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LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

BmooMPa-I: metaloprotease da classe P-I isolada da serpente Bothrops moojeni.
SINAN: Sistema de Informacdo de Agravos de Notificagao.
IgG: anticorpos policlonais.

Fab: porc¢do variavel dos anticorpos.

Fc: porc¢ao constante dos anticorpos.

SVSPs: serinoproteases.

SVMPs: metaloproteases.

TR: trombina.

DFP: diisopropilfluorfosfato.

PMSF: fenilmetilsulfonil fluoreto.

kDa : KiloDaltons.

RER: reticulo endoplasmatico rugoso.

ADAM: familia de proteinas de mamiferos.

ADAMTS: familia de proteases secretadas com motivo trombospondina tipo-1.
MMPs: metaloproteases de matrix extracelular.
SDS-PAGE: eletroforese em gel de poliacrilamida.

PCR:

cDNA:

bp: pares de bases.

pl: ponto isoelétrico.

PRRs: receptores de reconhecimento padrao.

PAMPs: padroes moleculares associados ao patégenos.
DAMPs: padroes moleculares associados aos danos.
TLRs: receptores Toll-like.

TNF-a: fator de necrose tumoral - alfa.

TNFlIs: inibidores de TNF.

BMDM: macréfagos derivados de medula éssea.
AMBIC: Bicarbonato de aménio.

ng: nanogramas.

Ug: microgramas.

mg: miligramas.

mM: milimolar.



pL: microlitros

PBS-T: tampao salina fostado-tween.

PBS-T-M: tampao salina fostado-tween suplementado com molico 1%.
DO: densidade optica.

ELISA: Teste imunoenzimatico indireto.

CBEA: Centro de Bioterismo e Experimentagdo Animal.
CEA: Comité de ética em pesquisa animal.

UFU: Universidade Federal de Uberlandia.

COBEA: Colégio Brasileiro de Experimenta¢ao Animal.
1D.SDS-PAGE: Eletroforese unidimensional.

2D. SDS-PAGE: Eletroforese bidimensional.

mA :mili amperagem.

V: voltagem.

TCA: acido tricloro acético 15 %.

BSA: soroalbumina bovina.

H203: 4gua oxigenada.

ABTS: 2,2'-azino-bis-3-ethyl-benzthiazoline acido sulfénico.
DAB: 3,3’-tetrahidrocloreto de diaminobenzidina.
TMB: tetrametilbenzidina.

nm: nandmetros.

EDTA: Acido etilenodiaminotetracetico.

SDS: dodecil sulfato de sodio.

pAb:anticorpos policlonais.

PBS-T-BSA: PBS-T suplementado com BSA 1%.

TCA: acido tricloro acético.

i.p: via intraperitoneal

RPMI: meio de cultivo celular

SFB: soro fetal bovino.

LCCM: meio condicionado de células L929.

MTT: azul de tiazolil.

LPS: Lipopolissacarideo - agonista de TLR4.

IE: agonista de NOD/1.

FSL-1: agonista de Toll-6/2.
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RESUMO

A inflamag¢do é um processo essencial para manutencdo da homeostase, envolvendo eventos
vasculares, migracdo e ativacao de leucodcitos. No entanto, suas manifestacdes exacerbadas,
geralmente mediadas pelo aumento do nivel de citocinas proé-inflamatorias como o fator de
necrose tumoral (TNF-a), podem resultar em doengas cronicas, como artrite reumatoide,
fibrose pulmonar e rea¢des de hipersensibilidade. O presente estudo teve por objeto avaliar se
a enzima BmooMPa-I, uma metaloprotease isolada da peconha de Bothrops moojeni, apresenta
algum papel na resposta inflamatéria em modelos experimentais in vitro e in vivo. Foi realizado
o isolamento da enzima BmooMPa-], a partir da peconha bruta da serpente Bothrops moojeni,
utilizando colunas de cromatografia DEAE Sephacel, Sephadex G-75 e Benzamidina-Sepharose.
A eletroforese bidimensional (2D) demonstrou grau de pureza, massa molecular (Mr) e ponto
isoelétrico (pl) de um trimero proteico em condi¢des redutoras (~23,6 kDa; ~21,2 kDa e ~18,7
kDa; pl na faixa de 7,24 a 7,33) e em condi¢des ndo redutoras somente um spot protéico pode
ser evidenciado (~23,0 kDa; pl 6,82). Foi realizado a imunizacdo de coelhos da raga nova
Zelandia para obtenc¢do de anticorpos policlonais da classe IgG anti-BmooMPa-I. O ensaio
imunoenzimatico indireto (iELISA) confirmou a presenca dos anticorpos IgG policlonais anti-
BmooMPa-I no soro dos animais imunizados. Suas especificidade e reatividade cruzada com os
antigenos (enzima BmooMPa-I e pegconha bruta de B. moojeni) foram confirmadas por
Immunoblot 1D. Os anticorpos policlonais anti-BmooMPa-I neutralizaram a atividade
azoproteolitica induzida pela peconha bruta de B. moojeni e enzima pura (BmooMPa-I) em
27% e 100%, respectivamente, na razdo 1:15 (m/m). Camundongos BALB/c na presenca da
metaloprotease BmooMPa-I exibiram uma reduc¢do na migracao de leucdcitos para a cavidade
peritoneal, sugerindo um perfil de resposta anti-inflamatdria. Os niveis de TNF-a determinados
pelo método de ELISA foram reduzidos significativamente na presenca da enzima BmooMPa-],
sugerindo que a mesma exerce uma acdo proteolitica sobre o TNF-«, que foi confirmada pelo
desaparecimento desta citocina dentre o perfil de bandas proteicas no SDS-PAGE. O ensaio com
macrofagos ativados com agonistas de PRRs, demostrou uma reduciao niveis de TNF-a
secretado pelos macréfagos apés o seu tratamento com a enzima BmooMPa-1. Em conclusao, a
enzima BmooMPa-I apresenta um perfil antiinflamatdério de reposta imunolégica, resultante da

sua ac¢do direta sobre a citocina pré-inflamatéria TNF-a.

Palavras-chaves: Bothrops moojeni, BmooMPa-I, TNF-a, anticorpos policlonais, macréfagos

derivados de médula 6ssea (BMDMs).
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ABSTRACT

Inflammation is an essential process for maintaining homeostasis, involving vascular events,
migration and activation of leukocytes. However, its manifestations exacerbated, usually
mediated by increased levels of TNF-a, can result in chronic diseases such as rheumatoid
arthritis, pulmonary fibrosis and hypersensitivity reactions. The present study aimed to assess
whether the enzyme BmooMPa-I, a metalloprotease isolated from the venom of Bothrops
moojeni, could play any role in the inflammatory response in experimental models in vitro and
in vivo. We carried out the isolation of the enzyme BmooMPa-I from crude venom of the
Bothrops moojeni, using DEAE Sephacel column chromatography, Sephadex G-75 and
Benzamidine-Sepharose. The 2D electrophoresis showed purity, molecular mass (Mr) and
isoelectric point (pl) of a proteic trimer under reducing conditions (~23.6 kDa, ~ 21.2 kDa and
~18.7 kDa, pl in the range of 7.24-7.33) and nonreducing conditions only one spot protein can
be demonstrated (~23.0 kDa; pl 6.82). Immunization was performed in New Zealand rabbits to
obtain polyclonal IgG anti-BmooMPa-I, enzyme immune assay (iELISA) confirmed the presence
of polyclonal IgG anti-BmooMPa-I in serum of immunized rabbits. Their specificity and cross
reactivity with antigens (enzyme BmooMPa-I and crude venom of B. moojeni) was confirmed
by immunoblot 1D. The polyclonal antibody anti-BmooMPa-I neutralized azoproteolytic
activity induced by crude venom of B. moojeni and pure enzyme (BmooMPa-I) in the 27% and
100%, respectively, in 1:15 (w/w) ratios. BALB/c mice in the presence of the
metalloproteinase BmooMPa-I exhibited a reduction in leukocyte migration into the peritoneal
cavity, suggesting a profile of anti-inflammatory response. The levels of TNF-a determined by
ELISA were significantly reduced in the presence of the enzyme BmooMPa-I, suggesting that it
exerts a proteolytic role on TNF-a, which was confirmed by the disappearance of the its bands
on SDS-PAGE profile. Further, experiments done with activated macrophages PRRs agonists
demonstrated a reduction of TNF-a secreted by macrophages after treatment with the enzyme
BmooMPa-I. In conclusion, the enzyme BmooMPa-I presents a profile of anti-inflammatory

immune response, resulting from direct action on the pro-inflammatory cytokine TNF-a.

Keywords: Bothrops moojeni, BmooMPa-I, TNF-q, polyclonal antibodies, bone marrow-derived
macrophages (BMDMs).
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1. INTRODUCAO
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1.1 Serpentes

As serpentes sdo animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata, classe
Reptilia, ordem Squamata, sub-ordem Serpentes. Elas constituem o segundo grupo mais
diversificado dos répteis, com aproximadamente 2700 espécies (POUGH et al., 1999). No Brasil,
ja foram catalogadas 371 espécies de serpentes, agrupadas nas seguintes familias:
Anomalepididae (representada por 7 espécies), Leptotyphlopidae (14 espécies), Typhlopidae
(6 espécies), Aniliidae (1 espécie), Tropidophiidae (1 espécie), Boidae (12 espécies),
Colubridae (34 espécies), Dipsadidae (241 espécies), Elapidae (27 espécies) e Viperidae (28
espécies) (BERNILS, 2010).

Elas podem ser classificadas em dois grandes grupos basicos: as peconhentas
(inoculadoras de peconha) e as ndo pegonhentas, ambas encontradas no Brasil (Cardoso et al.,
2003). Entre as serpentes peconhentas temos duas familias: Elapidae e Viperidae (SILVA,
JORGE, RIBEIRO, 2003).

A familia Elapidae encontra-se amplamente distribuida pelo mundo, com
aproximadamente 250 espécies. Os elapideos tém espécies famosas, como as “najas” asiaticas e
africanas, e as temidas “mambas” do continente africano. Nas Ameéricas, a familia esta
representada pelas “cobras corais”, das quais, sdo reconhecidas 22 espécies na fauna brasileira,
a maioria pertencendo ao género Micrurus, com aproximadamente 18 espécies distribuidas por
todo o Brasil.

Sao animais de pequeno porte, com tamanho de até 1 metro. Sdo caracterizadas
visualmente por apresentarem anéis vermelhos, pretos e brancos. Essas serpentes sao bem
menos agressivas, tém habitat subterraneo, apresentam presa inoculadora pequena e ndo tém
a mesma possibilidade de abertura da boca que outras serpentes. As corais verdadeiras
possuem presas inoculadoras de peconha (CARDOSO et al, 2003). Raramente causam
acidentes e quando o fazem, geralmente picam os dedos da mao de individuos que as
manipulam (FUNASA, 1998).

A familia Viperidae apresenta cerca de 250 espécies distribuidas pelo mundo e 28
espécies distribuidas pelo Brasil. Abrange os géneros Bothriopsis, Bothrocophias, Bothropoides,
Bothrops, Caudisona, Lachesis e Rhinocerophis (BERNILS, 2010), sendo facilmente identificadas
pela cabeca triangular, recoberta por pequenas escamas de aspecto similar as do corpo, além
da presenca de fosseta loreal entre o olho e a narina (FUNASA, 2001). Os principais

representantes desta familia sdo as jararacas, surucucus e cascavéis (Figura 1)
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Figura 1: A) Exemplar da espécie Micrurus frontalis conhecida popularmente como“cobra coral”,
serpente brasileira da familia Elapidae. B) Exemplar da espécie Lachesis muta. C) Exemplar da espécie
Bothrops pirajai e D) Exemplar da espécie Crotalus durissus. Serpentes brasileiras da familia Viperidae.

Fonte: <http://www.fororeptiles.org/fotos>.
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1.2 Bothrops moojeni

A espécie Bothrops moojeni (Figura 2) é um representante da familia Viperidae descrito
por Hoge (1965), conhecida popularmente como caicaca, apresenta uma distribuicdo
geografica restrita as areas de formacdo aberta, estendendo-se do Brasil central até o sul do
Estado do Parana (HOGE, ROMANO, 1972; CAMPBELL, LAMAR, 1989).

B. moojeni possui tamanho médio, longevidade média de 15 anos, é encontrada em areas
ripérias, incluindo a borda e o interior da mata de galerias e brejos. E ativa praticamente ao
longo de todos os meses do ano, principalmente durante a noite. Alimenta-se de pequenos
mamiferos, aves, lagartos, serpentes e anfibios. Para capturar suas diferentes presas dispoem
de uma armadilha eficiente: abanam a ponta da cauda que, como se fosse uma isca, acaba
atraindo as presas que rapidamente sdo mortos (SAWAYA et al., 2008). E uma espécie vivipara,
com dimorfismo sexual, a fémea apresenta a cauda mais curta que a do macho e uma
reproducdo sazonal (NOGUEIRA et al.,, 2003).

Esta serpente é responsavel pela maioria dos acidentes botrépicos na cidade de
Uberlandia e regido, segundo dados do Departamento de clinica Médica do Hospital das
Clinicas da cidade de Uberlandia, dos 90 acidentes ofidicos registrados no periodo de 1993 a

1995, 68 (75%) foram causados pelo género Bothrops (SILVA et al., 2003 ).

Figura 2: Exemplar da espécie Bothrops moojeni. Fonte: Guia Ilustrado de Animais do Cerrado de Minas

Gerais. CEMIG. 2. ° edicao Editora: Editare 2003.
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1.3 Os acidentes ofidicos

Os acidentes causados por serpentes peconhentas representam significativo problema
de Saude Publica, especialmente em paises tropicais, pela freqiiéncia com que ocorrem e pela
mortalidade que ocasionam (PINHO, PEREIRA, 2001). Em geral, sua ocorréncia esta
relacionada a fatores climaticos e aumento da atividade humana no campo, seja profissional ou
a lazer (FUNASA, 2001).

A peconha é inoculada via subcutanea através das presas da serpente. Os componentes
da pegonha geralmente atingem a circulacdo pelos vasos linfaticos, embora as moléculas de
baixa massa molecular possam ser absorvidas diretamente nos capilares. Os efeitos do
envenenamento por serpentes sdo muito variaveis e dependentes de varios fatores como tipo,
saude e tamanho da serpente, além da quantidade injetada e condi¢des biolégicas da vitima
(TAVASSI et al., 2008).

Segundo o Ministério da Satide no Brasil foram registrados, em 2010, 29.635 acidentes
por serpentes, dentre os quais 85% foram ocasionados por serpentes peconhentas, 4% por
ndo-peconhentas e 11% por serpentes ndo identificadas. A incidéncia registrada foi de 15,5
acidentes/100.000 habitantes e, a taxa de letalidade foi de 0,5%. A regidao Norte (9.191) é onde
ha a maior ocorréncia de acidentes ofidicos, seguida pelas regioes Nordeste (8.238) e Sudeste
(6.343). A maior parte dos acidentes ocorre nos meses mais quentes e chuvosos, janeiro a
maio. O sexo mais acometido é o masculino, com 77% das notificacdes e a faixa etaria é entre
20 e 49 anos (51,3%). Mais de 80,3% dos acidentes ocorreram na zona rural. Mais de dois
tercos dos acidentes ofidicos ocorrem nos pés e pernas (19.964). A serpente com maior
letalidade é a cascavel, com taxa de 1,1%. Os acidentes botrdépicos foram os de maior
incidéncia, com 72,5% do total de casos notificados ao SINAN (Sistema de Informacao de
Agravos de Notificacao).

Os acidentes provocados por serpentes botrépicas caracterizam-se por efeitos locais e
sistémicos. Os efeitos sistémicos mais comuns sdo: a indugao do estado de choque principal
causa de morte, distirbios na coagulacdo sanguinea, altera¢des cardiovasculares, hemorragias
gastrointestinais, nauseas, vomitos e hematuria (RUSSELL et al, 1979). Ainda, em nivel
sistémico, sdo observadas sudorese, hipotensao arterial e hipotermia (CARDOSO et al.,1993).

Quanto ao efeito local destacam-se dor, edema, hemorragia local e necrose tecidual

aparecendo logo depois da inoculacdo da peconha (OLIVEIRA et al., 1999).
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O procedimento terapéutico utilizado no tratamento de acidentes ofidicos é a
soroterapia. O soro antiofidico € uma mistura de imunoglobulinas ou anticorpos resultantes da
sensibilizacdo de animais (geralmente cavalos) por aplicagdes sucessivas de doses da peconha
bruta acrescidas de substancias adjuvantes que aumentam seu potencial antigénico (FUNASA,
2001). Apos a obtencgao do anticorpo (IgG) puro a partir do plasma animal é feita a clivagem da
molécula IgG com a enzima pepsina obtendo-se entdo a fragao F(ab) 2 dando origem ao soro-
hiperimune (LALLO, THEAKSTON, 2003). A fracdo Fab é o fragmento do anticorpo que se liga
aos antigenos, enquanto que a regido Fc promove as fung¢des de fixacdo do complemento e
ligacao de monécitos (ABBAS, LICHTMAN, 2003).

0 soro antibotroépico é obtido através da imunizacdo de cavalos com uma mistura da
peconha das serpentes Bothrops jararaca (50%), Bothrops jararacussu (12,5%), Bothrops
moojeni (12,5%), Bothrops neuwiedi (12,5%) e Bothrops alternatus (12,5%). Essa mistura de
peconhas revela-se como bons imundgenos capazes de produzir anticorpos que neutralizam a
atividade letal de outras peconhas botrépicas (CARDOSO et al, 2003).

A administracao, geralmente, é realizada por infusdo intravenosa lenta (LALLOO, 2005).
A literatura demonstra que pacientes submetidos a soroterapia tiveram um retorno dos niveis
hemostaticos 6 horas ap6s sua administracdo. No entanto, a lesdo local causada por estes
peconhas, ndo é neutralizada eficientemente pelo soro (CARDOSO et al, 1993). Dessa forma,

estudos visando uma melhoria na eficacia desse soro tém se intensificado, nos ultimos anos.
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1.4 As peconhas ofidicas

Nas serpentes, a peconha é uma adaptacdo evolutiva para imobilizacdo, morte e
digestdo das presas, secundariamente usado para defesa, sdo produzidas em glandulas
especializadas capazes de sintetizar e secretar grande quantidade de substancias
biologicamente ativas (TAKEDA, TAKEYA, IWANAGA, 2012)

As peconhas de serpentes consistem de uma complexa mistura de proteinas e peptideos
(90-95% de seu peso seco) toéxicos e ndo tdxicos, que podem apresentar fungao enzimatica ou
nao (SCHMIDT et al, 1976). A porcdao ndo protéica é representada por ions metalicos,
carboidratos, nucleosideos, aminas e em menor propor¢ao, lipideos e aminoacidos livres
(CHIPPAUX et al., 1991). A composi¢do quantitativa e qualitativa da peconha pode variar de
acordo com fatores como: espécie, idade, estacdo do ano, e dieta (FUNASA, 2001).

A familia Viperidae possui denticdo do tipo solendglifa, ou seja, o par de dentes para
inoculagdo de peconha dos individuos é longo, dianteiro e curvado para tras, se movimentando
para frente no momento do bote (Figura 3) (FUNASA, 2001).

A complexa lesdo causada pela peconha da familia Viperidae deve-se a somatéria dos
efeitos isolados dos diferentes componentes, com agdes bioldgicas distintas ou com acgao
sinérgica (OLIVEIRA et al., 1999).

A peconha de serpentes do género Bothrops (jararacas) atua de formas diferentes ao
penetrar no organismo animal podendo causar a agdo proteolitica, a coagulante e a
hemorragica (ARCOLINI, 2006).

A acdo proteolitica, possivelmente, decorre da atividade de proteases, hialuronidases e
fosfolipases (FUNASA, 2001). A agdo coagulante ocorre através do consumo do fibrinogénio
(fator da coagulacdao do sangue), havendo deposicio de microcoagulos principalmente nos
pulmdes e rim (FUNASA, 2001). As manifestacdes hemorragicas sdo decorrentes da acdo das
“hemorraginas”, que provocam lesdes na membrana basal dos capilares levando ao
extravasamento de sangue pelos capilares sanguineos (AZEVEDO-MARQUES, CUPO, HERING,
2003).

A peconha de serpentes do género Crotalus (cascavéis) é muito potente (seis vezes mais
potente que o da jararaca) tendo acdo miotdxica, neurotoxica e anticoagulante (FUNASA,
2001).

A atividade miotoxica, devido a crotoxina, produz lesdes no tecido muscular esquelético

levando a liberacao de mioglobina para o sangue e mioglobintria (TOKARNIA, PEIXOTO,
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2006). As fragdes neurotoxicas produzem efeitos no sistema nervoso inibindo a liberacao de
acetilcolina causando as paralisias motoras (FUNASA, 2001). A acao anticoagulante é derivada
da fragdo da pegonha do tipo “trombin-like”, o sangue torna-se incoagulavel pelo consumo do
fibrinogénio (ETTINGER, FELDMAN, 1997).

A peconha de serpentes do género Lachesis (surucucu e surucutinga) possui acoes
proteolitica (necrosante), coagulante, hemorragica e neurotoxica. As enzimas proteoliticas
podem induzir a liberacdo de substancias vasoativas, tais como bradicinina e histamina, que
podem levar ao choque. A agdo neurotoxica é de dificil interpretacao fisiopatolégica. A
atividade hemolitica se expressa sob a forma de hemoglobindria (TOKARNIA, PEIXOTO, 2006).

A peconha de serpentes do género Micrurus (corais), apresenta um efeito do tipo
neurotoxico, com os sintomas parecidos com os da cascavel, com a diferenca de também atacar
o aparelho respiratério, causando a parada do diafragma, levando a morte por asfixia
(ETTINGER, FELDMAN, 1997).

Estas biomoléculas sdo paradoxais, pois possuem uma natureza maléfica e terapéutica.
Um mesmo complexo enzimatico pode provocar alteragdes na homeostase e em determinadas
situacdes levar ao Obito, bem como prevenir, tratar e até curar distirbios dos sistemas de
coagulacdo e fibrindlise, hipertensdo arterial, cancer, antimicrobianos, imunossupressores

entre outras atividades.
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Figura 3: A) Aparato da pegconha de serpente. Em destaque as principais estruturas envolvidas no

processo de producdo e inoculacio da peconha. B) Dentes inoculadores de pegonha da familia

Viperidae. C) Serpente engolindo a presa apds inoculagdo da pegonha. D) Pegconha bruta liofilizada apos

extracdo, disponivel comercialmente. Fonte: <http://www.brasilescola.com/upload/e/ofidismo>
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1.5 As proteases de serpentes

As proteases sdo presentes na peconha de vdarias serpentes. Sdo classificadas
estruturalmente como serinoproteases (SVSPs) e metaloproteases (SVMPs). A peconha da
maioria das serpentes contém pelos menos 30% de SVMPs (TAKEDA, TAKEYA, IWANAGA,
2012). No género Bothrops, particularmente, a peconha é composta por pelo menos 50% de
metaloproteases, sugerindo um papel significativo no envenenamento e sua patogénese (FOX
etal, 2006)

As serinoproteases (SVSPs) sdo enzimas com atividade tipo trombina (“trombin-like”).
Estas enzimas causam paradoxalmente, coagulacao sanguinea in vitro e incoagulabilidade in
vivo por depletar o fibrinogénio circulante, competindo com a trombina (TR) pela hidrélise do
fibrinogénio (KAMIGUTI, SANO-MARTINS, 1995). Tais enzimas possuem um residuo de serina
altamente reativo, o qual exerce um papel critico na catalise. Inibidores dessas proteases como
diisopropilfluorfosfato (DFP) e o fenilmetilsulfonil fluoreto (PMSF) reagem com a serina do
sitio ativo, inativando irreversivelmente essas proteases (MARKLAND, 1998).

As metaloproteases (SVMPs) sao endopeptidases dependentes de zinco, com tamanho
variando de 20 a 100 kDa. Elas sao sintetizadas no citoplasma das células secretoras na
glandula de peconha, transferidas para o reticulo endoplasmatico rugoso e complexo de Golgi e
finalmente transportada via granulos de secrecdo para o limen da glandula (WARSHAWSKY et
al, 1973). As SVMPs sdo secretadas em uma forma latente que requer ativacdo para
desenvolver atividade proteolitica (MATRISIAN, 1990). Agentes quelantes como o EDTA e 1,10
fenantrolina podem inibi-las, eliminando completamente sua atividade (BJARNASON, FOX,
1989).

As SVMPs podem ser agrupadas em quatro classes P-I &4 P-1V, baseado na organizagdo do
dominio estrutural e massa molecular. As proteinas da classe P-I possuem um dominio
metaloprotease (Dominio M) caracterizado por uma seqiiéncia de residuos de aminoacidos
conservados (HEXXHXXGXXH). O dominio M é responsavel por sua acdo enzimatica e
apresenta massas moleculares baixas, de 25 kDa, e geralmente com baixa, ou nenhuma
atividade hemorragica. As proteinas da classe P-II consiste de dominio catalitico de tamanho
meédio e dominio “desintegrin-like” de 10 kDa. As proteinas da classe P-III, conhecidas como
potentes hemorraginas de cerca de 55 kDa, apresentam um terceiro dominio rico em cisteina
em torno de 14 kDa. As proteinas da classe P-1V, sdo representadas por proteinas de massa

molecular de 95 kDa e baixa atividade hemorragica, possui em adicdo aos dominios da classe P-
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I1], uma ponte dissulfeto ligando um polissacarideo tipo lectina de 15 kDa (BELLO et al.,, 2006).
O dominio ‘lectin-like’ é reconhecido por receptores de adesdo plaquetaria e glicoproteinas de
matriz e do plasma (WIJEYEWICKREMA et al., 2005).

Em 2008, Fox e Serrano modificaram a classificacdo anterior baseados na presenca ou
auséncia de dominios ndo proteinase observados nos transcritos de mRNA. Classificaram como
Plla enzimas da classe PII que liberam o dominio semelhante a desintegrina em seu estado
nativo, a PIIb para enzimas que nao liberam o dominio semelhante a desintegrina, Pllc para
enzimas PII diméricas, PIld e Plle metaloproteases que possuem o dominio desintegrina sem
ter o dominio metaloprotease, a Pllla para enzimas PIII que tém dominios semelhantes a
desintegrina ricos em cisteina, PIlIb para enzimas que liberam seus dominios semelhantes a
desintegrina e ricos em cisteina, Plllc para SVMPs da classe PIII cujas estruturas se organizam
na forma de dimeros e PIIld que contém o dominio semelhante a lectina.

SVMPs possuem uma relacdo filogenética mais préxima com familia de proteinas de
mamiferos (ADAM-desintegrinas e metaloproteases) e sua subclasse ADAMTS (familia de
proteases secretadas com motivo trombospondina tipo-1), em conjunto formam a familia
ADAM/adamalisina/reprolisina ou grupo M12B de zinco metaloproteases (MEROPS
classification, http://merops.sanger.ac.uk/) (TAKEDA, TAKEYA, IWANAGA, 2012) (Figura 4).

A familia de proteinas ADAM pertence a classe de glicoproteinas, ancoradas a
membrana e suas principais fung¢des sdo adesdo célula-célula e/ou célula- matriz e sinalizagcao
celular (TAKEDA, TAKEYA, IWANAGA, 2012). ADAMTS sdo expressas em uma ampla variedade
de espécies desde os humanos até os vermes. Suas fungdes incluem processamento de
colageno, degradacao de proteoglicanos presente nas articulacdes, angiogénese e hemostasia
(APTE, 2009).

Além das ADAMs/ADAMTSs e SVMPs, tem sido também descritas as MMPs
(metaloproteases de matrix extracelular), que possuem um sitio catalitico similar as demais e
podem apresentar-se ancoradas na superficie da célula ou secretadas na forma de zimogénio
(BODE et al., 1993; RA, PARKS, 2007). O conjunto destas metaloproteases compreende um
amplo grupo de proteinas pertencentes a superfamilia metzincina (grupo M10A) (MEROPS
classification, http://merops.sanger.ac.uk/), que tém em comum um dominio de ligacao de
zinco com estruturas muito semelhantes entre si (WANG et al., 2005). O sitio ligante de zinco
da familia metzincina tem uma seqiiéncia de aminoacidos conservada (HEBXHXBGBXH) onde
H € histidina, E é acido glutamico, G é glicina, B é um residuo hidrofébico e X é um aminoacido

qualquer (TAKEDA, TAKEYA, IWANAGA, 2012).
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Figura 4: Diagrama esquematico da estrutura dos dominios das SVMPs e moléculas relacionadas. Cada
dominio ou subdominio é representado por diferentes cores. M, metaloprotease; D, dominio
desintegrina; C dominio rico em cisteina; Cw, subdominio dobrado rico em cisteina; snaclec, dominio
‘lectin-like’ da pegonha de serpente; E, dominio “(EGF)-like” ligante do fator de crescimento epidermal;
T, motivo trombospondina tipo-1 (TSP); S, dominio de espaco; X, dominio variavel entre as ADAMTSs.
Exemplos de cada uma das classes das SVMPs e ADAMs/ADAMTSs, as quais a estrutura cristalina foi
determinada, sdo indicadas pelas letras vermelhas. A classe P-III das SVMPs sao dividas em subclasses
(IlIa-11Id) baseado em suas distintas modificacdes pds-transducionais. Na familia ADAMTS, D*, dominio
‘lectin-like’; C, dominio rico em cisteina é subdividido no N-terminal no subdominio Cy (CA) e dominio
C-terminal (Cg). A familia ADAMTS também possui em seu N-terminal os dominios M, D, T, C, S, e outros

dominios variaveis na regido C-terminal. Fonte: TAKEDA, TAKEYA, IWANAGA, 2012.
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As SVMPs podem exercer diferentes atividades bioldgicas. Elas podem estar associadas
com hemorragia ou a quebra do sistema hemostatico, que sdao mediadas pela atividade
proteolitica do dominio M. SVMPs causam hemorragia por distirbio na interacdo entre as
células endoteliais e membrana basal, devido a degradacao de proteinas de membrana de
células do endotélio como integrinas, cadelinas (proteinas de adesdo dependentes de calcio) e
componentes da membrana basal como fibronectina, laminina, nidogénio, colageno tipo IV
(FOX, SERRANO, 2008).

A atividade hemorragica das SVMPs estad entre os fatores de maior letalidade nos
acidentes ofidicos. Algumas SVMPs nao possuem atividade hemorragica, mas atuam em
diferentes mecanismos de quebra da hemostase com efeito pro ou anticoagulante como, por
exemplo, fibrinogenases, fibrolases, ativadoras da atividade pré- trombina, inibidores da
agregacdo plaquetaria, apoptéticas ou com atividades pré-inflamatérias (FOX, SERRANO,
2008).
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1.6 BmooMPu«a-I

BmooMPa-I é uma protease isolada da peconha bruta de Bothrops moojeni e
caracterizada em estudos anteriores por Bernardes e colaboradores (2008) e Akao e
colaboradores (2010).

Bernardes e colaboradores (2008) isolaram a protease por passos cromatograficos
seqlienciais em resina de troca i6nica (DEAE-Sephacel), gel filtracio (Sephadex-G75) e
afinidade (Heparina-agarose). A protease BmooMPa-I corresponde a 8,71% da pegonha de B.
moojeni. A andlise da eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) a 14% demonstrou
uma massa molecular em torno de 24,5 KDa. O produto da reagdo com a transcriptase reversa,
apo6s a amplificacdo por PCR, produz um fragmento de cDNA de 615 bp que codificam para a
proteina madura contendo 205 residuos de aminoacidos com massa molecular relativa de
aproximadamente 23,279 e pl tedrico de 6,3.

A seqiiéncia dos residuos de aminoacidos que compde a proteina madura, BmooMPa-I,
foi determinada pelo seqiienciamento automatico dos peptideos produzidos pela digestdo da
proteina com tripsina e a leitura da seqiiéncia foi realizada no espectrometro de massa (Q. TOF

MicroTM) (Figura 5).
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Figura 5: Seqiiéncia de cDNA e residuos de aminoacidos deduzidos a partir da protease BmooMPa-I. Os
residuos de aminoacidos da seqiiéncia linear da proteina estao sublinhados. Fonte: BERNARDES et al.,

2008.
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O alinhamento da protease BmooMPa-I com outras metaloproteases da pegonha de
serpentes mostrou que a enzima possui uma similaridade de 70-92% com proteinas isoladas
de serpentes do género Bothrops, Agkistrodon, Crotalus e Lachesis (BERNARDES et al., 2008).

A protease BmooMPa-I exibe atividade fibrinog(eno)litica, quando incubada com o
fibrinogénio, cliva a cadeia A-a e em seguida a cadeia B-§ e ndo demonstra nenhum efeito
sobre a cadeia y. Este padrdo de hidrolise classifica-a como uma a-fibrinogenase. Na fibrina, a
enzima hidrolisa somente a cadeia 3. Também exerce um efeito proteolitico sobre a azocaseina.

Na presenca de EDTA, a enzima BmooMPa-I, tem seu atividade fibrinog(eno)litica
inibida sugerindo que a mesma pertence a classe das metaloproteases.

Quando administrada via i.p (intraperitoneal) em camundongos, a enzima causa um
acdo anticoagulante sobre o sangue devido a deplecao de fibrinogénio circulante, no entanto é
desprovida das atividades hemorragica e “trombin-like”, sugerindo seu amplo potencial como
agente terapéutico para o tratamento e prevencao de tromboses arteriais.

Akao e colaboradores (2010) isolaram e determinaram a estrutura cristalina da
metaloprotease BmooMPa-I. A estrutura foi determinada sobre um angulo de resolucdo de
1,76 A. O modelo final consiste de 200 residuos de aminoacidos, 151 moléculas solventes
(4gua) e um fon zinco e um fon calcio.

A estrutura geral da enzima BmooMPa-l, conserva todas as caracteristicas das
metaloproteases(SVMPs) de classe P-I, é formada por 5 elementos de folha 3, 4 longas a-hélices
e um curto segmento N-terminal em a-hélice estabilizada por trés pontes dissulfeto (Cys117-
Cys197, Cys157-Cys181 e Cys159-Cys164) localizados na regido C-terminal. Na estrutura
oblato elipsoidal, a folha 8 é curva e dobrada entre as hélices a2 e a4 no sitio concavo e a hélice
a3 no sitio convexo (Figura 6).

O sitio catalitico é localizado na interface do dominio superior (acima do residuo N-
terminal 150) e dominio inferior (abaixo do residuo C-terminal 50, como é comumente
observado em outras metzincinas como a adamalisina-II (GOMIS-RU et al, 1994), H2-

proteinase (KUMASAKA et al., 1996) e acutolisina A (GONG et al., 1998).
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Figura 6: Representacdo esquematica da estrutura da enzima BmooMPa-I. As pontes dissulfeto e as
trés histidinas cataliticas estdo destacadas em algas elevadas. O ion zinco esta representado como uma
esfera. Atomos de carbono, enxofre, nitrogénio e zinco sdo mostrados nas cores cinza, amarelo, azul e

verde, respectivamente. Fonte: AKAO et al., 2010.
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Assim como acutolisina A e adamalisina-II, o ion calcio foi identificado na regido de

cruzamento do N-terminal e C terminal do lado oposto ao sitio ativo. O {fon calcio é

heptacoordenado pelos 061Asn20, OCys!97, 061Asp193, 062Asp1?3, Oc1Aps?, OWS e OW10, e é

considerado estruturalmente importante para estabilidade do dominio proteolitico.

O sitio de ligagcdo do zinco exibe uma coordenagao octaédrica distorcida, configuracdo

atipica quando comparada a de outras SVMPs, como H2-proteinase e adamalisina-II,

apresentando um sitio de liga¢cdo do zinco em coordenacao tetraédrica (Figura 7).

2
H144 A Y ’

H150

Figura 7: A) Coordenacdo geométrica do sitio de ligagdo do zinco na enzima BmooMPa-I, B)

adamalisina-II e C) acutolisina A. Os residuos de aminoacidos sdo representados em alcas elevadas, a

molécula solvente em vermelho e as interagdes em linhas pontilhadas pretas. Fonte: AKAO et al., 2010.
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1.7 Inflamacao

A inflamacdo é a resposta do organismo a invasdo por um agente infeccioso, por um
desafio com antigeno ou uma lesao fisica. Independente da causa a inflamacdo pode ser
entendida como uma reacdo a quebra da homeostase (TEIXEIRA et al, 2009). A resposta
inflamatéria compreende trés eventos principais (1) aumento do suprimento sanguineo para
area afetada; (2) aumento da permeabilidade capilar, ocasionando a retracdo das células
endoteliais, permitindo, entdo a liberacao de mediadores inflamatorios que irdo atingir o local
da infec¢do; (3) migracao dos leucdcitos dos capilares para os tecidos circundantes, sendo que
na fase inicial, os neutréfilos sdo as primeiras células recrutadas e prevalentes e, mais
tardiamente, os mondcitos e linfécitos migram para o local (OLIVEIRA et al.,, 2009).

As inflamag¢des podem ser divididas em agudas e cronicas, dependendo do tempo de
duragdo do processo. As inflamag¢des agudas sdo caracterizadas por um tempo de duracao de
pouco minutos até poucos dias; enquanto que as inflamacgdes cronicas persistem por semanas
ou meses (MONTENEGRO et al., 1999).

A resposta inflamatdria aguda, sob o ponto de vista morfologico e funcional caracteriza-
se pelo predominio de fendmenos exsudativos, ou seja, alteracao na permeabilidade vascular,
com acumulo de liquido na regido afetada (edema), fibrina, leucocitos e hemacias, seguidos
pela fagocitose de componentes celulares e, dor local (TEIXEIRA et al., 2009).

A resposta inflamatoéria cronica, além destes elementos, envolve a proliferacdo dos
vasos, formacao de granulomas e tecidos linféides terciarios. A area inflamada é infiltrada por
células como fagécitos mononucleares, linfécitos, fibroblastos e em alguns casos granulécitos
(MEDZHITOV, 2008).

Além dos componentes celulares, a resposta inflamatéria envolve também a sinalizacao
celular que ocorre tanto por interacdo direta célula a célula, envolvendo tanto moléculas de
superficie celular (moléculas de adesdao), quanto por mediadores inflamatérios como as
quimiocinas, citocinas, aminas vasoativas e eicosandides. Estes mediadores sdo elementos

chaves para “orquestrar” todos os eventos da resposta a lesdo fisica (TEIXEIRA et al., 2009).
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1.8 O sistema imune na resposta inflamatoéria

Apés a quebra da homeostase no organismo, este comega a responder aos estimulos que
levaram ao desequilibrio, ou seja, emite sinais de alerta para o sistema imune com intuito de
reparar e reconstruir os danos causados pela lesao(TEIXEIRA et al., 2009).

O primeiro evento da ativacdo celular é o reconhecimento celular. Na presenca de um
agente infeccioso, por exemplo, o sistema imune faz o reconhecimento por meio de receptores
de reconhecimento padrdao (PRRs), que sdo os sensores da imunidade inata, envolvidos na
deteccdo de padrdes moleculares associados ao patégenos (PAMPs). PRRs podem reconhecer
também moléculas endégenas com concentracdes elevadas em resposta ao estresse ou ao dano
tecidual, entdo comportando como sensores de alarmins (mediadores de degranulagdo e morte celular). Portanto,
0os PRRs sdo os sensores de PAMPS e alarmins, os quais juntos formam um grupo constituido pelos padrdes moleculares
associados aos danos (DAMPs) (BIANCHI, 2007).

Entre os PRRs temos os membros da familia de receptores Toll-like (TLRs) que sao os
responsaveis por reconhecer macromoléculas derivadas de patoégenos, derivados de
componentes das bactérias e parede celular de virus em crescimento (LEE, AVALOS, PLOEGH,
2012).

A familia de receptores Toll-like (TLRs) foi previamente descrita na espécie Drosophila
melanogaster, a mosca de frutas. As moléculas Toll foram caracterizadas inicialmente, como
receptores transmembranicos do tipo I com papel importante no desenvolvimento dorso-
ventral do embrido de Drosophila (ROEDER et al.,, 2004). Moscas geneticamente deficientes em
moléculas Toll apresentavam uma capacidade reduzida de defesa contra fungos e bactérias
Gram-positivas, ressaltando sua importdncia no reconhecimento e resposta contra estes
patégenos (ALARCO et al., 2004).

Posteriormente, pelo menos 11 tipos de receptores Toll-like (TLRs) analogos aos de
Drosophila foram identificadas em mamiferos. Os humanos expressam dez TLRs (TLR1 a
TLR10) funcionais, enquanto que vinte TLRs (TLR1 a TLR9 e TLR11 a TLR13) foram relatados
em camundongos. Ligantes tém sido determinados para todos os TLRs, exceto TLR10 e TLR12
e TLR13 de camundongos. TLR1, TLR2, TLR4, TLR5, TLR6 e TLR11 residem na membrana
plasmatica, onde reconhecem patogenos de superficie. Por outro lado, TLR3, TLR7, TLR8 e
TLR9 sdo encontrados no ambiente intracelular e, sdo responsaveis pelo reconhecimento de

acido nucléico (LEE, AVALOS, PLOEGH, 2012) (Tabela 1).
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Tabela 1: Localizacao e ligantes de TLRs.

Localizacao

celular

Ligantes fisioldgicos

Ligantes sintéticos

TLR1- TLR2 Membrana Lipopolissacarideo (LPS) Pam3CSK4
plasmatica
TLR-2 Membrana Peptidioglicano, Fosfolipomanose, ND
plasmatica tGPI-mucinas, hemaglutinina,
porinas, Lipoarabinomanose,
Glucoroxilomanose ,HMGB1.
TLR-2- TLR-6 Membrana Lipopeptideos, LTA, zimozan FSL1, MALP2,
plasmatica Pam2CSK4
TLR-3 Endossomo dsRNA Polyl:C
TLR-4 Membrana LPS, VSV glicoproteina G, proteina  ND
plasmatica de fusdo RSV, proteina de envelope
MMTV,manose,Glucoroxilomanose,
Glicosilinositolfosfolipideos,
HSP60,HSP70,fibrinogénio,
niquel, HMGB1.
TLR-4- TLR-2 Endossomo OxLDL,fibrilas 8 amiléides ND
TLR-5 Membrana Flagelina ND
plasmatica
TLR-7 Endossomo ssRNA Imiquimode,
Resiquimode,
Loxoribine
TLR-8 Endossomo ssRNA Resiquimod
TLR-9 Endossomo DNA CpG-A, CpG-B e CpG-C
ODNs
TLR-11 Membrana Profilina ND
(camundongo) plasmatica

*dsRNA, RNA de fita dupla; FSL-1 [S-(2,3-bispalmitoyloxypropyl)-CGDPKHSPKSF]; HMGB1, proteina

1 de alta mobilidade; HSP, Proteina causadora de choque térmico; LTA,acido lipoteicéico; MALPZ2,

lipopeptideo de 2kDa ativador de macré6fagos; MMTV, virus do tumor mamario de camundongo; ND,

nio determinado; ODN, oligodeoxinucleotideo; oxLDL, lipoproteina de baixa densidade oxidada;

polyl:C, acido poliinosinico-policitidilico ; RSV, virus respiratério sincicial; ssRNA, RNA de fita

simples; tGPI-mucinas, glicoproteina de Trypanosoma cruzi ligante de mucina ancorada ao

glicofosfatidilnositol; TLR, receptor Toll-like; VSV, virus da estomatite vesicular. Fonte: LEE, AVALOS,

PLOEGH, 2012.
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Os TLRs sdo constituidos de um dominio extracelular LRR (Dominio rico em repetidas
unidades de leucinas), um dominio transmembrana e um dominio citoplasmatico TIR (dominio
receptor de interleucina-1) (KUMAR, KAWAI, AKIRA, 2009).

O dominio LRR dos TLRs consiste de 16-28 unidades repetidas do motivo LRR em
tandem e esta envolvido no reconhecimento de, por exemplo, proteinas (flagelina e porina) de
bactérias, agicares (zimosan) de fungos, lipideos (LPS-lipolissacarideo; lipideo A e LTA -acido
lipotedico) de bactérias, acidos nucléicos (CpG- contendo DNA) de bactérias e RNA de virus,
além das proteinas e peptideos, lipoproteinas e lipopeptideos de diversos patdégenos;
derivados de lipideos de micobactéria e, complexos derivados de proteinas, peptideos ou
acucar e lipideos (diacil lipopeptideos) de micoplasma (KUMAR, KAWAI, AKIRA, 2009).

O dominio TIR dos TLRs consiste de aproximadamente 150 aminoacidos, com
homologia a regiao citoplasmatica do receptor de IL-1. O dominio TIR interage com moléculas
adaptadoras contendo do dominio TIR como MyD88 (Gene 88 de diferenciacdo da resposta
primaria mieléide); TIRAP (Proteina adaptadora contendo TIR, também conhecido como MAL
(MyD88-adaptor-like); TRIF (Proteina adaptadora contendo TIR induzida por IFN (interferon-
p), também conhecida como TICAM1 (molécula adaptadora contendo TIR-1) e, TRAM
(molécula relacionada ao adaptador TRIF, também conhecida como TICAM2) (KUMAR, KAWAI,
AKIRA, 2009).

Aligacao dos DAMPs aos dominios TLRs resulta em uma cascata de sinalizacao que ativa
as MAPKs (proteinas quinases mitdgeno ativadas) e transcricdao do fator nuclear kB (NF-kB) e
fatores de regulacdo de interferons (IRFs) e, estes fatores de transcricdo induzem a producao
de citocinas pro-inflamatorias e interferons do tipo I (IFNs), respectivamente (LEE, AVALOS,

PLOEGH, 2012) (Figura 8).
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Figura 8: Sinalizacdo de TLR nas células dendriticas e macréfagos. O acoplamento de TLRs aos seus
respectivos ligantes inicia a sinalizacdo. MyD88 recruta a familia de proteinas IRAK e TRAF6. TRAF6
ativa TAK1, que ativa o complexo IKK formado por IKKa, IKKS e NEMO/IKKy ¢, fosforila 1xkBs. 1xBs
fosoforiladas sdo ubitiquinadas e direcionadas para a degradacdo no proteassoma e, NF-«B
(subunidades p50 e p650) é translocado para o nucleo. TAK1 também ativa a via de sinalizacdo por
MAPK. TRIF recruta RIP1 e TRAF6. A ativacdo de MAPK e NF-xB inicia a transcricdo de genes de
citocinas inflamatorias. TRIF interage com TRAF3 e, ativa TBK1/IKKi, que fosforila IRF3 e IRF7. Apos a

fosforilacdo IRF3 e IRF7 sdo translocados para o ntcleo e iniciam a transcricdo de IFNs tipo 1. Fonte:

KUMAR, KAWAI, AKIRA, 2009, modificado.
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As citocinas sdo pequenas “proteinas mensageiras” (8-80 KDa) secretadas por células da
imunidade inata e imunidade adaptativa, que permitem a comunica¢do intercelular, em
associacdo aos hormoénios e neurotransmissores, constituem a linguagem quimica de
sinalizagdo que controla o desenvolvimento, o reparo tecidual e a resposta imune dos
organismos multicelulares (AREND, GABAY, 2004). Paralelamente a outros sinais oriundos do
contato célula a célula ou célula-antigeno, as citocinas proporcionam uma rede de controle das
respostas imune inata e imunidade adaptativa, incluindo a inflamacdo, a defesa contra
infecgdes virais, a proliferacdo de clones especificos de células T e B e o controle de suas
fungdes (OLIVEIRA et al.,, 2009).

Além das citocinas a resposta inflamatéria também é mediada por uma variedade de
outras moléculas tais como prostaglandinas, espécies reativas de oxigénio (ROS), 6xido nitrico
(NO), tromboxanas, leucotrienos e o fator de agregacao plaquetaria, liberados pelos
macrofagos, neutrdéfilos, mastocitos, eosinofilos, linfocitos e plaquetas (KADAL, LEITINGER,
2005).

Todos estes passos de recrutamento de células para o local da inflamacao sao regulados
por moléculas de adesdo celular (ICAMs) presentes nos leucécitos e células endoteliais.
Neutrofilos e mondcitos sao recrutados da circulagdo sanguinea para os sitios de infeccao por
moléculas de adesdo presentes nas células endoteliais e quimiotaticas produzidas em resposta
a infeccdo. Macrdéfagos residentes reconhecem os patogenos e, secretam as citocinas TNF-a, IL-
1 e quimiocinas. TNF-q, IL-1 atuam nas células endoteliais dos capilares sanguineos adjacentes
ao local da infecgdo e, dentro de 1 a 2 horas induzem a expressao da molécula da adesao E-
selectina, também conhecida como molécula de adesdo de leucdcitos endoteliais tipo-1(ELAM-
1) ou CD62E. E-selectina reconhece um grupo de carboidratos ricos em acido sialico, glicanas e
outras glicoproteinas expressas nos leucocitos (ABBAS, LICHTMAN, 2003)

Esta ligacao entre os leucocitos e células endoteliais mediada por E-selectina é uma
interacdo de natureza fraca facilmente interrompida pelo fluxo sanguineo, assim os leucécitos
soltam-se e rolam na superficie endotelial. TNF-q, IL-1 também induz nas células endoteliais a
expressao de ligantes para integrinas, principalmente a molécula de adesao celular vascular 1
(VCAM-1, o ligante para integrina VLA-4) e molécula de adesdo intercelular 1 (ICAM-1, ligante
pra as integrinas LFA-1 e MAC-1), inicialmente expressas com baixa afinidade e em uma fase
mais tardia com a producdo de quimiocinas, ocorre sua expressdao com interacoes de alta

afinidade (ABBAS, LICHTMAN, 2003).
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Apébs a uma adesao firme entre leucocitos e células endoteliais mediada pelas integrinas,
os leucdcitos param o processo de rolamento e fixam na superficie endotelial no sitio da
infecgdo. Quiomiocinas atuam entdo nos leucdcitos aderentes e atraem outras células para o
local da infecgdo, ocorrendo um rapido acimulo de infiltrado leucocitario caracteristico da
resposta inflamatdria. Apesar de elucidarmos tipicamente a inflamagdo causada por patégenos,
o mecanismo de migracao celular é semelhante para os outros estimulos (DAMPs) que causam
a resposta inflamatéria (ABBAS, LICHTMAN, 2003).

Paralelamente as moléculas de adesao, temos também a atuacdao das metaloproteases de
matriz (MMPs), que sdo as proteinas que participam da degradacdo da matriz extracelular
(MEC). A matriz extracelular é uma rede complexa e dindmica de componentes protéicos,
proteoglicanos e glicoproteinas secretados que circundam os fibroblastos unindo as células e
mantendo a estrutura tridimensional do corpo. A renovacdao da MEC é a parte integrante dos
processos normais de crescimento, diferenciacdo, desenvolvimento celular e remodelamento
tecidual e, alguns processos patologicos (OLIVEIRA et al., 2009).

Em condigdes fisioldgicas, as MMPs ativas sao precisamente reguladas em nivel de
transcricdo, ativacao de precursores zimogénios, interagindo com componentes especificos da
MEC e inibidas por fatores end6genos (TIMPs - inibidores teciduais de MMPs). O desequilibrio
entre MMPs e TIMPs pode resultar em varias patologias, devido a alta expressdao de MMPs
como artrite, cancer, arteriosclerose, aneurisma, nefrites, tlceras tissulares e fibroses (VISSE,
NAGASE, 2011).

Apo6s o fim do processo de inflamacgao, a fase de reparo envolve o decréscimo de
mediadores pro - inflamatorios e antiinflamatorios secretados principalmente por macrofagos
residentes e recrutados, bem como a apoptose de granuldcitos e posteriormente a remocao de
mondocitos. Este episddio é completado pela eliminacdo destes mediadores por meio de sua
saida pelo sistema linfatico com a remocdo de fluidos e debris celulares do compartimento

intersticial (SERHAN, SAVILL, 2005).
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1.9 Participacdo do TNF-a na resposta inflamatdria e patologias

associadas ao desequilibrio de sua producao

O fator de necrose tumoral (TNF-a) foi descoberto no inicio da década de 1960, como
uma endotoxina induzida no soro por algum fator que causou lise de células tumorais. No
entanto, a verdadeira identidade do TNF ndo ficou clara até 1984, quando Aggarwal e
colaboradores relataram pela primeira vez, o isolamento de dois fatores citotoxicos: o
primeiro, derivado de macréfagos (massa molecular de 17 kDa), foi nomeado TNF, e o segundo,
derivado de linfécitos (20 kDa), foi nomeado de linfotoxina (VERHELST, CARPENTIER,
BEYAERT, 2011). Devido ao fato de que estes fatores citotéxicos apresentam uma homologia
de 50% na sua seqiiéncia de aminodcidos e um mesmo receptor de ligacdo, eles foram
nomeados de TNF-a e TNF-. A partir de seqiiéncias de proteinas geradas por cDNAs com
homologia para TNF-a, foram identificados um total de 19 membros da superfamilia de TNF,
juntamente com 29 receptores e diversas moléculas que interagem com o dominio
citoplasmatico destes receptores (AGGARWAL, GUPTA, KIM, 2012).

O principal efeito fisioldgico de TNF-a é promover a resposta imunoldgica e inflamatoria
pelo recrutamento de neutréfilos e mondcitos para o local da infeccdo promovendo sua
ativacdo. Em baixas concentragdes, TNF-a atua nas células endoteliais promovendo a
vasodilatacdo e estimulando a secrecdo pelos leucocitos das citocinas e quimiocinas,
contribuindo no combate a infecgdo local (VITALE, ANDRADE, RIBEIRO, 2007).

Apesar da molécula TNF-a ser essencial no combate a infec¢des, o desequilibrio na sua
producdo esta ligado a varias patologias como o cancer, as doengas neuroldgicas, as doencgas

pulmonares e autoimunes (AGGARWAL, GUPTA, KIM, 2012).

TNF-a e cancer

As atividades carcinogénicas de TNF-a sao mediadas por sua habilidade de ativar o fator
de transcri¢do NF-kB (perfil pro-inflamatorio), que promove a superexpressao de genes ligados
a sobrevivéncia da célula tumoral, proliferacdo, angiogénese e metastase. Diversos tipos de
tumores expressam constitutivamente TNF-a, como cancer de ovario, cancer de mama. A
maioria das células que expressam TNF-a exibem ativacao constitutiva do NF-kB, estas células
tumorais sdo dependentes de NF-kB, sua sobrevivéncia é dependente da presenca deste fator

(AGGARWAL, GUPTA, KIM, 2012).
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TNF-a e doengas neuroldgicas

Tanto TNF-a como seus receptores sao expressos nas células da microglia no cérebro.
Embora a ativacdo de NF-kB por TNF-a é de suma importancia para a sobrevivéncia destas
células no cérebro, o TNF-a induz sinais pro-inflamatorios, os quais podem estar associados a
depressdo, transtorno bipolar, epilepsia, mal de Alzheimer, mal de Parkinson e esclerose
multipla. Da mesma forma, a ligacdo de Fas tem mostrado uma indugdo seletiva da expressdo
de quimiocinas, por exemplo, IL-8 e MCP-1 (proteina-1 com ac¢do quimiotatica sobre os

monocitos) em células humanas de astroglioma de cultura (AGGARWAL, GUPTA, KIM, 2012).

TNF-a e doencgas cardiovasculares

TNF-a junto com outras moléculas inflamatérias é conhecido pelo seu papel na iniciacao
e progressdo de doengas cardiovasculares. Apesar de células cardiacas normais nao
expressarem TNF-q, a falha do coracao produz elevados niveis de TNF-a. Evidéncias indicam
que a manutencao e excessiva producao de TNF-a pioram as doencas cardiacas. Relatos de
casos de pacientes com desordens inflamatorias crdonicas, como artrite reumatdide (RA) e
psoriase, exibem indices elevados de mortalidade que nao podem ser explicados por fatores de
risco isolados. Tal fato fornece indicios de que vias inflamatérias talvez possam contribuir para
o aumento do risco de varias doengas cardiovasculares.

Dados epidemiologicos sugerem que TNF-a esta diretamente envolvido em
patofisiologias vasculares, agravando em aproximadamente 50% a mais o risco de morte por
acidente cardiovascular em pacientes com RA em relacdo a populacao normal (AGGARWAL,

GUPTA, KIM, 2012).

TNF-a e doeng¢as pulmonares

TNF-a tem sido correlacionando com diversas doencas pulmonares como asma,
bronquites crénicas, doengas pulmonares de obstrug¢do cronica (COPD), injuria aguda do
pulmdo e sindrome da angustia respiratéria aguda. TNF-a é expresso em vias areas de
asmaticos e tem mostrado um papel de amplificacdo da inflamagdo asmatica devido a interacao
com NF-kB, AP-le, outros fatores de transcricdo. Em modelos experimentais, TNF-a esta
associado com doenc¢as pulmonares de obstrugdo croénica, apresentando um quadro de
infiltrado inflamatério nos pulmdes, fibrose pulmonar e enfisema (AGGARWAL, GUPTA, KIM,
2012).
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TNF-a e doencas autoimunes

Os membros da familia TNF desempenham um papel chave nas doengas autoimunes
como uveitis, esclerose multipla, lipus eritromatoso sistémico, artrites, psoriases e doenca de
Crohn. Estas patologias estao relacionadas com a falta de regulacdo da expressdo de diversos
membros da familia TNF e seus receptores, causando quadros intensos de inflamacao e
complica¢Oes aos doentes.

Os membros da superfamilia TNF sdo protétipos para o desenvolvimento de drogas,
como mostra a recente aprovacao e expansao do mercado de bloqueadores de TNF utilizados
no tratamento de artrite reumatoéide, psoriase, doenca de Crohn e osteoporose (AGGARWAL,

GUPTA, KIM, 2012).

1.10 Imunoterapia baseada no uso de anticorpos anti-TNF

Inibidores de TNF (TNFIs) estdo entre as primeiras drogas bioldgicas utilizadas com
sucesso na extrapolacdo da teoria para pratica clinica. Até o momento, ha cinco inibidores
disponiveis no mercado para o tratamento de artrite reumatéide (RA), trés sdo prototipos de
anticorpos monoclonais: infliximab, adalimumab e golimumab. Infliximab é uma proteina
quimérica composta de por¢des varidveis de camundongos e regido constante de humanos
Golimumab e adalimumab sdo anticorpos humanos, produzidos utilizando a tecnologia do DNA
recombinante. O quarto agente, etanercept, é uma fusdo de proteinas contendo dois dominios
do receptor extracelular TNFR2 e o fragmento Fc (dominios CH2 e CH3) da imunoglobulina 1
humana (IgG1). Certolizumab é um fragmento de Fab conjugado a glicol (PEG) humanizado, o
conjugado PEG de 40-kDa aumenta a meia vida do inibidor. Em todos estes inibidores, a regiao
Fc esta ausente para que ndo ocorra ativacao de fun¢des biologicas que poderiam causar danos,
como lise dependente de complemento e citotoxicidade celular mediada por anticorpos (ADCC)
(THALAYASINGAM, 2011).

Os inibidores de TNF (TNFIs) atuam bloqueando as citocinas pré-inflamatdérias
produzidas durante a artrite reumatodide, por diferentes mecanismos de ag¢do, como
neutralizacdo de linfotoxinas, inducdo de apoptose das células inflamatérias, sinalizacdo
reversa por via citoxicidade dependente de complemento (CDC) e citotoxicidade celular

mediada por anticorpos (ADCC) (THALAYASINGAM, 2011).
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2. JUSTIFICATIVA
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Desde os tempos remotos, a area médica procura elucidar através das pesquisas, as
possiveis causas de uma determinada doenca e a melhor maneira de trata-la. Entre estas
patologias, as doencas inflamatorias cronicas, estdo entre as mais graves. A artrite reumatdide,
por exemplo, afeta cerca de 1 a 2% da populagdo adulta dos paises ocidentais. Uma
possibilidade encontrada pelos laboratérios de pesquisa farmacéuticos para o tratamento das
doencas é o desenvolvimento de novas drogas a partir de produtos naturais. Moléculas
bioativas sdo isoladas a partir de extratos vegetais, “venenos” de origem vegetal, peconha de
animais marinhos e terrestres e, metabodlitos secundarios de bactérias. Estas biomoléculas
funcionam como protétipos para o desenvolvimento de novos farmacos, cujo efeito terapéutico
é geralmente obtido de maneira diferente dos agentes terapéuticos convencionais, com menos
efeitos colaterais, por exemplo. As peconhas ofidicas constituem em um dos alvos destas
pesquisas ha alguns anos, com exemplos de sucesso como Captopril e derivados - o primeiro
farmaco inibidor do sitio ativo da ECA (enzima conversora de angiotensina I ), e uma das
drogas de maior sucesso no tratamento da hipertensdo, cujo protétipo, foi um polipeptideo
isolado da peconha da serpente Bothrops jararaca. As pegonhas ofidicas constituem um
complexo de moléculas téxicas e ndo tdxicas, selecionadas naturalmente para um alvo
especifico, a fim de causar alteracdes no sistema fisiolégico da vitima. Devido a alta
especificidade de seu alvo, as toxinas das pegonhas das serpentes tém sido cada vez mais
usadas como ferramentas farmacoldgicas, por meio do isolamento, caracterizacdao bioquimica,

determinacdo de sua estrutura e acoes bioldgicas.
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3. OBJETIVOS
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3.1 GERAL
— Avaliar se a enzima BmooMPa-I, uma metaloprotease isolada da peconha de Bothrops
moojeni, apresenta algum papel na resposta inflamatoria em modelos experimentais in

vitro e in vivo.

3.2 ESPECIFICOS:

— Purificar a metaloprotease BmooMPa-I presente na pegonha bruta de B. moojeni, por meio
de métodos cromatograficos seqiienciais nas resinas DEAE-Sephacel, Sephadex-G75 e
Benzamidina-Sepharose;

— Analisar o seu grau de pureza por eletroforese em gel de poliacrilamida unidimensional e
bidimensional;

— Produzir anticorpos policlonais anti-BmooMPa-I e analisar sua especificidade e
determinar sua reatividade cruzada com as proteinas presentes na pegonha bruta de B.

moojeni;

— Neutralizar a atividade azoproteolitica induzida pela pe¢onha bruta de B. moojeni e a
protease BmooMPa-I com os anticorpos policlonais anti- BmooMPa-I;

— Avaliar a resposta inflamatéria induzida pela enzima BmooMPa-I em camundongos
BALB/c;

— Caracterizar a atividade proteolitica da metaloprotease BmooMPa-I sobre o substrato
TNF-a;

— Analisar a citotoxicidade da enzima BmooMPa-I em cultura in vitro de macrofagos
derivados de medula 6ssea (BMDM);

— Determinar o efeito da protease BmooMPa-I sobre o TNF-a secretado pelos macrofagos
derivados de medula 6ssea (BMDM).
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4. MATERIAIS E METODOS
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4.1 Obtencao da peconha:
A peconha da serpente Bothrops moojeni foi adquirida do Serpentario Bioagents, em

Batatais-SP, sob responsabilidade da biéloga Alexandra Jardim Sandrin.

4.2 Animais:
4.2.1 Coelhos

Coelhos machos da raga Nova Zelandia, com peso entre 2-2,5 Kg, os quais foram
mantidos no Biotério Central do Campus de Ribeirdo Preto da Universidade de Sao Paulo, em
sala com temperatura e ventilagdo controladas, recebendo agua e ragdo. Apd6s a ultima
imunizacdo, os animais foram eutanasiados no préprio biotério, por meio da utilizacao de
dioxido de carbono e posteriormente foi coletado o sangue por punc¢do cardiaca. O
procedimento experimental foi realizado de acordo com as normas recomendadas pelo Colégio
Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA, 1991) e aprovado pelo Comité de Etica na
Utilizagdo de Animais da Universidade de Sdo Paulo (Protocolo de aprovagdao CEUA: 10.1.

1547.53.6).

4.2.2 Camundongos

Camundongos BALB/c com seis a dez semanas de idade foram obtidos e mantidos no
Centro de Bioterismo e Experimentacdo Animal (CBEA), da Universidade Federal de
Uberlandia (UFU) em condi¢des padronizadas de criacdo. Todos os procedimentos foram
realizados de acordo com as normas recomendadas pelo Colégio Brasileiro de Experimentacao
Animal (COBEA, 1991), os quais foram aprovados pelo Comité de Etica na Utilizagdo de
Animais da Universidade Federal de Uberlandia (Protocolo CEUA-UFU Ne. 013/09)

4.3 Purificacao da enzima BmooMPa-I

A enzima BmooMPa-I foi purificada de acordo com o método descrito por Bernardes e
colaboradores (2008), com modificagdes. Cerca de 400 mg de peconha bruta de B. moojeni
foram dissolvidos em 4 mL de tampdo bicarbonato de amoénio (Sigma Chem. Co) a 50 mM (pH
7,8) e centrifugado a 10,000 x g por 10 min. A solucdao sobrenadante foi cromatografada em
coluna DEAE - Sephacel (Sigma Chem. Co) (1,7 x 15 cm), previamente equilibrada com tampao
bicarbonato de amoénio a 50 mM (pH 7,8) e eluida com um gradiente convexo/crescente de

concentragdo (0,05-0,3 M) do mesmo tampao.
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A segunda fragao da cromatografia anterior, denominada EZ2, foi ressuspendida em tampao
bicarbonato de amoénio a 50 mM, pH 7,8 e aplicada em uma coluna Sephadex - G75
(Amersham Pharmacia Ltda) (1 x 100cm) previamente equilibrada com o mesmo tampao. A
segunda fracdo resultante da cromatografia de exclusdo molecular (Sephadex G-75),
denominada E2G2, foi ressuspendida em 5,0 mL de tampao Tris-HCl 20 mM, pH 7,0 e aplicada
em uma resina de Benzamidina Sepharose (Amersham Pharmacia Ltda) (20 X 15 cm). As
amostras foram eluidas com tampao glicina 50 mM pH=3,0 . As fracdes resultantes foram
delimitadas e avaliadas quanto ao grau de pureza em eletroforese.

Todas as cromatografias foram realizadas coletando-se fragoes de 3,0 mL cada, com um
fluxo de 20 mL/hora. A absorbancia de cada fracdo foi acompanhada em 280 nm no
espectrofotometro (Eppendorf Biophotometer plus), sendo os graficos foram construidos, as
amostras selecionadas reunidas em “pools”, dosadas, liofilizadas e armazenadas a - 202C até o

momento de uso.

4.4 Dosagem de proteinas
A concentragdo de proteinas da pegonha bruta e das fragdes isoladas foi determinada pelo

método de Bradford (1976), utilizando como proteina padrdo a soroalbumina bovina (Sigma

Chem. Co).

4.5 Eletroforese unidimensional (1D. SDS-PAGE)

A eletroforese em gel de poliacrilamida a 12 ou 18% foi realizada conforme a técnica
descrita por Laemmli (1970). Foi utilizado um gel de empilhamento a 5% em pH 6,8 contendo
0,125M de Tris-HCl e 0,1% de SDS e um gel de separag¢do a 12% ou 18% em pH 8,8 e 0,1% de
SDS, mantendo a relagdo acrilamida:bis-acrilamida de 30:0,8 (m/m).

Amostras contendo de 5 a 50 pg de proteinas foram dissolvidas em tampao de amostra
(Tris-HCI 0,1 M pH 6,8; glicerol 20%; SDS 4% e azul de bromofenol 0,2% como corante, na
auséncia de agente redutor). As proteinas foram completamente dissociadas por imersdo da
amostra durante 3 a 5 minutos em agua fervente. Foram aplicados no gel cerca de 5 a 30 pL de
amostras protéicas dissolvidas no mesmo tampao. As amostras foram separadas utilizando um
sistema de eletroforese vertical em mini-gel (Hoefer Pharmacia Biotech Inc. San Francisco,
EUA)

As proteinas foram coradas por 15 minutos numa solu¢ao de Coomassie Blue R-250 a 0,2 %

(m/v) dissolvidas em agua: metanol: acido acético (4:5:1 v/v) e descoradas em agua: etanol:
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acido acético (6:3:1 v/v). A massa molecular relativa da enzima purificada foi estimada pelo
software de andlise de imagem Kodak 1D. O padrdao de massa molecular utilizado foi o kit da
“BenchMarckTM Protein Ladder”.

Em um segundo momento, as amostras protéicas resultantes da degradacdo de TNF-«
foram submetidas a SDS-PAGE e coloracdo pela prata conforme técnica descrita por Blumm e

colaboradores (1980)

4.6 Eletroforese bidimensional (2D. SDS-PAGE)

A eletroforese em gel de poliacrilamida 12 % com agente desnaturante (SDS) bidimensional
foi realizada conforme a técnica descrita por Adessi e colaboradores (2005). A enzima
BmooMPa-I foi analisada condigdes redutoras e ndo redutoras. Na eletroforese bidimensional
em condi¢coes redutoras a amostra foi preparada incubando-se 20 pL de amostra (125 pg de
BmooMPa-I) diluidos em agua acrescido de 0,75 pL tampao IPG (pH-3 a 10) e 105 pL De Streak
solution (DTT 40mM, uréia 7M, tiouréia 2M, CHAPS 4%). Na eletroforese bidimensional em
condi¢des nao-redutoras a amostra foi preparada incubando-se 20 pL de amostra (125 pg de
BmooMPa-I) diluidos em agua acrescido de 0,75 pL tampao IPG (pH-3 a 10) e tampao C (uréia
8M, azul de bromofenol 0,002%, CHAPES 2%).

Em seguida, tiras de 7 cm de gradiente de pH imobilizado (ReadyStrip ™ IPG strips, pH 3-
10) foram hidratadas com as amostras da enzima BmooMPa-I em condi¢des redutoras e ndo
redutoras por 24 horas a temperatura ambiente. A separa¢do em primeira dimensao (1D) foi
realizada com a focalizacdo isoelétrica de acordo com as etapas programadas: 300 V por 2 h,
1000 V por 1h, 5000 V por 1h:30 mim e 2500 V por 30 mim.

Ap06s a focalizagdo isoelétrica, as tiras imobilizadas com a proteina foram equilibradas com
tampdo de equilibrio (uréia 6M, SDS 2%, Tris-HCl 50mM pH=8,8, glicerol 30%, azul de
bromofenol 0,001%, DTT 130mM) durante 15 mim.

Em seguida, as tiras foram posicionadas na superficie do gel de poliacrilamida 12%
juntamente com a solu¢do padrao de massa molecular (BenchMarck™ Protein Ladder)
adicionado em paralelo e entdo fixadas com solucdo de agarose (0,5%) e azul de bromofenol
(0,003%) diluidos em tampao de corrida.

A eletroforese foi realizada sob corrente constante 26 mA e 250V por 1h.
Subseqlientemente, o gel foi corado com Coomassie Brilliant Blue coloidal G-250 e descorado
com acido acético 7% para posterior analise dos spots. A analise dos géis bidemensionais foi

realizada utilizando o software ImageMaster 2D Platium 7 (GE, Healthcare, Uppsala, Suécia).
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4.7 Imunizacdao dos coelhos e produc¢iao anticorpos policlonais anti-

BmooMPa-I

Para a imunizagdo e producdo de anticorpos foram utilizados dois coelhos machos (2,2 a
2,5 Kg), da raca Nova Zelandia, seguindo o modelo descrito por Rodrigues e colaboradores
(2001). Antes da imunizacao foi feita a sangria prévia dos animais para se certificar, por meio
do teste de ELISA, que os animais ndo possuiam anticorpos contra a protease.

Os coelhos foram imunizados em 4 pontos distintos por via intramuscular, coxa, e
subcutanea, dorso, num intervalo de 30 dias. A primeira dose foi administrada na concentrac¢do
de 500 pg/mL, acrescentando-se adjuvante completo de Freund (Sigma Chemical Co., EUA)
(v/v). As doses de reforgo foram administradas na concentracdo de 250 pl/mL juntamente com
adjuvante incompleto de Freund (Sigma Chemical Co., EUA) (v/v). Cada animal recebeu uma
dose de 1 mL.

Ap6s duas imunizagdes de reforgo foi realizada a coleta de sangue do animal pelo lobo da
orelha. O soro foi separado por centrifugacdo e armazenado a -20 2C. Em seguida, foi realizado
o teste de ELISA para comprovar a presenca de anticorpos contra a protease. Apoés trés dias a
partir da ultima aplicacdo foi coletado o sangue por puncdo cardiaca para purificacdo dos

anticorpos. Os soros obtidos dos dois coelhos foram reunidos em um tnico poll.

4.8 Purificacao de anticorpos policlonais

O soro dos coelhos foi fracionado por cromatografia de afinidade utilizando a resina
Proteina A Sepharose. A resina Proteina A liga a regido Fc das imunoglobulinas por meio de sua
interacdo com a cadeia pesada, a eluicdo das imunoglobulinas foi feita por variacao de pH. A
amostra com proteinas plasmaticas nao identificadas foram eluidas com tampao Tris-HCI 0,1M,
NaCl 0,15M, pH 7,5. Os anticorpos policlonais (IgGs) anti-BmooMPa-I foram eluidas com
tampao acido (0,1M glicina-HCI, pH=3,0). Imediatamente apds a coleta as fracdes obtidas foram

neutralizadas com tampao Tris 1M, pH=8.

4.9 Teste imunoenzimatico indireto (ELISA)

O teste imunoenzimatico indireto ELISA foi realizado segundo modelo descrito por OIE
(2000), com algumas modificagdes, para a determinagdo da reatividade especifica contra a
enzima BmooMPa-I e titulacao das imunoglobulinas G obtidas das amostras de soro de coelhos.

Previamente, placas de ELISA de 96 pogos (Corning Incorporated Costar® 3590, NY, EUA)
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foram sensibilizadas com 50 pL/poco da protease BmooMPa-I (5 pg/mL em tampao
carbonato-bicarbonato a 0,06 M, pH 9.6) overnigth a 4°C.

Apos o bloqueio com 1% de soroalbumina bovina (BSA) em tampao salina fosfato-
tween (PBS-T) por 30 minutos a 37°C, as amostras de soro de coelho diluidas 1:50, 1:100,
1:200, 1:400 foram adicionadas (100 pL / po¢o) em duplicata, incubando-se por 1 hora a 37°C.
Entre cada etapa da reacao, foram realizados ciclos de trés lavagens com PBS-T para remoc¢ao
do excesso de reagentes, usando uma lavadora automatica de microplacas.

Subseqiientemente, o conjugado enzimadtico IgG-Peroxidase anti-coelho produzidos em
cabra diluidos 1:500,1:1000 e 1:2000 em PBS-T foram adicionados 100 pL/pog¢o na duplicata e
a atividade enzimatica foi avaliada, apés prévia incubacdo da reacao por 1 hora a 37°C, pela
adicdo do substrato enzimatico consistindo de H202 0,03% e cromdgeno 2,2'-azino-bis-3-ethyl-
benzthiazoline acido sulfénico (ABTS) 0,01M em tampao citrato-fosfato 0.1 M (pH 5,0).

A densidade o6ptica (DO) foi determinada a 405 nm utilizando um leitor de placas. A
concentracdo do antigeno frente as diluicdes do conjugado foi avaliada de acordo com os
indices da formula: S/R (razdo entre a média de D.O dos soros controles positivos e negativos)

x 100.

4.10 Immunoblot

Amostras contendo 15 pg de peconha bruta de B. moojeni e da enzima BmooMPa-I foram
inicialmente separadas em SDS-PAGE 12% sob condi¢des nao-redutoras.

Apls a separacdo eletroforética, as proteinas forma transferidas para membranas de
nitrocelulose (0,45 pum, Millipore, Bedford, EUA) e bloqueadas com PBS-T contendo 5% de leite
desnatado (Molico, Nestlé, Brasil) por 2 horas a temperatura ambiente. Subseqiientemente, a
imunoglobulina G anti-BmooMPa-I foi diluida 1: 500 em PBS-T (tampao salina fosfato-tween)
contendo 1% de leite desnatado (PBS-T-M) e incubadas overnight a 4°C. Como controle da
reacdo foi utilizado uma imunoglobulina G irrelevante de coelho.

Apos seis lavagens de 5 minutos com PBS-T, as membranas foram incubadas por 2 horas a
temperatura ambiente com o conjugado anti-IgG coelho/peroxidase (Sigma-Aldrich, UK)
(1:2000). Um novo ciclo de seis lavagens em PBS-T foi realizado e a reacdo foi revelada pela
adicao do substrato enzimatico H20; adicionado ao cromogeno DAB, como descrito pelo
fabricante. As marcagdes antigénicas foram analisadas utilizando o programa computacional

de andlise de imagens (Kodak 1D software) e comparadas com padrdes de pesos moleculares.
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4.11 Ensaio de neutralizacao

O ensaio de neutralizacdo da atividade proteolitica sobre a azocaseina pelos anticorpos
policlonais foi realizada incubando-se previamente amostras na razao de 1:5, 1:10, 1:15 (m/m)
de peconha bruta B. moojeni (5 pg) ou enzima BmooMPa-I (50 pg) com anticorpos policlonais
anti- BmooMPa-I por 120 minutos a 37°C. Em seguida, as amostras foram adicionadas a 400 pL
do tampao Tris-HCI 50 mM pH = 7,8 em NaCl 150 mM e incubadas por 60 minutos com 500 pL
de uma solugdo de azocaseina (1 mg/mL).

A reacdo foi interrompida pela adi¢ao de 100 uL de acido tricloroacético 15 % (TCA) e as
absorbancias das amostras foram lidas a 405 nm. Uma unidade de atividade azocaseinolitica
corresponde a um acréscimo de 0,01 em absorbancia 405 nm nas condi¢des de reacdo acima

definidas.

4.12 Inducao da inflamacao peritoneal

Grupo de cinco camundongos machos BALB/c (18-22 g) foram injetados via intraperitoneal
(i.p) com doses de 50 ug BmooMPa-I dissolvidas em 1mL de PBS estéril ou 1mL de tioglicolato
de sodio (Difco ™ fluid tioglycollate medium) 3% ou 1mL de tioglicolato 3% e 24 horas depois
50 ug BmooMPa-I dissolvidas in 1mL de PBS estéril. Grupos controles receberam somente PBS.
Apds 3 dias, os animais foram mortos por descolamento cervical e o exsudado inflamatério foi
coletado pela lavagem com 3 mL de PBS estéril, pH 7.2. Aliguotas de todas as amostras foram
utilizadas para a contagem em cimara hemocitométrica de Neubauer. Os resultados foram

expressos como numero de células peritoneais totais por mL.

4.13 Ensaio de degradacao de TNF-a murino

Para determinar o efeito da metaloprotease BmooMPa-I na degradacdao de TNF-a murino

foi utilizado o kit de ELISA (DY 410-R & D Systems). Placas de 96 pogos (Corning Incorporated

Costar® 3590, NY, EUA) foram sensibilizadas com 0,8 pug/mL de anticorpo de captura (anti-TNF-

a de camundongo) e incubadas overnight a temperatura ambiente. Em seguida, as placas foram
lavadas trés vezes com PBS-T (tampao salina fosfato-tween, pH 7.2), placas foram bloqueadas
com BSA 1% (soro albumina bovina a 1%) em PBS-T por 1 h a temperatura ambiente.

Em um segundo momento (pré-incubacao do TNF-a com a enzima BmooMPa-I) nos tubos
Eppendorfs foram misturados 30 pL de TNF-a murino recombinante (1000 pg/mL) com 30 pL
de BmooMPa-I (12 pg) ou 30 pL. de BmooMPa-I (12 pg) inativada com 30 pL de 10 mM de
solucdo de EDTA (BmooMPa-I (i)), ou 30 uL. de BmooMPa-I (12 ug) previamente tratada com
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anticorpo policlonal na razdo (1:10) (BmooMPa-I(pAb)) por 2 horas a 37°C. Cada uma das
amostras foi incubada por 45 minutos a 37°C com o substrato (TNF-a murino recombinante).
Controles negativos foram incubados somente com PBS estéril.

Em paralelo, também foram misturados as mesmas amostras com o anticorpo de captura e
incubados por 45 minutos a 37°C. Posteriormente, as placas foram lavadas trés vezes com PBS-
T para remover o excesso de reagentes e as amostras de cada incubacdo foi adicionada em cada
uma das placas, paralelamente a adi¢do da curva-padrao e foram incubadas por1 h a 37°C.

Em sequéncia, foi adicionado as placas o anticorpo de detec¢do (TNF-a anti-camundongo
biotinilado produzido em cabra), diluido em PBS-T suplementado com BSA 1% (PBS-T-BSA), e
incubado por 2h a temperatura ambiente. Ap6s a incubacdo, as placas foram lavadas cinco
vezes com PBS-T. No dltimo passo, foram adicionados 50 pL de Streptavidina-HRP em cada
poco, as placas foram cobertas com papel aluminio e incubadas por 20 minutos a temperatura
ambiente. Em seguida, as placas foram lavadas cinco vezes com PBS-T. A atividade enzimatica
foi mensurada pela adi¢do do substrato H202 0,03% e o cromdgeno TMB (tetrametilbenzidina).
A reacdo foi interrompida pela adicdo de 25ul por pogo de acido sulftirico 2N. A densidade
Optica (DO) foi lida a 450 nm usado o leitor de placas Spectramax M2 /M2¢ (Molecular Devices).
Os resultados foram expressos pelos niveis de TNF-a nas amostras testes em relagdo ao

controle e porcentagem de degradacao de cada amostra teste em referéncia ao controle.

4.14 Atividade proteolitica da enzima BmooMPa-I sobre TNF-a murino

A atividade proteolitica foi testada misturando-se 12 pg/uL, 6 pg/uL e 3 pg/uL da enzima
BmooMPa-I com 0,7 ng TNF-a murino recombinante (DY 410-R & D Systems) diluidos em PBS
incubados a 37°C por 45 minutos. Como controle negativo, utilizou-se da incubacdo somente
com PBS estéril. A atividade proteolitica foi analisada por SDS-PAGE (18%). Os resultados
foram expressos pela porcentagem de degradacao de TNF-a em cada amostra teste em relagdo

ao controle.

4.15 Diferenciacao de células derivadas da medula 6ssea

Macrofagos derivados de medula 6ssea (BMDM) foram gerados a partir de células tronco de
medula 6ssea como previamente descrito por Marim e colaboradores (2010). As células tronco
proveniente de camundongos BALB/c foram cultivadas em placas plasticas de 10 cm por sete
dias em meio RPMI 1640 contendo 15 mM de HEPES, 2 g de bicarbonato de sddio/litro, 1 mM

de L-glutamina e suplementado com 20% de soro fetal bovino e 30% de meio condicionado de
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células L929 (LCCM). BMDM foram removidos da superficie das placas sob ganho gelo (30
minutos) por pipetagem vigorosa com PBS estéril gelado. Em seguida, os BMDM foram
centrifugados a 500 x g por 10 minutos a 4°C e ressuspensos em 10 mL de meio de cultivo,
composto por RPMI 1640 suplementado com 10% de soro fetal bovino, 5% de LCCM e 2 mM de
L-glutamina. As células foram contadas e adicionadas (2 x 10°) em placas de cultura de 96

pocos 12 h antes do procedimento experimental.

4.16 Determinacdo dos niveis de TNF-a secretados por macroéfagos

ativados com agonistas de PRRs

Para determinar o efeito da protease BmooMPa-I sobre o TNF-a secretado pelos
macroéfagos derivados de medula 6ssea (BMDM) e intensidade da sua modulacdo sobre a
resposta imune, 2x 105células/pogo foram cultivadas em placas de 96 pogos, em triplicata por
24 horas em meio RPMI suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB). Em seguida, o
meio foi retirado e adicionado 100 pul/poco dos agonistas: 10 pg/mL FSL-1
[Pam2CGDPKHPKSF] (InvivoGen), agonista de Toll-6/2; 1 pg/mL IE, agonista de NOD/1; e 1
pug/mL LPS-EK [LPS from E. coli K12](InvivoGen), agonista de Toll-4. Ap6s incubacdo por 3 h
em condi¢cdes de cultura (37°C e 5% CO3.), foram acrescentados as placas 100 pl/pog¢o da
enzima BmooMPa-I em diluicdo dupla seriada (12 a 1,5 pg /mL), seguida de nova incubacdo
por 48 horas em condigdes de cultura (37°C e 5% COz.). Como controle negativo, células foram
incubadas somente com meio. Apds esta incubacdo, os sobrenadantes das culturas foram

coletados para a quantificacao de TNF-a por ELISA.

4.17 Analise da viabilidade celular dos macrofagos ativados

A andlise da viabilidade celular dos macroéfagos ativados com os agonistas de PRRs e
tratados com enzima BmooMPa-I foi determinada pelo ensaio de MTT, como descrito por
Mosmann e colaboradores (1983). Foram adicionados 10 uL de azul de tiazolil (MTT) na
concentracdo de 5 mg/mL em 90 pL. de meio RPMI completo, 4 horas antes do final da cultura.
O sobrenadante foi removido e as particulas insoluveis de coloragdo roxa produzidas por
células vidveis que metabolizaram o MTT foram, entdo, solubilizadas com 100 uL/pogo de
solucdo 10% de dodecil sulfato de s6dio (SDS) e 50% N, N-dimetil formamida. Ap6s 30 minutos
de incubacdo, a densidade dptica foi determinada a 570 nm no leitor de placas Spectramax
M2/M2¢ (Molecular Devices). Os resultados foram expressos como a porcentagem de células

viaveis em relacdo ao controle.
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4.18 Quantificacao de TNF-a por ELISA

Os sobrenadantes do ensaio com macro6fagos foram coletados apds 48 horas de incubagao
com os diferentes estimulos em condi¢cdes de cultura (37° C e 5% COz) e os niveis de TNF-a
foram mensurados por kit ELISA comercial (BD OpTEIA ™ BD Biosciences ).

Os ensaios foram efetuados em comum acordo as instru¢des do fabricante. As reagdes
foram reveladas com estreptoavidina conjugada com peroxidase, seguindo de adi¢cdo do
substrato peroxido de hidrogénio e do cromdgeno tetrametilbenzidina (TMB)
(BioRad,Hercules, CA, USA). As microplacas foram lidas no leitor de placas Spectramax M2 /M2¢
(Molecular Devices) a 450 nm. A concentragdo da citocina foi calculada por curva padrao de
citocina recombinante murina. A Figura 9 apresenta um fluxograma de todos os experimentos
realizados no presente estudo, da obtencao inicial do extrato bruto da peconha de B. moojeni a
quantificacdo dos niveis de TNF-a secretados por macréfagos estimulados por agonistas dos

PRRs.

4.19 Analise estatistica

A analise estatistica dos dados obtidos foi realizada utilizando o programa GraphPad
Prism software versdo 5.0 (GraphPad, La Jolla, CA, USA). O método One-Way ANOVA seguido
por analise posterior pelo teste de Bonferroni foi aplicado para analise da neutralizacdo da
atividade azoproteolitica pelos anticorpos policlonais anti-BmooMPa-I, da resposta
inflamatdria na cavidade peritoneal e no ensaio de degradacao de TNF-a murino.

O teste two-Way ANOVA, seguido por analise posterior pelo teste de Bonferroni, foi
utilizado para comparar a producdao de TNF-a nos sobrenadantes de macréfagos submetidos
aos diferentes tratamentos.

As diferencas obtidas nas mensurac¢des efetuadas no presente estudo foram consideradas
significantes quando p < 0,05 (MINEO et al, 2005). No minimo trés experimentos

independentes foram realizados em dias diferentes.

4.20 Normas de biosseguranca

Todos os procedimentos de laboratério e de cultura, bem como manuseio de material
biolégico contaminado, utilizacdo de vidraria, equipamentos e reagentes quimicos foram

realizados de acordo com as normas de biosseguranca compativeis (MINEO et al, 2005).
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Figura 9: Fluxograma do processo de purificacdo e ensaios biolégicos realizados com a
metaloprotease BmooMPa-I.
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5. RESULTADOS
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5.1 Purificacao da enzima BmooMPa-I

A cromatografia da peconha bruta de B. moojeni em resina de troca iénica DEAE-Sephacel
(Figura 10A) resultou na separagdo de cinco fragdes protéicas principais, denominados de E1 a
E5. As proteinas presentes na fracdo E2 apresentaram uma elevada atividade proteolitica. O
que despertou um maior interesse pela fracdo, nos levando a uma tentativa de purificar a
proteina responsavel por tal atividade e investigar outras atividades biolégicas. Em seguida, a
fracdo E2 foi submetida a um novo passo de purificagio em resina de exclusdo molecular
Sephadex-G75 (Figura 10B), a qual resultou em trés picos principais (E1G1, E2G2 e E3G3). O
Pico E2G2 foi novamente aplicado em uma resina de afinidade Benzamidina Sepharose (Figura
10C), resultando em dois outros picos, sendo o primeiro pico a enzima de interesse BmooMPa-
L.

Apébs o fracionamento da pegonha bruta de B. moojeni, pelos passos cromatograficos
sequienciais em resina DEAE-Sephacel, Sephadex-G75 e Benzamidina-Sepharose, as amostras
da enzima purificada BmooMPa-I e peconha bruta de B. moojeni foram diluidas em solucao
salina (NaCl 0,9%) e submetidas a uma eletroforese em gel de poliacrilamida a 12% em
condi¢cdes desnaturantes (SDS-PAGE) para visualizacdo de seus componentes protéicos e
avaliacdo do seu grau de pureza. De acordo com o perfil eletroforético mostrado na Figura 11,
observamos que o processo de purificagdo foi realizado com sucesso e a enzima BmooMPa-I
apresentou um excelente grau de pureza e um massa molecular de ~23 kDa.

Para confirmar a pureza, massa molecular e ponto isoelétrico da enzima BmooMPa-],
amostras das preparagdes obtidas foram analisadas sob condi¢des nao-redutoras e redutoras
em 2D.SDS-PAGE. Em condi¢des redutoras, na presenca de DTT e tiouréia, a metaloprotease
BmooMPa-I formou tripeptideos de massas moleculares ~22,4 KDa, ~21,2KDa e ~18,7KDa e
pontos isoelétricos (pl) na faixa de 7,24-7,33 (Figura 12A). Em condi¢Ges ndo-redutoras,
auséncia de DTT e tiouréia, a metaloprotease apresentou um unico spot protéico com massa

molecular de ~ 22,36 KDa e pl de 6,82 (Figura 12B).
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Figura 10: A) Fracionamento de 400 mg da peconha bruta de Bothrops moojeni em coluna de DEAE
Sephacel (1,7 x 15,0 cm), equilibrada com tampéo bicarbonato de amoénio 0,05M, pH 7,8. As amostras
foram eluidas num gradiente convexo de concentracdo (0,05-0,6M) do mesmo tampdo. B)
Cromatografia da fracdo E2 em coluna de Sephadex G-75 (1,0 x 100 cm), equilibrada com o tampao
bicarbonato de amonio 0,05M, pH 7, 8. C) Cromatografia da fracdo E2G2 em coluna Benzamidina
Sepharose (20 x 15cm). As amostras foram eluidas com tampao glicina a 50 mM pH 3,0, num fluxo de 20

mL/h, a temperatura ambiente. Fracées de 3 mL foram coletadas.
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Figura 11: Eletroforese unidimensional (1D) em gel de poliacrilamida a 12% com agentes
desnaturantes da peconha bruta de Bothrops moojeni e da enzima BmooMPa-I. 1- Massas
moleculares de referéncia. 2- Peconha bruta de Bothrops moojeni. 3- Enzima BmooMPa-I em

condi¢des ndo-redutoras. Foram aplicados 20 pL contendo 5 pug de cada amostra no SDS-PAGE.

Maraisa Cristina Silva




7,24-7,33 \EF

3 4,49 6,08 l 7,67 9,26 10
ol SDS-PAGE

+——— ~22,3KDa
<+«—— ~21,2KDa
<+«—— ~19,5KDa

IEF

3 4,49 6,08 l 7,67 926 10 SDS-PAGE
KDa P

220 —
160 —

100 —

50 —

30 —

25 —
<+«——— ~22,36 KDa

20

Figura 12: Eletroforese bidimensional (2D) em gel de poliacrilamida a 12% com agentes
desnaturantes. A) Enzima BmooMPa-I em condi¢oes redutoras (na presenca de DTT 40 mM,
tiouréia 2M). B) Enzima BmooMPa-I em condi¢gdes nao-redutoras (na auséncia de 40mM,
tiouréia 2M). A andlise dos géis 2D foi realizada utilizando o software ImageMaster 2D Platium

7 (GE, Healthcare, Uppsala, Suécia).
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5.2 Producgao, Titulacao e Purificacao de anticorpos policlonais anti-

BmooMPa-I

A reatividade especifica dos anticorpos de coelhos contra a protease BmooMPa-I foi
confirmada pela reacgdo positiva de ELISA em amostra de soro obtida em sangria de prova, com
indice de reatividade de 5,4 (dados ndo mostrados). Apds a confirmacdo da reatividade
especifica das imunoglobulinas G, as amostras de soro de coelhos foram fracionadas por
cromatografia de afinidade utilizando a resina Proteina A Sepharose. Como demonstrado na
Figura 13, a partir do perfil obtido, foram eluidas com tampao Tris-HCI 0,1M, NaCl 0,15M, pH
7,5 as proteinas plasmaticas ndo ligantes na resina (Pico 1), enquanto que foram eluidas com
tampao acido (0,1M glicina-HCl, pH = 3,0) as IgGs anti-BmooMPa-I (Pico 2). Imediatamente
apds a coleta, as fragdes obtidas foram neutralizadas com tampao Tris 1M, pH=8 para a

protecdo do estado nativo destas imunoglobulinas.

A 1 2

Pico 1

Pico 2 160 KDa —|

Absorbancia 4 280 nm

Numero de tubos

Figura 13. Fracionamento de amostra de soro de coelhos da raca Nova Zelandia por
cromatografia de afinidade em resina Proteina A Sepharose para obtencdo das
imunoglobulinas da classe IgG. A) A amostra com proteinas plasmaticas nao ligantes (Pico 1) e
anticorpos policlonais da classe IgG anti-BmooMPa-I (Pico 2). As amostras foram eluidas num
fluxo de 20 mL/h a temperatura ambiente. Fracdes de 3 mL foram coletadas. B) SDS-PAGE 8%

(w/v). Linha: 1-Padrao de massa molecular; 2- IgG anti-BmooMPa-I.
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Apo6s a purificagdo dos anticorpos policlonais, foi realizada a titulagio das
imunoglobulinas G obtidas das amostras de soro de coelhos pelo método ELISA (Figura 14). A
diluicdo 6tima dos anticorpos policlonais foi avaliada de acordo com os indices da féormula: S/R
(razdo entre a média de D.O dos soros controles positivos e negativos) x 100 foi de 1:400 e do

conjugado imunoenzimatico 1:1000.

800 l
g _
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S _
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S
D 4004 ]
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Q 1 1:500
2 2004 [ 1:1000
B 1:2000
0

1:50
1:100 H
1:200
1:400

1:50
1:100
1:200
1:400

1:50
1:100
1:200

L 1:400

Diluicdo de IgG anti-BmooMPa-I

Figura 14: Resultado do ensaio ELISA indireto para a titulacdo das imunoglobulinas G obtidas
a partir da purificacdo em resina de Proteina A Sepharose em amostras do soro de coelhos
imunizados com a enzima BmooMPa-I. IgG anti-BmooMPa-I foi diluida na razdo 1:50, 1:100,
1:200 e 1:400 (v/v) e incubada com conjugado (IgG de cabra anti-IgG de coelho - Peroxidase)
diluido na razdo de 1:500 (representado pelas colunas brancas), 1:1000 (representado pelas
colunas cinzas) e 1:2000 (representados pelas colunas cinza escuro). O indice de reatividade
foi calculado de acordo com a férmula: S/R (razdo entre a média de D.O dos soros controles
positivos e negativos) x 100. A seta vermelha indica as condi¢cdes Otimas de diluicdo

estabelecidas neste ensaio.
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5.3 Immunoblot

A analise das marcag¢des antigénicas utilizando programa computacional de imagens
Kodak 1D e comparadas com marcadores de massa molecular em KDa demonstraram que os
anticorpos policlonais anti-BmooMPa-I purificados em resina de proteina A possuem uma
reatividade cruzada especifica com as bandas de massa molecular de ~45 KDa, ~25 KDa, ~14
KDa presentes na pegonha bruta de B. moojeni e uma reagdo de alta especificidade entre o
antigeno e anticorpos testados (enzima BmooMPa-I/anticorpos policlonais anti- BmooMPa-I),
revelada pela coloracdo intensa da banda protéica da enzima no Imunoblotting. Na reagao
controle os mesmos antigenos foram incubados com IgG irrelevante de coelho e nao

apresentaram nenhuma marcagdo antigénica (Figura 15).

KDa

220 —
160 —
100

80 —

25

15 I

Figura 15: Immunoblot de antigenos peconha bruta de B. moojeni e enzima BmooMPa-I
testados com anticorpos policlonais anti-BmooMPa-I purificados em resina de proteina A.
Linha 1 - Marcadores de massa molecular de 220 KDa a 15 KDa. Linha 2 - 15 pg de peg¢onha
bruta de B. moojeni incubados com IgG anti-BmooMPa-I. Linha 3 - 15 pg de pegconha bruta de B.
moojeni incubados com IgG irrelevante de coelho. Linha 4 - 15 pg de BmooMPa-I incubados
com IgG anti-BmooMPa-I. Linha 5 - 15 pg de BmooMPa-I incubados com IgG irrelevante de

coelho.

Maraisa Cristina Silva




5.4 Ensaio de neutralizac¢ao

No ensaio de neutralizacdo da atividade azoproteolitica induzida pela pegconha bruta de B.
moojeni e metaloprotease BmooMPa-I pelos anticorpos policlonais anti-BmooMPa-I, observou-
se que anticorpos policlonais anti-BmooMPa-I foram capazes de neutralizar a atividade
azoproteolitica induzida pela pegonha bruta em 22% para a razdo 1:5, 24% para arazdo 1:10 e
30% pararazao 1:15 (Figura 16A-B).

Quando os anticorpos policlonais anti-BmooMPa-I foram incubados com enzima pura
BmooMPa-I, estes foram capazes de neutralizar a atividade azoproteolitica induzida pela
metaloprotease em 67% para a razdo 1:5, 90% para a razao 1:10 e 100% para razao 1:15
(Figura 16C-D).

Foi observado que anticorpos policlonais possuem uma atividade inibitéria dose-
dependente, ou seja, a porcentagem de neutralizacdo aumenta de acordo com o acréscimo em
massa de anticorpos policlonais em relacdo aos antigenos, e sdo especificos e biologicamente

ativos contra a enzima BmooMPa-], a partir da qual foram originados.
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Figura 16: Neutralizacdo da atividade azoproteolitica pelos anticorpos policlonais anti-
BmooMPa-I. A) Protedlise da azocaseina pela pegonha bruta de B. moojeni (10 pg) e com a
mesma massa pré-incubada com anticorpos policlonais na razao de 1:5, 1:10 e 1:15 (m/m) por
120 min. a 37°C. Atividade proteolitica foi testada no substrato azocaseina por 60 mim. B)
Porcentagem de inibicdo da atividade azocaseinolitica da pegonha bruta de B. moojeni pelos
anticorpos policlonais anti-BmooMPa-I na razdo de 1:5, 1:10 e 1:15 (m/m). C) Proteolise da
azocaseina pela enzima BmooMPa-I (50 pg) e da mesma massa desta enzima pré-incubada com
anticorpos policlonais BmooMPa-I na razdo de 1:5, 1:10 e 1:15 (m/m) por 120 min. a 37°C.
Atividade proteolitica foi testada no substrato azocaseina por 60 mim. D) Porcentagem de
inibicao da atividade azocaseinolitica da enzima BmooMPa-I pelos anticorpos policlonais anti-
BmooMPa-I na razdo de 1:5, 1:10 e 1:15 (m/m). * indica relevancia estatistica (p<0,05) em relagdo
ao controle nio tratado (teste One-Way ANOVA seguido por analise posterior pelo teste de Bonferroni.
N amostral: 3.
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5.5 Inducao dainflamacao peritoneal
A contagem do numero de células peritoneais totais dos grupos: controle (PBS estéril),

tioglicolato 3%, tioglicolato 3% tratados 24 horas depois com 50 pg de BmooMPa-I e tratados
somente com 50 pg de BmooMPa-I estimulados via i.p, revelou um maior nidmero de células
peritoneais no grupo tratado com tioglicolato 3% (média de células peritoneais totais 2902 x10
4/ mL) em comparagao com o grupo controle (média de células peritoneais totais 765 x10*/
mL) (Figura 17). O grupo estimulado com tioglicolato 3% e tratado com BmooMPa-I reduziu a
média de células totais para 558 x10%/mL (80% a menos de migracdo celular tendo como
referéncia o grupo tioglicolato - dado ndo mostrado) e quando administramos somente a
enzima BmooMPa-I temos uma média de células totais de 125 x10%/mL (95% a menos de

migracao celular tendo como referéncia o grupo tioglicolato - dado ndao mostrado).

4000+
3500+
3000+
2500+
2000+
1500+

kK%

1000+

500+

O T T

PBS Tioglicolato Tioglicolato + BmooMP g -| BmooMPg-I

NUmero de células peritoneais totais x 10 “mL

Figura 17: Influxo celular na cavidade peritoneal dos camundongos apds os diferentes
estimulos. Grupos de camundongos (5 animais por grupo) foram injetados com PBS estéril
(controle); tioglicolato 3%; tioglicolato 3% 24 horas depois tratados com 50 pg de BmooMPa-I;
e BmooMPa-I (50 pg) injetados na cavidade peritoneal dos camundongos em um volume final
de 1mL. O numero total de células peritoneais foi determinado pela lavagem da cavidade
peritoneal 72 h apds os tratamentos estabelecidos para os diferentes grupos. * indica
relevancia estatistica (p<0,05) em relacdo ao controle nao tratado (teste One-Way ANOVA
seguido por andlise posterior pelo teste de Bonferroni.
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5.6 Ensaio de degradaciao de TNF-a murino
Os niveis de TNF-a foram mensurados pelo ensaio ELISA para se determinar o efeito da

metaloprotease BmooMPa-I na degradagdao de TNF-a murino, a partir dos seguintes
tratamentos: enzima pura (BmooMPa-I); BmooMPa-I inibida por EDTA (BmooMPa-I (i)); e
BmooMPa-I neutralizada com anticorpos policlonais (BmooMPa-I (pAb)), em comparagdo com
amostras tratadas contendo concentragdo conhecida de TNF-a tratada apenas com PBS.

Como demonstrado na Figura 18, a metaloprotease BmooMPa-I e suas varidveis nao
causaram nenhuma alteragao significativa nos niveis de TNF-a murino quando as amostras dos
diferentes tratamentos foram pré-incubadas com o anticorpo de captura. No entanto, quando
as amostras contendo concentracdo conhecida de TNF-a murino foram pré-incubadas com as
amostras de BmooMPa-I resultou em uma diminuicao significativa nos niveis de TNF-a em
53% em relagdo ao controle. BmooMPa-I inibida com EDTA praticamente ndo degradou TNF-a
diminuindo seus niveis em apenas 17% e os anticorpos policlonais ndo neutralizaram o efeito

de degradac¢do da enzima BmooMPa-I sobre TNF-a.

Maraisa Cristina Silva




i

0] T T
PBS BmooMRy-I BmooMRy-1(i) BmooMRy-I(pAb)

B Anticorpo de captura

500+

*k*k

TNF-o. (pg/mL)

= N w B
() o o o
L L G

o

T T
PBS BmooMRy-I BmooMRy-I(i) BmooMRy-I(pAb)

TNF-a

Figura 18: Degradacao de TNF-a murino recombinante pela metaloprotease BmooMPa-I. A)
Niveis de TNF-a determinados ap0s a pré-incubac¢do do anticorpo de captura com 12 pg/mL de
BmooMPa-I ou BmooMPa-I tratada com 10 mM EDTA (BmooMPa-I (i)) ou BmooMPa-I tratada
com anticorpo policlonal na razdo 1:10 m/m (BmooMPa-I(pAb)) por 45 mim a 37°C. B) Niveis
de TNF-a determinados apés a pré-incubagdo do TNF-a murino recombinante com 12 pg/mL
de BmooMPa-I ou BmooMPa-I tratada com 10 mM EDTA (BmooMPa-I (i)) ou BmooMPa-I
tratada com anticorpo policlonal na razdo 1:10 m/m(BmooMPa-I(pAb))por 45 mim a 37°C.
TNF-a murino recombinante foi quantificado por kit ELISA de acordo com as instrugdes do
fabricante. Resultados foram apresentados por média * SD. * indica relevancia estatistica
(p<0,05) em relacdo ao controle nao tratado (teste One-Way ANOVA seguido por andlise
posterior pelo teste de Bonferroni. N amostral: 5.
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5.7 Atividade proteolitica da enzima BmooMPa-I sobre TNF-a murino

A enzima BmooMPa-I foi capaz de hidrolisar o TNF-a murino sendo a atividade
proteolitica caracterizada pelo desaparecimento da cadeia 1 (17,8 KDa) e cadeia 2 (18,9 KDa)
do TNF-a murino apds 45 minutos de incubacgdo a 37 °C (Figura 19A).

A andlise do SDS-PAGE 18% pelo programa Kodak demonstrou uma protedlise da
enzima BmooMPa-I sobre o TNF-a murino de uma forma dose dependente. Como pode ser
observado na Figura 19B, na maior na concentragdo de BmooMPa-I (12 pug/mL), uma alta
atividade proteolitica evidenciada pela diminuicdo da intensidade da banda de TNF-a em torno
de 94% para cadeia 1 (17,8 KDa) e 91% para a cadeia 2 (18,9 KDa); na concentragdo
intermediaria de BmooMPa-I (6 pg/mL), observamos que a proteodlise ainda é significativa, em
torno de 90% para cadeia 1 (17,8 KDa) e 70% para a cadeia 2 (18,9 KDa); e na menor
concentragdo de BmooMPa-I (3 pg/mL), ocorre uma redugdo na atividade proteolitica,
resultando em uma degradacao de 40% para cadeia 1 (17,8 KDa) e 37% para a cadeia 2 (18,9
KDa) e os niveis de intensidade da banda préximos ao controle (TNF-a na auséncia de

BmooMPa-I).
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Figura 19: A) Eletroforese em gel de poliacrilamida a 18% com agentes desnaturantes dos
produtos de hidroélise de TNF-a (0,7 ng) resultante da agdo da enzima BmooMPa-I (12, 6 e 3
pug/mL). 1 - TNF-a controle; 2 a 4 - TNF-a incubado com 12, 6 e 3 pg/mL de BmooMPa-I por 45
min a 37°C., respectivamente. Foram aplicados 20 pL de cada amostra no SDS-PAGE. B)
Porcentagem de degradaciao de TNF-a por diferentes concentracoes de BmooMPa-I,
determinada pela intensidade da banda das amostras tratadas em relacao ao controle versus

massa molecular relativa de TNF-a.
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5.8 Analise da viabilidade celular dos macro6fagos ativados

A analise da viabilidade celular dos macrofagos ativados com agonistas de receptores do
tipo Toll (FSL-1 e LPS) e NOD1 (IE) tratados com a BmooMPa-I examinadas método do MTT revelou
que os macrdfagos apresentaram-se 100% vidveis ap6s a ativagdo com os agonistas e
tratamento com a enzima BmooMPa-I. Portanto, os agonistas e a enzima BmooMPa-I nao

exercem efeito citotdxico sobre os macréfagos (Figura 20).
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Figura 20: A andlise da viabilidade celular dos macrdfagos ativados com os agonistas de PRRs e
tratados com enzima BmooMPa-1. A) Viabilidade celular dos macréfagos ap6s a incubagdo com a
enzima BmooMPa-I. B) Viabilidade celular dos macréfagos apds a ativacdo com 10ug/mL de
FSL-1-agonista de Toll-6/2 e incuba¢do com a enzima BmooMPa-I (12 a 1,5 pg/mL). C)
Viabilidade celular dos macroéfagos apés a ativagdo com 1pg/mL de IE—agonista de NOD/1 e
incubacdo com a enzima BmooMPa-I (12 a 1,5 pg/mL). D) Viabilidade celular dos macréfagos
apés a ativacdo com 1ug/mL de LPS-EK- agonista de Toll-4 e incuba¢do com a enzima BmooMPa-I
(12 a 1,5 pg/mL). E) Viabilidade celular dos macréfagos apos a ativagdo com 1pg/mL de IE,
10pg/mL de FSL-1 e 1ug/mL de LPS-EK e meio de cultivo celular (RPMI). Macréfagos foram
cultivados por 24 horas em placas de 96 pogos (2x105 células/200uL/pogo), em seguida foram
ativados com PRRs ou mantidos com o meio RPMI (controle) e cultivados em condi¢cdes de
cultura por 3h. Apés a ativacdo foram tratados com a protease BmooMPa-I (12 a 1,5 pg/mL) ou
mantidos com o meio RPMI (controle) por 48 horas em condi¢cdes de cultura. A quantificagdo
das células viaveis foi determinada utilizando-se o ensaio MTT ap6s 48 horas incubacdo. Os
resultados estdo expressos como média e desvio padrao da porcentagem de células viaveis em
relacdo ao controle e estdo plotados em uma regressdao nao linear representados por uma
curva dose resposta com intervalo de 95% de confianca. N amostral: 4
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5.9 Determinacao dos niveis de TNF-a secretados por macroéfagos ativados
com agonistas de PRRs.

A andlise dos niveis de TNF-a secretado por BMDMs apoés a ativagdo com agonistas de
PRRs (FSL-1, IE e LPS-EK) e tratamento com diferentes concentra¢des da enzima BmooMPa-I
(12 pg/mL) revelou que no sobrenadante dos macréfagos ativados com FSL-1, a
metaloprotease BmooMPa-I na concentracdo de 12 e 6 pg/mL modula negativamente a
producdo de TNF-a, sendo que na concentracdo de 12 pg/mL a citocina TNF-a detectada em
baixissima concentra¢do 0,041 ng/mL e na concentracao de 6 pg/mL tem sua concentracdo
ligeiramente aumentada 47,4 ng/mL, contudo ainda é bem menor quando comparada ao
controle (FSL-1 somente com meio, na auséncia da enzima) com concentragdo de 660 ng/ mL
de TNF-a (Figura 21). Nas menores concentracoes testadas (3 e 1,5 pg/mL), a metaloprotease
BmooMPa-I modula positivamente a producao de TNF-q, elevando sua concentracao para 840
ng/mL e 1773 ng/mL, respectivamente.

Ja no sobrenadante dos macroéfagos ativados com LPS-EK, observamos que a enzima
BmooMPa-I modula negativamente a producao de TNF-a em todas as concentragdes testadas
(12 a 1,5 pg/mL) com uma mesma intensidade, ou seja, a diminuicdo dos niveis de TNF-a
secretado por macroéfagos ativados por LPS-EK nao é um fendmeno dose resposta. Os niveis de
TNF-a do grupo controle reduziu de 34,9 ng/mL para 20,4 ng/mL no grupo tratado com a

enzima BmooMPa-I. O agonista IE nao induziu niveis significativos de TNF-a (Figura 21).
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Figura 21: Efeito da enzima BmooMPa-I sobre secrecdao de TNF-a pelos macréfagos derivados
de medula 6ssea (BMDM) ativados pelos agonistas de PRRs. Macréfagos foram cultivados em placas
de 96 pogos (2x105 céls/200uL/poco) e apds 24 horas foram ativados com 10pug/mL de FSL-1-agonista de

Toll-6/2, 1pg/mL de IE—agonista de NOD/1, e 1pg/mL de LPS-EK- agonista de Toll-4,

respectivamente ou mantidos com o meio RPMI (controle), a 37°C e 5% de CO,. Em seguida foram tratados com a

protease BmooMPa-I (12 a 1,5 pg/mL) ou mantidos com o meio RPMI (controle), a 37 °C e 5% de CO por 48
horas. TNF-a murino foi quantificado por kit ELISA de acordo com as instrugdes do fabricante.
Resultados foram apresentados por média +SD. * indica relevancia estatistica (p<0,05) em
relacdo ao controle ndo tratado (Teste two-Way ANOVA seguido por andlise posterior pelo

teste de Bonferroni). N amostral: 4.
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6. DISCUSSAO
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Peconhas produzidas por serpentes constituem complexos moleculares com diferentes
atividades biolodgicas, direcionadas para diversos alvos. Em relacdo a peconha de serpentes do
género Bothrops, particularmente, a atividade bioldgica mais evidente é proteolitica, sendo a
principal responsavel pelas manifestacdes clinicas dos acidentes botrépicos (FONSECA et al.,
2010). Desta forma, no presente estudo, o interesse foi focalizado neste grupo de moléculas.

O trabalho proposto teve por objetivo obter e analisar a enzima BmooMPa-I, uma
metaloprotease isolada da peconha de B. moojeni, quanto a exercer algum papel na resposta
inflamatéria em modelos experimentais in vitro e in vivo, considerando que até o momento nao
ha dados na literatura sobre o papel desta enzima na inflamacao.

Inicialmente, a metaloprotease BmooMPa-I, foi isolada da pegonha bruta da serpente B.
moojeni de acordo com o procedimento descrito anteriormente. O uso combinado de resinas
cromatograficas com propriedades distintas tem se mostrado muito eficiente nos processos de
purificacdo de proteinas a partir peconha de B. moojeni, como relatado em diversos estudos
anteriores, nos quais foram isolados varios componentes com diferentes caracteristicas
bioquimicas e func¢des biolégicas, como por exemplo, a metaloprotease Moo-4.2 de massa
molecular de 27.6 KDa e atividade fibrinogenolitica (TORRES et al., 2005); a miotoxina BmTx
com massa molecular de 15.7 KDa (FRANCA, 2005); a serinoprotease, BthT1, com massa
molecular aparente de 36 KDa com atividade tipo“trombin-like” (OLIVEIRA, 2001); a
fosfolipase A: acida, denominada BmooPLA; de massa molecular aparente de 15.5 KDa
(SANTOS FILHO, et. al; 2008); a metaloprotease BthMP com massa molecular de 23.5 kDa e
atividade hemorragica (GOMES et al., 2009); a metaloprotease BmooMPa-II massa molecular
aparente de 25kDa atuando como um potente inibidor da agregacao plaquetaria (QUEIROZ,
2010); e a metaloprotease moozincina de massa molecular aparente de 30 KDa e atividade
fibrinogenolitica (FONSECA, 2010).

A enzima BmooMPa-I corresponde a 8,71% da pegonha total de B. moojeni
(BERNARDES et al, 2008), constituindo-se na expressdo mais significativa do total deste
complexo protéico quando comparada a outras enzimas fibrinogenoliticas isoladas da mesma
peconha, como as enzimas MSP1(0,5%)/MSP2(1,1%) (SERRANO et al.,1993), MOO3 (1,42 %)
(OLIVEIRA et al.,1999), BthMP (2,3%) (GOMES et al.,, 2009) e BmooMPa-II ( 0,9%) (QUEIROZ,
2010).

No presente estudo, a andlise do perfil eletroforético por eletroforese 1D e 2D permitiu
evidenciar que a metaloprotease BmooMPa-I é constituida de uma proteina monomeérica em

condi¢des ndo-redutoras, com Mr de ~22,36 e pl 6,82. Em condi¢des redutoras, na presenca de
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DTT e tiouréia, a eletroforese 2D evidenciou que a enzima BmooMPa-I pode ser dissociada em
trimeros, com Mr decrescente de ~22,3 KDa, ~21,2 KDa e ~19,5 KDa, com um pl na faixa de
7,24 a 7,33. A formacdo do trimero proteico ocorre devido a agdo conjunta dos componentes
DTT e tiouréia sobre as estrutura tridimensional da protease. O DTT atua como um agente
redutor quebrando as pontes dissulfeto entre as cadeias polipeptidicas, ja a tiouréia atua como
um agente caotrdpico, ou seja, um composto quimico capaz de desenovelar a estrutura da
proteina, por meio da desestabilizacdo e desorganiza¢do das ligagdes ou interagdes mantidas
entre as cadeias laterais responsaveis por manter sua estrutura tridimensional (MUSANTE et
al, 1997; COSTA et al., 2010).

A administracdo do soro antiofidico é a Unica forma de tratamento clinico para os
acidentes ofidicos. No entanto, a literatura demonstra que pacientes submetidos a soroterapia
tiveram um retorno dos niveis hemostaticos 6 horas apds sua administracao, ou seja, os
anticorpos policlonais foram capazes de neutralizar as principais toxinas presentes na peconha
e reverter os efeitos sistémicos no organismo, mas a lesdo local causada por estes peconhas,
ndo é neutralizada eficientemente pelo soro (CARDOSO et al., 1993). Devido ao fato de a
soroterapia ser pouco eficaz no tratamento das reagdes locais induzidas pelas peconhas
botrépicas, atualmente ha uma procura por tratamentos complementares que possibilitem a
melhora desse quadro. Uma alternativa para melhorar a eficicia deste tratamento seria
enriquecer o soro antiofidico, com altos titulos de anticorpos direcionados a antitoxinas
especificas responsaveis pelos efeitos deletérios (RODRIGUES et al., 2001).

Com a finalidade de contribuir para um melhor entendimento do mecanismo de
neutralizacdo dos efeitos fisiopatoldgicos causado pelas enzimas presentes na pegonha
botrépica, produzimos e purificamos anticorpos policlonais anti-BmooMPa-I e investigamos
sua reacao especifica com o imundgeno a partir do qual foi produzido.

A analise funcional da IgG especifica para BmooMPa-], isolada a partir de soro de
coelhos imunizados com a metaloprotease, revelou que esta enzima comporta-se como um
bom imundégeno, uma vez que as amostras de soro obtidas na sangria de prova apresentaram
uma reagao positiva determinada pelo ensaio de ELISA, com alto indice de reatividade contra
este antigeno (5,4).

Os anticorpos policlonais IgG anti-BmooMPa-I foram capazes de detectar outras bandas
protéicas presentes na pegonha bruta de B. moojeni, além daquela correspondente a
metaloprotease, demonstrando, assim, que ha outros epitopos na pegonha bruta de B. moojeni

com semelhanca estrutural responsavel por esta reatividade cruzada, provavelmente outras
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metaloproteases de seqiiéncias semelhantes ou até mesmo homdlogas a metaloprotease
BmooMPa-I. No entanto, apesar de apresentarem esta reatividade cruzada, as IgG anti-
BmooMPa-I foram capazes de formar imunocomplexos com o imunégeno, evidenciando sua
especificidade pela marcagdo de uma unica banda protéica referente a enzima BmooMPa-I no
ensaio immunoblotting.

Estudos anteriores demonstraram que os anticorpos policlonais produzidos contra
proteinas isoladas possuem reatividade cruzada com pegonha bruta de diferentes espécies do
género Bothrops. Queiroz e colaboradores (2011), descreveram a reatividade cruzada entre os
anticorpos policlonais isolados de coelhos apds imunizagdo com a miotoxina BmooMtx ,
presente na peconha de B. moojeni, com os antigenos miotéxicos de Bothrops alternatus,
Bothrops leucurus e B. moojeni.

No presente estudo, a andlise do ensaio de neutralizacdo da atividade azoproteolitica
induzida pela peconha de B. moojeni e a metaloprotease BmooMPa-I pelos anticorpos
policlonais, confirmou a reatividade cruzada entre os compostos analisados. Na presenca dos
anticorpos policlonais, observou-se uma neutralizacdo da atividade azoproteolitica induzida
tanto pela peconha bruta [30%, na razdo 1:15 (m/m)], como pela enzima pura [100%, na razao
1:15(m/m)], o que caracteriza ser este fendmeno dependente da massa de anticorpos. Estes
resultados sugerem que provavelmente os anticorpos anti-BmooMPa-I neutralizaram
diferentes isoformas de metaloproteases presentes nessa pegonha, visto que estas proteinas
apresentam semelhancas em seus dominios estruturais. Tal fend6meno foi também observado
por Pinto e colaboradores (2008) no estudo de anticorpos policlonais isolados a partir de
amostras de soro de camundongos imunizados com a metaloprotease neuwiedase, os quais
foram capazes de neutralizar totalmente a atividade hemorragica e os distirbios na coagulacdo
induzidos pela peconha de Bothrops neuwiedi.

A lesao tecidual provocada pela inoculagdo da peconha no organismo desencadeia uma
cascata de eventos celulares que culminam em uma resposta inflamatéria mediada pelas
toxinas presentes na peconha e mediadores enddgenos. A resposta inflamatoria esta associada
a uma variedade de componentes da pegconha, dentre os quais se incluem as metaloproteases.
A migracao leucocitaria é o evento chave na inflamagdo, como defesa do organismo contra os
agentes invasores (TEIXEIRA et al., 2005)

No presente estudo, observamos que a metaloprotease BmooMPa-I, quando
administrada na cavidade peritoneal de camundongos previamente tratados com tioglicolato

3% ou ndo, demonstrou uma reducdo significativa no acumulo de infiltrado celular no grupo de
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animais estimulados com tioglicolato 3% e tratados com a metaloprotease BmooMPa-I e, um
baixo acimulo de infiltrado leucocitario induzido metaloprotease BmooMPa-I comparado aos
grupos controles (PBS e tioglicolato 3%). Estes resultados sugerem que metaloprotease
BmooMPa-I pode ser caracterizada como uma enzima que interfere na migragdo celular,
apresentando um potencial papel anti-inflamatério, contraponto aos diversos estudos
anteriores que demonstraram a presenc¢a de a¢des proé-inflamatérias em metaloproteases de
serpentes.

A primeira evidéncia experimental que as metaloproteases de serpentes (SVMP) causam
inflamacdo foi constatada por Gutiérrez e colaboradores (1995), que demonstraram que a
metaloprotease BaP1 da classe PI, isolada da pegconha de Bothrops asper induz edema na pata
de camundongo, uma pequena hemorragia ap6s a sua administra¢do intramuscular, formacao
de bolhas e acimulo de infiltrado leucocitario. Posteriormente, Rucavado e colaboradores
(1998, 1999, 2002) sugeriram que a a¢do pro-inflamatéria de metaloproteases de serpentes
esta associada com degranulagdo de mastodcitos e recrutamento de macrofagos, que liberam as
citocinas IL-1 e IL-6. Fernandes e colaboradores (2006) confirmaram esta hipotese pela
dectecdo de altos niveis de IL-1 no exsudado peritoneal de camundongos coletados apds a
injecdo da BaP1 na cavidade peritoneal, além do aumento da expressao de moléculas de
adesao.

As citocinas realizam sinalizacdes celulares por meio da aproxima¢do de seus
receptores especificos presentes na membrana celular que se associam as proteinas Janus
quinases (JAKs). As JAKs iniciam uma cascata de fosforilagdo dos receptores de citocinas,
acoplando o sinal de transducdo e ativando os fatores de transcricio (STATs). ApOs a sua
ativacdo, os STATs formam dimeros e sdo translocados para o nucleo, onde irdo ativar
determinados genes de transcri¢do especificos, que sdo traduzidos em moléculas especificas
dependendo do estimulo inicial (PALMER, RESTIFO, 2009).

A producao de citocinas pré e anti-inflamatérias é controlada por um complexo
mecanismo de feedback. As citocinas pro-inflamatorias (por exemplo, TNF-a) sdo responsaveis
por iniciar um efeito contra um patégeno exdgeno ou lesao tecidual. Em contraste, as citocinas
anti-inflamatérias (por exemplo, IL-10) atuam na down-regulation da resposta inflamatéria, ou
seja, para o retorno a homeostase fisiolégica (OLIVEIRA et al., 2009).

Além da BaP1, outras SVMPs sdo capazes de induzir eventos inflamatérios. Rodrigues e
colaboradores (2001) demonstraram a presenca de leucdcitos em cortes histologicos de

musculos ap0s a injecao de neuwiedase, uma metaloprotease hemorragica da classe P], isolada
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da peconha de B. neuwiedi. Em adicdo, jararagina, uma metaloprotease hemorragica da classe
PIII, isolada da peconha de Bothrops jararaca, foi capaz de induzir acimulo de leucdécitos na
bolsa de ar de camundongos (COSTA et al, 2002). Este efeito foi caracterizado como
dependente da presenca de macrofagos assim como da atividade proteolitica desta SVMP.
Estudos posteriores mostraram que a jararagina pode estimular diretamente a expressao de
mRNA que codifica para TNF-a, IL-1 e IL-6 secretado por macrdéfagos, sugerindo que os
macréfagos sdo alvos importantes para SMPV, embora o ligacdo celular ainda nao foi
caracterizada (CLISSA et al,, 2001).

Em estudos adicionais, foi relatado que as metaloproteases HF3 da classe P-III, isoladas
da peconha de B. jararaca (SILVA et al, 2004), assim como a peconha bruta de Bothrops
alternatus (SeTuBaL et al, 2011) estimulam a fagocitose de macro6fagos, atividade essencial para
eliminacdo da peconha do organismo. Mais recentemente foi isolada a metaloprotease
patagonfibrase da classe P-IlII, da peconha da serpente sul americana Philodryas patagoniensis
com fung¢des semelhantes na resposta inflamatoéria (PEICHOTO et al.,, 2011)

O fator de necrose tumoral (TNF-a) é uma citocina tipicamente pré-inflamatoria.
Diferentes células, principalmente macrdéfagos, linfécitos ou mondcitos ativados, produzem
TNF-a, geralmente em resposta aos lipolissacarideos (LPS), os componentes da membrana de
bactérias gram-negativas (VITALE, ANDRADE, RIBEIRO, 2007).

TNF-a é reconhecido por dois receptores distintos, TNF-RI (também referido como
TNF-R1, TNFRSF1A, p55, p60 ou CD120a) e, TNF-RII (TNF-R2,TNFRSF1B, p75, p80 ou
CD120b). In vivo, TNF-RI é o mediador da maioria das atividades induzidas por TNF-a, em
contrapartida TNF-RII media preferencialmente efeitos ligados ao TNF-a de membrana
(VERHELST, CARPENTIER, BEYAERT, 2011).

TNF-RI contém um dominio de morte e TNF-RII contém um dominio de ligacdo
associado ao fator TNF-R (TRAF), o qual media a ligacdo com diferentes proteinas de
sinalizagdo. Ambos os receptores ativam vias de sinalizacdo similar, quinase IkB e proteina
quinase mitégeno ativada (MAPK), que resulta na ativacdo de fatores de transcricdo como fator
nuclear-kB (NF-kB) e AP-1, atuando na regulacao da produc¢do de moléculas efetoras como
citocinas, quimiocinas e enzimas pré-inflamatérias (VERHELST, CARPENTIER, BEYAERT,
2011).

Além disto, sua ativacdo génica, TNF-RI pode direcionar a célula a morte pelo
recrutamento de caspase, levando-a a apoptose, ou alternativamente a necrose e necroptose,

vias dependentes de ativacdo de serina treonina quinases RIP1 (receptor interagindo com
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proteina 1) e RIP3 (receptor interagindo com proteina 3) (VERHELST, CARPENTIER, BEYAERT,
2011).

Tendo em vista o papel essencial de TNF-a em promover a resposta imunolédgica e
combater infecgdes, foi investigado no presente estudo se a enzima BmooMPa-I apresentava
ou ndo alguma atividade sobre o TNF-a murino em modelos moleculares e modelo celular. Os
niveis de TNF-a mensurados por ELISA relevaram uma significativa redu¢do na concentragao
de TNF-a na presenca da metaloprotease (12 pg/mL) em relacdo aos niveis observados nos
controles. A inibicdo da enzima BmooMPa-I pela incubagdo previa com EDTA foi capaz de
restaurar em 80% os niveis de TNF-a e, a incubagdo com IgG especifica a metaloprotease
BmooMPa-I ndo foi capaz de neutralizar sua protedlise sobre o TNF-a. A fim de eliminar a
possibilidade de uma interferéncia direta da enzima sobre os anticorpos de captura utilizados
no ensaio ELISA, procedeu-se a uma incubacao prévia destes anticorpos com a enzima, nas
mesmas condi¢des utilizadas para a incubacdo com o TNF-a. Os resultados revelaram que
nenhuma a¢do da BmooMPa-I foi verificada sobre os anticorpos de captura, uma vez que,
quando a enzima foi removida da placa, os niveis de TNF-a detectados no ensaio nao
apresentaram nenhuma alteragdo em relacdo ao ensaio quando esta citocina ndo havia sido
pré-incubada com a BmooMPa-I.

A partir destes resultados, foi hipotetizado que a reducao na concentracdo de TNF-a
ocorre devido a acdo proteolitica da enzima BmooMPa-I, uma vez que a remog¢ado do zinco por
agentes quelantes como EDTA ou 1-10-fenantrolina elimina completamente a atividade
bioldgica das metaloproteases de peconha de serpente (SVMPs) (MARKLAND, 1998). Em
contrapartida, foi hipotetizado também que, provavelmente, os anticorpos policlonais anti-
BmooMPa-I ligam-se em dominios diferentes do dominio catalitico da enzima BmooMPa-I
responsavel pela hidrélise de TNF-a.

Visando confirmar se a metaloprotease BmooMPa-I apresenta uma ac¢do direta sobre o
TNF-a, foi realizado um ensaio onde o efeito de protedlise sobre esta citocina pudesse ser
evidenciado. Por meio da eletroforese 1D-SDS-PAGE 18% foi possivel confirmar que a
degradacdo de TNF-a pela metaloprotease BmooMPa-I ocorre de fato, como um fenémeno
dose-dependente.

No presente estudo, foi evidenciado também o efeito da metaloprotease BmooMPa-I na
degradacdao de TNF-a em modelo celular. Observou-se que metaloprotease BmooMPa-I exerce
uma hidrdlise de forma dose-dependente sobre o TNF-a secretado pelos macréfagos

estimulados com os agonistas FSL-1 e LPS-EK.
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O LPS-EK é um ligante sintético (agonista) derivado da bactéria Escherichia coli e o FSL-
1 é um ligante sintético derivado da lipoproteina de Mycoplasma salivarium, reconhecidos por
Toll-4 (TLR-4) e Toll-6/2 (TLR-6/2), respectivamente, ou seja, sao ativadores destas vias de
sinalizagdo. O reconhecimento de estruturas moleculares conservadas nos patégenos,
conhecidas como PAMPs, por receptores de reconhecimento padrao (PRRs), incluindo os
receptores do tipo Toll (TLRs) nas células da imunidade inata promovem a base da defesa
antimicrobiana (KECK, FREUDENBERG, HUBER, 2012). Cada TLR sozinho ou como
heterodimeros ligados a um PAMP especifico inicia sua cascata de sinalizacdo celular baseada
no seu ligante inicial, direcionando a produ¢ao de mediadores endégenos, incluindo diversas
citocinas, espécies reativas do oxigénio, MHC e moléculas coestimulatérias necessarias a uma
apresentacdo antigénica eficiente (ROSE, MCGOWIN, PYLES, 2009)

O lipopolissacarideo (LPS) ou endotoxina é o principal componente estrutural das
bactérias Gram-negativas, composto por trés dominios distintos: lipideo A, cadeia principal de
oligossacarideos, e antigeno O. De todos os trés dominios, o antigeno O é mais importante na
determinac¢do das cepas das bactérias gram-negativas e reconhecimento pelo sistema imune. A
secre¢do de citocinas proé-inflamatérias ocorre apds a interacdo inicial entre LPS e TLR-4,
presente nas células apresentadoras de antigenos, como macréfagos e células dendriticas. Apés
a ativacao de TLR-4, ocorre uma cascata de sinalizacao que conduz ao fator de transcricao NF-
kB, resultando na producao de citocinas inflamatoérias, tais como TNF-q, IL-1B, e IL-12p70. Em
conjunto, essas citocinas inflamatoérias sdo responsaveis pela resposta inflamatéria sistémica
observada durante o choque séptico (SHANMUGAM et al., 2012).

Os micoplasmas sdo as menores bactérias de auto-replicacao e geralmente sdo parasitas
comensais em humanos. M. salivarium preferencialmente reside em placas dentarias e sulcos
gengivais, 60 a 80% das amostras da garganta dos adultos, e freqiientemente encontrado em
amigdalas inflamadas (GRISOLD et al.,, 2008).

A diminuicao nos niveis de TNF-a nestas patologias poderia trazer algum beneficio no
controle destas doencas pro-inflamatérias, como observado nos estudos de Croft e
colaboradores (2012), que demonstraram que o bloqueio de TNF resulta na melhora do
progndstico destas doencas.

Estes achados corroboram com estudos anteriores, como aquele realizado por Wang e
colaboradores (2008) que relataram que uma fibrinogenase recombinante rF II, produzida a
partir do protétipo da FII, uma metaloprotease com ac¢do fibrinolitica sobre a cadeia 3 da

fibrina isolada da peconha da serpente Agkistrodon acutus, possa ter um papel de protecao na
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sepsis devido a sua acao de degradacao direta de coagulos de fibrina e TNF-a. Em 2009, o
mesmo grupo demonstrou que esta metaloprotease recombinante FII foi capaz de reduzir os
niveis de TNF-a no plasma sanguineo de coelhos estimulados previamente com LPS, sugerindo
que a protedlise do TNF-a por esta enzima como um possivel mecanismo de prote¢do a
disseminacdo intravascular da coagulagdao (DIC) induzida por LPS. Recentemente, Luo e
colaboradores (2010), co-autor dos trabalhos anteriores, sugeriram que metaloprotease
recombinante FII pode exercer um papel de protecao na pancreatite aguda severa (SAP)
induzida por taurocolato de s6dio 5%, dependente da degrada¢do de TNF-a.

Contudo, é importante destacar que a metaloprotease BmooMPa-I é uma fibrinogenase,
capaz de degradar TNF-q, produzida naturalmente na glandula da pegonha de uma serpente da
fauna brasileira, B. moojeni. A literatura relata um alta homologia entre as metaloproteases de
peconha de serpente (SVMPs) e as metaloproteases de matriz de mamiferos (MMPs) e as
metaloproteases da familia ADAMs (as desintegrinas e metaloproteases). Enzimas que atuam
na degradacao de diversos substratos. As MMPs além das proteinas de matriz extracelular
também podem clivar moléculas de adesdo, citocinas, quimiocinas, fatores de crescimento,
receptores e proteinas. Ito e colaboradores (1996) descreveram que existem metaloproteases
de matriz como MMP-1 (colagenase intertisticial), MMP-2 (gelatinase A), MMP-3
(estromelisina 1), e MMP-9 (gelatinase B) que sao capazes de degradar a citocina pro-
inflamatoria IL-f3.

As metaloproteases de matriz de mamiferos MMP-1, MMP-2, MMP-13 e MMP-14,
degradam a proteina quimiotatica de mondcitos-3 (MCP-3), essencial para o recrutamento de
monocitos e leucdcitos, da mesma forma, que as proteinas quimiotaticas de mondocitos-1,2 e 4
(MCP-1, MCP-2, e MCP-4) sao inativadas por MMP-1 e MMP-3 e MMP-3. O fator derivado de
células do estroma (SDF-1 a), pode ser clivado por MMP-1, MMP-2, MMP-3, MMP-9, MMP-13, e
MMP-14. A desintegrina e metaloprotease 17 (ADAM 17), também conhecida como enzima
conversa do fator de necrose tumoral (TACE), é uma protease responsavel pela clivagem do
TNF-a da membrana plasmatica e sua secre¢do na forma soluvel. Coletivamente, estes estudos
sugerem que ha metaloproteases que podem atuar como mediadores proé-inflamatoérios,
enquanto outras atuam para “amortecedores” da inflamag¢do, sendo que a regulacdo da
atividade proteolitica destas metaloproteases é crucial para dar o sinal apropriado de “start” e
“stop” durante a resposta inflamatéria (MOHAMMED, SMOOKLER, KHOKHA, 2012). Por outro
lado, a atividade anti-inflamatéria pode ser resultante de pequenas diferencas estruturais,

como tem sido demonstrado em estudos anteriores, demonstrando que existem centenas de
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proteases presentes em peconhas de serpentes, sendo clara a dificuldade em se conseguir obté-
las por métodos bioquimicos na forma de cadeias unicas, devido ao fato de que as diferencas
estruturais entre as proteases de pegconhas serem muito ténues. No entanto, é importante
destacar que estas pequenas diferencas e mudancas estruturais podem ser as responsaveis
pela diversidade de atividades biolégicas (Wang et al., 2008). A metaloprotease BmooMPa-I
exibe o sitio de ligacdo do zinco em coordenag¢do octaédrica distorcida formada por atomos
Ne2 de trés histidinas cataliticas (His!4%, His 146 e His 152) e trés moléculas de solvente (OW 131,
OW 143 ¢ OW 144), Esta configuracdo do sitio de ligacdo do zinco da enzima BmooMPa-I é bem
peculiar, uma vez que a maioria das SVMPs, como H2-protease e adamalisina-II, apresenta sitio
de ligagdo do zinco em coordenagdo tetraédrica com trés histidinas e uma molécula solvente,
que sdo estruturalmente relacionadas ao residuo Glu!43, que polariza a molécula para o ataque
nucleofilico na cadeia do polipeptidica do substrato. A molécula solvente OW143 na enzima
BmooMPa-I é coordenada por uma pequena al¢a, com distancia de 2,79 A, quando comparada
com outras “metzincinas” descritas, cujas distincias estdo em torno de 3,52 a 4,3 A (AKAO et
al., 2010).

Apesar de TNF-a ser crucial para promover a resposta imunoldégica e combater as
infeccdes, no entanto, sua sinalizacdo desregulada pode resultar em varias patologias,
principalmente nas doencas inflamatorias cronicas, como artrite reumatdide, doenga de Crohn
e osteoporose. Por outro lado, a auséncia completa de TNF-a no organismo pode acarretar em
maleficios a0 mesmo, considerando que estudos com camundongos com delecdo génica
(knockout) para o gene TNF ou seus receptores apresentam defeito no desenvolvimento dos
tecidos linféides secundarios e arquitetura esplénica, sdo susceptiveis a agentes infecciosos
(AGGARWAL, GUPTA, KIM, 2012).

Atualmente, as Unicas drogas disponiveis no mercado visando evitar os efeitos
deletérios de uma producao exacerbada de TNF-a sdo os anticorpos monoclonais que atuam na
inibicdo de TNF (TNFIs), bloqueando o sitio de ligacdo com os seus receptores (WALCZAK,
2011). Neste contexto, os resultados obtidos no presente estudo indicam que a metaloprotease
BmooMPa-I retine os pré-requisitos necessarios para sua investigacao em aplicac¢do clinica, ja
que, possuindo uma alta atividade de catdlise sobre TNF-«, esta enzima poderia ter efeitos
similares ao inibidores de TNF (TNFIs) utilizados atualmente em terapias que visam o controle
de processos inflamatérios ndo modulados. Tendo vista que ha possibilidade de existirem
efeitos adversos, quando se considera a existéncia dos diversos dominios na molécula de

BmooMPa-I como um todo, apresentando fung¢des biologicas diferentes, estudos adicionais sdo
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necessarios para se assegurar o sucesso de um futuro uso clinico. Uma estratégia pertinente
para diminuir estes provaveis efeitos adversos, sera clonar a cadeia especifica do gene
codificador do sitio catalitico sobre a molécula de TNF para se produzir uma protease

recombinante, com alta especificidade para este substrato de interesse.
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7. CONCLUSOES
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Este estudo relata, pela primeira vez, uma atividade anti-inflamatéria de uma

metaloprotease nativa BmooMPa-I, isolada da pegonha da serpente B. moojeni;

Os anticorpos policlonais especificos para a metaloprotease BmooMPa-I apresentam
uma reatividade cruzada com outras proteinas da pegonha bruta de B. moojeni,
provavelmente pela presenca de dominios homologos entre as proteinas da pegonha

bruta e a enzima BmooMPa-I;

Os anticorpos policlonais especificos para a metaloprotease BmooMPa-I foram capazes
de neutralizar sua atividade proteolitica sobre o substrato azocaseina, porém nao
exercem nenhum efeito sobre a protedlise de TNF-a, sugerindo sitios cataliticos

diferentes para acdo enzimatica da mesma;

A atividade anti-inflamatéria da metaloprotease BmooMPa-I pode ser evidenciada por

uma inibicdo da migracdo de células inflamatoérias recrutadas para cavidade peritoneal;

A atividade anti-inflamatéria da metaloprotease BmooMPa-I envolve a degradacao da
citocina pro-inflamatéria TNF-a, sendo esta acdo proteolitica um fendmeno dose-

dependente.

No seu conjunto, os resultados obtidos sugerem a hipo6tese do uso desta biomolécula
como prototipo para o desenvolvimento de drogas com efeito terapéutico sobre as

desordens proé-inflamatérias.

Pesquisas futuras, no sentido de caracterizar as regides ou dominios metaloprotease
BmooMPa-I responsaveis pela hidrélise de TNF-a sdo essenciais no sentido de uma

possivel aplicacao clinica.
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