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RESUMO

BERNARDES, C.P. Estudos bioquimicos e estruturais de uma metaloprotease isolada da
peconha de Bothrops pirgjai. 2012. 127 f. Tese (Doutorado). Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas de Ribeirdo Preto — Universidade de Sdo Paulo, Ribeirdo Preto, 2012.

As pecgonhas de serpentes sdo misturas complexas de moléculas bioativas resultando em um produto
biologico eficiente que tem como principais objetivos a promogdo de imobilizagdo, morte e digestdo
inicial de presas. As metaloproteases e as serinoproteases estdo entre as principais enzimas
responsaveis por afetar o sistema hemostatico por diferentes mecanismos. O presente trabalho teve
como objetivo o isolamento e a caracterizagdo bioquimica, funcional e estrutural de uma
metaloprotease da classe P-I a partir da pegonha de Bothrops pirajai. A metaloprotease foi isolada
utilizando trés passos cromatograficos: exclusdo molecular em Sephacryl S-200, troca i6nica em CM-
Sepharose e afinidade em Blue Sepharose, resultando na metaloprotease denominada BpirMP. A
massa molecular da enzima foi determinada por espectrometria de massas (23,15 kDa), e conforme
visualizado por SDS-PAGE, a molécula apresentou cadeia polipeptidica tinica. A determinacdo da
sequéncia parcial de aminoacidos e o alinhamento multiplo com sequéncias depositadas em bancos de
dados mostrou alta identidade (70-90%) com outras metaloproteases da classe P-I1 de peconhas de
serpentes. A molécula possui a sequéncia de consenso HELGHNLGMEH, bem como a sequéncia de
CVM, que caracterizam a superfamilia das metaloproteases "metzincinas". A enzima mostrou agao
sobre o fibrinogénio, degradando as cadeias Ao ¢ Bp, sendo capaz também de degradar coagulos de
fibrina e de sangue in vitro, dissolvendo completamente o coagulo de sangue na maior dose testada. A
enzima nao apresentou atividade coagulante sobre plasma sanguineo. A atividade proteolitica da
metaloprotease sobre a azocaseina foi avaliada em diferentes condigdes de pH e temperatura,
mostrando que a enzima tem a sua atividade reduzida em pHs acidos e em temperaturas superiores a
60 °C. A atividade proteolitica foi inibida por agentes quelantes como EDTA, EGTA e 1,10-
fenantrolina e por agentes redutores como [-mercaptoetanol e DTT. Inibidores especificos de
serinoproteases (benzamidina, leupeptina e aprotinina) ndo apresentaram efeito sobre a atividade
proteolitica da BpirMP. A enzima mostrou-se hemorragica, apresentando dose hemorragica minima
(DHM) de 50 pg. BpirMP hidrolisou componentes da membrana basal tanto in vitro como in vivo,
degradando preferencialmente laminina e nidogénio. A metaloprotease apresentou efeitos sobre
processos inflamatdrios como a indugdo de edema e dor, promovendo um pronunciado recrutamento
de neutrofilos e aumento significativo na quantidade total de leucécitos no exsudato inflamatério. A
avaliag@o da participagdo de diferentes mediadores inflamatdrios na indu¢do do edema e hiperalgesia
indicaram o envolvimento de metabolitos do acido araquidonico e histamina. O efeito citotoxico
induzido pela metaloprotease foi avaliado sobre o miisculo gastrocnémico de camundongos e também
nos tecidos cardiaco, renal, pulmonar e esplénico, apresentando degeneracdo das fibras musculares e
infiltrado leucocitario. Os resultados demonstram que a BpirMP ¢ uma metaloprotease de baixa massa
molecular, com baixa atividade hemorragica, pertencente a classe P-I, descrita pela primeira vez para a
espécie B. pirajai. A caracteriza¢io da pegonha de Bothrops pirajai foi realizada por meio de técnicas
proteémicas para determinar a sua composicao proteica. As proteinas foram separadas por RP-HPLC,
seguido por SDS-PAGE, digestdo triptica “in-gel” e identificacdo por espectrometria de massa por
MALDI-TOF/TOF, e atribui¢do de familias de proteinas conhecidas por homologia. Proteinas
pertencentes a sete familias foram encontradas na pegonha de B. pirajai, incluindo grande abundancia
de fosfolipases A, (~40%) e metaloproteases (~20%).

Palavras-chave: Bothrops pirajai. Enzimas proteoliticas. Metaloprotease. Membrana Basal.
Hemorragia. Hemostasia. Inflamagéo. Proteoma.
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ABSTRACT

BERNARDES, C.P. Structural and biochemical studies on a metalloproteinase isolated
from Bothrops pirajai snake venom. 2012. 127 f. Tese (Doutorado). Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas de Ribeirdo Preto — Universidade de Sdo Paulo, Ribeirdo Preto, 2012.

Ssnake venoms are complex mixtures of bioactive molecules resulting in an efficient biological
product with the purpose of promoting immobilization, death and initial digestion of prey.
Metalloproteinases and serine proteases are among the major enzymes responsible for affecting the
hemostatic system by different mechanisms. The present study aimed at the isolation and biochemical
and structural characterization of a P-I class metalloproteinase from Bothrops pirajai snake venom.
This enzyme was isolated using three chromatographic steps: molecular exclusion on Sephacryl S-
200, ion exchange on CM-Sepharose and affinity on Blue Sepharose, resulting in a metalloproteinase
called BpirMP. Its molecular mass was determined by mass spectrometry (23.15 kDa), and as
visualized by SDS-PAGE, the molecule showed a single polypeptide chain. The determination of the
partial amino acid sequence and multiple alignment with sequences deposited in databases showed
high identity (~90%) with other P-I class metalloproteinases from snake venoms. BpirMP has the
consensus sequence HELGHNLGMEH and the VCM sequence, which characterize the superfamily of
metzincins metalloproteinases. The enzyme showed activity on fibrinogen, degrading Aa and Bf
chains, and was also able to degrade fibrin and blood clots in vitro, completely dissolving the blood
clot at the highest dose tested. The enzyme was unable to coagulate blood plasma. The proteolytic
activity of the metalloproteinase on azocasein was evaluated under different conditions of pH and
temperature, showing that BpirMP has its activity reduced in acidic pHs and temperatures above 60
°C. The proteolytic activity was inhibited by chelating agents such as EDTA, EGTA, and 1,10-
phenanthroline and by reducing agents as -mercaptoethanol and DTT. Specific inhibitors of serine
proteases (benzamidine, leupeptin and aprotinin) had no effect on the proteolytic activity of BpirMP.
The enzyme induced hemorrhage, presenting a minimal hemorrhagic dose (MHD) of 50 pg. BpirMP
hydrolyzed basement membrane components both in vitro and in vivo, preferably degrading laminin
and nidogen. The metalloproteinase showed effects on inflammatory processes such as induction of
pain and edema, promoting a pronounced neutrophil recruitment and significant increase in the total
number of leukocytes in inflammatory exudate. The evaluation of the contribution of different
inflammatory mediators in the induced edema and hyperalgesia indicated the involvement of
arachidonic acid metabolites and histamine. The cytotoxic effect induced by BpirMP was evaluated on
the gastrocnemius muscle of mice and heart, kidney, lung and spleen tissues, showing degeneration of
muscle fibers and leukocyte infiltration. The results demonstrate that BpirMP is a low molecular mass
and low hemorrhagic metalloproteinase belonging to the P-I class, described for the B. pirajai species
for the first time. The characterization of Bothrops pirajai venom was performed using proteomic
techniques to determine its composition. Proteins were separated by RP-HPLC, followed by SDS-
PAGE, tryptic in-gel digestion and identification by MALDI-TOF/TOF mass spectrometry, assigning
family classification by homology to known proteins. Seven protein families were found in the venom
of B. pirgjai, with an abundance of phospholipases A, (~40%) and metalloproteinases (~20%).

Keywords: Bothrops pirajai. Proteolytic enzymes. Metalloproteinase. Basement Membrane.
Hemorrhage. Hemostasis. Inflammation. Proteome.
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1. INTRODUCAO
1.1.  Quadro clinico e epidemiologia dos acidentes ofidicos

As serpentes compdoem um dos grupos mais bem sucedidos dos vertebrados, exibindo
grande riqueza de espécies e habitando uma enorme variedade de ambientes (LEE;
SCANLON, 2002). Estima-se que no mundo existam aproximadamente 3.000 espécies de
serpentes, classificadas em quatro familias Elapidae, Hydrophiidae, Viperidae e Colubridae.
No Brasil as espécies de serpentes pegonhentas pertencem as familias Elapidae e Viperidae
(CARDOSO, 2003). Na familia Viperidae, destaca-se a subfamilia Crotalinae, a qual
pertencem os géneros Crotalus (cascavéis), Bothrops (jararacas) ¢ Lachesis (surucucus) ¢ a
familia Elapidae, que engloba o género Micrurus (corais verdadeiras) (MELGAREJO, 2003).

A Organizacdo Mundial da Satde (OMS) estima que no mundo, ocorrem em média
1.665.000 acidentes por ano, envolvendo serpentes peconhentas, com 30.000 a 40.000 mortes.
No Brasil, segundo dados do Ministério da Satude, em 2010 ocorreram aproximadamente
30.000 mil acidentes ofidicos, sendo a maioria destes acidentes causados por serpentes do
género Bothrops e Crotalus, sendo raros os causados por Lachesis e Micrurus (MINISTERIO
DA SAUDE, 2012). A incidéncia real de envenenamento por picadas de serpentes em todo o
mundo e a mortalidade associada sdao dificeis de estimar, ja que ha muitos paises onde esta
doenca ndo ¢ adequadamente relatada e os dados epidemioldgicos sdo fragmentados. No
entanto, um estudo publicado em 2008 estima que, pelo menos, 421.000 casos de
envenenamento ¢ 20.000 mortes ocorram anualmente, ainda que estes valores largamente
baseados em hospitais possam estar subestimados, sendo superior a 1.841.000 resultando em
94.000 mortes (KASTURIRATNE et al., 2008).

Os acidentes humanos provocados por picadas de serpentes constituem um problema
de saude publica global por ser uma patologia que afeta principalmente jovens trabalhadores
que vivem em 4areas rurais, distante de centros médicos em regides pobres economicamente
(GUTIERREZ, 2012). Muitas das vitimas conseguem sobreviver ao acidente ofidico, porém
com sequelas fisicas permanentes, ¢ como a maioria dos acidentes ocorre com jovens
trabalhadores o impacto econdmico ¢ consideravel (GUTIERREZ et al., 2007).

As serpentes do género Bothrops sdo as mais comuns no Brasil sendo responsaveis por
mais de 80% dos acidentes peconhentos, seguidos pelo género Crotalus (9,2%), Lachesis
(2,7%) e em menor frequéncia os géneros Micrurus (0,6%) (QUEIROZ et al., 2008;
MINISTERIO DA SAUDE, 2012). O género Bothrops ¢ formado por cerca de 30 espécies
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distribuidas por todo o territorio nacional (RIBEIRO; JORGE 1997). As espécies mais
comuns sdo: jararaca (B. jararaca), jararaca ilhoa (B. insularis), jararaca pintada (B.
neuwiedi), cotiara (B. fonsecai), jararacussu (B. jararacussu) e caigaca (B. moojeni). A
classificagdo das serpentes ¢ essencial para a producdo de soro apropriado e eficiente no
tratamento dos pacientes de acidentes ofidicos. Com o avanco dos estudos sobre o
conhecimento das relagdes filogenéticas entre as serpentes ocorreram mudangas na
classificagdo das serpentes das familias Elapidae e Viperidae, no qual novas espécies foram
descritas e outras revalidadas ou elevadas de categoria passando de subespécie para espécie
(BERNARDE, 2011). Na classificacdo atual, as espécies de serpentes que pertenciam ao
género Bothrops foram redistribuidas em cinco géneros: Bothriopsis (Bothriopsis bilineata),
Bothrocophias (Bothrocophias hyoprora), Bothropoides (Bothropoides pauloensis), Bothrops
(Botrops moojeni) e Rhinocerophis (Rhinocerophis alternatus) (FENWICK et al., 2009). A
espécie foco deste trabalho, Bothrops pirajai, nao sofreu alteragdes permanecendo no género
Bothrops na atual classificagao.

Os sinais clinicos e a patologia decorrente dos envenenamentos ofidicos estdo
relacionados a composicao das pegonhas e consequentemente apresenta variagdes tanto entre
géneros distintos, como entre as diferentes espécies que compdem um mesmo género. O
envenenamento botropico, por exemplo, as manifestacdes clinicas observadas sao devido a
intensa atividade proteolitica, causando varios distarbios fisiopatoldgicos, incluindo
transtornos sistémicos da hemostasia relacionados com a ativagao dos fatores X e II da
cascata de coagulagdo, o consumo de fibrinogénio, inibi¢do da agregacdo plaquetaria
(ZELANIS et al., 2007), hemorragia e lesdes locais resultando em sequelas permanentes ou
amputacdo do membro afetado (VITAL BRASIL, 1982; DU et al., 2006).

No caso do envenenamento por serpentes do género Lachesis, o quadro clinico se
assemelha ao do envenenamento bothrépico, com manifestagdes locais devido a agdo
proteolitica da peconha, distirbios de coagulacdo e hemorragia, porém usualmente mais
severos. A composi¢do das peconhas de serpentes do género Micrurus ¢ caracterizada pelo
conteudo de neurotoxinas de baixa massa molecular, sendo absorvidas e difundidas
rapidamente pelo organismo induzindo os efeitos na presa, de forma muito rapida (PINHO;
PEREIRA, 2001).

No caso do acidente crotélico, a peconha apresenta uma acao sistémica mais acentuada
causando paralisia flacida do musculo esquelético que leva a problemas respiratorios, além de

uma acdo coagulante e intensa atividade miotoxica sistémica podendo evoluir para
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insuficiéncia renal aguda, ndo apresentando nenhum sinal clinico local pronunciado como

lesdo tecidual, bolhas e edema (PINHO; PEREIRA, 2001).
1.2. Peconhas de serpentes

As pegonhas de serpentes sdo caracterizadas por uma mistura complexa de substancias
(LU et al., 2005) resultando em um produto bioldgico eficiente e complexo que tem como
principais objetivos a imobilizagdo, morte € a promog¢dao da digestdo inicial de presas
(TAKEDA et al., 2011).

A composi¢ao das peconhas de serpentes inclui compostos inorganicos como os ions
zinco e célcio, e componentes organicos como aminoacidos, nucleosideos, aminas biogénicas
e proteinas que correspondem a mais de 90% da massa seca da pegonha (MATSUI et al.,
2000; JUNQUEIRA DE AZEVEDO; HO, 2002). Dentre os componentes proteicos estdo as
L-aminoacido oxidases (LAAOs), fosfolipases A, (PLAs) e as enzimas proteoliticas como
metaloproteases e serinoproteases (CASTRO et al., 1998; FRANCO, 2003; GAY et al.,
2005). Entre os componentes da pegonha também podemos encontrar hialuronidases,
nucleotidases, fatores de crescimento neural (NGFs), lectinas tipo C, peptideos potenciadores
de bradicinina (BPPs) e desintegrinas (MARKLAND 1998; RAMOS et al., 2006).

As serinoproteases de peconhas de serpentes (SVSPs) sdo enzimas que atuam sobre o
sistema hemostatico pela ativagdo dos fatores de coagulagdo e indugdo de agregacao
plaquetaria (SERRANO; MAROUN, 2005). As SVSPs também podem apresentar outras
atividades biologicas como a ativacdo do sistema complemento, participar do processo de
diferencia¢do celular e atuar sobre o sistema nervoso (WU et al., 2001). Isoladamente, as
serinoproteases nao sdo consideradas letais, mas contribuem para o efeito toéxico quando
associadas com outras proteinas da peconha (BRAUD; BOM; WISNER, 2000).

As PLAjs compreendem uma grande familia de proteinas e demonstram uma
consideravel homologia quanto a sequéncia de aminoacidos (PONCE-SOTO et al., 2007a).
As PLAjs catalisam a hidrolise de fosfolipideos da membrana de células liberando
precursores importantes relacionados com importantes atividades farmacoldgicas, tais como
efeitos sobre plaquetas, neurotoxicidade, atividade anticoagulante, cardiotoxicidade, edema,
miotoxicidade e inflamagdo (OHNO et al., 2003; GUTIERREZ; OWNBY, 2003). Sao
encontradas em varios fluidos biologicos e também em venenos de moluscos e artropodes.

As L-aminoacido oxidases (LAAOs, E.C. 1.4.3.2) sdo flavoenzimas, com efeitos
toxicos atribuidos a formagdo de perdxido de hidrogénio, no processo de deaminagdo

oxidativa de substratos de L-aminodcidos (DU; CLEMETSON, 2002). Sdo amplamente
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encontradas em diferentes organismos como bactérias, fungos e algas verdes (STABELI et al.,
2004). Suas acdes toxicas mais estudadas incluem os efeitos sobre plaquetas, indugdo de
apoptose, acao antibacteriana e antiparasitaria (DU; CLEMETSON, 2002).

As metaloproteases de pegonhas de serpentes (SVMPs) sdo enzimas dependentes de
Zn"", capazes de degradar proteinas da membrana dos vasos, permitindo o extravasamento de
sangue sendo assim as principais responsaveis pelo efeito hemorrdgico caracteristico de
envenenamentos por serpentes da familia Viperidae (FOX; SERRANO, 2005). Os efeitos
toxicos destas enzimas também estdo relacionados a patogenia da mionecrose local e dano
tecidual (GUTIERREZ et al.,, 1995a; RUCAVADO et al., 1999) e as reagdes inflamatorias
(TEIXEIRA et al., 2005; ZYCHAR et al., 2010).

A partir deste ponto, as metaloproteases de peconhas de serpentes serdo abordadas
mais especificamente, ja que o foco do presente trabalho estd no estudo dessa classe de

enzimas.
1.3. Metaloproteases de peconhas de serpentes (SVMPs)

SVMPs sdo enzimas cuja atividade catalitica ¢ dependente de zinco (MASKOS; BODE,
2003). As SVMPs sao filogeneticamente relacionadas a familia de proteinas ADAM (A
Desintegrin and Metalloproteinase) e compdem a familia das Adamalysin/Reprolysin/ADAM.
Adamalisinas em conjunto com outras familias de proteinas como Serralisinas, Astacinas e
Matrixinas (MMPs) compdem o cla das Metzincinas. As familias de proteinas que compdem o cla
das metzincinas compartilham atributos estruturais caracteristicos como a sequéncia consenso
estendida HEXXHXXGXXH e o residuo de metionina conservado adjacente ao sitio catalitico.

Nos ultimos anos, diferentes metaloproteases foram isoladas de pegonhas de serpentes,
tais como: BmooMP-a (BERNARDES et al., 2008), BleucMP (GOMES et al., 2011),
Neuwiedase (RODRIGUES et al., 2000), LHmF, Batx-1, Atroxlisina-1 (SANCHEZ et al.,
2010), leucurolisina-a (BELLO et al., 2006), BaP1 (GUTIERREZ et al., 1995), jararagina
(PAINE et al., 2008) e jerdonitina (CHEN et al., 2003) e caracterizadas quanto as suas
atividades biologicas (Tabela 1). A maioria das SVMPs foram classificadas como
hemorréagicas, devido a capacidade de induzir hemorragia na pele de animais (FOX;
SERRANO, 2009), entretanto atividades fibrinogenolitica, fibrinolitica, apoptotica, ativagao
de protrombina, ativacdo de fator X e inibicdo da agregagdo plaquetdria também sdo
atribuidas a familia das SVMPs (FOX; SERRANO, 2009; KAMIGUTI, 2005; JIA et al.,
1996; BJARNASSON; FOX, 1994).
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Tabela-1. Metaloproteases isoladas de peconhas de serpentes (Adaptado de: Takeda;
Takeya; Iwanaga, 2012).

SVMP Serpente Atividade Referencia
Batroxase B. atrox Hemomagica, Cintra et al ; 2012
BmooMP-a B. mogjeni Fibrino(geno)litica Bernardes et al.; 2008
= BpussuMP-II B. jararacussu Fibrino(geno)litica Marcussi et al.; 2007
BaP1 B. asper Hemorragica, Inflamagdo Gutierrez et al.; 2005
Gramelisina - I T. gramineus Apoptose Wu etal.; 2001
Jerdonitina T jedonii Inube agregacdo plaquetana, Chenet al ; 2003
e Bilitoxina A bilineatus Hemorragica Nikai et al.; 2000
Atrolisina A C. atrox Hemorragia, Fox; Bjamason 1995
P Jararagina B. jararaca Hemm&ff:dlf;:mgagéo Paine etal ; 2008
Ecann E. carinanis Ativagdo da protrombina Nishida et al ; 1995
VAP1 C. atrox Apoptose Masuda etal ; 1998
RVVX D. russelli Ativagdo do fator X Takeya et al ; 1992
Caninactivase E. carinatus Ativador de protrombina Yamada et al.; 1996

As metaloproteases da classe P-III sdo consideradas mais hemorrdgicas que as
metaloproteases da classe P-I (ESCALANTE et al., 2006) provavelmente (i) pela presenca
dos dominios adicionais, (ii) por um arranjo estrutural que facilita o acesso a alvos mais
relevantes e (iii) por serem capazes de inibir a agregagdo plaquetaria potencializando o efeito
hemorragico (KANG et al., 2011; TAKEDA; TAKEYA; IWANAGA, 2012).

Em 2005, Fox e Serrano propuseram a classificagdo das SVMPs em quatro diferentes
grupos baseada na organizacao dos dominios estruturais: classe P-I de baixa massa molecular,
apresentando apenas o dominio metaloprotease (M); classe P-II metaloproteases que
apresentam o dominio metaloprotease (M) e o dominio desintegrina (D); classe P-III de
metaloproteases de alta massa molecular contendo o dominio semelhante a desintegrina (D), o
dominio rico em cisteina (C) além do dominio metaloprotease (M); e a classe P-IV, cujas
SVMPs possuem o dominio lectina do tipo C, ligado por pontes dissulfeto além dos dominios
presentes nas proteases da classe P-11I (FOX; SERRANO, 2005).

Uma nova classificag@o foi proposta em 2008 por Fox e Serrano (Fig. 1), baseada nas
caracteristicas dos precursores das metaloproteases, bem como nos produtos gerados apos

processamento ¢ modificagdo pos-traducional durante o processo de sintese. As classes P-I1 e



7

Introducao

P-III foram divididas em subclasses baseado nas distintas modificagcdes pds-traducionais,
como a homodimerizacao (P-Ilc e P-IIIc) ou a proteolise entre os dominios metaloprotease M
e desintegrina D (P - IIb) (TAKEDA; TAKEYA; IWANAGA, 2011), e a classe P-IV foi
reclassificada como uma subclasse da classe P-III (P-IIId) uma vez que nenhum precursor
especifico contendo todos os dominios presentes na classe P-IV (dominios cataliticos, tipo
desintegrina, rico em cisteina e tipo-lectina) foi descrito, indicando que essas proteases que
apresentam essa estrutura sdo geradas por modificagcdes pos-traducionais da estrutura P-III

(FOX; SERRANO, 2008).

P-1 SVMP
( M J

P-llalb SVMP

Cw o ] ----- S —_—

P-llc SVMP
[ IR SR
[ [, G
P-llla/lb SVMP
[ W W_ o W _c° )
P-lllc SVMP
[ W W o W__c )
[ W W o W _c )

P-llild SVMP

C— v W o W _ ¢ )

Figura 1. Classificacio esquematica das metaloproteases de peconhas de serpentes
(SVMPs) proposta por Fox e Serrano (2008). Cada dominio esta representado por uma cor
diferente. M: dominio metaloprotease; D: dominio desintegrina; C: dominio rico em cisteina;
CLP: lectina do tipo C (C-type lectin-like). As classes P-II e P-III estdo subdivididas em
subclasses baseadas em suas modificacdes pos-traducionais.

Estudos avaliando a capacidade de metaloproteases da classe P-I em induzir
hemorragia demonstraram uma variagdo no potencial hemorragico dentro da classe. A
comparagdo entre estruturas de metaloproteases da classe P-I consideradas hemorragicas e

ndo hemorragicas demonstraram pequenas variagdes em regioes de loops sugerindo que a
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variacdo do potencial hemorragico possa ser explicada por tais variacdes (LINGOTT et al.,
2009).

Atualmente, nove estruturas cristalograficas de metaloproteases da classe P-1 e sete da
classe P-III estdo disponiveis no banco de dados Protein Data Bank. As SVMPs da classe P-1
compartilham uma estrutura terciaria topologicamente equivalente de forma que podem ser
sobrepostas, constituida por cinco o hélices e cinco folhas  apresentando diferencas nas
regides dos loops que conectam as estruturas secundarias (KANG et al., 2011; TAKEDA;
TAKEYA; IWANAGA, 2012).

A estrutura do dominio metaloprotease ¢ dividida em dois subdominios: (i)
subdominio superior constituido de cinco folhas B e quatro a hélices e (ii) subdominio inferior
relativo a por¢do C-terminal da molécula e formado por loops e uma a hélice. Os dois
subdominios sdo separados por uma fenda de ligagdo do substrato (RAMOS; SELISTRE DE
ARAUIJO, 2004; LINGOTT et al., 2009).

1.4. SVMPs, Matriz Extracelular e Hemostasia

A matriz extracelular (MEC) ¢ formada por um polimero de fibras (coldgeno e
elastina) incorporado em uma mistura amorfa de componentes nao fibrosos (proteoglicanas)
fornecendo suporte mecanico as células e funcionando como uma barreira bioquimica
(TANZER, 1985; 2006). A MEC ¢ secretada localmente preenchendo o espago intercelular e
a propor¢ao dos componentes fibrosos e nao fibrosos determinam suas caracteristicas fisicas e
funcionais em particular dependendo do local e tecido que ela circunda (TANZER, 2006;
SUKI; BATES 2008).

A membrana basal (MB) ¢ uma estrutura especializada da matriz extracelular e ¢
encontrada envolvendo a maioria dos tecidos e 6rgdos do organismo. A membrana basal
desempenha papéis fundamentais na diferenciagao, prolifera¢do, sobrevivéncia e migracao de
células durante o desenvolvimento embrionario, mas também atua como barreira seletiva e
suporte para o tecido (SCHWARZBAUER, 1999). A sua composi¢do, juntamente com o
repertorio de receptores de matriz define a especificidade das reagdes celulares (POSCHL et
al., 2003).

A MB ¢ basicamente formada por laminina e coldgeno tipo IV, que sdo os
componentes majoritarios, além de fibronectina, perlecan e nidogénio (YURCHENCO;
AMENTA; PATTON, 2004; TANZER, 2005). A principal caracteristica da membrana basal ¢

a sua estrutura basica formada por uma rede de colageno tipo IV na qual glicoproteinas como
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laminina se aderem e promovem a interagdo com as cé€lulas contidas na matriz (BOSMAN;
STAMENKOVIC, 2003).

A laminina ¢ uma glicoproteina, com mais de 15 isoformas descritas, formada pela
combinac¢do de trés cadeias polipeptidicas diferentes: 5 cadeias a (al-a5), 3 B (B1-f3)e 3 vy
(y1-y3) (MINER; YURCHENCO, 2004). A laminina - 1 foi a primeira a ser identificada, e ¢
uma molécula formada pelas cadeias a (400 kDa), B1 (300 kDa) e y1 (250 kDa) intercruzadas
em que a polimerizacdo age como um suporte para o recrutamento dos outros componentes
que formaram a MB (BOSMAN; STAMENKOVIC, 2003; SASAKI; FASSLER;
HOHENESTER, 2004).

A fibronectina ¢ uma glicoproteina de alta massa molecular constituida de duas
cadeias unidas por uma ligacdo dissulfeto. Cada cadeia ¢ formada por modulos funcionais que
se ligam a integrinas, coldgeno, heparina e fibrina (MATSUDA; YAMANAKA; MATSUDA,
1982; PETERSEN et al., 1983). A fibronectina esta presente no plasma nas formas soluvel,
que ao se ligar a fibrina forma uma matriz proviséria que sera responsavel pela adesao celular
e migracdo durante o processo de cicatrizagdo de feridas, e polimérica atuando na manutencao
da hemostasia (ASTROF; HYNES 2009). Além disso, a fibronectina ¢ capaz de se ligar a
sitios na fibrina que ndo sdo acessiveis no fibrinogénio (MAKOGONENKO, 2002).

O colégeno ¢ a molécula responsavel por garantir a estabilidade estrutural da MB e
consequentemente dar suporte ao tecido. Até o momento mais de 20 tipos diferentes de
colagenos foram descritos. Em tecidos cuja fungdo ¢ resistir as tensdes como tenddes, pele e
0ss0s, o colageno (tipo I, II, III, V e XI) se organiza formando fibrilas conferindo resisténcia a
esses tecidos. Outras variagdes de coldgeno como o tipo IV se organizam formando redes que
atuam dando suporte e integridade ao tecido. O coldgeno IV ¢ o componente estrutural mais
abundante na MB (BOSMAN; STAMENKOVIC 2003).

Nidogénio -1 ou entactina ¢ uma proteina de aproximadamente 150 kDa, com trés
dominios globulares (G1, G2 e G3) conectados por segmentos em forma de haste (FOX et al.;
1991). Tais proteinas sdo responsaveis por mediar a formag¢do de complexos entre laminina e
colageno IV in vitro (FOX et al.,, 1991; KOHFELDT et al.,, 1998). Entretanto o seu
significado in vivo ainda ndo esta completamente definido (SCHYMEINSKY et al., 2002).

A hidrdlise de componentes da membrana basal de capilares por SVMPs tém sido
proposta como o mecanismo pelo qual estas enzimas induzem hemorragia (ESCALANTE et
al., 2006). In vitro, as metaloproteases sdo capazes de degradar o matrigel, uma preparacio
formada pelas proteinas da MB, além de proteinas isoladas como laminina, fibronectina e

colageno tipo IV. A maioria dessas andlises ¢ realizada observando o padrao de degradagdo
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dessas proteinas por SDS-PAGE tanto para metaloproteases hemorragicas como nao
hemorragicas (ESCALANTE et al., 2006; RUCAVADO et al., 1995).

Estudos comparando a capacidade de hidrolisar componentes de MB de diferentes
metaloproteases demonstraram que diferentes SVMPs atuam de maneiras diferentes sobre os
componentes da MB, variando a especificidade, intensidade e o padrio de degradagdo
afetando a estabilidade mecanica da MB em diferentes graus dependendo do efeito que esta
degradacdo em particular exerce nas propriedades mecanicas da matriz. Escalante e
colaboradores (2006) compararam a atividade proteolitica sobre componentes da MB de duas
metaloproteases: a metaloprotease BaP1 da classe P-I, e a metaloprotease da classe P-III
jararagina. Nestes estudos, os pesquisadores demonstraram que a BaPl degradou
preferencialmente as cadeias o e y da laminina enquanto que a Jararagina degradou
preferencialmente o nidogénio (ESCALANTE et al., 2006).

Os vasos sanguineos sao formados por trés camadas denominadas tinicas e sua
composi¢do varia de acordo com o tipo de vaso, mas em sua maioria ¢ composto por
colageno, fibronectina e elastina (BOU-GHARIOS et al., 2004). Capilares e vasos sanguineos
sdo mais susceptiveis aos efeitos das peconhas de serpentes, que agem alterando a
permeabilidade vascular e desestabilizando as jungdes intercelulares permitindo o
extravasamento de plasma e hemécias (BJARNASON; FOX, 1995). Vitimas de acidentes
ofidicos apresentam sinais clinicos como hipoagregacdo e consumo intenso de fibrinogénio.
Segundo Gutierrez e colaboradores (2005) o fluxo sanguineo exercendo pressdo mecanica
sobre a parede dos vasos, associado a degradacdo dos componentes da MB, desempenham um
papel importante na indugdo do processo hemorragico in vivo (GUTIERREZ et al., 2005).

Para manter a integridade vascular, o organismo desenvolveu mecanismos de defesas
como a formacdo do coagulo de fibrina no local da lesdo, evitando a perda excessiva de
sangue. A conversao do fibrinogénio em fibrina ¢ um dos passos chaves na formagdo e
estabilizacdo do codgulo, e fundamental na regulagdo do sistema hemostatico. A
polimerizacdo da fibrina se da apds a clivagem do fibrinogénio em dois fibrinopeptideos pela
trombina (SCHERAGA, 2004).

Sempre que um vaso sofre uma lesdo, diferentes mecanismos sdo ativados para
impedir a perda de sangue. Ap6s uma lesdo, a matriz extracelular ¢ exposta, desencadeando o
processo de formacdo de trombos pela ligacdo entre as fibras de colageno exposto e as
plaquetas circulantes. As plaquetas irdo liberar potentes medidores, como ADP e tromboxano,

que irdo recrutar mais plaquetas para a formac¢do do tampao plaquetdrio. Em uma etapa
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seguinte, o fibrinogénio ¢ clivado pela trombina formando fibrina que ¢ depositada no local da
lesao fortalecendo o tampao plaquetario (BRAUD; BOM; WISNER, 2000).

Muitas metaloproteases de serpentes sdo capazes de afetar a hemostasia degradando
componentes da cascata de coagulacdo, degradando componentes da MB ou ativando fatores

especificos da cascata de coagulagio (BRAUD; BOM; WISNER, 2000).
1.5. SVMPs e a resposta inflamatoria

A resposta inflamatéria ¢ um conjunto complexo de interagdes entre fatores soliveis e
células que podem migrar para qualquer tecido em resposta a um evento traumatico, infec¢des
ou ferimentos (NATHAN, 2002). Esta resposta engloba uma sequéncia de eventos vasculares
caracterizados pela vasodilatagdo e o aumento da permeabilidade vascular local com
consequente extravasamento plasmdtico e efeitos celulares, com ativacdo de células
fagocitarias residentes nos tecidos. (ROCHA; SILVA, 1978).

O reconhecimento inicial da infec¢do ¢ mediado por macrofagos e mastdcitos
residentes no tecido, conduzindo a produgdo de uma variedade de mediadores inflamatoérios,
incluindo as quimiocinas, citocinas, aminas vasoativas e eicosanoides (MEDZHITOV, 2008).
O principal efeito destes mediadores é de permitir a formacao de um exsudato inflamatorio no
local, no qual proteinas plasmaticas e leucocitos (principalmente neutrofilos) que sao
normalmente limitados aos vasos sanguineos migram para o local da infec¢ao (ou lesdo),
através das vénulas pds-capilares. Ao atingir o tecido afetado, os neutrofilos sdo ativados,
sejam pelo contato direto com agentes patogé€nicos ou através da acdo de citocinas secretadas
pelas células residentes. Os neutrofilos tentam combater os agentes invasores liberando os
conteudos téxicos de seus granulos, que incluem espécies reativas de oxigénio (ROS) e
espécies reativas de nitrogénio. O contetido toxico dos granulos sdo efetores potentes que nao
discriminam entre os agentes infecciosos e o tecido residente, de forma que danos colaterais
aos tecidos circundantes s3o inevitaveis (BARTON, 2008).

Um processo inflamatério bem sucedido ¢ resultado da eliminacdo dos agentes
infecciosos seguidos por uma resolugdo e fase de reparacdo (NATHAN, 2002; BARTON,
2008), caracterizada pela diminuicdo de agentes pro-inflamatdrios, aumento de mediadores
anti-inflamatorios e subsequente remocao de fluidos e detritos celulares pelo sistema linfatico
(SERHAN; SAVILL, 2005). Caso alguma etapa da resposta inflamatoéria nao seja capaz de
executar a sua funcdo ou o progresso para a proxima etapa seja bloqueado, o processo
inflamatorio persiste e adquire um novo padrdo, desenvolvendo uma inflamagdo cronica, com

a formagao de granuloma e fibroses (NATHAN, 2002).
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A liberagdo dos mediadores quimicos originados nos tecidos lesados e nas células
migratorias provocam distiirbios na membrana celular ocasionando a ativagdo de fosfolipases
A, e liberacdo de é4cido araquidonico e seus metabdlitos (Fig. 2) além de enzimas
lisossdmicas. Essas enzimas tém potente atividade citotoxica e destroem células vizinhas,
liberando assim novas enzimas. O metabolismo do 4acido araquidonico da origem a inumeras
substancias biologicamente ativas como prostaglandinas (PGs), tromboxanos (TXs), lipoxinas

(LXs) e acidos epoxieicosatetraendicos (EETs).

Fosfolipidios daMembrana Celular
l Fosfolipases
HETE «—— HPETE «—  Acido Araquidonico

5-Lipoxigenase Cicloxigenase

S-HETE «—— S-HPETE Prostaglandina G* (PGG?)

(quimiotaxia) l
l_:‘:utou 'u:no 5"4 «— Leucotrieno A4 (LTA4) 1
quimiotaxia L I
! l Prostaglandina H* (PGH?)
Leucotrieno C4 (LTC4) ‘ l
Vasodilatagio . Prostaciclina Tromboaxano A
Broncoespasmo Leucotrieno D4 (LTD4) (vasodilatagao e inibe (vasoconstrigao e
Aumento da agregagao plaquetaria) agregacdo plaquetaria)
Permeabilidade v v

Leucotrieno E4 (LTE4) | [

| PGD* PGE* PGF* alpha |

Vasodilatagio e
Potencializagdo do edema

Figura 2. Gerac¢ao de metabolitos do acido araquidonico e sua influéncia na inflamacéo.
Fonte: http://www.javeriana.edu.co/

A injecao de peconha da familia Viperidae em mamiferos dispara dois processos no
organismo: (i) o desenvolvimento dos efeitos toxicos causados pelos componentes da
peconha, caracterizado por edema proeminente, infiltrado leucocitério e dor, e (ii) estimulo da
resposta imune inata e adaptativa com o objetivo de neutralizar e remover os componentes da
peconha (LEON et al., 2011).

Diversos mediadores ja foram relacionados a inflamacdo promovida por pegonhas de
serpentes, incluindo serotonina, histamina, fatores derivados do sistema complemento,

citocinas e metabolitos do acido araquidonico: ciclooxigenases e lipooxigenases (TREBIEN;
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CALIXTO, 1989; CHAVES; BARBOZA; GUTIERREZ, 1995; FARSKY et al., 1997;
ZAMUNER et al., 2001; ZAMUNER; TEIXEIRA, 2002; OLIVO et al., 2007).

Clissa e colaboradores (2001) demonstraram que a metaloprotease jararagina induz a
producdo de IL-1p e TNF-a. A IL-1p atua na ativagdo de linfocitos e adesdo de leucocitos,
além de regular a sintese de prostaglandinas, ¢ o TNF-a (fator de necrose tumoral) atua
induzindo a morte celular por apoptose, proliferacdo celular, diferenciacdo, inflamagao,
combate a tumores e replicacdo viral.

Zychar e colaboradores (2010) demonstraram que a inibi¢do de metaloproteases
presentes na pegonha de B. jararaca previne o desenvolvimento da inflamagdo e dor em
modelos murinos. Fernandes e colaboradores (2006) verificaram um aumento dos niveis de
IL-1B e TNF-a na cavidade peritoneal de camundongos induzido pela metaloprotease BaP1
isolada da peconha de B.asper.

Estudos realizados demonstraram que o edema induzido pelo envenenamento por
serpentes da espécie B. jararaca tem origem inflamatoria, mediada por metabolitos do acido
araquidonico (prostaglandinas e leucotrienos), sendo as metaloproteases responsaveis pela
indugdo desses efeitos (TEIXEIRA et al., 2005). Fernandes e colaboradores (2006)
demonstraram que a injecdo da metaloprotease BaP1 na cavidade peritoneal de camundongos
induziu uma reagao inflamatoria local caracterizada pelo acumulo de leucécitos e liberagao de

citocinas inflamatorias (FERNANDES et al. 2006).
1.6. SVMPs: potencial terapéutico e aplicagoes

As peconhas de serpentes Viperidae ¢ Crotalidae contém uma grande variedade de
proteinas e peptideos que afetam o sistema hemostatico. Tais proteinas induzem seus efeitos
ativando ou inativando etapas do sistema hemostatico, como por exemplo, as nucleotidases,
que sdo potentes inibidores da agregagao plaquetaria (BRAUD; BOM; WISNER, 2000).

As metaloproteases tém sido descritas como ativas sobre a hemostasia, degradando fatores
da coagulagdo ou proteinas de células endoteliais, e em outros casos, ativando fatores especificos
da cascata de coagulagdo ou da fibrindlise. SVMPs que afetam a fun¢do hemostética provaram
serem ferramentas uteis na elucidacao de mecanismos fisioldgicos, em diagndsticos clinicos e t€ém
sido utilizados como agentes antitrombdticos (HUTTON; WARRELL, 1993).

Quando as metaloproteases fibrinoliticas foram primeiramente isoladas a partir de
peconhas, foi sugerida uma aplicagdo clinica para estas enzimas no tratamento de trombos
devido a baixa susceptibilidade a inibidores de proteases presentes no soro humano. No

decorrer dos anos, inimeras SVMPs fibrinoliticas foram isoladas e caracterizadas a partir de
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diferentes peconhas de serpentes. A atividade hemorragica das enzimas fibrin(ogen)oliticas €
um fator relevante no que diz respeito a potencial utilizagdo clinica destas enzimas, de forma
que SVMPs fibrin(ogen)oliticas que exibem baixa ou nenhuma atividade hemorragica
apresentam maior potencial para o desenvolvimento de fdrmacos para o tratamento de
pacientes com doencas vasculares (DEITCHER; TOOMBS, 2006; SAJEVIC et al., 2011).

Fibrolase, uma metaloprotease fibrinolitica isolada da peconha de Agkistrodon
contortrix contortrix, demonstrou atividade proteolitica direta sobre o fibrinogénio
(DEITCHER; TOOMBS, 2006), e ao contrario do ativador de plasminogénio e da
estreptoquinase que ativam plasmina para degradar coagulos de fibrina, a fibrolase atua
diretamente sobre os coagulos de fibrina. O potencial clinico desta enzima estd sendo
explorado na sua forma recombinante, que avancou para a Fase III do ensaio clinico sob o
nome alfimeprase. Os estudos in vivo demonstraram que a lise do coagulo pela alfimeprase é
at¢é 6 vezes mais rapida do que a lise observada com ativadores de plasminogénio
(MARKLAND; SWENSON, 2012).

Outra fun¢do importante das SVMPs ¢ a ativacdo de protrombina. Os ativadores de
protrombina de peconha podem ser subdivididos em quatro classes: A, B, C e D (JOSEPH;
KINI, 2001; KINI, 2005). Os grupos A e B sdo metaloproteases, enquanto os grupos C e D
sao serinoproteases (KINI, 2005). Os representantes do grupo A nao requerem cofatores, tais
como célcio, fosfolipidios ou outras proteinas, para a ativagdo de protrombina. O ativador de
protrombina melhor caracterizado € ecarina, isolado da pegonha de Echis carinatus. A enzima
¢ uma SVMP da classe P-III, que cliva seletivamente a ligagdo Arg322-11e323 da protrombina
liberando meizotrombina. A meizotrombina por autocatalise produz entdo trombina
(MARKLAND; SWENSON, 2012). Em laboratorios, a ecarin tem sido usada para medir
niveis de protrombina no plasma (BRAUD; BOM; WISNER, 2000).

Outra importante atividade bioldgica das SVMPs ¢ a sua capacidade de coagulacio do
sangue por meio da ativacdo do Fator X (FX). De forma similar as SVMPs ativadoras de
protrombina, metaloproteases conversoras do fator X, tém sido utilizadas para medir a
concentragdo de FX no plasma e também para distinguir deficiéncias de fator VII e FX
(BRAUD; BOM; WISNER, 2000).

As SVMPs parecem ser ferramentas uteis para investigar os mecanismos da
coagulacdo sanguinea e tém sido extensivamente usadas no desenvolvimento de testes e
diagnostico. Além disso, estas enzimas parecem ser interessantes modelos moleculares para o
desenvolvimento de novos agentes terapéuticos ¢ medicamentos (MARKLAND; SWENSON,
2012; BRAUD; BOM; WISNER, 2000).
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1.7. Protedomica de peconhas de serpentes

Proteomica ¢ o estudo sistematico das propriedades de diversas proteinas
paralelamente, com o objetivo de proporcionar uma descri¢do detalhada da estrutura, funcao e
do controle de sistemas biologicos (PATTERSON; AEBERSOLD, 2003).

A caracterizagdo de pegonhas por meio de técnicas protedomicas € Ttil na andlise de
isoformas de toxinas, bem como os efeitos de regulagao do gene de expressao de proteinas
por meio da comparacdo da abundancia relativa de proteinas na pegonha de diferentes
individuos da populacdo de uma mesma espécie (CALVETE et al., 2007). Proteomas de
peconhas também podem ser empregados para a identificagdo de espécies independentemente
da origem geografica e caracteristicas morfoldgicas (SERRANO et al., 2005; Furtado et al.,
2006). A aplicagdo de técnicas protedmicas para caracterizar a grande variabilidade molecular
dentro das familias de toxina pode contribuir para uma compreensdo mais profunda dos
efeitos biologicos decorrentes do envenenamento, além de auxiliar na elaboracdo de
protocolos de imunizagao mais eficientes, resultando em tratamentos e soros antiofidicos com
maior especificidade e mais eficazes do que os sistemas convencionais (GUTIERREZ et al.,
2009). A abordagem utilizada por diferentes pesquisadores inicia com o fracionamento da
peconha bruta por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) de fase reversa, seguindo
da caracterizacdo inicial de cada fragdo proteica por combinagcdo de técnicas de
sequenciamento do N-terminal, SDS-PAGE, determinacdo das massas moleculares e por
espectrometria de massas. As proteinas sdo separadas, submetidas a digestdo triptica in-gel, e
os peptideos tripticos resultantes sdo entdo analisados por MALDI-TOF/TOF, seguido por
determinagdo da sequéncia de aminoacidos (FOX; SERRANO, 2008; CALVETE et al.,
2007). Kohlhoff e colegas (2012) utilizaram o fracionamento por RP-HPLC seguido pela
caracterizagdo das fragdes por SDS-PAGE e identificagdo das proteinas por MALDI-TOF
para realizarem o proteoma da peconha das serpentes Bothrops atrox, B. barnetti and B.
pictus (KOHLHOFF et al., 2012). De forma similar, Rey-Suarez e colaboradores (2011)
reportaram o proteoma da pegonha da serpente Micrurus mipartitus. Os autores iniciaram a
caracterizagdo da pegonha com o fracionamento em RP-HPLC, seguida por SDS-PAGE,
digestao triptica em gel e identificagdo por espectrometria de massas por MALDI ou ESI, e
atribuicdo das familias de proteinas conhecidas por similaridade (REY-SUAREZ et al., 2011).

A caracterizag¢do detalhada das peconhas de serpentes fornece um catalogo abrangente
das toxinas secretadas nas peconhas, que representam uma ferramenta biotecnoldgica valiosa

para o estudo de processos fisiologicos (SERRANO et al., 2005; FOX; SERRANO, 2005;
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CALVETE et al., 2009), além de intmeras aplicagdes potenciais para a pesquisa basica,
diagnéstico clinico e desenvolvimento de novas ferramentas de pesquisa e drogas de potencial
uso clinico (BRAUD; BOM; WISNER, 2000).

Até o momento, foram descritos a partir do género Bothrops os proteomas para as
espécies B. asper (ALAPE-GIRON et a., 2008), B. cotiara e B. fonsecai (TAKASHIMA et
al., 2008), B. colombiensis (CALVETE et al., 2009), B. insularis (VALENTE et al., 2009) e
B. jararaca (ZELANIS et al., 2011). No presente trabalho, apresentamos a caracterizagao
protedmica da pegonha bruta da espécie Bothrops pirajai.

A serpente B. pirajai ¢ uma espécie noturna e terricola de 1 m de comprimento. Habita
floresta ombrofila densa, em altitudes de até 600 m. Sua area de ocorréncia abrange a zona
cacaueira do sudeste da Bahia (MACHADO et al., 2008) e nordeste de Minas Gerais (HOGE;
ROMANO, 1979). Essa espécie foi descrita por Amaral (1926) e sua espécie mais proxima

filogeneticamente ¢ a B. jararacussu.

ARKIVvVE

whww.anrk |\£{" .org

Figura 3. Foto da serpente Bothrops pirajai.

Fonte: http://www.arkive.org/pirajas-lancehead/bothrops-pirajai/

Atualmente, a espécie Bothrops pirajai se encontra na “Lista Nacional das Espécies da
Fauna Brasileira Ameagadas de Extingdo” na categoria em perigo (EN) (MINISTERIO DO
MEIO AMBIENTE, 2008) e na lista da “Unido Internacional para Conservacao da Natureza”
(IUCN, The International Union for Conservation of Nature) na categoria vulneravel (VU)
(ARGOLO, 2000). A principal ameaga a espécie ¢ a perda ou reducdo de seu habitat, que se

encontra em uma regido de intensa exploragao agricola.
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2. OBJETIVOS
2.1.  Objetivos gerais

. Isolamento e caracterizacdo bioquimica e estrutural de uma metaloprotease da
peconha de Bothrops pirajai.

. Analise protedmica da pegonha de Bothrops pirajai.
2.2.  Objetivos especificos

. Isolamento de uma metaloprotease da classe P-I, a partir da pegonha bruta de
B. pirgjai.

. Determinacdo da massa molecular.

. Determinacao da atividade proteolitica da enzima sobre o fibrinogénio bovino
na presenc¢a ou auséncia de inibidores especificos.

. Determinacdo da atividade fibrinolitica e trombolitica da enzima sobre
coagulos de fibrina e de sangue, in vitro.

. Avaliagao dos efeitos de temperatura, pH e inibidores na atividade proteolitica
da metaloprotease sobre o substrato azocaseina.

. Determinac¢ao do potencial hemorragico da metaloprotease, com determinacao
da dose hemorragica minima (DHM).

. Avaliagdo da atividade coagulante da metaloprotease.

. Avaliacdo da atividade proteolitica da metaloprotease sobre componentes da
membrana basal, como fibronectina, laminina e colageno tipo IV, in vitro.

. Avaliacdo da atividade proteolitica da metaloprotease sobre a membrana basal
in vivo.

. Avaliacdo da atividade miotéxica da metaloprotease sobre o musculo
gastrocnémio de camundongos.

. Avaliacdo do efeito citotoxico local da metaloprotease sobre o musculo

gastrocnémio e sist€émico sobre diferentes oOrgdos: rim, figado, pulmdo e coragdo da
metaloprotease.

. Determinagdo do potencial pro-inflamatério da metaloprotease pela avaliagdo
de seus efeitos edematogénicos e nociceptivos em ratos.

. Avaliagdo dos mediadores inflamatérios envolvidos nos efeitos pro-

inflamatorios da metaloprotease.
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. Determinacdo da sequéncia de aminoacidos da metaloprotease por
espectrometria de massas.

. Alinhamento multiplo e andlise comparativa com sequéncias de
metaloproteases de outras peconhas de serpentes do género Bothrops.

. Determinacdo da estrutura tercidria da metaloprotease por modelagem
molecular.

. Fracionamento da pegonha bruta de B. pirajai e caracteriza¢ao protedmicas das

fracdes por SDS-PAGE e MALDI-TOF/TOF.
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1. Materiais
3.1.1. Animais

Camundongos Swiss machos (18-25 g), Balb/c machos (18-22 g) e ratos Wistar
machos (200-250 g) foram fornecidos pelo Biotério Central da Universidade de Sao Paulo
(USP), campus de Ribeirdo Preto-SP, Brasil, ou pelo Comite Institucional para o Cuidado e
Uso de Animais (CICUA), Universidade da Costa Rica. Os experimentos com animais foram
conduzidos de acordo com as orientagdes do Colégio Brasileiro de Experimentagdao Animal
(COBEA) sendo aprovado pelo Comité de Etica em Utilizagdo de Animais (CEUA) do
campus de Ribeirdo Preto-SP, da Universidade de Sao Paulo (n © 07.1.1387.53.5).

3.1.2. Peconha

A peconha de Bothrops pirajai foi adquirida do Serpentario de Proteinas Bioativas
Ltda (Batatais-SP).

3.1.3. Plasma humano

O plasma humano utilizado nos experimentos de coagulacdo e atividade trombolitica
foi obtido a partir do sangue de voluntarios sadios na faixa etaria de 20 a 40 anos, de ambos
0s sexos € que nao receberam medicagdo durante dez dias anteriores aos experimentos. O
sangue dos doadores foi colhido por punc¢do venosa e coletados em tubos contendo citrato de
sodio 3,8% (9:1, v/v) como anticoagulante, sendo em seguida centrifugado a 2.000 xg em
temperatura ambiente, por 15 minutos para obtencao de plasma.

Todos os procedimentos envolvendo humanos foram aprovados pelo Comité de Etica
em Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Farmaceéuticas de Ribeirdo Preto, Universidade de Sao

Paulo (CEP/FCFRP n° 53/2006).
3.1.4. Medicamentos

Os medicamentos metisergida, HOE-140, cimetidina, dexametasona, pirilamina,
meloxicam, L-NMMA, tioperidamida, valeril salicilato, cromoglicato de sodio e &cido

nordiidroguaiarético (NDGA) foram adquiridos da Sigma-Aldrich (Sigma Chemical Co.).
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3.1.5. Matrigel

Matrigel® foi adquirido da BD Bioscience (BD Biosciences Discovery Labware,
Bedford, MA).

3.1.6. Toxinas

A metaloprotease BaP1 foi cedida gentilmente pela Dra. Tereza Escalante, Instituto

Clodomiro Picado, Faculdade de microbiologia, Universidade da Costa Rica, Costa Rica.
3.1.7. Demais Reagentes e Materiais

Os demais reagentes utilizados foram de grau analitico, e os demais materiais e

equipamentos estao descritos na metodologia.
3.2. Isolamento da metaloprotease de Bothrops pirajai

A metaloprotease foi isolada da peconha de Bothrops pirajai por meio de trés etapas
cromatograficas: exclusdo molecular em resina Sephacryl S-200, troca i6nica em CM-
Sepharose e afinidade em resina Blue-Sepharose. As absorbancias das fragdes
cromatograficas foram medidas em comprimento de onda de 280 nm utilizando-se

espectrofotometro Thermo Scientific GENESYS 10UV.
3.2.1. Cromatografia de exclusdo molecular em Sepharyl S200

Inicialmente, 350 mg da pegonha bruta de Bothrops pirajai foi suspendida em tampao
bicarbonato de amonio 0,05 M pH 8,0 e centrifugada por 10 minutos a 12000 Xg em
temperatura ambiente. O sobrenadante obtido foi aplicado em coluna cromatografica
contendo resina Sephacryl S-200 (110 x 2,5 cm) previamente equilibrada com tampao
bicarbonato de amonio pH 8,0 e eluida com o mesmo tampao. Fragdes de 3 mL foram
coletadas em um fluxo de 30 mL/h. A fragdo que apresentou maior atividade proteolitica

sobre a azocaseina foi reunida e liofilizada.
3.2.2. Cromatografia de troca ionica em CM-Sepharose

A fracdo obtida na etapa cromatografica em Sephacryl S-200 foi diluida em tampao
bicarbonato de amdnio 0,05 M pH 8,0 e aplicada em coluna cromatografica contendo resina

CM-Sepharose (19,0 x 1,5 cm) conforme descrito por Andrido-Escarso e colaboradores
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(2000). A coluna foi previamente equilibrada com tampao bicarbonato de amonio 0,05 M pH
8,0 e eluida com um gradiente de concentragao continuo até 1,0 M de bicarbonato de amonio.
Fracdes de 3,0 mL/tubo foram coletadas num fluxo de 24 mL/h. A fracdo proteolitica com
baixa atividade hemorrdgica foi concentrada e dessalinizada em sistema de ultrafiltracao

AMICON com membrana Ultracel YM-10, e em seguida liofilizada.
3.2.3. Cromatografia de afinidade em Blue-Sepharose

A fragdo obtida na etapa cromatografica em CM-Sepharose foi ressuspendida em
tampao Tris-HCI 0,01 M pH 7,6 e plicada em coluna cromatografica contendo resina Blue-
Sepharose (10,0 x 1,8 cm) previamente equilibrada com o tampao Tris-HCI 0,01 M pH 7,6. A
eluicdo foi realizada utilizando tampao Tris-HCI 0,01 M + NaCl 1,0 M pH 7,6. Fragoes de 2,0
mL/tubo foram coletadas num fluxo de 30 mL/h. A fracdo contendo a metaloprotease foi
concentrada e dessalinizada em sistema de ultrafiltragio AMICON com membrana Ultracel

YM-10, e em seguida liofilizada.
3.2.4. HPLC defasereversa

A metaloprotease obtida na etapa cromatografica em Blue Sepharose foi submetida a
cromatografia de fase reversa em coluna pRPC C2/C18 ST 4.6/100, utilizando sistema
AKTA™ purifier (GE Healthcare). A coluna foi equilibrada com solvente de &cido
trifluoracético (TFA) 0,1% (Solvente A) e a metaloprotease foi diluida neste mesmo solvente
e aplicada no sistema utilizando loop de 100 pL. A eluicdo foi realizada com fluxo de 1,0
mL/min com gradiente de concentragdo linear de solvente contendo acetonitrila 70% e TFA

0,1% (Solvente B): 0-100% de solvente B em 30 volumes de coluna.
3.3. Caracteriza¢do bioquimica
3.3.1. Determinagdo quantitativa de proteinas

A dosagem de proteinas em solucdes foi realizada com o reagente de Bradford
(Sigma-Aldrich) conforme método descrito por Bradford (1976). A curva padrao foi
determinada a partir de diferentes concentragdes (0,1 a 2,0 mg/mL) de albumina de soro

bovino (BSA).
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3.3.2. Eletroforese em gel de poliacrilamida contendo dodecil sulfato de sddio (SDS-PAGE)

As fragdes cromatograficas e a metaloprotease isolada foram analisadas em gel de
poliacrilamida a 12% (m/v) em condig¢des redutoras, na presenca de SDS e f-mercaptoetanol,
e ndo redutoras na auséncia de B-mercaptoetanol, segundo metodologia descrita por Laemmli
(1970).

O gel de resolugdo a 12% (m/v) em acrilamida (bis-acrilamida:acrilamida 1:19 m/m)
foi preparado em tampao Tris-HCI 0,5 M pH 8,8 e SDS 1%. O gel de concentracdo a 6% em
acrilamida foi preparado em tampao Tris-HCI 0,5 M pH 6,8 e SDS 0,1%. Tris-Glicina pH 8,3
foi utilizado como tampao de corrida (Tris-Base 25 mM, Glicina 192 mM e SDS 0,1%).

Amostras foram dissolvidas em salina tamponada em fosfato (PBS), acrescidas de 5
uL de tampado para amostras contendo Tris-HCl 0,05 M pH 6,5, glicerol 10% (v/v), B-
mercaptoetanol 3,5% (v/v), SDS 2% (m/v) e azul de bromofenol 0,05% (m/v) e glicerol, e
submetidas a fervura a 100°C por 4 minutos. O gel foi corado por 10 minutos em azul
coomassie G-250 0,1% (p/v) dissolvido em agua: metanol: 4cido acético (40:50:10, v/v) e

descorado em acido acético 10%.
3.3.3. Determinacao da massa molecular

A massa molecular da metaloprotease isolada foi determinada tanto por migracao
eletroforética em gel de poliacrilamida SDS-PAGE (LAEMMLI, 1970) quanto por
espectrometria de massas com ionizacdo e dessorcdo a laser assistida por matriz, com

analisador por tempo de voo (MALDI-TOF MS).
3.3.3.1. Determinacao por MALDI-TOF MS

As andlises foram feitas em espectrometro de massas tipo duplo TOF com fonte
MALDI (MALDI-TOF/TOF, modelo AXIMA Performance, Shimadzu Biotech, Manchester,
UK) e os espectros de massa foram adquiridos no modo linear positivo, apos calibragem do
aparelho com padroes de proteina incluindo BSA, insulina, citocromo c, ribonuclease,
apomioglobina e aldolase. As amostras foram diluidas em 50 pL de d4gua Milli-Q e misturadas
na proporc¢ao de 1:1 com a matriz composta de acido sinapinico (10 mg/mL) em acetonitrila
50% e TFA 0,1%, e aplicadas na placa do MALDI. A faixa de massas moleculares avaliada
foi de 3.000-80.000 m/z. Estas analises foram realizadas no Centro de Quimica de Proteinas
do Hemocentro de Ribeirdo Preto em colaboragdo com o Prof. Dr. Jos¢ César Rosa da

Faculdade de Medicina de Ribeirao Preto, Universidade de Sao Paulo.
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3.3.3.2. Determinacao por SDS-PAGE

SDS-PAGE realizada segundo metodologia descrita no item 3.3.2. A massa da
metaloprotease foi estimada pela interpolacdo de uma curva logaritmica linear da massa
molecular relativa das proteinas do padrao de massa molecular versus a distancia de migracao
no gel. O padrdo de massa molecular: SDS7 (Sigma-Aldrich) foi utilizado no decorrer do

presente trabalho consistindo de sete proteinas com massas moleculares entre 14,2 e 66 kDa.
3.4. Caracterizacdo enzimatica
3.4.1. Atividade proteolitica sobre azocaseina

A atividade proteolitica foi testada utilizando a azocaseina como substrato segundo
protocolo descrito por Bernardes e colaboradores (2008). Diferentes doses da enzima foram
adicionadas a 1 mL da solu¢do de azocaseina (1 mg/mL) em 0,2 M Tris-HCI, 4 mM CaCl2
pH 8,0 e incubadas a 37 °C por 60 minutos. Em seguida foram adicionados 500 pL de acido
tricloroacético (TCA) 5% (m/v) para precipitar a azocaseina ndo degradada. Apos 20 minutos
as solucoes foram filtradas e a absorbancia do filtrado medido em 366 nm. Uma unidade de
atividade foi definida como um aumento de 0,01 unidades de absorbincia a 366 nm,
expressando os resultados como atividade especifica (U/mg).

Para a avaliacdo da estabilidade da metaloprotease frente as variagdes de pH e
temperatura, a enzima foi pré-incubada por 30 minutos em diferentes tampdes de pHs (3,0;
4,5;6,0; 7,5; 9,0 e 10,5) e temperaturas (4, 25, 37, 60 e 100 °C) e sua atividade testada sobre o
substrato azocaseina. Sobre esta atividade também foram avaliados a influéncia de diferentes
inibidores a 5 mM (EDTA, EGTA, 1,10-Fenatrolina, benzamidina, leupeptina, aprotinina,
DTT e B-mercaptoetanol).

3.4.2. Atividade proteolitica sobre azocoldgeno

A atividade foi realizada segundo protocolo descrito por Vachova e Moravcova,
(1993) com pequenas modificagdes. O azocolageno foi dissolvido em tampao Tris-HCI 0,05
M + CaCl, 20 mM pH 7,6 na concentragao de 5 mg/mL. Em seguida, aliquotas de 250 puL da
solugdo de azocoldgeno foram acrescidas de 10 puL de solucdo contendo a toxina isolada em
diferentes doses. As amostras foram homogeneizadas e incubadas por 1 hora a 37 °C. A
reacdo foi interrompida colocando as amostras em banho de gelo por 5 min e centrifugando-as

por 15 min a 1677 Xg. A absorbancia do sobrenadante foi lida em microleitor de placas
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(Powerwave XS2 Gen5 Data analysis software - Biotek) a 540 nm. Uma unidade de atividade
foi definida como a quantidade de toxina necessaria para causar o aumento de 0,01 unidades

de absorbancia e expressa em U/mg.
3.4.3. Atividade proteolitica sobre fibrinogénio

Esta atividade foi determinada segundo a técnica descrita por Edgar e Prentice (1973),
com algumas modificagdes de acordo com Bernardes e colaboradores (2008). Amostras da
proteina em diferentes quantidades (5 e 10 pg) foram incubadas por 1 hora a 37 °C com a
solugdo de fibrinogénio (3 mg/mL). A reacdo foi interrompida com a adigdo de 10 puL de
tampao Tris-HCI1 0,05 M pH 6,5, contendo glicerol 10% (v/v), B-mercaptoetanol 10% (v/v),
SDS 2% (v/v) e azul de bromofenol 0,05% (m/v), seguida por fervura a 100 °C por 4 minutos.
As amostras foram analisadas por SDS-PAGE a 12%, como descrito anteriormente no item
3.3.2. O teste de neutralizac¢do da atividade proteolitica foi realizado através da pré-incubagao
de 5 uL de EDTA (5 mM) com as amostras da protease separadamente por 30 minutos a 37
°C, e em seguida incubada com a solu¢ao de fibrinogénio por 1 hora a 37 °C. Ao término da
incubacdo foi adicionado tampao desnaturante as amostras, sendo estas submetidas a fervura

por 4 min e aplicadas em gel de eletroforese na presenga de SDS.
3.4.4. Atividade proteolitica sobre fibrina

O ensaio de atividade fibrinolitica foi realizado de acordo com o método previamente
descrito (LEITAO; POLIZELLO; ROTHSCHILD, 2000), incubando-se diferentes
quantidades (1, 2,5, 5, 10 e 15 pg) da metaloprotease em placas de Petri contendo fibrina. Foi
preparada uma solugdo de fibrinogénio 0,3% (vol. final de 10 mL), e solugdo de agarose
0,95% sob aquecimento até a formag¢do de um coldide transparente (vol. final = 10 mL),
sendo que ambas as solugdes foram preparadas em tampao barbital 50 mM, pH 4,6 contendo
CaCl, 1,66 mM, MgCl, 0,68 mM, NaCl 94 mM e azida sédica 0,02%. Apds o resfriamento da
solugdo de agarose (+ 40 °C) adicionou-se a solug¢do de fibrinogénio (fibrinogénio:agarose;
1:1; v/v). A mistura (fibrinogénio-agarose) foi coagulada com 100 pL de uma solugdo
contendo trombina bovina (1 pg/pL), e a solugdo foi entdo vertida em placas de Petri para a
coagulacdo. As placas contendo o coagulo foram mantidas a 4 °C e ap6s 30 min, com auxilio
de uma ponteira, pequenas cavidades (5 mm de diametro) foram feitas sobre o coagulo de
fibrina para a aplicagdo das amostras nas concentragdes desejadas, em volume final de 30 pL,

seguindo com incubacdo por 24 h a 37 °C. A atividade fibrinolitica foi avaliada visualmente e
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quantificada em cm de acordo com os halos de lises produzidos, comparando-se com um

controle positivo (pegonha bruta de Bothrops pirajai) e um controle negativo (PBS).
3.4.5. Atividade trombolitica

A atividade trombolitica da metaloprotease foi avaliada sobre codgulos sanguineos
formados in vitro colocando 500 pL de sangue fresco (coletado de voluntarios como descrito
no item 3.1.3, na auséncia de anticoagulante) em placas de 24 pocos e deixando o mesmo
coagular por 1 h em temperatura ambiente. Ap0ds este periodo, os codgulos foram incubados
por 24 horas a 37 °C com diferentes quantidades da enzima (25, 50 e 100 pg em 500 pL de
PBS), utilizando PBS (500 uL) e peconha bruta de B. pirajai (30 ug em 500 uL. de PBS)
como controles negativo e positivo, respectivamente. ApoOs incubagdao, a atividade
trombolitica foi estimada baseando-se no tamanho do codgulo remanescente, medindo dois
angulos retos e expressando os resultados em centimetros, conforme descrito por Cintra e

colaboradores (2012).
3.4.6. Atividade proteolitica sobre componentes da membrana basal in vitro
3.4.6.1. Atividade proteolitica sobre componentes isolados da MB

Esta atividade foi avaliada por SDS-PAGE usando gradiente de acrilamida 4-15%
segundo protocolo descrito por Rucavado e colaboradores (1995). Foram utilizados como
substratos fibronectina e colageno tipo I'V. Os substratos (2 mg/mL) foram pré-incubados a 37
°C com a metaloprotease (10 pg) em diferentes intervalos de tempo (30 minutos, 1, 3 € 6
horas). A reacdo foi interrompida com 10 pL de tampao desnaturante Tris-HCI 0,05 M, pH
6,5, contendo glicerol 10% (v/v), B-mercaptoetanol 10% (v/v), SDS 2% (v/v) e azul de
bromofenol 0,05% (m/v).

3.4.6.2. Atividade proteolitica sobre Matrigel

O Matrigel ¢ um mistura de diferentes proteinas da MB, composta principalmente por
laminina, colageno tipo IV, perlecan e nidogé€nio. Esta mistura se assemelha ao complexo
ambiente extracelular encontrado em muitos tecidos. A hidrolise do Matrigel foi avaliada pela
incubacdo do substrato com a metaloprotease (15 pg) por diferentes tempos de incubagdo (1,
3 e 6 horas) a 37 °C. A reagdo foi interrompida pela adi¢do de 5 pL de tampdo desnaturante
para SDS-PAGE. Uma amostra de Matrigel, sem a toxina, foi incubada em condi¢des

idénticas e utilizada como controle. A eletroforese foi realizada utilizando gel gradiente 4-
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15% de poliacrilamida, e as bandas foram visualizadas com Coomassie Brilliant Blue
(ESCALANTE et al., 2006). O padrao de massa molecular utilizado foi Spectra Multicolor
Broad Range Protein Ladder (Fermentas Life Sciences) composto por proteinas com massas
moleculares entre 10 e 260 kDa. Fragmentos gerados da degradacdo do matrigel pela
metaloprotease BpirMP e visualizados no gel de eletroforese foram selecionados para
posterior analise em espectrometro de massas MALDI-TOF/TOF (Applied Biosystems 4800-
Plus). As bandas mais evidentes foram selecionadas, recortadas do gel de eletroforese e
submetidas a digestdo enzimatica com tripsina (Sigma-Aldrich) e analisadas em
espectrometro de massas. Os resultados obtidos por MS foram submetidos ao banco de dados
NCBI e Swiss-Prot utilizando o site BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/).

A atividade proteolitica da toxina BpirMP sobre o substrato Matrigel foi comparada a
atividade da metaloprotease BaP1 nos tempos de 1 e 3 h de incubagdo conforme metodologia
acima.

A hidrolise de Matrigel foi avaliada também por Western Blot utilizando anticorpos
contra constituintes de membrana basal como laminina, nidogénio e colageno tipo IV
(ESCALANTE et al., 2011). Resumidamente, as incubagdes foram realizadas como descrito
acima neste item e as reagdes foram interrompidas pela adi¢do de 100 puL de tampao RIPA,
contendo 20 mM de EDTA, e congeladas a -70 °C. 20 uL de cada amostra foram separados
em um gel de eletroforese em gradiente de poliacrilamida de 4-15% e transferidas para uma
membrana de nitrocelulose (Bio-Rad) durante toda a noite a 70 mV. Apoés a transferéncia, as
membranas foram coradas com corante Ponceau S para visualizar a transferéncia. As
membranas foram lavadas com tampao TBS contendo 2% de leite de baixo teor de gordura
por 1 h para bloqueio. Apos o bloqueio, as membranas foram incubadas durante toda a noite a
4 °C, sob agitagcdo, com um dos seguintes anticorpos: policlonal de coelho anti-laminina na
propor¢ao 1:10000 (Fitzgerald), anticorpo policlonal de coelho anti-colageno tipo IV na
proporcao 1:2000 (Abcam), anticorpo policlonal de coelho anti-nidogénio 1 na proporcao
1:10000 (Abcam). Apds a incubacgdo, as membranas foram lavadas cinco vezes, 20 minutos
cada, com tampao TBS + Tween 20 e novamente incubadas com o conjugado peroxidase anti-
rato IgG (Jackson Immunoresearch) por 1 h. Apds o tempo de incubagdo, as membranas
foram novamente lavadas com o tampao TBS + Tween 20 por 1 h. A reagdo foi revelada
utilizando um substrato quimioluminescente, kit de Novex (Invitrogen) e as imagens foram
capturadas com ChemiDoc XRS® (BioRad). A analise foi realizada utilizando ImageLab

software (BioRad).
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3.4.7. Degradacdo de componentes da membrana basal in vivo

Os efeitos das metaloproteases BaP1 e BpirMP em proteinas da MB in vivo foram
estudados injetando as enzimas ou PBS no musculo gastrocnémio direito de camundongos.
Os grupos (3 animais por grupo) foram injetados intramuscularmente, no gastrocnémio direito
com 50 pug de BaP1 ou de BpirMP dissolvidos em 50 uL de PBS. O grupo controle foi
injetado com 50 uLL de PBS. Apos 15 min e 1 h da inje¢do, os animais foram sacrificados por
inalagdo de CO,, os musculos foram dessecados e congelados em nitrogénio liquido, para
analises por Western Blot.

Os musculos congelados em nitrogénio liquido foram pulverizados em um almofariz
até formar particulas finas. Todos os musculos de cada tratamento experimental foram
pulverizados em conjunto a fim de preparar um pool. Cada pool foi ressuspenso em 1,5 mL
em tampao RIPA + Uréia 8M, no qual foi adicionada uma pastilha composta por um cocktail
inibidor de protease (Roche), e incubou-se durante 2 h em gelo com ligeira agitagdo. As
amostras foram centrifugadas e o sobrenadante foi distribuido em aliquotas e armazenado a -
70 °C até a analise. Para a realizagdo do imunoblotting, 20 puL de cada amostra foram
separados em géis gradiente de poliacrilamida 4-15% e transferidos para membranas de
nitrocelulose e a reagdo detectada como descrito no item 3.4.6.2. Os anticorpos utilizados
foram: anticorpo policlonal de coelho anti-laminina na dilui¢ao de 1:500 (Abcam), anticorpo
policlonal de coelho anti-colageno tipo IV na propor¢do de 1:500 (Abcam) e anticorpo
policlonal de coelho anti-nidogénio 1 na propor¢ao 1:8000 (Abcam). A reagdo foi revelada
utilizando um substrato quimioluminescente, kit de Novex (Invitrogen). As imagens foram
capturadas com ChemiDoc XRS" (BioRad) e a analise realizada com o software ImageLab
(BioRad). Todos os experimentos foram realizados no Instituto Clodomiro Picado, Costa

Rica, com a orienta¢do do Dr. José M. Gutiérrez e da Dra. Teresa Escalante.
3.5. Caracteriza¢ao funcional
3.5.1. Atividade hemorragica

Esta atividade foi realizada segundo método descrito por Nikai e colaboradores
(1984). As amostras contendo 15 pg de pegonha bruta ou 25, 50 e 100 pg de BpirMP foram
dissolvidas em 50 pL de PBS e injetadas por via intradérmica no dorso de camundongos
Swiss machos de 18-22 g (n=3). Como controle negativo foi utilizado 50uL de PBS. Apos 3

h, os animais foram eutanasiados com CO,, as peles removidas e os halos hemorragicos
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medidos em dois angulos retos (didmetros) e expressos em mm. Define-se como dose
hemorragica minima (DHM) a dose minima de cada amostra necessaria para induzir a

formacao de um halo com 10 mm de diametro.
3.5.2. Atividade coagulante

A capacidade da toxina em coagular o plasma foi avaliada em microleitor PowerWave
XS2 (BioTek), monitorando a absorbancia a 405 nm por 30 minutos pelo programa GenS5
Data Analysis. Para isso, 200 pL de plasma citratado foram misturados com 50 pL de PBS
contendo diferentes quantidades da proteina (1, 5, 10, 25 e 50 pg) e incubados a 37 °C. A
cinética de coagulagdo da enzima foi avaliada por 30 minutos e comparada aos controles

positivos feitos utilizando-se apenas plasma ¢ 50 uL. de solug¢ao de pegonha bruta de B. pirajai

(10 pg).
3.5.3. Atividade miotoxica

Os grupos (n=4) (Swiss 18-22 g) foram injetados no musculo gastrocnémio direito
com a toxina BpirMP ou a pegonha bruta de B. pirajai (50 ug) dissolvidas em 50 uLL de PBS.
O grupo controle foi injetado com 50 pL de PBS. Apds diferentes intervalos de tempo (1, 3, 6
e 24 h) o sangue dos animais foi coletado, por cortes na extremidade da calda, em capilares
heparinizados. As amostras coletadas foram centrifugadas a 3000 xg por 10 minutos. A
atividade da enzima creatina cinase (CK) foi determinada utilizando 4 pL de plasma com 1,0
mL de reativo do Kit CK-NAC UV cinético (Wiener Laboratorios, Rosario, Argentina),
incubados por 3 min a 37 °C, realizando as leituras em 340 nm ap6s 3 minutos. A atividade

creatina cinase foi expressa em unidades/litro.
3.5.4. Analise histopatoldgica

Foram utilizados trés camundongos Swiss machos (28-30 g) para cada grupo controle
e teste. Os animais do grupo controle receberam injeg¢des por via intramuscular (50 pL) de
PBS no musculo gastrocnémio direito ou intraperitoneal (50 pL) de PBS para analise dos
orgdos. Os grupos teste receberam injecdes contendo a protease BpirMP na dose de 50
pg/animal, dissolvida em PBS. Os animais foram sacrificados ap6s 24 h, a parede anterior do
torax e da cavidade abdominal foram abertas para a coleta das visceras estudadas (figado,
pulmdo, rim e coracdo). O mesmo procedimento foi usado para retirada do gastrocnémio

direito na regido posterior da perna. A seguir, os fragmentos foram lavados com solugcao PBS



31

Materiais € Métodos

e mantidos em solucdo fixadora (formol 10%), por 24 horas, desidratados em série crescente
de alcoois, diafanizados em xilol e incluidos em parafina, de acordo com o padrao histolégico
(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2000). Os cortes semi-seriados foram obtidos com 5 um de
espessura, que logo a seguir foram corados pelo método de hematoxilina-eosina. As imagens
histopatologicas foram capturadas por uma camera digital JVC - TKC1380 acoplada a um
microscopio binocular Nikon Eclipse E600, e depois transferidas e armazenadas por um
software Adobe Premiere 5.1. Equipamentos e materiais para a analise histologica foram
fornecidos pelo Laboratério de Histologia do Instituto de Ciéncias Biomédicas da UFU, de
responsabilidade do Prof. Dr. Marcelo Emilio Beletti.

Na analise histologica realizada no Instituto Clodomiro Picado, sob a supervisao do
Dr. José M. Gutiérrez e da Dra. Alexandra Rucavado, foram utilizados grupos de trés
camundongos Swiss machos (18-22 g). Os animais do grupo controle receberam injegdes por
via intramuscular (50 pl) de PBS no musculo gastrocnémio direito. Os grupos teste
receberam injecdes contendo a protease isolada BpirMP nas doses de 50 e 100 pg/animal,
dissolvidas em 50 pL de PBS. Os animais foram sacrificados apds 1 h para retirada do

musculo gastrocnémio direito. Os cortes foram feitos e corados como descrito acima.
3.5.5. Atividade edematogénica

Os ensaios da atividade edematogénica foram realizados no laboratério de Biologia
Molecular e Celular (Instituto de Ciéncias Biomédicas), na Universidade Federal de
Uberlandia em colaboragao com o Prof. Dr. Fabio de Oliveira e Dra. Leonilda Stanziola. O
edema induzido pela BpirMP foi avaliado em ratos Wistar machos (200-250 g). Grupos de
animais (n = 5) receberam a enzima BpirMP diluida em salina estéril (0,15 M) e injetada por
via intraplantar na pata esquerda dos animais (50 pL). A pata direita recebeu salina como
controle. O volume de ambas as patas foram medidos usando pletismometro (Ugo Basile,
Italia, modelo 7140). Os volumes foram medidos em diferentes intervalos de tempos (1, 2, 3,
4, 5, 6 e 24 horas) e utilizando diferentes doses (5, 15, 35 e 50 pg/animal). Os resultados
foram calculados a partir da diferenca entre os valores obtidos em ambas as patas e expressos

em porcentagem de aumento do volume da pata em relacdo as medidas iniciais.
3.5.6. Avaliacao da hiperalgesia

Os ensaios de avaliagdo da hiperalgesia foram realizados no laboratorio de Biologia

Molecular e Celular (Instituto de Ciéncias Biomédicas), na Universidade Federal de
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Uberlandia em colaboracdao com o Prof. Dr. Fabio de Oliveira ¢ Dra. Leonilda Stanziola. Os
animais utilizados para avaliar a hiperalgesia induzida pela metaloprotease foram os mesmos
utilizados para a avaliacdo da atividade edematogénica, ja que os experimentos foram
realizados simultaneamente. O limiar de dor foi medido em diferentes momentos apos a
injecdo de solugdo salina ou da toxina com o aparelho de pressdo Ugo-Basile, como descrito
por Randall e Selitto (1957). O peso em gramas (g) necessario para provocar uma resposta
nociceptiva, flexao da pata, foi determinado como o limiar nociceptivo. Um valor de corte de
300 g foi usado para evitar danos as patas. O limiar nociceptivo foi medido antes e 1, 2, 3, 4,
5, 6 ¢ 24 horas apés a inje¢ao da toxina. Os resultados foram calculados como a diferenca
entre ambas as patas e expresso em percentagem do decréscimo do limiar nociceptivo em
relacdo ao limite inicial. Para reduzir o estresse, os ratos foram habituados ao aparelho um dia

antes dos experimentos.
3.5.7. Mediadoresinflamatorios

Os ensaios para avaliagdo dos mediadores envolvidos na resposta inflamatéria
induzida pela metaloprotease BpirMP foram realizados no laboratério de Biologia Molecular
e Celular (Instituto de Ciéncias Biomédicas), na Universidade Federal de Uberlandia em
colaboragdo com o Prof. Dr. Fabio de Oliveira e Dra. Leonilda Stanziola. Apos a sele¢dao da
melhor dose-resposta para inducdo de edema e hiperalgesia, animais (n = 4) foram pré-
tratados com diferentes drogas para a avaliagdo de possiveis mediadores inflamatorios
envolvidos no processo: Cimetidina, antagonista seletivo para receptor H2 para histamina (15
mg/kg, i.p., 30 min antes), dexametasona, inibidor atividade PLA; (2,5 mg/kg, i.p., 60 min
antes), HOE-140, antagonista receptor B, para bradicinina (10 pg/pata, i.pl., simultaneo),
Pirilamina, antagonista seletivo do receptor H1 para histamina (4 mg/kg, i.p., 30 min antes),
meloxicam, inibidor seletivo para ciclooxigenase-2 (COX-2) (200 pg/pata i.p., 30 min antes),
L-NMMA, inibidor seletivo da oxido nitrico sintase (100 pg/pata, i.pl., simultaneo),
tioperidamida, inibidor seletivo dos receptores H3/H4 para histamina (10 mg/kg, i.p., 30 min
antes), valeril salicilato, inibidor seletivo para ciclooxigenase-1 (COX-1) (50 mg/Kg),
cromoglicato de Soédio, inibidor de degranulacio de mastocito (10 mg/Kg) e 4acido
nordiidroguaiarético (NDGA), inibidor seletivo para lipooxigenase (100 mg/Kg,
simultaneamente). Os resultados foram calculados a partir da diferenca entre os valores
obtidos em ambas as patas (controle: PBS e teste: toxina) e expresso em porcentagem em
relacdo as medidas iniciais. As doses de cada medicamento foram selecionadas em ensaios

prévios utilizando carragenina como indutor inflamatorio e baseadas em artigos cientificos
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descrevendo a utilizacdo desses medicamentos para inibicdo do edema de pata induzido por

peconhas de serpentes e/ou toxinas isoladas.
3.5.8. Andlise do exsudato inflamatorio peritoneal

Camundongos Balb/C (3 animais/grupo experimental) foram injetados via
intraperitoneal com 500 pL de PBS (controle negativo) ou solu¢des contendo diferentes
concentragdes da metaloprotease de B. pirajai (25; 50 e 100 pg diluidos em 500 uL de PBS).
Ap0s 6 e 24 h, os animais foram submetidos a eutanasia pela instilagdo de CO,. Para anélise
das células inflamatorias, a cavidade peritoneal foi lavada com 5 mL de PBS gelado,
drenando assepticamente o exsudato com auxilio de uma seringa e transferindo para tubos
plésticos de 15 mL, mantidos em seguida em banho de gelo. A contagem do nimero total de
leucocitos presentes no lavado foi feita analisando cada amostra de exsudato, diluida em
solu¢do de Turk (1/20), em camara de Neubauer. Para realizar a contagem diferencial dos
leucdcitos em neutrofilos e células mononucleares, amostras de células (100 pL do lavado
peritoneal dos diferentes grupos experimentais) foram concentradas em laminas de
microscopio utilizando citocentrifuga (Cytospin 3, Shandon Souther Products Ltd., UK),
coradas com corante de Romanowsky e analisadas em microscopio Optico (Bioval),
magnificacdo 400X. Foram contadas 300 células por lamina e os resultados foram expressos

pelas porcentagens médias de cada tipo celular observado.
3.6. Caracterizacao estrutural
3.6.1. Determinacgéo da estrutura primaria da BpirMP

A determinacdo da estrutura primaria da toxina foi realizada em colaboracdo com o
Prof. Dr. Bruno Lomonte, do Instituto Clodomiro Picado — San José, Costa Rica.
Inicialmente, 500 pg da metaloprotease foram submetidas a digestdo enzimatica com tripsina,
quimotripsina ¢ Glu-C (Staphylococcus aureus V8) de acordo instrugdes do fabricante. Os
fragmentos gerados foram separados em HPLC em coluna C4 de fase reversa utilizando os
solventes A: acido formico 0,1% em agua Milli-Q, e B: acido férmico 0,1% em acetonitrila.
Os peptideos ligados a coluna foram eluidos com o seguinte gradiente: 1- 40% de solvente B
em 20 minutos, seguido de um gradiente 40 a 60% de solvente B em 5 minutos, com fluxo de
ImL/minuto. As fragdes coletadas foram secas em SpeedVac e ressuspendidas em matriz
contendo acido a-ciano-4-hidroxicinamico (10 mg/mL) e aplicadas manualmente na placa de

MALDI Opti-TOF 384 (ABSciex), que foi entdo deixada em temperatura ambiente para
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cristalizacdo completa da matriz. As amostras foram analisadas no modo refletor positivo
utilizando um espectrometro de massas MALDI-TOF/TOF (Applied Biosystems 4800-Plus).
Espectros foram obtidos utilizando uma intensidade do laser de 3000 e 1625 tiros por
espectro, apos calibragdo externa MS e MS/MS com padroes CalMix-5 padroes (ABSciex).
Os espectros obtidos foram analisados utilizando ProteinPilot v.4.0.8 (ABSciex) para
identificar proteinas em um nivel de confianca de 99%.

Os dados gerados por MS foram submetidos aos bancos de dados NCBI e Swiss-Prot
utilizando os sites BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/) e MASCOT (http://www.
matrixscience.com/search_form_select.html) na tentativa de identificar sequéncias homologas

de proteinas para fins comparativos.
3.6.2. Alinhamento maltiplo

A sequéncia parcial de aminodcidos da metaloprotease foi comparada com outras
sequéncias de metaloproteases, depositadas no banco de dados Protein Data Bank, por

alinhamento multiplo utilizando o programa ClustalX versao 2.0.11. (http://www.clustal.org/).
3.6.3. Modelagemtedrica da metaloprotease

Inicialmente, o alinhamento entre a sequéncia de aminodcidos da metaloprotease
BpirMP e outras proteinas homologas depositadas no Protein Data Bank (RCSB PDB)
(http://www.rcsb.org/) foi realizado com o emprego do programa on-line HHpred
(http://toolkit.tuebingen.mpg.de/hhpred), uma ferramenta de modelagem molecular baseada
em técnicas de reconhecimento de folding (threading). Com base nos critérios de avaliagdao do
programa HHPred (score = 349, identidade do molde em relacdo a proteina-alvo = 88,0%), a
cadeia A do modelo cristalografico da metaloprotease BmooMP-a isolada da pegconha de
Bothrops moojeni (codigo PDB 3GBO) foi selecionada como o molde mais adequado para a
constru¢do do modelo tedrico da BpirMP. Os modelos foram entdo gerados pelo programa
Modeller 9.10 (MARTI-RENOM et al., 2000) e, em seguida, analisados com o emprego do
programa PROCHECK v.3.5.4 (LASKOWSKI et al., 1993).

3.7. Analise protedmica da peconha bruta de B. pirajai
3.7.1. Fracionamento da peconha bruta por HPLC de fase reversa

O fracionamento foi realizado segundo metodologia descrita por Lomonte e

colaboradores (2012). Para o fracionamento da pegconha bruta em HPLC fase reversa, 2,5 mg
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da peconha foram dissolvidos em 200 pL de 4gua contendo 0,1% de 4cido trifluoroacético
(TFA; solugao A), centrifugadas durante 5 minutos a 15000 Xg, aplicada a uma coluna C18
(250 x 4,6 mm, Teknokroma) usando um cromatografo Agilent 1200. A elui¢do foi realizada
com fluxo de 1mL/min, aplicando um gradiente de concentracdo da solucdo B (acetonitrila,
contendo 0,1% de TFA), da seguinte forma: 5% B durante 5 min, 5-15% de B durante 10 min,
15-45% B durante 60 min, e B 45-70% ao longo de 12 min. A absorbéncia foi monitorizada a
215 nm e as fragdes foram coletadas manualmente, reunidas e secas em uma centrifuga a
vacuo, SpeedVac (Savant) para posterior caracterizagdo. A abundancia relativa de cada
proteina (% do total de proteina da peconha) foi estimada por integracdo dos sinais de pico a
215 nm, utilizando-se ChemStation B.04.01 (Agilent). Quando um pico de amostra do HPLC
continha duas ou mais bandas na SDS-PAGE, suas abundancias relativas foram estimadas por

densitometria utilizando ImageLab (Bio-Rad).
3.7.2. Caracterizacéo das fracdes obtidas por RP-HPLC

As fragdes obtidas apos RP-HPLC foram separadas por SDS-PAGE sob condigdes
redutoras em SDS-PAGE 15%. As bandas de proteina foram excisadas dos géis de
eletroforese e submetidas a redu¢cdo com DTT (10 mM) e alquilagdo com iodoacetamida (50
mM), seguido de digestdo em gel com tripsina bovina (em bicarbonato de aménio 25 mM,
10% de acetonitrila) durante toda a noite em digestor automatico (ProGest Digilab), de acordo
com as instrugdes do fabricante. Os peptideos resultantes foram analisados por espectrometria
de massa MALDI-TOF-TOF. Misturas de 0,5 uL de a-ciano-4-hidroxicinamico e 0,5 mL de
cada amostra foram aplicadas manualmente na placa de MALDI Opti-TOF 384 (ABSciex),
que foi entdo deixada em temperatura ambiente para cristalizacdo completa da matriz. Apos a
cristalizacdo, as amostras foram analisadas no modo refletor positivo utilizando um
espectrometro de massas MALDI-TOF/TOF (Applied Biosystems 4800-Plus). Os espectros
foram adquiridos utilizando um laser de intensidade de 3000 e 1500 tiros/espectro, utilizando
como padrao externo CalMix-5 (ABSciex) aplicado na mesma placa. Os espectros resultantes
foram analisados usando ProteinPilot v.4 (ABSciex) para identificar proteinas utilizando a
base de dados UniProt / SwissProt (20100622) a um nivel de confianga de 99%. Os espectros
foram interpretados com o auxilio da ferramenta BioAnalyst e as sequéncias deduzidas foram
submetidas ao BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov) para atribuicao das familias de proteinas

e grau de similaridade.
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3.8. Analise estatistica

Os resultados foram expressos pelas médias dos valores e desvios padroes (SD). A
significancia estatistica dos resultados foi avaliada utilizando a anélise de variancia (ANOVA)

considerando os valores de p < 0,05 como significativos.
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4. RESULTADOS
4.1. Isolamento da metaloprotease BpirMP

A metaloprotease BpirMP foi isolada da peconha de Bothrops pirajai por meio de trés
passos cromatograficos. Na primeira etapa, 350 mg de peconha foi aplicada em coluna
cromatografica contendo resina de exclusdo molecular Sephacryl S-200 resultando em 4
fragoes (Fig 4A). As fracdes obtidas foram testadas quanto a atividade proteolitica sobre a
azocaseina, sendo que a fragdo S-II, a que apresentou maior atividade proteolitica. Depois de
liofilizada, a fragao S-II foi ressuspendida em tampao bicarbonato de amonio 0,05 M pH 8,0 e
submetida a uma nova etapa cromatografica em resina de troca i6nica CM-Sepharose,
resultando em cinco fragdes: P-1 a P-V (Fig. 4B). As fragdes foram testadas quanto a
atividade proteolitica e atividade hemorragica. A fracdo P-II foi a que apresentou alta
atividade proteolitica, porém com baixa atividade hemorragica, além de proteinas na faixa de
25 kDa. A fracao P-II foi dessalinizada e liofilizada. Depois de liofilizada, esta fracdo foi
aplicada em coluna de afinidade Blue-Sepharose resultando em duas fragdes principais (Fig.
4C). As fragdes foram analisadas por SDS-PAGE sendo que a fragdo B-II apresentou
atividade proteolitica além de uma banda tnica. O processo de isolamento foi repetido varias
vezes com o objetivo de obter amostra para a realizagdo da caracterizacdo funcional e
estrutural da enzima. A enzima isolada foi analisada também, em RP-HPLC em coluna
C2/C18 para avaliar o grau de pureza da amostra (Fig. 5). A metaloprotease isolada,
denominada BpirMP, apresentou cadeia unica como visualizado no gel de eletroforese da

figura 6.
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Figura 4. Purificacio da metaloprotease da peconha de Bothrops pirgjai (A) Coluna de
exclusdo molecular Sephacryl S-200 (2 x 110 cm) previamente equilibrada com tampao
bicarbonato de amoénio (NH4HCO3) 0,05 M pH 8,0. Condigdes: 350 mg de pegonha dissolvida
em 5,0 mL de bicarbonato de aménio 0,05 M. (B): A fracdo S-II foi aplicada em CM-
Sepharose (2,0 x 20,0 cm) previamente equilibrada em tampao bicarbonato de aménio 0,05 M
com gradiente de concentragao até¢ 1,0 M pH 8,0. (C) Coluna Blue-Sepharose (2,0 x 14,0 cm)
previamente equilibrada em tampao Tris-HCl 0,01 M pH 7,6. A elui¢do foi realizada com
tampao Tris-HC1 0,01 M + NaCl 1,0 M pH 7,6; (D): SDS-PAGE: Linha 1: Padrao de massa
molecular, linha 2 BpirMP reduzida (30 pg), Linha 3: BpirMP nao reduzida (30 pg).
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Figura 5. Analise do grau de pureza da metaloprotease isolada da peconha de Bothrops
pirgjai. Perfil da enzima isolada BpirMP em coluna de fase reversa C2C18 em HPLC usando
sistema AKTA Purifier. A elui¢do foi realizada com TFA 0,1% (solugdo A) e acetonitrila
70% + TFA 0,1% (solugdo B), em fluxo de 1 mL/minuto.

4.2. Determina¢ao da massa molecular

A massa molecular da metaloprotease foi avaliada inicialmente por SDS-PAGE (Fig.
6). A estimativa da massa molecular foi realizada pela interpolagdo de uma curva logaritmica
linear da massa molecular relativa das proteinas do padrao versus a distdncia de migra¢ao no
gel, obtendo a massa aproximada de 23,5 kDa para a metaloprotease (resultados ndo

mostrados).
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Figura 6. SDS-PAGE a 12% da metaloprotease BpirMP isolada de B. pirgjai. Linha: 1-

Padrio de massa molecular; 2- BpirMP 3 pg; 3- BpirMP 5 pg; 4- BpirMP 10 pg.

A massa da metaloprotease isolada foi avaliada também por espectrometria de massas

em MALDI-TOF em modo linear apresentando massa molecular de 23,1 kDa (Fig. 7). O

espectro mostra também picos de massas menores de 15 kDa, possivelmente de produtos de

degradag@o ou pequenos contaminantes da amostra, além de um pico com duas vezes a massa

da metaloprotease (46,2 kDa) que possivelmente corresponde a um dimero da metaloprotease

formado na amostra analisada.
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Figura 7. Espectrometria de massas da metaloprotease BpirMP isolada da peconha de
B. pirajai. A analise foi realizada em espectrometro de massas tipo TOF com fonte MALDI e

o espectro de massa foi adquirido no modo linear positivo.
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4.3. Caracterizacdo enzimatica da metaloprotease BpirMP
4.3.1. Atividade proteolitica sobre azocaseina e azocolageno

A enzima isolada apresentou atividade proteolitica sobre o substrato azocaseina (Fig.
8) e azocolageno (Fig. 9) variando de acordo com a dose utilizada. A atividade proteolitica
sobre a azocaseina foi utilizada para avaliar a estabilidade da proteina em diferentes condig¢des
de pH (Fig. 10A) e temperatura (Fig. 10B) e apds prévia incubagdo com diferentes inibidores
(Fig. 11).
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Figura 8. Atividade proteolitica da metaloprotease de B. pirajai sobre a azocaseina.
Diferentes quantidades da enzima (5, 10, 20, 40, 60 ¢ 80 pg) foram colocadas para reagir com
a azocaseina (1 mg/mL, concentragdo final) por 60 min a 37 °C. Os resultados foram obtidos
a 366 nm e expressos pela média £ SD (n=3) da atividade especifica de proteina (U/mg).
*Valores significativamente diferentes dos demais grupos (p<0,05).
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Figura 9. Atividade proteolitica da metaloprotease de B. pirajai sobre o azocolageno.
Diferentes quantidades da enzima (1, 5, 10, 15, 30, 45 e 60 pg) foram colocadas para reagir
com o azocolageno (5 mg/mL, concentracdo final) por 60 min a 37 °C. Os resultados foram
obtidos a 540 nm e expressos pela média + SD (n=3) da atividade especifica de proteina
(U/mg). (*) Valores significativamente diferentes dos demais grupos (p<0,05).

A variacdo de pH (Fig. 10A) mostrou que a atividade proteolitica da metaloprotease ¢
maior na faixa de pH entre 6,0 a 10,5 sendo sensivel a uma faixa de pH mais acido (3,0 ¢ 4,5)
com reducdo significativa da atividade proteolitica. Os resultados para as variacdes de
temperatura (Fig. 10B) mostram que a atividade proteolitica da metaloprotease ¢ maior na
faixa entre 4 e 37 °C sendo reduzida significativamente em temperaturas proximas € acima de
60 °C.

Na figura 11 podemos observar que a atividade da metaloprotease foi inibida apos a
pré-incubacdo com os inibidores de metaloprotease EDTA, EGTA e 1,10-fenantrolina
enquanto que a pré-incubagdo com os inibidores de serinoproteases aprotinina, benzamidina e
leupeptina nao resultou em inibi¢do da atividade proteolitica da enzima. O tratamento com [3-
mercaptoetanol e DTT também apresentou redugdo significativa na atividade proteolitica da

enzima.
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Figura 10. Influéncia do pH e temperatura na atividade proteolitica da metaloprotease
de B. pirajai sobre a azocaseina. A enzima (10 ug) foi previamente incubada com diferentes
tampdes de (A) pHs (3,0; 4,5; 6,0; 7,5; 9,0 e 10,0) ou diferentes (B) temperaturas (4, 25, 37,
60 ¢ 100 °C) por 30 min e em seguida, colocadas para reagir com azocaseina (1 mg/mL,
concentragdo final) por 60 min a 37 °C. Os resultados foram obtidos a 366 nm e expressos
pela média £ SD (n=3) e expressos (U/mg). (*) Valores significativamente diferentes dos
demais grupos (p < 0,05).

Atividade Azocaseinolitica (U/mg)

Figura 11. Influéncia de inibidores na atividade proteolitica da metaloprotease de B.
pirgai sobre a azocaseina. A enzima (10 pg) foi previamente incubada com diferentes
inibidores (5 mM) por 30 min a 37 °C e em seguida, colocadas para reagir com azocaseina (1
mg/mL, concentracdo final) por 60 min a 37 °C. Os resultados foram obtidos a 366 nm e
expressos pela média £ SD (n=3) e expressos em (U/mg). (*) Valores significativamente
diferentes do grupo controle: BpirMP (p<0,05).
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4.3.2. Atividade fibrinogenolitica

A metaloprotease apresentou atividade proteolitica sobre o fibrinogénio, sendo que 5
pg a BpirMP degradou a cadeia Aa e parcialmente a cadeia B do fibrinogénio (Fig. 12). Na
dose de 10 pg a metaloprotease BpirMP foi capaz de degradar completamente as cadeias ao e
BB do fibrinogénio, sem agir sobre a cadeia y. A atividade da metaloprotease sobre o
fibrinogénio pode ser evidenciada pelo aparecimento de produtos de degradagdo ndo
visualizados no controle. A atividade da enzima foi inibida quando a BpirMP foi pré-incubada

com o agente quelante EDTA.

Figura 12. Atividade fibrinogenolitica da metaloprotease BpirMP isolada da peconha de
B. pirajai. A enzima foi incubada com fibrinogénio bovino (3 mg/mL) a 37 °C durante lhe a
atividade foi avaliada em SDS-PAGE a 12%. Linha 1: fibrinogénio controle; Linha 2:
fibrinogénio + BpirMP 5 pg; Linha 3: fibrinogénio + BpirMP 10 pg; Linha 4: fibrinogénio +
BpirMP 10 ug + EDTA.

4.3.3. Atividadefibrinolitica e trombolitica

Os resultados da atividade fibrinolitica da metaloprotease BpirMP mostram que a
enzima ¢ capaz de degradar fibrina de maneira dose dependente (Fig. 13A). A enzima
também apresentou atividade trombolitica (Fig. 13B) dissolvendo completamente os coagulos

de sangue formados in vitro na maior dose testada apds 24 horas de incubagao.
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Figura 13. Atividade fibrinolitica e trombolitica in vitro da metaloprotease de B. pirajai.
(A) A atividade fibrinolitica foi avaliada pela medi¢do dos halos de lise (em cm) resultantes
apo6s incubacao das placas de fibrina com diferentes doses da metaloprotease BpirMP por 24 h
a 37 °C. (B) A atividade trombolitica foi avaliada sobre coagulos sanguineos formados in
vitro e incubados com diferentes doses da metaloprotease por 24 h a 37 °C, estimando os
resultados com base no tamanho do coagulo remanescente (em cm) apds este periodo de
incubagdo. Resultados expressos pela média = SD (n=3). (*) Valores significativamente
diferentes do controle negativo (PBS) (p < 0,05).

4.3.4. Atividade coagulante sobre o plasma

A atividade coagulante da toxina foi testada incubando diferentes doses da BpirMP
(1, 5, 10, 25 e 50 pg) com 200 pL de plasma humano. O tempo de coagulagdo foi observado
por 30 minutos em microleitor de placas e nao foi observada presenga de formagao de coagulo

em nenhuma das doses testadas.
4.3.5. Atividade proteolitica sobre componentes da membrana basal in vitro
4.35.1. Atividade proteolitica sobre substratos isolados da MB

A atividade da metaloprotease sobre os componentes da MB como fibronectina e
colageno tipo IV foi avaliada por SDS-PAGE em gel gradiente de acrilamida 4-15 % para
visualizacdo dos produtos de degradacdo gerados. Apos a incubacdo dos substratos com

diferentes doses da metaloprotease, foi selecionada a dose de 10 pg para realizar a atividade



47

Resultados

(dados ndo mostrados). Os substratos foram incubados com 10 ug da BpirMP em diferentes
tempos de reacdo. Na primeira hora de reacdo da metaloprotease com o substrato colageno
tipo IV (Fig. 14A) foi possivel notar uma redug¢do na intensidade da banda controle e o
aparecimento de produtos de degradacdo quando comparado ao controle. Apds & primeira
hora, a cadeia a desaparece e ¢ possivel notar o consumo da cadeia B do coldgeno. Na sexta
hora, a metaloprotease digeriu completamente as cadeias a e B do colageno.

A metaloprotease hidrolisou a fibronectina rapidamente, degradando-a completamente
apos uma hora de incubacao (Fig. 14B). A degradacao da fibronectina pela metaloprotease foi

mais intensa que a degradagdo do colageno tipo IV.
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Figura 14. Atividade proteolitica da metaloprotease sobre componentes da membrana
basal. (A) Atividade proteolitica da metaloprotease BpirMP (10 pg) sobre coldgeno tipo IV. (B)
Atividade proteolitica da metaloprotease BpirMP (10 pg) sobre fibronectina. A metaloprotease foi
incubada com os substratos por diferentes intervalos de tempo (30 min, 1, 3 e 6 h) a 37 °C. A
reacdo foi interrompida com a adigdo de 5 pLL de tampao de amostra e a atividade foi avaliada em
SDS-PAGE 4-15 %. Linha 1: Padrao de massa Molecular; Linha 2: substrato controle; Linha 3:
substrato + BpirMP (10 pg) 30 min; Linha 4: substrato + BpirMP (10 pug) 1 h; Linha 5: substrato
+ BpirMP (10 pg) 3 h; Linha 6: substrato + BpirMP (10 pg) 6 h.

4.3.5.2. Atividade proteolitica sobre o Matrigel

A avaliagdo da capacidade da metaloprotease em degradar o matrigel foi realizada em
gel gradiente de poliacrilamida para a visualiza¢do de produtos de degradacao gerados. Apos
uma hora de incubagdo ¢ possivel visualizar produtos de degradagdo provavelmente devido a

degradagdo da cadeia o da laminina (~400 kDa) e do nidogénio (~100 kDa). No tempo de 6
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horas, ¢ possivel visualizar o consumo quase completo das cadeias o e y da laminina e do

nidogénio (Fig. 15).

-—];5.
e T

Figura 15. Atividade proteolitica da metaloprotease BpirMP sobre matrigel. O substrato
foi incubado com a metaloprotease BpirMP (15 ug) por diferentes intervalos de tempo (1, 3 e
6 h) a 37 °C. Linha 1: padrao de massa molecular; Linha 2: controle — matrigel; Linha 3:
matrigel + BpirMP (1 h); Linha 4: matrigel + BpirMP (3 h); Linha 5: matrigel + BpirMP (6
h); Linha 6: BpirMP (10 pg).

A capacidade da metaloprotease BpirMP de hidrolisar os constituintes da MB foi
comparada a atividade da metaloprotease BaP1 isolada da pegonha de Bothrops asper (Fig.
16). Os resultados apresentados sugerem que a BaP1 degrada o matrigel mais rapidamente do
que a BpirMP, além de apresentarem padrdes de fragmentacdo distintos (Fig. 16). As
amostras incubadas com a metaloprotease BpirMP revelaram produtos de degradagdao com
massa em torno de 40 e 60 kDa, diferentemente das amostras incubadas com a BaP1 no qual

os fragmentos mais evidentes possuem massa aproximada de 15 e 60 kDa.
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Figura 16: Hidrolise do matrigel pelas metaloproteases BpirMP e BaP1. Matrigel foi
incubado a 37 °C com as metaloproteases BpirMP e BaP1 por 1 h e 3 h. As amostras foram
separadas em gel gradiente de poliacrilamida 4-15%. Linha 1: Padrdo de massa molecular;
Linha 2: controle; Linha 3: Matrigel + BaP1 1 h; Linha 4: Matrigel + BpirMP 1 h; Linha 5:
Matrigel + BaP1 3 h; Linha 6: Matrigel + BpirMP 3 h. As letras (a - f) representam as bandas
selecionadas e recortadas para analise por espectrometria de massas.

Como o Matrigel é uma mistura complexa composta por diferentes proteinas que
compdem a membrana basal, para identificar corretamente sobre quais proteinas da MB a
BpirMP estaria atuando, alguns fragmentos gerados e visualizados por bandas no gel de
eletroforese foram selecionados, recortados e analisados por espectrometria de massas. As
bandas selecionadas estdo indicadas por letras no gel da figura 16. Os resultados gerados pela
analise por MALDI-TOF identificou fragmentos das cadeias o ¢ y da laminina e fragmentos
de nidogénio, entretanto ndo foram identificados fragmentos de colageno tipo IV. Os

resultados dos fragmentos analisados estdo listados na tabela 2.
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Resultados

Ion

Banda /2 . Sequéncia Familia relacionada/proteinas

1661.0 1 QDLGSPEGIALDHLGR
1351.9 1 ASLHGGEPTTIIR
1622.0 1 VVYWTDISEPSIGR
1922.2 1 TIFWTDSQLDRIEVAK
1678.0 1 QDLGSPEGIALDHLGR

a 1779.0 1 GNLYWTDWNRDNPK Nidogénio
1230.8 1 VLFDTGLVNPR
1381.8 1 TIFWTDSQLDR
1324.7 1 GNLYWTDWNR
2354.4 1 QQFSGIDEHGHLTISTELEGR
3569.1 1 VPQIPYGASVHIEPYTELYHYSSSVITSSSTR
2296.3 1 CYVVAQEGTFFEGSGYAALVK
1123.7 1 LHFMFDLGK
1855.0 1 AFDLQGVFPHSCPGPEP . o
11837 | VLFHVNNGAGR Subunidade o da laminina

b 1275.8 1 LYLGGLPSHYR
1020.7 1 WHTLQAHK
23544 1 QQFSGIDEHGHLTISTELEGR ) .

Nidogénio

3569.1 1 VPQIPYGASVHIEPYTELYHYSSSVITSSSTR

Continua,
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Continuagao,
Banda /2 fon . Sequéncia Familia relacionada/proteinas
2615.5 1 HPISHAIDGTNNWWQSPSIQNGR
1321.9 1 QVFQVAYIIIK
1831.1 1 PSADDPSPQLLEFTSAR
1885.2 1 LVPLEHGEIHTSLINGR ) o
C 1549.8 | ADNEVICTSYVSK Subunidade o da laminina
1531.9 1 EYHWVTVTLDLR
1258.9 1 LVEHVPGRPVR
2164.2 1 FKPWQYYAVSDTECLTR
1622.0 1 VVYWTDISEPSIGR
3031.8 1 IFVGSSQVPVVFENTDLHSYVVMNHGR
1351.9 1 ASLHGGEPTTIIR
2354.4 1 QQFSGIDEHGHLTISTELEGR
3569.1 1 VPQIPYGASVHIEPYTELYHYSSSVITSSSTR _ _
d Nidogénio
1678.0 1 QDLGSPEGIALDHLGR
1285.7 1 NGFSITGGEFTR
1779.0 1 GNLYWTDWNRDNPK
1922.2 1 TIFWTDSQLDRIEVAK
1230.8 1 VLFDTGLVNPR
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Conclusdo.
fon A . e . .
Banda Sequéncia Familia relacionada/proteinas
m/z z

3569.1 1 VPQIPYGASVHIEPYTELYHYSSSVITSSSTR
2354.4 1 QQFSGIDEHGHLTISTELEGR
21433 1 SSNAGHQGVWVFEIGSPATAK
1678.0 1 QDLGSPEGIALDHLGR ) )

e Nidogénio
1779.0 1 GNLYWTDWNRDNPK
1230.8 1 VLFDTGLVNPR
1351.9 1 ASLHGGEPTTIIR
1102.6 1 NLYYTDWK
1442.9 1 LSAEDLVLEGAGLR

f 2432.4 1 LHEATDYPWRPALSPFEFQK Subunidade y da laminina
1568.9 1 SYYYAISDFAVGGR

*Os produtos de degradacdo visualizados por SDS-PAGE foram selecionados, recortados e submetidos a digestdo enzimatica com tripsina e
identificados por espectrometria de massas por MALDI-TOF/TOF.
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Como a metaloprotease foi capaz de degradar colageno tipo IV isolado e visualizado
na figura 14A, mas fragmentos de coldgeno ndo foram detectados nas amostras recortadas no
gel de eletroforese e analisadas por MALDI-TOF, a andlise da hidrolise do matrigel foi
realizada também por Western Blot (Fig. 17). Produtos de degradagao das cadeias de laminina
e nidogénio foram detectados (Fig. 17A e B) confirmando os resultados descritos acima.
Além dos produtos gerados pela hidrolise da laminina e nidogénio, fragmentos de colageno

tipo IV também foram detectados por WB (Fig. 17C).
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Figura 17. Hidroélise dos componentes da membrana basal in vitro pela metaloprotease
BpirMP isolada da peconha da serpente Bothrops pirajai analisados por Western Blot.
Hidrolise da laminina (A), nidogénio (B) e colageno tipo IV (C) analisados por Western Blot.
Linha 1: controle; Linha 2: Matrigel + BpirMP 30 minutos; Linha 3: Matrigel + BpirMP 1 h;
Linha 4: Matrigel + BpirMP 3 h; Linha 5: Padrdo de massa molecular.
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A atividade proteolitica da BpirMP sobre matrigel foi comparada a atividade
proteolitica da metaloprotease BaP1 por Western Blot. A BaP1 hidrolisou preferencialmente
as cadeias de laminina (Fig. 18 A) e colageno tipo IV (Fig. 18 C) consumindo os substratos ja
na primeira hora enquanto que, o efeito induzido pela BpirMP foi mais lento e menos intenso
que o efeito induzido pela BaP1 tanto para laminina como para o colageno tipo IV (Fig. 18A
e ).

Na analise da degradagdo da laminina por WB, duas bandas sdo evidentes na amostra
controle (200 e 300 kDa). Ambas as toxinas BpirMP e BaP1 hidrolisaram as cadeias de
laminina gerando fragmentos em torno de 70 e 100 kDa, entretanto a metaloprotease BaP1
hidrolisa as cadeias da laminina mais rapidamente que a BpirMP, além de causar uma reducao
mais proeminente das bandas de 200 e 300 kDa no tempo de 3 h.

WB de matrigel com anticorpos anti-colageno tipo IV revelou duas bandas evidentes
no controle de 170 e 250 kDa. Ambas as toxinas degradaram o colageno tipo IV gerando
produtos de degradacdo na faixa de 70kDa. A degradacao da banda de 250 kDa pela
metaloprotease BaP1 ¢ evidente ja na primeira hora de incubagdo, enquanto que a degradacao
pela toxina BpirMP ¢ mais lenta comparada a BaP1. Além disso, ¢ possivel perceber um
fragmento com massa aproximada de 80 kDa na incubag¢do com a BaP1 que ndo ¢ visualizado
na incubagdo do matrigel com a BpirMP (Fig. 18 A e C).

A andlise imunoquimica do matrigel demonstrou uma rapida degradacdo do nidogénio
(150 kDa) ja na primeira hora de incubagdo com as duas toxinas (Fig. 18B). A incubagdo das
amostras de matrigel com BpirMP apresentou produtos de degrada¢do com massas de
aproximadamente 45 e 55 kDa, enquanto que a incubagdo das amostras de matrigel com BaP1
revelou fragmentos com 40, 55 e 70 kDa. Além disso, ¢ possivel visualizar o consumo total

da banda controle de 150 kDa do nidogénio pela BaP1 no tempo de incubagdo de 3 h.
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Figura 18. Analise por Western Blot da hidrodlise do Matrigel pelas metaloproteases
BpirMP e BaP1. Matrigel foi incubado com as metaloproteases BpirMP e BaP1 (10 pg) por
diferentes tempo. Apoés a reagdo, o anticorpo anti-laminina (A), anti-nidogénio (B) e anti-
colageno (C) foram utilizados. Linha 1: Padrio de Massa molecular, Linha 2: Matrigel
controle, Linha 3: Matrigel + BpirMP 1 h, Linha 4: Matrigel + BaP1 1 h, Linha 5: Matrigel +
BpirMP 3 h, Linha 6: Matrigel + BaP1 3 h.

4.3.6. Atividade proteolitica sobre componentes da membrana basal in vivo

A agdo in vivo da metaloprotease BpirMP sobre os componentes da membrana basal
foi avaliada por WB e comparada a atividade in vivo da BaP1. Ambas as metaloproteases
atuaram sobre os componentes da membrana basal in vivo como demonstrado na figura 19.

Tanto a BaP1 como a BpirtMP degradaram rapidamente o nidogénio (Fig. 19B). Produtos de
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degradacdo na faixa 50 kDa podem ser visualizados para ambas as toxinas. A agdo in vivo
das metaloproteases variaram em relagdo a intensidade e padrao de hidrdlise da laminina (Fig.
19A). Tanto a BpirMP como a BaP1 degradaram a laminina, entretanto a a¢do da BaP1 foi
mais intensa, com o aparecimento de um produto de degradagdo em torno de 250 kDa para a
BaP1 apos 15 minutos da inje¢cdo da toxina enquanto que para a BpirMP essa mesma banda sé
foi visualizada apds 1 hora da inje¢do da toxina. Além disso, a analise por WB dos tecidos
injetados com a BaP1 revelou fragmentos na faixa de 50 kDa que ndo foram visualizados para

a BpirMP.
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Figura 19. Hidroélise de componentes da membrana basal in vivo pelas metaloproteases
BpirMP e BaP1. (A) Laminina e (B) Nidogénio. Linha 1: Padrdo de massa molecular, Linha
2: controle, Linha 3: Homogenato de tecido muscular + BpirMP 15 minutos, Linha 4:
Homogenato de tecido muscular + BaP1 15 minutos, Linha 5: Homogenato de tecido
muscular + BpirMP 1 h, Linha 6: Homogenato de tecido muscular + BaP1 1 h.

4.3.7. Andlise histopatoldgica

A possivel toxicidade local e sistémica da BpirMP foi avaliada por andlises
histopatologicas de diferentes tecidos: renal, pulmonar, cardiaco, esplénico e muscular (Fig.
20), demonstrando alteragdes morfologicas nos diferentes o6rgdos testados. Os animais que
receberam injecao (i.m.) da BpirMP (50 pg) no musculo gastrocnémio (Fig. 20B)
demonstraram infiltrados inflamatdrios focais (com neutrofilia), degeneracdo das fibras
musculares e hemorragia. Observou-se também congestdo alveolar e infiltrado leucocitario

difuso no tecido pulmonar (Fig. 20D). A BpirMP induziu necrose dos tibulos renais com



57
Resultados

formacado de debris celulares e hiperemia (Fig. 20F), e no figado causou necrose evidenciada
pela alteracdo morfoldgica das células e a formacdo de nucleos picnoéticos dos hepatocitos,

infiltrado leucocitario e célula gigante (Fig. 20H). No musculo cardiaco (Fig. 20J) ¢ possivel

observar degenerac¢ao hialina (DI) e gordurosa (G).

AN
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Figura 20: Analise histopatolégica apds injecdo da metaloprotease BpirMP isolada da
peconha de B. pirgjai. (A) Laminas obtidas de amostras de musculo gastrocnémio injetado
com PBS; (B) Musculo gastrocnémio injetado com BpirMP; (C) Pulmao de animal injetado
com PBS; (D) Pulmao de animal injetado com BpirMP; (E) Rim de animal injetado com PBS,
normal; (F) Rim de animal injetado com BpirMP; (G) Figado de animal injetado com PBS,
normal; (H) Figado de animal injetado com BpirMP; (I) Musculo cardiaco injetado com PBS,
aspecto normal das fibras musculares cardiacas; (J) Musculo cardiaco injetado com BpirMP.
N: necrose, L: infiltrado leucocitario, HI: hiperemia, DI: degeneracdo hialina e H: hemorragia.

Os experimentos realizados no Instituto Clodomiro Picado tinham como objetivo
caracterizar o efeito agudo da toxina BpirMP sobre o musculo gastrocnémio de animais. Os
experimentos mostraram que a inje¢do de 50 pg da BpirMP no musculo gastrocnémio de
camundongos induziu alteragdes morfologicas evidenciadas pela presenga de algumas células
necroticas e hemorragia (Fig. 21C e D), diferente do controle injetado com PBS (Fig. 21A)

no qual as células apresentaram aspecto morfoldgico normal.
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Figura 21. Analise histopatologica apds injecaio da metaloprotease BpirMP isolada da
peconha de B. pirgjai. Laminas obtidas de amostras de musculo gastrocnémio direito de
camundongos, 1 h apds inje¢ao com PBS, peconha bruta ou com a BpirMP (50 pg). (A)
Musculo gastrocnémio injetado com PBS. (B) Musculo gastrocnémio injetado com pegonha
bruta de B. pirajai (50 pug). (C) e (D) Musculo gastrocnémio injetado com 50 pg da BpirMP.
(E) e (F) Musculo gastrocnémio injetado com 100 pg da BpirMP. As letras H e N indicam
hemorragia e necrose respectivamente.
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4.3.8. Atividade miotoxica

Adicionalmente a analise histopatoldgica, a atividade miotdxica da toxina BpirMP foi
avaliada pelos nivéis de CK no plasma sanguineo de camundongos (Fig. 22). Os niveis de CK
se mostraram ligeiramente elevados na primeira hora apds a inje¢do da toxina, diminuindo na
terceira hora e retornando aos niveis basais depois de 24 h quando comparado ao grupo

controle, que recebeu apenas PBS.
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Figura 22. Atividade miotéxica da metaloprotease BpirMP isolada da peconha de B.
pirajai. Dosagem dos niveis de creatina cinase (CK) plasmatica apds a injegdo intramuscular
de BpirMP (50 ug) e ou peconha bruta de B. pirgjai (PB) (50 pg) no muiculo gastrocnémio
direito de camundongos. Os resultados sdo expressos pela média = S.D (n = 3). * Resultados
significativamente diferentes quando comparados ao controle negativo (PBS) (p < 0,05).

4.3.9. Atividade hemorragica

A metaloprotease BpirMP apresentou baixa atividade hemorrdgica, sendo necessaria
uma dose de 50 pg para a indugdo de um halo de 10 mm (Fig. 23 B) enquanto que 15 pg da
peconha bruta (Fig. 23 A) induziu a formag¢do de um halo hemorragico de 2,0 mm no dorso

do camundongo.
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Figura 23. Atividade hemorragica da metaloprotease isolada da peconha de B. piragjai.
(A) Pegonha bruta de B. pirgjai 15 pg. (B) BpirMP 50 pg. As amostras foram injetadas
intradérmicamente (i.d) na regido dorsal dos camundongos e ap6s 3 h, os animais foram
eutanasiados e a pele retirada para a medicao do halo hemorragico formado.

4.3.10. Efeitos proé-inflamatérios
4.3.10.1. Atividade edematogénica

A injecdo intraplantar de BpirMP induziu uma resposta dose-tempo dependente na
formagao do edema (Fig. 24). A BpirMP induziu edema na pata de ratos rapidamente, com
pico maximo de resposta 2 h ap6s a inje¢ao da toxina. A dose que apresentou melhor resposta

foi a de 50 pg, sendo portanto selecionada para a avaliacdo dos mediadores inflamatorios.
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Figura 24. Avaliacio dose tempo-resposta do edema induzido pela metaloprotease
BpirMP. O aumento do volume da pata foi determinado sobre a pata posterior de ratos antes
e em diferentes tempos apos a injecdo intraplantar de salina (grupo controle) ou da toxina (50
ug/pata). Os resultados foram expressos pela média = S.D. (n = 5). * Valores estatisticamente
significativos quando comparados entre si (p < 0,05).

Para a avaliacdo dos mediadores envolvidos no processo inflamatorio induzido pela
BpirMP, foram utilizados diferentes inibidores e antagonistas da cascata inflamatéria (Fig.
25). Nos ratos pré-tratados com meloxicam, valeril salicilato, cromoglicato de sddio,
pirilamina e tioperamida observou-se uma redu¢do significativa no edema induzido pela
toxina BpirMP na maioria dos tempos observados, enquanto que os outros medicamentos
apresentaram reducao do edema apenas no pico da resposta edematogénica.

O pré-tratamento dos animais com o medicamento L-NMMA (Fig. 25A), apresentou
reducdo do edema apenas no pico da resposta edematogénica. Assim como o 6xido nitrico, a
bradicinina parece ndo apresentar um papel majoritario na resposta edematogénica induzida
pela metaloprotease BpirMP, pois o pré-tratamento dos animais com HOE-140 (Fig. 25B),

antagonista seletivo de receptores B2, reduziu o edema apenas no pico da resposta.
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Figura 25. Avaliacdo dos mediadores envolvidos na resposta edematogénica induzida
pela toxina BpirMP. O aumento do volume da pata foi determinado sobre a pata posterior de
ratos antes e em diferentes tempos apos a inje¢do intraplantar da salina ou da toxina (50
pug/pata). O edema foi expresso em porcentagem do aumento do volume da pata em relagdo ao
volume inicial da pata do animal. Diferentes medicamentos foram utilizados na avaliagdo dos
mediadores inflamatorios: L-NMMA (A), HOE 140 (B), dexametasona (C), acido
nordiidroguaiarético - NDGA (D), meloxicam (E), valeril salicilato (F), cromoglicato de
sodio (G), cimetidina (H), pirilamina (I), tioperamida (J). Os resultados foram expressos pela
média £S.D. (n = 4). * Valores estatisticamente significativos quando comparados com o
grupo controle BpirMP 50 pg/pata (P < 0,05).
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4.3.10.2. Hiperalgesia

A metaloprotease BpirMP causou uma redug¢do significativa do limiar nociceptivo dos

animais testados, apresentando pico de resposta trés horas apos a inje¢ao da toxina (Fig. 26).
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Figura 26. Avaliacao dose tempo-resposta da hiperalgesia induzida pela metaloprotease
BpirMP. A hiperalgesia foi determinada sobre a pata posterior de ratos antes e em diferentes
tempos apds a injecdo intraplantar de salina (pata controle) ou da toxina (50 pg/pata).
Sensibilidade a dor foi apresentada como a diminui¢do do limiar nociceptivo e expresso em
porcentagem. Cada ponto representa a média = S.D. *Valores estatisticamente significativos
quando comparados entre si (p < 0,05).

Inibidores especificos ou antagonistas de receptores foram utilizados para avaliar o
papel dos mediadores envolvidos na hiperalgesia induzida pela BpirMP. O tratamento dos
animais com Dexametasona (Fig. 27C) reduziu a hiperalgesia na maioria dos tempos
avaliados. O pré-tratamento com 4acido nordiidroguaiarético (NDGA), meloxicam,
cromoglicato de sodio, Cimetidina e pirilamina (Figs. 27D, E, G, I e J, respectivamente)
reduziram a hiperalgesia induzida pela BpirMP no pico da resposta hiperalgésica. O pré-

tratamento com os outros antagonistas ndo apresentaram influéncia sobre a hiperalgesia.
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Figura 27. Avaliacio dos mediadores inflamatorios envolvidos na hiperalgesia induzida
pela metaloprotease BpirMP. Grupo de animais (n = 4) foram pré-tratados com diferentes
classes de medicamentos em intervalos de tempos apropriados simultaneamente, ou antes, da
injecdo da BpirMP (50 pg / pata). Diferentes medicamentos foram utilizados na avaliagao dos
mediadores inflamatérios: L-NMMA (A), HOE 140 (B), dexametasona (C), NDGA (D),
meloxicam (E), valeril salicilato (F), cromoglicato de sodio (G), tioperamida (H), cimetidina
(I), pirilamina (J). Os resultados foram calculados como a diferenca entre ambas as patas e
expresso em porcentagem como o decréscimo do limiar nociceptivo em relacdo ao limite

inicial. * Valores estatisticamente significativos quando comparados ao grupo controle
(BpirMP 50pug/pata) (p < 0,05).
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4.3.10.3. Exsudato inflamatério

A avaliacdo dos exsudatos inflamatorios peritoneais, induzidos 6 ou 24 h apos a
administracdo de diferentes doses da metaloprotease BpirMP, mostrou que a enzima
promoveu aumentos na quantidade de leucocitos presentes na cavidade peritoneal de
camundongos em todas as doses avaliadas (25; 50 e 100 ug) (Fig. 28). Entretanto, as doses
nao apresentaram diferencas significativas quando comparadas entre elas no tempo de 6 h.

Além disso, a diferenciacdo dos leucocitos presentes nestes exsudatos em neutrofilos
ou células mononucleares (linfocitos ou mondcitos) revelou que 6 h apos a administragdo da
BpirMP ocorreu aumentos significativos no nimero de neutréfilos em relagdo ao controle
negativo (Fig. 29). Na maior dose avaliada (100 pg) o ntimero de leucdcitos chegou a 90%.
Depois de 24 h, a quantidade de neutrofilos permaneceu significativamente mais elevada em

relacdo ao controle negativo para todas as doses avaliadas, principalmente na dose de 100 pg.
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Figura 28. Contagem total dos leucocitos presentes na cavidade peritoneal de
camundongos apos 6 e 24 horas da administracio da metaloprotease de B. pirgjai. A
contagem do numero total de leucocitos presentes no lavado peritoneal apos inje¢do de PBS
(controle negativo) ou diferentes doses da enzima (25, 50 ¢ 100 pg em 500 pL de PBS) foi
feita em camara de Neubauer. Resultados expressos pela média £ SD (n=3). *Valores
significativamente estatisticos quando comparado ao grupo controle negativo (p<0,05).
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Figura 29. Contagem diferencial dos leucdcitos presentes na cavidade peritoneal de
camundongos apos 6 e 24 horas da administracdo da metaloprotease de B. pirgjai. A
contagem diferencial (neutrofilos e células mononucleares) dos leucécitos do exsudato
inflamatorio induzido por PBS (controle negativo) ou diferentes doses da enzima (25, 50 e
100 pg) foi feita em microscopio Optico, magnificagdo 400x. Resultados expressos pela
porcentagem média de cada tipo celular £ SD (n=3). * Valores significativos em rela¢do ao
controle negativo (p<0,05).

4.4. Caracterizacio estrutural
4.4.1. Determinacao da estrutura primaria da metaloprotease

A sequéncia de aminoéacidos da metaloprotease BpirMP foi parcialmente determinada
por espectrometria de massas pela sobreposicao dos peptideos gerados a partir da digestdo da
metaloprotease pelas enzimas tripsina, quimiotipsina e v8 (S aureus) (Fig. 30). Com a unido
dos fragmentos obtidos da degrada¢ao da BpirMP foi possivel determinar parte da sequéncia
de aminoacidos da metaloprotease obtendo-se 187 residuos de aminoacidos. Além disso, o
sequenciamento parcial da metaloprotease permitiu identificar o dominio metaloprotease, o
sitio ligante de zinco HELGHNLGMEHD altamente conservado, o Met-turn correspondente a
sequéncia CVM, adjacente ao sitio catalitico, além de cinco residuos de cisteina nas posigdes

118, 159, 161, 166 e 198.
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Figura 30. Sequéncia parcial de aminoacidos da metaloprotease BpirMP. A sequéncia de
aminoacidos da metaloprotease foi determinada por espectrometria de massas pela
sobreposi¢do dos peptideos gerados a partir da digestdo da metaloprotease pelas enzimas
tripsina (T), quimiotripsina (Qui) e S. Aureus (V8). Os peptideos gerados da degradagdo da
metaloprotease foram analisados em espectrometro de massas MALDI-TOF/TOF. Os dados
gerados por MS foram submetidos aos bancos de dados NCBI e Swiss-Prot utilizando os sites
BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/) e MASCOT (http:/www.matrixscience.com/search
form_select.html) na tentativa de identificar sequéncias de proteinas homologas para fins
comparativos.

4.4.2. Alinhamento multiplo

O alinhamento multiplo da sequéncia da BpirMP com outras sequéncias de
metaloproteases da classe P-1, depositadas no banco de dados Blast (http://blast.ncbi.nlm.nih.
gov/), foi realizado utilizando o programa ClustalX v.2.0.11 (Fig. 31). De acordo com o
numero de aminoacidos totalmente conservados (*) presentes, pode-se dizer que a sequéncia
parcial da metaloprotease BpirMP apresenta alta identidade com outras metaloproteases
isoladas de pegonhas de serpentes do género Bothrops como: BjussuMP-11 90%, BmooMP-a
88%, leucurolisina-A 79%, BaPl 79% e neuwiedase 70% e também exibindo varias

substitui¢oes conservativas.
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Identidade (%)

Bpirmp - --- SP-TYIEVAVVADHRMFKKYNSNLNTIRKWVHEMVNSMNGVYRSMDVHASLANLE --
BjussuMP-II -QQKFSP-RYIEVAVVADHRMFKKYNSNLNTIRKWVHEMVNSMNGVYRSMDVHLSLANLE 90
BmooMP-alpha ---RFSP-RHIELVVVADHGMFKKYNSNLNTIRKWVHEMVNSMNGFYRSVDVTASLANLE 88
Bapl --ERFSP-RYIELAVVADHGIFTKYNSNLNTIRTRVHEMLNTVNGFYRSVDVHAPLANLE 79
leucurolisina-A --QQFSP-RYIELVVVADHGMFKKYNSNLNTIRKWVHEMLNTVNGFFRSMNVDASLVNLE 79
neuwiedase -QORFFPQRYIELVIVADRRMYTKYNSDSNKIRTRVHELVNTVNGFFRSMNVDASLANLE 70
sk K ikky  skkk. .. Kkkkk. Kk Kk kkk..k..kk kk..k Kk _Kkk*
BpirMP VWSKKDLINVQKDSRETLKSFGEWRERDLLPRISHDNAQLLTAIVFDQQTIGRAYIGGMC
BjussuMP-II VWSKKDLINVQKDSRETLKSFGEWRERDLLPRISHDNAQLLTAVVFDQQTIGRAYIAGMC
BmooMP-alpha VWSKKDLINVQKDSRETLKSFGEWRERDLLPRISHDNAQLLTTIVFDGHVIGRAFTGGMC
Bapl VWSKQODLIKVQKDSSKTLKSFGEWRERDLLPRISHDHAQLLTAVVFDGNTIGRAYTGGMC
leucurolisina-A VWSKKDLIKVEKDSSKTLTSFGEWRERDLLPRISHDHAQLLTVIFLDEETIGIAYTAGMC
neuwiedase VWSKKDLIKVEKDSSKTLTSFGEWRERDLLRRKSHDNAQLLTAIDFNGNTIGRAYLGSMC
khkkk ckkk ko hhkh okk hhkkkkkkk Ak Kk Kk Kkkk o kkkkk . .. Kkk k. k*
BpirMP DPRQSVGVVMDHSKINLQVAVTMAHELGHNLGMEHDENQCHCDAP E ADVL-------

BjussuMP-II DPRHSVGVVMDHSKENLQVAVTMAHELGHNLGMEHDENQCHCDAP E ASVLSVVLSYE

BmooMP-alpha DPRHSVGVVMDHS PKNLQVAVTMAHELGHNLGMHHDGNQCHCDAA, E ADSLSQVLSYE
Bapl DPRHSVGVVRDHSKNNLWVAVTMAHELGHNLGIHHDTGSESCGAK: E ASVLSKVLSYE

leucurolisina-A DLSQSVAVVMDHSKKNLRVAVTMAHELGHNLGMRHDGNQCHCNAP E ADTLSKGLSFE

neuwiedase NPKRSVGIVQDHSPINLLVGVTMAHELGHNLGMEHDGKDCLEGASLICIMS PGLTDGPSYE
kK ik kkk kk ok kkkkkkkkkkkk. kk ok K Kk k.k. ok
BpirMP mmemm e - TKHNPQCILNEPL
BjussuMP-II FSDESQONQYQTYLTKHNPQEILNKPL
BmooMP-alpha FSDESQONQYQTYLTKHNPQCILNEPL
Bapl FSDESONQYETYLTNHNPQCILNKP -
leucurolisina-A FSDESQONQYQTYLTKHNPQCILNKP -
neuwiedase FSDESKDYYQTFLTNHNPQ-------
ok kkk

Figura 31. Alinhamento multiplo da sequéncia parcial de aminoiacidos da
metaloprotease BpirMP com sequéncias de outras metaloproteases da classe P-I de
peconhas de serpentes do género Bothrops. Os residuos de aminoacidos em destaque fazem
parte de pontes dissulfeto (verde), do sitio catalitico (cinza) e Met-turn (azul). O alinhamento
multiplo das sequéncias foi feito pelo programa ClustalX v. 2.0.11. (*) indica posi¢do com
residuo de aminoécido totalmente conservado; (:) indica conservacdo de um dos seguintes
grupos com alto score: K/R/Q/H, S/A, K/N/D, F/L/V/I, E/D/N/Q, T/S/A, I/M/L; (.) indica
conservagdo de um dos seguintes grupos de menor score: N/R/G, G/D/N, A/V/T, Q/K/E/R,
S/K/G/A, D/K/H, C/S, T/P. BmooMP-o de Bothrops moojeni (gi:229462813), BjussuMP-II
de Bothrops jararacussu (gi: 82208218), neuwiedase de Bothrops neuwiedi (gi: 6760464),
BaP1 de Bothrops asper (gi: 38492529), leucurolisina de Bothrops leucurus (gi: 114149951).
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4.4.3. Modelagem tedrica da BpirMP

O modelo tedrico da estrutura tridimensional da molécula foi construido utilizando
ferramentas computacionais uma vez que nao foi possivel obter o cristal da toxina (dados nao
mostrados).

A molécula da metaloprotease BmooMP-a foi selecionada como template para a
construgdo do modelo da BpirMP devido ao alto grau de identidade entre as sequéncias
(88%).

A BpirMP possui uma fenda formada pelo sitio ativo que separa a estrutura em dois
subdominios: um subdominio principal com estruturas secundarias caracteristicas
compreendendo quatro a-hélices (al, a 2, a 3 e a 4) e seis folhas B (B1, B2, B3, B4, BS e B6),
todas paralelas exceto a fita V que ¢ antiparalela (Fig. 32). O subdominio menor ¢ formado
por uma o-hélice (a 5) e varios loops. A molécula provavelmente possui trés pontes dissulfeto
(Cys116-Cys196, Cys 156-Cys180, Cys158-Cys163) que estabilizam a estrutura (Fig. 33). As
duas primeiras pontes dissulfeto ligam os dois subdominios, enquanto que a terceira ocorre
dentro do subdominio menor. Tanto o N quanto o C terminal da BpirMP estdo localizados
sobre a superficie da molécula, como nas outras enzimas estudadas, e a a-hélice do C-terminal
(hélice 5) ¢ estabilizada pela ponte dissulfeto Cys158-Cys163.

O sitio ativo (Fig. 34) ¢ apresentado tal como descrito para outras SVMPs da classe P-
I cujas estruturas foram estudadas, sendo que o ion zinco ¢ coordenado pelos atomos de
nitrogénio nos residuos de Histidina 141, 145, e 151. Os residuos de histidina 141 e 145 estdo
localizados na a-hélice 4. O Met-turn, por sua vez, permite que o residuo de Histidina 151
fique proximo ao ion zinco do sitio catalitico, e a cadeia lateral do residuo de metionina 165
forma uma base hidrofobica para o sitio ativo. A presenca de um ion de célcio (Fig. 32)
localizado na superficie foi relatada para varias SVMPs e ¢ considerado importante para a
estabilizacao estrutural (GOMIS-RUTH et al., 1994).

As propriedades estereoquimicas do modelo gerado para a metaloprotease BpirMP
foram avaliadas pelo programa PROCHECK revelando um G-factor de 0,04 condizente com
os valores obtidos experimentalmente para outros modelos descritos. O grafico de
Ramachandran (Fig. 35) mostra que 100% dos residuos de aminoacidos do modelo

encontram-se nas regides estereoquimicamente permitidas.
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Figura 32. Representacido em cartoon do modelo tedrico da metaloprotease BpirMP.
Representacao destacando os elementos de estrutura secundaria a-hélices (al, 02, a3, a4 e
05) e fitas B (B1, B2, B3, P4, P5 ¢ P6), o cofator Zn®" (esfera cinza) e o cofator Ca’ (esfera
verde). [lustragcdo gerada pelo programa PyMOL v.0.99.
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Figura 33. Representacio em cartoon das pontes dissulfeto da estrutura da
metaloprotease BpirMP. Em rosa (pink) estdo representados os residuos de cisteina e as
provaveis pontes dissulfeto formadas. Ilustracao gerada pelo programa PyMOL v. 0.99.

Figura 34. Coordenacao do cofator Zn** (esfera verde) do sitio catalitico da
metaloprotease BpirMP. Os residuos de aminoacidos das histidinas do sitio catalitico
(His141, His145 e His151) estao representados em sticks, e a interacdo esta demonstrada por
linhas tracejadas em preto. Ilustragdo gerada pelo programa PyMOL v. 0.99.
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Plot statistics

Residues in most favoured regions [A,B.L] 173 92.5%
Residues in additional allowed regions [a.b.Lp] 14 7.5%
Residues in generously allowed regions [~a.~b.~1.~p] 0 0.0%
Residues in disallowed regions 0 0.0%
Number of non-glycine and non-proline residues 187 100.0%

Number of end-residues (excl. Gly and Pro) 2

Number of glycine residues (shown as triangles)
Number of proline residues 6

Total number of residues 202

Based on an analysis of 118 structures of resolution of at least 2.0 Angstroms
and R-factor no greater than 20%, a good quality model would be expected
to have over 90% in the most favoured regions

Figura 35. Analise do modelo estrutural da metaloprotease BpirMP. O grifico de
Ramachandran apresenta 100% dos residuos de aminoacidos em regides favoraveis. A analise
do modelo e o grafico foram gerados pelo programa PROCHECK v.3.5.4.
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4.5. Analise proteémica da peconha de Bothrops pirajai

Inicialmente 2,5 mg de peconha da espécie B. pirgjai foram fracionados por HPLC de
fase reversa resultando em 29 fracdes (Fig. 36). Apos a coleta das fragdes, estas foram
recolhidas e secas em centrifuga a vacuo, para posterior caracterizagdo em gel SDS-PAGE e
MALDI-TOF/TOF. A figura 36 apresenta o perfil cromatografico gerado e suas respectivas

fracOes coletadas.
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Figura 36. Fracionamento da peconha bruta de B. pirajai por RP-HPLC. Dois
miligramas da peconha bruta foram fracionados em HPLC de fase reversa. As fragdes foram
coletadas manualmente e caracterizadas por digestdo “in-gel” com tripsina e Mass
Fingerprint.

A andlise das fracdes em gel SDS-PAGE 15% demonstrou alto conteudo de proteinas
com alta massa molecular entre 40 e 70 kDa e proteinas de baixa massa molecular em torno
de 15 kDa. Proteinas com massa molecular entre 20 e 40 kDa também foram identificadas
porém em menor quantidade (Fig. 37). O padrao de bandas observado sugere um alto
conteudo de metaloproteases e também de fosfolipases A,. As bandas de interesse foram
recortadas dos géis, submetidas a reducdo e alquilagdo com DTT e iodoacetoamida,
respectivamente, seguido por digestdo in-gel com tripsina. Os peptideos resultantes da
digestdo foram analisados por espectrometria de massas MALDI-TOF/TOF. Os resultados

estdo apresentados na tabela 3.
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Figura 37. SDS-PAGE das fracdes resultantes do fracionamento da peconha de B. pirgjai
em RP-HPLC. As linhas numeradas de 10 a 29 representam as fragdes coletas durante o
fracionamento da pegonha bruta de B. pirajai (Fig. 36).

As fragdes 1 a 09 ndo foram visualizadas no gel SDS-PAGE possivelmente por
corresponderem a peptideos. Os componentes da peconha de B. pirajai estdo distribuidos em
seis familias principais de proteinas: metaloproteases, fosfolipases A,, serinoproteases, L-
aminoacido oxidases, desintegrinas e lectinas do tipo-C. Também foi possivel identificar a
predominancia de algumas destas familias que compdem a pegonha, sendo que cerca de 40%
da peconha ¢ composta por fosfolipases A,, seguido pela familia das metaloproteases (20%).
A caracterizagdo da peconha ainda demonstrou uma quantidade elevada de lectinas do tipo-C,
sendo superior a quantidade de L-AAQs e serinoproteases. A figura 38 ilustra a composi¢ao e

a distribuicao das familias de proteinas na pegonha.

SVMP
20,7%
PLA,
40,2% SP7,1%
| Pep5,6%
—_LAAO 5,2%
_DIS 1,4%
UNK 7,0% \ CTL 9,2%

Figura 38. Resumos da composicdo de proteinas da peconha de Bothrops pirajai. As
abundancias relativas foram calculadas com base nas areas dos picos. PLA,: fosfolipase-Ay;
SP, serinoproteinases; LAAOQO: L-aminoacido oxidase; SVMP: metaloprotease, DIS:
desintegrina, CLT: Lectina tipo-C, PEP: peptideos, UNK: desconhecido.
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Tabela-3: Perfil das fracdes da peconha de Bothrops pirajai isoladas por RP-HPLC e identificacio das familias de proteinas por MALDI-
TOF/TOF.

Pico % Massa Peptideo MS/MS-sequéncia derivada Familia; ~ proteina relacionada *
(kDa) m/z z
1-4 - - - - Nao identificado -
5 0.9 - 444.2 1 ZBW SVMP peptideo
6 4.7 - 4442 1 ZBW SVMP peptideo
7-9 - - - - Nao identificado -
10 1.4 12.4 2051.2 1 LRPGAQCAEGLCCDQCR Desintegrina; ~ P18618
11 0.4 - - - Nao identificado -
1092.9 1 YHLKPFCK
1346.1 1 MILQETGKNPAK
12a 25.3 13.6 5341 I SYGAYGCNCGVLGR Fosfolipase A, K49; ~ Q9IAT9
1405.1 1 TIVCGENNPCLK
12b 3.4 11.6 1534.8 1 SYGAYGCNCGVLGR Fosfolipase A, K49; ~ QIIAT9
13 0.8 13.6 1533.6 1 SYGAYGCNCGVLGR Fosfolipase A, K49; ~ QIIAT9
14a 1.0 298 - Nao identificado -
14b 0.2 21.6 - Nao identificado -
R | EFCVELVSLIGNR S —
15-16a 3.6 21.9 1905.1 1 KPEIQNEIVDLHNSLR CRISP; ~ Q8J140

Continua,



79

Continuagao,

Resultados

Pico % Massa Peptideo MS/MS-sequéncia derivada Familia; ~ proteina relacionada *
(kDa) m/z z
1571.8 1 EFCVELVSDTGYR
15-16b 3.9 13.2 Lectina tipo C; ~ Q6QX33
3277.7 1 YKPGCHLASIHLYGESPEIAEYISDYHK ectina tipo G ~ Q6Q
2601.3 1 LPFPYYTTYGCYCGWGGQGQPK
4.0 13.2 3015.5 1 ETGKLPFPYYTTYGCYCGWGGQGQPK Fosfolipase A,, D49; ~P86974

1394.7 1 DLWQFGQMILK
1572.1 1 EFCVELVSDTGYR
1240.4 1 DFSWEWTDR

17 4.4 13.4 1039.5 1 NAFLCQCK Lectina tipo C; ~ Q6QX33
1277.4 1 LWNDQVCESK
1504.6 1 SVANDDEVIRYPK

18a 3.5 48.8 971.8 1 IYLGIHTR Serinoprotease; ~ P81661
1116.7 1 SVANDDEVIR

18b 2.1 27.4 2476.5 1 VSNSEHIAPLSLPSSPPSVGSVCR Serinoprotease; ~ Q91516
3892.2 1 MINYVMGESGVLQYLSYGCYCGLGGQGQPTDA
1505.3 1 TDR

19-20 6.7 13.6 9343 1 CCFVADCCYGK Fosfoli A,, D49; 8AXY1
) ' ' 865.3 1 YWEYGAK osfolipase Az, D49; ~Q

854.3 1 SLWQFGK
1111.4 1 VATTCFRDNKDTYDIK

21 0.6 333 1718.2 1 KKDDVLDKDIMLIR Serinoprotease; ~ P81824
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Continuagao,
Pico % Massa Peptideo MS/MS-sequéncia derivada Familia; ~ proteina relacionada *
(kDa) m/z z
22 0.3 - - - Nao identificado -

1522.4 1 ADDRNPLEECFR
2327.4 1 VGEVNKDPGVLDYPVKPSEVGK
3066.0 1 YAMGGITTFTPYQFQHFSEALTAPVDR

23a 2] 549 1389.6 1 KFEWEDDGIHGGK L-aminoacido oxidase; ~ Q6TGQ9
1487.7 1 ETDYEEFLEIAK
1293.7 1 EGWYANLGPMR
1746.0 1 QFQHFSEALTAPVDR
27024 1 IVSPPVCGNELLEKGEECDCGSPR

23b 1.6 43.1 1803.9 1 YFVEVGEECDCGSPR Metaloprotease; ~ QONZX9
1821.8 1 PGEQCAEGLCCDQCR
2294.2 1 TNPDVPHCANINLLDDAVCR

23c 0.6 23.8 1279.7 1 AAYPELPAEYR Serinoprotease; ~ QSW959
2889.7 1 LDSPVSNSEHIAPLSLPSSPPSVGSVCR

24a 0.6 135.9 - - Nao identificado -

24b 4.0 50.0 - - Nao identificado -
1746.0 1 QFQHFSEALTAPVDR ]

25a 3.1 65.0 12937 1 EGWYANLGPMR L-aminoicido oxidase; ~ Q6TGQY
2340.3 1 ISHDNAQLLTAVVFDQQTIGR
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Conclusio,
Pico % Massa Peptideo MS/MS-sequéncia derivada Familia; ~ proteina relacionada *
(kDa) m/z z
1094.6 1 YNSNLNTIR
25b 13.3 22.9 Metaloprotease; ~ Q7T1T4
1844.9 1 SMDVHLSLANLEVWSK ctaloprotease; ~Q
55 16 124 1094.7 1 YNSNLNTIR Metaloprotease; ~Q7T1T4
C . .
2340.2 1 ISHDNAQLLTAVVFDQQTIGR
26a 0.4 63.3 1108.3 1 GDEYFYCR Metaloprotease; ~ AD021503
26b 0.5 45.7 - - Nao identificado -
2294.1 1 TNPDVPHCANINLLDDAVCR
26 0.3 30.9 Seri tease; ~ SW959
¢ 1279.7 1 AAYPELPAEYR Crnoprotease;
26d 0.3 14.0 1242.3 1 DFSWEWTDR Lectina tipo C; ~ AP42417
2212.0 1 LHSWVECESGECCDQCR
27 1.8 70.1 Metaloprotease; ~ P6092
1339.8 1 YVELVIVADHR
28 1.3 90.2 1036 : IYEIVNILNEIFR Metal 98UF9
. . t t s~
2084.9 1 YINYYKPQCILNEPLR ctaloprotease
29 0.7 42.6 1328.6 1 YIELVIVADHR Metaloprotease; ~ DO21507
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5. DISCUSSAO

- Isolamento, caracterizacao bioquimica e funcional da BpirMP

As metaloproteases de peconhas de serpentes (SVMPs) podem induzir uma grande
variedade de efeitos farmacologicos e/ou toxicos devendo ser melhor estudadas visando a
caracterizacdo de moléculas com alto potencial biotecnologico ou de modelos estruturais a
serem utilizados na clinica-médica. SVMPs tém sido isoladas de diferentes espécies de
serpentes, como: Cerastes cerastes, Bothrops jararaca, Crotalus atrox, Bothrops atrox,
Bothrops asper e Naja naja.

Em geral, para o isolamento de proteases, a combinacao de metodologias como troca
i0nica, exclusdo molecular e afinidade sdo amplamente empregadas. Mazzi e colaboradores
(2004) isolaram uma metaloprotease da pegonha de B. jararacussu chamada BjussuMP-I
através de dois passos cromatograficos, sendo o primeiro deles em resina de exclusdo
molecular Sephacryl S-200 seguido por uma etapa cromatografica em resina Phenyl
Sepharose CL-4B. Para a metaloprotease BaP1 com Mr ~ 24.000 isolada da pegonha de B.
asper, Gutierrez e colaboradores (1995), utilizaram dois passos cromatograficos, um em
resina de troca ionica em CM-Sephadex seguida por uma etapa de gel de filtracdo em resina
Sephacryl S-200. Bernardes e colaboradores (2008) isolaram uma metaloprotease de baixa
massa molecular da peconha de B. moojeni denominada BmooMP-a através de trés passos
cromatograficos: troca idnica em resina DEAE-Sepharose, seguido por exclusdo molecular
em Sephadex G-75 e afinidade em resina Heparina Agarose. A metaloprotease Atroxlysina-I
foi isolada da peconha de B. atrox por exclusao molecular em resina Sephacryl S-200 e
Sphadex G-50. Também da pegonha de B. atrox, a metaloprotease BaTx-I (PATINO et al.,
2010) foi isolada pela combinagdo de dois passos cromatograficos em resina de troca idnica
em CM-Sephadex C25 e afinidade em resina Affi-Gel Blue. A metaloprotease BpirMP foi
isolada por trés passos cromatograficos: exclusao molecular em coluna Sephacryl S200 (Fig.
4A), troca i6nica em resina CM-Sepharose (Fig. 4B) e afinidade em resina Blue-Sepharose
(Fig. 4C).

O grau de pureza da proteina foi avaliado por HPLC em coluna de fase reversa
C2/C18 (Fig. 5). Normalmente etapas em colunas de fase reversa sao utilizadas apenas para
verificar o grau de pureza de metaloproteases, ja que estas perdem suas atividades
proteoliticas ao serem expostas aos solventes TFA e acetonitrila, possivelmente devido a

desnaturacao das enzimas promovida pelo baixo pH dos solventes.
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A BpirMP ¢ uma proteina de cadeia Uinica como visualizado em gel de eletroforese
tanto na presenga como na auséncia de B-mercaptoetanol (Fig. 4D), semelhante ao descrito
para outras metaloproteases como BmooMP-a (BERNARDES et al., 2008) e BjussuMP-II
(MARCUSSI et al., 2007).

Metaloproteases da classe P-I apresentam massa molecular em torno de 20 a 30 kDa
(TAKEDA; TAKEYA; IWANAGA, 2012), como descrito para as metaloproteases: BH2 e
BaP1 com massas moleculares de 26 e 24 kDa isoladas da peconha de B. asper,
respectivamente (BORKOW; GUTIERREZ; OVADIA, 1993; GUTIERREZ et al., 1995),
BlaH1 de 28 kDa, isolada de Bothrops lanceolatus (STROKA et al., 2005), BthMP (23,5
kDa) da pegonha de Bothrops moojeni (GOMES et al., 2009), e atroxlysina-I (23 kDa), de B.
atrox (SANCHEZ et al., 2010). A proteina isolada possui massa molecular de 23,5 kDa
determinada por SDS-PAGE (Fig. 6) e 23,15 kDa determinado por espectrometria de massas
(Fig. 7), sugerindo que a BpirMP ¢ uma metaloprotease da classe P-I. Normalmente,
moléculas glicosiladas tendem a migrar menos nos géis de eletroforese, apresentando massa
molecular maior como demonstrado por um estudo realizado por Zelanis e colaboradores
(2009) sobre N- e O-linked de proteinas de individuos adultos e recém-nascidos da espécie B.
jararaca, no qual foi demonstrado que apds a deglicosilagdo das proteinas havia uma
diferenca clara na mobilidade eletroforética das proteinas sob condigdes desnaturantes
(ZELANIS et al., 2012). A pequena diferenga entre a massa determinada pela migracdo em
gel de eletroforese e por espectrometria de massas, além do fato de que nao foi identificado
nenhum sitio de glicosilagao (Asn-X-Ser/Thr, em que X ¢ qualquer aminoacido exceto prolina
(SOARES; OLIVEIRA, 2009) na sequéncia de aminoacidos da BpirMP sugerem que a
metaloprotease ¢ uma molécula nao glicosilada.

A azocaseina ¢ um substrato ndo especifico para proteases. A hidrolise da azocaseina
libera corante azo para o meio produzindo uma coloragdo que ¢ detectada por absorbancia em
espectrofotometro. Diversos trabalhos com SVMPs utilizaram a azocaseina para analisar a
atividade enzimatica das enzimas e também a estabilidade de tais moléculas frente a variagoes
de pH, temperatura, inibidores e ions (GOMES et al., 2011; NAVES DE SOUZA et al.,
2012). A BpirMP mostrou-se sensivel a variagdo de pH e temperatura (Fig. 10 A e B), sendo
a faixa de pH otima entre 6,0 ¢ 10,0 e temperatura otima na faixa entre 4 a 40 °C.
Similarmente ao observado para a BpirMP, Naves de Souza e colaboradores (2012)
demonstraram que a metaloprotease BpMP-I, isolada da pegonha de Bothropoides pauloensis,
apresentou atividade proteolitica Otima entre os valores de pH neutro a basico com

decréscimo da atividade proteolitica no pH préximo a 3,0. Além disso, a atividade enzimatica
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foi maior em temperaturas mais baixas decaindo em temperaturas superiores a 60 °C. Estes
resultados estdo de acordo outros estudos com metaloproteases da classe P-I, que
demonstraram que estas enzimas sdo susceptiveis a variagdes de pH e temperatura,
diferentemente das serinoproteases (SWENSON; MARKLAND, 2005). A susceptibilidade
das metaloproteases da classe P-I a tais variagdes pode ser explicada pela protonagdo dos
residuos de Histidina e consequentemente a perda do ion zinco (MANNING, 1995; RAMOS;
SELISTRE-de-ARAUJO, 2006). Um estudo com a molécula de acutolisina-C para avaliar
mudangas na estrutura em diferentes valores de pH, demonstrou-se que, com uma mudanga no
pH de 8,0 para 3,0, o arranjo geral do ion zinco permaneceu tetraédrico, mas as distancias de
coordenag¢dao do ion zinco e a distancia entre o residuo glutdmico e a molécula de agua
aumentaram (XU et al., 2006). Na literatura, outros ensaios também sdo utilizados para
avaliar a estabilidade de metaloproteases frente a variacdes de temperatura, pH e a influéncia
de ions em suas atividades cataliticas. Gomes e colaboradores (2009) utilizaram o substrato
caseina para avaliar a influéncia de varios ions e inibidores na atividade catalitica da BthMP
isolada da pegonha de B. moojeni. A estabilidade da metaloprotease BjussuMP-II foi avaliada
sobre o fibrinogénio (MARCUSSI et al., 2007).

A atividade proteolitica desta classe de enzima ¢ dependente de metais, principalmente
Zn*" (MATSUI et al., 2000) e esta caracteristica foi demonstrada para a BpirMP, uma vez que
a incubacdo da enzima com agentes quelantes de ions, como o EDTA, 1,10-Fenantrolina e
EGTA, inibiram a atividade proteolitica da metaloprotease como visualizado na Fig. 11. A
metaloprotease BmooMP-a também teve a sua atividade proteolitica inibida depois da
incubagdo da enzima com EDTA ¢ EGTA (BERNARDES et al., 2008). A metaloprotease
BleucMP teve a atividade proteolitica sobre a caseina significativamente reduzida quando
incubada com EDTA (GOMES et al.,, 2011). De forma semelhante, a metaloprotease
Batroxase teve a atividade fibrinogenolitica inibida quando incubada com EDTA e 1,10-
Fenatrolina como descrito por Cintra e colaboradores (2012).

Bjanarson e Tu (1978) realizaram estudos com diferentes metaloproteases em que foi
demonstrado que a concentragdo molar de zinco na molécula seria de aproximadamente 1:1, e
que a retirada do ion zinco gerava uma mudanga conformacional nas estruturas das moléculas
levando a perda de suas atividades enzimaticas (BJARNASON; TU, 1978). De forma
semelhante, andlises de dicroismo circular realizadas antes e depois da remoc¢do do metal
demonstram que a retirada do ion de zinco induz um decréscimo na capacidade de formagao
de a-hélices (BJARNASON; FOX, 1994) modificando a estrutura tridimensional da molécula

e consequentemente comprometendo a atividade enzimdtica de tais proteases. Pretzer e
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colaboradores (1992) também demonstraram por dicroismo circular que a retirada do ion
zinco da molécula de fibrolase resultou na perda da estrutura secundaria, particularmente das
a-hélices.

A incubacdo da BpirMP com os inibidores aprotinina, benzamidina e leupeptina nao
apresentou efeito sobre sua atividade (Fig. 11). Inibidores como a leupeptina e a benzamidina
competem pelo sitio ativo das serinoproteases, sendo miméticos de arginina ou lisina, que sao
os aminodacidos pelos quais estas enzimas tém maior especificidade, ndo apresentando efeitos
sobre metaloproteases (SERRANO; MAROUN, 2005). Resultados semelhantes foram
descritos para outras metaloproteases isoladas como a BmHF-1 de B. marajoensis (TORRES-
HUACO et al., 2010), a neuwiedase de B. neuwiedi (RODRIGUES et al., 2000), BleucMP de
Bothrops leucurus (GOMES et al., 2011).

A atividade proteolitica da enzima BpirMP sobre a azocaseina foi inibida quando pré-
incubada com agentes redutores como DTT e B-mercaptoetanol (Fig. 11). A atividade das
metaloproteases BmooMP-a (BERNARDES et al., 2008), BpMP-1 (NAVES DE SOUZA et
al., 2011) e Batroxase (CINTRA et al., 2012) também foram inibidas quando incubadas com
B-mercaptoetanol. A inibi¢do da atividade proteolitica das enzimas apos a incubagdo com
agentes redutores como o B-mercaptoetanol sugere a importancia das pontes dissulfeto para a
manuteng¢ado da estrutura da molécula e consequentemente da atividade catalitica.

Além do substrato azocaseina, a atividade proteolitica da metaloprotease BpirMP foi
avaliada sobre o substrato azocolageno (Fig. 9). Semelhante a azocaseina, o azocoldgeno
(colageno impregnado com o corante azo) ¢ usado como um substrato cromogénico nao
especifico para ensaios proteoliticos. Apds a protedlise, os fragmentos peptidicos que sdo
soliveis e possuem a coloracdo roxa sao libertados e podem ser detectados por absorbancia a
540 nm (CHAVIRA; BURNETT; HAGEMAN, 1984). A atividade proteolitica da BpirMP
variou de acordo com o aumento na dose de toxina utilizada, entretanto ndo houve diferenga
estatisticamente significativa entre as doses de 30; 45 ¢ 60 ug.

Distarbios da homeostasia sdo caracteristicos do envenenamento ofidico por serpentes
do género Bothrops, e estes efeitos sdo atribuidos principalmente as duas classes de enzimas:
SVMPs e serinoproteases (KAMIGUTI et al., 2005). As SVMPs induzem estes efeitos
degradando fatores importantes na cascata de coagulagdo como o fibrinogénio (KAMIGUTI
et al., 2005). A maioria das metaloproteases de peconhas de serpentes, hemorragicas e nao
hemorragicas, sdo fibrinogenoliticas degradando preferencialmente a cadeia o do
fibrinogénio, e de forma mais lenta a cadeia f (MARKLAND, 1998). A metaloprotease

BpirMP apresentou atividade fibrinogenolitica dose-dependente, degradando rapidamente a
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cadeia a do fibrinogénio, seguida pela degradagcdo da cadeia B quando testada em maiores
concentragdes. A cadeia y do fibrinogénio permaneceu inalterada na maior dose testada (Fig.
12). Semelhante ao descrito para a BpirMP, outras metaloproteases da classe P-I também
degradam preferencialmente a cadeia a do fibrinogénio como: BthMP (GOMES et al., 2009),
BmooMP-o (BERNARDES et al., 2008), atroxlisina-I de B. atrox (SANCHEZ et al., 2010),
BlaH1 de B. lanceolatus (STROKA et al., 2005), Batroxase de B. atrox (CINTRA et al.,
2012), a atroxase de C. atrox (TU et al., 1996), a lebetase de V. lebetina (SIIGUR; SIIGUR,
1991;), a BaP1 de B. asper (GUTIERREZ et al., 1995) e a neuwiedase de B. neuwiede
(RODRIGUES et al., 2000). H4 poucos relatos de metaloproteases isoladas de pegonhas de
serpentes capazes de degradar especificamente a cadeia - y do fibrinogénio, como a
Hemorrhagic toxin f (HT-f) isolada da peconha de C. atrox e a rFII isolada da peconha de
Agkistrodon acutus (NIKAI et al., 1984; JIANG et al., 2008).

O fibrinogénio ¢ uma glicoproteina plasmatica hexamérica de 340 kDa constituido
por duplas de trés cadeias polipeptidicas Aa, B € y que se encontram interligadas por pontes
dissulfeto (YU et al., 1984; DOOLITTLE, 1984). A visualizagdo em gel de eletroforese de
produtos de degradacdo de baixa massa molecular gerados a partir da incubagdo do
fibrinogénio com a metaloprotease BpirMP sugere uma hidrolise extensiva da molécula de
fibrinogénio. Os fibrinopeptideos gerados ndo sdo capazes de combinarem entre si, para
formar mondmeros de fibrina, consumindo e consequentemente causando a deplecdo de
fatores de coagulagdo importantes para a cascata de coagulacdo, deixando o sangue mais
fluido. A degradacdo extensiva dos fatores de coagulacdo estd relacionada ao efeito
anticoagulante observado em vitimas de acidentes ofidicos (MARKLAND, 1998). A agao
inespecifica da metaloprotease sobre o fibrinogénio difere das serinoproteases que clivam o
fibrinogénio em regides especificas liberando fibrinopeptideos, originando mondmeros de
fibrina responsaveis pela formagdo dos codgulos, exibindo assim a¢do coagulante sobre o
plasma (DOOLITTLE, 1973). A BpirMP ndo foi capaz de coagular o plasma sanguineo,
complementando os resultados apresentados para a atividade fibrinogenolitica.

A metaloprotease BpirMP mostrou-se capaz de atuar sobre a fibrina, apresentando
uma atividade dose-dependente (Fig. 13A). Outras metaloproteases da classe P-I descritas na
literatura como BnP1 de B. neuwiedi (BALDO et al., 2008), a Bothrojaractivase de B.
jararaca (BERGER; PINTO; GUIMARAES, 2008), a BthMP de B. moojeni (GOMES et al.,
2009) e a atroxlisina-1 de B. atrox (SANCHEZ et al., 2010) também apresentaram atividade
fibrinolitica. Além de degradar a fibrina, a metaloprotease BpirMP apresentou atividade

trombolitica sobre codgulos de sangue in vitro, dissolvendo o coagulo de sangue in vitro
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completamente na dose de 100 pg. Gremski e colaboradores (2007) observaram resultados
semelhantes para a metaloprotease Leucurolisina-a de B. leucuros e de forma semelhante,
Cintra e colaboradores (2012) relataram atividade trombolitica para a metaloprotease
Batroxase, no qual a enzima degradou completamente o coagulo de sangue in vitro apds 24 h
na dose de 100 pg.

Estudos recentes t€ém explorado o potencial de metaloproteases fibrin(ogen)oliticas de
peconhas de serpentes como agentes tromboliticos. Elas agem diretamente sobre a fibrina
degradando os codgulos e impedindo a forma¢ao de novos coagulos e ndo sdo inibidas por
inibidores de proteases endogenos. Por esta razdo SVMPs fibrin(ogen)oliticas, que exibem
baixa ou nenhuma atividade hemorragica, t€ém sido consideradas como potenciais farmacos
para o tratamento de pacientes com doengas vasculares, como descrito para a fibrolase e sua
forma recombinante a alfimeprase (DEITCHER; TOOMBS, 2006; SAJEVIC et al., 2011).

A atividade hemorragica tem sido atribuida a todas as trés classes de SVMPs. O
mecanismo proposto pelo qual estas enzimas sao capazes de induzir hemorragia depende de
diferentes fatores como a degradacdo proteolitica dos componentes da MB da parede de
microvasos, especialmente capilares, degradacdo de fatores da coagulacdo e inibi¢do da
agregacdo plaquetaria. Acredita-se que a hemorragia in VivO ocorre por um mecanismo
dependente de duas etapas: (i) as proteinas da MB como fibronectina, colageno tipo IV,
proteinas da membrana de células endoteliais e proteinas envolvidas na adesdo MB-célula
como integrinas, sdo clivadas, o que leva ao enfraquecimento da estabilidade mecanica dos
capilares; (ii) em um segundo passo, for¢as hemodinamicas presentes na microcirculacao,
como a pressao hidrostatica, contribuem para a distensao e ruptura da parede do capilar, com
0 consequente extravasamento. Assim, a hidrélise de componentes da MB ¢ um passo
fundamental na patogénese induzida por SVMPs (BARAMOVA et al., 1989; GUTIERREZ et
al., 2005; MARKLAND, 1998).

O método mais utilizado para quantificar a atividade hemorragica de proteinas de
peconhas consiste na inje¢do da pegonha ou de toxinas isoladas, por via intradérmica no dorso
de animais (KONDO et al., 1960). Depois de algumas horas, o animal ¢ sacrificado e a pele
dessecada. Os autores recomendam a medicdo do didmetro transversal das hemorragias,
utilizando a média desses valores para a quantificagcdo. A partir destas medicdes, ¢
determinada a dose hemorragica minima (DHM), que ¢ considerada a quantidade de proteina
necessaria para a indu¢do de um halo hemorrdgico com uma area definida. Modificagdes
metodoldgicas tém sido realizadas desde o artigo original: (i) o tempo de incubagdo apods a

injecdo, (i1) o animal experimental, (iii) a via de administracdo da toxina, e (iv) o método de
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calcular o tamanho do halo hemorragico (BJARNASON; TU, 1978; CIVELLO et al., 1983a).
As modificagdes dificultam a comparagdo da DHM para as diferentes peconhas e/ou toxinas,
visto que tais modificacdes podem afetar a DHM. A DHM calculada para a BpirMP foi de 50
ng (Fig. 23) a qual foi semelhante a outras SVMPs da classe P-1, por exemplo, BthMP de B.
moojeni, cuja DHM ¢ de 30 ug (GOMES et al., 2009), BmHF-1 de B. marajoensis, cuja
DHM ¢ de 41,14 pg (TORRES-HUACO et al., 2010), Batroxase de B. atrox cuja DHM ¢ de
10 pg (CINTRA et al., 2012), BaP1 no qual a DHM ¢ de 20 pg (GUTIERREZ et al., 2005).
Estas doses sdo elevadas quando comparadas com SVMPs da classe P-1II, que possuem DHM
em torno de 1 pg. Walby e colaboradores (2012) isolaram trés metaloproteases da classe P-I11
denominadas EpyHTI de E. pyramidum, EcoHTI de E. coloratus e CcHTI C. cerastes cujas
DHM sido 1,9; 1,8 ¢ 1,9 respectivamente. A DHM da VLH2 de V. lebetina (HAMZA et al.,
2010) ¢é de 3 pg e a BjussuMP-I de B. jararacussu possui DHM de 4 pg (MAZZI et al., 20006).

Em termos de potencial hemorragico e diversidade das atividades bioldgicas, as
SVMPs da classe P-III sdo as mais potentes entre as trés classes. As SVMPs P-III sdao capazes
de induzir hemorragia nao s6 local, mas também sistémica, enquanto que as SVMPs da classe
P-I induzem hemorragia principalmente local (GUTIERREZ et al., 2005). Segundo Escalante
e colaboradores (2006), trés possibilidades podem explicar a diferenca no potencial
hemorragico entre as classes de SVMPs: (i) as metaloproteases da classe P-III hidrolisam os
componentes da membrana basal de forma mais intensa; (ii) as diferentes classes apresentam
diferentes especificidades em relagdo aos substratos preferencialmente hidrolisados, com as
SVMPs da classe P-III apresentando maior especificidade pelos componentes chaves da MB,;
(i11) a presenca de dominios estruturais adicionais como semelhantes a desintegrina e rico em
cisteina contribuem para o direcionamento das SVMPs a sitios relevantes na microvasculatura
(ESCALANTE et al., 2006; FOX; SERRANO, 2005; BJARNASON; FOX, 1994).

Apesar das metaloproteases da classe P-I serem consideradas menos hemorragicas que
as da classe P-III, diferencas no potencial hemorragico também sao observadas dentro da
classe P-I (RAMOS; SELISTRE DE ARAUJO, 2004; ESCALANTE et al., 201 1). Enquanto
as metaloproteases neuwiedase (RODRIGUES et al., 2000), BjussuMP-II (MARCUSSI et al.;
2007) ¢ BmooMP-a (BERNARDES et al., 2008) ndo exibem atividade hemorragica, as
metaloproteases BthMP (GOMES et al., 2009), BaP1 (GUTIERREZ et al., 1995), BaTx-I
(PATINO et al., 2010), atroxlysina-1 (SANCHEZ et al., 2010) exibem atividade hemorragica
(ESCALANTE et al., 2011b).

Devido ao fato de que as metaloproteases da classe P-I possuem apenas o dominio

metaloproteinase, acredita-se que a hemorragia induzida esta classe esta relacionada a
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degradacao proteolitica de componentes da membrana basal como fibronectina, colageno tipo
IV e laminina (KAMIGUTTI, 2005). A metaloprotease BpirMP apresentou capacidade de
degradar os componentes da MB como fibronectina, coldgeno tipo IV (Fig. 14A e B),
laminina e nidogénio (Fig. 15, Tabela 2). De forma semelhante, a Batroxase exibiu atividade
sobre colageno tipo IV e fibronectina, porém, ndo degradou laminina (CINTRA et al., 2012).
Ja a BjussuMP-II apresentou atividade proteolitica sobre coldgeno I e fibrina (MARCUSSI et
al., 2007). Bello e colaboradores (2006) isolaram uma metaloprotease da peconha de B.
leucurus, a leucurolisina A que hidrolisa fibrina, fibronectina, mas nido a laminina. Por outro
lado a LHF-II, isolada da pegonha de L. muta muta ¢ capaz de hidrolisar fibronectina,
laminina e coladgeno tipo IV (RUCAVADO et al., 1999).

Uma forma de avaliar a degrada¢do de componentes da MB por metaloproteases ¢ a
analise da hidrolise do matrigel por SDS-PAGE. A BpirMP degradou ligeiramente o matrigel
apos 1 h de incubagdo, apresentando degradagdo mais intensa das bandas correspondentes as
cadeias a da laminina e nidogénio apds 6 h. Cintra e colaboradores (2012) também utilizaram
o matrigel para avaliar a atividade proteolitica da Batroxase sobre os componentes da MB. A
Batroxase degradou completamente as cadeias a-, B- ¢ y- da laminina apds 15 minutos de
incubac¢ao, ndo degradando o nidogénio mesmo apo6s 3 h de incubagio.

A andlise dos produtos de degradacdo por gel de eletroforese, gerados a partir da
incubacdo de componentes da MB (fibronectina, laminina, coldgeno tipo IV, nidogénio ou
matrigel), variando o tempo de incubagdo e/ou a concentragcdo de toxina utilizada, permite
visualizar diferengas nao s6 na especificidade por tais substratos, mas também diferengas no
padrao de fragmentagdo das proteinas pelas diferentes enzimas (CIVELLO et al., 1983;
MARUYAMA et al., 1992; RUCAVADO et al., 1995). As variacdes tanto na especificidade
como no padrdo de fragmentacdo podem explicar a variagdo no potencial hemorragico dentro
da classe P-I, como observado por Escalante e colaboradores (2011) que compararam a
capacidade de degradar componentes da MB de duas metaloproteases da classe P-I, que
possuem potenciais hemorragicos diferentes, a metaloprotease hemorragica BaP1 isolada da
peconha de B. asper e a Leucurolisina-a (leuc-a), uma metaloprotease nao hemorragica
isolada da peconha de B. leucurus. Os autores concluiram que as duas metaloproteases
diferem na sua capacidade de degradar substratos chaves da MB, principalmente colageno
tipo IV, perlecan e em menor grau, o nidogénio. Os autores ressaltaram o papel que o
colageno tipo IV desempenha na manuteng¢ao da estabilidade mecéanica dos vasos sanguineos
e capilares sugerindo que a degradacdo desta proteina representa um passo fundamental no

mecanismo de acdo das SVMPs da classe P-I hemorragicas (ESCALANTE et al., 2011a,b).
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De forma semelhante, a capacidade da metaloprotease BpirMP em degradar
componentes da BM foi comparada a atividade proteolitica da metaloprotease BaP1, in vitro
(Fig. 18) ¢ in vivo (Fig. 19). A metaloprotease BaP1, isolada de B. atrox, possui uma DHM de
20 pg, enquanto que a DHM da BpirMP ¢ de 50 pg. Ambas as metaloproteases exibiram
atividade proteolitica sobre os componentes da MB, porém a metaloprotease BaP1 apresentou
atividade proteolitica mais rapida e intensa sobre os componentes da MB em relacdo a
BpirMP. Estes resultados podem explicar a diferenca no potencial hemorragico de ambas as
toxinas, uma vez que a BpirMP ndo se mostrou tdo ativa sobre o colageno tipo IV, que é uma
proteina importante na manutencao da integridade estrutural da MB e consequentemente de
vasos e capilares (ESCALANTE et al., 2011). Além disso, as metaloproteases atuaram sobre
o substrato de maneira diferenciada gerando fragmento com massas moleculares diferentes.
As diferengas nos fragmentos gerados sugerem que a maneira como estas proteinas degradam
tais componentes ¢ diferente e, in vivo, tais proteinas poderiam afetar a estabilidade estrutural
da MB em diferentes intensidades e dessa forma, variando a intensidade da hemorragia
provocada.

Escalante e colaboradores (2006) compararam a atividade de duas metaloproteases,
BaP1 da classe P-I ¢ a jararagina da classe P-III, sobre substratos da MB tanto in vivo como in
vitro. Nesse estudo, os autores demonstraram que apesar das duas toxinas apresentarem
atividade proteolitica semelhante sobre a azocaseina, elas diferem em relacdo a atividade
sobre os componentes da MB. Enquanto a BaP1 apresentou degradou preferencialmente as
cadeias a- ¢ y- da laminina in vitro, a jararagina apresentou preferéncia pelo nidogénio.

Um sinal clinico evidente nos casos de envenenamentos provocados por serpentes do
género Bothrops ¢ a lesdo tecidual local proeminente, evidenciada por bolhas, equimoses e
necrose, que se desenvolvem rapidamente apds o acidente e muitas vezes resultam em
sequelas permanentes (GUTIERREZ; LOMONTE, 1989; GUTIERREZ; RUCAVADO,
2000). Estes efeitos sao induzidos por uma variedade de componentes da pegonha, tais como
fosfolipases A, miotoxicas, miotoxinas de baixa massa molecular e metaloproteases
(GUTIERREZ; RUCAVADO, 2000). O mecanismo pelo qual as metaloproteases sio capazes
de induzir o dano muscular ndo foi completamente elucidado. Gutiérrez e colaboradores
(1995) estudaram o efeito da metaloprotease BaH1 e sugeriram que tal miotoxicidade nao
depende da acdo direta dessa classe de toxinas em células musculares, mas sim de um
mecanismo indireto, provavelmente isquemia devido ao sangramento, como consequéncia da
ruptura da microvasculatura e visualizados histologicamente como um efeito tardio

aparecendo algumas horas apos a injegdo das toxinas (GUTIERREZ et al., 1995; 2000). Os
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autores observaram que as caracteristicas ultra-estruturais das células musculares afetadas
eram muito similares aos descritos em modelos experimentais de isquemia muscular que
diferem acentuadamente das caracteristicas ultra-estruturais das células musculares afetadas
por miotoxinas ou outros agentes que agem diretamente sobre o tecido muscular € membrana
plasmatica das células. No caso de danos induzidos por miotoxinas, a hipercontracdo dos
miofilamentos ¢ uma caracteristica evidente, ndo sendo observada uma desorganiza¢ao no
arranjo estriado das miofibrilas associados & perda de linhas Z (GUTIERREZ et al., 2000).
Entretanto, alguns estudos ndo se encaixam na hipotese de lesdo muscular relacionada a
isquemia. A administragdo da metaloprotease bilitoxin, isolada de Agkistrodon bilineatus, e
também da metaloprotease fracamente hemorragica LHF-II de Lachesis muta, resultaram em
lesdo muscular logo apds a injecdo das toxinas (OWNBY et al., 1990; RUCAVADO et al.,
1999), sugerindo um inicio mais precoce da miotoxicidade quando comparado com a maioria
das metaloproteases estudadas. Ainda ndo se sabe se essas metaloproteases possuem uma agao
citotoxica direta sobre células musculares ou se eles agem por outro mecanismo indireto ainda
nao identificado (GUTIERREZ et al., 2000).

Na intenc¢do de avaliar a participagdo da metaloprotease BpirMP nos efeitos locais
decorrente do envenenamento por B. pirajai, foram realizadas analises histopatologicas do
musculo gastrocnémio injetados com a toxina. Uma hora apds a inje¢dao de 50 pg da BpirMP
(Fig. 21C e D) foi possivel visualizar um discreto efeito hemorragico e uma pequena
quantidade de células necroticas. A presenga de células necréticas e o aumento nos niveis de
CK no plasma dos animais tratados com a toxina na primeira hora indicaram uma possivel
acdo direta da metaloprotease BpirMP sobre células musculares (Fig. 22), de forma que uma
nova analise dos tecidos com uma dose maior foi realizada. A andlise dos tecidos injetados
com 100 pg da toxina apresentou efeito hemorragico mais intenso, entretanto a quantidade de
células necréticas permaneceram inalteradas, muito similar aos tecidos injetados com 50 ug
da BpirMP (Fig. 22D e E). A contaminagdo da amostra por fosfolipases A, foi descartada
injetando 100 pg da BpirMP desnaturada no musculo gastrocnémio dos camundongos. A
analise dos tecidos injetados com a BpirMP desnaturada apresentaram tecido de aspecto
normal, sem alteracdo das fibras. Os resultados sugerem que apesar de induzir alteragdes
morfologicas nas primeiras horas apds a sua injecdo, a toxina ndo possui uma agao direta
relevante sobre o tecido muscular, e que o aumento nos niveis de CK observados pode ser
decorrente da hemorragia induzida pela metaloprotease (Fig. 22).

De forma ao observado para a BpirMP, a metaloprotease neuwiedase induziu

miotoxicidade moderada 3 h ap6s a administragdo da toxina no musculo gastrocnémio de
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camundongos (RODRIGUES et al., 2001). Os autores sugeriram que provavelmente tais
metaloproteases possam ser capazes de afetar diretamente as fibras do musculo esquelético
por hidrolisarem componentes proteicos da membrana basal que circunda as células
musculares, afetando assim a integridade das fibras musculares, ao contrario do mecanismo
relacionado a isquemia como descrito para outras metaloproteases estudadas, uma vez que tais
metaloproteases sao desprovidas ou induzem baixa atividade hemorragica (RODRIGUES et
al., 2001).

O papel das SVMPs vai além da patologia local, uma vez que afetam drasticamente a
regeneragdo do musculo esquelético. O fornecimento de sangue adequado e a presenga de
lamina basal que envolve as fibras necrdticas sao fatores relevantes na regeneragao do tecido
apds o envenenamento (GUTIERREZ; RUCAVADO, 2000). Gutiérrez e colaboradores
(1995) demonstraram que musculos de animais injetados com uma fosfolipase A, miotoxica
isolada da pegonha de B. asper, induz necrose seguido por um processo normal de
regeneragdo. Se esta miotoxina ¢ injetada juntamente com a metaloprotease BaHl, a
microvasculatura ¢ afetada e a regeneragdo ¢ limitada (GUTIERREZ et al., 1995;
GUTIERREZ; RUCAVADO, 2000). E, devido ao papel proeminente que a matriz
extracelular desempenha na inflamagdo, migra¢do celular e substituicdo de células, a
degradacdo de componentes da matriz extracelular por SVMPs prejudica a resposta
reparadora que se segue apds a lesdo muscular (RUCAVADO et al., 1999). Deste modo, as
metaloproteases parecem ser responsaveis pela resposta regenerativa limitada do tecido
muscular associada a muitos acidentes com serpentes da familia Viperidae.

A miotoxicidade induzido por pegonhas de diferentes serpentes, incluindo do género
Bothrops, pode ser evidenciado através da liberagao in vitro de creatina cinase muscular.
Calil-Elias e seus colaboradores (2002) demonstraram que a administragdo de doses
crescentes da pegonha de Bothrops jararacussu por via intramuscular foi capaz de induzir
miotoxicidade com um aumento proporcional de CK plasmatica (NIKAI et al., 1984;
FRANCESCHI et al., 2000). Rodrigues e colaboradores (2001) observaram um aumento
significativo nos niveis de CK plasmatica apos inje¢do i.m. da metaloprotease neuwiedase,
enquanto que os animais injetados com PBS ndo apresentaram aumento significativo dos
niveis de CK plasmatica. A injecao intramuscular da metaloprotease BpirMP elevou os niveis
de CK plasmatica apés 1 hora, porém ndo foram significativos quando comparados ao
controle negativo (PBS). Enquanto que a peconha bruta elevou significativamente os niveis de
CK plasmatica, possivelvemte devido a grande quantidade de fosfolipases A, presente na

peconha como e demonstrado pela analise protedmica (Fig. 38).
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Edema e hiperalgesia sdo manifestagdes comuns do processo inflamatério decorrente
do acidente ofidico por serpentes do género Bothrops. Tais sinais sdo dependentes do
sinergismo de diversos mediadores que resultam no aumento do fluxo sanguineo,
vasodilatagdo local e aumento da permeabilidade vascular, geralmente acompanhados de dor.
Edema local proeminente frequentemente leva a isquemia e compressao neural, resultando em
perda de tecido permanente, deficiéncia ou amputacao. Estudos t€ém demonstrado que tanto o
edema como a hiperalgesia induzido por peconhas e ou componentes isolados ndo sdo
totalmente neutralizados mesmo quando realizada a pré-incubacdo do soro com a peconha
antes da inje¢ao em animais (FARSKY et al., 2000; PICOLO et al., 2002).

Varias toxinas isoladas de peconhas de serpentes do género Bothrops induzem reagdes
inflamatorias e contribuem para a gravidade dos sintomas locais presentes no envenenamento.
Entretanto as metaloproteases sdo as principais toxinas consideradas responsaveis pelo efeito
inflamatorio induzido pela pegonha de Bothrops jararaca (ZYCHAR, et al.,, 2010),
diferentemente das serinoproteases que apresentaram um papel menor na inflamagdo
promovida por esta peconha (ZYCHAR et al.,, 2010). Tais resultados condizem com o
relatado para duas serinoproteases isoladas da pegonha de B. pirajai, que apresentaram efeitos
discretos sobre processos inflamatorios como a indugdo de edema e dor (MENALDO, 2012).

Além de induzir hemorragia e mionecrose, as SVMPs desempenham um papel
relevante na complexa e multifatorial resposta inflamatoria caracteristica de envenenamento
por serpentes da familia Viperidae. A primeira evidéncia experimental de que SVMPs causam
inflamacdo foi fornecida por Gutierrez e colaboradores (1995), que mostraram que uma
SVMP da classe P-I isolada a partir da pegonha de Bothrops asper (BaP1) induziu edema de
pata em camundongos. Apos inje¢do intramuscular, a BaP1 induziu a formacdo de bolhas e
infiltracdo de leucoécitos no tecido (RUCAVADO et al., 1998; 1999).

Diversos estudos demonstraram a a¢do de pegonhas botropicas na indugdo de edema e
dor em patas de ratos e camundongos. A peconha de B. insularis também foi capaz de induzir
edema de pata apresentando maior pico de atividade edematogénica na terceira hora apos a
inje¢do da pegonha. Pequenas doses (0,25 pg/pata) da peconha de B. insulares foram
suficientes para aumentar o volume da pata dos animais em 100%, ¢ em doses maiores (0,5
pg/pata), os volumes das patas dos animais aumentaram em até 300% (BARBOSA et al.,
2003). Os autores reportaram que o edema induzido por esta pegonha ¢ acompanhado de
hemorragia, sugerindo a participacao de metaloproteases.

A metaloprotease isolada a partir da pegonha de B. pirajai (BpirMP) foi capaz de

induzir a formagdo do edema nas primeiras horas apds a injecdo intraplantar, em todas as
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doses testadas, entretanto a dose de 50 pg/pata apresentou uma resposta mais significativa,
aumentando o volume da pata de camundongos em até 70% no pico da resposta
edematogénica (2 horas ap6s a injecdo da metaloprotease) (Fig. 24).

A SVMP da classe P-I, Leucurolisina-a de B. leucurus, também induziu a formagao de
edema na pata de ratos de forma dose-dependente rapidamente apods a injecdo da toxina e se
manteve por pelo menos 4 horas (GREMSKI et al.,, 2007). De forma semelhante, a
metaloprotease da classe P-I, neuwiedase, de B. neuwiedi também induziu uma resposta
edematogénica promovendo um aumento no volume da pata dos animais de mais de 100%
quando testada na dose de 50 pg/pata nos primeiros 30 minutos apos a injecdo da toxina
(RODRIGUES et al., 2001). Ao contrario das metaloproteases neuwiedase e leucurolisina-a
que induziram a formacao do edema, com pico de resposta apds 30 da injecdo das toxinas, o
pico da resposta edematogénica induzida pela BpirMP ocorreu duas horas apds a injecdo,
sugerindo a participagdo de diferentes mediadores na inducdo do edema de pata entre a
toxinas.

Segundo Teixeira e colaboradores (2009), as metaloproteases sdo capazes de induzir a
formag¢do de edema devido a hidrélise de proteinas dos vasos, induzindo um processo
inflamatorio acompanhado de migragdo de neutrofilos e liberacdo de mediadores
inflamatérios, com aumento do calibre vascular e do extravasamento de plasma (TEIXEIRA
et al., 2009).

A resposta edematogénica induzida por pegonhas botrdpicas e componentes isolados,
como as metaloproteases, depende da formagdo de metabolitos do acido araquidonico, como
as prostaglandinas e leucotrienos, formados respectivamente pela acdo de ciclooxigenases e
lipooxigenases (TEIXEIRA et al., 2009). Estudos avaliando a participacdo de diferentes
mediadores no processo inflamatorio por diferentes peconhas botrdpicas como B. asper
(CHAVES; BARBOZA; GUTIERREZ, 1995; CHACUR et al, 2001), B. insularis
(BARBOSA et al., 2003), B. jararaca (TREBIEN; CALIXTO, 1989; PERALES et al., 1992)
e B. lanceolatus (LOBO DE ARAUJO et al., 2000) demonstraram que o edema de pata
induzido por estas pegonhas foram atenuados quando os animais foram tratados com
inibidores de ciclooxigenases como indometacina e acido acetilsalicilico, sugerindo a
importancia das prostaglandinas para este processo inflamatério. O medicamento
dexametasona também ¢ amplamente utilizado por diferentes autores como terapia anti-
edematogénica em modelos experimentais de edema de pata induzido (BARBOSA et al.,
2003; GALVAO-NASCIMENTO et al., 2009) pelos seus efeitos anti-inflamatdrios, por inibir

a acdo da PLA; e consequentemente a sintese de proteinas pré-inflamatérias (prostaglandinas
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e leucotrienos). No presente trabalho, o pré-tratameto dos animais com dexametasona atenuou
significativamente o edema induzido pela BpirMP, em todos os tempos testados (Fig 25C),
porém essa inibi¢do ndo chegou a 100%, sugerindo a participagdo de outros mediadores nesta
resposta infalamatoria.

As prostaglandinas sdo mediadores considerados responséaveis pela vasodilatacio local
e aumento da permeabilidade vascular levando a formag¢do do edema e sdo produzidas a partir
da degradagao de 4cido araquidonico via ciclooxigenase, COX 1 e 2 (KANAOKA; URADE,
2003). Galvao-Nascimento e colaboradores (2009) avaliaram os diferentes mediadores
envolvidos na indug¢do de edema pela pegonha de B. moojeni. Os autores também observaram
que metabolitos do acido araquidonico participam da resposta edematogénica, € que a
isoforma COX-1 ¢ a responsavel pela formacdo de prostaglandina na primeira hora da
resposta, enquanto que a COX-2 estaria envolvida nas etapas tardias da resposta.

A resposta edematogénica induzida pela metaloprotease BpirMP  foi
significativamente atenuada com o pré-tratamento dos animais com valeril salicilato, inibidor
seletivo da COX-1(Fig. 25F) e meloxicam inibidor seletivo da COX-2 (Fig. 25E). O
antagonista da isoforma COX-1 apresentou inibi¢do mais significativa nas primeiras duas
horas apds a injecdo da toxina em relagdo ao antagonista da COX-2, de forma semelhante ao
descrito por Galvao-Nascimento e colaboradores (2009).

Ademais, produtos de lipooxigenases também podem participar na inducao do edema
por pegonhas botrdpicas, como descrito para as pegonhas de B. lanceolatus (DE FARIA et al.,
2001) e B. jararaca (TREBIEN; CALIXTO, 1989; GALVAO-NASCIMENTO et al., 2009),
seja por sua capacidade de promover a producdo de citocinas pré-inflamatérias, ou por sua
capacidade quimiotatica (ROCHA et al, 2003). O pré-tratamento dos animais com o
medicamento inibidor da lipooxigenase, o acido nordiidroguaiarético (Fig 25D), apresentou
reducdo significativa do edema apenas no momento de maior intensidade da resposta
edematogénica, nao apresentando inibicdo significativa do edema nos demais tempos
testados. Os resultados indicam que: (i) diferentes mediadores devem participar da resposta
inflamatoria induzida pela metaloprotease BpirMP, e que (ii) estes mediadores estariam
atuando em diferentes pontos da resposta edematogénica.

Outros mediadores comumente relacionados a inducdo de edema sdao a histamina,
serotonina ¢ o 6xido nitrico (BARBOSA et al., 2003). Calixto e colaboradores (2003)
avaliaram a participa¢ao do 6xido nitrico no edema induzido pela pegonha de Apis mellifera.
O pré-tratamento dos animais com L-NAME reduziu significativamente o edema induzido por

esta peconha. De forma semelhante, Barbosa e colaborados (2003) e Guzzo e colaboradores
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(2000) verificaram a redu¢do do edema induzido pelas pegonhas de B. insularis e B. jararaca
respectivamente, quando do pré-tratamento dos animais com inibidores da o6xido nitrico
sintetase, L-NAME. De Faria e colaboradores (2001) observaram que o edema de pata
induzido pela peconha de B. lanceolatus foi atenuado em torno de 30 % com o pré-tratamento
dos animais com o antagonista seletivo do receptor B,, HOE-140 sugerindo a participacao da
bradicinina na resposta induzida por esta pegonha. No presente trabalho o pré-tratamento dos
animais com os medicamentos HOE-140 (Fig. 25B) e L-NMMA (Fig. 25A) apresentaram
inibi¢do significativa do edema induzido pela metaloprotease BpirMP apenas no pico da
resposta edematogénica, sugerindo a participagdo desses mediadores em pontos especificos da
resposta inflamatoria induzida pela BpirMP. A diferenga entre os resultados apresentados ¢ a
literatura pode ser devido ao fato de que as pegonhas possuem outros componentes toxicos
que participam da inducdo da resposta edematogénica por outros mecanismos diferentes dos
da metaloprotease BpirMP.

O aumento da permeabilidade vascular € o primeiro mecanismo para a formagao do
edema, dependente da producdo e liberacdo de mediadores inflamatdrios no local da lesdo. A
histamina ¢ sintetizada e liberada por diferentes células, especialmente basofilos, mastocitos,
plaquetas e linfocitos, sendo estocada em vesiculas ou granulos e liberada sob estimulacdo. A
histamina exerce sua a¢cdo por no minimo, quatro diferentes receptores: HIR — H4R, ¢ ¢ um
dos principais agentes inflamatorios que contribuem para a inducdo do edema por peconhas
do género Bothrops (GALVAO-NASCIMENTO et al., 2010). O receptor Hl (HIR) ¢é
conhecido como o responsavel pela maioria das respostas inflamatorias agudas. A melhor
func¢do caracterizada do receptor H2 da histamina (H2R) ¢ a modula¢do da liberacao de acido
gastrico. O receptor H3 da histamina (H3R) ¢ altamente expresso no sistema nervoso e
modula os niveis de neurotransmissores. H4R parece desempenhar um papel na modulagado
dos efeitos da histamina nas respostas inflamatorias e imunolégicas (HUANG; THURMOND;
2008).

A reducdo do edema pelo tratamento dos animais com os medicamentos pirilamina e
tioperamida, antagonistas dos receptores H1 e H3/H4 para histamina, respectivamente (Fig.
251 e J), indicam que a histamina, principalmente mediada por receptores do tipo HI,
participa na formacao do edema induzido pela BpirMP. Barbosa e colaboradores (2003)
demonstraram que a histamina ¢ um importante mediador do processo inflamatdrio induzido
pela pegonha de B. insularis. Calixto e colaboradores (2003) demonstraram que o tratamento
dos animais com o antagonista do receptor H1 para histamina inibiu significativamente o

edema induzido pela pegonha de Apis melifera.
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Ademais, os mastocitos sdo conhecidos por sua capacidade de secretar diversos
mediadores quimicos durante o processo inflamatdrio, sendo a histamina o principal mediador
inflamatorio armazenado em seus granulos (HOFSTRA et al., 2003) contribuindo para a
resposta edematogénica causada por pegonhas de diferentes espécies do género Bothrops
(BARBOSA et al., 2003; De FARIA et al., 2001). A participagdo dos mastocitos no edema
induzido pela BpirMP foi avaliada tratando os animais com cromoglicato de sodio (Fig.
25G), droga bloqueadora da degranulacdo de mastocitos, resultando em uma inibigao
significativa do edema. A resposta ao cromoglicato de sodio indica que a degranulagdo dos
mastdcitos € um evento importante nos efeitos induzidos pela BpirMP.

Teixeira e colaboradores (1994) foram os primeiros a fornecer evidéncias de que
peconhas botropicas causavam hiperalgesia. Os autores demonstraram que a pegonha de B.
jararaca induziu uma hiperalgesia persistente e independente da progressdo do edema,
mediada principalmente por prostaglandinas, leucotrienos e fator ativador de plaquetas (PAF)
(TEIXEIRA et al., 1994). A peconha de B. asper também induziu hiperalgesia em ratos,
induzindo uma resposta dependente do tempo e da dose, com pico duas horas apos a injecao
da pegonha, mediada principalmente por bradicinina e produtos de lipooxigenases (CHACUR
etal., 2001).

Hiperalgesia pode ser definida como uma manifestacdo fisiopatologica que resulta da
sensibilizacdo de nociceptores (DALE et al., 2004). O dano tecidual leva a liberacdo de
mediadores inflamatdrios por nociceptores ativados ou por células que residem na area lesada,
como o0s mastocitos, basofilos, plaquetas, macrofagos e neutréfilos. Esta variedade de
moléculas de sinalizacdo inclui histamina, serotonina, bradicinina, prostaglandinas,
tromboxanos, leucotrienos, interleucina 1p (IL-18) (BASBAUM et al., 2009).

A metaloprotease BpirMP foi capaz de reduzir o limiar nociceptivo dos animais (Fig.
26) em 20% ja nas primeiras horas ap6s a inje¢do da toxina, apresentando um pico de resposta
(30%) na terceira hora. O pré-tratamento dos animais com L-NMMA ndo inibiu a a¢do da
toxina sugerindo que ndo ha participacdo do 6xido nitrico na resposta hiperalgésica (Fig.
27A). O medicamento HOE-140 apresentou efeito parcial sobre a acdo da toxina, reduzindo a
hiperalgesia apenas em um ponto da resposta (Fig. 27B). Perkins e Kelly (1993) e Poole ¢
colaboradores (1999) demonstraram que a hiperalgesia ¢ mediada por ambos os receptores B;
e By, e por isso, apesar da observa¢dao de que HOE-140 ndo reduziu a hiperalgesia induzida
pela BpirMP nos tempos avaliados, um papel para os receptores B, e consequentemente da

bradicinina ndo pode ser descartado (CHACUR, et al., 2001).
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A reducdo do limiar nociceptivo induzido pela BpirMP parece ser mediada por
metabolitos do acido araquidonico, como prostaglandinas e leucotrienos, principalmente
prostaglandina via ciclooxigenase-2. O pré-tratamento dos animais com o medicamento
dexametasona, inibidor de fosfolipases A, endogenas (Fig. 27C) resultou em redugdo
significativa da hiperalgesia. A acdo das fosfolipases A, resulta na liberacdo de &acido
araquidonico, precursor necessario para a sintese de eicosandides via oxidagdo por
ciclooxigenases e lipooxigenases (DENNIS, 2000). Além disso, o pré-tratamento com o
inibidor da lipooxigenase, 4dcido nordiidroguaiarético (Fig 27D), também apresentou reducao
da hiperalgesia no momento de maior intensidade da resposta inflamatoria (3 horas apds a
injecdo da toxina), sugerindo a participagdo dos leucotrienos na resposta induzida pela
metaloprotease BpirMP. O tratamento dos animais com o inibidor seletivo para COX-1,
valeril salicilato (Fig. 27F), apresentou inibi¢do significativa da hiperalgesia apenas na
primeira hora apds a inje¢do da toxina, enquanto que o pré-tratamento dos animais com
meloxicam (Fig. 27E), inibidor seletivo para COX-2, apresentou inibi¢do da hiperalgesia
induzida na primeira e terceira hora apds o tratamento com a metaloprotease.

Enquanto os mastdcitos sdo responsaveis pela liberacdo de histamina e sintese de
leucotrienos, os macrdéfagos liberam citocinas que agem nos nociceptores induzindo a
liberacao de outros mediadores como prostaglandinas e bradicinina (HOFSTRA et al., 2003).
O pré-tratamento dos animais com o bloqueador da degranulagao de mastocitos, cromoglicato
de sodio (Fig. 27G), reduziu significativamente a hiperalgesia induzida pela BpirMP apenas
na terceira hora. Da mesma forma, em relagdo ao tratamento dos animais com os antagonistas
dos receptores de histamina HI1, H2 e H3/H4, apenas o antagonista dos receptores H1
promoveu inibi¢do significativa na terceira hora. Os resultados apresentados para a analise da
hiperalgesia sugerem que outros mediadores, possivelmente citocinas, estdo envolvidos na
hiperalgesia induzida pela metaloprotease BpirMP, uma vez que nenhum medicamento foi
capaz de inibir completamente a hiperalgesia induzida pela BpirMP.

Em resposta a um estimulo inflamatério, os leucocitos migram rapidamente para o
local da lesdo, atuando de forma relevante na resposta inflamatéria devido a suas atividades
fagocitaria e secretoria (NATHAN, 2006). Na resposta aguda, os leucdcitos sdo os
responsaveis pela fagocitose inicial dos agentes infecciosos e liberacdo de citocinas
(TEIXEIRA et al., 2009).

Diferentes estudos demonstraram que peconhas de serpentes sdo capazes de induzir a
migracdo de leucocitos ao local da lesdo, como as pegonhas de B. asper (GUTIERREZ et al.,
1986), B. erythromelas, R. alternatus (FLORES et al., 1993), B. jararaca (ZYCHAR et al.,
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2010) e B. atrox (MOREIRA et al., 2012). Moreira e colaboradores (2012) demonstraram que
a pegonha de B. atrox induz a migracdo de leucdcitos para a cavidade peritoneal de
camundongos caracterizado por células mononucleares nas primeiras horas apods a
administracdo da pegonha, aumentando o numero de neutr6filos apds quatro horas da
administracdo. Além disso, os autores demonstraram a liberacdo de citocinas (TNF-a, IL-6 ¢
IL-10) e eicosandides PGE2, PGD2, tromboxano A; (TXA2) e leucotrieno B4 (LTB4)
(MOREIRA et al., 2012). Flores e colaboradores (1993) demonstraram que as peconhas de R.
alternatus e B. erythromelas induziram a migracao de leucocitos em camundongos mostrando
ainda que estes efeitos estariam associados a metabdlitos do acido araquidonico via
lipooxigenase, como leucotrieno B4. SVMPs foram consideradas as principais responsaveis
pela capacidade da pegonha de B. jararaca em promover a migragdo de leucocitaria
(ZYCHAR et al., 2010).

A metaloprotease BaP1 induziu migracdo de leucdcitos para a cavidade peritoneal de
camundongos caracterizada pela predominancia de neutréfilos na fase inicial, seguido por um
aumento de células mononucleares e associada com a expressdo de moléculas de adesdo de
leucocitos e liberagao de citocinas inflamatorias (IL-1 ¢ TNF-a) (FERNANDES et al., 2006).

De forma similar, a BpirMP promoveu aumento significativo no numero de neutroéfilos
na cavidade peritoneal de camundongos 6 ¢ 24 h apds a administracdo da toxina (Fig. 29),
complementando os resultados descritos acima para edema e hiperalgesia e indicando a
participacdo da metaloprotease na resposta inflamatoria induzida pela peconha de B. pirajai.
Apbs 24 h da administragdo da toxina, o niimero de neutréfilos permaneceu aumentado
principalmente na maior dose avaliada (100 pg), porém foi menor do que aquele observado

no tempo de 6 h.

- Caracterizacéo estrutural da metal oprotease BpirMP

A analise estrutural de toxinas permite compreender melhor a relagdo entre funcao
bioldgica e estrutura de tais moléculas, uma vez que estas proteinas assumem estruturas
tridimensionais ¢ diferentes dominios funcionais (SHIVELY; PAXTON; LEE, 1989).

A familia das metzincinas pode ser dividida em quatro subfamilias: astacinas,
adamalysinas (incluindo as SVMPs), matrixinas (incluindo colagenases ou metaloproteases de
matriz, MMP) e serralysinas (zinco-endopeptidases de bactérias). Estas familias estdo
relacionadas por partilharem caracteristicas estruturais semelhantes como: o sitio de ligagdo

ao zinco de sequéncia consenso altamente conservada HEbxHxbGbxHD (onde b: residuo
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hidrofobico volumoso, x: qualquer residuo), o residuo de metionina conservado, adjacente ao
sitio catalitico formando o Met-turn, e também por partilharem uma estrutura tridimensional
topologicamente semelhante, especialmente a regido de ligacdo do ion zinco (BODE et al.,
1993; GOMIS-RUTH et al., 1994a, b; STOCKER et al., 1995).

O nome metzincina se origina do residuo de metionina conservado na regido C-
terminal em relacdo ao motivo ligante de zinco, ¢ foi denominado de Met-turn, variando sua
posicdo na estrutura primdria, porém bem conservado na estrutura tridimensional. Ele est4
localizado sob a base piramidal dos trés residuos de histidina que coordenam o sitio catalitico.
Sua funcdo na estrutura ainda ndo estd bem clara, mas o Met-turn parece ser essencial para a
integridade estrutural do sitio ativo da molécula. A sequéncia consenso para a familia das
reprolisinas ¢ Cisteina-Isoleucina/Valina-Metionina (C-I/'V-M) (BODE et al., 1993;
STOCKER; BODE, 1995).

A classe P-I das SVMPs, ¢ a classe mais simples contendo apenas o dominio
metaloprotease, com massa molecular entre 20 e 30 kDa, contendo em média de 200 a 210
residuos de aminodcidos (TAKEDA; TAKEYA; IWANAGA, 2012). O sequenciamento da
metaloprotease identificou 187 residuos, obtendo-se a sequéncia consenso de ligacdo do ion
zinco (HELGHNLGMEHD), as posi¢cdoes dos residuos de histidina (141, 145, e 151)
cataliticamente importantes para o sitio catalitico, além do residuo de metionina adjacente ao
sitio de liga¢do do ion zinco. A combinagdo dos dados de caracterizacdo da molécula como a
massa molecular (23,1 kDa), a identificacio do dominio metaloprotease e o alinhamento
multiplo com outras metaloproteases de serpentes apresentando alto grau de identidade,
confirmam que a BpirMP ¢ uma metaloprotease da classe P-I.

O modelo da estrutura tridimensional da BpirMP foi construido utilizando técnicas
computacionais de modelagem molecular, utilizando a metaloprotease BmooMP-a de B.
moojeni (AKAO et al., 2010) como modelo. A molécula BmooMP-a foi escolhida por
partilhar 88% de identidade com a BpirMP indicando que a estrutura tridimensional escolhida
¢ um bom molde, devido ao fato que a modelagem molecular por homologia de proteinas esta
relacionada a porcentagem de identidade na qual o modelo ¢ baseado e estabelecer uma
correlacdo entre a similaridade estrutural e sequencial das duas proteinas (SANCHEZ et al.,
1997).

A geragdo do modelo tedrico da estrutura tridimensional da metaloprotease BpirMP s6
foi possivel utilizando um pequeno fragmento da sequéncia modelo BmooMP-a, para
completar a sequéncia da BpirMP, uma vez que ndo foi possivel obter a sequéncia completa

da molécula. A utilizacdo do fragmento pode ser justificada pelo fato de que este fragmento ¢
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conservado nas duas sequéncias, BmooMP-a ¢ BjussuMP-II, que apresentaram maior grau de
identidade com a BpirMP (LINGOTT et al., 2009; WALLNOEFER et al., 2010).

O ntmero de pontes dissulfeto varia dentro da familia das metzincinas, sendo uma
ponte dissulfeto altamente conservada (Cys117-Cys197) conectando os dois subdominios,
enquanto que uma variagdo no niumero de pontes dissulfeto ocorre no subdominio menor, na
por¢ao C-terminal da molécula. De acordo com as sequéncias de aminoacidos ja relatadas e
depositadas no banco de dados, a maioria das SVMPs possue de 5 a 7 residuos de cisteina
podendo formar até trés pontes dissulfeto (TAKEYA et al., 1989). A BpirMP possui cinco
residuos de cisteina confirmados pelo sequenciamento, indicando a formagao de duas pontes
dissulfeto e, por comparacao entre as sequéncias de aminoacidos da BpirMP com outras
metaloproteases da classe P-I, a molécula provavelmente possui um sexto residuo de cisteina,
na posicdo 180 que poderia participar na formagdo de uma terceira ponte dissulfeto. A
primeira ponte dissulfeto, conectando os dois subdominios, ¢ formada pelos residuos Cys116-
Cys196, e duas conexdes adicionais seriam Cys156-Cys180, Cys158-Cys163. As trés pontes
dissulfeto podem ser observadas no modelo teoérico gerado (Fig. 33). Outras metaloproteases
da classe P-I que tiveram suas estruturas terciarias resolvidas possuem trés pontes dissulfeto
como: BaP1 de B. asper (LINGOTT et al., 2009), Acutolisina A de A. acutus (GONG et al.,
1998) ¢ BmooMP-a de B. moojeni (AKAO et al., 2010), enquanto que Adamalysina II e
atrolysina C possuem duas pontes de dissulfeto: Cys117-Cys197 e Cys157-Cys164 (GOMIS-
RUTH et al., 1994; ZHANG et al., 1994).

Tem sido sugerido que a atividade proteolitica de SVMPs depende do estado de
protonacdo do ion zinco coordenado pelos residuos de histidina, e da capacidade de
polarizag@o do residuo de acido glutamico. Dessa forma, o residuo de 4cido glutamico (Glu)
conservado na posi¢do 143 (numeracdo de acordo com Adamalisina-II), desempenha um
papel importante no mecanismo de acdo das metaloproteases. Durante o primeiro passo da
reacdo de hidrdlise (adigcdo), a molécula de agua ¢ desprotonada, permitindo o ataque
nucleofilico ao atomo de carbono da ligacdo peptidica. Isso provoca uma reacdo intermediaria
e a protonacao do residuo de acido glutdmico. Durante a segunda etapa (eliminacao), o proton
¢ transferido para o N-terminal do substrato que sera clivado (LINGOTT et al., 2009). Na
molécula BmooMP-a, o ion zinco apresenta um nova e distorcida coordenagdo octaédrica
formada pelos 4tomos de histidinas e, adicionalmente, trés moléculas de solvente. Em outras
SVMPs tais como H2-proteinase, adamalysina-Il e acutolysina A, o ion zinco ¢
tetraedricamente coordenado pelos residuos de histidinas e apenas uma molécula de solvente,

143

que ¢ estruturalmente relacionada com o residuo Glu ™, que polariza moléculas de solvente
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antes do ataque nucleofilico a ligagao peptidica do substrato (AKAO et al., 2010). Em relagdo
a molécula BpirMP ndo ¢ possivel afirmar que apenas ou somente uma molécula de agua
participa da coordenacdo do ion zinco,uma vez que ndo foi possivel obter o cristal da
molécula.

SVMPs diferem significativamente na capacidade em induzir hemorragia. Apesar de
apresentarem atividade proteolitica semelhante sobre diversos substratos in vitro, algumas
destas enzimas sdo hemorragicas, enquanto outras ndo sdo. Anadlises estruturais de varias
SVMPs hemorragicas e ndo hemorragicas revelaram pequenas variagdes nas regides dos loops
em torno do sitio ativo. Esta regido varidvel contém em média 25 residuos de aminoacidos e ¢
interrompida pelo motivo estruturalmente conservado Met-turn. Watanabe e colaboradores
(2003) e de forma semelhante, Akao e colaboradores (2010) propuseram que o motivo
formado por este segmento pode estar envolvido na inducdo de hemorragia por
metaloproteases da classe P-1. Nesta hipdtese as metaloproteases ndo hemorragicas da classe
P-I apresentam residuos de aminoacidos com uma cadeia lateral maior, causando um
impedimento estérico, restringindo o reconhecimento e a interacdo com o substrato, enquanto
que nas metaloproteases da classe P-I hemorrdgicas, esses segmentos possuem residuos
polares menores permitindo a ligacdo e o reconhecimento do substrato no processo de inducao
de hemorragia.

Wallnoefer e colaboradores (2010) avaliaram por dindmica molecular quatro
estruturas de SVMPs da classe P-1, sendo duas hemorragicas (BaP1 de B. asper e acutolysin-
A de A. acutus) e duas ndo hemorragicas (leucurolysina - A de B. leucurus e H2-proteinase de
T. flavoviridis). As simulagdes mostram que apenas dois segmentos composo pelo residuos
156 a 165 e 167 a 175 exibiram diferencas relevantes. Enquanto as enzimas hemorragicas
apresentaram maior flexibilidade no primeiro loop (residuos 156-165), as SVMPs nao
hemorragicas possuem um loop mais dindmico no segmento 167-175. Os autores sugeriram
que a flexibilidade do loop 156-165 ¢ um pré-requisito para a ligacdo a diferentes
proteinas/alvos e, portanto, este segmento pode definir a especificidade das SVMPs. Em
relacdo ao segmento apos o Met-turn referente aos residuos nas posi¢des 167 a 177, ndo foi
observada nenhuma correlagdo direta entre a sequéncia de aminoacidos e a atividade
proteolitica. Tanto as metaloproteases hemorragicas como ndo hemorragicas possuem a
mesma sequéncia de aminoéacidos nas posi¢des 167, 169-172, 174-177. Os autores sugeriram
enfaticamente que essa variagdo na flexibilidade do loop € a responsavel pela diferente

especificidade de cada toxina por um substrato.
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O modelo gerado para a metaloprotease BpirMP apresentou seis (6) folhas § ao invés
de cinco (5) como descrito na literatura. Entretanto, modelos gerados para algumas
metaloproteases como a BmooMP-a (AKAO et al., 2010), Batroxase (CINTRA et al., 2012),
BjussuMP-II (MARCUSSI et al., 2007) também apresentam seis fitas f em seus modelos de
estrutura terciaria. As estruturas terciarias foram geradas pelo mesmo programa, Pymol
(DeLano, 2002), de forma que possa ser um artefato do programa utilizado (WALLNOEFER
et al., 2010).

Diversas metodologias existem para a avaliacdo da qualidade de uma estrutura, seja
ela determinada experimentalmente ou por modelagem por homologia. A analise do modelo
estrutural gerado foi efetuada com a utilizagao do software PROCHECK (LASKOWSKI et
al.,1993), que analisou a geometria global do modelo através do Diagrama de Ramachandran
(apresenta os angulos de ligacdo phi (¢) e psi (v) da cadeia principal, tais angulos sdo
referentes as ligagdes Ca-N e Ca-C) e o G-fator (verifica os angulos de ligacdo e a geometria
covalente de toda a proteina).

Segundo Ramachandran (RAMACHANDRAN et al., 1963) uma estrutura de boa
qualidade deve ter 90% ou mais de seus residuos nas regides mais favoraveis. As areas em
branco correspondem as regides onde existem os choques estereoquimicos na proteina. Estas
regides nao permitidas esterioquimicamente valem para todos os aminoacidos exceto a glicina
(Gly) que ¢ a Unica que ndo tem cadeia lateral e pode adotar os angulos de tor¢do ¢ e y em
todos os quadrantes do diagrama de Ramachandran. As éreas vermelhas correspondem a
conformag¢ao onde ndo ha nenhum choque estereoquimico, ou seja, sdo as regides permitidas e
onde se encontram as hélices-a e folhas-B. As areas em amarelo escuro e claro mostram
regides limitantes, com angulos favordveis ou permitidos, respectivamente.

O G-factor global ¢ uma medida da qualidade estereoquimica da estrutura como um
todo. O valor ideal deste fator deve ser acima de -0,5. Valores no intervalo de -0,5 a -1,0
determinam a existéncia de residuos na proteina que devem ser investigados e, valores abaixo
de -1,0 indicam que os modelos apresentam qualidade estereoquimica ruim e devem ser
investigados. O G-factor global ¢ a melhor medida da qualidade estereoquimica total de uma
molécula, pois representa a média de todos os G-factor obtidos para cada aminoacido da

estrutura. O G-factor global para o modelo da BpirMP ¢ de 0,04.
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- Andlise protedmica da pegonha de B. pirajai

Apesar de as peconhas de serpente serem misturas complexas podendo apresentar
mais de 100 componentes, seus constituintes proteicos estdo distribuidos em apenas algumas
familias como metaloproteases, serinoproteases, fosfolipases A, (PLA;s), L-aminoéacido
oxidases, desintegrinas e lectinas do tipo-C (CALVETE; JUAREZ; SANZ, 2007). A analise
protedmica vem sendo bastante utilizada para determinar a distribui¢do destas diferentes
familias de proteinas em diferentes peconhas de serpentes.

Muito poucas informagdes bioquimicas, farmacologicas e clinicas estdo disponiveis
para a pegonha da espécie B. pirajai. Estudos prévios relataram a pegonha desta espécie como
proteolitica e miotoxica (QUEIROZ et al., 2008; COSTA et al., 1999; MANCUSO et al.,
1995), porém até o momento nenhum estudo mais elaborado sobre as caracteristicas desta
peconha foram relatados. A espécie B. pirajai ocorre em uma regido de intensa exploracao
agricola, e nesses locais, as florestas encontram-se bastante fragmentadas e reduzidas
deixando essa espécie vulneravel e susceptivel a extincio (AMARAL, 1923; ARGOLO,
2004; FREITAS, 1999).

No presente trabalho realizamos a caracterizagdo protedmica inicial da peconha bruta
de B. pirgjai. Inicialmente a pegonha foi fracionada em HPLC de fase reversa, e as fracdes
resultantes analisadas por SDS-PAGE 15%. A composicao da peconha apresentou elevado
conteudo de fosfolipases A, (40,2%) e metaloproteases (20,7%) semelhantemente ao descrito
para outras peconhas do género Bothrops (OHLER et al., 2009; CALVETE et al., 2009).
Estes resultados do proteoma sdo complementados pelos estudos de isolamento de toxinas da
peconha de B. pirajai, uma vez que varias fosfolipases A, foram isoladas ¢ descritas a partir
desta peconha, tais como: a BpirPLA2-I (TEIXEIRA et al., 2011) e as Piratoxinas-I, II e III
(MANCUSO et al., 1995; TOYAMA, 1995; LEE et al., 1999). Além das fosfolipases A,
também ja foram isoladas da pegonha de B. pirajai uma lectina tipo-C denominada BPL
(HAVT et al., 2005) e uma L-aminoacido oxidase (BpirLAAO-I) (IZIDORO et al., 2006),
além de duas serinoproteases com pronunciadas diferengas funcionais e estruturais, incluindo
diferentes sequéncias de aminoécidos e taxas de glicosilagdo (MENALDO et al., 2012). O
baixo rendimento descrito por Menaldo e colaboradores (2012) para estas serinoproteases (em
torno de 0,5% para cada) é coerente com o observado pelo proteoma de B. pirajai, no qual a
classe das serinoproteases corresponde a apenas 7,1% do total da composig¢do proteica da

peconha. Semelhantemente a pegonha de B. pirgjai, as peconhas de B. colombienses
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(CALVETE et al., 2009) e B. asper (ALAPE-GIRON et al., 2008) também apresentaram
baixo contetido de serinoproteases em suas composigoes.

A anélise protedomica de diferentes peconhas de serpentes de diferentes géneros da
Europa, Asia, Africa, América Central e Brasil demonstrou que as SVMPs ¢ um dos
principais componentes das pegonhas, variando entre 11 a 65% do total de proteinas
(CALVETE et al., 2007a). Os resultados apresentados para a pegonha de B. pirgjai sdo
semelhantes aos descritos na literatura uma vez que cerca de 20% da composi¢ao de proteina
sdo de SVMPs. Ohler e colaboradores (2009) relataram o proteoma da peconha da serpente R.
alternatus (anteriormente B. alternatus). A caracterizagdo da pegonha identificou mais de 100
componentes com massas moleculares entre 1 e 100 kDa, distribuidos em seis familias:
fosfolipases A,, serinoproteases, L-aminoacido oxidases, desintegrinas, inibidores de
trombina e SVMPs, com o predominio de metaloproteases da classe P-III (OHLER et al.,
2009). Um dado interessante obtido a partir da analise protedmica da pegonha de B. pirajai
esta relacinado a fragao 25 (figura 37) que ¢ representada por SVMPs da classe P-I, na qual a
banda 25b corresponde a aproximadamente 50% de todo o conteudo de SVMP da peconha. A
metaloprotease BpirMP possui massa molecular semelhante a banda 25b e também o mesmo
tempo de reten¢do quando analisada nas mesmas condigdes empregadas para o fracionamento
da peconha bruta. Dessa forma, podemos sugerir que a BpirMP corresponde a banda 25b.
Entretanto ¢ necessario ressaltar que a abundancia obtida para essa banda (25b) sugere a
presenga de isoformas na mesma faixa de massa que a BpirMP e corroborada por: (i) o
rendimento obtido para a BpirMP foi ao redor de 3%, (ii) a banda 25b abrange uma pequena
faixa de massa molecular ao redor de 20 a 25 kDa, (ii1) varios autores ja descreveram o
isolamento de isoformas de uma mesma peconha, que apresentam similariadades estruturais
(Mr, pI) mas, diferem nos efeitos fisiologicos induzidos (BAZAA et al., 2005; CALVETE et
al., 2003).

A analise da pegonha de B. colombiensis foi realizada por Calvete ¢ colaboradores
(2009). Os autores reportaram que os componentes da pegonha estdo distribuidos em oito
familias de proteinas, sendo quatro familias predominantes: SVMPs, LAAOs, serinoproteases
e PLAjs. Cerca de 40% dos componentes da pegonha sdo de fosfolipases A;, L-aminoacido
oxidases corresponde a 5,7% e apenas 1% dos componentes sdo serinoproteases. As
metaloproteases correspondem a 42% da composi¢do da peconha, sendo que 11,3% das
SVMPs identificadas pertencem a classe P-III. Além das familias descritas acima, os autores
foram capazes de identificar outros componentes como desintegrinas, peptideo potenciadores

de bradicinina e CRISP (CALVETE et al., 2009).
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A pegonha de B. insularis também foi caracterizada em relagdo aos seus componentes
por Valente e colaboradores (2009). Semelhante ao descrito para a pegonha de B.
colombienses, quatro familias de proteinas predominaram na pegonha de B. insularis, sendo
elas: metaloproteases, fosfolipases A, lectinas do tipo-C e serinoproteases (VALENTE et al.,
2009).

Alape-Giron e colaboradores (2008) utilizaram a combinagdo de técnicas de
fracionamento por HPLC seguido por caracterizagdo das fragdes por SDS-PAGE,
sequenciamento N-terminal e “mass fingerprint” para comparar as peconhas de B.asper de
duas regides diferentes: Caribe e Pacifico da Costa Rica. Os autores concluiram que as
peconhas das duas populagdes de B. asper partilham em torno de 50% de similaridade,
compartilhando tanto enzimas idénticas como isoformas de PLA,, metaloproteases e
serinoproteases. A peconha das serpentes provenientes da regido Caribenha apresentou
elevado conteudo de SVMPs, cerca 40%, (no qual 32% sdo da classe P-I e 8% da classe P-
I11), 28% de PLAs e 18% de serinoproteases, enquanto que a peconha das serpentes da regido
do Pacifico apresentaram maior conteiido de PLAs (45%) e metaloproteases 44% (30% da
classe P-I) e apenas 5% do contetdo sendo de serinoproteases (ALAPE-GIRON et al., 2008).

Takashima e colaboradores (2008) realizaram um estudo comparando as pegonhas de
B. cotiara e B. fonsecai. As pegonhas foram fracionadas em HPLC de fase reversa, seguido
por caracterizagdo das fragdes por SDS-PAGE, sequenciamento N-terminal e MALDI-TOF
“mass fingerprinting”. Os autores identificaram cerca de 30 proteinas distribuidas em oito
familias na pegonha de B. cotiara e nove familias para a peconha de B. fonsecai. Ambas as
peconhas apresentaram desintegrinas, metaloproteases, serinoproteases, L-aminoacido
oxidases, lectinas tipo-C, NGF, CRISP e fragmentos desintegrina-like/rico em cisteina (DC).
A diferenca relevante entre as duas peconhas estd no fato que a pegonha de B. fonsecai
apresenta alto conteudo de fosfolipases A,, enquanto que esta familia de proteinas ndo foi
identificada na pegonha de B. cotiara (TAKASHIMA et al., 2008).

Os resultados apresentados sugerem que a BpirMP ¢ uma proteina que participa do
processo inflamatorio decorrente do envenenamento por serpentes B. pirajai além de atuar
sobre o sistema hemostatico exibindo atividade trombolitica, sugerindo que a BpirMP ¢ uma
molécula promissora para o desenvolvimento de novos farmacos para o tratamento de
distirbios da coagulacdo sanguinea, semelhante ao descrito para a Fibrolase/alfimeprase

(GUAL et al., 1991; DEITCHER; TOOMBS, 2005).
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6. CONCLUSOES

O presente trabalho apresentou resultados importantes relacionados as caracteristicas
bioquimicas, estruturais e funcionais de uma metaloprotease da classe P-I isolada da pegonha
de Botrops pirajai. Os resultados apresentados acrescentam informagdes relevantes que
poderdo melhorar a compreensdo da relacdo entre estrutura e efeitos bioldgicos para essa
classe de toxina considerada uma das principais responsaveis pelos efeitos locais decorrentes

do acidente ofidico. Os resultados obtidos demonstram que:

. A BpirMP ¢ uma metaloprotease da classe P-I com massa molecular de 23,0 kDa, de
cadeia unica como apresentado na SDS-PAGE.

. E uma enzima capaz de degradar as cadeias Aa e BB do fibrinogénio nio apresentando
atividade sobre a cadeia .

. A metaloprotease degradou coagulos de fibrina e trombos in vitro, além de ser incapaz
de coagular o plasma.

. A BpirMP ¢ uma enzima relativamente estavel frente a variagdes de temperatura e pH,
apresentando reducao significativa da sua atividade proteolitica em temperaturas superiores a
60 °C e pHs acidos (pHs 3,0 ¢ 4,5).

. A atividade proteolitica da metaloprotease foi significativamente reduzida na presenga
de agentes quelantes como EDTA, EGTA e 1,10-Fenantrolina e também na presenga de
agentes redutores (P-mercaptoetanol e DTT) confirmando a importancia da estrutura
tridimensional para a atividade catalitica da molécula. Na presenca de inibidores especificos
para serinoproteases (benzamidina, leupeptina e aprotina) ndo ocorreu alteracdes na atividade
proteolitica da enzima.

. A BpirMP ¢ uma metaloprotease fracamente hemorragica com DHM de 50 pg.

. A metaloprotease BpirMP ¢é capaz de degradar componentes da MB tanto in vitro
como in vivo, com diferente especificidade em relagdo aos diferentes componentes da MB. A
atividade da enzima mostrou-se mais evidente sobre a laminina, fibronectina e nidogénio em
relacdo ao colageno tipo IV, principalmente quando comparada a atividade da metaloprotease
BaP1. Dessa forma, o baixo potencial hemorragico da toxina deve estar relacionado a sua
baixa atividade proteolitica sobre o colageno tipo I'V.

. Os resultados obtidos sugerem que a BpirMP participa ativamente da resposta

inflamatoria decorrente do envenenamento, induzindo a formagdo de edema de pata em ratos
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mediado principalmente por metabdlitos do acido araquidonico via ciclooxigenases € aminas
biogénicas, como a histamina.

. Além do edema, a BpirMP reduziu significativamente o limiar nociceptivo dos
animais.

. Ademais, a BpirMP induziu a migragdo de leucoticos para a cavidade peritoneal de
camundongos.

. BpirMP ¢ capaz de induzir lesio moderada em diferentes tecidos (muscular, renal,
cardiaco, esplénico e pulmonar) visualisados pela analise histologica.

. O mecanismo pelo qual a BpirMP induz os efeitos patologicos locais ndo estd
totalmente esclarecido, sugerindo um mecanismo indireto, talvez pela acdo sobre os
componentes da membrana basal dificultando a regeneracao tecidual apos a lesdo decorrente
do envenenamento.

. A sequéncia parcial de aminoacidos e a estrutura tridimensional da BpirMP apresentou
alta identidade com outras metaloproteases do género Bothrops. A molécula possui os
residuos de histidina do sitio ativo, altamente conservados, além da sequéncia consenso

HELGHNLGMEH e o Met-turn (CVM) adjacente ao sitio catalitico.

O conhecimento da composicao proteica das peconhas, assim como o papel de seus
diversos componentes durante o envenenamento, auxilia no desenvolvimento de tratamentos
mais especificos e eficazes de vitimas de acidentes ofidicos. A metaloprotease BpirMP
mostrou-se fracamente hemorragica porém ativa sobre fatores da coagulagdo sanguinea como
a fibrina, degradando coagulos de sangue in vitro, sugerindo uma potencial aplica¢do desta
toxina para o tratamento de desordens da coagulacao e como modelo para o desenvolvimento
de novos farmacos tromboliticos. Assim, o isolamento e a ampla caracterizacdo funcional e
estrutural de metaloproteases tornam-se importantes ferramentas para novos estudos sobre as

SVMPs e suas possiveis aplicagdes terapéuticas e biotecnologicas.
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