

Tabela 2. Andlise de composi¢cdo de aminoacidos da metaloprotease BtaHF.

Amino Valor PM
acido Integral 7 Calculado
Molar
Asx 30 13,76150 | 3453,30
Glx 18 8,25688 | 232434
Ser 16 7,33945 1393.,44
Gly 20 9,17431 1141,40
His 6 2,75229 822,96
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 5,50459 1957,80
Met 5 2,29358 656,05
Cys 6 2,75229 618,84
Ile 12 5,50459| 1238,04
Leu 14 6,42202| 1584,38
Phe 8 3,66972| 1177,52
Lys 11 5,04587| 1410,09
Trp* —_ —
Total 218 100| 23990,99
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4.15. Espectrograma dos peptideos tripticos da metaloprotease BtaHF.

A figura 21 mostra o espectrograma de ESI/MS resultante da digestdo triptica da
metaloprotease BtaHF alquilada. Foram obtidos 8 peptideos com massas entre 673,82 e 3315,79
Da. Os valores das massas moleculares desses peptideos foram submetidos no banco de dados
MASCOT. A sequéncia deduzida destes peptideos, assim como, a massa tedrica ¢ mostrado na
Tabela 3. Pode ser observar que os peptideos 2 e 7 contém os motivos “Giro-Metionina” e

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

metaloprotease BtaHF.

Peptideo | Massa Sequéncia de aminoacidos Massa
No. medida teorica
(Da) (Da)

1 673.82 | KFPQR 673.78
2 678.89 | SCIMAR 678.85
3 843.04 | DLIKVEK 843.00
4 1173.34 | LANLEVWSDK 1173.30
5 1428.73 | IELAVVADHGMFK 1428.69
6 1575.83 | VHEMVNNLNGFFR 1575.79
7 2238.48 | AHELGHNLGMDHDETCTCGAK 2238.44
8 3315.79 | SDHALEFSDCSVDYQTVGLAYTGPQCILRK 3316.69

53



4.16. Estudos de homologia sequéncial dos peptideos tripticos da metaloprotease BtaHF.

A figura 22 mostra o estudo de homologia sequencial dos peptideos tripticos da
metaloprotease BtaHF com metaloproteases de veneno de serpentes da classe P-1: BaP1 (72,5 %;
B. asper; Watanabe et al., 2003) BmoomMPa-1 (70,7 %; B. moojeni; Bernardes et al., 2002);
LHF-II (65,3 %; L. muta muta; Sanchez et al., 1991b); Neuwidase (61,3 %; B. neuwidii;
Rodriguez et al., 2000); Ruberlysin (56%; C. ruber; Takeya et al., 1990), Adamalysin II (53,3 %;
C. adamanteus; Gomis-Ruth, et al., 1994) ¢ Atroxase (51,8%; C. atrox; Baker et al., 1995).
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Figura 22. Alinhamento dos segmentos tripticos da metaloprotease BtaHF com SVMP da classe P-1. Os
motivos metaloproteases e “Giro-metionina” em cor cinza; (*) residuos de cisteina conservadas nas
SVMP. Os peptideos tripticos da BtaHF foram alinhadas: BaPl1 (2W12_A) de Bothrops asper;
BmooMPa-1 (P85314.2) de Bothrops moojeni; LHF-I1 (P22796) de Lachesis muta muta; BmHF-I
(P86802.1) de Bothrops marajoensis; Neuwidase (Q9I9R4.1) de Bothrops neuwidii; Ruberlysin (P20897)
de Crotalus ruber, Adamalysin 11 (AAB31038.1) de Crotalus adamanteus e Atroxase (Q91401.2) de
Crotalus atrox. O alinhamento foi obtido com o programa MegAling v5.01 usando o método de
CLUSTAL W.
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4.17. Caracterizacio Bioldgica

4.17.1. Dose hemorragica minima do veneno total de Bothriopsis taeniata e a metaloprotease

BtaHF.

A figura 23 mostra a dose hemorragica minima (DHM) do veneno total de B. faeniata

(Fig. 23A) e metaloprotease BtaHF (Fig. 23B). A figura mostra que a DHM do veneno total tem

uma atividade hemorragica quatro vezes mais potente (5,34 pg; r = 0,98765) em comparagao com

BtaHF (20,32 pg; r = 0,99898).
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Figura 23. Determina¢do da dose hemorragica minima (DHM) do veneno total de B. taeniata (A) e a
metaloprotease BtaHF (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 ¢ a quantidade de toxina capaz de produzir um halo hemorragico de 10mm.
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4.17.2. Inibicao da atividade hemorragica da metaloprotease BtaHF

Na figura 24 apresentam-se os efeitos inibitorios dos agentes quelantes EDTA e EGTA,
DTT, PMSF (inibidor de serinoproteases) e do inibidor de tripsina de soja (SBT-I) na atividade
hemorragica da metaloprotease BtaHF. Na figura pode-se observar que os agentes quelantes
EDTA (5 mM) e o EGTA (5§ mM), assim como DTT (ImM), inibiram completamente a atividade
hemorragica da BtaHF. Por outro lado, o PMSF (2mM) e SBT-1 (Img/ml), ndo apresentaram

nenhum efeito inibitdrio significativo (p = 0,116) sobre a atividade hemorragica da BtaHF.
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Figura 24. Inibi¢do da atividade hemorragica da metaloprotease BtaHF. 40ug (2DHM) da fracdo BtaHF
foram pré-incubados com EDTA (SmM), EGTA (5mM), DTT (1mM), PMSF (2mM) e SBT-I (Img/mL) a
37°C por 30 minutos. Depois foi realizado o experimento segundo 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 Fracio BtaHF

A figura 25 mostra que a fragdo BtaHF apresentou atividade edematogénica quando foi
injetada via intradérmica na regido plantar da pata de camundongos. Atividade edematogénica de
BtaHF foi dependente da dose durante a primeira hora ap6s administragao.

Dos dados obtidos, a atividade edematogénica de BtaHF apresentou um comportamento
dependente do tempo, pode-se observar que nestas doses o efeito ¢ prolongado até 6 horas apos
da aplicagdo. A atividade edematogénica diminuiu apds 6 horas e as 12 horas depois da aplicacdo

de BtaHF ndo foi observado edema.
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Figura 25. Atividade edematogénica da metaloprotease BtaHF. Diferentes doses da metaloprotease (2,5, 5 e
10pg/animal) foram injetadas na regido plantar da pata direita de camundongos, PBS (50uL) foi injetada na regido
plantar esquerda como controle. O aumento da area da pata foi avaliado apds 0.5; 1; 3; 6; 9 e 24 horas. Os resultados
sdo expressos em porcentagem de edema em relagdo com o controle. Os valores foram expressos pela média =SEM
(n=3).

57



4.17.4. Inibicao da atividade edematogénica da metaloprotease BtaHF

Assim como para a atividade hemorragica, foi avaliado se o efeito edematogénico da
metaloprotease BtaHF estaria associado a atividade catalitica e ao correto enovelamento da
estrutura terciaria. Na figura 26 apresenta os efeitos do agente quelante EDTA (5 mM) e o agente
redutor DTT (1mM) na atividade edematogénica da metaloprotease BtaHF. Pode-se observar que

0 EDTA e o DTT inibiram completamente a atividade edematogénica da BtaHF (p=2,692 x 10™).
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Figura 26. Inibicdo da atividade edematogénica da metaloprotease BtaHF. Cinco microgramas da toxina BtaHF
foram pré-incubados com EDTA (5mM) e DTT (ImM) a 37°C por 30 minutos. Depois foi realizado o experimento
segundo descrito 3.12.2. Os 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 doses aplicadas, ndo produziu efeito miotdxico
quando injetada no musculo gastrocnémio de camundongo. Por outro lado, 5 pg de veneno total
de Bothriopsis taeniata induziu miotoxicidade moderada com valores méximos de CK plasmatico

apo6s 3 horas da injecdo. O efeito miotdxico do veneno total se reduziu ao longo do tempo.
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Figura 27. Efeito miotdxico da metaloprotease BtaHF e do veneno total de B. taeniata. A metaloprotease (20 e
30pg), veneno total (5pg) e PBS (controle) foram injetados no musculo gastrocnémios de camundongos. Em
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 niveis de CK plasmatico foram determinados segundo o kit CK-NAC
(LABORLAB). Os resultados foram expressos pela média £SEM (n = 5). * Diferencia significativa (p < 0,05).
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4.17.6. Avaliagcao qualitativa do efeito citotoxico da metaloprotease Btall-4 sobre mioblastos
C2C12

A analise com microscopia 6tica (20X) de mioblastos C2C12 avaliado pelo ensaio de
cristal violeta revelou que, as culturas tratadas com a metaloprotease BtaHF durante trés horas,
sofreram efeito citotoxico dose dependente (Figura 28 B-F) quando comparado com as culturas
controle (figura 28A). Com dose de 31.5pg/ml observa-se o desprendimento das células do
substrato, induzindo altera¢des morfoldgicas, arredondamento de células, resultando em areas
sem células (Figura 28B). Com 500ug/ml de amostra produziu 100% de separagdo dos

mioblastos do substrato e morte celular (figura 28F).

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

A citotoxicidade da metaloprotease BtaHF foi estimada através da liberagdo da enzima
lactato desidrogenase (LDH) no meio de cultura ap6s 3 horas de exposicao das células a proteina,
mostrado na figura 29.

A metaloprotease produziu lise das células da musculatura esquelética (C2C12) com uma
dose de 6,3ng/poco (31,5ug/mL), o que produziu liberagdo de 40,2 + 5,30 % de LDH no meio de
cultura. O efeito citotoxico da proteina em estudo foi de 55.152 % com dose de 12,6pug/pogo

(62,5ug/mL, Figura 29).
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Figura 29. A citotoxicidade da metaloprotease BtaHF em mioblastos da musculatura esquelética (C2C12) foi
medida a partir da liberagcdo de LDH. O controle para 0 e 100% de toxicidade consiste de meio de ensaio e de 0.1%
de Triton X-100, respectivamente. Cada ponto representa a média e £SEM em experimentos realizados em triplicata.
* Diferenga significativa (p < 0,05) comparado ao controle positivo.
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4.17.8. Avaliacio do efeito da metaloprotease Btall-4 sobre a adesdo de mioblastos C2C12

A figura 30 mostra que a metaloprotease BtaHF reduziu significativamente (p= 0,000569)
a adesdo de mioblastos C2C12. Quando incubadas com dose de 31,5ug/mL da proteina 59,65+
4,94% das células de mioblastos conseguiram adesdo ao meio de cultivo. Por outro lado, com
dose de 62,5ug/mL da proteina 39,43+ 6,15 das células de mioblastos conseguiram adesao.

O efeito de inibicdo da adesdo celular exercida pela metaloprotease BtaHF sobre os
mioblastos C2C12 e um efeito dose dependente, mostrado pela diferenca significativa (p=

0,0486) das respostas induzidas pelas doses testadas.
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Figura 30. Efeito da metaloprotease BtaHF sobre a adesdo de mioblastos da musculatura esquelética (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 obtida das culturas sem proteina foi considerada como 100%.
Os resultados sdo expressos pela média £SEM (n = 3). * Diferenga significativa (p < 0,05).
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4.17.9. Estudos histopatologicos dos efeitos da metaloprotease BtaHF sobre musculo

gastrocnémio de camundongo

A figura 31 mostra os efeitos de diferentes doses (2,5; 10 e 20ug/animal) da
metaloprotease BtaHF sobre o musculo gastrocnémio de camundongo. A figura 31B mostra que
com doses de 2,5ug/animal da BtaHF ndo produziu hemorragia interfibrilar (40x), as fibras
musculares estavam intactas, bem como a parede vascular, ainda que se observa uma zona de
degradagio (retangulo). E importante assinalar que foi observada a presenga de neutrofilos nos
vasos sanguineos, assim como, alguns deles migrando para o tecido ao redor. Na dose de 10ug
(figura 31C, 40x) observou-se a degradacdo da parede de um vaso sanguineo (retangulo), a
metaloprotease BtaHF produziu hemorragia na periferia do fasciculo muscular (dado nado
mostrado) e infiltrado inflamatério principalmente de neutréfilos. Com uma dose de 20ug (figura
31D, 40x) a BtaHF produz uma intensa hemorragia no tecido muscular (setas pretas), importante
infiltrado inflamatorio (principalmente neutréfilos, setas azuis), 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 musculo de gastrocnémico de camundongo com varias doses
da metaloprotease BtaHF. (A) Controle, tecido normal (40X), (B) 2,5ug (40X): é observada estrutura tissular normal
sem hemorragia, presenga de neutrofilos no vaso sanguineo (VS) e saindo dele além de degradacdo da parede
vascular (retdngulo), (C) 10pg (40X): estrutura mio-fibrilar normal com pequena hemorragia (retangulo), e elevada
infiltragdo inflamatoria (setas azuis), (D) 20pg (40X): Hemorragia (seta preta) com abundante infiltragdo de
neutro6filos (seta azul).
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4.17.10. Estudos histopatologicos dos efeitos da metaloprotease BtaHF em pulmio de

camundongo

A figura 32 mostra os efeitos sistémicos da metaloprotease BtaHF em pulmio de
camundongo. A figura 32A (controle) mostra o corte histologico do parénquima pulmonar
normal, nele pode-se observar os alvéolos, espago alveolar (EA), pneumocitos tipo 1 (seta
branca) e pneumocitos tipo 2 (seta preta), assim como um vaso sanguineo (VS). Com dose de
20ug/animal a BtaHF produz hemorragia no parénquima pulmonar, alteragdo da estrutura
alveolar e espessamento dos septos interalveolares (figura 32B). Com aumento de 20X (Figura
32C) podemos observar com maior detalhe a hemorragia no parénquima produzida pela
metaloprotease. Com o aumento de 40X (Figura 32D) pode-se observar o espessamento dos

septos pulmonares, a diminuicao da luz alveolar e infiltragdo inflamatoria.
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Figura 32. Microfotografias de microscopia de luz de pulmio de camundongo. (A) Controle (20X) parénquima
pulmonar normal (EA: Espago alveolar; VS: Vaso sanguineo), mostrando os peneumocitos tipo 1 (seta branca) e os
pneumdcitos tipo 2 (seta preta). 20pg da metaloprotease BtaHF foram injetados i.v. em camundongos pela veia
caudal, ap6s 2 horas foi obtido tecido pulmonar, feito os cortes histologicos foram corados com HE e observados a

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

camundongo

Na figura 33A (20X) ¢ mostrado o corte histologico do rim de camundongo ndo tratado.
Observam-se os glomérulos (G), o tubulo proximal (TP, seta preta) e distal (TD, seta branca). A
metaloprotease BtaHF também produziu algumas alteracdes ao nivel do rim de camundongo com
20pg/animal. A metaloprotease ndo produziu lesdes aparentes na estrutura do glomerulo ou
hemorragia (figura 33B, 20X), mas observou-se moderada degeneracao citoplasmatica do tecido
renal que apresentou algumas alteragdes estruturais, principalmente inclusdes citoplasmaticas nas
células do tubulo distal e proximal (figura 33B, setas vermelhas). Com maior aumento (40X;
figura 33C) confirmou-se a degeneracdo citoplasmatica das células tubulares (setas azuis) além
de inclusdes citoplasmaticas (setas vermelha), e comparado com o controle, a metaloprotease

produziu alteragdo estrutural do tecido, mas ndo 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 de Bowman (setas vermelhas). Pode-se observar os tiibolo proximal (seta preta) e
distal (seta branca). 20pg da metaloprotease BtaHF foram injetados i.v. em camundongos pela veia caudal, apos 2
horas foi obtido tecido renal e feitos os cortes histologicos corados com coloracdo HE e observados a diferentes
aumentos (B) 20X e (C) 40X: moderada degeneragdo citoplasmatica nas células dos tubulos proximal e distal (Setas
azuis). Inclusdes citoplasmaticas (setas vermelhas). A macula densa ¢ mostrada dentro do retangulo.
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4.17.12. Estudos histopatologicos dos efeitos da metaloprotease BtaHF em figado de

camundongo

Contrariamente ao observado nos pulmdes e rim, a metaloprotease BtaHF nao produziu
nenhum efeito hepatico, Na figura 34A (controle, 40X) observou-se o e parénquima hepatico com
estrutura normal. Nesse campo se observou duas veias centrais (VC) com eritrdcitos no interior
delas, sinusoides hepaticas com eritrocitos neles (setas pretas), pode-se diferenciar as células de
Kupffer (setas azuis) e hepatdcitos (setas brancas). Com 20upg/animal e apos duas horas, a
metaloprotease BtaHF ndo produziu lesdes aparentes ou hemorragia no tecido hepatico (figura
35B, 40X), observou-se nesse campo que as sinusdides possuem integridade estrutural normal
com eritrocitos (setas pretas) assim como a veia central (VC), também, com eritrdcitos, 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 centrais (VC), sinusoides hepaticas (seta preta), células de
Kuffer (seta azul) e hepatdcitos (seta branca). (B) 20pug da metaloprotease BtaHF foram injetados i.v. em
camundongos pela veia caudal, apds 2 horas foi obtido tecido hepatico e feitos os cortes histologicos corados com
coloragdo HE e observado aumento de 40X.

69



4.17.13. Efeito da metaloprotease BtaHF sobre os niveis do fibrinogénio plasmatico de

camundongo

Os efeitos da metaloprotease BtaHF sobre os niveis do fibrinogénio plasmatico foram
analisados in vivo. A figura 35 mostra que os niveis plasmaticos do fibrinogénio foram reduzidos
rapidamente de forma dose-dependente. Cinco microgramas da metaloprotease BtaHF reduziram
os niveis de fibrinogénio plasmatico em 55% aproximadamente, enquanto 20ug produziram uma
reducdo de 86% num periodo de 15 minutos ap6s a inoculagdo. Trinta minutos apds a inoculagdo,
os niveis de fibrinogénio plasmatico foram zerados (tempo de coagulagdo> 600 segundos). Apos
uma hora, as duas doses de BtaHF produziram redugdo total da concentracao de fibrinogénio

plasmatico, o qual ndo foi observada recuperagdo até duas horas depois da inoculacao.
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Figura 35. Niveis do fibrinogénio plasmatico de camundongo apds administragdo i.v. da metaloprotease BtaHF. PBS
(®), BtaHF: 5 pg (A) e 20 pg (V). Os valores foram expressos como porcentagem comparado com o controle da
média de trés determinagdes +SEM. * Diferenca significativa (p < 0,05).
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4.17.14. Efeitos in vitro da metaloprotease BtaHF sobre Tempo de Tromboplastina Parcial

Ativada (APTT) e Tempo de Protrombina (PT)

A metaloprotease BtaHF mostrou atividade pré-coagulante quando incubada com plasma
citratado de camundongo. A figura 36A mostra redugdo significativa (p= 0,000234) dose-
dependente do Tempo de Tromboplastina Parcial Ativada. Com quantidades acima de 0,25ug da
metaloprotease, o APTT foi reduzido para tempos de coagulagdo 8,37 e 7,57 segundos,
respectivamente, indicando ativa¢do da via intrinseca da coagulagdo. Por outro lado, na figura
36B observa-se que a metaloprotease BtaHF tem um efeito menos intenso sobre o Tempo de

Protrombina, pois a reducdo do indicador aconteceu de maneira significativa com quantidades de
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Figura 36. Efeitos pro-coagulantes da metaloprotease BtaHF. (A) Tempo de Tromboplastina Parcial Ativada

(APTT) e (B) Tempo de Protrombina (PT). PBS (®) ou variadas quantidades da metaloprotease (0,25-5ug;® ) foram
preincubadas com plasma citratado de camundongo por 1 minuto a 37°C, logo foi determinado o APTT ou PT. Os
resultados foram expressos em segundos pela média de 5 determinagdes £SEM. * Diferenca significativa (p < 0,05).
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V. DISCUSSAO

As metaloproteases de veneno de serpentes sdo uma das principais familias de proteinas
que compdem os venenos ofidicos, sendo aproximadamente 32% do conteudo total de proteinas
(Alape-Giron et al., 2008; Angulo et al., 2008; Fox & Serrano, 2009).

Este estudo teve como objetivo avaliar as caracteristicas funcionais e estruturais, assim
como os efeitos locais e sistémicos de uma metaloprotease purificada a partir do veneno bruto de
Bothriopsis taeniata. A purificacdo e caraterizagdo de metaloproteases com atividade
hemorragica a partir de venenos ofidicos foram iniciadas em 1960 com a caracterizacdo de duas
fracdes hemorragicas do veneno da serpente Trimeresurus flavoviridis (Ohsaka et al., 1960).
Atualmente existem descritas na literatura acima de 200 metaloproteases de veneno de serpente,
das quais quase a maioria sdo metaloproteases da classe P-I e P-1II (Fox & Serrano, 2008).

Os métodos descritos na literatura para a purificacdo de metaloprotease a partir de veneno
de serpente estdo baseados na combinacdo da cromatografia liquida convencional e de alta
eficiéncia (CLAE) (Gutiérrez et al., 1995a; Berguer et al., 2008; Torres-Huaco et al., 2010). A
combinac¢do dos principios cromatograficos de exclusdo molecular e troca i6nica ¢ a metodologia
comumente usada para a purificagdo de metaloproteases de veneno de serpente (Sanchez et al.,
1991; Gutiérrez et al., 1995b; Tsai et al., 2000; Gomes et al., 2011), mas os principios de
afinidade (Stroka et al., 2005), hidrofobicidade (Mazi et al., 2004) e fase reversa (Torres-Huaco
et al., 2010) também foram utilizados com sucesso na purificacdo dessas proteinas.

No presente estudo a combinag@o da cromatografia convencional de exclusdo molecular
usando uma coluna Sephadex G-75 seguida da cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)
de troca idnica utilizando uma coluna DEAE Protein-Pak, permitiu a obtengdo de uma fracdo
homogénea com atividade proteolitica e hemorragica nomeada BtaHF.

A escolha do primeiro passo cromatografico foi baseada na caracteristica fisico-quimica
na qual as metaloproteases de veneno de serpente (SVMP) sdo classificadas, ou seja, sua massa
molecular. Como foi mencionado acima, as metaloproteases que pertencem as classes P-I (20-30
kDa) e P-IIT (50-100 kDa) sio as SVMP de maior abundancia nos venenos botrépicos (Alape-
Giron et al, 2008; Angulo et al., 2008; Calvete et al, 2011), assim a diferenca de massa
molecular entre as duas classes ¢ um critério importante 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 I at¢ Bta V. Foi determinado que as fracdes Bta I e Bta II apresentam atividades
proteolitica e hemorragica, essas atividades foram inibidas pelo quelante EDTA. Esses resultados
sugerem que o veneno de Botriopsis taeniata possui metaloproteases de alta e baixa massa
molecular, as quais tem uma grande probabilidade de pertencer as classes PI e P-III.

Na literatura, a avaliagdo da atividade proteolitica dos venenos ofidicos, das fracdes
isoladas e das toxinas purificadas foram realizadas pelo uso do substrato protéico caseina
(Lomonte & Gutiérrez, 1983) e seus derivados, como a azocaseina (Charney & Tomarelli, 1947,
Wang & Huang, 2002) ou a N’N’ dimetilcaseina (Li ef al., 1969; Sanchez et al., 2003). Sabe-se
que a caseina ¢ um substrato protéico ndo especifico e que as duas classes de proteases presentes
no veneno de serpente (Metaloprotease e Serinoproteases) agem cataliticamente sobre ela. A
discriminacdo entre as duas classes de proteases ¢ feita pela utilizagdo de inibidores sintéticos ou
proteicos (Cominetti, 2007).

O objetivo do presente trabalho foi estudar as metaloproteases de baixa massa molecular.
A fracdo Bta II, pelo tempo de retencdo observado no cromatograma de exclusdo molecular
(Figura 7), sugere a presenga de proteinas de baixa e media massa molecular. Estes dados junto a
atividade proteolitica e hemorragica observadas para a fragdo sugerem a presenga de
metaloproteases de baixa massa molecular (Classe P-I), por isso foi selecionada para as proximas
etapas de purificacao.

O segundo passo cromatografico foi realizado em um sistema de alta eficiéncia (CLAE)
de troca idnica utilizando uma coluna DEAE Protein-Pak. A fra¢do Bta II foi resolvida em 8
picos principais, nomeados de Bta II-1 ate Bta I1-8 (Figura 8). As fragdes Bta II-1, Btall4 ¢ Btall-
5 apresentaram atividade caseinolitica inibida pelo EDTA, enquanto o inibidor de serinoproteases
PMSF ndo apresentou efeito inibitdrio, sugerindo que as fragdes sdo ou possuem proteases metal
dependentes (Figura 9A), e a atividade caseinolitica da fracdo Bta II-3 foi inibida unicamente
pelo inibidor especifico PMSF, sugerindo a presenga de ao menos uma serinoprotease (Figura
9A). Por outro lado, apenas a fracao Btall-4 apresentou atividade hemorragica (Figura 9B).

A frag¢do Bta II-4 obtida no segundo passo cromatografico foi a inica que apresentou uma
banda homogenea em condi¢des ndo-reduzidas e reduzidas (Figura 10A), enquanto, a CLAE de
fase reversa em uma coluna C18 p-Bondapak mostrou um pico simétrico, confirmando a pureza

da fracdo Btall-4 (Figura 10B). A fra¢do Bta II-4 foi eluida com 57% de tampdo B e com um
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tempo de retencdo de 40 minutos, os quais sdo parametros caracteristicos das metaloproteases de
veneno de serpente de baixa massa molecular (Alape-Giron et al., 2008; Calvete et al., 2011).

A partir deste ponto a fragdo Btall-4 foi renomeada como BtaHF (Bothripsis taeniata
Hemorrhagic Factor) que possui uma massa molecular relativa de 25 kDa (Figura 10A). A massa
molecular real da metaloprotease em estudo foi determinada por espectrometria de massa ESI-Q-
TOF. O espectro da BtaHF mostrou um pico principal de 25968,1621 Da (Figura 11), o qual
confirma o valor determinado na eletroforese em gel de poliacrilamida e ¢ similar & massa
molecular de outras metaloproteases de veneno de serpente da classe P-I como LHF-II (Sanchez
et al., 1991); BaP1 (Gutierrez et al., 1995b) BlaH1 (Stroka er al., 2005), BnP1 (Baldo et al.,
2008); BmooMPa-1I (Bernarde et al., 2008), BmHF-1 (Torres-Huaco et al., 2010). A analise
detalhada do espectro de massas obtido, mostra a presenca de 5 picos menores, com massas
muito similares ao pico principal, o qual sugere a presenca de isoformas da fracdo BtaHF (Figura
1),

A fragdo BtaHF possui grande atividade proteolitica sobre azocaseina como substrato
quando comparado com a atividade do veneno total (Figura 12). Alem disso, a metaloprotease
purificada seria a principal fragdo responsavel pela atividade proteolitica e hemorragica
encontrada na fracdo Bta II, obtida do primeiro passo de purificacao (Figura 9 e Figura 12).

Assim como para outras classes de enzimas, os estudos dos parametros cinéticos de
temperatura ¢ pH, ¢ de suma importante dentro dos estudos da caracterizacdo bioquimica e
estruturais das SVMP. Embora Ownby e cols (1994) descreveram a existéncia de metaloproteases
de veneno de serpente (SVMP), especialmente de baixa massa molecular, nos venenos das
espécies Crotalus ruber, C. molosus molosus e varias espécies do género Agkistrodon que
permanecem funcionalmente vidveis em temperaturas acima de 100 °C, as SVMP sdo enzimas
que mostram estabilidade em faixas estreitas de temperatura, perdendo totalmente a sua atividade
enzimatica com temperaturas acima de 70°C (Fox & Serrano, 2009). O comportamento
enzimatico exibido pela fragdo BtaHF perante diferentes temperaturas (Figura 13) é similar ao
descrito para SVMP de baixa massa molecular (Classe P-I). Esta descrito na literatura que a faixa
de temperatura onde essas enzimas possuem atividade enzimatica 6tima entre 30 ¢ 40°C. Com
temperaturas entre 50 e 70°C a atividade enzimatica sofre redugdo significativa e ¢
completamente inibida com temperaturas acima de 70 °C (Sanchez et al., 1991; Gutiérrez et al.,

1995b; Bello et al., 2006; Sun et al., 2006; Torres-Huaco et al., 2010).
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O pH, assim como a temperatura, influencia a atividade enzimatica das SVMP. Esta
descrita na literatura que a atividade enzimatica 6tima das SVMP de qualquer classe ocorre em
pH neutro e medianamente alcalino (pH 7-8), com valores de pH acima ou abaixo dessa faixa a
atividade enzimatica e a atividade hemorragica sdo drasticamente reduzidas (Ramos & Selistre de
Araujo, 2006; Takeda et al., 2012). A fragdo BtaHF mostra comportamento similar com outras
SVMP de baixa massa molecular perante diversos valores de pH (Figura 13; Gutierrez et al.,
1995b; Stroka et al., 2005; Bello et al., 2006; Torres-Huaco et al., 2010). Assim, a fragdo BtaHF
possui atividade caseinolitica na faixa de pH de 7-9, sendo que o pH 6timo da fragdo estd na faixa
de 7-8. Com valores de pH acima de 10 e abaixo de 6 a atividade caseinolitica ¢ reduzida (Figura
14). Os resultados mostram que a perda da atividade caseinolitica da fragdo BtaHF em condicdes
acidas ¢ mais pronunciada quando comparada com a atividade caseinolitica em condi¢des
alcalinas (Figura 14). Esses resultados podem ser explicados devido a forma¢do do nucleéfilo
hidroxida a partir da desprotonagdo da molécula de H,O, que ¢ coordenada pelo a&tomo de Zinco e
o grupo R do 4cido glutamico no sitio catalitico, o que se torna mais dificil de acontecer em
condicdes acidas (Wu et al., 2009). Em condig¢des alcalinas a perda de atividade caseinolitica
seria devido a perda do 4tomo de Zinco do sitio catalitico na forma de Zn(OH), (Xu et al., 2004),
este ultimo processo ocorreria mais devagarosamente em comparacdo com O que ocorre em
condicoes acidas.

Desde a década de 70 diversos autores demonstraram que a incubacdo dos venenos
ofidicos com agentes quelantes, como EDTA, inibe completamente a atividade hemorragica,
enquanto, a atividade proteolitica ¢ afetada por agentes quelantes e/ou inibidores especificos de
serinoproteases (Friederich & Tu, 1971; Leon et al., 1998; Howes et al., 2007), sugerindo que as
duas atividades eram produzidas total ou em parte por enzimas metal-dependentes. Assim, os
estudos de inibicao utilizando agentes quelantes e inibidores de serinoproteases sdo necessarios
para discriminar as atividades biologicas e enzimaticas induzidas por metaloproteases ou
serinoproteases presentes nos venenos ofidicos.

Determinadas as condi¢cdes de temperatura ¢ pH Otimas para a uma Otima atividade
caseinolitica da fracdo BtaHF, realizamos os estudos dos efeitos de inibidores. Os resultados
mostram que a atividade caseinolitica da fragdo BtaHF ¢ inibida completamente pelos agentes
quelantes EDTA e EGTA, enquanto os inibidores de serinoproteases PMSF e SBT-I ndo tiveram
nenhum efeito (Figura 15). Desta forma os resultados obtidos no monitoramento das etapas de

purificacdo foram confirmados (Figura 9), demonstrando que a fragdo BtaHF ¢ uma
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metaloprotease. A remoc¢dao do atomo de Zinco por agentes quelantes induz uma mudanga
permanente na estrutura secundaria de a-Hélice do sitio catalitico das metaloproteases para uma
estrutura “coil” (Nikai et al., 1982; Ramos & Selistre de Araujo, 2006). A atividade caseinolitica
da metaloprotease BtaHF também depende do enovelamento correto de sua estrutura tercidria,
pois ao reduzir as pontes dissulfeto internas com o agente redutor DTT a atividade caseinolitica ¢
inibida completamente (Figura 15).

fons divalentes sio componentes importantes dos venenos ofidicos, e agem como
cofatores de proteinas como as metaloproteases de veneno de serpente. Andlises estruturais
mostraram que as SVMP possuem Zn™% Ca™ e Mg™ como cofatores em proporgio de 1:1, 2:1 e
1:1 g/mol de proteina, respectivamente, assim, o ion Zn'"> é essencial para a atividade enzimatica
das SVMP (Fox & Serrano, 2009). No presente trabalho, foram estudados os efeitos de ions
divalentes sobre a atividade caseinolitica da metaloprotease BtaHF. Assim como para outras
metaloproteases da classe P-I, os resultados mostraram que o ion Ca'” estimula a atividade
caseinolitica da metaloprotease BtaHF e que ¢ um efeito dependente da concentragao do ion,
atingindo efeito maximo em concentragdes acima de 1 mM (Figura 16A e 16B). O fon Ca™
aumenta o ordenamento estrutural da proteina ao se ligar a regido que se encontra oposta ao sitio
catalitico (Gomis-Ruth et al., 1994), o qual produziria o aumento da atividade catalitica (Xu et
al., 2004; Zhang et al., 2004). Contrariamente, os ions de Zn? e Mn+2, mostraram efeito
inibitorio sobre a atividade caseinolitica da BtaHF (Figura 16A). Estudos de dicroismo circular
(DC) mostraram que a presenca do Zinco induz uma redug¢do na regido do espectro
correspondente a a-hélice (Xu et al., 2004) o que produziria a desestabilizacdo da estrutura do
motivo metaloprotease no sitio ativo das SVMP e, portanto, perda da atividade catalitica.

As metaloproteases de veneno de serpente possuem atividade proteolitica sobre uma
grande variedade de substratos bioldgicos, especialmente sobre os fatores ou produtos da cascata
de coagulagdo como o fibrinogénio e fibrina, e sobre proteinas que fazem parte da membrana
basal dos capilares sanguineos (Maruyama et al.,1992; Escalante et al., 2011b; Paes Leme et al.,
2011). As metaloproteases de veneno de serpente (SVMP) com atividade fibrinogenolitica e/ou
fibrinolitica, isto €, degradagdo de fibrinogénio e fibrina, respectivamente, tém sido descritas na
literatura (Markland, 1998; Swenson & Markland, 2005). As metaloproteases de veneno de
serpente agem preferencialmente na cadeia Ao, com menor afinidade pela cadeia Bf ¢ nenhuma
atividade sobre a cadeia y do fibrinogénio. Assim, as SVMP sao 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 tempo de incubacdo (Figura 17 e Figura 18). A BtaHF
produz degradacdo completa da cadeia Aa do fibrinogénio em baixas quantidades (1,25pg,
Figura 17) e com um tempo curto de incubacao (30 minutos, Figura 18). Enquanto, a degradagao
completa da cadeia Bf aconteceu com quantidades de proteina elevadas ou tempos de incubagao
prolongados (10ug e 9 horas, respectivamente, Figura 17 e Figura 18). Nossos resultados indicam
claramente que a metaloprotease BtaHF mostrou preferéncia pela cadeia Aa do fibrinogénio, o
que permite classificad-la como uma o-fibrinogenase com grande afinidade pelo fibrinogénio,
similar a exibida pela Batroxase (B. atrox, Cintra et al., 2012). A BtaHF possui atividade
fibrigenolitica maior quando comparada com outras metaloproteases de baixa massa molecular
com atividade hemorragica, como LHF-II (Sanchez et al., 1991), BaP1 (Gutierrez et al., 1995b),
BaHF (Stroka et al, 2005). Interessantemente, a metaloprotease em estudo ndo degradou a
fibrina (Figura 19), mesmo com quantidades relativamente elevadas (20pg) € com tempo de
incubagao prolongado (18 horas), quando comparada com outras metaloproteases de baixa massa
molecular, o que sugere que a BtaHF possui baixa afinidade pela fibrina.

Os substratos derivados do cromoéforo p-nitroanilina sdo comumente usados para os
estudos cinéticos da atividade catalitica de proteases. A ligagdo entre o cromdforo e um
aminoacido, como o acido aspartico no caso do substrato BApNA, imita a ligagdo peptidica,
assim, quando a enzima proteolitica age sobre o substrato libera a o cromo6foro o qual pode ser
lido em um comprimento de onda de 405nm (Erlanger ef al., 1961). A metaloprotease BtaHF nao
possui atividade sobre o substrato BApNA quando comparada com a atividade das
serinoproteases Ba I11-4 (B. alternatus, Ponce-Soto et al., 2007), embora o veneno total e a fracao
Btall apresentem tal atividade (Figura 20). Os resultados obtidos sugerem a presenca, na fragao
Btall, de ao menos uma enzima pertencente a familia das serinoprotease de veneno de serpente.
Segundo os estudos preliminares de atividade proteolitica (Figura 9) a fracdo Ball-3 pertenceria a
familia das serinoproteases. A inatividade da metaloprotease BtaHF perante o substrato BApNA
¢ consistente com o comportamento de outras metaloproteases das classes P-I e P-1II (Gutierrez et
al., 1995b; Chen et al., 2008; Torres-Huaco et al., 2010). Este comportamento ¢ explicado pela
especificidade na quebra da ligacdo pepetidica das metaloproteases, o qual requer que na ligagao
peptidica esteja presente um aminodcido hidrofébico na posi¢do P1°, especialmente leucina,
(Yamakawa et al., 1988; Ramos & Selistre de Araujo, 2006; Paes Leme et al., 2011). Assim, o

substrato BApNA pode ser utilizado como mais uma ferramenta para a discrimicdo entre
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serinoproteases e metaloproteases de veneno de serpente e a verificagdo de que a fragdo BtaHF
nao estaria contaminada com serinoproteases.

Até agora os resultados obtidos na bioquimica, atividade enzimdtica sobre diferentes
substratos e os estudos de inibicdo permitem classificar a fracdo BtaHF como uma
metaloprotease de veneno de serpente da classe P-I. Para a confirmagao da classificagdo sugerida
para a metaloprotease BtaHF foram realizados estudos de composicdo de aminoacidos e
determinagdo da sequéncia dos peptideos internos da proteina. As metaloproteases de veneno de
serpente da classe P-1 sdo caraterizadas pela baixa massa molecular, entre 20 e 30 kDa, e sdo
constituidas entre 170 e 230 aminoécidos, com o numero de cisteinas entre 4 e 8, com a possivel
formagdo de 2, 3 ou 4 pontes dissulfeto (Bjarnason & Fox, 1994; Fox & Serrano, 2005). A
analise de composicdo de aminodcidos mostrou que a metaloprotease BtaHF apresenta
aproximadamente 218 aminoacidos e massa molecular tedrica de 23990,99 Da que ¢ similar a
determinada por espectrometria de massas (Tabela 2). A presenga de 6 residuos de cisteina sugere
a possivel formacdo de 3 pontes dissulfetos, o qual ¢ comparavel com outras metaloproteases da
classe P-I como a BaP1 (Gutierrez et al., 1995b) e outras (Fox & Serrano, 2005). A BtaHF possui
um numero elevado de residuos Asx (30) e Glx (18) em comparacdo com o nuimero total de
residuos basicos (24 residuos). A informacgao fornecida pelo comportamento da metaloprotease
BtaHF perante a coluna de troca i6nica do segundo passo cromatografico, permitem deduzir que
a maioria dos residuos Asx e Glx encontram-se na forma de Asp e Glu, o que conferiria carater
acido a proteina. O ponto isoelétrico tedrico para a proteina de 5,95 confirmaria o carater acido da
metaloprotease BtaHF.

As metaloproteases de veneno de serpente pertencem a familia das reprolisinas, que
incluem as proteinas ADAM’s, que por sua vez, sao membros da superfamilia das Metzincinas.
Os membros dessa superfamilia possuem a sequéncia consenso HEXGHXXGXXHD que contém
o sitio catalitico e, aproximadamente 24 residuo depois, a sequencia CIM motivo “Met-turn” ou
“Giro-metionina” (do qual deriva o nome da superfamilia, Stocker & Bode, 1995; Fox & Serrano,
2005, Ramos & Selistre de Araujo, 2006). Os resultados da digestdo triptica da metaloprotease
BtaHF foram 8 peptideos cujas massas foram identificadas por ESI-MS (Figura 21). O
sequenciamento desses peptideos mostrou a presenca do motivo metaloprotease (peptideo 7) e do
motivo “Giro-metionina” (peptideo 2), e o estudo de homologia sequencial mostrou alta
identidade sequencial com metaloproteases da classe P-I hemorragicas como BaP1 (Watanabe et

al., 2003) e LHF-II (Sanchez et al., 1991b), confirmando a conclusio baseada nos dados
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bioquimicos e enzimaticos que a BtaHF pertence a familia das metaloproteases de veneno de
serpentes da classe P-1.

As metaloproteases de veneno de serpentes da familia Viperidae produzem efeitos locais e
sistétmicos. O dano no tecido local ¢ caracterizado por hemorragia, edema, mionecrose,
dermonecrose e formagdo de bolhas; enquanto os efeitos sistémicos incluem hemorragia,
degradacao ou ativacao dos fatores de coagulagdo e inibi¢ao da agregacao plaquetaria (Gutierrez
& Rucavado, 2000). O presente estudo avaliou a capacidade da metaloprotease da classe P-I
BtaHF em produzir hemorragia local, edema e miotoxicidade, assim como, os efeitos sistémicos.

O veneno de Bothriopsis taeniata possui atividade hemorragica com uma Dose
Hemorragica Minima (DHM) de 5,34pg/animal (Figura 23A), a qual ¢ considerada significativa
quando comparada com a atividade hemorrdgica de outras espécies dos géneros Bothrops,
Crotalus e Lachesis (Soto et al., 1988; Gutierrez et al., 1995b; Rucavado et al., 1999; Selistre de
Araujo, 2007). Originalmente desenhado na década de 60 (Kondo et al., 1960) para quantificar a
poténcia hemorragica em coelhos, o experimento para determinar a dose hemorragica minima
tém sido modificado para usar camundongos como modelo experimental (Gutierrez et al., 1985).
A atividade hemorragica dos venenos ofidicos ¢ produzida exclusivamente por metaloproteases
(Gutierrez et al., 2005; Escalante et al, 2011b). A determinacdo da DHM da metaloprotease
BtaHF mostrou que a atividade hemorrdgica ¢ aproximadamente 4 vezes menor, quando
comparada com o veneno total (20,32ug/animal, Figura 23B) e a atividade hemorragica esta
relacionada com a atividade enzimaética e o correto enovelamento da enzima, uma vez que a pré-
incubacdo com agentes quelantes (EDTA e EGTA) e redutores (DTT) inibiram completamente a
atividade hemorragica (Figura 24).

Os dados obtidos do perfil biologico da primeira etapa de purificagao sugere a presenca de
ao menos uma metaloprotease de alta massa molecular (Classe P-III) no veneno de Bothriopsis
taeniata (Figura 7), a qual seria a responsavel pela atividade hemorragica do veneno dessa
espécie. Os resultados de DHM para a metaloprotease BtaHF s3o esperados sendo que
metaloproteases da classe P-I possuem atividade hemorragica fraca quando comparada com
membros da classe P-III. Isto ¢ devido a presenca dos dominios “Desintegrina-simile” e “Rico em
Cisteina” na estrutura dos membros da classe SVMP P-III, os quais sdo fundamentais para a
elevada poténcia hemorragica (Bjarnason & Fox, 1995; Ramos & Selistre de Araujo, 2006; Fox
& Serrano, 2009). Além disso, estudos recentes mostraram que os dominios adicionais das

SVMP da classe P-III tém a funcdo de fornecer especificidade de localizagdo sobre parede
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vascular, e catalitica sobre regides especificas de componentes proteicos chave da membrana
basal, como o dominio G2 da entactina (ponto de ligacdo de laminina, coldgeno tipo IV e
perlecan), que permitiria a desestabilizacdo da estrutura da membrana basal da parede vascular
potencializando o efeito hemorragico. Embora, as SVMP P-I com atividade hemorragica
possuam atividade proteolitica elevada sobre outros componentes da membrana basal, como
laminina, ndo catalisam regides chave, como a regido G2 do nidogeno, o que permitira a parede
vascular manter certo grau de integridade estrutural (Figura 37; Escalante et al., 2006; Baldo et
al., 2008; Baldo et al., 2010, Escalante et al., 2011a; 2011b).

Embora a atividade hemorragica da metaloprotease BtaHF seja fraca quando comparada
com o veneno total de B. taeniata ou com metaloproteases da classe P-III, tal atividade ¢
comparavel com outras metaloproteases da classe P-I classificadas como hemorrdgicas, LHF-II
(Lachesis muta muta, Sanchez et al., 1991), BaP1 (Bothrops asper, Gutierez et al., 1995b),
BlaH1 (B. lanceolatus, Stroka et al., 2005), Batx-1 (B. atrox, Patifio et al., 2012), as quais
possuem DHM na faixa de 10-20pg. A existéncia de SVMP P-I com variada poténcia
hemorrédgica ou que ndo produzem hemorragia, mesmo em concentracdes elevadas (Neuwidase,
Rodrigues et al., 2000; BleucMP, Gomes et al., 2011) sugere a existéncia de determinantes
estruturais no dominio metaloprotease, podendo contribuir com a variacdo da atividade
hemorragica dos membros da classe P-I. Wallnoefer e cols (2010) propuseram que o “loop” que
contém o motivo “Giro-metionina” em metaloproteases hemorragicas da classe P-I ¢ altamente
flexivel quando comparado com metaloproteases ndo hemorragicas, o que contribuiria & maior
atividade sobre diversos substratos proteicos, o que poderia explicar a diferenca da atividade

hemorragica entre os membros da classe P-I (Escalante ez al., 2011a).

80



Jararhaginpontos de quebra
GVVFS YNTGS AQRPT LQGMF

Interacdo com

coléageno tipo IV Intera:;_éc_n
e perlecan com laminina

PQHHP QVIDV Dominio EGF-simile

BaP1 ponto de quebra
’ LDL receptor YWTD repeat

O Thyroglobulin repeat

Figura 37. Atividade proteolitica e especificidade de quebra das metaloproteases Jararhagin (P-III) e BaP1 (P-I)
sobre a proteina da membrana basal nidégeno (adaptado de Escalante et al., 2006).

Os efeitos inflamatorios induzidos pelos venenos botropicos, sdo produzidos pela acao de
SVMP e PLA; (Gutierrez & Rucavado, 2000; Teixeira et al., 2005). A SVMP P-I BaP1 foi a
primeira metaloprotease purificada na qual foi reportado o efeito edematogénico no modelo
coxim plantar de camundongo (Gutierrez et al., 1995b), desde entdo, a relevancia da atividade
das SVMP no efeito pro-inflamatorio dos venenos ofidicos ¢ evidente (Texeira et al, 2005;
Zychar et al., 2008). A BtaHF possui alta atividade edematogénica no modelo coxim plantar de
camundongo, a qual ¢ dose e tempo dependente (Figura 25). Ainda com baixas doses (2,5
ug/animal) a metaloprotease produz efeito edematogénico. O efeito edematogénico foi maximo
para todas as doses testadas apos 3 horas da inje¢do. A dose dependéncia da atividade
edematogénica da metaloprotease BtaHF foi observada ao longo do experimento. Seis horas apos
a injecdo da metaloprotease o edema comecou a declinar, apds 9 horas o edema produzido com
doses de 2,5 e 5pg reduziu significativamente (p = 0,0159), enquanto com dose de 10pg o edema
ainda foi significativo. Finalmente, ap6s 24 horas ndo foi observado efeito edematogénico,
embora com a dose de 10ug, a pata que recebeu o tratamento mostrou ainda aumento do
diametro. Esse aumento se mostrou suave ao tato, sem turgéncia pelo qual ndo foi considerado

como edema. Pré-incubacdo com o agente quelante EDTA 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 relacio 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 hemorragicas da classe P-I, como BaP1 (Gutierrez et al.,
1995b) e LHF-II (Rucavado et al., 1999). Por outro lado, o edema exibido por SVMP P-I que
possuem baixa ou nenhuma atividade hemorragica, como Leucorolysin a (Gremsky et al., 2007),
BjussuMP-II (Marcussi et al., 2007) e BthMP (Gomes et al., 2009), ¢ menos intenso e tem curta
duracdo. Embora existam diferengas na intensidade e durabilidade da atividade edematogénica
produzida por SVM P-I hemorragicas e ndo hemorragicas, os mecanismos de a¢ao que produz
essa atividade ¢ similar. Um primeiro mecanismo ¢ o aumento da permeabilidade da parede
vascular devido a degradacdo de proteinas da membrana basal, como laminina e coldgeno tipo
IV, o que produziria o extravazamento de plasma para os tecidos adjacentes (Rodriguez et al.,
2001; Gremsky et al., 2006; Escalante er al., 2011a). Um segundo mecanismo envolveria o
recrutamento de leucdcitos (especialmente neutrofilos), degranulagdo de mastocitos e a indugdo
de citocinas pro-inflamatdrias como IL-1B, IL-6, ¢ TNF-a, assim como a ativacdo do sistema
complemento. Estes mecanismos estariam ligados a atividade proteolitica das SVMP P-I, ja que
sao inibidos pela pré-incubagdo com agentes quelantes (Rucavado et al., 1999; Rodriguez et al.,
2001; Rucavado et al., 2002; Fernandes et al., 2006; Lopes et al., 2009; Zychar et al., 2010).

Miotoxicidade e mionecrose sdo outros efeitos locais que as SVMP produzem, os quais
sdo secundarios, produto da hipdxia tissular devido & hemorragia (Gutierrez & Rucavado, 2000).
A metaloprotease BtaHF nao produziu miotoxicidade no musculo gastrocnémio quando injetados
em doses de 20 e 30upg/animal, enquanto Sug do veneno total de B. faeniata produz
miotoxicidade significativa (Figura 27). Interessantemente, SVMP P-I com ou sem atividade
hemorragica, mostraram atividade miotéxica moderada quando injetados em musculo
gastrocnémio de camundongo. Embora, os efeitos miotoxicos sdo produzidos com elevadas
quantidades de toxina SVMP P-I hemorrégicas, a quantidade de toxina foi tipicamente duas ou
trés vezes a dose hemorragica minima (Gutierrez et al., 1995b; Rucavado et al., 1999; Patifio et
al., 2010) enquanto, SVMP P-I ndo hemorragicas como Neuwidase (Rodriguez et al., 2001),
BjussuMP-II (Marcussi et al., 2007) e BnP1 (Baldo et al., 2008) produziram miotoxicidade com
doses na faixa de 100-200pg/animal.
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Embora a metaloprotease BtaHF ndo tenha sido capaz de induzir miotoxicidade nas doses
de 20 e 30pg/animal, nossos resultados dos estudos de citotoxicidade usando a linhagem celular
C2C12, claramente mostram que a metaloprotease foi capaz de induzir citotoxicidade em forma
dose-dependente (Figura 28B-F). As mudancas morfologicas observadas nas células C2C12 e a
elevagdo de LDH no meio de cultura (Figura 29) foram compativeis com o proceso de apoptose.
A citotoxicidade observada produzida pela metaloprotease em estudo foi devido a perda da
ancoragem das células no meio de cultura (Figura 30), o que induziria as células iniciar o
processo de apoptose/anoikis (Brenes et al., 2010). O mecanismo de citotoxicidade exibida por
outras metaloproteases ¢ decorrente da hipdtese do desprendimento celular. Em baixas
concentragdes, metaloproteases como leucorolysin-a (Gremsky et al., 2007), balthergin (Gay et
al., 2007), Jararhagin e BnP1 (Baldo et al., 2008) exibem o mecanismo acima descrito sobre
diversas linhagens celulares. Efeitos citotoxicos diretos das metaloproteases sobre células sdo
produzidos com elevadas concentragdes de proteina (Gremsky, et al., 2007). Importante ressaltar
que o efeito citotoxico produzido pelas metaloproteases pode ser aumentado sinergicamente pela
acdo de PLA, (Bustillo et al, 2012), assim, a miotoxicidade exibida pelo veneno total de
Bothriopsis taeniata poderia ser resultado do efeito combinado das atividades de fosfolipases A
e metaloproteases, dentre elas a BtaHF, presentes na composi¢ao do veneno dessa serpente.

Estudos histologicos do efeito da metaloprotease BtaHF sobre o musculo gastrocnémio de
camundongo confirmaram nossos resultados sobre a atividade hemorragica e edematogénica da
metaloprotease em estudo (Figura 31B-D). A BtaHF ndo induziu nenhuma altera¢do da estrutura
das fibras musculares nas doses estudadas, o que confirma os dados de miotoxicidade. No
entanto, pode-se observar que os efeitos locais principais produzidos pela metaloprotease BtaHF
sdao hemorragia e pré-inflamatorios, os quais mostraram ser dose dependentes (Figura 31B-D). A
BtaHF induz processos inflamatérios a baixas doses, principalmente pelo recrutamento de
neutrofilos e pela formagdo de edema, o qual seria produzido pela degradagdo parcial da parede
vascular (Figura 31B-C retangulos). Essas observagdes histologicas estdo de acordo com os
resultados obtidos no modelo coxim plantar de camundongo. Com 10 e 20ug de BtaHF pode se
observar que a infiltracdo de neutrdfilos e o edema ¢ significativa (Figura 31B-D). Por outro lado,
a hemorragia foi observada unicamente com doses de 10 e 20pg (Figura 31C-D), o que sugeriria
que o efeito pro-inflamatério seria a fung¢do primaria nos efeitos locais induzido pela

metaloprotease BtaHF.

83



Os efeitos locais apresentados pela BtaHF sdo corroborados em parte pela literatura para
metaloproteases P-I com atividade hemorragica. Portanto, hemorragia e efeitos pro-inflamatérios
sdo efeitos comuns observados apos a inje¢do no musculo gastrocnémio de camundongo de BaP1
(Rucavado et al.,1995), LHF-II (Rucavado et al., 1999), BthMP (Gomes et al, 2009). No
entanto, em metaloproteases nao hemorragicas como BleucMP (Gomes ef al.,2011) e Neuwidase
(Rodriguez et al., 2001) o efeito prod-inflamatério foi a principal observagdo, ainda que
neuwidase, produza hemorragia com doses de 200pg. Contrariamente, a metaloprotease BtaHF
ndo induz necrose das fibras musculares, um efeito que todas as metaloproteases da classe P-I
acima nomeadas mostraram, obtendo esse efeito somente com elevadas doses de toxina, o que
indicaria que a mionecrose ¢ miotoxicidade nao seria um efeito no qual as SVMP P-I estariam
envolvidas considerando a composi¢do do veneno ofidico.

Envenenamentos induzidos por serpentes da familia Viperidae sdo associados com
marcante hemorragia local e sist€émica. A nivel sistémico, as alteracdes mais importantes sao
perturbacdo da hemostasia sanguinea, insuficiéncia renal e respiratoria aguda, choque e sepsis
(White, 2005). As metaloproteases de veneno de serpentes possuem papel importante nas
alteracOes sistémicas observadas nos acidentes ofidicos. O principal efeito sistémico produzido
pelas SVMP ¢ a hemorragia sistémica de variada intensidade, o qual depende de fatores como: 1)
a sua capacidade hemorragica intrinseca; 2) resisténcia a atividade inibitoria de proteinas
plasmaticas como as macroglobulinas; 3) especificidade devido a presenga dos dominios
desintegrina-simile e rico em cisteina e 4) a habilidade de interferir com os mecanismos de
hemostase sanguinea (Escalante er al., 2003).

Com as consideragdes acima descritas, os resultados mostraram que a SVMP da classe P-I
BtaHF possui a capacidade de produzir hemorragia moderada no tecido pulmonar (Figura 32 B-
D). A alteragdo produzida no tecido pulmonar pela BtaHF ¢ consistente com a descrita para
outras metaloproteases da classe P-I como neuwidase (Bothrops neuwidii, Rodriguez et al., 2001)
e da classe P-III como jararhagina (B. jararaca, Escalante et al., 2003) e baltergin (B. alternatos,
Gay et al, 2009). Assim, a hemorragia observada poderia ser devido a exposicdo da
microvasculatura pulmonar a toxina apos injecao intravenosa. Diferente das metaloproteases P-
III, com dose de 20ug, a BtaHF ndo produziu “spots” hemorragicos na superficie pulmonar e a
intensidade da hemorragia observada na analise histologica ¢ bem menor quando comparada com
as SVMP da classe P-III jarharagina e baltergina (Escalente et al., 2003; Gay et al., 2009). A

hemorragia foi acompanhada por congestdo do septo alveolar assim como infiltrado inflamatorio
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o que produziu notavel reducdo do espaco alveolar (Figura 32D). A diferenca da SVMP P-I
neuwidase, a BtaHF produz hemorragia pulmonar em doses 10 vezes menor, o qual estaria
associado a poténcia hemorrdgica exibidas pelas toxinas. A diferenga de outras metaloproteases
da classe P-I que sdo inibidas pela o,-macroglobulina (Baramova et al., 1990; Estevao-Costa et
al., 2000) é que a metaloprotease BtaHF poderia ndo ser inibida por essa ou outras proteinas
plasmaticas, o qual poderia explicar seu efeito hemorragico sistémico.

Ao mesmo tempo, foram analisados os efeitos de BtaHF sobre o tecido renal e hepatico. E
contrariamente ao encontrado no tecido pulmonar, a metaloprotease ndo produz hemorragia em
nenhum dos tecidos analisados (Figura 33 e Figura 34). Analise detalhada dos cortes histologicos
do tecido renal mostrou que embora nao houvesse hemorragia, quando comparada com o controle
(Figura 33A), a estrutura geral do tecido renal encontra-se alterada (Figura 33B). A presenca de
inclusdes citoplasmaticas nas células que conformam os tibulos contornado proximal e distal,
seriam consistentes com citotoxicidade (Figura 33C). E interessante que em altas doses
neuwidase nao produz efeitos sobre o tecido renal (Rodriguez et al, 2001), o que sugere a
existéncia de determinantes estruturais no dominio metaloprotease que confira especificidade por
tecidos determinados. Esta hipdtese parece possivel ao analisar os cortes histologicos do tecido
hepatico, onde BtaHF nao prodiu nenhuma alteragdo tecidual (Figura 34B). No entanto, a SVMP
P-I BleucMP (B. leucurus, Gomes et al., 2011) produz desorganizacao do tecido, além de
moderado infiltrado inflamatorio em doses nas quais BtaHF ndo produz hemorragia.

Os venenos ofidicos possuem toxinas com variado efeito sobre o sistema hemostatico
sanguineo, incluindo efeitos pré e anticoagulantes e interacdo com plaquetas que alteram a
normal formagdo do tampao plaquetario (Isbister, 2009). Esses efeitos produzem um quadro
clinico conhecido como coagulopatia destrutiva induzida por veneno (Venom-Induced
Consumptive Coagulopathy, VICC; Isbister, 2009), que ¢ clinicamente caraterizada pela
prolongagio dos testes de APTT e PT, e hipofibrinogemia aguda (White, 2005). E conhecido que
os venenos ofidicos contém proteases (SVMP e SVSP) com atividade defibrigenante e pro-
coagulante. As SVMP exercem efeitos sobre a hemostase sanguinea, agindo diretamente sobre a
cascata de coagulacdo pela ativagdo ou degradacdo de fatores da coagulacdo ou pela interacdao
com plaquetas (White, 2005; Isbister, 2009). Assim foi investigado o efeito da metaloprotease
BtaHF sobre a coagulacdo sanguinea. BtaHF produz rapida queda dos niveis de fibrinogénio
plasmatico apos inje¢do intravenosa, a qual ¢ dose dependente (Figura 35). Com baixa dose de

toxina (5ug) a queda dos niveis de fibrinogénio plasmatico até valores quase nao detectdveis foi
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de aproximadamente 1 hora, enquanto, com dose hemorragica (20ug) a queda dos niveis de
fibrinogénio até zero, aconteceu meia hora apds a inoculaciao. Esse efeito permaneceu durante
todo tempo de experimentacdo. Estes dados sdo previsiveis de acordo com a atividade
fibrinogenolitica mostrada pela metaloprotease BtaHF (Figural7 e Figura 18). A defibrigenacao,
assim como a incoagulabilidade sanguinea induzida pela BtaHF teria um efeito rapido e potente,
logo apds a toxina circular na corrente sanguinea. A defibrigenagcdo ¢ um dos principais efeitos
produzidos por metaloproteases da classe P-I independentemente se apresentam atividade
hemorragica, o consumo total do fibrinogénio plasmatico acontece apds uma hora (Bernarde et
al., 2009; Gomes et al., 2009; Gomes et al., 2011), enquanto SVMP P-III como jarharagina nao
produzem nenhuma alteragdo nos valores de fibrinogénio (Escalante ef al., 2003), 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, ¢ ¢ evitado pela hemostasia
sanguinea que envolve um processo complexo que acontece em trés fases: 1) ativagdo da
hemostasia priméria (formacdo do tampdo plaquetirio primario); 2) ativacdo da hemostasia
secundaria (a formagdo da rede de fibrina para a estabilizagdo do tampado plaquetdrio primario) e
3) dissolucdo do coagulo (fibrindlise) (Lippi & Favaloro, 2008). A formagao da rede de fibrina é
essencial para a correta formacdo do coagulo sanguineo e envolve muitas conversdes
coordenadas calcio dependente de proenzimas, terminando na ativacdo da trombina que ¢é
encarregada de transformar o fibrinogénio em fibrina (Davie et al,, 1991; Lippi & Favaloro,
2008). O Tempo de Tromboplastina Parcial Ativada (APPT) e Tempo de Protrombina (PT) sao
os testes comumente utilizados mundialmente para determinar qualitativamente e
quantitativamente o normal funcionamento da cascata de coagulacdo. Ambos testes podem
determinar anormalidades na via comum da cascata de coagulagdo, no entanto, o APTT verifica a
funcdo da “via intrinseca” da coagulag¢do e o PT verifica a funcdo da “via extrinseca” (Bajaj &
Joist, 1999; Lippi & Favaloro, 2008).

As metaloproteases de veneno de serpente da classe P-I (White, 2005; Isbister, 2009;
Sajevic et al., 2011), como a BtaHF, exercem in vitro efeitos pro-coagulantes, assim como foi
demonstrado em resultados de APTT e PT. A BtaHF reduz o APTT (Figura 36A) e PT (Figura
36B) de forma dose-dependente, sugerindo que a proteina pode estar agindo na via comum da
cascata de coagulacdo. Ja foram descritos na literatura SVMP da classe P-I que ativam a

protrombina (Modesto et al., 2005; Senis et al., 2006; Berger et al., 2008), no entanto, as SVMP
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da classe P-IIId RVVX (Daboia russelli) e VLFXA (Vipera lebetina) sdo os tinicos membros
dssa familia de proteinas descritos como ativadores da via intrinseca de coagulacao (Fator X,
Sajevic et al., 2011). Assim, os resultados dos niveis plasmaticos do fibrinogénio, APTT e PT
sugerem que a metaloprotease BtaHF ¢ fator importante na producdo do quadro VICC induzido
pelo veneno de B. taeniata (Torrez et al., 2010).

Os resultados obtidos no presente estudo oferecem uma visao geral dos efeitos biologicos
produzidos pela metaloprotease BtaHF e permitem sugerir o seu papel na patogénese induzida
pelo veneno de B. taeniata. Assim, a BtaHF tem papel importante no dano local induzindo efeitos
pro-inflamatorios agudos como edema, mediante o relaxamento da parede vascular por
degradacao parcial, da acdo de citocinas pro-inflamatdrias e da hemorragia induzida por esta
proteina. No contexto do veneno total de B. faeniata, os efeitos locais induzidos pela BtaHF
agiriam sinergicamente com os produzidos por proteinas como PLA; o que conduziria a rapida
imobilizagdo e captura da presa.

A nivel sistémico a metaloprotease BtaHF teria o papel de manter a hemorragia produzida
por metaloproteases da classe P-III presentes no veneno de B. taeniata. A manutengdo da
hemorragia pelo rdpido consumo de fatores de coagulagdo como fibrinogénio e a ativacao da
cascata de coagulacdo o que produziria o quadro clinico de incoagulabilidade sanguinea (VICC),
contribuindo, também, na producao de hemorragia sistémica. 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 fungdes principais das metaloproteases da classe P-I no envenamento ofidico estio
relacionadas a indugdo de processos inflamtorios e a inibicdo da hemostasia normal para a

manuten¢do da hemorragia produzida pelas metaloproteases da classe P-I.
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VI. CONCLUSOES

1- Utilizando metodologias otimizadas de purificacdo através de dois passos cromatograficos
(exclusdo molecular e HPLC de troca i6nica), foi possivel purificar uma nova metaloprotease de
veneno de serpente da classe P-I partir do veneno total de Bothriopsis taeniata, denominada
BtaHF, com um alto grau de pureza, homogeneidade molecular e sem perda da atividade

bioldgica.

2- BtaHF possui uma massa molecular de 25968,16 Da, de carater acido, e presenga de 6 residuos
cisteina. Peptideos tripticos analisados por espectrometria de massa apresentaram homologia e

alta identidade a outras SVMP P-I de veneno de serpente.
3- BtaHF apresentou atividade enzimatica 6tima em condi¢oes medianamente alcalinas e na faixa
de 30° ¢ 40°C e requer a presenca de Ca®”". A proteina mostra ser dependente do atomo de Zinco

para sua atividade enzimatica e biologica. A BtaHF possue atividade a-fibrinogenolitica.

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

possua atividade citotoxica.

5- A BtaHF produz efeitos sistémicos, ao induzir hemorragia e inflamag¢ao no tecido pulmonar,

assim como efeitos citotoxicos moderados no tecido renal.

6- A BtaHF produz incoagulabilidade sanguinea pelo consumo e/ ou ativacdo dos fatores da

cascata de coagulacao.
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VIIL.- ANEXO
8.1.- Hierarquia Taxonomica de Bothriopsis taeniata (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).
Espécie: Bothriopsis taeniata (Wagler, 1824).
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8.2.- Bothriopsis taeniata e sua distribuicao na América do Sul
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Estrategia para o estudo de metaloproteases BtaHF purificada a partir do veneno de Bothripsis taeniata.

Atividade Caseinolitica. Azocaseina
Atvidade positiva para
serinoproteinases e metaloproteases

'

Inibicdo da atividade caseinolitica com
EDTA (metaloprotease) e PSMF

TOTAL

VENENO

A 4

Cromatografia de
Exclus&o Molecular

Troca l6nica-HPLC

.
/!

Atividade Hemorragica.
Metodo de Pele

(serinoprotease)
Atividade Atividade Atividade Atividade Estudos Atividade Atividade Estudos Estudos
Caseinolitica Fibrinogenolitica Fibrinolitica sobre de Hemorragica Edematogénica sobre Histologicos
BApNA estrutura coagulagéo Local e
| | | T | ! ) Sistémico
Azocaseina Fibrinogénio Fibrinogénio SDS.PAGE | | Método de Pele | | Método de coxim | [ prasma Pobre !
l Bovino bovino e l plantar em em Local:
: l trombina l camundongo Plaquetas Musculo
Efeito do pH Dose l (PPP) Gastrocnémio
l SDS-PAGE l Ar?élis'e.de Hemorragica de
: —— aminoacidos Minima Inibiczo: l camundongo
Efeito da T° } Polimerizagao T (DHM) EDTA(SmM),
) da fibrina em DTT(5mM), Coagulometro l
l Efeito .do Tempo placa Petri l
Inibigao: (5 min-24hrs) Determinagéo l Sistémico:
EDTA(smM)! l l de peptl'deos |n|bl(}é0 APTT Via
EGTA(5mM), Efeito tripticos EDTA(5mM), PT endoc;vgggfsa.
PSMF(2mM), Efeito da concentragéo ! EGTA(SmM), Pulmao, rins
SBT-I(1mg/ml) e = ; PSMF(2mM) l o ’
concentracéo de de toxina ' figado e
DTT(5mM) toxi Estudos de SBT-I(1mg/ml) e =
Ooxina Homologia DTT(5mM) Quantificagéo coragao.
Sequencial de fibrinogénio

sistémico
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