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RESUMO

LUCHINI, L.S. G. Papel do Sistema Complemento no processo inflamatoério causado por uma
metaloproteinase de classe PI, do veneno da serpente Bothrops pirajai: Anélise em modelo ex
vivo de sangue total humano. 2016. 72 f. Dissertagdo (Mestrado em Imunologia) — Instituto de
Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sdo Paulo, Sdo Paulo, 2016.

O género Bothrops, familia Viperidae, compreende serpentes que Sd0 responsaveis por cerca de
80% dos envenenamentos no Brasil. O veneno das serpentes deste género é composto por uma
mistura complexa de moléculas, contendo metalo e serinoproteinases, disintegrinas, fosfolipases,
lectinas, peptideos, entre outras. Os envenenamentos sdo caracterizados por efeitos locais
proeminentes, incluindo edema, hemorragia e necrose, que podem levar a um dano permanente e,
também, gerar manifestacfes sistémicas, como coagulacdo intravascular, choque, faléncia renal
aguda e hemorragia sistémica. Estudos do nosso grupo mostraram que o veneno da Bothrops
pirajai € capaz de ativar o sistema complemento, sugerindo que essa ativacdo possa contribuir
para o agravamento dos sintomas observados nesses envenenamentos. Assim, considerando a
importancia do Sistema Complemento no processo inflamatério e o papel das metaloproteinases
nos envenenamentos botrépicos, o objetivo deste estudo foi analisar a geracdo de fragmentos
biologicamente ativos desse sistema, bem como a ativacdo de leucdécitos induzidos pela
metaloproteinase de classe PI, purificada do veneno de B. pirajai (PI-Bp), usando o modelo ex
vivo de sangue total humano. Neste, células e mediadores plasmaticos estdo presentes podendo
interagir, o que permite uma melhor compreensdo dos eventos inflamatorios sistémicos induzidos
por uma toxina. Os resultados mostraram que a PI-Bp foi capaz de promover aumento na
expressdao dos marcadores CD11b, CD14, C3aR, C5aR, TLR2 e TLR4 nos leuctcitos. Além
disso, o tratamento do sangue com a toxina promoveu a geracdo de anafilatoxinas e TCC no
plasma. Foram tambem realizados ensaios com amostras de sangue total humano, tratadas com
PBS (controle negativo), LPS (controle positivo) ou PI-Bp, na presenca ou ndo da compstatina,
um inibidor do componente C3 do Sistema Complemento. A inibicdo do componente C3 pela
compstatina reduziu significativamente a geracéo de anafilatoxinas e TCC no plasma das amostras
de sangue tratadas com a toxina, assim como a expressdo dos marcadores de membrana
relacionados ao Complemento, como CD11b, C3aR e C5aR nos leucdécitos. A PI-Bp foi capaz de
induzir aumento na producdo das citocinas IL-10, IL-6, IL-1B e quimiocinas IL-8, MCP-1 e MIG,
no modelo de sangue total humano. A adicdo de compstatina as rea¢fes, causou uma reducgao
significativa na producdo de IL-10, IL-1B, MCP-1 e IL-8, nas células tratadas com PI-Bp.
Considerando estes resultados, pode-se concluir que a PI-Bp é capaz de ativar o Sistema
Complemento, o que leva a um aumento do processo inflamatoério. Os dados obtidos com o uso da
compstatina sugerem que a inibicdo do Complemento possa controlar, de forma significativa, o
processo inflamatdrio desencadeado pela toxina no modelo de sangue total humano.

Palavras-chave: Sangue total humano. Inflamacéo. Bothrops pirajai. Metaloproteinase. Sistema Complemento.



ABSTRACT

LUCHINI, L. S. G. Role of the Complement System in the inflammatory process caused by a
class P1 metalloproteinase from Bothrops pirajai venom: Analysis in the ex vivo model of human
whole blood. 2016. 72 p. Masthers thesis (Immunology) — Institute of Biomedical Sciences,
University of Sdo Paulo, Séo Paulo, 2016.

The genus Bothrops, Viperidae family, comprises snakes that are responsible for about 80% of the
envenomations in Brazil. These venoms are composed by a complex mixture of molecules, such
as metallo- and serine proteinases, desintegrins, phospholipases, lectins, peptides, among others.
The local effects of the envenomations include edema, hemorrhage and necrosis, which can lead
to permanent damage and produce systemic manifestations such as intravascular coagulation,
shock, acute renal failure and systemic hemorrhage. Studies of our group have shown that the
venom of Bothrops pirajai is able to activate the complement system (C), suggesting that this
activation may contribute to the worsening of symptoms. Thus, considering the importance of
Complement system in the inflammatory process and the role of metalloproteinases in Bothrops
envenomations, the aim of this study was to analyze the generation of biologically active
fragments from this system, as well as the leukocyte activation, induced by a class PI
metalloproteinase purified from B. pirajai’s venom (PI-Bp), using the human whole blood model
(ex vivo). In this model, cells and plasma mediators are present and are able to interact, which
allows the better understanding of the systemic inflammatory events induced by a toxin. The
results showed that PI-Bp was able to promote an increase in the expression of CD11b, CD14,
C3aR, C5aR, TLR2 and TLR4 markers in leukocytes. In addition, the blood treatment with this
toxin promoted generation of anaphylatoxins and TCC in the plasma. Tests were also carried out
with samples of human whole blood treated with PBS (negative control), LPS (positive control) or
PI-BP, in the presence or absence of Compstatin, an inhibitor of C3 component from the
Complement System. Inhibition of the component C3 by compstatin significantly reduced the
production of anaphylatoxins and TCC in blood plasma treated with the toxin, as well as the
expression of membrane markers related to complement, such as CD11b, C3aR and C5aR on
leukocytes. PI-Bp was able to induce increased production of the cytokines IL-10, IL-6, IL-1pB and
the chemokines IL-8, MCP-1 and MIG, in the human whole blood model. The addition of
compstatin, to the reactions, caused a significant reduction in the production of IL-10, IL-14, IL-8
MCP-1 and IL-8 in the cells treated with PI-Bp. Considering these results, it is possible to
conclude that IP-Bp is able to activate the complement system, which leads to an increase in the
inflammatory process. The data obtained with the use of compstatin indicate that Complement
inhibition may significantly control the inflammatory process initiated by the toxin in the human
whole blood model.

Keywords: Human whole blood. Inflammation. Bothrops pirajai. Metalloproteinase. Complement System.
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1 INTRODUCAO

1.1  Sistema Complemento: vias de ativacio

O Sistema Complemento (C) é um importante componente do sistema imune, atuando
como a primeira linha de defesa contra agentes patogénicos e células hospedeiras. Age
principalmente no plasma, nos tecidos ou nas células, sendo composto por mais de 30
proteinas, algumas soltveis no plasma e em outros fluidos bioldgicos, e outras ligadas as
membranas de células sanguineas e de outros tecidos (KOLEV et al., 2014; MERLE et al.,
2015a). A ativagdo desse sistema pode ocorrer por trés vias distintas, mas relacionadas,
denominadas via classica (VC), via alternativa (VA) e via das lectinas (VL), que envolvem
uma complexa cascata de eventos de alteracdo conformacional e clivagem proteolitica,
geradoras de moléculas biologicamente ativas. A ativacdo do C resulta em fendmenos pro-

inflamatdrios e citoliticos.

A ativacdo das vias alternativa e das lectinas é usualmente desencadeada na auséncia
de anticorpos e parecem ter um importante papel na resisténcia a patdégenos invasores em
hospedeiros ndo-imunes. Por outro lado, a via classica requer para sua ativacdo, de uma forma

geral, a presenca de anticorpos especificos (MERLE et al., 2015a).

A VA ¢ iniciada pela deposicdo de algumas moléculas de C3 modificadas (C3-H,0),
pela hidrolise de seus grupamentos tioéster, em superficies de células ou moléculas. A
interacdo de C3-H,O com o fator B ocorre na presenca de fons Mg?*. Esse fator, apds
interacdo com C3b ou C3-H,0, sofre uma mudanca conformacional que permite a exposi¢ao
de um sitio criptico reconhecido por uma serinoprotease, o fator D (DAVIS et al., 1979;
MERLE et al. 2015a, TURNER, 1996). A referida enzima cliva o fator B em dois fragmentos,
Ba - que é liberado -, e Bb, que se mantém associado ao complexo. O complexo C3-H,0-Bb é
denominado C3 convertase de iniciagdo da via alternativa e age sobre novas moléculas de C3
clivando-as em C3a e C3b (DUNKELBERGER; SONG, 2010). A ativagdo da via é
amplificada pela interacdo do fator B, através de fons Mg?*, com novas moléculas de C3b -
covalentemente associadas aos aceptores -, seguida da clivagem de B por acdo do fator D. O
complexo resultante, C3bBb, denominado C3 convertase de amplificacdo da VA, cliva novas
moléculas de C3 em C3a e C3b. O complexo C3bBb é bastante instavel (FISHELSON;
MULLER-EBERHARD, 1982, 1984; MERLE et al., 2015b), e o decaimento dessa enzima,
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que ocorre por dissociacdo do fragmento Bb, € reduzido pela acdo da properdina (P),
estabilizadora do complexo (DISCIPIO, 1981a). A interacdo de novas moléculas de C3b ao
complexo pré-existente C3bBDbP resulta na formacédo de uma nova enzima, C3b(,)BbP,
denominada C5 convertase da VA, a qual cliva o componente C5 em C5a e C5b (DISCIPIO,
1981b; DUNKELBERGER; SONG, 2010).

A ativacao da via classica do Sistema Complemento é iniciada pela ligacdo da proteina
C1 do complemento aos anticorpos IgG ou IgM, associados aos antigenos especificos. A
interacdo do anticorpo com o antigeno expde um sitio de ligagdo no anticorpo que se liga ao
componente C1 (MEREGA et al., 2015), que ¢ um complexo proteico composto pelas
subunidades Clg, Clr e Cls. A subunidade Clq interage com a regido Fc das
imunoglobulinas sendo que cada molécula de C1q deve se ligar, pelo menos, as por¢des Fc de
duas moléculas de 1gG. Tais interagdes ddo origem a uma serie de eventos intramoleculares,
que culminam com a ativacdo enzimatica de C1r associado, o qual cliva e ativa C1s, que por
sua vez cliva a proteina seguinte da cascata, 0 C4 (SCHUMAKER et al., 1987; SONG, 2012).
Quando clivado, o C4 gera um fragmento menor, C4a (anafilatoxina) que é liberado para a
corrente sanguinea, e um maior, o C4b, que se liga a receptores presentes em superficies
celulares ou moléculas, através de ligacBes covalentes - como pontes amida ou éster
(GORSKI et al., 1979; SONG, 2012; TACK, 1983). O fragmento C4b apresenta o sitio de
ligacdo para o componente C2 e esta interacdo ocorre por meio de fons Mg®*. O C2 é clivado
por acdo de C1 em C2a e C2b, sendo que C2a se mantém associado ao C4b (KERR, 1981;
KOLEV et al., 2014; NAGASAWA; STROUD, 1977; OGLESBY et al., 1988). O complexo
C4b2a, denominado C3 convertase, possui atividade de serinoprotease e € capaz de clivar o
componente C3. Durante a clivagem de C3, por acdo da enzima C3 convertase, sdo gerados
dois fragmentos: C3a (anafilatoxina) e C3b (DIAS da SILVA et al., 1967; MERLE et al.,
2015a; TACK et al., 1979). A deplecdo de C3a da molécula de C3 leva a um rearranjo
complexo na estrutura terciaria da molécula remanescente, ou seja, 0 C3b, o0 que permite a
exposicao e a ativacdo do grupamento tioéster (ISENMAN; COOPER, 1981; TACK, 1983).
Esse grupamento instavel pode, entdo, estabelecer ligagdes covalentes com grupos doadores
de elétrons, presentes na molécula aceptora de C3 - como com os radicais hidroxila, formando
pontes éster, ou com grupos amina, formando pontes amida (LAW; LEVINE, 1977). Uma vez
ligado ao seu receptor, o C3b pode se associar ao complexo C4b2a, formando a C5
convertase, enzima capaz de agir sobre o componente C5 clivando-o em C5a (anafilatoxina) e
Cbbh.
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A proteina MBL (lectina ligante de manose) foi a primeira proteina descrita como
sendo capaz de iniciar a via das lectinas do sistema Complemento (KJAER et al., 2013), e é a
molécula alvo melhor caracterizada dessa via, capaz de reconhecer carboidratos. A MBL
apresenta estrutura similar a C1lg, porém pode apresentar multiplas formas oligoméricas,
como trimeros ou tetrdmeros. Apesar da semelhanca entre os complexos C1 e MBL/MASP, o
mecanismo de ativacdo da via das lectinas é diferente do da via cléassica. Enquanto o
complexo C1 na via classica, carrega tanto C1lr quanto C1s juntos, na via das lectinas a
maioria das moléculas de MBL presentes no plasma estd associada com apenas um
homodimero de MASP 1 ou de MASP 2 (MERLE et al., 2015a). As proteinas MASP 1 e
MASP 2 atuam como C1r e C1s, respectivamente. Em condi¢es fisiolégicas a MASP 1 ¢
usada na ativacdo de MASP 2, e ambas proteases ativadas sdo capazes de clivar o componente
C2 da cascata do complemento, enquanto MASP 2 ativada pode clivar também C4, formando
uma C3 convertase e dando sequéncia a cascata de ativagcdo do complemento. Tanto MASP 1
quanto MASP 2 podem se retroativar, conferindo a ambas papel essencial na ativacdo da via
das lectinas (MERLE et al., 2015a). De acordo com Zhang et al. (2006), no modelo analisado
de isquemia/reperfusdo intestinal, existe uma interacdo natural entre IgM e MBL, que leva a
ativacdo da via das lectinas, sem a presenca de manose, indicando que esta via também pode

ser ativada, indiretamente, por um anticorpo.

O processo de formacao do complexo litico do Complemento, C5b-C9, é idéntico nas
trés vias de ativacdo: a via classica, alternativa e das lectinas; e envolve uma associacdo
sequencial de alta afinidade dos componentes C5b, C6, C7, C8 e C9. Esses componentes
associados formam um complexo macromolecular anfifilico, denominado complexo de ataque
a membrana (MAC), que € capaz de se inserir em membranas celulares. Tal complexo,
inserido no interior da bicamada lipidica, € organizado na forma de um canal, o que permite a
livre passagem de ions, de pequenas moléculas e de H,O, gerando uma alteracdo osmotica
com subsequente lise celular (BRADKIL; TRANUM-JENSEN, 1991; MERLE et al., 2015a;
PODACK E TSCHOPP, 1984).
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Esquema 1: Representacao das vias de ativacdo do sistema Complemento

1.2  Interacdo de venenos animais com o Sistema Complemento

Os venenos animais podem desencadear seus efeitos danosos através de um Unico
componente ou pela agdo em concerto de varios fatores, incluindo fosfolipases, neurotoxinas,
cardiotoxinas e enzimas proteoliticas (MANDELBAUM; ASSAKURA, 1988; SILVA et al.,
1967; STOCKER; BARLOW, 1976), potencialmente capazes de agir sobre componentes dos
tecidos ou sobre o plasma. As reacOes locais e sistémicas induzidas pelos venenos animais
envolvem, frequentemente, a interagdo com o Sistema Complemento (C) (MULLER-
EBERHARD, 1988) e da cascata da coagulacdo (BERNARDES et al., 2013; MENALDO et
al., 2013; SANTORO; SANO-MARTINS, 1993).

As peconhas de serpentes sdo, provavelmente, as mais complexas dentre oS venenos
animais, contendo vinte ou mais componentes diferentes, sendo que mais de 90% do peso
seco do veneno é constituido por proteinas, compreendendo grande variedade de enzimas,
toxinas ndo-enzimaticas e proteinas nao-toxicas. As fracbes ndo-protéicas sdo representadas
por carboidratos, lipidios, metais (frequentemente associados a glicoproteinas e proteases),

aminas biogénicas, nucleotideos e amino&cidos livres (SAAD et al., 2012).
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Os estudos pioneiros sobre a interacdo de venenos com o Sistema Complemento foram
realizados utilizando-se venenos de serpentes do género Naja. Destes venenos foi isolado uma
glicoproteina de 144 kDa, denominada "Cobra Venom Factor” (CVF), com mobilidade
eletroforética, em pH 8.6, comparavel a das B-globulinas do soro de mamiferos (MULLER-
EBERHARD; FJELLSTROM, 1971; OSIPOV et al., 2005). Essa proteina exibe algumas
similaridades estruturais e reatividade antigénica cruzada com o C3 humano (ALPER,;
BALAVITCH, 1976; EGGERTSEN et al., 1983). Nao exerce acdo enzimatica sobre esse
componente, mas combina-se com fator B formando o complexo CVFB (GOTZE; MULLER-
EBERHARD, 1971), que se transforma numa enzima ativa, CVFBb, funcionalmente analoga
as C3 convertases. O complexo CVFBDb, capaz de clivar C3 e C5 in vitro e in vivo, é resistente
a inativacdo por acao dos fatores regulatorios do Complemento. Assim, a a¢do continua do
complexo CVFBDb sobre C3 é responsavel pela deplecdo de C3 e dos componentes da etapa
terminal da cascata do Complemento (VOGEL; MULLER-EBERHARD, 1982).

Recentemente, Tanaka e colaboradores (2012) demonstraram que 0s venenos de 0ito
serpentes do género Micrurus, que ocorrem no Brasil, sdo capazes de interferir, de maneira
distinta, com as vias de ativacdo do Sistema Complemento, promovendo a geragdo de
quantidades significativas de anafilatoxinas, as quais podem contribuir na injdria causada

pelos venenos de corais em acidentes humanos.

No contexto dos acidentes ofidicos que ocorrem no pais, as serpentes do género
Bothrops sdo responsaveis por mais de 80% dos casos, distribuidos por todo o territorio
nacional. Os venenos dessas serpentes sdo misturas bastante complexas de proteinas com
diferentes propriedades toxicas ou enzimaticas. Dentre as varias enzimas encontradas nestes
venenos, destacam-se as metalo- e serinoproteinases que podem atuar em diversas funcoes

fisioldgicas e causar a patologia local e sistémica (KINI, 2006).

As metaloproteinases estdo entre as enzimas proteoliticas mais abundantes nos
venenos de viperideos (FOX; SERRANO, 2008). Algumas destas enzimas séo chamadas de
hemorraginas e estdo envolvidas nos diversos processos decorrentes do envenenamento, como
a dermonecrose, degradacdo de fatores da cascata de coagulacdo sanguinea, edema e
hemorragia (GUTIERREZ et al., 2005; GUTIERREZ; RUCAVADO, 2000).

Pidde-Queiroz e colaboradores (2010), estudando venenos de 19 serpentes do género

Bothrops, que ocorrem no Brasil, mostraram que estes sdo capazes de ativar a via Classica do
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Sistema Complemento, na auséncia de anticorpos sensibilizantes. Alguns dos venenos deste
género também podem ativar as outras vias do Sistema (a Via Alternativa e a Via das
Lectinas). Foi observado que as anafilatoxinas C3a, C4a e Cba estavam presentes no soro
humano tratado com esses venenos, devido a ativacdo do Complemento. Tais anafilatoxinas
foram também geradas pela clivagem direta dos componentes do sistema por agdo das
enzimas proteoliticas destes venenos. Inibidores de metalo- e de serinoproteinases impediram
a clivagem de C3 e C4 por acdo dos venenos do género Bothrops, indicando que tais classes
de enzimas atuam sobre o Sistema Complemento (PIDDE-QUEIROZ et al., 2010, 2013).

1.3  Metaloproteinases dos venenos de serpentes

Diversos componentes dos venenos de Bothrops ja foram isolados, como serino e
metaloproteinases, fosfolipases A2, hialuronidase, entre outros (KINI, 2006). As proteases
correspondem a mais de 90% do peso seco desses venenos, sendo que andlises
transcriptdmicas da glandula de veneno mostraram que 30 % e 8% do total de transcritos
correspondiam a metalo- e serinoproteinases, respectivamente (ZELANIS et al., 2012). Essas
enzimas, por apresentarem sequéncias diversificadas de aminoacidos, exercem atividades

fisioldgicas diferentes, relacionadas aos efeitos locais ou sistémicos dos envenenamentos.

As metaloproteinases dos venenos de serpentes (SVMPs) estdo entre as enzimas que
mais contribuem para a alta toxicidade desses venenos. As SVMPs incluem enzimas
responsaveis pela clivagem de importantes proteinas dos tecidos, como laminina, fibronectina,
colageno tipo IV, e proteoglicanas, presentes na membrana endotelial (FOX; SERRANO,
2008). Assim como a metaloproteinase Pl isolada do veneno de Bothrops asper (Ba PI) que
foi capaz de ativar o Sistema Complemento (FARSKY et al.,, 2000), Pidde-Queiroz e
colaboradores (2013) demonstraram que a metaloproteinase Pl isolada do veneno de Bothrops
pirajai também era capaz de ativar o sistema Complemento (C) em soro humano normal
(SHN), pela clivagem direta dos componentes centrais da cascata do C, gerando fragmentos
biologicamente ativos, como as anafilatoxinas, e também pela clivagem de C1-Inh, inibidor
do componente C1 da cascata do Complemento, afetando o controle da ativacdo desse

sistema.

A anélise protebmica do veneno de Bothrops pirajai mostrou que cerca de 20% de sua
composi¢cdo protéica, correspondem as metaloproteinase, sendo que as de classe PI
correspondem a cerca de 50% de todas as metaloproteinases desse veneno (BERNARDES et
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al., 2015).

A metaloproteinase Pl da B. pirajai apresenta baixa atividade hemorragica, sendo
capaz de clivar tanto as cadeias a ¢ B de fibrinogénio, quanto degradar fibrina e codgulos de
sangue in vitro (BERNARDES et al., 2013). A metaloproteinase Pl de B. pirajai, purificada
por Bernardes et al. (2015), também mostrou efeitos nos componentes da matriz extracelular,

como colageno e fibronectina, tanto in vivo, quanto in vitro.

1.4 Modelo de sangue total humano

O modelo de sangue total humano vem sendo utilizado em diversos estudos sobre 0s
mecanismos inflamatorios, dentre eles, processos desencadeados por microorganismos ou
suas toxinas purificadas, e tém contribuido para o entendimento dos mecanismos moleculares

operantes nas inflamacdes sistémicas.

Esse modelo também é importante para explorar as reagdes iniciais em transplantes,
mostrando-se relevante para avaliar intervencdes farmacoldgicas e evitar a rejeicdo do enxerto
(Hardstedt et al., 2015). Outra aplicacdo do modelo de sangue total humano foi reportada por
Hamza e Irimia (2015) em estudo de quimiotaxia de neutrofilos mediante a um estimulo

microbiano.

Algumas estratégias para inibicdo da ativacdo dos leucdcitos, no processo inflamatério
sistémico, também foram exploradas usando o modelo de sangue total humano. Brekke e
colaboradores (2008) mostraram que a combinacgdo de inibidores de Complemento, como a
compstatina, um inibidor de C3 (MORIKIS et al., 1998), e de anticorpos anti-C5a e anti-
C5aR, com anticorpos anti-CD14, podiam induzir bloqueio da resposta inflamatoria
desencadeada por E. coli. Christiansen e colaboradores (2012) mostraram que a combinacgao
da inibicdo de CD14 e do Sistema Complemento diminuia a producdo de citocinas pro-
inflamatdrias produzidas no plasma apds estimulagcdo com LPS ou E. coli. Esse conjunto de
resultados mostrou que a combinagéo de inibidores de Complemento e anti-CD14 no sangue
pode ter potencial terapéutico para o tratamento de inflamacbes sistémicas como, por

exemplo, o choque séptico.

A principal importancia desse modelo € poder analisar a interacdo entre 0s

componentes do sangue, de maneira sistémica, e ndo isoladamente como em cultura celular,
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ou com a influéncia de outros fatores envolvidos nos experimentos in vivo, como hormonios,

estresse, ambiente, entre outros.

Com base nas informacgdes obtidas na literatura sobre a importancia desse modelo,
principalmente na analise de processos inflamatorios sistémicos, tal modelo foi por nos
utilizado no estudo do envenenamento por toxinas botropicas, no intuito de compreender o
processo inflamatorio desencadeado, e possiveis intervencdes para modular este processo.
Para tanto, foi utilizado um anticoagulante anélogo a hirudina, a lepirudina (Refludan®), que é
incapaz de afetar a cascata do complemento, agindo diretamente como inibidor especifico da
trombina (CHANG, 1983; MOLLNES et al., 2002).
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2 OBJETIVOS

Para melhor compreender o papel do Sistema Complemento na génese das reagdes
inflamatdrias desencadeadas por toxinas de serpentes do género Bothrops, o presente projeto
teve como objetivo analisar a acdo de uma metaloproteinase de classe Pl da serpente B.
pirajai (P1-Bp) sobre o Sistema Complemento, bem como de receptores de superficie celular
envolvidos na resposta imune inata, usando o modelo de sangue total humano proposto por

Mollnes e colaboradores (2002).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Veneno e toxinas

O veneno da serpente Bothrops pirajai foi fornecido pelo Laboratorio de Herpetologia
do Instituto Butantan na forma liofilizada e mantido a -20° C. A determinacdo do contetido
proteico do veneno foi realizada pelo método de BCA (Protein Assay Kit, Pierce
Biotechnology Inc., EUA), de acordo com as recomendacdes do fabricante. A concentracao
das amostras de veneno foi ajustada para 1 mg/ml, com solucdo salina estéril, sendo

aliquotadas e estocadas a -80 °C, até 0 momento do uso.

3.2 Purificacdo da metaloproteinase de classe P1 do veneno de B. pirajai

O veneno bruto de B. pirajai (20 mg) foi aplicado no sistema FPLC-GP-250 PLUS,
usando a coluna de exclusdo molecular (Superose 12 10/300 GL, GE Life Sciences, EUA),
equilibrada com tampéo 0,05 M de bicarbonato de aménio, pH 7,8. As fragdes eluidas foram
coletadas com fluxo de 30 ml/h, e liofilizadas. As fracdes selecionadas nesta primeira fase
passaram pela segunda etapa de purificacdo, utilizando a coluna Superdex 75 10/300 GL (GE
Life Sciences, EUA), com 0 mesmo tampéao e fluxo, sendo também liofilizadas na sequéncia.
Nas duas etapas, as fracbes foram monitoradas pela leitura da absorbancia (em A 214 e 280
nm). Todas as amostras foram analisadas quanto a concentracdo proteica, pelo método de
BCA, e o perfil eletroforético, em géis de SDS-PAGE.

A presenca de Lipopolissacarideo (LPS), nas fragdes ativas do veneno de B. pirajai
(PI-Bj), foi analisada pelo método de LAL (Limulus amebocyte lisate) e realizada pela Secdo
de Controle Microbiolégico (Servico de controle de qualidade, Divisdo Bioindustrial) do
Instituto Butantan, com a utilizacdo do Kit PYROGENT™ Plus Gel Clot LAL Assays
(Lonza, MD, EUA), de acordo com as especificacbes do fabricante. A concentracdo de
endotoxina (LPS) determinada, a partir de uma curva padrdo de endotoxina de E. coli
(concentrages de 2,5 a 0,125 UE/mL), foi inferior ao limite de sensibilidade do teste, ou seja,
0,125 UE/mL.

3.3  Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) e gel de gradiente

Os perfis eletroforéticos do veneno e das fracdes do veneno de B. pirajai foram

determinados por eletroforese vertical em gel de poliacrilamida (12%) e dodecil sulfato de
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sodio (SDS-PAGE), como descrito por Laemmli (1970), em condi¢BGes redutoras e ndo
redutoras, utilizando o sistema Mighty Small (Hoefer Pharmacia Biotech, Califérnia, EUA).
A corrida eletroforética foi efetuada sob corrente de 110 V, por 2 horas e 30 minutos em
tampédo Tris-Glicina. Para a estimativa da massa molecular dos componentes das amostras, foi
utilizado um padrdo de massa molecular relativa, contendo componentes proteicos pré-
corados, com peso molecular (MW) entre 6 a 180 kDa (BenchMark Pre Stained Protein
Ladder — Invitrogen Corp. Califérnia, EUA). As proteinas presentes nas amostras foram
reveladas pela impregnacéo por nitrato de prata (MORRISSEY, 1981). O perfil das amostras
foi também determinado em géis de gradiente de 8-16% (BD Biosciences, California, EUA),
sendo a corrida eletroforética efetuada sob corrente de 150 V, por 2 horas em tampdo Tris-

Glicina.

3.4  Atividade proteolitica

A atividade proteolitica, do veneno e das fra¢cdes de B. pirajai, foi avaliada em ensaios
utilizando o substrato peptidico de fluorescéncia apagada (FRET - Fluorescence Resonance
Energy Transfer). Para tanto, o peptideo Abz-FRSSRQ-EDDnp foi dissolvido em 10% de
dimetilsulféxido (DMSO) e, posteriormente, diluido em agua Milli-Q, de modo a permitir a
utilizacdo de volumes sem que a concentracdo do solvente orgénico ultrapassasse 5% do
volume final de incubacdo (100 pL). Para o ensaio, amostras das fragoes (1,0 pg) foram
incubadas com amostras do peptideo (5,0 uM) em solugdo salina tamponada (PBS, pH 7,4),
utilizando placas de 96 pocos. A temperatura da reacdo foi mantida a 37 °C em
compartimento termo-estabilizado, sob agitagdo (ARAUJO et al., 2000). A reacdo foi medida
por fluorescéncia (Aem = 420 nm and Ae = 320 nm) em espectrofotdmetro (FLUOstar
OPTIMA Multi-Mode Microplate Reader — BMG LABTECH, Offenburg, Alemanha). O
aumento da fluorescéncia foi monitorado, continuamente, por 10 minutos e a atividade
proteolitica especifica das amostras expressa pela media de unidades de fluorescéncia por
minuto (UF/min).

3.5  Espectrometria de massas

A anélise da identidade da fracéo isolada do veneno de B. pirajai foi realizada pelo
setor de espectrometria de massas do Laboratorio de Bioquimica e Biofisica do Instituto
Butantan, como descrito por Pidde Queiroz et al., 2013. Para tanto, uma amostra contendo 5
Hg (30 ul) da proteina purificada foi ressuspendida em 50 pl de uma solucdo contendo Tris-
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HCI (20 mM), EDTA (2 mM), uréia (7 M) e DTT (5 mM). Em seguida, 20 pl de DTT (5 mM,
ressuspendido em 25 mM de bicarbonato de amonio) foi adicionado. Na sequéncia, a amostra
foi incubada durante 1 hora, a 60 °C. Ap0s a incubacéo, 20 pl de IAA (55 mM, ressuspendido
em 25 mM de bicarbonato de aménio) foram adicionados e o material foi novamente
incubado durante 1 hora, a temperatura ambiente e no escuro. Por Gltimo, adicionou-se 30 pl
de tripsina (40 ng por pl, ressuspendida em 50 mM de bicarbonato de aménio) e 30 pl de
bicarbonato de aménio (50 mM) na amostra, sendo novamente incubada a 37 °C, durante 12
horas. Apds esse periodo, a amostra foi seca e preparada para ser analisada através da
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas, utilizando um sistema UFLC
binario (20A Prominence, Shimadzu Co., Japdo) acoplado ao ESI-IT-TOF. A amostra foi
ressuspendida em agua / 0,1% Acido Acético e analisada em uma coluna C18 (Discovery
C18, 5 um, 50 mm x 2.1 mm), tendo como solventes (A) Acido Acético / agua (1:999) e (B)
Acido Acético / ACN / agua (1:900:99). Por meio de um fluxo constante de 0,2 ml/min, o
gradiente variou de 5 a 70% de solvente B, durante 35 minutos, a 37 °C, e monitorado a 214
nm por um detector Shimadzu SPD-M20A PDA. Logo apos a etapa cromatografica, foram
realizadas as analises por espectrometria de massas, de acordo com 0s seguintes parametros:
voltagem utilizada da interface foi de 4,5 KV e voltagem do detector, 1,76 KV, com
temperatura de 200 °C; a fragmentacdo foi causada por gas de colisdo argénio, com 50% de
energia, e os espectros foram obtidos na faixa de 50 a 2000 m/z. O padrdo de fragmentacao
para cada amostra foi processado pelo programa MASCOT (lon Search) versdo in house
(SCIANI et al., 2010) para andlises protebmicas e/ou pelo Peaks Studio V7 para

sequenciamento e analises protebmicas e de comparacao de sequéncias.

3.6  Ensaio de Coagulacéo

Para o ensaio de coagulacdo, foi utilizado o volume total de 1 ml, sendo 720 pl de
sangue contendo lepirudina, (forma recombinante da hirudina capaz de inibir trombina, sem
interferir com a cascata do Complemento), 140 ul de PBS e 140 pl de PBS contendo a toxina
purificada. As amostras foram incubadas a 37 °C, sob agitacdo e por 30 minutos. Apos a

incubacdo, as amostras foram analisadas visualmente para a presencga ou ndo de coagulos.

3.7  Modelo de sangue total humano

Os ensaios utilizando o modelo de sangue total humano foram desenvolvidos segundo

0s protocolos estabelecidos por Mollnes e colaboradores (2002) e Brekke e colaboradores
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(2007, 2008). O sangue foi coletado de 3 voluntéarios saudaveis, em tubos de polipropileno
contendo lepirudina (50 pg por ml de sangue) (Refludan®, Celgene, Munique, Alemanha). A
lepirudina ¢ uma forma recombinante da hirudina, que apresenta atividade anticoagulante, ndo
interferindo na ativacdo do Sistema Complemento (MOLLNES et al., 2002). Para o ensaio,
foi utilizado o volume total de 1 ml, sendo 720 pl de sangue, 140 pl de PBS e 140 ul de PBS
contendo ou ndo toxina purificada ou LPS (50 pg/pul — diluido em &gua milli-Q)
(Lipopolisacarideo de Escherichia coli, Sigma-Aldrich, Missouri, EUA). As amostras foram
incubadas a 37 °C, por 30 minutos, sob agitacdo. Apds a incubacéo, foi coletada uma aliquota
de 500 pl para andlise da expressdo de marcadores celulares por citometria de fluxo. O
material restante foi centrifugado a 405 g e a 4 °C, por 10 minutos, para obtencdo do plasma.
Apdbs essa etapa, foi adicionado ao plasma EDTA (concentracdo final 10 mM), e este foi

aliquotado, sendo as amostras armazenadas a -80 °C.

3.8 Tratamento do sangue com compstatina ou peptideo controle

Amostras de sangue, sangue (720 ul) foram tratadas com 200 pM do inibidor de C3, a
compstatina (ICVVQDWGHHRCT - Tocris Biosciences, Minneapolis, EUA), ou com seu
peptideo controle (IAVVQDWGHHRAT - Tocris Biosciences, Minneapolis, EUA)
(MOLLNES et al., 2013), e incubadas a 37 °C por 30 minutos. Na sequéncia as amostras
foram tratadas com PI-Bp, PBS (controle negativo) ou LPS (controle positivo), por 30
minutos, sob agitacdo. Apos a incubacdo, foram coletadas aliquotas de 500 pl de cada amostra
para analise da expressdo de marcadores celulares por citometria de fluxo. O material restante
foi centrifugado a 405 g e a 4 °C, por 10 minutos, para obtencdo do plasma. Apos essa etapa,
foi adicionado ao plasma EDTA (concentracdo final 10 mM), e este foi aliquotado, sendo as

amostras armazenadas a -80° C.

3.9  Dosagem de anafilatoxinas

A presencga de C3a/C3a-desArg e C5a/C5a-desArg no plasma foi determinada com o
kit OptEIA Human C3a, C5a ELISA (BD Biosciences, California, EUA). Para tanto, amostras
de plasma (50 pl) foram diluidas (C3a, 1:5000; Cb5a, 1:25) e adicionadas as placas de
poliestireno de 96 pocos (Costar®, Corning Inc., Massachusetts, EUA), j& preparadas com o
anticorpo de captura. Conforme as instrucbes do Kkit, curvas padrdo com concentragoes

conhecidas das anafilatoxinas, C3a e C5a, foram também preparadas e adicionadas aos po¢os
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da placa. As placas foram incubadas no escuro e a temperatura ambiente, por 2 horas e, em
seguida, lavadas com 200 ul do wash buffer, fornecido pelo kit. Apds a lavagem, foram
adicionados 100 pl de solucdo contendo o anticorpo de deteccdo conjugado com
estreptavidina-HRP e as placas foram incubadas por mais 1 hora. Apds esse periodo, 50 pL
do substrato tetrametilbenzamidina (TMB, BD Biosciences, Califérnia, EUA) foram
adicionados aos pocos para revelagdo, sendo as placas incubadas por mais 30 minutos a
temperatura ambiente, no escuro. Finalizada a incubacdo, as amostras receberam 50 uL de
solucdo STOP do kit. Os resultados das reacdes foram analisados em espectrofotémetro pela

leitura da absorbancia a A 450 nm (Multiskan EX, Labsystems, Helsinki, Finlandia).

3.10 Dosagemde TCC

A presenga do complexo terminal do complemento (TCC) no plasma foi analisada
com o kit MicroVue SC5b-9 Plus EIA Kit (Quidel Corporation, Califérnia, EUA). As
amostras do plasma foram diluidas na proporcao de 1:25, no Specimen Diluent, fornecido pelo
kit, e adicionadas as placas de poliestireno de 96 pocos (Costar®, Corning Inc., Massachusetts,
EUA), ja preparadas com anticorpo de captura. A curva padrdo com as concentracfes ja
definidas de SC5b-9 também foi preparada e adicionada as placas, que foram incubadas por 1
hora a temperatura ambiente. As placas foram lavadas com a solucéo de lavagem e aos pogos
adicionados 50 pL de SC5b-9 Plus Conjugated. Ap6s 30 minutos de incubagdo a temperatura
ambiente, foi feita mais uma lavagem e 100 pL do substrato foram adicionados a cada poco.
Apbs 15 minutos de incubacdo a temperatura ambiente, os pocos receberam 100 pL da
solucdo 4&cida. Os resultados foram analisados em espectrofotdmetro pela leitura da

absorbancia a A 450 nm (Multiskan EX, Labsystems, Helsinki, Finlandia).

3.11 Analise da expressao de marcadores de superficie em leucocitos

As amostras, submetidas aos tratamentos acima descritos, foram analisadas quanto a
expressao dos marcadores CD11b, CD14, C5aR, C3aR, TLR2 e TLR4 na superficie dos
leucocitos, marcados com anticorpos especificos para as populages de linfocitos (CD3 e
CD19), mondcitos (CD33) e granulocitos (CD66b). Para tanto, apos tratamento do sangue, as
hemacias foram lisadas com tampéo de lise BD FACS Lysing Solution (BD Biosciences,
Califérnia, EUA). Na sequéncia, as células foram centrifugadas a 405 g a 4 °C, por 10

minutos, ressuspendidas e fixadas em paraformaldeido 0,5%, na proporcdo 1:1, e marcadas
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com anticorpos monoclonais da BD Biosciences (Califérnia, EUA) ou eBioscience
(Califérnia, EUA), diluidos na propor¢do 1:5: anti-CD11b PE (clone VIM12), anti-CD14
FITC (clones 61D3 e TiiK4) e anti-CD33 APC; 1:10: anti-C5aR FITC (clone 8D6), anti-C3aR
PE (clone 17), anti-TLR2 PE (clone TL2.1) e anti-TLR4 PE (clone HTA125); e 1:20: CD3
APC-Cy7, CD19 PE-Cy7 e CD66b Alexa647. Foram utilizados também como controle
isotipico, os anticorpos monoclonais mouse 1gG1lx PE, mouse 19gG2ax FITC e mouse IgG
PercP (BD Biosciences, Califérnia, EUA). Apds 30 minutos de incubacdo no escuro e a
temperatura ambiente, foram adicionados 275 pl de tampéao de FACS e, ap6s mais 30 minutos
de incubag&o no escuro, a 4 °C, as células foram analisadas no citdmetro de fluxo FACSCanto
Il (BD Biosciences, Califérnia, EUA), utilizando o software BD FACSDiVa, verséo 4.1 (BD
Bioscience, Califérnia, EUA). Os resultados foram expressos como mediana de intensidade

de fluorescéncia, determinada a partir da aquisicdo de 20 mil eventos.

3.12 Quantificacdo de citocinas inflamatdrias

A presenca das citocinas IL-12p70, TNF, IL-10, IL-6 e IL-1p no plasma foi
determinada com o kit BD Cytometric Bead Array (CBA) Human Inflammatory Cytokines
(BD Biosciences, Califérnia, EUA). Para tanto, amostras de plasma puro (25 pl) foram
adicionadas aos tubos de FACS, ja contendo beads para cada citocina e o tampdo, e incubadas
durante 30 minutos. Conforme as instru¢bes do kit, curvas padrdo com as concentragdes
conhecidas das citocinas foram também preparadas e adicionadas a outros tubos de FACS. Os
tubos foram incubados no escuro e a temperatura ambiente, por 1 hora e 30 minutos e, em
seguida, lavados com 500 ul do tampdo de lavagem, fornecido pelo kit e centrifugados a 200
g por 5 minutos. Apo6s a lavagem, as amostras foram ressuspendidas com 25 pl de PE
Detection Reagent, e incubadas a temperatura ambiente, no escuro, por 1 hora e 30 minutos.
Finalizada a incubacdo, as amostras foram novamente lavadas com 500 pl do tampédo de
lavagem, centrifugadas a 200 g por 5 minutos e ressuspendidas com 300 pl de tampéo de
lavagem. Os resultados das reagdes foram analisados no citdmetro de fluxo FACSCanto Il
(BD Biosciences, Califérnia, EUA), utilizando software FCAP Array 3.0 (Becton Dickinson,
California, USA).

3.13 Quantificacdo de quimiocinas

A presenca das quimiocinas IP-10, MCP-1, MIG, RANTES e IL-8 no plasma humano
foi determinada com o kit BD Cytometric Bead Array (CBA) Human Chemokines (BD
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Biosciences, Califérnia, EUA). Para tanto, amostras de plasma (25 ul) foram diluidas 1:3 em
diluente de amostra fornecido pelo kit, e adicionadas aos tubos de FACS, juntamente com
beads (25 pl) de cada quimiocina, e com 25 ul de PE Detection Reagent, e incubadas por 3
horas no escuro, em temperatura ambiente. Conforme as instruc6es do Kit, curvas padrdo com
as concentracBes conhecidas das quimiocinas foram também preparadas e adicionadas a
outros tubos de FACS e também incubadas nas mesmas condicdes. Finalizada a incubac&o, as
amostras foram lavadas com 500 pl do tampédo de lavagem, centrifugadas a 200 g por 5
minutos e ressuspendidas com 300 pl de tampao de lavagem. Os resultados das reacGes foram
analisados no citdmetro de fluxo FACSCanto Il (BD Biosciences, Califérnia, EUA),
utilizando software FCAP Array 3.0 (Becton Dickinson, California, USA).

3.14 Analise estatistica

Os dados foram expressos como média + desvio padrdo e analisados estatisticamente
com o programa GraphPad Prism (versdo 5.1). Comparacdes entre mais de dois grupos foram
feitas pela analise ndo paramétrica One Way Anova, complementada com teste de Tukey. Nos
testes realizados, foram consideradas como diferencas estatisticamente significativas, valores
de P<0,05.
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4 RESULTADOS

4.1 Purificacdo do veneno de B. pirajai — Cromatografia (FPLC)

4.1.1 Fase 1 da purificacdo do veneno da serpente B. pirajai por cromatografia de exclusao
molecular

Com base no protocolo estabelecido por Pidde-Queiroz et al. (2013), 15 mg de veneno
de B. pirajai foram submetidos ao fracionamento em coluna de Superose 12, para a obtencgéo
da metaloproteinase de classe Pl, a ser utilizada no modelo de sangue humano total. A Figura
1 mostra o perfil cromatografico do veneno bruto de B. pirajai, sendo 6 fracGes (picos)

coletadas.

Figura 1 — Perfil cromatografico do veneno bruto de B. pirajai
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Purificagdo (FPLC-GP-250 PLUS) de 15 mg do veneno bruto de Bothrops pirajai com a coluna Superose 12
(10/300 GL, GE Life Sciences, EUA), diluido em 400 pl de PBS (4 corridas de 100 pl). Fluxo de corrida de 30
ml/h, com tampao de bicarbonato de aménio (0,05M). Fragdes monitoradas pela absorbancia a A 280 nm.
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4.1.2 Perfil eletroforético (SDS-Page) das fra¢Ges obtidas na fase 1

Ap6s a cromatografia, as 6 fracdes coletadas do veneno foram submetidas a
eletroforese em gel SDS-Page a 12%, como mostrado na Figura 2. A massa molecular
relativa de cada fracdo foi analisada, a fim de detectar moléculas com MW ~23 kDa, ou seja,
com a massa molecular prevista para metaloproteinases de classe Pl. Desta forma, foi
verificado que a fracdo 2 atendia a tal expectativa.

Figura 2 — Perfil eletroforético das fracdes do veneno bruto de B. pirajai
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Gel de acrilamida (SDS-Page) a 12%, com 5 pg de cada fracdo em tampdo de amostra ndo redutor, submetido a
coloracdo com prata.
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4.1.3 Fase 2 da purificacio do veneno da B. pirajai pela coluna Superdex 75

A Figura 3 mostra o perfil cromatografico da repurificacdo da fragdo 2 (400 pg) em

coluna Superdex 75, que resultou em 3 novas fracdes.

Figura 3 — Perfil cromatogréafico da fracdo 2 repurificada a partir do veneno bruto de B.

pirajai
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Repurificagdo (FPLC-GP-250 PLUS) da fracdo 2 (400 ug), proveniente da primeira etapa da purificacdo do
veneno bruto de Bothrops pirajai, pela coluna Superdex 75 (10/300 GL, GE Life Sciences, EUA), diluida em
100 pl de PBS (2 corridas com amostras contendo 200 pg). Fluxo de purificagdo de 30 ml/h, com tampéo de
bicarbonato de aménio (0,05M). Frac6es monitoradas pela absorbéncia ultravioleta a A 280 nm.
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4.1.4 Perfil eletroforético das fracGes obtidas na fase 2

As 3 novas fracdes coletadas, a partir da fragdo 2 do veneno total, foram submetidas a
dosagem proteica, seguida pela analise do perfil eletroforético em gel de gradiente de 8-16%,
com tampdo de amostra ndo redutor, como mostra a Figura 4. A massa molecular relativa de
cada fracdo foi analisada, com 0 mesmo objetivo, ou seja, identificar a metaloproteinase de
classe PI, com ~23 kDa. Os resultados mostraram que apenas 2 das 3 fracGes, denominadas
Fr2-2 e Fr2-3 apresentavam perfis eletroforéticos similares, com bandas com cerca de ~23

kDa. Trés quantidades diferentes de cada fracdo foram analisadas no gel: 0,62 ug, 1,25 ug e
2,5 ug.

Figura 4 — Perfil eletroforético das sub-fragdes provenientes da repurificacdo da fracdo 2 do

veneno bruto
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Géis de gradiente 8-16%, com 0,62 ug, 1,25 pg e 2,5 ug de cada fragdo (Fr2-3, Fr2-2 e Fr2-1) em tampédo de
amostra ndo redutor, submetidos a colora¢do com prata.
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4.2  Analise da Atividade Proteolitica das fra¢@es repurificadas

A atividade proteolitica de todas as fragdes repurificadas na fase 2 foi testada usando o
substrato FRET Abz-FRSSRQ-EDDnp. A Figura 5 mostra que somente as fracGes Fr2-2 e
Fr2-3 apresentaram atividade proteolitica, assim como o veneno bruto de B. pirajai e a fracéo
2.

Figura 5 — Atividade proteolitica das fraces do veneno de B. pirajai
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Atividade proteolitica das fragdes repurificadas a partir da fragdo 2 do veneno bruto de B. pirajai, comparada
com a do tampdo PBS (controle negativo) e com os controles do veneno bruto de B. pirajai (0,5 pg — 472
UF/min) e da fracdo 2 (purificada na primeira etapa) (1 ng — 178 UF/min), sobre o substrato (FRET) Abz-
FRSSRQ-EDDnp. Ensaio realizado com 1 g de cada fracdo, sendo a fluorescéncia determinada em intervalos
de 30 segundos, por 10 minutos. UF/min = Unidades de Fluorescéncia por Minuto. Dados expressos como média
+ desvio padrdo de duplicatas, representativo de 3 experimentos independentes. Anélise estatistica realizada por
ANOVA, complementada com teste de Tukey. (***) p<0,001 diferenca estatistica significativa em relacdo ao
controle negativo (PBS).



4.3  Ensaio de coagulagdo, usando o modelo de sangue total humano e as fracoes

repurificadas

O ensaio foi realizado com 25 pg/ml das fragdes Fr2-2 e Fr2-3 no modelo de sangue
humano total. A Tabela 1 apresenta o potencial coagulante das fracfes que apresentaram
atividade proteolitica, sendo que nenhuma das duas fracbes promoveu coagulacdo. Pelas
similaridades de perfil eletroforético e atividade proteolitica, e a ndo ativacdo da cascata de

coagulacdo, decidiu-se combinar as duas fragdes em um pool que foi utilizado nos demais

ensaios do presente estudo.

Tabela 1 — Coagulacéo das amostras de sangue pelas fragdes repurificadas

Incubacao Veneno de Fr2-2 Fr2-3
B. pirajai (25 1g) (25 pg) (25 pg)
37°C — 30 min + - -

Amostras de sangue incubadas com 25 pg de cada fragdo repurificada, por 30 minutos, a 37 °C. [+] Presenga de

coagulo; [-] Auséncia de coagulo.
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4.4  ldentidade proteica da fracdo Fr2-2/3 (pool das fragbes Fr2-2 e Fr2-3) por
espectrometria de massas

Amostras do pool das fragdes Fr2-2 e Fr2-3 foram analisadas pelo setor de
Espectrometria de Massas do Laboratério de Bioquimica e Biofisica do Instituto Butantan,
sendo confirmada a identidade da proteina (Figura 6), como a metaloproteinase de classe P1,

previamente identificada e purificada pelo nosso grupo (PIDDE-QUEIROZ et al., 2013).

Figura 6 — A analise do pool formado pelas fracbes Fr2-2 e Fr2-3, por espectrometria de

massas
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Amostras do pool foram ressuspendidas em solucdo de Tris-HCI, EDTA, uréia e DTT. Apds incubagdo de 1
hora, a 60 °C, iodoacetamida foi adicionada e o material foi novamente incubado durante 1 hora. Tripsina e
bicarbonato de amé6nio foram adicionados as amostras, sendo incubadas a 37 °C, por 12 horas. As amostras
foram analisadas por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas.
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45 Dosagem das anafilatoxinas, C3a e Cba, no sangue total humano, apds
tratamento com a P1-Bp

Amostras de sangue total humano foram tratadas com PBS, 100 pg/ml de LPS ou 25
pug/ml de PI-Bp, durante 30 minutos, a 37 °C; na sequencia foram coletados os plasmas, na
presenca de EDTA, e realizadas as dosagens das anafilatoxinas C3a e C5a. A Figura 7 mostra
que 25 pg/ml de PI-Bp foram capazes de induzir uma geracao significativa de C3a e C5a no
modelo de sangue humano total, assim como o controle positivo, o LPS, embora com

diferencas significativas entre estes dois tratamentos.
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Figura 7 — Niveis de C3a/C3a-desArg e Cba/Cba-desArg no plasma humano, apds o0s

tratamentos experimentais
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Amostras de sangue humano foram tratadas com PBS, 25 pg/ml de P1-Bp ou 100 pg/ml de LPS, por 30 minutos
e a 37 °C. Apos a incubacdo, o plasma foi coletado para dosagem de C3a e C5a por ELISA. Dados expressos
como média + desvio padrdo de duplicatas, representativos de 3 experimentos independentes. Analise estatistica
realizada por ANOVA, complementada com teste de Tukey. (**) p<0,01, (**) p<0,001 diferenca estatistica em
relacdo ao controle. (###) p<0,001 diferenca estatistica entre os tratamentos com PI-Bp e LPS.



43

46  Dosagem de SC5b-9, no sangue total humano, apés tratamento com a PI1-Bp

Assim como feito para a deteccdo das anafilatoxinas, o mesmo tratamento foi
realizado para analisar a geracdo de SC5b-9 no plasma. Na Figura 8 é possivel notar o
aumento na geragdo de SC5b-9 nos tratamentos do sangue com 25 pg/ml de PI-Bp ou com
100 pg/ml de LPS, durante 30 minutos e a 37 °C. Tal resultado mostra a ativagdo da cascata

do complemento pelos dois tratamentos.

Figura 8 — Niveis plasmaticos de SC5b-9 apds os tratamentos experimentais
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Amostras de sangue humano foram tratadas com PBS, 25 pg/ml de PI1-Bp ou 100 pg/ml de LPS, por 30 minutos,
a 37 °C. Apos a incubacdo, o plasma foi coletado para dosagem de SC5b-9 por ELISA. Dados expressos como
média + desvio padrdo de duplicatas, representativos de 3 experimentos. Analise estatistica realizada por
ANOVA, complementada com teste de Tukey. (***) p<0,001 diferenca estatistica significativa em relacdo ao
controle. (###) p<0,001 diferenca estatistica significativa entre os tratamentos com PI-Bp e LPS.
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4.7  Analise da expressao de marcadores de superficie de leucdcitos, ap6s tratamento
com a PI-Bp

4.7.1 Expressado dos marcadores em linfocitos

As amostras de sangue foram tratadas com PBS, 25 pg/ml de PI-Bp, ou 100 pg/ml de
LPS, e incubadas por 30 minutos e a 37 °C. A analise da expressdo dos marcadores de
membrana de linfécitos (marcados com anticorpos especificos anti-CD3 e anti-CD19) foi feita
por citometria de fluxo. A Figura 9 mostra que a PI-Bp foi capaz de induzir um aumento de
CD11b, CD14, C3aR, TLRs 2 e 4 em linfécitos.

Figura 9 — Acéo da PI-Bp sobre a expressdo dos marcadores de membrana em linfocitos
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Amostras de sangue humano foram tratadas com PBS, 25 pg/ml de PI-Bp ou 100 pg/ml de LPS, por 30 minutos,
a 37 °C. Apos a incubacdo, os linfocitos foram analisados quanto a expressdo de CD11b, CD14, C3aR, C5aR,
TLR2 e TLRA4. Dados expressos como média + desvio padrao de duplicatas, representativos de 4 experimentos.
Anélise estatistica realizada por ANOVA, complementada com teste de Tukey. (*) p<0,05, (**) p<0,01, (***)
p<0,001 diferenca estatistica significativa em relagdo ao controle (PBS).
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4.7.2 Expressdo dos marcadores em mondcitos

Na Figura 10 nota-se um aumento significativo de todos os marcadores na superficie
dos mondcitos (marcados com anticorpos especificos anti-CD33), nas amostras tratadas com a
P1-Bp, quando comparadas ao controle tratado com PBS. No entanto, pode se observar que a
expressdo de CD11b, C3aR e TLR4 foi significativamente menor do que o grupo tratado com
LPS, enquanto que a de CD14 e TLR 2 foi similar a do controle positivo. A expressdo de
C5aR foi aumentada nos tratamentos com a PI-Bp, assim como LPS, no entanto, PI-Bp

induziu um aumento deste receptor superior ao do LPS.

Figura 10 — Acdo da P1-Bp sobre a expressdo dos marcadores de membrana em mondcitos
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Amostras de sangue humano foram tratadas com PBS, 25 ug/ml de P1-Bp ou 100 pg/ml de LPS, por 30 minutos
e a 37 °C. Apés a incubacdo, os mondcitos foram analisados quanto a expressdo de CD11b, CD14, C3aR, C5aR,
TLR2 e TLR4. Dados expressos como média + desvio padrdo de duplicatas, representativos de 4 experimentos.
Anélise estatistica realizada por ANOVA, complementada com teste de Tukey. (*) p<0,05, (**) p<0,01, (***)
p<0,001 diferenca estatistica significativa em relagdo ao controle (PBS). (#) p<0,05 diferenca estatistica
significativa entre os tratamentos com a PI-Bp e LPS.
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A Figura 11 mostra que a PI-Bp induziu aumento significativo na expressdo de

CD11b, CD14, TLR 2, TLR 4 e C5aR nos granuldcitos (marcados com anticorpos especificos

anti-CD66b), quando comparado ao controle negativo, o PBS. No entanto, assim como o LPS,

a P1-Bp induziu uma reducéo na expresséo de C3aR. O LPS, nas condigdes utilizadas, induziu

aumento significativo na expressdao de CD11b, CD14, TLR2 e TLR4, mas ndo de Cb5aR,

quando comparado ao controle negativo, nos granuldcitos.

Figura 11 — Acdo da PI-Bp sobre a expressdao dos marcadores de membrana de granuldcitos

CD11b - Granulécitos

80000+ _

60000

w

= 400004
= *k
200004
o T
PBS PI-Bp
TLR 2 - Granulécitos
8000+ *%
6000
w
= 4000
= ==
2000
o T
PBS PI-Bp

*%

CD14 - Granuldcitos

C3aR - Granulécitos

200004

6000
*% *% T
iR
15000
4000 *
'8
S = S 10000
2000
5000
0 T 0 T
PBS PI-Bp LPS PBS PI-Bp
TLR 4 - Granulécitos C5aR - Granulécitos
800- 6000
I *
600 **
4000
w * w T
= 400 =
= s
2000 J—
200
o r o T
PBS PI-Bp LPS PBS PI-Bp

LPS

Amostras de sangue humano foram tratadas com PBS, 25 pg/ml de PI-Bp ou 100 pg/ml de LPS, por 30 minutos
e a 37 °C. Apo6s a incubagdo, os neutrdfilos foram coletados e analisados quanto a expressdo de CD11b, CD14,
C3aR, C5aR, TLR2 e TLR4. Dados expressos como média + desvio padrdo de duplicatas, representativos de 4
experimentos. Analise estatistica realizada por ANOVA, complementada com teste de Tukey. (*) p<0,05, (**)
p<0,01, (***) p<0,001 diferenga estatistica significativa em relagdo ao controle (PBS). (#) p<0,05, (###)
p<0,001 diferenca estatistica significativa entre os tratamentos com a PI-Bp e LPS.
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48 Dosagem das anafilatoxinas, C3a e Cba, no sangue total humano, apos
tratamento com PI-Bp, na presenca ou auséncia da compstatina/peptideo
controle

Amostras de sangue total humano foram incubadas com 200 UM de compstatina
(inibidor do componente C3), peptideo controle ou apenas PBS durante 30 minutos, a
temperatura ambiente e, em seguida, tratadas com PBS, 100 pg/ml de LPS ou 25 pg/ml de PI-
Bp, durante 30 minutos, a 37 °C. Na sequéncia foram coletados os plasmas, na presenca de
EDTA, e realizadas as dosagens das anafilatoxinas C3a e C5a. A Figura 12 mostra que a
compstatina causou uma reducéo significativa na geracdo de C3a e C5a, quando comparado
as amostras tratadas apenas com a toxina ou LPS. Nestas condi¢des experimentais, o peptideo
controle ndo foi capaz de reduzir a geracdo das anafilatoxinas. A reducdo na expressao de
anafilatoxinas das amostras tratadas, com a toxina ou LPS mais a compstatina, foi equivalente
a do controle negativo (PBS), indicando que a inibi¢cdo do complemento pode contribuir para
a reducdo do processo inflamatorio induzido pela PI-Bp.
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Figura 12 — Niveis de C3a/C3a-desArg e Cba/C5a-desArg no plasma apds os tratamentos

experimentais
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Amostras de sangue humano foram incubadas por 30 minutos com 200 UM de compstatina, peptideo controle ou
PBS e, posteriormente, tratadas com PBS, 25 pg/ml de P1-Bp ou 100 pg/ml de LPS, por mais 30 minutos e a 37
°C. Apos o tratamento, o plasma foi coletado para dosagem de C3a e C5a por ELISA. Dados expressos como
média = desvio padrdo de triplicatas, representativos de 3 experimentos independentes. Analise estatistica
realizada por ANOVA, complementada com teste de Tukey. (***) p<0,001, diferenca estatistica em relacdo ao
controle negativo. (###) p<0,001 diferenca estatistica entre os tratamentos com a toxina e a toxina+compstatina.
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49  Dosagem de SC5b-9, no sangue total humano, apos tratamento com PI-Bp, na
presenca ou auséncia da compstatina/peptideo controle

Assim como feito para a deteccdo das anafilatoxinas, o0 mesmo tratamento foi
realizado para analisar a geracdo de SC5b-9 no modelo de sangue total humano, incubado
com a compstatina e tratado com a toxina. Na Figura 13 ¢é possivel notar que no plasma das
amostras incubadas com a compstatina antes do tratamento com a toxina, houve uma redugéo
significativa na geracdo de SC5b-9. Tal resultado mostra que a ativacdo da cascata do

complemento, induzida pela PI-Bp ou LPS, foi inibida pela compstatina, mas nao pelo

peptideo controle.

Figura 13 — Niveis plasmaticos de SC5b-9 ap6s os tratamentos experimentais
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Amostras de sangue humano foram incubadas com 200 uM de compstatina, peptideo controle ou apenas PBS, e,
posteriormente, tratadas com PBS, 25 pg/ml de PI-Bp ou 100 pg/ml de LPS, por 30 minutos, a 37 °C. Apds a
incubacdo, o plasma foi coletado para dosagem de SC5b-9 por ELISA. Dados expressos como média + desvio
padrdo de triplicatas, representativos de 3 experimentos. Andlise estatistica realizada por ANOVA,
complementada com teste de Tukey. (***) p<0,001 diferenca estatistica significativa em relacdo ao controle
negativo. (###) p<0,001 diferenca estatistica significativa entre os tratamentos com a toxina e a
toxina+compstatina.
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4.10 Analise da expressdo de marcadores de superficie de leucdcitos, no modelo de
sangue total humano, apds tratamento com PI-Bp, na presenca ou auséncia da
compstatina/peptideo controle

4.10.1 Expressdo dos marcadores em linfocitos

As amostras de sangue foram incubadas com 200 uM de compstatina, peptideo
controle ou PBS, e em seguida tratadas com PBS, 25 pg/ml de P1-Bp ou 100 pg/ml de LPS, e
incubadas por 30 minutos e a 37 °C. A analise da expressdo dos marcadores de membrana de
linfocitos (marcados com anticorpos especificos anti-CD3 e anti-CD19) foi feita por
citometria de fluxo. A Figura 14 mostra que a incubacdo com a compstatina seguida pelo
tratamento com a toxina reduziu a expressdo dos marcadores relacionados ao sistema
Complemento, como o CD11b e C3aR, quando comparados ao controle negativo (PBS). A
expressdo de C5aR € naturalmente baixa em linfécitos e, portanto, ndo foi possivel notar
diferenca entre os tratamentos. A expressdo de CD14, TLR2 e 4 aumentou ap0s 0sS
tratamentos com a PI-Bp e LPS, em relacdo ao controle negativo (PBS), e ndo sofreram

influéncia da compstatina.
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Figura 14 — Acdo da PI1-Bp, em modelo de sangue total humano, na presenca ou auséncia da

compstatina: expressdo dos marcadores de membrana de linfécitos
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Amostras de sangue humano foram incubadas com 200 uM de compstatina, peptideo controle ou apenas PBS e,
posteriormente, tratadas com PBS, ou 25 pg/ml de PI-Bp, ou 100 pg/ml de LPS, por 30 minutos, a 37 °C. Apés a
incubacdo, os linfdcitos foram analisados quanto a expressao de CD11b, CD14, C3aR, C5aR, TLR2 e TLRA4.
Dados expressos como média + desvio padrdo de duplicatas, representativos de 4 experimentos. Analise
estatistica realizada por ANOVA, complementada com teste de Tukey. (**) p<0,01, (***) p<0,001 diferenca
estatistica significativa em relacdo ao controle (PBS). (##) p<0,01, (###) p<0,001 diferenca estatistica

significativa entre os tratamentos com a toxina e a toxina+compstatina.
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4.10.2 Expressao dos marcadores em mondcitos

Na Figura 15, nota-se um aumento significativo de todos os marcadores na superficie
dos monacitos (marcados com anticorpos especificos anti-CD33), nas amostras tratadas com
PI-Bp ou LPS, quando comparadas ao PBS. No entanto, pode-se observar que a expresséo de
CD11b, C3aR e C5aR foi significativamente reduzida nas amostras incubadas com a
compstatina, indicando que a ativacdo do complemento contribui para o aumento da
expressao desses marcadores. Ja a expressdo de CD14, TLRs 2 e 4 ndo foi alterada com a
incubacdo da compstatina, indicando a ndo participacdo do Complemento no aumento da

expressao desses receptores.

Figura 15 — Acdo da P1-Bp sobre a expressdo dos marcadores de membrana em mondcitos
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Amostras de sangue humano foram incubadas com 200 uM de compstatina, peptideo controle ou apenas PBS e,
posteriormente, tratadas com PBS, ou 25 pg/ml de PI-Bp, ou 100 pg/ml de LPS, por 30 minutos, a 37 °C. Apés a
incubacdo, os mondcitos foram analisados quanto a expressdo de CD11b, CD14, C3aR, C5aR, TLR2 e 4. Dados
expressos como média + desvio padrdo de duplicatas, representativos de 4 experimentos. Analise estatistica
realizada por ANOVA, complementada com teste de Tukey. (*) 0,05 (**) p<0,01, (***) p<0,001 diferenca
estatistica significativa em relacdo ao PBS. (##) p<0,01, (###) p<0,001 diferenca estatistica significativa entre os
tratamentos com a toxina e a toxina+compstatina.
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4.10.3 Expressao dos marcadores em granulécitos

A Figura 16 mostra que a PI-Bp também induziu aumento significativo na expressao
de todos os marcadores analisados nos granulécitos (marcados com anticorpos especificos
anti-CD66b), quando comparados ao controle negativo, o PBS. O tratamento das amostras
com de PI-Bp ou LPS, na presenga de compstatina, causou uma reducdo significativa da
expressao de CD11b, C3aR e C5aR na superficie dos granuldcitos. O aumento da expressdo
dos marcadores CD14, TLRs 2 e 4 pelo LPS ou PI-Bp nédo foi modulado negativamente pela

presenca de compstatina na reagéo.

Figura 16 — Acdo da P1-Bp sobre a expressdo dos marcadores de membrana de granulécitos

CD11b - Granulécitos CD14 - Granulécitos C3aR - Granulécitos
1} R## |
1t 1 L |t )
80000+ *okk 12000+ 35000+ ' v !
* L *%k *kk

*kk * 28000

60000 90004
kK

210004

w w
=

= 40000
p=3

200004

Comps

15000+

100004

MIF

5000+

PBS
P
Comps

PI-Bp
PI-Bp+PC
PI-Bp+Comps

- Granuldcitos

PI-Bp
PI-Bp+PC
PI-Bp+Comps

LPS

LPS

LPS+PC

LPS+PC

LPS+Comps

LPS+Comps

MIF

6000

30004

30004

20004

10004

PBS

PBS

Comps

PI-Bp
PI-Bp+PC

PI-Bp+Comps
LPS
LPS+PC

TLR 4 - Granulécitos

Comps

*kk

PI-Bp
PI-Bp+PC

*kk

PI-Bp+Comps
LPS
LPS+PC

LPS+Comps

LPS+Comps

MIF

140004

70004

18000+

120004

MIF

60004

PBS

PBS

Comps

C5aR - Granulécitos
#H##

Comps

PI-Bp

PI-Bp+PC

PI-Bp+Comps

LPS
LPS+PC

LPS+Comps

PI-Bp

PI-Bp+PC

PI-Bp+Comps

LPS
LPS+PC

LPS+Comps

Amostras de sangue humano foram incubadas com 200 uM de compstatina, peptideo controle ou apenas PBS e
tratadas, posteriormente, com PBS, ou 25 pg/ml de PI-Bp, ou 100 pg/ml de LPS, por 30 minutos, a 37 °C. Ap6s
a incubacdo, os granulécitos foram analisados quanto a expressdo de CD11b, CD14, C3aR, C5aR, TLR2 e
TLR4. Dados expressos como média + desvio padrdo de duplicatas, representativos de 4 experimentos. Analise
estatistica realizada por ANOVA, complementada com teste de Tukey. (*) 0,05, (**) p<0,01, (***) p<0,001
diferenca estatistica significativa em relacdo ao controle (PBS). (###) p<0,001 diferenga estatistica significativa
entre os tratamentos com a toxina e a toxina+compstatina.
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411 Dosagem das citocinas pro-inflamatdrias, no modelo de sangue total humano,
apos tratamento com PI-Bp, na presenca ou auséncia da compstatina/peptideo
controle

Amostras de sangue total humano foram incubadas com 200 UM de compstatina
(inibidor do Complemento), peptideo controle ou PBS durante 30 minutos, a temperatura
ambiente e, em seguida, tratadas com PBS, 100 pg/ml de LPS ou 25 pg/ml de P1-Bp, durante
30 minutos, a 37 °C; na sequencia foram coletados os plasmas, na presenca de EDTA, e
realizadas as dosagens das citocinas. A Figura 17 mostra que o tratamento com a PI-Bp,
assim como o LPS, levou ao aumento de IL-10, IL-6 e IL-1B, quando comparado ao controle
negativo (PBS). Um aumento na produgdo de 1L-12p70 e TNF s6 foi detectado no tratamento
com LPS. As amostras incubadas com a compstatina e tratadas, em seguida, com PI-Bp ou
LPS apresentaram reducdo na producdo das citocinas pro-inflamatdrias aqui analisadas. Tais
dados sugerem que a ativacdo do complemento contribui para a producdo de citocinas no

processo inflamatério induzido tanto pela PI-Bp quanto pelo LPS.
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Figura 17 — Niveis de citocinas pro-inflamatérias, no plasma, ap0s o0s tratamentos

experimentais
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Amostras de sangue humano foram incubadas por 30 minutos com 200 UM de compstatina, peptideo controle ou
PBS e, posteriormente, tratadas com PBS, 25 pg/ml de P1-Bp ou 100 pg/ml de LPS, por mais 30 minutos e a 37
°C. Apos o tratamento, o plasma foi coletado para dosagem de citocinas pré-inflamatérias por CBA. Dados
expressos como média + desvio padrdo de triplicatas, representativos de 3 experimentos independentes. Analise
estatistica realizada por ANOVA, complementada com teste de Tukey. (*) p<0,05, (**) p<0,01, (***) p<0,001,
diferenca estatistica em relagdo ao controle negativo. (#) p<0,05, (##) p<0,01, (###) p<0,001 diferenga estatistica
entre os tratamentos com a toxina e a toxina+compstatina.
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4.12 Dosagem de quimiocinas, no modelo de sangue total humano, apds tratamento
com PI-Bp, na presenca ou auséncia da compstatina/peptideo controle

Amostras de sangue total humano foram incubadas com 200 UM de compstatina
(inibidor do Complemento), peptideo controle ou PBS durante 30 minutos, a temperatura
ambiente e, em seguida, tratadas com PBS, 100 pg/ml de LPS ou 25 pg/ml de P1-Bp, durante
30 minutos, a 37 °C; na sequencia foram coletados os plasmas, na presenca de EDTA, e
realizadas as dosagens das quimiocinas. A Figura 18 mostra que os tratamentos com PI-Bp ou
LPS, quando comparados ao controle negativo (PBS), induziram aumentos significativos de
MCP-1, MIG e IL-8, sendo que o LPS ainda promoveu um pequeno aumento de RANTES.
Quando a compstatina foi adicionada a reacdo, foi possivel notar uma reducdo significativa
das quimiocinas MCP-1 e IL-8, nos tratamentos com PI-Bp e LPS. Além dessas, no
tratamento com LPS, a compstatina promoveu uma pequena reducdo da producdo de
RANTES.
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Figura 18 — Niveis de quimiocinas, no plasma, apds os tratamentos experimentais
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Amostras de sangue humano foram incubadas por 30 minutos com 200 uM de compstatina, peptideo controle ou
PBS e, posteriormente, tratadas com PBS, 25 pg/ml de P1-Bp ou 100 pg/ml de LPS, por mais 30 minutos e a 37
°C. Ap0s o tratamento, o plasma foi coletado para dosagem de quimiocinas por CBA. Dados expressos como
média + desvio padrdo de triplicatas, representativos de 3 experimentos independentes. Analise estatistica
realizada por ANOVA, complementada com teste de Tukey. (*) p<0,05, (***) p<0,001, diferenca estatistica em
relacdo ao controle negativo. (#) p<0,05, (###) p<0,001 diferenca estatistica entre os tratamentos com a toxina e
a toxina+compstatina.
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5 DISCUSSAO

As serpentes do género Bothrops sdo responsaveis por mais de 80% dos
envenenamentos no Brasil (BRAUD et al., 2000; LU et al., 2005) e seus venenos sdo
compostos por uma mistura complexa de moléculas, incluindo serino- e metaloproteinases,
sendo as metaloproteinases as enzimas proteoliticas mais abundantes nesses venenos (FOX;
SERRANO, 2008). Algumas destas enzimas estdo diretamente envolvidas nos processos
decorrentes do envenenamento, como a coagulopatia, dermonecrose, edema e hemorragia,
além de faléncia renal (GUTIERREZ et al., 2005; GUTIERREZ; RUCAVADO, 2000).

Diante dos dados publicados na literatura e para melhor entender o papel do
Complemento no processo inflamatério desencadeado por esses venenos, foram realizados
ensaios utilizando o modelo de sangue total humano descrito por Mollnes e colaboradores
(2002), uma vez que esse permite analisar melhor a interagdo entre todos os componentes do
sangue, incluindo citocinas e quimiocinas, e 0s componentes e vias de ativacdo do sistema

complemento operando de forma ativa.

Brekke e colaboradores (2008) também demonstraram a ativacdo do sistema
complemento e 0 aumento severo do processo inflamatorio desencadeado por LPS (E.coli) em
modelo de sangue total humano, no qual 18 dos 27 mediadores inflamatorios analisados,
incluindo citocinas pro-inflamatérias (TNF-a, IL-6 e IL-1B) e quimiocinas (IL-8, MCP-1, IP-
10, MIP-10/B), mostraram um aumento bastante significativo, levando ao agravamento da
sepse ou ao choque séptico. No entanto, a inibicdo do marcador de membrana de leucdcitos, o
CD14, combinada com anti-C2 e anti-fator D levou a reducdo do processo inflamatério
desencadeado pelo LPS no modelo estudado. Considerando que C2 quando clivado, se liga ao
C4b, formando a C3 convertase das vias classica e das lectinas, e o fator D sendo responsavel
pela clivagem do fator B ligado ao complexo C3 formando, portanto, a C3 convertase da via
alternativa, a inibicdo desses complexos prejudica significativamente a ativacdo das vias do
sistema Complemento, resultando, na reducdo da sepse e do choque séptico (BARRATT-
DUE et al, 2010; BREKKE et al., 2008).

Paralelo a esses dados, em outro estudo realizado pelo nosso grupo (PIDDE-
QUEIROZ et al., 2013), foi demonstrado que uma metaloproteinase de classe PI, isolada do
veneno da B. pirajai, era capaz de ativar a cascata do sistema complemento e também clivar

diretamente componentes como C3 e Cl-Inh (regulador do complemento), no soro humano
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normal, o que poderia contribuir para o processo inflamatério observado nos envenenamentos

por serpentes do género Bothrops.

Com base nas diferencas de tamanho e de dominios estruturais, as metaloproteinases
de venenos foram classificadas em PI, Pll e Pl (BJARNASON; FOX, 1995). As
metaloproteinases de classe P1, com massa molecular variando entre 20 e 25 kDa, apresentam
capacidade hemorragica menor do que as de classe PIII, sugerindo que a presenca de alguns
dominios a mais contribua efetivamente para esse efeito. As proteinas da classe PIII
apresentam massa molecular maior, variando entre 50 e 100 kDa, e s&o encontradas na forma
monomérica (atrolisina-A, HF3 e bothropasina) e dimérica (VAP1) (FOX; SERRANO, 2005,
2008). A classe Pllld, antes denominada como PIV, apresenta duas cadeias de lectinas. As
duas representantes desta classe (VLFXA e RVV-X) sdo capazes de ativar o fator X da
coagulacao (FOX; SERRANO, 2005, 2008).

As metaloproteinases hemorragicas de venenos atuam na degradacdo da membrana
basal dos capilares sanguineos, levando ao extravasamento de sangue pelos capilares
(BARAMOVA et al., 1989; MOREIRA et al., 1992). A hemorragia € decorrente da acéo
dessas enzimas sobre os componentes da cascata de coagulacdo, como o fibrinogénio e
fibrina, levando a incoagulabilidade por consumo (HAMAKO et al., 1998; KAMIGUTI et al.,
1994).

De acordo com a literatura, as metaloproteinases da classe Pl podem apresentar
atividades distintas. Assim, Bello et al. (2006) isolaram uma metaloproteinase da classe Pl do
veneno de B. leucurus, capaz de hidrolisar fibrinogénio, fibrina e fibronectina, mas nao
laminina, enquanto Rucavado et al. (1999) mostraram que a Pl de L. muta muta ndo s
hidrolisava fibronectina, como também laminina e colageno tipo IV. Ja a metaloproteinase Pl
do veneno da B. jararacussu ndo é capaz de induzir hemorragia local, miotoxicidade ou
letalidade, mas apresenta atividade proteolitica sobre fibrinogénio, fibrina, e colageno, além
de inibir a agregacdo plaquetaria (MARCUSSI et al., 2007). Esses dados indicam, portanto,
que ha variagOes de especificidade de substrato macromolecular entre as metaloproteinases da

classe PI.

Com base nesses dados da literatura e nos resultados obtidos pelo grupo com a Pl da
B. pirajai em soro humano normal e, seguindo o protocolo de purificacdo estabelecido por

Pidde-Queiroz e colaboradores (2013), uma nova purificacdo a partir do veneno bruto de B.
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pirajai foi realizada em duas etapas, por cromatografia de exclusdo molecular em FPLC para
obter uma nova partida de metaloproteinase Pl dessa serpente (P1-Bp).

Durante a primeira purificacdo, observou-se que a fracdo 2 (Fr2) apresentava uma
banda com massa molecular de ~23 kDa, 0 que corresponderia a massa de Pl e, por isso, essa
foi submetida a repurificacdo, resultando em 3 subfracBes das quais 2 (Fr2-2 e Fr2-3)
apresentaram perfis eletroforéticos idénticos. Ambas também mostraram atividade proteolitica
significativa. As amostras de sangue humano total foram submetidas ao tratamento com 25
pg/ml das duas subfracGes (Fr2-2 e Fr2-3), separadamente, e nenhuma das duas foi capaz de
induzir coagulagéo do sangue. Considerando a similaridade entre as duas subfragdes, decidiu-
se junta-las em um pool, do qual uma aliquota foi encaminhada para o Setor de
Espectrometria de Massas do Instituto Butantan, para identificacdo da(s) molécula(s) e, assim,
foi confirmado que a amostra continha uma metaloproteinase de classe Pl de B. pirajai, a
mesma descrita anteriormente pelo nosso grupo (PIDDE-QUEIROZ et al., 2013). Outra
aliquota foi encaminhada a Secdo de Controle Microbioldgico (Servico de controle de
qualidade, Divisdo Bioindustrial) do Instituto Butantan para deteccdo de LPS, sendo

confirmada a auséncia de LPS na amostra.

Amostras de sangue humano total foram tratadas com a PI-Bp, PBS (controle
negativo) ou LPS (controle positivo) e, na sequéncia, analisadas a producédo das anafilatoxinas
bem como de TCC no plasma, e a expressdo de marcadores nas populacdes de linfocitos,
mondcitos e granulécitos. Assim, de acordo com os dados aqui obtidos, é possivel sugerir que
a metaloproteinase de classe Pl da B. pirajai (Pl-Bp) é capaz de ativar o Sistema
Complemento no sangue total humano, como foi demonstrado pela geracdo de SC5b-9,
C3a/C3a-desArg e Cbha/Cha-desArg. Os resultados também sugerem que a ativacdo do
complemento possa estar envolvida na ativacao leucocitaria, como foi possivel verificar pelas
diferengas na expresséo dos receptores de membrana dessas células tratadas com a Pl isolada

da B. pirajai.

Esses eventos podem ter um papel relevante no progresso dos sintomas do
envenenamento botrépico e para confirmar a participagdo do complemento na alteracdo de
expressao dos marcadores de superficie celular dos leucdcitos, amostras de sangue foram
incubadas com 200 UM de compstatina, peptideo controle ou apenas PBS, antes de serem
tratadas com a PI-Bp, PBS (controle negativo) ou LPS (controle positivo). A compstatina €

um peptideo que inibe a clivagem do C3, que € a molécula central para ativacdo de todas as
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vias do Complemento (MOLLNES et al., 2002). Assim, o uso desse inibidor modula a
ativagdo/geracdo de fragmentos biologicamente ativos do C, como de C3a/C3a-desArg,
Cbha/Cbha-desArg e de SC5b-9.

Os resultados obtidos nas amostras incubadas com compstatina e tratadas com PI-Bp
mostram uma reducdo bastante significativa na geracdo de anafilatoxinas e TCC, assim como
na expressao dos marcadores de membrana relacionados ao Sistema Complemento, como 0
CD11b, que compde o complexo CD11b/CD18 (CR3), capaz de interagir com iC3b
(BELLER et al., 1982; WRIGHT et al., 1983), C3aR, o receptor para C3a e C5aR, receptor de
C5a (anafilatoxina que é produto da clivagem de C5 pela C5 convertase, enzima que
apresenta C3b como um dos componentes). Tais dados indicam a participacdo do
complemento nos eventos pro-inflamatérios induzidos pela PI-Bp, assim como pelo LPS, no

modelo de sague total huamno.

Também foi feita a quantificacdo de citocinas pré-inflamatorias e quimiocinas no
plasma das amostras de sangue tratadas com a compstatina, peptideo controle ou PBS e 0s
resultados mostraram que as amostras tratadas com a P1-Bp e que n&o foram incubadas com a
compstatina tiveram um aumento das citocinas IL-10, IL-6, e IL-1B, assim como das
guimiocinas MCP-1, MIG e IL-8, revelando mais uma vez o potencial inflamatdrio da toxina,
sendo que as citocinas e quimiocinas geradas podem, por sua vez, ativar outras vias e células

do sistema imunoldgico.

A IL-1B é uma das primeiras citocinas produzidas, apds lesdo tecidual ou infec¢éo, e é
capaz de promover inflamacdo sistémica, por meio da ativacdo da ciclooxigenase-2, com a
formacdo de prostaglandinas, causando febre. Pode também induzir a producdo de éxido
nitrico e moleculas de adesdo endotelial, além de ativar os receptores B2, causando
hiperalgesia inflamatéria (OLIVEIRA et al., 2011). A IL-6, assim como a IL-1B, também
causa febre, sendo um dos mais precoces mediadores de inducdo e controle da sintese e
liberacdo de proteinas de fase aguda, sendo responsavel pela maturacdo e ativacdo de
neutrofilos e macrdfagos e diferenciagdo de linfocitos T citotoxicos e células NK. A IL-10
pode inibir IL-1 e IL-6, produzidas por macrofagos e mondcitos ativados, estimulando a
producdo de citocinas anti-inflamatorias, além de impedir a producdo de IFNy (principal
ativador de macrofagos) pelas células NK (ZHANG; AN, 2007).

As quimiocinas sdo secretadas por células sanguineas e responsaveis pela migracao
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dos leucdcitos ao local da infeccdo ou lesdo. Sdo divididas em 4 classes, de acordo com a
presenca e posi¢do dos primeiros residuos de cisteina. A MCP-1, que apresenta duas cisteinas
adjacentes, é um potente fator quimiotatico e ativador de monacitos, linfocitos T, células NK
e eosinofilos. Pode também alterar a atividade dos neurbnios pds-sinapticos e células da glia,
facilitando a transmisséo da dor (OLIVEIRA et al., 2011). A IL-8, com um amino&cido entre
os dois residuos de cisteina, é capaz de aumentar a expressdo de GABA (&cido gama-
aminobutirico), um importante inibidor em sinapses centrais (KRAYCHETE et al., 2006). A
IL-8 é secretada principalmente por mondcitos/macrofagos, podendo ser estimulada pela 1L-1,
sendo sua principal funcdo o estimulo migratério das células do sistema imune,
principalmente neutrofilos, levando também ao aumento da expressdo de moléculas de
adesdo, alem de aumentar o metabolismo oxidativo (KRAYCHETE et al., 2006; OLIVEIRA
et al., 2011). A MIG é estruturalmente similar a 1L-8 pertencendo, portanto, pertencente a
mesma classe. Estimulada por IFN-y, sua principal funcdo é a migracdo de células T para o
sitio DTH (reag&o de hipersensibiliade tardia) (WHITE; WILSON, 2008).
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6 CONCLUSAO

Com a inibicio do Complemento, foi possivel notar uma diminuicéo
significativa dos niveis das citocinas IL-1p e IL-10 e das quimiocinas MCP-1 e IL-8,
indicando uma possivel reducdo do processo inflamatério e, portanto, dos efeitos do
envenenamento. Os niveis encontrados de IL-10 (citocina reguladora) possivelmente
estdo relacionados a IL-1B (citocina pro-inflamatoria), assim como a reducdo das

quimiocinas, uma vez que houve a diminuicdo de estimulos e de leucdécitos ativados.

Em conjunto, os resultados aqui obtidos mostram que a inibi¢cdo do Sistema
Complemento causa uma reducdo no processo inflamatoério induzido por uma protease
de classe Pl do veneno de Bothrops e que o modelo de sangue total humano € uma boa
ferramenta para os estudos das acbes pro-inflamatérias de componentes de venenos.
Tais resultados também sinalizam a possibilidade do uso de inibidores de complemento

na terapia dos envenenamentos botropicos.
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