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Resumo

Proteases s&o enzimas abundantemente encontradas em todos 0S cinco
grandes reinos de seres vivos. Essas enzimas proteoliticas provenientes da
natureza tém sido alvos de estudos com a finalidade de buscar ferramentas de
uso terapéutico por atuarem em diversos processos fisiopatologicos.
Metaloproteases sdo enzimas proteoliticas da classe das hidrolases que
dependem da ligacdo de um metal em seu sitio ativo (geralmente o zinco) para
exercer suas atividades. Essas enzimas participam de diversos eventos
fisiologicos e patologicos. As metaloproteases de peconha de serpentes
(SVMPs) estao entre as toxinas animais mais estudadas. Elas sé&o divididas em
classes (PI, PIl e Plll) de acordo com a composicao estrutural e a presenca de
dominios. As metaloproteases da classe Pl contém um pro-dominio e o dominio
catalitico em sua estrutura. No presente trabalho, ndés descrevemos as
caracteristicas bioquimicas e funcionais de uma metaloprotease da classe PI
denominada Bothrops pauloensis Metalloproteinase-Il (BpMP-II), isolada da
peconha da serpente Bothrops pauloensis. BpMP-II foi purificada utilizando-se
trés passos cromatograficos em resinas de troca catibnica CM-Sepharose Fast
Flow, coluna de gel filtracdo Sephacryl S-300 e resina de troca anidnica HisTrap
Capto-Q. A enzima isolada apresentou-se homogénea em eletroforese em gel de
poliacrilamida SDS-PAGE 12,5% sob condi¢des redutoras e ndo-redutoras, com
uma massa molecular de 23kDa determinada por espectrometria de massas
MALDI-TOF. O ensaio de focalizacdo isoelétrica resultou em um pl levemente
acido de 6,1 para a BpMP-Il. A sequéncia parcial da proteina determinada por
MS/MS (MALDI — TOF/TOF) apresentou alta similaridade estrutural com outras
SVMPs com score bastante significativo. BpMP-II mostrou alta atividade
proteolitica sobre azocaseina sob diferentes condi¢cdes experimentais e sobre o
fibrinogénio bovino com variacdo de dose, pH. BpMP-II foi inibida por EDTA, 1,10
fenantrolina (agentes quelantes) e B-mercaptoetanol (agente redutor ligagdo S-
S). Além disso, esta protease apresentou estabilidade em pH neutro ou alcalino
e foi inativada em temperaturas elevadas (60°C). BpMP-II mostrou ser citotoxica
para células tEnd em concentra¢cdes acima de 20ug/pL. Um leve aumento nos

niveis de creatina quinase (CK) foi observado quando injetada
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intramuscularmente em camundongos. Assim, 0 presente trabalho permitiu
identificar e caracterizar uma molécula com grande potencial de aplicacédo

terapéutica.
Palavras-chave: Bothrops pauloensis, metaloproteases de peconha de

serpentes, atividades enzimaticas, citotoxicidade.
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Abstract

Proteases are enzymes widely found in all five life being kingdoms. These
proteolytic enzymes have been studied and can be used as therapeutic tools due
to their actions on physiopathologic events. Metalloproteinase are hydrolytic zinc-
binding dependent enzymes which interfere in physiological processes. Snake
venom metalloproteinase are widely studied animal toxins. They are divided into
classes (PI, Pll and PIIl) and Pl metalloproteinase are composed of a pro-domain
and a catalytic domain in its structure. In the present work, we demonstrated the
biochemical and functional characteristics of a Pl- metalloproteinase (BpMP-II)
isolated from B. pauloensis venom. BpMP-1I was purified in three
chromatography steps on cation exchange resin CM-Sepharose Fast flow,
filtration Sephacryl S-300 and anion exchange Capto-Q. The isolated enzyme
was homogeneous on SDS-PAGE under reduction and non-reduction conditions,
with a molecular weight of 23kDa determined by MALDI-TOF mass spectrometry.
The isoeletric focalization demonstrated a slight acid pl (6,1) of BpMP-II. The
partial sequence of protein was determined by MS/MS (MALDI-TOF/TOF) and
showed high structural similarity with others SVMPs as well as a significant score
match. BpMP-II showed high proteolytic activity upon azocasein and bovine
fiborinogen and was inhibited by EDTA, 1,10 phenantroline and -
mercaptoethanol. Moreover, this enzyme showed stability at neutral and alkaline
pH and it was inactivated at temperatures higher than 60°C. Concentrations
higher than 20ug of BpMP-Il was able to decrease tEnd cells viability. A slight
increase in creatine kinase (CK) levels was noticed when BpMP-II was
administrated an intramuscular route on mice. Therefore, the present work
permitted the identification and characterization of a molecule with great

therapeutic potential.

Key Words: Bothrops pauloensis, Snake venom metalloproteinase, enzymatic

activity, citotoxicity.
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Apresentacao
Diversos processos fisiologicos e também patologicos sdo mediados por

enzimas proteoliticas que recebem o nome de peptidases ou endopeptidases.
Processos regulatérios importantes para manutencdo da vida como digestao,
reparo tecidual e coagulacdo sanguinea sao exemplos de eventos nos quais
essas enzimas proteoliticas atuam.

Peconhas de serpentes contém enzimas proteoliticas que desempenham
papéis importantes no envenenamento. As metaloproteases sdo exemplos de
complexos com acdo enzimatica que, por acdo individual ou sinérgica, podem
provocar resposta inflamatoria, necrose tecidual assim como alteracdes
profundas no sistema hemostético.

Metaloproteases sao endopeptidases que apresentam um ion metalico em
seu sitio ativo. S8o compostas por dominios funcionais especificos que servem
de critério para classificacdo das classes de metaloproteases de peconha de
serpentes. No presente trabalho foi isolada uma metaloprotease da peconha de
Bothrops pauloensis (jararaca pintada) denominada BpMP-Il e foram
determinadas suas propriedades enzimaticas, estruturais e bioldgicas. Esses
estudos permitem compreender melhor os compostos dessa natureza e podem
contribuir para que a pesquisa basica se torne pesquisa aplicada. O
desenvolvimento de farmacos € o objetivo de estudos dessa natureza.

A dissertacao deste trabalho foi realizada seguindo as normas do curso de
Pos-Graduacdo em Genética e Bioquimica da Universidade Federal de
Uberlandia-MG e da Associagdo Brasileira de Normas Técnicas, a ABNT, sendo
dividida em dois capitulos. O CAPITULO 1 — Introducdo geral ou revisao
bibliografica caracterizando enzimas proteoliticas, conceituando e classificando
metaloproteases de peconhas de serpentes (SVMPs) e definindo componentes
presentes em peconhas botrépicas. O CAPITULO 2 — apresenta o trabalho
intitulado: Caracterizagdo bioquimica e funcional de uma nova metaloprotease

(BpMP-Il) isolada de peconha de Bothrops pauloensis (artigo em preparacgao).
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Capitulo 1:

FUNDAMENTAGCAO TEORICA
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1. INTRODUCAO GERAL

1.1.  Enzimas proteoliticas

Enzimas proteoliticas ou peptidases sdo essenciais a vida, pois participam
de varios processos fisiologicos e patoldégicos tais como a digestao,
remodelamento e reabsorcdo de tecido, degradacdo de proteinas intracelulares,
entre outros. As enzimas proteoliticas eram classificadas de acordo com sua
especificidade pelo substrato, carga e massa molecular. Atualmente, a
classificacdo das peptidases é baseada na comparacdo do mecanismo catalitico,
nos residuos de aminoécidos envolvidos na catélise e na estrutura tridimensional
da proteina. Com base nessa classificacdo essas enzimas sdo distribuidas em
seis grupos (Figura 1): serinoproteases, cisteinoproteases, aspartilproteases,
treoninoproteases, glutamilproteases, metaloproteases e ainda encontram-se
aguelas cujos residuos envolvidos na catélise sdo desconhecidos (BARRETT et
al., 1998; RAWLINGS et al., 2008).

Proteases
Aspartil Glutamico Asparagino Treonino
Proteases Proteases proteases proteases
Pepsina Aspergilopepsina Nodavirus Policistina
(estdmago de (Aspergillus endopeptidase (transmembran
vertebrados) niger) (nodavirus) a)
Cisteino Serino Metaloproteases
proteases proteases Amlnoper_)tl_dase
i . .. Termolisina
Papaina Quimotripsina Leish lisi
(intestino de eishmanolisina
mamiferos) Matrlx!n?
Adamalisina
Etc...

Figura 1: Esquema de classificacdo das enzimas proteoliticas. FONTE: Adaptado de
Rawlings et al. 2008.

17



1.2. Metaloproteases

1.2.1.Conceito e Classificacao

Metaloproteases ou metaloendopeptidases (MP) sdo enzimas hidroliticas
classificadas como endopeptidases (E.C.3.4.24) e dependem da ligacdo de um
metal (zinco, cobalto, niquel ou manganés) em seu sitio catalitico para
exercerem suas atividades. Estas atingem um alto nivel de abrangéncia em
processos fisiologicos e patologicos importantes como adesdo celular,
fertilizagdo, transdugdo de sinais, reparo da matriz, cancer, processos
aterotromboticos, intoxicagdo por animais peconhentos, etc.

Essas enzimas sdo amplamente distribuidas desde bactérias até
mamiferos e estdo divididas em quatro niveis hierarquicos (Classe, Tribo, Cla e
Familias) de acordo com similaridades estruturais do motivo de ligacdo do zinco,
sitio de ligacdo do substrato e motivos envolvidos na catalise (GOMIS-RUTH et
al. 2003; GOMIS-RUTH et al. 2012) (Figura 2).

A classe das metaloproteases zinco dependentes € subdividida em quatro
tribos: 1- Zincinas: contém a sequéncia conservada HEXXH, como motivo de
ligagcdo ao zinco; 2- Inverzincinas: possuem o dominio Zincina invertido (HXXEH)
de ligacdo ao zinco; 3- Carboxipeptidase: possuem o motivo de liga¢do ao zinco,
HXXE; e 4- DD-carboxipeptidase: apresentam o motivo de ligacédo ao zinco HXH.
Para ligacdo ao metal, todos os grupos possuem como 1° e 2° ligantes residuos
de histidina, exceto as carboxipeptidases. J& o terceiro ligante pode ser um
residuo de histidina (exceto nas inverzincinas) ou um acido glutamico (zincinas e
inverzincinas).

O maior grupo é representado pelas Zincinas, subdividido em Clas
denominados Gluzincinas (aquelas em que o terceiro ligante do zinco € o acido
glutdmico) Aspzincinas (aquelas cujo aspartato € o terceiro ligante do zinco),
S2P-zincinas (cujo terceiro ligante € histidina ou aspartato) e Metzincinas (cujo
terceiro ligante do zinco € uma histidina ou aspartato). Esse ultimo compreende

nove familias como esquematizado na Figura 3.
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Hierarchy lavel

Class Metallopeplidases
] i
[ I I
Tribe l"?ﬁﬁgﬁ'{'s {EIIE:FL?::. ufa-Exopeplidases
|
| 1 | |_|_| L
Clan Metzincins Gluzincins Aspzincins S52P-zincins EEM2-MP= Funnelins
[HEXXHREXGRAHID+M)| | {HEXXH+E) (HEXH+O [HEXXH+Dv) {EE) HEXXE+R+MR+H+Y +E)
i || lacing Thermaolysins
Family Aslacins (HEXXHTREXXS
+¥+H)
|| Aﬂamalzllsinaf
ADAMs Cowrins
—{HEXXH+EXXS/G
— Serralysins | HHEYRL
1
— Archaemetzincins
Leishrnanulysinsl Snapall_.'sins| |Pap|:ral'_.lsins Matrixins| [Fragilysins

|

]

Figura 2 — Esquema de classificagdo das metaloproteases de acordo com o motivo de
ligacdo do zinco. O grupo das Zincinas é subdividido em Gluzincinas, Metzincinas,
Aspzincinas e S2P-zincinas (Gomis-Rth et al., 2012).

v Termolisinas

v Endopeptidases

v Aminopeptidases

v'Enzimas conversora

de angiostensina

v'Astacinas

HEXXH +D

v'Serralisinas

v’Snapalisinas

v'Leishmanolisinas

v'Papalisinas

v Archaemetzincinas

v Fr agilisinas

v Matrixinas

v'Adamalisinas/ADAMS

Figura 3 — Esquema de divisdo dos clads pertencentes a tribo das Zincinas.
Detalhamento das familias pertencentes ao grupo das Metzincinas.
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1.2.2.Metzincinas

As metaloproteases do cla Metzincinas sdo subdivididas nas familias
Astacinas (M12A) (encontradas em crustaceos), Serralisinas (M10B)
(encontradas em bactérias), Matrixinas (MMPs) (M10A) encontradas na matriz
extracelular de mamiferos, Leishmanolisinas, Pappalisinas e as Adamalisinas
(M12B) (BODE et al, 1993; HOOPER, 1994; STOCKER et al, 1995; MATSUI et
al, 2000; FOX; SERRANO, 2005; WANG et al, 2005;GOMIS-RUTH, 2009).

As metaloproteases das familias Matrixinas M10A e Adamalisinas M12B
(de acordo com classificacdo do banco de proteases MEROPS;
http://merops.sanger.ac.uk/index.shtml) sdo dependentes de zinco e apresentam
uma sequéncia consenso estendida comum aos diferentes membros desta
familia de metaloproteases, H-E-B-X-H-X-B-G-B-X-H....... M, em que H é uma
histidina, E € o acido glutamico, G é a glicina, B € qualquer residuo hidrofébico, X
€ qualquer aminoacido além de possuir um residuo de metionina em comum,
distante do motif de ligacdo do atomo de zinco, na volta abaixo do sitio ativo
(met-turn) e um segmento em hélice carboxi-terminal, contendo trés residuos de

histidina que estédo envolvidos no sitio de ligacao do zinco (Figura 4).

usualmente G, exceto nas astacinas

@“‘M
@ L@ @ ooy

A na maioria da MAPs
S nas serralisinas
N nas papalisinas

®
D nas adamalisinas ®® ®

E nas astacinas
. C
S na maioria das MMPs 6 @ ‘ = —
P nas serralisinas d '
V nas papalisinas f @ o

Mat-turn

Figura 4 - Representacdo esquematica da estrutura do sitio ativo das metaloproteases
das familias matrixinas e adamalisinas (STOCKER e BODE, 1995; FOWKKES et al,.
2002)
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As metaloproteases de matriz ou MMPs (MEROPS M10A) sdo proteases
secretadas ou ligadas & membrana identificadas h4 40 anos como a protease
responsavel pela metamorfose dos anuros. Essas enzimas podem ser
classificadas em colagenases verdadeiras, gelatinases e estromalisina (GOMIS-
RUTH, 2009).

As MMPs estdo envolvidas em varios processos homeostaticos
importantes, como na implantacdo do blastocisto, ovulagcédo, reparo tecidual e
outros. Entretanto, esse alto potencial proteolitico ou a auséncia desse potencial
podem acarretar eventos patolégicos que incluem inflamacéo; Ulceras gastricas,
epiteliais e das corneas; artrite reumatoide; periodontite; infarto cardiaco; fibrose
renal, hepatica e pulmonar e angiogénese, invasdo e metastase tumoral.
Processos como inflamacédo e isquemia envolvem a participacdo de moléculas
efetoras da matrix extracelular como colageno, fibrinogénio e MMPs. Além do
papel do reparo tecidual, as metaloproteases de matriz tém se mostrado
importantes em eventos mais “sofisticados”. Estdo relacionadas a
processamentos proteoliticos, como a ativacdo ou inativacdo de protedlise
limitada observadas na apoptose, ativacdo da proteina defensora intestinal e
patologias do sistema nervoso (GOMIS-RUTH, 2003).

Como em outras familias, as MMPs sao proteinas constituidas por uma
série de insertos e dominios. Inclui basicamente o peptideo-sinal de
aproximadamente 20 residuos de aminoacidos, o dominio pro-peptidico com 80
residuos, um dominio catalitico zinco ou calcio dependente que apresenta de 160
a 170 residuos de amino&cidos, uma regido ligante e um dominio C-terminal tipo
hemopexina. Demais insercdes podem variar a composicdo das MMPs (dominio
fibronectina tipo Il, insercéo tipo vitronectina, etc.) (Figura 5).

A familia das Adamalisinas, também conhecidas como Reprolisinas, &
composta por proteinas que apresentam alguns dominios homadlogos entre si,
como o dominio catalitico, o tipo desintegrina e o rico em cisteina, e é composta
pelas ADAMs (A Disintegrins And Metalloproteinase), as ADAMTSs (A Disintegrin
And Metalloproteinase with Trombospondin-like) que s&o expressas em
mamiferos, e as metaloproteases de veneno de serpentes (SVMPs) (Figura 5).

As ADAMs formam uma familia de proteinases transmembranicas, de

estrutura modular caracterizada pela presenca dos dominios cataliticos,
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desintegrina, rico em cisteina, EGF (fator de crescimento epidérmico),
transmembréanico e citoplasmatico (Figura 5). Esta familia pertence ao grupo das
proteinas de superficie celular que podem ter atividade de adesdo, como
moléculas de superficie celular, e atividade proteolitica (WOLFSBERG e WHITE,
1996). Estas proteases desempenham importante papel fisiol6gico em processos
de inflamacdo, mitogénese, angiogénese, reproducdo, protedlise, adesdo e
sinalizacdo (ANDREWS e BERNDT, 2000). Modulam também processos
biolégicos como a migracdo e o crescimento celular (ALFANDARI et al.et al.,
2001).

As ADAMTSs sdo proteases formadas pelos dominios prodominio,
catalitico, desintegrina-like, trombospodina (TSP) tipo I, rico em cisteina, regido
espacadora, e um numero varidvel de submotifs na regido C-terminal (Figura 5).
Essas proteases apresentam diversas atividades biologicas, tais como o
processamento do pro-colageno (N-proteinase), degradacéo de proteoglicanos da
matriz, inibicdo da angiogénese, coagulacdo sanguinea, fertilidade e inflamacéo
(POTER et al.et al., 2005).

Sequéncia Rico em Dominio
sinal Metaloprotease cisteina transmembrana

ADAM

Cauda

Pro-dominio Desintegrina Tipo-EGF citoplasmética

MP de pegonha de
serpente

Tipo Trombospondina (TS)

ADAM-TS

Tipo Fibronectina Tipo Hemopexina

Metaloprotease de
Matriz

Figura 5: Topografia das ADAMs e metaloproteases relacionadas. Principais
dominios estruturais das ADAMs, ADAMTSs, SVMP e MMP sédo demonstrados.
Note a auséncia de dominio desintegrina nas Metaloproteases de Matriz (MMP) e
a presenca do dominio tipo Trombospondina nas ADAMTSs (adaptado de SEALS
e COURTNEIDGE, 2003).
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1.2.3.Mecanismo de Ativacéao

As metaloproteases sao sintetizadas e secretadas como pro-enzimas
inativas (zimogénios). Estas enzimas possuem uma sequéncia consenso
conservada, P-R-C-G-(V/IN)-P-D e P-K-M-C-G-V-T, nas Matrixinas e
Adamalisinas respectivamente, que se encontram no pré-dominio, localizada
cerca de vinte posicdes antes do residuo N-terminal do dominio catalitico. O
grupo tiol de uma cisteina presente nessa sequéncia se liga ao zinco do sitio
catalitico inibindo a funcdo proteolitica da enzima; mecanismo esse conhecido
como Cysteine-switch. Elas séo ativadas geralmente por hidrélise do pro-
dominio. O dominio catalitico da protease € representado pelo zinco catalitico
ligado por trés residuos de histidina presentes na sequéncia de consenso
HEXXHXXGXXH formando um sitio ativo em hélice. Todas as hidrolases zinco-
dependentes na forma ativa possuem uma molécula de 4gua como um quarto
ligante que € essencial para a catalise. A por¢cdo N-terminal da protease madura
comeca na alca a esquerda da molécula (RAMOS e SELISTRE-DE-ARAUJO,
2006) (Figura 6).

A interrupcdo da interagdo cisteina-zinco causa ativagdo da molécula. A
ativacao fisiologica das metaloproteases é provavelmente iniciada por proteases
qgue clivam sitios especificos dentro do pro-peptideo, mas a ativacao final das
metaloproteases para a forma madura requer a retirada do pro-peptideo inteiro
por um mecanismo de autblise (MATRISIAN, 1992; GRAMS et al., 1993).
Entende-se também, que a liberacdo do sitio ligante de zinco pode ser resultado
da acdo de metaloproteases enddgenas, além de também poderem ser ativadas
por agentes oxidantes, surfactantes, metais pesados, entre outros, que
modificam o residuo de cisteina e dessa forma promovem a desestabilizacdo da
ligacdo do zinco com o grupo tiol da cisteina ativando a enzima (SPRINGMAN et
al., 1990).
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Figura 6: Modelo de zimogénio em que a regido N-terminal é alongada por um pré-
peptideo que possui a sequéncia PKMCGV, onde o grupo tiol de uma cisteina se liga ao
zinco do sitio ativo (GRAMS et al., 1993).

1.3. Metaloproteases de peconhas de serpentes (SVMPs - Snake
Venom Metalloproteinases)

As metaloproteases da peconha de serpentes (SVMPs — Snake Venom
Metalloproteinases) sdo proteinas zinco dependentes e apresentam massa
molecular que variam de 20 a 110 kDa. Ha uma grande homologia no dominio
metaloprotease dessas enzimas, e em alguns casos até nos dominios da por¢éo
carboxi-terminal (FOX; SERRANO, 2008). Estudos protedbmicos e
transcriptbmicos revelaram que dentre as toxinas com alta atividade enzimatica,
as metaloproteases sdo as mais expressas em serpentes da familia Viperidae,
compreendendo no minimo 30% do total das proteinas presentes nas peg¢onhas
(RODRIGUES et al., 2012; KOHLHOFF, et al., 2012). Estas sdo responsaveis
principalmente pela indu¢cdo de hemorragia local e sistémica que ocorre no
envenenamento (FOX; SERRANO, 2008). As SVMPs também atuam
interrompendo a hemostasia via mediadores prd-coagulantes e anticoagulantes,
agregacao plaquetéria, atividades apoptoticas e pro-inflamatérias (GUTIERREZ
et al., 2005).

De modo geral, o0 mecanismo de acdo das SVMPs esta relacionado a
protedlise de componentes da matriz extracelular (colageno tipo IV, laminina,
fibronectina) (GUTIERREZ et al., 2005), proteinas plasmaticas (fibrinogénio,
fibrina, fator de Von Willenbrand, protrombina) (SILVA et al., 2003); proteinas de

membrana celular (integrinas e caderinas) (KAMIGUTI et al., 2003) e a interacao
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com receptores especificos, como por exemplo integrinas de superficie de
plaquetas, receptores de células endoteliais e fibroblastos, ativando ou inibindo a
resposta celular (WHITE, 2005; MOURA-DASILVA et al., 2007; DE LUCA et al.,
1995; YOU et al., 2006). Esses efeitos podem resultar em vérias alteracdes
fisiopatolégicas tais como inflamacgdo, inibicdo da agregacdo plaquetéria,
apoptose e hemorragia (GUTIERREZ et al., 2005). Recentes estudos
cristalograficos de SVMPs de alto massa molecular das filogeneticamente
relacionadas ADAMs e ADAMTSs tém elucidado as propriedades da relacéo

estrutura-funcéo da classe das metaloproteases (MALEMUD, et al. 2006)

1.3.1. Dominios estruturais de SVMPs

As SVMPs sé@o sintetizadas como pré-enzimas inativas e apresentam
diversos dominios que desempenham fungbes que as auxiliam no
direcionamento, inativacdo e toxicidade (RAMOS e SELISTRE-DE-ARAUJO,
2006; FOX; SERRANO, 2008). Os dominios presentes nas metaloproteases sao
0S seguintes: peptideo sinal, pré-dominio, metaloprotease, interdominio e
dependendo da classe podem conter também dominios desintegrina ou tipo
desintegrina, rico em cisteina e dominio tipo lectina-C.

O peptideo sinal é constituido por uma sequéncia de 18 aminoéacidos, a
maior parte hidroféficos, este direciona a proteina sintetizada no reticulo
endoplasmatico (FOX; SERRANO 2008). O pro-dominio € composto por 200
residuos de aminoacidos extremamente conservados nas SVMPs. Essa regido é
responsavel por modular a atividade enzimatica desse grupo através do
mecanismo de cysteine-switch (RAMOS; SELISTRE-DE-ARAUJO, 2006).

O dominio metaloprotease ou catalitico apresenta uma sequéncia de 200
a 210 residuos de aminoacidos. Nesse dominio esta presente o motivo ligante de
zinco, HEXXHXXGXXH, e a sequéncia CIMXP onde se encontra o residuo de
metionina na posicdo 166 (met-turn) que € o responsavel por manter a
estabilidade da estrutura favorecendo a ligacdo do zinco (FOX; SERRANO,
2005; RAMOS; SELISTRE, 2006). A catalise enzimatica das SVMPS, revelada
por estudos estruturais, demonstrou que a presenca de uma molécula de agua

localizada entre o grupo carboxilico do Glu335 catalitico e o ion zinco provoca
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um aumento da polarizagdo na regido do sitio catalitico, isto possibilita a
transferéncia de um préton da molécula de agua para o Glu335, o qual se torna
um nucledfilo e ataca o grupo carbonil da ligacdo peptidica do substrato levando
0 ion zinco a um estado de transicdo penta-coordenado. Com a transferéncia do
préton do Glu para o nitrogénio da ligacdo peptidica do substrato, 0 mesmo é
clivado liberando os subprodutos da reagcdo, a enzima € regenerada com a
incorporacdo de uma nova molécula de agua (STOCKER et al., 1995; RAMOS;
SELISTRE, 2006).

O interdominio é um segmento com 13 a 15 residuos de aminoacidos que
se encontra entre os dominios metaloprotease e desintegrina ou tipo
desintegrina. Em algumas SVMPs esse segmento apresenta um residuo de
cisteina que participa da formacdo de uma ponte dissulfeto com o domino
adjacente, e atua contra o processamento proteolitico (FOX; SERRANO, 2005;
RAMOS; SELISTRE-DEARAUJO, 2006).

O dominio desintegrina e tipo desintegrina apresentam de 41 a 100
residuos de aminoacidos e contém pontes de dissulfeto em sua estrutura (Figura
7B) (RAMOS; SELISTRE-DE-ARAUJO, 2006). As desintegrinas e as proteinas
similares presentes nas peconhas de serpentes sao provenientes do
processamento proteolitico de metaloproteases especificas, e apresentam alto
potencial farmacolégico por inibir a interacdo integrinas-ligante (KINI; EVANS,
1992). As desintegrinas encontradas nas peconhas de serpentes podem
apresentar diferentes motivos que interagem com diferentes tipos de integrinas.
Integrinas sé@o proteinas transmembranicas heterodiméricas constituidas por
uma subunidade a e B. Essas subunidades formam um receptor que facilita o
ancoramento da célula com proteinas da matriz extracelular como o colageno e
fibronectina (WEGENER E CAMPBELL, 2008).

O dominio rico em cisteina é formando por 112 residuos de aminoacidos,
e nas SVMPs esté localizada na porcdo C-terminal do dominio desintegrina.
Esse dominio pode estar envolvido no carater hemorragico e na atividade sobre
a fusdo e adeséo celular.

O dominio semelhante a lectina tipo-C sdo dominios encontrados em dois
membros das metaloproteases — RVV-X (ativador do fator X, proveniente da

peconha de Daboia russelii) e VLFXA (ativador do fator X de Vipera lebetina).
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1.3.2. Classificagcdo das SVMPs

A partir de 1990, com a determinacao das primeiras sequéncias de cDNA
de algumas metaloproteases foi possivel realizar uma classificacdo estrutural
detalhada (FOX e SERRANO, 2009). Essencialmente observaram-se diferengas
de tamanho entre elas e a presenca de diferentes dominios estruturais
(BJARNASON e FOX, 1995). As metaloproteases de venenos foram entdo
organizadas de acordo com seus dominios estruturais em quatro classes: P-I, P-
II, P-1ll e P-IV de acordo com a sequéncia de seus aminoacidos e N-lI a N-IV
baseando-se nas sequéncias de seus cDNAs (BJARNASON e FOX, 1995).

Com advento de metodologias protedmicas e transcriptbmicas, novas
sequéncias de metaloproteases foram obtidas. Assim, Fox e Serrano em 2008
propuseram uma reclassificagdo das SVMPS, onde 11 subclasses foram
descritas: Pla. Plla, Pllib, Plic, Plid, Plle, D-I, Pllla, Pllib, Pllic e PIID. O critério
utiizado para classificar as SVMPs foi essencialmente baseado nas
caracteristicas dos precursores das metaloproteases de peconha, bem como nos
produtos gerados a partir desses precursores ap6s modificacdes pos-
traducionais durante o processo de sintese.

As SVMPs da classe Pl sdo as mais simples das metaloproteases de
serpentes e compreende proteinas que apresentam apenas o dominio catalitico
na forma madura, mas com dominio peptideo sinal e o pr6-dominio antes da
protedlise, com massa molecular de 20 a 30 kDa e pouca ou nenhuma atividade
hemorragica. Membros da classe PIlI apresentam massas moleculares de 30-60
kDa e tém um dominio desintegrina presente na forma nativa além do dominio
metaloprotease. O dominio desintegrina, na maioria das vezes, € processado
pos-traducionalmente a partir do dominio proteinase, gerando a porgdo nao
enzimatica com forte atividade inibitoria sobre a agregacéo plaquetaria (McCLANE
et al., 1998; McLANE et al.,, 2004; RAMOS e SELISTRE-DE-ARAUJO, 2006;
JUAREZ et al.,, 2008). As metaloproteases da classe PIIl apresentam alta
atividade hemorragica e massa molecular de 60 a 80 kDa. Essas proteases sao
distintas por apresentarem dominios adicionais no C-terminal chamados de

desintegrina-like e dominios ricos em cisteina que podem ou nao serem
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liberados de formas precursores (FOX e SERRANO, 2008). A classe PIIl é
dividida em subclasses de acordo com modificacbes pés-traducionais como
dimerizacdo (Pllic) ou processamento proteolitico (PllIb). A subclasse das
SVMPs heterotrimérica, antes chamada PIV, foi incluida no grupo PIIl, mais
especificamente na subclasse Pllid.

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 proteases foi descrito. Isso indica que as proteases
com essa estrutura sdo formadas por modificacbes pos-traducionais de um
precursor da classe P-1ll (FOX e SERRANO, 2008) (Figura 7).
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Figura 7: Esquema de classificacdo das SVMPs de acordo com Fox e Serrano
(2008). Classes e subclasses das Metaloproteases de peconhas de serpentes segundo

dominios estruturais.

Portanto, conforme essa ultima classificacédo representada na figura 6, as
metaloproteases de peconha de serpentes estdo classificadas de acordo com
seus diferentes dominios estruturais como se segue: classe P-I (SVMPs que
possuem apenas o dominio metaloprotease); Plla a Plle (possuem o dominio
metaloprotease e dominios desintegrina; podem estar presentes como dimeros
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ou somente como dimeros de desintegrina). Pllla a Pllic (contém o dominio
metaloprotease, desintegrina-like e dominio rico em cisteinas, podem também
formar dimeros) e finalmente Pllld, anteriormente conhecida como PIV (contém a
estrutura de PIIl e 2 dominios lectina tipo-C conectados por ligacdes dissulfeto)
(FOX;SERRANO, 2008).

Assim, a biossintese dos venenos de serpentes ocorre nas glandulas
especializadas, onde a maioria das proteinas secretadas € sintetizada no
citoplasma de células secretoras. Estas proteinas séo transferidas para o reticulo
endoplasmatico rugoso, onde perdem o peptideo sinal e assumem sua forma
protéica através da formacdo de pontes de dissulfeto, glicosilacdo e
multimerizacdes, como a dimerizacdo de desintegrinas (P-1ld/P-lle) e adicdo de
dominios tipo-lectina (P-llld). No complexo de Golgi essas proteinas sao
transportadas em vesiculas até o Iumen 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 limem
glandular mantendo a integridade celular e das proteinas do veneno garantindo

sua acdo somente no momento do envenenamento.

1.4. Composicao da pegonha de B. pauloensis: Origem das
SVMPs

As peconhas ofidicas sdo extensivamente estudadas com o intuito de
compreender aspectos estruturais e mecanismos de acao de toxinas isoladas.
Sao complexas misturas farmacologicamente ativa de proteinas e polipeptidios,
produzidos e estocados em uma glandula altamente especializada. Também
estdo presentes citrato, ions metalicos, carboidratos, nucleotideos e em menor
propor¢cdo aminoacidos livres e lipideos (SOUZA et al., 2001). As peconhas do
género Bothrops sdo formadas por uma variedade de toxinas as quais incluem
metaloproteases, serinoproteases, desintegrinas, miotoxinas, fosfolipases A,, L-

amino oxidases, fosfomonoesterases, fosfodiesterases, acetilcolinesterase,
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arginina esterase, hialuronidase, 5- nucleotidase e NAD-nucleosidase. Apés a
inoculacdo da peconha, essas proteinas e polipeptideos atuam sinérgica ou
individualmente, desencadeando reacdes fisiopatoldégicas como paralisia,
mionecrose, algumas vezes acompanhada de morte da vitima (DOLEY;KINI,
2009; KANG et al, 2011). Essa mistura de enzimas e proteinas ndo enzimaticas
€ usada tanto na imobilizacdo quanto na digestdo da presa além de servir como
mecanismo de defesa contra predadores. Esse ultimo responsavel pelos raros e
infortinios envenenamentos de humanos. A peconha pode sofrer alteracdo em
sua composicéo de acordo com habitat, dieta, sazonalidade, idade e género dos
individuos (CHIPPAUX et al., 1991; MACKESSY et al., 2003;EARL et al., 2006).

O conhecimento da composicdo proteica dessas peconhas tem uma
importancia significativa por revelar novos componentes com potencial
farmacoldgico, os quais podem se tornar valiosos instrumentos de pesquisa nas
diversas areas do conhecimento.

A espécie Bothrops pauloensis (Figura 8), encontra-se distribuida pelos
estados de Minas Gerais, Goias, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, S&o Paulo e
provavelmente na Bolivia. A disperséo e a variedade desses géneros na América
do Sul ocorreram por erradicacdes adaptativas. Sao extremamente variaveis em
termos geograficos e ecolégicos quando comparados com o género Crotalus
(Kohlhoff et al., 2012).

J HL}R
\\ Venezuela C.
Sy {

Figura 8 - Distribuicdo geogréfica (em marrom) e padrdo de manchas da espécie B.
pauloensis (retrado de RODRIGUES R.S. et al. 2012 ); Reptile Database

(http://www.reptile-database.org).
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Rodrigues et al. (2012) demonstraram por técnicas protebmicas e
transcriptbmicas a variedade e natureza de toxinas presentes na peconha de
Bothrops pauloensis (Figura 9). Dentre as diversas proteinas com atividade
enzimatica isoladas de pecgonhas botropicas destacam-se as: L-aminoécido
oxidases (LAAO), fosfolipases A,, serinoproteinases e metaloproteases, cujas
estruturas e mecanismos de acao vém sendo elucidados por diferentes meétodos.
Um grande ndamero de proteinas tem sido purificado e caracterizado a partir da
peconha de serpentes que contém de 30 a mais de 100 toxinas proteicas.

_.~~"" NGF (1.2%) 5NTase Hyaluronidase (0.36%)
“~ LAO(2.9%) . (0.36%)  Ohanin (0.36%)
U\ 47 svWEGF (0.36%)
Serine Proleinase it CRISP (0.7%)
(5.3%)

C-type lectin
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BPP/C-NP
(17.4%)

Figura 9 — Perfil transcriptdmico da glandula de peconha da serpente B. pauloensis.
Abreviacbes: 5 NTase, 5 nucleotidase; svWEGF, snake venom vascular endothelial
grownth factors; CRISP, cysteine-rich secretory protein; SVMP, snake venom Zn2+-
metalloproteinase; PLA2, phospholipase A2; BPP/C-NP, bradykinin-potentiating
peptide/C-type natriuretic peptide; LAO, L-amino acid oxidase; NGF, nerve growth factor.
(RODRIGUES et al. 2012).

As enzimas proteoliticas de pegonhas de serpentes (serinoproteases,
metaloproteases, entre outras) tiveram sua origem, provavelmente, como enzimas

digestivas e subsequentemente evoluiram por duplicagdo em seu gene e
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alteracdes na sequéncia para exercer as demais funcdes (BIRKTOFT e BLOW,
1972).

Para explicar a geracdo de tanta diversidade molecular, as relacoes
evolucionarias das PLA,s, proteinas lectina-like tipo-C, inibidores de
serinoproteases e metaloproteases, se desenvolveram sob forte selecdo
adaptativa positiva (OGAWA et al.,, 2005; ZUPINSKI et al. 2003; MOURA-DA-
SILVA, 1996). Alta variabilidade de proteinas da peconha confere ao animal uma
vantagem na capacidade de se adaptar a variagdo entre as diferentes presas
(DALTRY, et al., 1996). Casewell e col. (2011) propuseram que a evolucdo das
SVMPs é repetidamente pontuada por perda de dominio para formar mdultiplas

estruturas P-I e P-Il a partir de metaloproteases da clase P-IlI.

1.4.1 Agédo das SVMPs: Hemostasia e Efeitos sobre células

O sangue e a normalidade em todos 0s eventos que ocorrem no interior
dos vasos sanguineos do organismo sdo essenciais para perpetuacdo da vida,
portanto um processo que regula a fluidez do sangue no interior do sistema
vascular € um importante processo fisioldgico. A esse processo da-se o nome de
hemostasia. O termo hemostasia refere-se a resposta normal do vaso em caso
de injuria, desencadeando uma série de eventos locais que culminam no
estancamento do sangue evitando a hemorragia. O desequilibrio da hemostasia
pode levar a trombose, que é a formacdo de um tampéo patolégico, geralmente
causado por um dano nas paredes do vaso, infec¢des, lentiddo ou estagnacao
do fluxo sanguineo. Os componentes essenciais para fluidez, hemostasia e
trombose séo os fluxos sanguineos produzidos pelo ciclo cardiaco, o endotélio
vascular e pelo proprio sangue (RASCHE, 2001).

O sistema hemostéatico humano é baseado em um grande nuamero de
interacdes complexas que envolvem proteinas sanguineas, plaquetas, células
endoteliais e estruturas subendoteliais (MARKLAND, 1998). No caso de injuria
vascular traumatica com ruptura de endotélio, a ativacao plaquetaria e fatores de
coagulagao estimulam uma resposta vigorosa (ROSENFELD; GRALNICK, 1997).
As plaguetas ancoram no subendotélio por ligacdes formadas entre moléculas de

adesao célula/receptores adesivos e ligantes adesivos/contra-receptores no
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sangue e tecidos conectivos. Uma vez aderidas ao subendotélio, as plaquetas se
espalham sobre a superficie, processo chamado de adesdo plaquetaria e,
plaguetas adicionais, que chegam pelo fluxo sanguineo, se aderem inicialmente
a camada basal e depois umas as outras por pontes interplaquetarias formadas
pelo fibrinogénio, formando um tampéo de agregado de células, processo esse
chamado de agregacdo plaquetaria (primeira fase da hemostasia) (RASCHE,
2001).

A agregacao plaquetaria requer ativacao via adenosina difosfato (ADP), o
qual é liberado por organelas de armazenamento da plaqueta. A formacgéo de
fibrina representa a segunda fase da hemostasia. Ela é desencadeada por
fatores pro-coagulantes como o fibrinogénio, fator V e fator de von Willebrand,
secretados pelas plaquetas, por fatores teciduais, considerados componentes
criticos dos elementos vasculares, (via extrinseca), e por ativacdo por contato
(via intrinseca) do sistema de coagulacao (BERG et al., 2002).

A diversidade estrutural das SVMPs confere as mesmas a capacidade de
interferir em diversos sistemas, dentre eles o sistema hemostatico. De modo
geral, a acdo das SVMPs esta relacionada a protedlise de varios componentes
desde componentes da matriz extracelular, proteinas plasmaticas, proteinas da
membrana celular e interagcdo com receptores integrinas (WERMELINGER et al.,
2009), de células endoteliais (COMINNETTI et al., 2004) e fibroblastos (ZIGRINO
et al., 2002). Essas funcdes fornecem as SVMPs grande potencial para
atividades que resultem em processos fisiopatolégicos tais como inflamacao,
inibicdo da agregacdo plaquetéria, apoptose e hemorragia (MOURA-DA-SILVA &
BALDO, 2012).

As SVMPs podem interferir na hemostasia por diferentes mecanismos,
elas podem ser classificadas em enzimas pré-coagulantes ou anticoagulantes.
As enzimas pro-coagulantes podem levar a ativagdo da protrombina e dos
fatores X, V, IX. As anticoagulantes compreendem enzimas que podem agir
sobre plaquetas e fibrinogénio (MATSUI et al., 2000; RAMOS et al., 2006). De
uma forma geral, as principais atividades das SVMPs sobre a hemostasia séo
mediadas pela atividade proteolitica do dominio metaloprotease e agbes anti-
adesivas dos dominios desintegrina, desintegrina like e rico em cisteina. Varios

trabalhos tém demonstrado a acdo de SVMPs sobre proteinas do sistema
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hemostatico (ex.: fibrinogenio, fator X, protrombina). A metaloprotease BpMP-I é
um exemplo de enzima isolada da peconha de Bothrops pauloensis que age em
elementos do sistema hemostatico (NAVES-DE-SOUZA et al., 2012).

As SVMPs da classe P-Ill ttm sido designadas como as mais potentes
toxinas hemorragicas, mesmo havendo algumas SVMPs dessa classe que néo
apresentam atividade hemorragica e sim proé-coagulante. Sendo assim atuam
intensivamente sobre a hemostasia. As SVMPs da classe P-I podem ou nao
provocarem hemorragia. Essa atividade estd condicionada a sequéncia de
aminoacidos que formam a estrutura primaria da enzima. Essa composicao
determina a especificidade da enzima aos componentes da matriz extracelular
ou ao endotélio vascular levando a variacdo nos danos celulares (RAMOS &
SELISTRE-DE-ARAUJO, 2004). As metaloproteases da classe P-Il podem inibir
a agregacdo plaquetaria por conter em sua estrutura a sequéncia tripeptidica
RGD (Arg-Gly-Asp) que pode interagir com integrinas de plaquetas impedindo a
ligacdo dos agonistas pré-coagulantes (fibrinogénio, ADP e colageno) (DA SILVA
et al., 2009).

Além de interferir com a funcao plaquetaria, as SVMPs também podem ter
acdo em outros tipos celulares, como fibroblastos, cultura de macrofagos
peritoneais, células musculares e células cancerigenas (ZIGRINO, et al, 2002;
CLISSA, et al, 2001; LOPES, et al, 2009; CORREA, et al, 2002). Células
envolvidas no processo hemostético, especialmente as células endoteliais,
também sdo importantes alvos de acdo das SVMPs. Essas enzimas podem
interferir na adesdo, e viabilidade de células endoteliais aléem de induzir
apoptose. Um mecanismo de ativacdo de células endoteliais, exercido por
SVMPs, é a inducdo de IL-8 e de moléculas de adesédo (LOPES et al., 2012).

Outro efeito causado pelas SVMPs é a atividade inflamatéria grave
observada ap6s o envenenamento botropico. SVMPs induzem a liberacdo de
diversos mediadores proé-inflamatérios, agravando o dano tecidual local que
ocorre ap0s 0 envenenamento. A resposta inflamatoria em casos de picadas
botrépicas € caracterizada por edema, recrutamento de leucdcitos e liberacéo de
citocinas. A Neuwiedase € um exemplo de SVMPs isolada da peconha de
Bothrops neuwiedi que atua induzindo a liberagdo de citocinas pro-inflamatoérias

e ativagdo de algumas metaloproteases de matriz (MMPs) (LOPES et al., 2009).
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As SVMPs apresentam uma grande variedade de acdes e mecanismos
para interferéncia em processos fisiolégicos. Com base nesse conhecimento
atribui-se as SVMPs um alto potencial biotecnolégico de aplicacdo em medicina
no tratamento de desordens hemostaticas. SVMPs fibrinogenoliticas nao
hemorragicas podem ser exploradas como agentes tromboliticos para dissolugéo
de trombos (RAMOS; SELISTRE-DE-ARAUJO, 2006). Assim, metaloproteases
sdo Otimas ferramentas a serem usadas em estudos moleculares, além de

apresentarem alto potencial para serem utilizadas na producao de farmacos.
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Resumo

Proteases s&o enzimas abundantemente encontradas em todos 0S cinco
grandes reinos de seres vivos. Essas enzimas proteoliticas provenientes da
natureza tém sido alvos de estudos com a finalidade de buscar ferramentas de
uso terapéutico por atuarem em diversos processos fisiopatologicos.
Metaloproteases sdo enzimas proteoliticas da classe das hidrolases que
dependem da ligacdo de um metal em seu sitio ativo (geralmente o zinco) para
exercer suas atividades. Essas enzimas participam de diversos eventos
fisiologicos e patologicos. As metaloproteases de peconha de serpentes
(SVMPs) estao entre as toxinas animais mais estudadas. Elas séo divididas em
classes (PI, PIl e Plll) de acordo com a composicao estrutural e a presenca de
dominios. As metaloproteases da classe Pl contém um pro-dominio e o dominio
catalitico em sua estrutura. No presente trabalho, ndés descrevemos as
caracteristicas bioquimicas e funcionais de uma metaloprotease da classe PI
denominada Bothrops pauloensis Metalloproteinase-Il (BpMP-II), isolada da
peconha da serpente Bothrops pauloensis. BpMP-II foi purificada utilizando-se
trés passos cromatograficos em resinas de troca catibnica CM-Sepharose Fast
Flow, coluna de gel filtracdo Sephacryl S-300 e resina de troca anidnica HisTrap
Capto-Q. A enzima isolada apresentou-se homogénea em eletroforese em gel de
poliacrilamida SDS-PAGE 12,5% sob condi¢des redutoras e ndo-redutoras, com
uma massa molecular de 23kDa determinada por espectrometria de massas
MALDI-TOF. O ensaio de focalizacdo isoelétrica resultou em um pl levemente
acido de 6,1 para a BpMP-Il. A sequéncia parcial da proteina determinada por
MS/MS (MALDI — TOF/TOF) apresentou alta similaridade estrutural com outras
SVMPs com score bastante significativo. BpMP-II mostrou alta atividade
proteolitica sobre azocaseina sob diferentes condi¢cdes experimentais e sobre o
fibrinogénio bovino com variacdo de dose, pH. BpMP-II foi inibida por EDTA, 1,10
fenantrolina (agentes quelantes) e B-mercaptoetanol (agente redutor ligagdo S-
S). Além disso, esta protease apresentou estabilidade em pH neutro ou alcalino
e foi inativada em temperaturas elevadas (60°C). BpMP-II mostrou ser citotoxica
para células tEnd em concentra¢cdes acima de 20ug/pL. Um leve aumento nos

niveis de creatina quinase (CK) foi observado quando injetada

47



intramuscularmente em camundongos. Assim, 0 presente trabalho permitiu
identificar e caracterizar uma molécula com grande potencial de aplicacédo

terapéutica.
Palavras-chave: Bothrops pauloensis, metaloproteases de peconha de

serpentes, atividades enzimaticas, citotoxicidade.
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Abstract

Proteases are enzymes widely found in all five life being kingdoms. These
proteolytic enzymes have been studied and can be used as therapeutic tools due
to their actions on physiopathologic events. Metalloproteinase are hydrolytic zinc-
binding dependent enzymes which interfere in physiological processes. Snake
venom metalloproteinase are widely studied animal toxins. They are divided into
classes (PI, Pll and PIIl) and Pl metalloproteinase are composed of a pro-domain
and a catalytic domain in its structure. In the present work, we demonstrated the
biochemical and functional characteristics of a Pl- metalloproteinase (BpMP-II)
isolated from B. pauloensis venom. BpMP-1I was purified in three
chromatography steps on cation exchange resin CM-Sepharose Fast flow,
filtration Sephacryl S-300 and anion exchange Capto-Q. The isolated enzyme
was homogeneous on SDS-PAGE under reduction and non-reduction conditions,
with a molecular weight of 23kDa determined by MALDI-TOF mass spectrometry.
The isoeletric focalization demonstrated a slight acid pl (6,1) of BpMP-II. The
partial sequence of protein was determined by MS/MS (MALDI-TOF/TOF) and
showed high structural similarity with others SVMPs as well as a significant score
match. BpMP-II showed high proteolytic activity upon azocasein and bovine
fiborinogen and was inhibited by EDTA, 1,10 phenantroline and -
mercaptoethanol. Moreover, this enzyme showed stability at neutral and alkaline
pH and it was inactivated at temperatures higher than 60°C. Concentrations
higher than 20ug of BpMP-Il was able to decrease tEnd cells viability. A slight
increase in creatine kinase (CK) levels was noticed when BpMP-II was
administrated an intramuscular route on mice. Therefore, the present work
permitted the identification and characterization of a molecule with great

therapeutic potential.

Key Words: Bothrops pauloensis, Snake venom metalloproteinase, enzymatic

activity, citotoxicity.
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1.0. INTRODUCAO

Metaloproteases ou metaloendopeptidases (MP) sdo enzimas hidroliticas
classificadas como endopeptidases (E.C.3.4.24) que dependem da ligacdo de
um metal, cobalto, niquel, manganés ou na maioria das moléculas, o zinco, em
seu sitio catalitico para exercerem suas atividades. Estas possuem um alto nivel
de abrangéncia em efeitos fisiolégicos e patolégicos importantes como adesao
celular, fertilizacéo, transducéo de sinais, reparo da matriz, inducao de tumores,
processos aterotrombaticos, intoxicacdo por animais peconhentos, etc. Estas
enzimas ocorrem amplamente em todos os cinco grandes reinos dos seres Vivos
(GOMIS-RUTH et al.,, 2003; GOMIS-RUTH et al.,, 2012), sendo que as
metaloproteases de peconhas de serpentes (SVMPs — Snake Venom
Metalloproteinases) estéo entre as toxinas animais mais estudadas.

As SVMPs apresentam um amplo espectro de massa molecular (20 a 110
kDa) de acordo com o numero de dominios estruturais presentes. Estes dominios
tém sido amplamente caracterizados quanto as suas funcdes especificas e séo
denominados de: catalitico, desintegrina ou desintegrina-like, rico em cisteina e
por fim o dominio lectina-like. De acordo com a presenca dos dominios estruturais
e a massa molecular, as SVMPs foram inicialmente classificadas em quatro
classes, designadas PI, PIl, Plll e PIV (BJARNASON e FOX, 1994). Fox e
Serrano (2008) propuseram uma nova classificacdo apresentando 11 subclasses:
Pla, Plla, Pllb, Plic, PIid, Plle, D-I, Pllla, Plllib, Pllic e Pllld. Nesta nova proposta
tomaram-se como base os estudos sobre precursores de SVMPs e sobre os
produtos gerados por modificacdes pos traducionais. Assim, foram incorporadas
as metaloproteases diméricas, desintegrinas livres, desintegrinas diméricas,
desintegrinas como produtos de autblise das metaloproteases, dominios tipo
desintegrina/rico em cisteina. As metaloproteases da classe P-IV foram
incorporadas em uma nova subclasse denominada P-llld, pois em estudos
realizados até o presente momento nao foram identificados mRNAs que traduzam
todos os dominios presentes neste tipo de proteina.

A complexidade estrutural das SVMPs confere as mesmas uma
capacidade de interferir em diversos processos fisioldégicos. O principal efeito

atribuido a acdo de metaloproteases estd relacionado a sua capacidade de
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degradar componentes da matriz extracelular, proteinas de membrana celular e
proteinas plasmaticas (GUTIERREZ et al., 2005, BERNARDES et al., 2013;
KAMIGUTI et al., 2003; SILVA et al.,, 2003; WANG et al., 2008). Além dessa
acado, as metaloproteases também sado capazes de interagir com receptores
especificos, como integrinas de superficie de plaquetas (DE LUCA et al., 1995;
YOU et al., 2006), células endoteliais (SOUZA et al., 2000; COMINNETTI et al.,
2004) e fibroblastos (ZIGRINO et al., 2002), ativando ou inibindo a resposta
celular. Todos esses efeitos podem resultar em varias alteracdes fisiopatolégicas
tais como, hemorragia, mionecrose, inflamacgéo, inibicAo da agregacéo
plaquetaria e apoptose (GUTIERREZ et al., 2005; HERRERA et al., 2013;
MARKLAND e SWENSON, 2013).

Dentre as toxinas presentes na peconha de B. pauloensis, as
metaloproteases foram as mais abundantes (37%) seguido das fosfolipases A;
(26-32%) e peptideos potencializadores de bradicinina vasoativos (15%). Apesar
dos estudos de protebmica revelarem um alto conteddo de SVMPs presentes na
peconha de B. pauloensis (Rodrigues et al., 2012), até o momento apenas duas
metaloproteases foram isoladas, a saber: a BpMPI (NAVES, et al. 2012) e
Bothropoidin (GOMES, M.S.R., 2013), ambas tiveram suas propriedades
funcionais e estruturais determinadas.

As SVMPs tém se tornado importantes alvos de pesquisas nos anos
recentes, pois podem ser utilizados como modelos para o desenvolvimento de
agentes antitumoral, antiparasitarios, antimicrobiano e tromboliticos (KENNY &
BISSELL, 2007). Diante disso e da grande diversidade de metaloproteases
presentes na peconha de B. pauloensis, o presente trabalho teve como objetivo
isolar uma metaloprotease dessa peconha e caracteriza-la estrutural e

funcionalmente.
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2.0 MATERIAL E METODOS

2.1. Peconha e animais
A peconha de Bothrops pauloensis foi obtida a partir de espécimes

mantidas no Serpentario Proteina Bioativas LTDA, estabelecido na Fazenda Boa
Esperanca S/N — Zona Rural — Batatais/SP. Este serpentario possui
comprovante de registro no Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos
Naturais Renovaveis (no de cadastro: 471301). A peconha liofilizada foi pesada,
dissolvida em salina tamponada (PBS) pH 7,2 e centrifugada a 3.000xg por 10
min. Os camundongos machos isogénicos da linhagem BALB/c foram mantidos
em condigbes padréo de luz (ciclo de 12h luz/12h escuro em temperatura
ambiente) no Centro de Bioterismo e Experimentacdo Animal (CBEA) da
Universidade Federal de Uberlandia (UFU), com agua e suplemento alimentar
“ad libitum”. Os cuidados com os animais foram aprovados pelo Comité de Etica
na Utilizacdo de Animais (CEUA, Protocolo no 063/08 e no 046/09) da
Universidade Federal de Uberlandia e estavam de acordo com o Colégio
Brasileiro de Experimentacdo Animal/ Sociedade Brasileira de Ciéncias em
Animais de Laboratério (COBEA/SBCAL).

2.2. Reagentes para eletroforese, cromatografia, seqienciamento,
ensaios enzimaticos e bioloégicos

Colunas cromatograficas CM-Sepharose, Sephacryl S300 e Capto -Q
foram obtidas da Amersham Biosciences do Brasil. Acrilamida, bisacrilamida,
N,N,N’,N’-tetrametiletilenodiamino (TEMED), dodecil sulfato de sodio (SDS),
persulfato de aménio, fibrinogénio bovino, azocaseina, azul de bromofenol, acido
etilenodiaminotetracetico (EDTA), aprotinina, benzamidina, 1,10-fenantrolina,
soroalbumina bovina (BSA) obtidos da Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO,
USA). Padrdo de massa molecular foram obtidos da GE Health Care. MTT (3-
(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide) da SIGMA. Os

demais reagentes utilizados neste estudo eram de grau analitico
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2.3. Cultura de células
Neste trabalho foram utilizadas células endoteliais murinas na linhagem

tEnd (Thymic endothelium), estabelecida por Bussolino et. al. (1991). As células
foram cultivadas em meio RPMI 1640 acrescido com 10% de soro fetal bovino e
suplementado com 2 mM de L-glutamina, 2 mM de piruvato de sédio, 1 mM de
aminoacidos nao essenciais, 100 U/mL de penicilina e 100 pg/mL de

estreptomicina, mantidas em estufa 37°C e 5% CO..

2.4. Isolamento da metaloprotease BpMPII

2.4.1. Cromatografia CM-sepharose Fast Flow

Inicialmente 200mg da pegonha de B. pauloensis foram ressuspendidos em
2mL de tampao bicarbonato de aménio (AMBIC) 0,05 M, pH 7,8. Posteriormente,
a solucao foi centrifugada a 100xg por 10min, a 4°C. O sobrenadante limpido
retirado foi dosado (115mg) e, em seguida, aplicado a uma coluna contendo
resina CM-Sepharose Fast Flow, previamente equilibrada no mesmo tampao.

Para a eluicdo das proteinas ligadas a coluna foi utilizado um gradiente
convexo de concentracdo molar de AMBIC 0,05M a 0,5M (pH 7,8), a temperatura
ambiente. As fracdes foram coletadas em 1mL/tubo em fluxo de 6,5mL/h por um
coletor de fragcbes Redifrac (Amersham Biosciences do Brasil Ltda). As fracdes
foram monitoradas através do espectrofotbmetro Ultrospec 1000 — Amersham
Pharmacia Biotech, com uma absorbancia a 280nm. O perfil cromatografico foi
tracado e as amostras de proteinas foram separadas, liofilizadas e armazenadas
a -20°C.

2.4.2. Cromatografia em gel de filtracdo Sephacryl S300
A fragdo CM1 (40mg) obtida da cromatografia em CM-Sepharose foi

ressuspendida em AMBIC 0,5M e aplicada em uma coluna HiPrep 26/60
Sephacryl S300 HR previamente equilibrada com tampao AMBIC 0,05M pH 7.8.
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A eluicdo da amostra foi realizada no mesmo tampao com um fluxo de 0,2
mL/min no sistema Akta Prime Plus (Amersham Biosciences) em fracdes de 2mL
por tubo, e de acordo com o cromatograma, fracoes foram coletados, liofilizadas

e mantidas a -20°C.

2.4.3. Cromatografia de troca ibnica em Capto-Q
A fracdo CM1S3 proveniente da Sephacryl S300 foi entdo submetida a

cromatografia de troca idnica em coluna anidnica HiTrap Capto Q previamente
equilibrada com AMBIC 0,05M pH 7.8. Fracdes de 1mL/ tubo foram coletadas em
um gradiente linear com tampé&o AMBIC 0,5M com fluxo de 0,4 mL/min em um
sistema Akta Prime Plus (Amersham Biosciences). De acordo com o

cromatograma obtido, os picos foram coletados, liofilizados e mantidos a -20°C.

2.4.4. Cromatografia de alta eficiéncia em modo fase reversa
(HPLCRP)

A frac&o principal proveniente da HiTrap Capto-Q (BpMP-II) foi diluida em
1mL de &cido trifluoracético (TFA) 0,1% (v/v) e submetida ao sistema de HPLC-
RP (Partisphere C18 WHATMAN®) (4,6mm x 125mm). A eluicdo da amostra foi
inicialmente realizada em solucdo de acido trifluoracético 0,1% (v/v), seguindo
com gradiente de concentracdo linear de acetonitrila 80% em um fluxo de 1
mL/mim a temperatura ambiente. O pico principal foi separado e liofilizado para

determinacao das propriedades quimicas e estruturais.

2.5. Dosagem de proteinas
A concentracdo de proteinas foi determinada pelo método de Bradford

(1976). Nesse método, uma aliquota de cada amostra foi dissolvida para 100uL
com agua deionizada e adicionados 3mL do reagente de Bradford (100mg de
Coomassie Blue G, 50mL de etanol 100%, 100mL de acido fosforico 85% e agua
deionizada suficiente para completar 1 litro de solucdo). As dosagens foram feitas
em triplicatas e a absorbancia medida a 595nm. Paralelamente a dosagem de

proteinas, foi construida uma curva padrdo de soroalbumina bovina (BSA)
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(Img/mL), considerando o coeficiente de extingdo molar em 280nm (0,665). A
concentracdo de proteinas em pg/pL foi determinada a partir de calculos de

regressao linear baseados nos valores obtidos na curva padrao.

2.6. Caracterizacao bioquimica

2.6.1. Eletroforese em gel de poliacrilamida com agentes
desnaturantes (SDS-PAGE)

Eletroforeses com agentes desnaturantes (SDS PAGE) foram realizadas
segundo a técnica descrita por Laemmli (1970). O sistema de SDS-PAGE
descontinuo consistiu de: gel de empilhamento a 3%, contendo Tris-HCI 0,5M (pH
6,8) e SDS a 0,1% e gel de separacdo a 12,5% contendo Tris-HCI 2,0 pH 8,8 e
SDS 0,1%, mantendo a relacdo de bis:acrilamida 0,8:30. Todos os géis foram
preparados num sistema de eletroforese Hoefer SE 260 Mighty Small 1l Mini-
Vertical. Amostras contendo 10ug de proteina foi dissolvida em tampéo Tris-HCI
0,0625M pH 6,8; Glicerol a 10%; pB-mercaptoetanol 5% ; 2% de SDS e 0,001% de
azul de bromofenol (condic&o redutora). As solugbes foram aquecidas a 95°C por
4 minutos em banho-maria e aplicadas em gel de eletroforese. Os padrdes de
massa molecular utilizados foram: Albumina Bovina 66 kDa; Ovoalbumina 45 kDa;
Anidrase carbonica 29 kDa; Tripsinogenio 24 kDa; (-lactoglobulina 18 kDa; a-
lactoalbumina 14 kDa.

O tampéao do eletrodo continha Tris-HCI 0,025M, Glicina 0,19M e SDS
0,1%, pH 8,3. A eletroforese foi realizada em corrente de 15 mA até o indicador
azul de bromofenol alcancar o final do gel. O gel foi corado em solucdo de
coomassie blue-R250 0,1% em agua, acido acético 10% e metanol 50% e
descorado em solucéo de &cido acético a 7% e etanol 30% para posterior analise.

A mobilidade eletroforética relativa de cada banda foi determinada em
centimetros e a massa molecular foi calculada, relacionando o logaritmo da

massa molecular do padrdo com a mobilidade eletroforética relativa.
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2.6.2. Determinacao da massa molecular por MALDI-TOF
A massa molecular da metaloprotease BpMPIl foi determinada por

espectrometria de massas com ionizagao e dessor¢cdo de matriz assistida por
laser (MALDI-TOF-MS) (Matrix-assisted laser desorption ionization time of
flight mass spectrometry). As analises foram realizadas em espectrofotdmetro
de massas tipo duplo TOF com fonte MALDI (MALDI-TOF/TOF, modelo
AutoFlex Il Bruker Daltonics, Bremen, Alemanha). Cerca de 80 ug de proteina
liofilizada foi ressuspendido em 10 pyL de 0,1% acido trifluoracético/H,O e
posteriormente 0,5 uL dessa solugédo foram misturados com 0,5 pL de solugao
matriz de &cido sinapinico a 10 mg/mL em Acetonitrila (ACN): Acido
trifluoroacético 0,1 %. Estas misturas foram aplicadas diretamente na placa
MALDI TARGET (Bruker Daltonis), onde foram homogeneizadas e secas a
temperatura ambiente. Para calibragem do equipamento foi utilizado mistura
de proteina padrdo (Tripsinogénio, Proteina A, Albumina-bovina) também
aplicadas na mesma placa. Os espectros de massa foram adquiridos no modo
linear positivo, apds calibragem do aparelho. A faixa de massas moleculares
avaliada foi de 3.000-80.000 m/z.

2.6.3. Focalizacéo Isoelétrica
A focalizagéo isoelétrica da proteina foi realizada de acordo com as

instrucdes do fabricante (GE Healthcare). Cerca de 25ug de proteina foram
ressuspendidos em 125uL de tampéo de reidratacdo (uréia 7M, thiouréia 2M,
2% CHAPS (w/v), DTT 10mM, azul de bromofenol 0.002%), contendo também
tampéo IPG 0,5% (v/v), pH 3-10 (GE Healthcare). As tiras de poliacrilamida (7
cm de comprimento) com gradiente de pH imobilizado (pH de 3 a 10) foram
reidratadas no sistema IPGbox durante 16 horas. Posteriormente, foi
realizada a focalizag&o isoelétrica das fitas no sistema Ettan IPGphor 3 com o
seguinte programa: 200 V/1h, 3000 V/1h, 4000V/1h, 1250V/h e 50V por 1h.
Entre a primeira e a segunda dimenséo, as tiras focalizadas foram
equilibradas em 10mL solug&o Tris-HCI 1,5 M pH 8,8, ureia 6M, glicerol 30%
(v/v), SDS 2% (m/v) e azul de bromofenol 0,002% (m/v) contendo 10 mg/mL
de ditiotreitol (DTT), durante 15 minutos. Em seguida, foi realizado um
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segundo equilibrio utilizando a mesma solugdo adicionada de 25mg/mL
iodoacetamida por 15 minutos. ApGs o processo de equilibrio, as tiras foram
submetidas a SDS-PAGE 12.5% no sistema de eletroforese Mini VE (GE
Healthcare), tal como descrito pelo fabricante, e o gel foi corado com
Coomassie G-250 a 2% (w/v.)

O gel foi escaneado em scanner de imagens (GE Healthcare), usando
Image Master LabScanTM v Programa 5.0, com uma resolucdo de 300 dpi. A
analise foi realizada por Imagem Platinum 2D Mestre v (GE Healthcare).

2.7. Caracterizacao Estrutural

2.7.1. Determinacéo da sequéncia

A metaloprotease BpMP-Il (100ug) foi diluida em NH,HCO; 100mM e
ureia 8M e reduzida com DTT 10mM em NH,HCO; 50Mm, a 37°C durante 60
min. A alquilacdo foi realizada com 50mM de iodoacetamida em NH,HCO,
50mM a 37°C durante 30 min no escuro. A tripsinizacdo foi realizada
adicionando uma aliquota de tripsina Gold 0,5ug/2.5uL (Promega, Madison,
WI, EUA) e a reacdo ocorreu overnight a 37°C, sendo interrompida pela
adicdo de TFA 1% e a mistura de peptideos foi concentrada em Speed-Vac.
Os produtos da clivagem foram dessalinizados por cromatografia em uma
coluna Sep-Pak C18 (Millipore) (10 x 20mm) usando um gradiente linear de 0
a 70% de acetonitrila em solucdo de 0,1% TFA. 1uL da amostra foi adicionado
a 3uL de matriz acido a-ciano-4-hidroxicinamico (a-CHCA). Em seguida, 1pL
dessa mistura foi aplicado sobre a placa (Bruker Daltonics, Bremen,
Alemanha) e seca a temperatura ambiente.

As massas peptidicas monoisotopicas foram determinadas em modo
refletor com calibracdo externa, utilizando-se um calibrante padrédo de
peptideos (Bruker Daltonics Billerica, EUA). Espectros de peptideos (MS/MS)
foram realizados pela fragmentacdo LIFT. Os espectros de massa foram
analisados pelo software Biotools (Bruker Daltonics) e a identificacdo da
proteina foi realizada com o software Mascot (Perkins et al., 1999). A estrutura

primaria da BpMP-Il obtida por MS/MS foi comparada com outras sequéncias
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do banco de dados relatadas no NCBI usando os programas FASTA3 e o
BLAST. Para alinhamento das sequéncias depositadas no banco com a
sequéncia dos fragmentos obtidos foi utilizado o programa ClustalW (Larkin et
al., 2007)

2.8. Caracterizacdo Enzimética

2.8.1. Atividade proteolitica sobre a Azocaseina
A caracterizacdo enzimatica da BpMPII foi avaliada inicialmente utilizando

a azocaseina como substrato de acordo com a metodologia descrita previamente
por Gomes e colaboradores (2011) e modificada por Naves et al., 2012. Solu¢cbes
de azocaseina (1mg/mL) foram preparadas em tampao Tris 0,05M e NaCl 0,15M
com pH 7. Em seguida, essa solugéo foi colocada em uma placa de 96 pocos
(NUNC MaxiSorp) (160uL/pogo) e para iniciar a reacao foi adicionada 45uL de
tampdo fosfato de sodio (PBS) contendo diferentes quantidade da toxina
purificada (0,5ug, 1ug, 2ug, 5ug, 10ug e 20ug). Apos 30 minutos de incubacédo a
37°C foram adicionados 45uL da solugao de acido tricloroacético 20% (m/v). A
placa foi deixada por 30 minutos em temperatura ambiente e posteriormente
centrifugada a 1856 xg por 20min, o sobrenadante foi transferido e a absorbancia
foi determinada a 405nm na leitora EL800-Biotek. Uma unidade (U) de atividade
azocaseinolitica € definida como sendo o acréscimo de 0,01 unidades de
absorbancia a 405nm em relacdo as condi¢cdes do ensaio controle. Os ensaios
foram realizados em triplicatas. Os resultados foram plotados em gréfico.

O efeito do pH na atividade proteolitica da BpMP-II (10ug) foi determinada
preparando-se previamente a enzima em diferentes solu¢des tampdes (50 mM)
de pHs variaveis (tampao glicina-HCI pH 2,5; tampao citrato pH 5; tampao fosfato
de sédio pH 7,5, e tampéo borato pH 10,5) e incubando-os por 1h a 37°C.
Posteriormente, a estas solu¢cdes foram adicionadas 160uL de azocaseina a
1mg/mL. Para o grupo controle foi incubado o substrato somente com PBS. Os

ensaios foram conduzidos conforme descrito acima.
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A estabilidade térmica da BpMP-lIl (10ug) também foi ensaiada,
preincubando solucdes da enzima (5ug) a diferentes temperaturas (4°C a 100°C)
por 1h em pH 7,4, e posteriormente, a atividade azocaseinolitica foi determinada
em pH 7,8 a 37°C.

2.8.2. Atividade Fibrinogenolitica
Esta atividade foi realizada segundo Rodrigues et al. (2000), com algumas

modificacdes. Amostras contendo solucdes (50uL) de fibrinogénio bovino
(Img/ml em PBS pH 7,8) foram incubadas com diferentes concentragbes da
enzima (1ug; 2ug; 5ug; 10ug; 20ug) por 1h a 37°C. A reacgao foi interrompida
com a adicao de 25uL de solucdo contendo Tris-HCI 0,06M pH 6,8, 2% (m/v)
SDS, 10% (v/v) glicerol, 10% (v/v) B-mercarptoenol e 0,05% (m/v) azul de
bromofenol. Apds, as amostras foram aquecidas a 100°C por 4 minutos e
submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida a 12,5% com SDS (SDS-
PAGE), como descrito no item 2.5.1.

A capacidade da BpMPII em degradar o fibrinogénio também foi avaliada
variando-se o tempo de incubagao (5min, 10min, 15min, 30min, 1h, 2h e 24h) a
37°C, e na presenca de inibidores de proteases e agentes redutores quelantes.
5ug da enzima foram pré-incubados com 10uL de B-mercaptoetanol (10mM),
EDTA(10mM), 1,10- fenantrolina (10mM), benzamidina (10mM) e aprotinina
(10mM) por 1h a 37°C. Posteriormente, foram adicionadas as amostras 50uL de
fibrinogénio bovino (Img/mL em PBS pH 7,8). Os produtos da reacédo foram
analisados em SDS-PAGE 12,5%.

2.8.3. Atividade Hemorragica
A atividade hemorragica da BpMPII foi determinada por um ensaio

realizado segundo método descrito por Nikai e colaboradores (1984). Foram
administradas, por via intradérmica, doses da peconha de B. pauloensis e da
protease BpMPIl (10ug e 50ug, respectivamente) no dorso de camundongos
Balb-C machos (18-22g, n=4) para inducdo do processo hemorragico. Os

animais foram anestesiados, trés horas apos a inoculagdo, com solugbes de
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ketamina® 10% (0,05ml/kg) + xilasina 2% (0,025ml/kg) e posteriormente
sacrificados. As peles foram removidas e a &area hemorragica foi medida

utilizando-se um paquimetro de baixa pressédo (CALIPER).

2.8.4 Atividade Miotdxica por dosagem de Creatina Cinase (CK)

Camundongos Balb-c machos (20 - 25g, n=3) receberam por via
intramuscular (i.m.) no masculo gasctrocnemio direito doses de 20ug contendo a
BpMP-Il. Trés horas depois os camundongos foram previamente anestesiados
com (ketamina® 10% (0,05ml/kg) + xilasina® 2% (0,025ml/kg) e sacrificados por
deslocamento cervical. O sangue foi coletado por puncdo cardiaca na presenca
de heparina e imediatamente centrifugado a 2.500 x g por 10 minutos a 4°C. A
quantificacdo dos niveis de creatina cinase (CK-EC. 2.7.3.2) no plasma obtido foi
determinada utilizando a metodologia descrita no Kit CK-UV kinetic (Biotécnia).
Esta atividade foi expressa em unidades por litro (U/L), cada unidade corresponde
a producao de 1umol de NADH por minuto a 30°C. Foram formados os seguintes
grupos: Controles (animais receberam somente solucdo PBS ou 10 pg de

peconha bruta); Testes (animais receberam amostras contendo BpMP-II - 20 ug).

2.8.5. Viabilidade celular
A viabilidade celular de culturas de células tEnd tratadas com BpMP-I e

BpMP-II (metaloprotease obtida previamente da peconha de Bothrops pauloensis
de acordo com a metodologia descrita por Naves de Souza et al., 2012) foi
avaliada pelo método de MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl
tetrazolium bromide). Para determinar a viabilidade celular, 1,5x10* células/poco
foram semeadas em microplacas de cultura de 96 poc¢os. Apos a adeséao celular,
o meio foi trocado e as células foram tratadas com diferentes concentracfes de
BpMP-I e BpMP-II (25 pg/mL) por um periodo de 24 horas. Culturas tratadas
apenas com meio de cultura foram utilizadas como controle negativo. Apos 24
horas de incubacéo foram adicionados diretamente sobre o meio de cultura 20uL
de uma solucéo contendo 5mg/mL de MTT e a cultura foi mantida a 37°C por 3h.
ApoOs este periodo foram adicionados 100uL de uma solucdo de SDS 10%/HCI
0,01M durante um periodo de 18h. A intensidade da reacao foi determinada pela
leitura da densidade Optica a 570 nm em um leitor de ELISA (BioTeK — EIX50).
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2.9. Analise Estatistica
Os resultados foram apresentados com desvio padrdo médio. Para a

determinacdo da significancia entre as médias, fez-se andlise de variancia

(ANOVA) e o teste t, com significancia de p < 0,05 usando o programa Prisma.

3.0. RESULTADOS

3.1. Isolamento e caracteriza¢cdo bioquimica da BpMPII

O fracionamento de 200mg da peconha bruta de Bothrops pauloensis em
coluna cromatogréafica CM-Sepharose de troca-ibnica resultou em seis fracdes
gue foram nomeadas CM1, CM2, CM3, CM4, CM5a e CM5b (Figura 1A). Essas
foram liofilizadas e armazenadas a -20°C. Em seguida foram feitas analises
eletroforéticas em gel de poliacrilamida 12,5% das fracdes obtidas como mostra
a Figura 1B. A fragcdo CM1 mostrou-se bastante heterogénea e com atividade
proteolitica expressiva sobre o substrato azocaseina (Tabela |). Esta fracédo foi
escolhida para os passos de purificacdo subsequentes e quando aplicada a uma
coluna de gel de filtracdo Sephacryl S300 resultou em sete picos de absorbancia
em 280nm denominados CMS1, CMS2, CMS3, CMS4, CMS5, CMS6 e CMS7
(Figura 2A). As fragbes foram coletadas, liofilizadas e analisadas em gel de
eletroforese SDS-PAGE 12,5%. Nesta andlise observou-se que a fracdo CM1S3
apresentou uma banda majoritaria com massa molecular aproximada de 22,5kDa
(Figura 2B).
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Figura 1: (A) Perfil cromatogréafico da peconha bruta (200mg) em CM-Sepharose Fast

Flow equilibrada com tampéo bicarbonato de ambnio 0,05M pH 7,8. Um gradiente

convexo foi aplicado a coluna utilizando-se o tampé&o bicarbonato de aménio 0,5M pH

7,8. Fragdes de 1mL/tubo foram coletadas com um fluxo de 6mL/h a temperatura
ambiente. (B) Eletroforese em gel de poliacrilamida SDS-PAGE 12,5% com as fragdes
obtidas da cromatografia em CM-Sepharose. 1: MW (padréo de massa molecular); 2:
fracdo CM1; 3: CM2; 4: CM3; 5: CM4; 6: CMb5a; 7:CM5b.
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Figura 2: (A) Perfil cromatografico da fragdo CM1 (40mg) em coluna de gel filtragéo
Sephacryl S300 previamente equilibrada com tampéo bicarbonato de aménio 0,05 M, pH
7,8. Fragdes de 1mL/tubo foram coletadas com a um fluxo de 0,2mL/min a temperatura
ambiente, em seguida foram liofilizadas e armazenadas -20°C. (B) Eletroforese em gel
de poliacrilamida SDS-PAGE 12,5%. 1: MW (Padrdo de massa molecular); 2: CMS1; 3:
CMS2; 4. CMS3; 5: CMS4.

A fracdo CM1S3 foi testada quanto a atividade azocaseinolitica (Tabela I)
e em seguida foi submetida a uma cromatografia de troca ibnica em coluna
Capto Q previamente equilibrada em tampéao bicarbonato de aménio 0,05M pH
7,8 (Figura 3A). Nessa etapa cromatografica, dentre os picos de A280nm
obtidos, o pico majoritario (Figura 3A) continha a proteina de interesse. Este foi
posteriormente liofilizado e visualizado em SDS-PAGE a 12,5% em condigfes
redutoras (Figura 3B) demonstrando ser homogéneo e com massa molecular
proxima a 23kDa. Assim, esta proteina foi denominada de BpMPIl, a qual
representou 0,3% da peconha total, bem como apresentou atividade proteolitica

satisfatoria sobre a azocaseina quando comparada a pegonha bruta e demais
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fracOes (Tabela 1). Esta amostra foi posteriormente aplicada em uma coluna de
fase reversa (C18/RP-HPCL) (Figura 4) para ser utilizada nos experimentos de
MALDI-TOF e sequenciamento por MS/MS.

As andlises da massa por MALDI-TOF apresentaram uma proteina de
23kDa (Figura 5).0 pl da BpMP-II foi determinada utilizando eletroforese

bidimensional revelando um valor de 6,1.

BpMPII
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Figura 3: (A) Perfil cromatografico da fragdo CM1S3 (11mg) em coluna de troca-ibnica
Capto Q. A coluna foi equilibrada em tampéo bicarbonato de aménio 0,05 M, pH 7,8 e
o gradiente foi realizado utilizando o mesmo tampéao 0,5M, pH 7,8. (B) Eletroforese

em gel de poliacrilamida SDS-PAGE; Poco 1: Padrdo de massa molecular (MW),

BpMPII (10ug) reduzida com B-mercaptoetanol.
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Figura 4: Perfil cromatografico da BpMP-Il submetida a cromatografia liquida de alta
performance em coluna de fase reversa C18 (HPLC-RP). Gradiente linear com
acetonitrila 80%. Leitura realizada a 280nm (tragado azul) e 514nm (tragado vermelho).
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Figura 5: Perfil da espectrometria de massa da BpMP-Il; Protease com 23.001 Da.

Outros picos sédo dimeros e trimeros da mesma proteina.
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Tabela 1 — Rendimento proteico e atividade enzimatica

Etapas de Quantidade Recuperacéo Atividade
purificacdo (mg/totais)* Protéica (%) Azocaseinolitica
(U/mg)**
Peconha bruta 200 100 1700
CM1 40 20 1240
CM1S3 11 55 1010
BpMP-l 0,55 0,3 1110

* Dosagem realizada pelo metodo de Bradford (1974).

**1U representa o aumento na variagdo de 0,01 de absorbancia (405nm) que a enzima hidrolisa o

substrato (azocaseina).

3.1.2 Sequénciamento parcial da BpMPII por MS/MS

O sequenciamento parcial da BpMPII foi realizado por espectrometria de

massas. Cerca de 100ug da proteina foi submetida a hidrolise com a Tripsina

(tem 2.7.1.) e o espectro de fragmentos (Figura 6) obtidos foi analisado pelo

software Biotools e a identificacdo da proteina foi realizada com o software

Matrix Science (Mascot Search Results). Para a identificacdo da proteina os
peptideos de massa 1096.509, 1549.669 e 1822.743 Da foram fragmentados
pelo método LIFT para obtencdo do Ms2 (MALDI TOF-TOF). O score gerado a

partir dessa analise foi de 110 (sendo significativo a partir de 50 e p<0,05)

(Figura7) mostrando uma elevada similaridade com outras SVMPs incluindo o

precursor de metaloprotease | (MPI) presente na biblioteca de cDNA de B.

neuwiedi (Figura 8).
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Figura 6: Espectro Msl do perfil de massas dos peptideos obtidos a partir da

fragmentagdo da proteina BpMP-II com tripsina. Andlise dos espectros foi feita com o

software Biotools (Bruker Datonics) e os valores sdo apresentados em Da.
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Figura7: Histograma mostrando o score altamente significativo acima de 50 (p<0,05), o

gue indica a confiabilidade dos resultados obtidos pela fragmentacdo em MS/MS.
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Figura 8: Alinhamento da sequéncia parcial da BpMPII
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com algumas sequéncias homologas a metaloproteases Pl obtidas do

banco de dados de proteinas do BLAST (PubMed-Medline) e do Uniprot: Cédigos de acesso: Precursor da MP-1 da peconha de Bothrops

neuwiedi

(ADO21504); BnP1 da peconha de Bothrops neuwiedi (POC6S0) (BALDO et al,

2008).
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3.2 Caracterizacdo enzimatica e bioquimica
A toxina BpMP-II foi submetida ao teste de atividade azocaseinolitica

(Figura 9) e verificou-se que a atividade foi dose-dependente. A partir desse
resultado foram utilizados 5ug de BpMP-Il para verificar a estabilidade da
protease em diferentes pHs e sua termolabilidade uma vez que nessa
concentracado a protease apresentou atividade significante. Observou-se que a
protease BpMP-II perdeu totalmente sua atividade a 60°C e 100°C e apresentou
atividade o6tima a 4°C (Figura 10). Em solu¢gbes com pH 2,5 e 5,0 a protease
diminuiu sua atividade proteolitica sobre a azocaseina. Em pH 7,5 a atividade foi
méaxima e sofreu uma leve queda ao ser incubada em tampéao borato 50mM (pH
10,5) (Figura 11).
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Figura 9: Atividade proteolitica da BpMP-II sobre a azocaseina. Diferentes doses de
BpMPII foram incubadas com 160 pL de azocaseina a 37°C por 30 minutos; a reagéo foi
interrompida com a adi¢éo de 45uL de solucdo de acido tricloroacético 20%.

Resultados sdo apresentados com média e desvio padrao (n=3). (*) significancia p<0,05.
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Figura 10: Atividade azocasenolitica da enzima BpMP-Il. 5ug da BpMPII foram pré
incubadas com azocaseina em diferentes temperaturas (4°C; 25°C; 37°C; 60°C e
100°C). A atividade enzimatica foi maior quando BpMP-II foi incubada a 4°C. A 60°C e
100°C a protease perde sua atividade. Resultados sdo apresentados com média e

desvio padrao (n=3) (*) significancia p<0,05.
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Figura 11: Atividade proteolitica de BpMP-Il sobre a azocaseina em solugbes de
diferentes pHs. A Metaloprotease BpMPII apresentou um pico de atividade
azocaseinolitica em solugéo pH 7,5 e perdeu atividade em pHs acidos (pH 2,5 e pH 5,0).

Resultados sdo apresentados com média e desvio padrdo (n=3) (*) significancia p<0,05.
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3.2.1 Atividade Fibrinogenolitica
A metaloprotease BpMP-II apresentou atividade proteolitica sobre o

fibrinogénio bovino (Figura 12A) de forma dose-dependente. Os resultados de
atividade fibrinogenolitica demonstraram que apenas 2ug de BpMP-II foram
suficientes para degradar a cadeia Aa do fibrinogénio porém nenhuma das
concentragbes foram suficientes para degradar cadeia BB, em 1 hora de
incubacgéo. Baseando-se nesses resultados foi utilizada a concentragéo de
5ug para os demais testes de atividade fibrinogenolitica. A hidrolise total da
cadeia Aa ocorreu com 15 minutos de incubagdo da protease com o
fibrinogénio. Apenas com 24 horas de incubacdo a BpMPIl foi capaz de
degradar também a cadeia B do fibrinogénio (Figura 12B). Os ensaios de
inibicdo da atividade fibrinogenolitica induzida pela BpMP-II, revelaram que
esta foi completamente inibida quando previamente incubada com EDTA,
1,10-fenantrolina B-mercaptoetanol e (Figura 12C). Nos dois primeiros casos
a BpMP-Il mostrou dependéncia para Zn'*, uma vez que foi inibida na
presenca de EDTA e 1,10-fenantrolina que sdo quelantes do metal Zn*"
presente no dominio catalitico. A perda de atividade na presenca de B-
mercaptoetanol estd relacionada com a perda de sua conformacéo
proveniente da quebra das pontes dissulfetos. Inibidores especificos para
serinoproteases, benzamidina e aprotinina, ndo foram capazes de inibir a
atividade proteolitica. Todos o0s ensaios tiveram seus resultados analisados
em gel de eletroforese SDS- PAGE 12,5%.
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Figura 12: Perfil eletroforético (SDS-PAGE 12,5%) dos produtos de degradacdo da
atividade fibrinogenolitica da BpMP-Il sobre o fibrinogénio em diferentes condi¢des
experimentais. (A): Diferentes concentracdes de BpMPII foram incubadas com 50uL de
fibrinogénio bovino (1Img/mL) a 37°C por 1h. (B) Tempo dependente: BpMPIl (5 pg)
incubados com 50uL de fibrinogénio bovino (1mg/mL) a 37°C. (C) Presenca de
inibidores de proteases: 5 ug de BpMPII foram pré-incubados com diferentes inibidores
por 1h a 37°C, posteriormente foram adicionados 50uL de fibrinogénio bovino (1mg/mL)
e incubados por 1h a 37°C. Controles: Fib. (10uL de fibrinogénio a 1mg/mL) e BpMPII (5

Q).

3.3 Caracterizacdo Bioldgica

3.3.1 Teste de citotoxicidade por MTT
A citotoxicidade das metaloproteases BpMP-I e BpMPII sobre células

endoteliais murinas (tEnd) foi avaliada pelo método MTT (Figura 13). As
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células tEnd foram incubadas com diferentes concentragfes e apds 24h de
tratamento, observou-se que a BpMPII induziu alteracdo na viabilidade das
células com a concentracdo de 20ug/mL, com reducdo de aproximadamente
45% da viabilidade celular (Figura 13A). J4 a BpMP-I ndo induziu citoxicidade
em células tEnd (Figura 13B).
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Figura 13: Gréfico de viabilidade de células tEnd quando incubadas com
diferentes concentracdes de BpMP-II e de BpMP-I. (A) 20ug/mL da metaloprotease
BpMP-II foi capaz de diminuir a viabilidade celular em 45%. (B) Diferentes

concentracdes de BpMP-I ndo foram suficientes para diminuir a viabilidade desse tipo
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celular. A viabilidade celular foi determinada de acordo com o descrito em Material e
Métodos. As amostras foram analisadas em triplicata e * representa a diferenca
significativa (p< 0,05) em relacéo ao controle (meio de cultura).

3.3.2. Teste de miotoxicidade por dosagem de Creatina Cinase (CK)

BpMP-1l induziu baixa miotoxicidade no muasculo gastrocnémio de
camundongos quando comparado com 0s niveis plasmaticos de CK do grupo
controle injetado com PBS (Figura 14) e também n&o causou hemorragia

guando injetada por via intradérmica no dorso de camundongos (resultados nao

apresentados).
400-
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Figura 14: Grafico da dosagem de creatina cinase (CK) em camundogos tratados com
PBS (controle negativo), 10ug de peconha bruta (controle positivo) e 20ug da enzima
BpMP-II (Teste). As amostras foram analisadas em triplicata e * representa a diferenca
significativa (p< 0,05) em relacdo ao controle (Peconha bruta). A diferenca entre o teste

e o controle negativo nao foi significativa.

4.0. DISCUSSAO
A metaloprotease BpMP-II isolada e caracterizada nesse trabalho foi

obtida a partir de uma andlise que objetivava encontrar um composto presente
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na peconha de B. pauloensis com atividade enzimatica, seguindo um protocolo
de purificagdo bem conhecida e padronizada pelo nosso grupo de estudo.

No primeiro passo cromatografico em coluna de troca i6nica CM-
Sepharose (Figura 1A) foi possivel determinar atividade azocaseinolitica do pico
CML1. Outras fracBes obtidas nesse passo cromatografico apresentam atividade
enzimatica, como o pico CM3 de onde foi isolada a metaloprotease BpMP-I
(NAVES, 2012). Por apresentar alta atividade enzimatica e conter varios
compostos, como mostra a eletroforese em gel de poliacrilamida (Figura 1B), a
fracdo CML1 foi recromatografada em coluna de filtracdo Sephacryl S-300 (Figura
2A), a fim de isolar o composto, ou um dos compostos, responsavel (eis) por
essa atividade. Com esse resultado, concluiu-se que a fracdo CM1 continha pelo
menos sete compostos de diferentes massas moleculares. Um dos picos obtidos
(CM1S3) manteve atividade azocaseinolitica (Tabela 1), sendo entdo coletado,
liofilizado e em seguida submetido & cromatografia em coluna de troca ibnica
HiTrap Capto-Q (anidnica) (Figura 3A). A homogeneidade da fracdo obtida do
altimo passo cromatografico, denominada BpMPII foi confirmada por
cromatografia em HPLC utilizando coluna C18 (Figura 4). O pico majoritario
corresponde a metaloprotease BpMP-Il que apresentou rendimento de 0,3% em
relacdo a peconha bruta. A Bothropoidin, uma metaloprotease da classe PIII
isolada da peconha de B. pauloensis também apresentou uma recuperacao de
0,34% (GOMES, 2013). Esse baixo rendimento das metaloproteases isoladas
de B. pauloensis pode ser explicado pela grande diversidade dessas proteases
presentes nessa peconha (RODRIGUES et al., 2012). Embora as SVMPs
representem uma das maiores fracbes das peconhas botrépicas, quando
isoladas podem apresentar baixo rendimento (PETRAS et al., 2011).

BpMP-II apresentou massa molecular de 23,8kDa quando analisada em gel
SDS-PAGE 12,5%. A massa real da proteina foi de 23.001 Da e foi determinada
pela analise em espectrometria de massas (MALDI-TOF) (Figura 5). Essa
diferenca entre as massas obtidas por eletroforese em SDS-PAGE 12.5% e por
espectrometria de massas pode ser explicada pela maior precisdo da segunda
técnica, refletindo melhor a massa real da proteina.

A caracterizacdo estrutural permitiu concluir que a sequéncia da BpMP-II

apresentou similaridade estrutural com o precursor da MP-1b, de B.neuwiedi
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(MOURA-DA-SILVA, 2011), e também com outras metaloproteases
denominadas BnP1 e BnP2 de B. neuwiedi (BALDO et al., 2008), ambas
pertencentes a classe Pl das metaloproteases (Figura 8). A similaridade entre
MP-1b e BpMP-II provavelmente estd relacionada com o ancestral comum
presente entre as serpentes do complexo Bothrops neuwiedi (AMARAL, 1925).

O complexo Bothops neuwiedi foi descrito inicialmente como sendo um
complexo composto por 12 subespécies, todas com ampla distribuicdo na
Ameérica do Sul. Silva (2000) elaborou uma reclassificacdo taxonémica e elevou
sete subespécies a categoria de espécie dentre elas a espécie B. pauloensis.
Posteriormente, baseando-se em aspectos moleculares como analise do DNA
mitocondrial, Fenwick e colaboradores (2009) propuseram uma nova
classificagcdo para o género Bothrops. Nessa reclassificacdo surgiram novos
géneros como Rhinocerophis, Bothriopsis, Bothrocophias e Bothropoides. Esse
altimo contendo a espécie Bothropoides pauloensis inicialmente descrita como
Bothrops pauloensis (SILVA e RODRIGUES, 2008; FENWICK, 2009). Porém
essa classificacdo néo foi bem aceita pela Sociedade de Herpetologia voltando a
classificagéo anterior.

O substrato azocaseina foi utilizado para se caracterizar as propriedades
enzimaticas de BpMP-Il frente a diferentes condi¢cdes de temperatura, pH e
concentracdo da enzima. BpMPIl apresentou alta atividade em diferentes
concentracbes (Figura 9) e a dose de 5ug foi padronizada para os demais
ensaios enzimaticos. Quanto a influéncia da temperatura na atividade concluiu-
se que em temperaturas elevadas (37°C, 60°C e 100°C) a protease perdeu sua
atividade por, provavelmente, sofrer degradacdo. Em baixas temperaturas a
atividade é significativamente alta (Figura 10). No teste de atividade enzimatica
sobre a azocaseina em diferentes pHs (Figura 11) a metaloprotease BpMP-II
comportou-se semelhantemente as demais SVMPs que apresentam uma
atividade 6tima proximo ao pH neutro (MANNING, 1995; XU et al., 2004). Estes
resultados foram demonstrados para outras proteases dessa classe como a
neuwiedase (RODRIGUES et al., 2000). A acutolisina-A (SVMP da classe PI
isolada de Agkistrodon acutus), apresentou decréscimo da atividade proteolitica
quando em pH 3 (ZHU et al., 1997). A SVMP BpMP-I foi caracterizada como

apresentando alta atividade azocaseinolitica em baixas temperaturas e teve sua
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atividade reduzida quando incubada em pH &cido (NAVES, 2012). A perda de
atividade estd relacionada com alteracdo no residuo Glul77 (essencial a
catélise) e com o estado de protonacéo dos residuos de His presentes no sitio
ativo. A protonacao dos residuos ligados a catalise da metaloprotease altera a
afinidade do sitio da molécula pelo zinco (Zn™) interferindo nas atividades que
sao zinco-dependentes (RAMOS e SELISTRE-DE-ARAUJO, 2006).

As enzimas fibrinogenoliticas presentes nas peconhas de serpentes
podem ser classificadas de acordo com a especificidade por hidrolisar as cadeias
do fibrinogénio. As enzimas com afinidade pela cadeia Aa do fibrinogénio, como
a SVMP BpMP-Il, sdo denominadas de a-fibrinogenases, enquanto que as
proteases responsaveis por clivar a cadeia BB sao classificadas como -
fibrinogenase. A protedlise altera o0 reconhecimento pela trombina
impossibilitando a correta clivagem do fibrinogénio para a formacgao da fibrina
(SWENSON e MARKLAND, 2005). A metaloprotease BpMP-Il apresentou-se
com alta atividade fibrinogenolitica inclusive em baixas concentracdes (21g)
(Figura 12A). Essa atividade foi inibida por EDTA e 1,10-fenantrolina que
comprova a dependéncia do metal zinco para a BpMP-II exercer sua atividade
catalitica. O agente B-mercaptoetanol também inibiu a atividade fibrinogenolitica
por alterar a conformacdo estrutural da proteina pela quebra das pontes
dissulfeto (Figura 12C). Dessa forma, a metaloprotease mostrou ter maior
afinidade pela cadeia Aa e uma leve afinidade pela cadeia Bp, que foi degradada
quando incubado o fibrinogénio com BpMP-II por 24h (Figura 12B). A BpMPII
também mostrou ser inibida por inibidores de metaloprotease e ndo por
inibidores de serinoproteases (benzamidina e aprotinina). A BpirMP é um
exemplo de metaloprotease da classe Pl com atividade fibrinogenolitica e
atividades tromboliticas (BERNARDES, et at., 2013). Resultados apresentados
por Naves (2012) em relacdo a metaloprotease BpMP-I foram similares aos
resultados obtidos em BpMP-Il. BpMP-| apresentou afinidade pela cadeia Aa e
foi inibida por EDTA, 1,10-fenantrolina e p-meracaptoetanol. Outras SVMPs da
classe Pl apresentam resultados similares (BERGER, et al.; 2008; TORRES-
HUACO et al.,, 2010; SANCHEZ et al.,, 2010). A coagulopatia € um efeito
bastante conhecido que ocorre no envenenamento botrépico. Essas alteracdes

sdo causadas por essas enzimas serem capazes de degradar fibrinogénio e ou
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fator de vonWillebrand e dessa forma interferirem na hemostasia. Algumas das
proteinas fibrinogenoliticas tém sido utlizadas clinicamente como
anticoagulantes ou estdo em fase de investigacdo para uma possivel aplicacao
terapéutica (BRAUD et al, 2000; LEWIS & GARCIA, 2003; MARSH, 2001).

Células endoteliais sado importantes alvos das SVMPs, pois diversas
metaloproteases podem interferir na viabilidade e adesdo dessas células. As
SVMPs podem induzir apoptose em células endoteliais por mecanismos
cataliticos, clivando proteinas de matriz extracelular (colageno, laminina,
nidogénio, etc.), interagindo ou degradando integrinas de superficie de
membranas que estdo envolvidas em processos de adesdo, migracdo e
comunicacdo celular. Portanto, a apoptose induzida por SVMPs pode estar
relacionada com a capacidade proteolitica e ou anti-adesiva dessas enzimas
(FORMESYN et al., 2013).

A metaloprotease BpMP-Il induziu diminuigdo da viabilidade celular com
as concentracdes de 20 e 40ug/mL (Figura 13A). Isto pode ser explicado pela
acao proteolitica exercida pela BpMP-Il sobre proteinas de membrana
responsaveis pela adesdo das células tEnd. O mecanismo de acéo,
diferentemente das desintegrinas, ou SVMPs da classe PIIl que possuem o
dominio desintegrina-like ndo esta envolvido com a competi¢cdo por integrinas de
membranas uma vez que metaloproteases da classe Pl ndo apresentam o
motivo de ligacdo RGD. Diferentemente, a metaloprotease BpMP-I néo
promoveu citotoxicidade em tEnd (Figura 13B) nas mesmas condicdes
experimentais. Sugere-se que a capacidade citotéxica da BpMPII, isolada no
presente estudo, esteja relacionada a degradacdo proteolitica e ou interacdo a
alvos especificos presentes na membrana de células tEnd. No entanto, novos
estudos deveréo ser tragados a fim de melhor elucidar este mecanismo de agéo.

Apesar da citotoxicidade in vitro de BpMP-Il, esta apresentou uma baixa
atividade miotoxica quando inoculada em muasculo gastrocnémio de
camundongos e nao foi capaz de induzir hemorragia quando injetada
intradermicamente no dorso de camundongos (resultados ndo mostrados)
(Figura 14). A baixa toxicidade de SVMPs Pl é bem descrito na literatura
(RODRIGUES et al., 2001; NAVES et al., 2012; OYAMA et al., 2013). Baldo e
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colaboradores (2010) demonstraram que a metaloprotease Neuwiedase
apresenta baixa hemorragia e baixa miotoxicidade.

A baixa ou auséncia de atividade hemorragica € caracteristica de SVMPs
pertencentes a classe PI, ainda assim, pode-se observar leve miotoxicidade em
alguns casos. Isso mostra que a miotoxicidade nem sempre esta relacionada a
isquemia proveniente da hemorragia, mas pode ser resultado de uma acéo direta

da metaloprotease sobre as células musculares (BALDO et al., 2010).

5.0. CONCLUSAO
No presente trabalho foi demonstrado o isolamento e a caracterizagéo

bioquimica e funcional de uma metaloprotease Pl de Bothrops pauloensis. De
acordo com suas caracteristicas bioquimicas e enzimaticas, a BpMP-II pode ser
incluida na classe das metaloproteases fibrinogenoliticas, anticoagulantes,
citotbxica e ndo hemorragica. Tais resultados abrem perspectivas para a
utilizacdo da BPMPII como potencial terapéutico a ser explorado em trabalhos

futuros.
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