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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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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).



6
Introducao

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
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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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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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