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RESUMO

OLIVEIRA, A. K. Analise dos elementos estruturais de metaloproteina ses das
classes P-I e P-lll do veneno de Bothrops jararaca importantes para suas

interacbes com proteinas plasmaticas e da matriz ex tracelular. 130 f.
Dissertacdo (Mestrado em Biotecnologia) - Instituto de Ciéncias Biomédicas,
Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo, 2009.

A hemorragia local, desencadeada por metaloproteinases presentes nos venenos de
serpentes, é uma das caracteristicas mais importantes do envenenamento. Diversos
trabalhos tém mostrado que ha uma interacao especifica entre as metaloproteinases
e seus substratos, sejam estes proteinas relacionadas com a hemostasia ou
proteinas da matriz extracelular. O que ainda nédo esta claro € o modo como estas
proteinases interagem com cada substrato e de que forma a protedlise esti
relacionada com a hemorragia local observada. Para melhor entender a importancia
dos elementos estruturais destas proteinases na interacdo com seus substratos
protéicos, realizamos um estudo comparativo com metaloproteinases do veneno da
Bothrops jararaca. Para isso isolamos uma nova proteinase da classe P-I, que
possui apenas o dominio catalitico e ndo causa hemorragia com doses de até 20 ug,
denominada BJ-PI; duas metaloproteinases ja caracterizadas da classe P-lll, HF3 e
bothropasina, que causam hemorragia local com diferentes doses minimas
hemorragicas, e que possuem, além do dominio catalitico, os dominios tipo-
disintegrina e rico em cisteinas (DC); e ainda uma proteina composta pelos dominios
DC gerada pela autolise de metaloproteinases no veneno. A comparacdo da
atividade proteolitica destas proteinases sobre a caseina e sobre o fibrinogénio
mostrou que a bothropasina e a BJ-PI tém altas atividades especificas sobre esses
substratos, enquanto que o HF3 €& muito menos ativo. Contudo, em ensaios de
ligacdo em fase solida o HF3 e a bothropasina ligaram-se de forma dose-
dependente e em concentragcbes semelhantes ao fibrinogénio, fibronectina e ao
colageno VI; ao colageno | e a laminina estas proteinases também se ligaram,
porém com afinidades diferentes. A proteina DC se ligou aos colagenos | e VI, ainda
que em concentracdes maiores do que as proteinases da classe P-Ill, mas nédo a

fibronectina. Nos ensaios com a BJ-PI n&o foi detectada sua interagdo com nenhum



dos substratos testados. Para avaliacdo do papel de carboidratos presentes nas
estruturas das proteinases, estas foram submetidas a N-deglicosilacdo em
condicbes ndo desnaturantes. O HF3 foi parcialmente deglicosilado, o que levou a
perda parcial de suas atividades hemorragica e fibrinogenolitica, enquanto que a
bothropasina e a BJ-Pl perderam sua integridade estrutural e atividade enzimatica.
Em ensaios de ressonancia plasmoénica de superficie, onde foram imobilizados
colageno | e VI, o HF3 deglicosilado ligou-se com maior afinidade aos substratos
quando comparado com a proteinase nativa, diferentemente da bothropasina
deglicosilada que interagiu com afinidade reduzida. Em conjunto, estes resultados
sugerem que as por¢cOes glicosidicas presentes nas metaloproteinases sao
importantes para manter sua integridade estrutural, além de estarem envolvidas nas
interacbes com seus substratos. Ainda, os dominios ndo cataliticos do HF3 e da
bothropasina devem estar envolvidos no direcionamento destas proteinases aos
seus alvos protéicos in vivo, em contraste com a BJ-PI que ndo apresenta atividade
hemorragica, e ndo mostrou interacdo com nenhum substrato testado, apesar de

apresentar atividade proteolitica sobre varios substratos in vitro.

Palavras-chave: Serpentes. Veneno. Metaloproteinases. Matriz extracelular.
Plasma. Hemorragia.



ABSTRACT

OLIVEIRA, A. K. Analysis of the structural requirements for the in teraction of P-I

and P-Ill class metalloproteinases from  Bothrops jararaca venom with plasma

and extracellular matrix proteins. 130 f. Master thesis (Biotechnology) - Instituto de
Ciéncias Biomédicas, Universidade de Séao Paulo, Sado Paulo, 20009.

Local hemorrhage induced by snake venom metalloproteinases is one of the main
features of viperid envenoming. Many studies have shown the specific interaction of
metalloproteinases and proteins of the hemostatic system and of the extracellular
matrix. However, the mechanisms of interaction between venom metalloproteinases
and their natural substrates and the correlation between proteolysis and hemorrhage
are not completely understood. In order to better understand the structural
requirements for the interaction of venom metalloproteinases and their substrates we
carried out a comparative study of Bothrops jararaca venom enzymes. For this
purpose we isolated a new P-I class metalloproteinase, named BJ-PI, which contains
only the catalytic domain and is devoid of hemorrhagic activity with doses of up to 20
Mg; HF3 and bothropasin are hemorrhagic metalloproteinases that contain catalytic,
disintegrin-like and cysteine-rich domains (DC); and a protein generated by the
autolysis of metalloproteinases in the venom and composed of the DC domains.
Bothropasin and BJ-PI showed high specific caseinolytic and fibrinogenolytic
activities while HF3 was rather weakly active upon these proteins. However, solid-
phase binding assays showed the binding of HF3 and bothropasin to fibrinogen,
fibronectin and collagen VI in a dose-dependent fashion and at similar
concentrations. These proteinases also bound to collagen | and laminin however with
different affinity levels. Although at higher concentrations, the DC protein showed
interaction to collagens | and VI, but it did not interact with fibronectin. On the other
hand, BJ-PI did not show interaction to any of the tested substrates. We next
evaluated the role of the carbohydrate moiety in the structure and activity of the
proteinases by submitting the proteins to N-deglycosylation under non-denaturating
conditions. The partial deglycosylation of HF3 caused loss of part of its hemorrhagic
and fibrinogenolytic activities. However, deglycosylated bothropasin and BJ-PI lost

both structural integrity and proteolytic activities. Moreover, in surface plasmon



resonance assays partially deglycosylated HF3 bound with higher affinity to
immobilized collagens | and VI than the native protein, while deglycosylated
bothropasin interacted with the collagens with much lower affinity. Taken together,
these results suggest that the carbohydrate moiety of venom metalloproteinases play
an important role in the maintenance of their structural integrity, and are involved in
the interaction with their substrates. Furthermore, the non-catalytic domains of HF3
and bothropasin likely function to target these toxins to key substrates in vivo. In
contrast, BJ-PI, which does not contain non-catalytic domains, is highly caseinolytic
but not hemorrhagic, and did not show any detectable interaction to its in vitro

substrates.

Key words: Snake. Venom. Metalloproteinase. Extracellular matrix. Plasma.
Hemorrhage.
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1 INTRODUCAO

A principal fungdo dos venenos de serpentes € a paralisagdo e digestdo da
presa. As enzimas presentes no veneno dao inicio a digestdo dos tecidos e a morte
da presa é devida as falhas respiratorias ou circulatérias causadas por varias
neurotoxinas, cardiotoxinas, enzimas coagulantes e outros componentes que agem
isoladamente ou em sinergia. Deste modo, 0s venenos contém substancias
destinadas a afetar processos vitais, atuando nos sistemas cardiovascular, nervoso,
locomotor, hemostatico, e interferem na migracdo e sinalizacdo celular e na
permeabilidade de membranas (KARLSSON, 1979).

Os sintomas do envenenamento por serpentes viperideas dependem da
complexidade do veneno e da quantidade inoculada, e em geral, sdo caracterizados
por um importante efeito local, incluindo edema inflamatoério, dor, hemorragia e
necrose tecidual, com evolucéo rapida, e que, muitas vezes podem deixar sequielas
(GUTIERREZ e LOMONTE, 1989); no envenenamento podem também ocorrer
alteracdes sistémicas como hemorragia em oOrgdos distantes da leséo inicial,
(coracdo, pulméo, rins e cérebro), agregacdo de plaguetas, coagulacao
intravascular, hipotensdo, insuficiéncia respiratéria e choque, levando algumas
vezes ao obito (BJARNASON e FOX, 1988; RIBEIRO et al., 1998).

A intensa hemorragia local € uma das principais caracteristicas do
envenenamento, e que em casos graves, pode chegar a ser sisttmica (OUYANG et
al., 1992; BJARNASON e FOX, 1995; KAMIGUTI et al., 1996). Os venenos de
serpentes viperideas sdo ricos em toxinas hemorragicas, caracterizadas como
metaloproteinases que contém zinco no sitio ativo (BJARNASON e FOX, 1995).

Considerando a grande quantidade de metaloproteinases que compdem 0s
venenos de serpentes, principalmente o da B. jararaca, que contem cerca de 50%
de metaloproteinase, segundo andlises transcriptbmica e protebmica (FOX e
SERRANO, 2008a), elucidar os mecanismos envolvidos na geracao de hemorragia
por estas enzimas contribuiria, ndo s6 na assisténcia as vitimas de envenenamento,
como também na compreensdo dos mecanismos de interacdo entre
metaloproteinases de mamiferos e seus substratos em condi¢des fisiologicas e

patoldgicas.
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1.1 Enzimas Proteoliticas

Antigamente as enzimas proteoliticas, endoproteinases ou peptidases eram
classificadas de acordo com sua especificidade pelo substrato, carga e peso
molecular. Atualmente este sistema de classificacdo est4 baseado na comparacao
do mecanismo de catalise, nos residuos envolvidos na catalise e na estrutura
tridimensional da proteina. De acordo com os residuos peptidicos envolvidos na
catélise, as enzimas proteoliticas sdo agrupadas em familias: serinoproteinases,
cisteinoproteinases, aspartilproteinases, treoninoproteinases, glutamilproteinases,
metaloproteinases e ainda encontramos um grupo de proteinases onde os residuos
envolvidos na catalise sdo desconhecidos (BARRETT et al., 1998; RAWLINGS et al.,
2008).

Estas familias sdo subdivididas em clas de acordo com sua origem evolutiva,
estrutura terciaria, ou ainda pela presenca de seqiéncias conservadas proximas ao
sitio catalitico. Estes clds sao representados por letras, sendo que a primeira
representa o tipo de catalisador (BARRETT et al., 1998; RAWLINGS et al., 2008). Ao
cla MA pertencem as familias das astacinas, serralisinas, matrixinas e
adamalisinas/reprolisinas, entre outras (figura 1).

As subfamilias M10A e M12B, que pertencem ao cla MA, apresentam
sequéncia consenso estendida H-E-X-X-H-X-X-G-X-X-H....M, em que o X
representa qualquer residuo de aminoacido, as trés histidinas sdo ligantes do atomo
de zinco, e o acido glutdmico, tém funcdo catalitica (BARRETT et al., 1998;
RAWLINGS et al., 2008). O residuo M (metionina) € um residuo conservado distante
do motif de ligagdo do &tomo de zinco, e faz parte do Met-turn formado pela
sequéncia C(I/V)M, onde a metionina forma uma base hidrofébica para o atomo de
zinco e os trés residuos de histidina do sitio catalitico (BODE et al., 1993; STOCKER
e BODE, 1995).

As enzimas proteoliticas das subfamilias M10A e M12B sao sintetizadas
como pré-enzimas inativas (zimogénio); estas enzimas possuem uma sequéncia
consenso conservada, PRCG(V/IN)PD e PKMCGVT, respectivamente, que se
encontram no pro-dominio, localizada cerca de vinte posi¢coes antes do residuo N-
terminal do dominio catalitico. A cisteina desta sequéncia interage com o atomo de

zinco, impedindo a ligacdo de uma molécula de 4gua ou de um substrato ao sitio
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ativo, inibindo a fungéo proteolitica da enzima; este mecanismo é conhecido como
“cysteine-switch” (GRAMS et al., 1993; BODE, et al. 1993). Ap0s a definicdo de
estrutura cristalografica da VAP1 (Vascular Apoptosis-Inducing Protein 1), uma
metaloproteinase homodimérica da classe P-llic do veneno de Crotalus atrox, foram
determinados, além do sitio de ligagdo do &tomo de zinco, trés sitios de ligagédo para
fons Ca2" na molécula (TAKEDA et al., 2006).

Familias de proteinases

Serino- Aspartil- Metalo - Treonino- Cisteino- Glutamil-
proteinases proteinases proteinases proteinases proteinases proteinases

Sub-cla MA(E)

(Gluzincinas) Cla MA

Sub-cla MA(M)
(Metzincinas)

M10B M10A M12A M12B
Serralisinas Matrixinas Astacinas Adamalisinas
MMPs Metaloproteinases
de venenos de
MT_M M PS Serpentes
Matrilisinas ADAMs

Colagenases
ADAMTSs

Gelatinases

Figura 1. Esquema de classificacdo das enzimas proteoliticas, com destaque para algumas familias
de metaloproteinases.

FONTE: Adaptado Rawlings et al., (2008).
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A familia das adamalisinas, também conhecidas como reprolisinas, é
composta por proteinas modulares que possuem alguns dominios homoélogos entre
si, como o dominio catalitico, o tipo disintegrina e o rico em cisteinas, e é formada
pelas ADAMs (a disintegrin and metalloproteinase), as ADAMTSs (a disintegrin and
metalloproteinase with thrombospondin motifs) que sdo expressas em mamiferos, e
as metaloproteinases de veneno de serpentes. O termo reprolisina foi introduzido
por Bjarnason e Fox (1995) para designar as metaloproteinases que pertencem a
sub-familia M12B da familia M12A (astacina), formada por proteinases que sdo mais
parecidas entre si do que com os membros da familia astacina propriamente dita. A
palavra reprolisina reflete o fato de que muitos dos trabalhos sobre estas enzimas
foram feitos com enzimas isoladas de venenos de serpentes (réptil), embora alguns

dos membros dessa familia sejam proteinas do tecido repro dutivo.

1.2 ADAMs e ADAMTSs

As ADAMs formam uma familia de proteinases transmembranicas, de
estrutura modular caracterizada pela presenca dos dominios catalitico, disintegrina,
rico em cisteinas, EGF (fator de crescimento epidérmico) , transmembranico e
citoplasmatico (figura 2). A esta familia pertence um grupo de proteinas de superficie
celular, que combinam tanto a caracteristica de molécula de adesédo de superficie
celular como também de proteinase (WOLFSBERG e WHITE, 1996). Estas
proteinases desempenham importante papel em diversos processos fisiolégicos
como: inflamacdo, mitogénese, angiogénese, reproducdo, protedlise, adeséo,
sinalizacdo (ANDREWS e BERNDT, 2000), e modula processos bioldgicos tais como
migracao e crescimento celular (ALFANDARI et al., 2001).

A fertilizacdo do oOvulo pelo espermatozoide € iniciada pela unido de duas
células e a fusdo de suas membranas. As ADAMs 1 e 2 (originalmente chamadas de
fertilina a e ) estdo envolvidas neste processo (SEALS e COURTNEIDGE, 2003).
Durante a maturacdo do esperma no testiculo e no epididimo, as ADAMs 1 e 2 sé@o
processadas proteoliticamente e seus pro-dominios e dominios cataliticos

removidos, resultando em uma ADAM heterodimérica com o dominio tipo
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disintegrina na porcdo N-terminal em ambas subunidades. Ha indicios de que o
dominio tipo disintegrina da ADAM2 interage com a integrina agf3; (receptor para os
espermatozoides, presente nos o6vulos) (SCHLONDORFF e BLOBEL, 1999). A
ADAM 3 também esta envolvida em processos de fertilizacdo; esta proteinase esta
presente na superficie da membrana dos espermatozoéides (NISHIMURA et al.,
2001), assim como as ADAMs 5 e 7, que também estdo envolvidas na fertilizacao
(KIM et al., 2006).

As células tém a capacidade de modificar a superficie plasmatica, tanto no
desenvolvimento quanto na maturidade celular, regulando varias funcdes. As
citocinas ancoradas na membrana, fatores de crescimento, receptores, moléculas de
adesdo e enzimas sdo clivados e liberados das membranas plasmaticas por varias
proteinases, denominadas sheddases ou secretases (HOOPER et al., 1997).
Algumas destas sheddases podem ser ADAMs, como a ADAM17, que libera o fator
de necrose tumoral TNF-a (BLACK et al., 1997).

Em processos inflamatorios ocorre a liberacdo do fator de necrose tumoral
(TNF-a), que é sintetizado como proteina de membrana ancorada (~26 kDa) de
onde o dominio extracelular ativo (17 kDa) é liberado proteoliticamente por uma
enzima conversora de TNF-a (TACE ou ADAML17); este € um dos fenbmenos de
shedding mais estudado. A TACE ja foi purificada e clonada de mondcitos de baco
de boi, de porco e do homem. Uma série de estudos demonstrou a funcdo sheddase
das ADAMs (ADAM9 e ADAM17) (IZUMI et al., 1998; MOSS et al., 1997).

As ADAMTSs sao proteinases formadas por seis dominios: pré-, catalitico,
tipo disintegrina, trombospondina (TSP) tipo |, rico em cisteinas, regido espacadora,
e um numero variavel de submotifs TSP tipo | na regido C-terminal (figura 2).
Algumas ADAMTSs também apresentam alguns dominios especiais como PLAC e
CUB (FOX e SERRANO, 2005). Uma importante diferenca entre as ADAMs e as
ADAMTSs ¢ a localizacdo no tecido, as ADAMs séo proteinas transmembranicas e
enquanto as ADAMTSs séao solaveis.

As ADAMTSs tém atividades biol6gicas em diversos processos, tais como: o
processamento do pré-colageno (N-proteinase); degradacdo de proteoglicanos da
matriz (agrecano, versicano e brevicano); inibicdo da angiogénese; coagulacao
sanguinea, fertilidade e inflamacédo (PORTER et al, 2005). Estas proteinases foram

encontradas tanto em mamiferos quanto em invertebrados. Em humanos ja foram
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descritos 19 genes para ADAMTS, além de trés membros de uma subfamilia
chamada ADAMTSL (ADAMTS-like), que possui alguns dominios iguais aos das
ADAMTSs (PORTER et al, 2005).

As ADAMTS 2, 3 e 14 sao N-proteinases envolvidas na remoc¢ao dos pro-
peptideos da regido N-terminal dos colagenos (COLIGE et al., 1995; FERNANDES
et al., 2001; WANG et al., 2003). As ADAMTS 1, 4 e 5 sao responsaveis pela
degradacdo do agrecano, um dos maiores proteoglicanos de cartilagem e
possivelmente associado com algumas formas de artrite (TORTORELLA et al.,
2001). A ADAMTS 13 tem um importante papel na hemostasia modulando o
tamanho dos multimeros do fator von Willebrand (VWF), uma glicoproteina
multimérica presente no plasma e envolvida na agregacéao plaquetaria (SOEJIMA et
al., 2001). A deficiencia de ADAMTS 13 causa um disturbio patolégico conhecido
como purpura trombocitopénica tromboética (PTT); os grandes multimeros do fator
von Willebrand induziriam a agregacdo plaguetaria formando pequenos coagulos
sangiineos, levando a uma reducdo acentuada da quantidade de plaquetas e de

eritrocitos no plasma (LEVY et al.,2001).

= S ADAM 1,7, 8,10, 12,15
EEEETTEEE— ADAM 2, 3
EEEsseeIEEEnnn—— . o ADAMTS-1, 15
e " T | ADAMTS-4
[Eessss e ] gt A ADAMTS-28, 3, 14
Es—————GGSS——————— (S ADAMTE-5M1, BA TA B
e— - [N | " sk ADAMTS-BB, 10, 17,19
s T ek, ADAMTS-TR, 12
= | ST ADAMTS-13
e —— e ADAMTS-16, 18
T T B R S O T = ADAMTS-GE, 20/
SIGNAL PEFTIDE & EGF DOMAIN
I PRO DOMAIN & TRAMSMEMBRANE DOMAIN
I M ETALLOPROTEIMNASE DOMAIN CYTOPLASMATIC DOMAIN
mmmmm DISINTEGRIN DOMAIN % THROMBOSPONDIN TYPE REPEAT
e Y STEINE-RICH DOMAIN UNIQUE DOMAIN
SPACER DOMAIN <. PLAC DOMAIN
CUB DOMAIN
LINIGUE DOMAIN

Figura 2. Estrutura esquematica dos dominios das ADAMs e ADAMTSs.
FONTE: Fox e Serrano, (2005).
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1.3 Metaloproteinases de venenos de serpentes

A partir de 1990, com a determinacédo das primeiras sequéncias de cDNA de
algumas metaloproteinases de venenos, foi possivel realizar uma classificacdo
estrutural detalhada (FOX e SERRANO, 2009). Essencialmente observaram-se
diferencas de tamanho entre elas e a presenca de diferentes dominios estruturais
(BJARNASON e FOX, 1995).

As metaloproteinases de venenos foram entdo organizadas de acordo com
seus dominios estruturais em quatro classes basicas: P-lI, P-ll, P-lll e P-l1V,
baseando-se na sequéncia de aminoacidos e N-I, N-1I, N-1ll, e N-IV, de acordo com
as sequéncias de seus cDNAs (BJARNASON e FOX, 1995).

Recentemente uma nova classificagcdo foi proposta baseando-se nas
caracteristicas dos precursores das metaloproteinases de venenos, bem como nos
produtos gerados a partir desses precursores apos modificacbes pos-traducionais
durante o processo de sintese. Nesta classificacdo a classe P-IV foi incorporada na
classe P-llid, considerando-se que, até agora, nenhum precursor especifico
contendo todos os dominios presentes nessas proteinases (catalitico, tipo-
disintegrina, rico em cisteinas e tipo-lectina) foi descrito, indicando que as
proteinases que apresentam essa estrutura sdo geradas por modificacdes pos-
traducionais de um precursor da classe P-llI (figura 3) (FOX e SERRANO, 2008b).

A biossintese dos venenos de serpentes ocorre em glandulas especializadas,
onde a maioria das proteinas secretadas € sintetizada no citoplasma de células
secretoras. Estas proteinas sdo transferidas para o reticulo endoplasmatico rugoso,
onde perdem o peptideo sinal e assumem sua forma protéica através da formacéao
de pontes de dissulfeto, glicosilagbes e multimerizagcdes, como a dimerizacado de
disintegrinas (P-11d/P-lle) e adigcdo de dominios tipo-lectina (P-11ld). No complexo de
Golgi estas proteinas séo transportadas em vesiculas até o lumen das glandulas
secretoras (WARSHAWSKY et al.,, 1973; FOX e SERRANO, 2008b), onde a
acidificacdo do meio, a presenca de citrato (ODELL et al., 1998) e de um tripeptideo
pyrol-glutamato (ROBEVA et al., 1991; HUANG et al., 1998; MARQUES-PORTO et
al., 2008) provavelmente inibem a atividade proteolitica destas enzimas no limen

glandular mantendo a integridade celular e das proteinas do veneno.
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Figura 3. Esquema de classificacdo das metaloproteinases de venenos de serpentes.

FONTE: Fox e Serrano, (2008b).

Assim, apoés biossintese protéica, podemos encontrar no veneno proteinases
maduras resultantes da biossintese de precursores da classe P-la, formadas pelo
dominio catalitico contendo a sequUéncia consenso estendida para a ligacdo do
atomo de zinco com massa molecular entre 20 kDa e 25 kDa (BJARNASON e FOX,
1995; BARRETT et al., 1998). Em geral estas proteinases apresentam um numero
variado de cisteinas em suas sequéncias, em torno de quatro a sete residuos,
formando de duas a trés pontes de dissulfeto. Pertencem a esta classe as
metaloproteinases atrolisina-C, HT-2, acutolisina-A, e BaP1, entre outras (FOX e
SERRANO, 2005, 2008b). Esta classe € menos hemorragica do que a classe P-lll,
sugerindo que dominios adicionais da classe P-lIl possam contribuir para o potencial
hemorragico.

Os precursores das enzimas da classe P-1l possuem, além do peptideo sinal
e do pré-dominio, o dominio disintegrina na porcao carboxil do dominio catalitico.
Estes precursores podem gerar proteinas maduras formadas somente pelo dominio
catalitico ou somente o dominio tipo-disintegrina (P-lla), como a atrolisina-E, e

também proteinas que conservam o dominio disintegrina na proteina madura como
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as metaloproteinases jerdonitina (monomérica da classe P-llb) e bilitoxina-1
(dimérica da classe P-lic). Estes precursores ainda podem gerar disintegrinas
verdadeiras, que contém a seqiéncia RGD em sua estrutura, encontradas como
proteinas Unicas nos venenos como a contortrostatina e a acostatina, disintegrinas
homo- e heterodiméricas, das classes P-lild e P-lle, respectivamente (FOX e
SERRANO, 2005, 2008b).

Ja as proteinases da classe P-Ill sdo proteinas com massa molecular entre 50
kDa e 110 kDa que apresentam na sua forma madura, além do dominio catalitico, o
dominio tipo disintegrina seguido de um dominio rico em residuos de cisteinas na
regido C-terminal (BJARNASON e FOX, 1995). A esta classe pertencem proteinases
formadas pelos dominios citados, na forma monomérica (P-11la) como a atrolisina-A,
HF3 e bothropasina e também na forma dimérica (P-llic), como a VAPl (FOX e
SERRANO, 2005, 2008b).

Ainda encontramos no veneno uma proteina madura composta somente pelos
dominios tipo disintegrina e rico em cisteinas, formada pelo processamento
proteolitico de precursores da classe P-lllb, porém, o dominio catalitico destes
precursores ainda nao foi isolado do veneno (FOX e SERRANO, 2005, 2008b).

A antiga classe P-1V, hoje denominada classe P-llid, € composta por enzimas
gue apresentam uma cadeia contendo os dominios encontrados nas proteinases da
classe P-Ill, e mais duas cadeias de lectinas ligadas ao dominio rico em cisteinas
por pontes dissulfeto. Sao representantes desta classe as proteinases RVV-X
(Russell’s viper venom factor X activator) da Vipera russelli e VLFXA (Vipera lebetina
venom factor X activator) da Vipera lebetina, ambas com atividade de ativacdo do
fator X da coagulacédo (FOX e SERRANO, 2005, 2008b).

O pro-dominio das metaloproteinases possui seqUéncia altamente
conservada, compreendendo cerca de 190 residuos de aminoacidos. Apresenta uma
sequéncia consenso conservada, PKMCGVT, localizada cerca de 20 posi¢cdes antes
do residuo N-terminal da proteina madura (BOTOS et al., 1995). Tanto o peptideo
sinal quanto o pré-dominio, estdo presentes apenas nos precursores das
proteinases.

E no dominio catalitico das metaloproteinases que encontramos a seqiiéncia
consenso estendida H-E-X-X-H-X-X-G-X-X-H onde ocorre a ligagdo do zinco, e

também, a sequéncia C-I-M, conhecida como Met-turn.
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O dominio metaloproteinase das toxinas hemorragicas de venenos atua
primordialmente promovendo a degradacdo da membrana basal dos capilares
sangilineos, e do estroma local, permitindo o escape de sangue dos capilares
(BARAMOVA et al., 1989), seja por extravasamento de sangue através de células
endoteliais danificadas (hemorragia “per rhexis”) (MOREIRA et al., 1992, 1994) ou
através do alargamento das juncdes entre as células endoteliais, com conseqiente
escape de sangue (hemorragia por "diapedese”) (GONCALVES e MARIANO, 2000;
GUTIERREZ et al., 2005).

Essas enzimas também sdo capazes de digerir proteinas da cascata da
coagulacdo sangilinea, tais como, fibrinogénio, fibrina, e fator von Willebrand
(KAMIGUTI et al., 1994; HAMAKO et al., 1998; LAING e MOURA-DA-SILVA, 2005;
SERRANO et al., 2007).

O dominio tipo disintegrina difere das disintegrinas verdadeiras, pois
apresenta a sequéncia E-C-D (Glu-Cys-Asp) na regido onde se encontra a
sequéncia R-G-D (Arg-Gly-Asp) nas disintegrinas verdadeiras. Sua funcdo nao esta
completamente elucidada, entretanto, alguns trabalhos mostraram que este dominio
pode ter um papel na atividade das metaloproteinases da classe P-IIl, como inibicao
da agregacdao plaquetaria e modulacao da atividade hemorragica em conjunto com o
dominio catalitico (JIA et al., 1997; YOU et al., 2003; TANJONI et al., 2003).

O dominio rico em cisteinas possui uma grande quantidade de residuos de
cisteina, que, estédo interligados por pontes dissulfeto. Este dominio € observado em
toxinas hemorragicas e ndo hemorragicas e sua funcéo parece estar relacionada ao
direcionamento dessas proteinases aos seus alvos celulares e plasmaticos (JIA et
al., 2000; KAMIGUTI et al., 2003; SERRANO et al., 2005; SERRANO et al., 2006;
SERRANO et al., 2007).

Recentemente, estudos cristalograficos de duas metaloproteinases da classe
P-1ll, VAP1 isolada do veneno de Crotalus atrox, e VAP2B/catrocollastatina, isolada
do mesmo veneno, mostraram que o dominio tipo disintegrina, subdivide-se em dois
subdominios, Ds (Disintegrin shoulder) e Da (Disintegrin arm), e € encoberto pelo
dominio rico em cisteinas, ficando assim inacessivel para a ligacdo a outras
proteinas; j& o dominio rico em cisteinas foi subdividido também em dois dominios,
Cw (Cysteine wrist) e Ch (Cysteine hand), onde foi identificada uma regiédo

denominada hiper variavel (HVR), a qual foi atribuida a capacidade de interagir com
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alguns ligantes das metaloproteinases, ja que esta regido esta exposta na molécula
e proxima ao dominio catalitico (TAKEDA et al., 2006; IGARASHI et al., 2007).

Proteinas nativas e recombinantes, compostas pelos dominios tipo
disintegrina e rico em cisteinas de toxinas hemorragicas de venenos, sdo potentes
inibidores da agregacdo plaquetaria por bloguearem a ligacdo do colageno a
integrina o231 das plaquetas (JIA et al., 1997; SHIMOKAWA et al., 1997; SOUZA et
al., 2000; MOURA-DA-SILVA et al., 2001). Por essas razoes, acredita-se que a
hemorragia causada pelas metaloproteinases de venenos resulte do efeito sinérgico
da degradacédo proteolitica de proteinas da membrana basal dos capilares
sanglineos, de proteinas plasmaticas, e da inibicdo da agregacao plaquetaria (FOX
e LONG, 1998).

Seals e Courtneidge (2003) sugeriram que o dominio rico em cisteinas
complementaria a capacidade de ligacdo do dominio tipo disintegrina e talvez
conferisse especificidade as interacbes mediadas pelo dominio tipo disintegrina das
ADAMs. O dominio rico em cisteinas da ADAM12 (e provavelmente o dominio tipo
disintegrina) esta envolvido na adeséo celular dos fibroblastos e dos mioblastos
(ZOLKIEWSKA, 1999). Também os dominios tipo disintegrina e rico em cisteinas da
ADAM13 podem se ligar a fibronectina e a subunidade Bl das integrinas, e esta
ligacdo € inibida com anticorpos para o dominio rico em cisteinas e também para
para a subunidade B1 (GAULTIER, 2002).

Considerando-se a composicdo multidominial das metaloproteinases
hemorragicas da classe P-lll, € possivel que estas toxinas apresentem mais de um
sitio de interagdo com as plaguetas promovendo a inibicdo da agregacdo. Foi
inicialmente mostrado por Zhou et al. (1995) que a catrocollastatina, uma
metalloproteinase da classe P-lll do veneno de C. atrox, era capaz de inibir a
agregacdo plaquetaria e a adesdo ao colageno. Da mesma forma, a crovidisina,
também da classe P-lll, isolada do veneno de C. viridis, foi capaz de inibir a
interacdo plaqueta-colageno (LIU e HUANG, 1997). Paralelamente, o fato de outras
metaloproteinases P-Ill, tais como a jararhagina e a kaouthiagina, serem capazes de
clivar o VWF e assim causar a ruptura de sua estrutura, pode também contribuir para
a geracao da hemorragia (KAMIGUTI et al., 1996; HAMAKO et al., 1998; SERRANO
et al., 2007).

Também o dominio rico em cisteinas recombinante da atrolisina-A, uma

metaloproteinase da classe P-Ill do veneno de C. atrox, foi capaz de ligar-se ao
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colageno tipo | e ao VWF, verificado por ensaios de ligacdo em fase solida e por
ensaios de ressonancia plasmonica de superficie, no sistema BlAcore™. Ainda, esta
proteina foi capaz de inibir a ligacdo do colageno tipo | ao vVWF (SERRANO et al.,
2005).

A classe P-lll contém as enzimas mais hemorragicas, e sao capazes de
degradar as proteinas da matriz extracelular (FOX e SERRANO, 2005). A acdo
proteolitica sobre proteinas da matriz extracelular in vitro é lenta em oposi¢do ao que
ocorre in vivo, onde o efeito hemorragico do veneno ou das metaloproteinases
isoladas ocorre imediatamente ap0s a picada ou injecdo experimental (LOMONTE et
al., 1994).

Trabalhos recentes tém comparado a acdo de metaloproteinases, tanto da
classe P-l quanto da classe P-Ill, sobre substratos protéicos da matriz extracelular e
sobre proteinas plasmaticas envolvidas na regulacdo da hemostasia, em ensaios in
vitro e in vivo. Escalante et al. (2006), comparando os efeitos da BaP1l, uma
metaloproteinase da classe P-I do veneno de B. asper, e da jararhagina,
metaloproteinase da classe P-Ill do veneno de B. jararaca, demonstraram que estas
metaloproteinases tém atividade proteolitica similar sobre a azocaseina. Entretanto,
sobre substratos protéicos da matriz extracelular, como a laminina e o nidogénio, a
BaP1l apresentou protedlise limitada in vitro, ja a jararhagina clivou
preferencialmente o nidogénio. Em analises de imunohistoquimica das areas
hemorragicas no musculo gastrocnémio, verificou-se uma diminuicdo acentuada da
laminina, do nidogénio e do colageno tipo IV, e também do marcador de células
endoteliais, o receptor VEGFR-2. Os autores sugeriram que a perda destas
proteinas da membrana basal, provavelmente ocorreu em decorréncia da
combinacdo de protedlise limitada e da acdo de forcas biofisicas hemodinamicas,
que levaram a desestabilizacdo da matriz extracelular (ESCALANTE et al., 2006).

Baldo et al. (2008) também comparando uma metaloproteinase da classe P-llI
(jararhagina) com uma metaloproteinase da classe P-1 (BnP1, isolada do veneno de
B. neuwiedi), evidenciaram que embora a BnP1l n&o induza hemorragia como a
jararhagina, ambas hidrolisam o fibrinogénio e a fibrina in vitro e induzem o
desprendimento e a diminuicdo de células endoteliais viaveis em ensaios com
HUVECSs (células do corddo umbilical humano), sendo a apoptose um dos provaveis

mecanismos envolvidos na morte de células endoteliais.



34

Estevao-Costa et al. (2000) demonstraram que as metaloproteinases
mutalisina | e mutalisina Il, das classes P-lll e P-l respectivamente, isoladas do
veneno de Lachesis muta muta, hidrolisaram o fibrinogénio e a fibrina in vitro, com
diferentes padrdes de hidrolise.

Bello et al. (2006), apds isolarem e caracterizarem uma metaloproteinase da
classe P-I, a leucurolisina-a, do veneno de B. leucurus, demonstraram que esta
hidrolisava a fibrina, o fibrinogénio e a fibronectina, mas ndo a laminina. Por outro
lado, LHF-II, uma metaloproteinase da classe P-I do veneno de L. muta muta, foi
capaz de hidrolisar laminina, fibronectina e colageno tipo IV (RUCAVADO et al.,
1999), indicando que ha variacdo de especificidade de substrato macromolecular
entre as metaloproteinases da classe P-I.

Em trabalho recente foi isolada uma metaloproteinase da classe P-1 do
veneno de B. jararaca, bothrojaractivase, com massa molecular em torno de 22 kDa
e que gera trombina a partir da ativacdo de protrombina (BERGER et al., 2008). Ja a
BjussuMP-II, uma metaloproteinase da classe P-l isolada do veneno de B.
jararacussu, ndo induz hemorragia local, miotoxicidade e nem letalidade, porém
apresenta atividade proteolitica sobre o fibrinogénio, fibrina , gelatina, colageno | e
caseina de forma dose-dependente, e inibe a agregacéo plaquetaria (MARCUSSI et
al., 2007).

1.4 Importancia das cadeias de carboidratos na ativ  idade e na estrutura das
protéinas

Nos eucariotos, a maioria das proteinas secretadas e associadas a
membranas séo glicosiladas. Proteinas glicosiladas podem ser formadas por uma
ampla variedade de carboidratos unidos em estrutura linear ou ramificados. Apos a
sintese da cadeia polipeptidica, os carboidratos podem ser ligados a determinados
aminoacidos de trés formas: 1) ao nitrogénio da cadeia lateral do residuo de
asparagina pertencente a triade Asn-X-Ser/Thr (sendo X diferente de prolina e acido
aspartico) (N-glicosilagbes); 2) ao grupo hidroxila de residuos de aminoacidos
hidroxilados como a serina, tirosina ou treonina (O-glicosilagbes); 3) ou ainda

podemos encontrar cadeias de acucares ligadas a proteinas com ancora
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glicosilfosfatidilinositol - GPI (DWEK et al., 1993; OPDENAKKER, et al., 1993; WYSS
e WAGNER, 1996).

O papel funcional das cadeias glicosidicas ligadas a sequéncias
polipeptidicas ndo estd completamente elucidado, no entanto muitos autores
reportam a estas cadeias atividades importantes como: influéncia na estrutura
terciria protéica através de interacdes entre os acucares e a proteina; alteracao da
polaridade e solubilidade da proteina, visto que os agregados de carboidratos sao
altamente hidrofilicos; também, a densidade e a carga negativa das cadeias de
carboidratos carregados negativamente podem proteger algumas proteinas da acao
de enzimas proteoliticas. Ainda, os carboidratos podem ter um papel na manutencéo
da conformacédo estrutural da proteina, no reconhecimento molecular entre
célula/célula e célula/proteina, e também na transducéo de sinais apos ligagdo com
receptor (VARKI, 1993; OPDENAKKER, et al., 1993; WYSS e WAGNER, 1996).

Trabalhos envolvendo o estudo do papel das porcdes glicosidicas nas
atividades desenvolvidas por algumas proteinases como a RVV-X, uma
metaloproteinase que tem atividade de ativacao do fator X da coagulacao, teve sua
atividade afetada apos a remocéao das cadeias de carboidratos por N-deglicosilacao,
assim como alteracdes significantes em sua estrutura (GOWDA et al., 1996). Tanto a
jararhagina quanto a ACLH, uma metaloproteinase do veneno de Agkistrodon
contortrix laticinctus, ndo induziram hemorragia na derme de camundongo apos
serem N-deglicosiladas (GARCIA, et al., 2004). Escrevente et al. (2008)
demonstraram que a ADAM10, uma metaloproteinase de mamifero com atividade
sheddase, ap0s ser N-deglicosilada teve sua atividade enzimatica afetada e ainda
tornou-se suscetivel & degradacao proteolitica. A Bothrops protease A (BPA), € uma
serinoproteinase extremamente glicosilada do veneno da B. jararaca que apresenta
atividade proteolitica especifica sobre o fibrinogénio, e cuja N-deglicosilacdo de
parte de suas cadeias de carboidratos levou a potencializacdo de sua atividade
proteolitica, sugerindo que a remocdo de parte destas cadeias de carboidratos
possa ter facilitado a interacdo da BPA com o fibrinogénio (PAES LEME et al.,
2008).
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1.5 Proteinas plasmaticas

Os vasos capilares sé@o particularmente susceptiveis aos efeitos dos venenos
de serpentes, que causam alteragéo na permeabilidade vascular, extravasamento de
plasma e hemacias, ruptura da juncdo intracelular e lise de células endoteliais
(BJARNASON e FOX, 1995). Pacientes monitorados apds envenenamento por B.
jararaca apresentaram hipoagregacdo plaquetaria induzida por ADP e colageno,
além de niveis anormais de degradacdo do fibrinogénio e da fibrina (SANO-
MARTINS, et al.,, 1997). Ainda, segundo Gutierrez et al. (2005), forcas biofisicas
associadas ao fluxo sanglineo teriam em conjunto com a degradacdo de
componentes da matriz extracelular, e a consequente perturbacao da interacdo entre
estes componentes e as células endoteliais, um importante papel na geracdo da
hemorragia in vivo.

A formacdo do coagulo de fibrina no sitio de lesdo endotelial constitui
processo crucial para a manutencdo da integridade vascular. Os mecanismos
envolvidos nesse processo sao dependentes da integridade anatdbmica e funcional
do sistema hemostatico e devem ser rigorosamente regulados de modo a
simultaneamente contrapor-se a perda excessiva de sangue e evitar a formacgéo de
trombos intravasculares decorrentes de formacéo excessiva de fibrina.

A conversao do fibrinogénio em fibrina € uma das reac¢des bioquimicas mais
importantes na formagdo e estabilizacdo do coagulo sanglineo, sendo parte
fundamental na regulacdo do sistema hemostéatico. A fibrina € formada apds a
trombina clivar as cadeias Aa e BB do fibrinogénio formando dois fibrinopeptideos A
(FPA) e dois fibrinopeptideos B (FPB), dando inicio a polimerizacdo da fibrina
(SCHERAGA e LASKOWSKI, 1957; SCHERAGA, 2004).

O fibrinogénio € uma glicoproteina plasmatica hexamérica, composta por
duplas de trés cadeias polipeptidicas denominadas Aa, BB e y de massas
moleculares de 66.500 Da, 56.000 Da e 47.000 Da, respectivamente, e unidas por
pontes dissulfeto (figura 4) (MCKEE et al., 1966).
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Fibrinopeptide A

Fibrinopeptide B

Protease
sensitive sites

Figura 4. Caracteristicas estruturais da molécula de fibrinogénio. Representado em azul cadeia a, em
vermelho cadeia 3 e em verde cadeia y.

FONTE: http://www.biochemistry-imm.org/.

A vitronectina, também conhecida como proteina-S, ou “serum spreading
factor” ou epibolina, € uma glicoproteina adesiva, presente no plasma humano na
concentracdo de aproximadamente 4 yM, mas também pode ser encontrada no
liguido amniodtico, urina, plaquetas e matriz extracelular (HAYMAN et al., 1983;
TOLLEFSEN et al., 1990). E encontrada na forma circulante como uma mistura de
duas formas, uma apresentando uma cadeia de 75 kDa, e outra forma truncada que

é clivada ap6s a Arg>"®

por uma protease enddgena, formando duas cadeias de 65
kDa e 10 kDa ligadas por pontes dissulfeto (figura 5) (HAYMAN et al., 1983;
TOLLEFSEN et al., 1990).

A vitronectina esta envolvida na regulagéo da fibrindlise através de interagfes
com o inibidor-1 do ativador do plasminogénio derivado de plaguetas (PREISSNER
et al., 1989); atua também na modulacdo da cascata do complemento, impedindo a
formacdo do complexo de ataque & membrana associando-se ao complexo C5b-9
(DAHLBICK e PODACK, 1985; BHAKDI et al., 1988) e liga-se a receptores
especificos de membrana dos fibroblastos e de células endoteliais mediando a

ligacdo e o spreading destas células (SUZUKI et al., 1985).
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“RGD"
Integrin Binding
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First Hemopexin

Somatomedin B
Domain 00C

Second
Hemopexin Repeat

Figura 5. Modelo da estrutura da vitronectina. O dominio Somatomedina B esta representado em
azul, seguido da sequiéncia RGD; em verde o dominio de ligagcdo ao colageno e em
vermelho os dois dominios homdlogos a hemopexina interrompidos por um sitio de ligacéo
a heparina (em rosa).

FONTE: Gibson et al. (1999).

Outra proteina que pode ser encontrada tanto no plasma como depositada em
tecidos, inclusive como constituinte da membrana basal é a fibronectina (MATSUDA,
1982), uma glicoproteina adesiva composta por duas cadeias polipeptidicas
similares de 250 e 280 kDa ligadas por duas pontes dissulfeto na regido C-terminal.
Cada cadeia é formada por sequéncias repetidas de aminoacidos chamadas de
modulos (doze moédulos do tipo | - Fnl, dois do tipo Il — Fn2 e quinze do tipo Il —
Fn3) (PETERSEN et al., 1983). Estes modulos sdo organizados em dominios
funcionais que se ligam a integrinas, colageno, heparina, fibrina e ao fator Xlll. Um
esquema da estrutura da fibronectina é mostrado na figura 6.

Varios tipos celulares sdo capazes de sintetizar fibronectina como as células
parenquimatosas hepaticas, praticamente todas as células sinusoidais, células de
Kupffer, células endoteliais e estelares (VOSS et al., 1979).

Existem cerca de 20 isoformas de fibronectina processadas por splicing
alternativo de um mesmo gene, que ocorre principalmente na regido Il (figura 6). A

regido EDA da fibronectina, um dos segmentos onde ocorre splicing, € altamente
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expressa durante processos biologicos envolvendo migracdo e proliferacdo celular
como no desenvolvimento embrionério, transformacdes celulares malignas e nas
cicatrizacOes de feridas (MANABE et al., 1997).

Fator XIII

Fibrina Colageno
S. Aureus Fator XIII
Heparina
Interagbes com MEC e . i
Outras possiveis Fibrina Fibrina
interagbes? Fibulina
Retrovirus
a9B1 allBB3

Figura 6. Estrutura esquematica da fibronectina. Em vermelho estéo representados os médulos tipo |
(Fnl), em verde os modulos tipo Il (Fn2), em azul os modulos tipo 1l (FnN3) e em laranja as
regibes onde ocorrem splicing alternativo no mRNA.

FONTE: Adaptado do site http://home.comcast.net/~kennethingham/newsite/index.htm.

A fibronectina tem importante papel na hemostasia, onde se liga a fibrina,
aumentando a ativacdo plaquetaria e gerando uma matriz provisoria responsavel
pela adesdo celular e migracdo durante a cicatrizacdo de feridas. Ainda, a
fibronectina liga-se a sitios expostos na fibrina que ndo séo acessiveis no
fibrinogénio (MAKOGONENKO, 2002). Esta envolvida ainda em processos de
adesao celular, promove migracao celular durante o desenvolvimento embrionario,

cicatrizacdo de feridas, e na progresséo tumoral (HYNES, 1990).
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1.6 Proteinas da matriz extracelular

A matriz extracelular (MEC) da suporte estrutural as células nos tecidos e é
de fato o que define o tecido conjuntivo. Inclui a matriz intersticial, presente entre as
células, e a membrana basal, constituida de camadas de matriz extracelular nas
quais se apoOiam as células epiteliais. A MEC é formada por uma variedade de
macromoléculas representadas principalmente por colagenos fibrilares, fibras
elasticas, glicoproteinas estruturais e proteoglicanos, além de varios tipos celulares
imersos nesta matriz (SUKI e BATES, 2008). As interacfes entre células e a MEC
influenciam a regulacéo fisioldgica dos tecidos, a remodelacao e a reorganizacdo da
MEC (BREEN, 2000). A matriz extracelular tem um importante papel na sustentacéao
do endotélio vascular, por meio de interaces adesivas com integrinas presentes na
superficie das células endoteliais, regulando a proliferacdo, a migracdo, a
morfogénese e a estabilizacdo dos vasos sangliineos, etapas importantes em
processos de neovascularizacdo (DAVIS e SENGER, 2005).

Um dos componentes mais abundantes da MEC é o colageno |. Sua estrutura
€ composta por trés cadeias a, caracterizadas por seqiiéncias repetidas de Gly-X-Y,
onde X representa os residuos de prolina e Y os residuos de hidroxiprolina, que
formam os dominios colagenosos, e ainda possui dois dominios ndo colagenosos
nas regides N e C-terminais (BROWN e TIMPL, 1995). O colageno | é um
heterotrimero, formado por duas cadeias al(l) idénticas e uma cadeia a2(l) que se
unem em uma conformacdo estrutural em a-hélice caracteristica dos colagenos
(figura 7A). E o principal constituinte dos tenddes, pele, ligamentos, cérnea e de
muitos tecidos conectivos e esta envolvido ndo somente na manutencéo estrutural,
desenvolvimento e reparo de tecidos (GELSE et al., 2003), como também na adeséo
e agregacdo plaquetaria induzida por colageno através dos receptores da
glicoproteina VI (GPVI) e a2B1 (SARRATT et al., 2004, 2005).

O colageno VI, outro colageno com ampla distribuicdo nos tecidos conectivos,
estd ancorado em largas estruturas tais como nervos, vasos sanguineos e
colagenos fibrilares. Esta4 envolvido na migracéo e diferenciagdo celular e tem um
importante papel na interacdo célula-matriz extracelular (RICARD-BLUM et al.,
2000). E uma glicoproteina heterotrimérica formada por trés cadeias geneticamente
distintas al(Vl), a2(Vl), e a3(Vl) (JANDER et al.,, 1983). Todas as cadeias s&o
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formadas por uma pequena regido colagenosa e por dominios globulares nas
regides N e C-terminais que tem homologia com o dominio A do vVWF (VWFA) e que
variam em numero em todas as cadeias (figura 7B) (CHU et al.,, 1990). Uma
importante funcdo do colageno VI, localizado no subendotélio, € a ligacdo ao VWF,
promovendo a adesado plaquetaria no sitio de injuria vascular (RAND et al., 1993).
Segundo Mazzucato et al. (1998) a interacao entre sitios na cadeia a3 do colageno
VI e os dominios A1 e A3 do VWF é um possivel mecanismo na mediacdo da

adesdo plaquetaria.
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Figura 7. Esquema das estruturas do Colageno | e VI. (A) Esquema da organizacdo das cadeias do
colageno | até a formacao de fibras colagenosas. (B) Organizacdo dos dominios das cadeias
al, a2 e a3 do colageno VI. Os retangulos azuis e vermelhos representam os dominios
VWFA das regides N e C-terminais, respectivamente; em verde regido rica em prolina; em
amarelo dominios com repeticdes de fibronectina tipo Ill e o retdngulo roxo dominio inibidor
de protease Kunitz. A regido colagenosa é representada em preto.

FONTE: (A):http://web.mit.edu/newsoffice/2006/collagen.html; (B): Baldock et al. (2003).

A membrana basal é uma estrutura especializada da matriz extracelular que
envolve a maioria dos tecidos. Além do colageno tipo IV e da laminina, que sdo os
componentes majoritarios, a membrana basal da maioria dos animais adultos é
também formada pelos colagenos XV e XVIII, pelo perlecano (um proteoglicano) e
entactina/nidogénio, uma proteina multiadesiva pequena que interage com a maioria
dos compontes da matriz (figura 8) (AUMAILLEY e KRIEG, 1996; TIMPL, 1996; FOX
et al., 1991).
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A laminina, um dos maiores componentes da membrana basal, € uma
glicoproteina com mais de 12 isoformas clonadas e sequenciadas, formadas pela
combinacéo de trés cadeias polipeptidicas diferentes: 5 cadeias a (al - a5), 3 B (B1 -
B3) e 3y (vl -y3) (MINER e YURCHENCO, 2004). A laminina-1 (a1p1lyl) isolada do
tumor EHS, foi a primeira laminina identificada (TIMPL et al., 1979), formada pelas
cadeias al (~400 kDa), B1 e y1 (~250 kDa) (NISSINEN, 1991). A laminina-1 tem um
importante papel durante a diferenciacdo celular e esta envolvida em diferentes
funcdes como adesdo, migracdo, proliferacdo, apoptose e expressdo genes
(AUMAILLEY e SMYTH, 1998).
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Figura 8. Representagdo esquematica da membrana basal. InteragBes entre os componentes da
membrana basal: em azul a molécula de laminina, em vermelho o colageno IV e em verde
com seus trés dominios globulares o nidogénio interligando moléculas da lamina basal.

FONTE: Yurchenco et al. (2004).

O componente estrutural mais abundante da membrana basal € o coldgeno

IV. Seis cadeias geneticamente diferentes ja foram clonadas e seqlenciadas
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(BROWN e TIMPL, 1995), porém a composicdo contendo as cadeias [a1(IV)] 2 ax(IV)
€ a que tem maior distribuicdo na membrana basal dos tecidos, como na membrana
basal glomerular, na matriz mesenquimal e nas membranas de tubulos e vasos
(HUDSON et al., 1993). A molécula do colageno IV é formada por uma tripla hélice
de 400 nm de comprimento com sequéncias repetidas de Gly-X-Y interrompidas
cerca de 20 vezes por segmentos ndo-helicoidais que conferem flexibilidade a
molécula. Ainda, as moléculas do colageno IV associam-se através destes mesmos
segmentos nao-helicoidais por interacdes laterais e também através dos grandes e
pequenos dominios globulares nas regides C- e N-terminais, respectivamente
(YURCHENCO e RUBEN, 1988).

O nidogénio-1, ou entactina, € uma proteina de 150 kDa aproximadamente,
presente na membrana basal, com trés dominios globulares (G1, G2 e G3),
conectados por segmentos em forma de haste (FOX et al.,, 1991). Kimura et al.
(1998) isolaram um novo membro da familia do nidogénio, com massa molecular de
200 kDa, cuja sequéncia apresenta 46% de identidade ao nidogénio-1 e dominios

estruturais similares, denominado nidogénio-2.

1.7 Proteinas isoladas do veneno de  Bothrops jararaca

O grande numero de trabalhos sobre as acdes in vivo e in vitro das
metaloproteinases de venenos de serpentes, alguns dos quais foram descritos aqui,
mostram que em muitos casos ha uma interacéo especifica de cada proteinase com
um substrato protéico, seja este proteinas relacionadas com a hemostasia ou
proteinas da matriz extracelular, e que, estas interacdes estédo relacionadas com o
guadro hemorragico desenvolvido durante o envenenamento. O que ainda nao esta
claro é como estas proteinases interagem com cada substrato e de que forma a
protedlise esta relacionada com a hemorragia local observada principalmente com a
metaloproteinases da classe P-Ill.

Para melhor entender o mecanismo de interagcdo de proteinases de venenos
de serpentes com seus substratos, analisamos comparativamente a interacdo de
proteinases das classes P-l e P-Ill com algumas proteinas plasmaticas e da matriz

extracelular, assim como a participacdo dos dominios ndo cataliticos das



proteinases da classe P-lll na interagdo com essas proteinas. Ainda, avaliamos a
participacdo das porcdes glicosidicas destas proteinases na interagdo com estes
substratos.

Para tanto isolamos do veneno de B. jararaca, duas metaloproteinases da
classe P-Ill, HF3 e bothropasina, uma da classe P-lI que sera caracterizada neste
trabalho e também a proteina DC, formada pelos dominios tipo disintegrina e rico em
cisteinas.

O fator hemorragico, HF3, € uma glicoproteina acida, com pl de 3,9, de alta
massa molecular (ASSAKURA et al., 1986). Sua atividade enzimatica é dependente
da manutencado das suas pontes dissulfeto e da presenca do atomo de zinco em seu
sitio ativo. Com dose minima hemorragica (DMH) de 15 ng, que corresponde a dose
minima necessaria para causar uma area hemorragica de 1 cm? na derme de
coelho, é a metaloproteinase hemorragica mais potente do veneno da B. jararaca,
encontrada em pequena quantidade no veneno, e é uma proteina relativamente
estavel, pois ndo sofre autdlise (ASSAKURA et al.,, 1986). A determinacdo da
especificidade hidrolitica do HF3 sobre a cadeia B da insulina, mostrou que a enzima
tem preferéncia pela hidrélise de ligacdes peptidicas contendo Leu ou Phe na
posicdo P;' (ASSAKURA et al., 1986).

Silva et al. (2004) determinaram a sequUéncia completa de aminoacidos do
HF3 pela clonagem molecular do cDNA, e demonstraram que o HF3 nativo e uma
proteina recombinante composta pelos dominios tipo disintegrina e rico em cisteinas
do HF3 (recDC-HF3), eram capazes de inibir a agregacdo plaquetaria induzida por
colageno. Ainda, estes autores mostraram que o HF3 nativo, o HF3 inativado com
ortofenantrolina e a proteina recDC-HF3 eram capazes de aumentar a atividade de
fagocitose em macrofagos, mediada pela integrina ayf.. Recentemente, Menezes et
al. (2008), demonstraram que um peptideo sintético, correspondendo a regiao hiper
variavel (HVR) do dominio rico em cisteinas do HF3, aumenta o rolamento de
leucdcitos intravascular e que esta atividade é inibida na presenca de anticorpos
anti- ay e anti-3,.

A bothropasina € uma metaloproteinase da classe P-Ill isolada do veneno de
B. jararaca, com massa molecular em torno de 48 kDa e que tem dose minima
hemorragica de 1 pug na derme de coelho (MANDELBAUM et al., 1982). E uma
glicoproteina acida (pl 4,8) que possui atividade proteolitica sobre a caseina e

hidrolisa, preferencialmente, as ligagces peptidicas His-Leu, Ala-Leu, Tyr-Leu e Phe-
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Phe da cadeia B da insulina (MANDELBAUM et al., 1982). A bothropasina apresenta
alto grau de identidade (95,5%) com a jararhagina (PAINE et al., 1992), uma
proteina homologa isolada do mesmo veneno e extensivamente caracterizada.
Recentemente foi determinada a estrutura cristalografica da bothropasina,
determinando o sitio para ligacdo do &tomo de Zn* no dominio catalitico e trés sitios
para ligacdo de Ca®*, um no dominio catalitico e dois no dominio tipo disintegrina
(figura 9). O dominio catalitico apresenta sete residuos de cisteinas dos quais seis
participam da formacéao de trés pontes dissulfeto e um residuo esta livre e se localiza
em uma regido hidrofébica e, portanto indisponivel para formacdo de ponte
dissulfeto; o dominio tipo disintegrina apresenta sete pontes dissulfeto enquanto
que, o dominio rico em cisteinas apresenta seis pontes, sendo que estes dois

dominios séo interligados por uma ponte dissulfeto adicional (MUNIZ et al., 2008).
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Figura 9. Estrutura cristalografica da bothropasina. A figura apresenta os trés dominios: catalitico
(verde), tipo disintegrina (amarelo) e rico em cisteinas (lilas). A esfera vermelha representa
0 atomo de zinco e as esferas azuis os sitios para ligacdo dos atomos de calcio.

FONTE: Muniz et al., (2008).



46

Diferentemente das estruturas cristalograficas da VAP1 e da VAP2, onde a
regido ECD, no dominio tipo disintegrina, ndo fica exposta na molécula, na
bothropasina o glutumato desta seqiiéncia € acessivel para possiveis interacdes
(MUNIZ et al., 2008). Os autores sugerem ainda que a regido hiper variavel (HVR),
determinada nas estruturas da VAPl e VAP2, é altamente conservada na
bothropasina, quando alinhada com as sequéncias de outras proteinas da classe P-
[l como a acurhagyna e a acutolysina, propondo que as metaloproteinases da
classe P-lll sejam separadas em dois subgrupos: P-llI-HVR e P-lll HCR (hiper
conservada).

Uma proteina composta pelos dominios tipo disintegrina e rico em cisteinas
das metaloproteinases da classe P-lll foi isolada pela primeira vez do veneno de B.
jararaca, e chamada de jararhagina-C por Usami et al. (1994). Esta proteina é
gerada pela autdlise de proteinases como a jararhagina (MOURA-DA-SILVA et al.,
2003), a bothropasina (ASSAKURA et al., 2003) e a catrocollastatina (SHIMOKAWA
et al.,, 1997). Tanto a jararhagina C, como a catrocollastatina C, inibem a agregacéao
plaquetéria induzida pelo colageno (SHIMOKAWA et al., 1997).
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6 ALGUMAS CONCLUSOES

Sugerimos que a BJ-PI seja uma metaloproteinase cujo precursor pertence a classe
P-lla, denominado bothrostatina, e a proteinase isolada seja resultante do
processamento proteolitico do mesmo. A BJ-PI é uma proteinase glicosilada, ainda
que o cDNA que codifiqgue a bothrostatina ndo apresente sitios putativos de
glicosilacdo, ndo hemorragica, com massa molecular de 22 kDa, com alta atividade
especifica sobre a caseina e foi identificada por analises de espectrometria de
massas.

O HF3, a bothropasina e a proteina DC foram isolados do veneno B. jararaca em
etapas que incluiram a saturagdo com sulfato de amonio entre 30% e 60%, seguida
de cromatografias de troca anibnica e de filtracdo em gel.

A bothropasina e a BJ-PlI tém alta atividade proteolitica especifica sobre o
fibrinogénio e sobre a caseina, respectivamente, enquanto o HF3 tem baixa
atividade sobre estas proteinas. Por outro lado o HF3 induz hemorragia com dose
cerca de 40 vezes menor que a bothropasina.

A bothropasina apresenta apenas um sitio putativo de N-glicosilagdo enquanto que o
HF3 apresenta cinco destes sitios. As cadeias de carboidratos presentes nas
moléculas das metaloproteinases sdo importantes na manutencdo de suas
atividades fibrinogenolitica, hemorragica e também no reconhecimento e interacao
com os colagenos | e VI, seja por garantir estabilidade a estrutura protéica ou por
participar da interacdo com o0s seus alvos protéicos.

Os ensaios de hidrolise in vitro mostraram que as proteinas plasmaticas e da matriz
extracelular analisadas, com excecdo do colageno |, foram clivadas pelas
metaloproteinases HF3, bothropasina e BJ-PI, porém, aparentemente com poténcias
e especificidades diferentes.

Do conjunto de ensaios de ligacdo em fase sdlida concluimos que as interacdes das
metaloproteinases da classe P-Ill com seus ligantes, ndo sao determinadas somente
pelos dominios cataliticos, tipo disintegrina e rico em cisteinas, mas também pela
presenca de cadeias de carboidratos em suas estruturas, dependendo da proteinase
e do ligante.
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