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RESUMO

As pegonhas de serpentes da familia Viperidae contém uma grande variedade de
proteinas que podem causar diversas seqiiclas em suas vitimas. As metaloproteases
constituem uma importante classe de proteinas da peconha de serpente capazes de
causar alteragdes sistémicas € outros efeitos como, edema, Necrose, hemorragia ¢
inflamag8o, que caracterizam a lesao tecidual que ocorre apos 0 envenenamento. Neste
trabalho estudamos as alteragoes sistémicas, 0 dano tecidual € a inflamag&o induzidas
pela neuwiedase, uma metaloprotease isolada da pegonha de Bothrops pauloensis. A
neuwiedase foi capaz de diminuir os niveis plasmaticos de fibrinogénio e de degradar in
vitro as cadeias Aa € Bp da molécula de fibrinogénio. Além disso, diminuiu 0s niveis
de hemacias, % hematocrito e de plaquetas no sangue. A lesio tecidual induzida pela
neuwiedase foi caracterizada pela formagao de edema, pela liberagdo de creatina
quinase ¢ pela mionecrose. Estas alteragdes foram acompanhadas da indugdo de
resposta inflamatoria detectada pela presenga de citocinas pr(')-inﬂamat()rias, 1L-1B, IL-6
e IL-8. Esses dados confirmam 0s distarbios sistémicos € locais induzidos por essa

toxina.

Palavras-chaves: Bothrops, neuwiedase, lesido tecidual, inflamagao, alteracoes

sistémicas



LISTA DE ABREVIATURAS

Asp: Aspartato

BSA: Soroalbumina bovina

AMBIC: Bicarbonato de amonio

CK: Creatina quinase

CM; Carboximetil

DL50: Dose minima letal

EDTA: Acido etilenodiaminotetracético, sal dissédico
ELISA: “Enzyme-Linked Immunosarbent Assay”
Lys: Lisina

PB: Pegonha bruta

PBS: Tampao fosfato de sddio

PLA,: Fosfolipase Az

PM: Peso molecular

rpm: Rotagdes por minuto

SDS: Dodecil sulfato de sodio

SDS-PAGE: Eletroforese em gel de poliacrilamida na presen¢a de SDS

SVMPs: “Snake venom metalloproteinases”
Tris : Tris (hidroximetil) aminoetano

v/v: volume por volume
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1-Introdugio

As serpentes sempre foram temidas ¢ rejeitadas pelo homem. Fato que pode ser atribuido ao
desconhecimento real sobre 2 biologia, o papel na cadeia alimentar € a importéncia ecologica
desses animais.

Na fauna Brasileira existem 9 familias de serpentes, constituindo um total de 73 géneros ¢
265 espécies. Contudo, apenas 2 familias, Elapidae e Viperidae, sdo consideradas peconhentas,
produzindo toxinas e tendo aparelhos apropriados para inocula-las (Cardoso, J L.C, et al, 2003).
A familia Viperidae compreende 0s géneros Bothrops (jararacas), Crotralus (cascavéis) e
Lachesis (surucucus), (Barravieira, B, 1999).

Aproximadamente 76% dos acidentes ofidicos ocorridos e notificados na regido do Triangulo
Mineiro, Minas Gerais, entre 1993 e 1995, foram atribuidos ao género Bothrops (Silva,C.J, et al,
2003).

A espécie Bothrops neuwiedi, conhecida como jararaca pintada ou boca de sapo, descrita por
Amaral (1925), era dividida em 12 subespécies, de acordo com padrdes de coloragdo e area de
ocorréncia. Diante da grande incidéncia dos acidentes ofidicos ¢ da necessidade de uma melhor
identificagBo dessas serpentes, Silva, X.V, (2000), realizou uma revisao sistematica do complexo
Bothrops neuwiedi onde as 12 subespécies passaram 2 ser consideradas 7 espécies distintas.
Nessa reclassificacao Bothrops neuwiedi pauloensis passou a SET denominada Bothrops
pauloensis, classificacdo aceita pela Sociedade Brasileira de Herpetologia SBH (2005). As
serpentes dessa espécie sdo encontradas principalmente nos estados de Sdo Paulo, Sul de Goias e
Triangulo Mineiro (Campbell,J.A, et al, 1989).

A composi¢do da peconha de serpente varia entre as diferentes espécies, sendo na sua
maioria composta de proteinas ¢ de uma pequena fragdo ndo protéica, como, fons metalicos €
aminas biogénicas. As proteinas da peconha sa0 farmacologicamente € bioquimicamente ativas
e, portanto, as responsaveis pela toxicidade da peconha (Barravieira, B, 1999).

As diversas toxinas presentes na pegonha botrépica podem causar alteragdes sistémicas
capazes de provocar variacdes dos pardmetros hematologicos e distarbios da hemostasia, como
alteracdes na fungdo plaquetdria, na coagulagdo sanguinea ¢ no sistema fibrin(geno)litico
(Markland, F. S, 1998). Efeitos locais também sdo bastante freqiientes como, edema,

hemorragia, inflamag@o € necrose (Voronov, E, et al, 1999;Gutiérrez, IM, et al, 1995 a)
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As proteinas que provocam tais efeitos sdo metaloproteases, serinoproteases, desintegrinas,
lectinas tipo C, miotoxinas, fosfolipases A, (PLA;), L-amino oxidases, fosfomonoesterases,
fosfodiesterases, acetilcolinesterases, arginina esterases, hialuronidases, 5'- nucleotidases ¢
NAD-nucleosidases (Russel,FE, 1980; Tu, A.T,1988; Meier.J, 1990; Stocker, K, 1990; Braud,
S et al, 2000).

As alteracdes sistémicas apés ©O envenenamento botropico podem ser induzidas
principalmente por fosfolipases Az, por enzimas proteoliticas (que geralmente s0 classificadas
por suas estruturas em serinoproteases € metaloproteases) ou ainda, peptideos desintegrina.

As fosfolipasesA, da peconha de serpentes sd0 responsavels por vanas alteragdes sistémicas
principalmente no sistema hemostatico. O desequilibrio da hemostasia induzido por essas
enzimas se deve principalmente a sua acdo anticoagulante, por degradar os fosfolipideos da
membrana plaquetana, responsavels por formarem uma superficie catalitica onde ocorrem 0S
processos de ativacdo, adesdo, agregacao plaquetaria ¢ ativacio da coagulagdo sanguinea
(Gutiérrez, JM, etal, 1995a; Markland, S. F, 1998; Andrido-Escarso,S. H, et al, 2002).

PLA, sdo enzimas que catalisam a hidrolise da ligagdio 2 acil ester de 3 sn-fosfolipideos,
liberando acidos graxos € lisofosfatideos (Mollier,P. et al, 1990). Estas enzimas, amplamente
distribuidas na natureza, sio encontradas tanto no interior como no exterior da célula
(Dennis,E. A, 1997). As PLA: intracelulares estdo frequentemente associadas a membranas €
envolvidas com 0 metabolismo de fosfolipideos e outras fungdes celulares (Mukherjee,A.B, et
al., 1994). As extracelulares sio amplamente distribuidas em secregdes pancreaticas, exudatos
inflamatorios e nas pegonhas de serpentes € artropodes.

As fosfolipases Az além de interferirem na hemostasia provocam outros efeitos tOXICOS €
farmacologicos tals como neurotoxicidade, hemorragia, edema € também podem causar
mionecrose devido a sua agdo direta nas membranas plasmaticas das células musculares
(Gutiérrez, J M, et al, 1997, Soares, A M, 2004).

As pegonhas de serpentes sdo ricas em enzimas proteoliticas, as quais sdo designadas de
acordo com suas estruturas em serinoproteases metaloproteases (SVMPs), ambas podem afetar
o sistema hemostatico através de varios mecanismos (Yong-Hong, JLA, et al,, 2003; White,J,
2005). As serinoproteases contribuem para o efeito toxico do envenenamento por afetarem
muitos passos da cascata de coagulagio sanguinea, por interferirem na fungao plaquetaria ou no

sisterna fibrinolitico (White.J, 2005; Kamiguti,A.S, 2005; Swenson, S, et al, 2005). Algumas



dessas enzimas sd0 denominadas “thrombin-like” por clivarem 0 fibrinogénio, mas apesar de
possuirem uma acio semelhante 3 trombina, permitem apenas a formagdo de um coagulo frouxo,
por ndo serem capazes de ativar o fator XIIL responsavel pela estabilizagdo do coagulo de
fibrina (Braud, S, et al, 2000).

As metaloproteascs constituem uma importante classe de proteinas diretamente relacionadas
com o quadro clinico caracteristico do envenenamento botropico. S&o enzimas extremamente
versateis, exibindo grande diversidade estrutural € funcional (Gutierrez, J M, et al, 2000). Estas
enzimas sdo sintetizadas como proteinas multimodulares (Figura 1). De acordo com a
organizagdo de seus maltiplos dominios as metaloproteases sdo classificadas em 4 classes; Pla
PIV (Bjarnason, J.B, et al, 1994). As proteinas da classe PI, possuem baixa massa molecular, 20-
30 kDa, pouca ou nenhuma atividade hemorragica € 3 dominios estruturais: peptideo sinal, pro-
dominio e dominio metaloprotease; na classe PII se encontram as toxinas de massa molecular de
30-60 kDa, que possuem além dos outros 3 dominios, um dominio desintegrina na regio C-
Terminal; a classe Pl compreende metaloproteases com alta atividade hemorragica € massa
molecular de 60-80 kDa e que possuem além do dominio semelhante a desintegrina, um dominio
rico em residuos de cisteina; a classe PIV ¢ formada por toxinas de alto massa molecular 80-100
kDa e possuem um dominio adicional semelhante a lectina tipo C .

Recentemente, Fox, J.W, et al, (2005) adaptaram o esquema de classifica¢do originalmente
proposto para as SVMPs, incluindo as seguintes sub-classes precursoras de metaloproteases:
Plia-PII, precursores de metaloproteases que ndo sofrem processamento proteolitico € ndo
liberam o dominio desintegrina; precursores Plib-Pll, que se encontram na forma dimérica;
precursores D-1 que nio contém o dominio metaloprotease; precursores Pllla-PIII que liberam
seus dominios semelhante a desintegrina e rico em cisteina; precursores PIIIb-PIII que também

formam dimeros (Figura 1).
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Figura 1-Classificac8o das SVMPs de acordo com seus dominios estruturais (A) e precursores
desintegrinas (B). As setas indicam pontos de processamento proteolitico. (A)-Classificagdo que
propSe uma origem comum de metaloproteases € peptideos desintegrinas a partir de um
precursor (Bjarnason, et al, 1994). (B)-Precursores alternativos de moléculas diméricas sugeridos
por recentes descobertas (Okuda, D, et al, 2002; Francischetti, LM.B, et al, 2004). Dimeros Pilb
(*Nikai,T et al, 2000) e PIII SVPMs (**Cominetti, et al, 2003; Masuda,S, et al, 1998,2001).

As metaloproteases de serpentes (SVMPs) sdo zinco-dependentes, tendo a sequéncia de
aminoécidos HEBXHXBGBXH (H: histidina, E: écido glutmico, G: glicina, B: residuo
hidrofobico e X: qualquer aminoacido) comum a0 sitio ligante de todas as metaloproteases. Por
isso, essas toxinas podem ser inibidas pelos agentes quelantes, EDTA ou 1,10 fenantrolina
(Matsui, et al, 2000). Um outro grupo de proteinas também zinco-dependentes s30 as ADAMs
(proteinas de mamiferos contendo dominio desintegrina € um dominio metaloprotease) que estao
envolvidas em importantes eventos fisiologicos e juntamente com as SVMPs formam a
subfamilia das Reprolisinas, que faz parte da super familia das Metzincinas. Todas as
Metizincinas sdo zinco-dependentes e possuem um residuo de metionina na porgdo carboxi
terminal na volta a baixo do sitio ligante de zinco (met-turn). Esta familia compreende 6
subfamilias, as Astacinas, Qerralisinas, Matrixinas, Snapalisinas, Reprolisinas €
Leishmanolisinas (Hooper,N.M, 1994; Gomis-Ruth,F.X, et al, 2003; Ramos, O.H.P, et al, 2006).



As metaloproteases s30 sintetizadas in vivo na forma inativa, zimogénio. A ativacdo ocorre
por um mecanismo chamado cysteine-switch ou “velcro”. De acordo com esse mecanismo, O
grupo tiol presente na sequiéncia conservada do pro-dominio PKMGGVT, interage com 0 zinco
presente no sitio ativo, bloqueando a ligagdo do substrato. Dessa forma é necessaria a remoc¢ao
do grupo tiol do sitio ativo para ativar a enzima. A ativagdo da enzima pode ocorrer ou por
atividade catalitica residual ou por agdo de outras proteases da peconha (Grams, F, et al, 1993;
Shimokawa,K, et al, 1996; Ramos and Araujo, 2006).

Estudos estruturais de metaloproteases sugerem 0 seguinte mecanismo de catalise. A
presenga de uma molécula de 4gua localizada entre 0 grupo carboxilico do Glu335 catalitico € 0
{on zinco provoca um aumento da polarizagdo na regifo, isto possibilita a transferéncia de um
proton da molécula de agua para O Glu335, o qual se torna um nucleofilo e ataca o grupo
carbonil da ligagdo peptidica do substrato levando o fon zinco a um estado de transigdo
pentacoordenado. Com a transferéncia do proton do Glu para o nitrogénio da ligagdo peptidica
do substrato, 0 mesmo € clivado liberando 0s subprodutos da reacao, a enzima ¢ regenerada com
a incorporagdo de uma nova molécula de agua (Stocker, W, et al, 1995; Ramos, O.H.P, et al,
2006).

Os principais efeitos biolégicos das SVMPs incluem alteragdes no sistema hemostatico €
outros efeitos como, edema, necrose, apoptose € inflamagdo, que caracterizam a lesdo tecidual
que ocorTe apds 0 envenenamento (Gutiérrez, J. M, et al, 2000; Matsui, T, et al, 2000, Laing,
G.D, et al, 2003).

De acordo com suas agdes no sistema hemostatico as SYMPs podem ser classificadas em
enzimas coagulantes ou anticoagulantes. As enzimas coagulantes podem levar a ativagdo da
protrombina ¢ do fator X. As anticoagulantes compreendem enzimas que podem agir sobre 0
fibrinogénio e plaquetas (Matsui, T, et al, 2000; Ramos, O.H.P, et al, 2006).

As enzimas que apresentam agao fibrinogenolitica encontradas nas pegonhas de serpentes
podem ser classificadas em trés grupos de acordo com a especificidade de hidrolise das cadeias
do fibrinogénio. O primeiro grupo das fibrinogenases presentes nas peconhas 530 aquelas com
especificidade pela cadeia Aa do fibrinogénio, apresentam pontes dissulfeto que sdo importantes
para sua estrutura ¢ fungdo e aparentemente, degradam primeiro a cadeia Aa. do fibrinogénio €
depois a Bf, elas séo representadas pelas metaloprotease de peconha de serpente. O segundo

grupo das fibrinogenases de pegonhas sdo aquelas com especificidade pela cadeia Bp do



fibrinogénio. Essas enzimas so serino proteases, possuem atividade arginina esterasica € sdo
inibidas por diisopropilfluorfosfato (DFP) ou fenilmetilsulfonil fluoreto (PMSF), mas nao por
EDTA. O terceiro grupo das fibrinogenases de pegonhas sdo aquelas com especificidade pela
cadeia v do fibrinogénio. Esse tipo de fibrinogenase & bastante rara, tendo sido purificada a partir
da peconha de Crotalus atrox (toxina hemorragica) com massa molecular de 64.000 (Nikai, T, et
al., 1984, Markland Jr.F.S, 1991).

A lesdo local apds o envenenamento por serpentes da familia Viperidae pode ocorrer por
degradagdo da matrix extracelular ou de proteinas do plasma e da superficie da célula. Dessa
forma, a hemorragia que se sucede pode acontecer por dois mecanismos distintos: per rhexis,
ocorre a perda de hemacias através da lise ou rompimento de areas endoteliais ou per diapedesis,
ocorre a perda de hemdcias através das jungdes endoteliais mantendo a integridade da célula
(Kamiguti, AS, et al, 1996; Hati, R, et al, 1999). A mionecrose que ocorre apos O
envenenamento pode ser devido a a¢do indireta de metaloproteases hemorragicas que rompem oS
vasos sanguineos levando a isquemia (Gutiérrez, IM, etal, 1995b; Gutiérrez, J.M, et al, 2000).

A lesdo tecidual apos envenenanento desencadeia uma cascata de eventos inflamatorios
caracterizados por formagio de edema, recrutamento de leucdcitos e liberagdo de mediadores
inflamatorios no local da picada. Entre esses mediadores estdo diversas citocinas (proteinas de
baixa massa molecular que mediam todas as fases da resposta inflamatoria) tais como TNF o €
IL1-B, que amplificam a resposta inflamatoria contribuindo com 0 processo de necrose
(Voronov, E, et al. 1999). Gutiérrez, IM, et al, (1995b), realizaram os primeiros experimentos
que evidenciaram a resposta inflamatoria induzida pelas SVMPs, observando a formagdo de
edema em camundongos tratados com metaloprotease da classe PI, BaPl de Bothrops asper..
Mais tarde, Rucavado, A, et al, (2002) identificaram a liberagéo de IL-1 e 1L-6 por essa mesma
metaloprotease. Assim diversos estudos tem sido realizados na tentativa de entender melhor 0
papel da resposta inflamatéria induzida pelas SVMPs (Teixeira, C.F.P, et al, 2005).

As metaloproteases da classe PI, apesar de seu pouco efeito hemorragico, demonstram
uma variedade de efeitos bioldgicos que podem estar associados a suas estruturas primdrias e
terciarias, bem como com O modelo de pontes de dissulfeto apresentado por elas (Fox, J.W, et al,
2005). Rodrigues,V.M. et al, (2000) isolaram uma metaloprotease da peconha de Bothrops
neuwiedi pauloensis, fibrinogenolitica e ndo hemorragica denominada neuwiedase. Essa proteina

pertence a classe Pl das metaloprotcascs ¢ apesar de seu pouco efeito hemorragico, contribui



para o dano tecidual local, causa edema, ¢ possui baixa toxicidade, além de ser capaz de
degradar os componentes da matriz extracelular (Rodrigues, V.M, et al, 2001).

Durante os Gltimos anos, foi crescente 0 interesse no estudo dos componentes responsavels
pelo mecanismo de acdo local ¢ sistémico de toxinas presentes na pegonha de serpentes. Como
resultados, varias miotoxinas € metaloprotease foram isoladas e caracterizadas, e alguns
progressos tem sido feitos para compreender 0 mecanismo de agdo € a patogénese destas toxinas.

Diante da diversidade de agdes das proteinas da peconha de serpente, O estudo dos distarbios
locais e sistémicos induzidos pela pegonha bruta de Bothrops pauloensis € pela metaloprotease
neuwiedase € de extrema importéncia, permitindo conhecer melhor o mecanismo de agdo dessa
toxina, além de possibilitar novos métodos terapéuticos para O envenenamento botrépico €

também possiveis utilizagdes dessa enzima como ferramenta para diagnosticos.



2-Objetivos

O presente trabalho teve como objetivos:

1- Purificar a metaloprotease neuwiedase da pegonha de Bothrops pauloensis e realizar
testes enzimaticos para caracterizar a enzima, como atividade coagulante, atividade PLA; ¢
atividade fibrinogenolitica.

2. Estudar os distarbios sistémicos induzidos pela pegonha bruta e pela metaloprotease
neuwiedase, através da dosagem de fibrinogénio e analises hematoldgicas.

3. Estudar a lesdo tecidual local e a resposta inflamatoria induzidas pela metaloprotease

neuwiedase, por meio da dosagem do nivel de creatina quinase, de analises histopatologicas e

dosagem de citocinas.



3-Metodologia

3.1. Obtencio da peconha

A pegonha de serpentes Bothrops pauloensis foi cedida pela Pentapharm do Brasil Comércio
¢ Exportagdo Ltda. Apos a coleta, a pegonha fol dessecada a vacuo em temperatura ambiente €

conservada a -20°C.

3.2. Animais

Nos experimentos foram utilizados camundongos machos da linhagem isogénica BALBc
(18-22g) que sdo mantidos “Ad libitum” no laboratério de experimentagdo animal (LEA), da

Universidade Federal de Uberlandia. Os animais foram sacrificados por inalagdo com éter

etilico.

3.3. Cromatografia de troca-ionica em gel de CM-Sepharose

Aproximadamente 225 mg da pegonha bruta de Bothrops pauloensis foram ressuspendidos
em 2,0 mL de tampao bicarbonato de amonio 0,05M pH 7.8. Em seguida a mistura fo1
centrifugada a 10.000 g por 10 min a 4° C (Centrifuge 5402-Eppendorf) e © sobrenadante
aplicado a uma coluna contendo a resina de troca-idénica CM Sepharose Fast Flow (2,0 x 20,0
cm), previamente equilibrada com 0 mMesMoO tampdo. A amostra foi eluida em temperatura
ambiente pelo estabelecimento de um gradiente convexo de concentragio usando © tampao
bicarbonato de amoénio nas concentragdes de 0,05 a 0,5 M. Fragdes de 3 mL/tubo foram
coletadas num fluxo de 20mL/hora e foram obtidas cinco fragdes denominadas de CM1 a CM5.
A cromatografia foi monitorada pela leitura da absorbancia a 280 nm (Ultrospec 1000-
Amersham pharmacia biotech), e as fragdes visualizadas em SDS-PAGE, segundo Laemmli,

UK, (1970).
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3.4. Obtencio da metaloprotease neuwiedase

A metaloprotease neuwiedase foi isolada de acordo com metodologia descrita por Rodrigues,
et al (2000), com algumas modificacdes. A fragiio referente 34 neuwiedase, CM2, foi
ressuspendida em 2,0 mL de tampdo Tris-HCl 10mM pH 8.5 + NaCl 4M e submetida a uma
nova cromatografia em uma coluna contendo a resina de interacdio hidrofobica Phenyl
Sepharose.

A coluna foi inicialmente equilibrada com 10ml do tampdo inicial (Tris-HC1 10mM pH85 +
NaCl 4M) e posteriormente eluida em temperatura ambiente utilizando solugdes decrescentes em
concentragio molar de NaCl (4M a OM) e 0 processo de eluigio foi finalizado com agua. A
cromatografia foi monitorada pela leitura da absorbancia a 280 nm (Ultrospec 1000-Amersham

pharmacia biotech) e o grau de pureza avaliado em SDS-PAGE, segundo Laemmli, UK, (1970).

3.5. Dosagem de Proteinas

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

método de Bradford (1976). Utilizando como proteina padrio a soroalbumina bovina (Sigma).
3.6. Eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE) com agente desnaturante

As eletroforeses com agente desnaturante (SDS) foram realizadas segundo a técnica descrita
por Laemmli, UK, (1970). Foi utilizado um gel de concentragdo a 3%, contendo Tris-HCI 0,5M
(pH 6,8) e SDS a1 % ¢ um gel de separagdo a 13.5% contendo Tris-HC1 2,0M pH 8,8 € SDS
1%, mantendo a relagio de bisacrilamida/acrilamida 0,8:30. Amostras contendo de 5 a 10 pgde
proteinas foram dissolvidas em tampao Tris-HCI 0,0625 M pH 6,8, glicerol a 10% (v/v), B-
mercaptoetanol 5% (V/v); 2 9% de SDS e 0,001 % de azul de bromofenol como corante. As
solugdes foram aquecidas a 100°C por 5 minutos e aplicados nos pogos do gel. Foram aplicados
no gel aproximadamente 20 pL de amostra, sendo também aplicados padrdes de pesos
moleculares dissolvidos no mesmo tamp3o. Os padrdes de peso molecular utilizados foram:
fosforilase (97.000), albumina (66.000), ovoalbumina (45.000), anidrase carbonica (30.000),
inibidor de tripsina do feijdo e da soja (20,100), o lactalbumina (14,400) da LMW (Amersham



Biosciences). O tampao do eletrodo foi constituido por Tris-HC1 0,025 M, glicina 0,19 M e SDS
20,1 %, pH 8,3.

A eletroforese foi realizada com uma corrente de 20 mA até o indicador azul de bromofenol
alcangar o final do gel. As proteinas foram fixadas com metanol 50% e acido acético 10%
durante 15 a 20 minutos e corados por 1 hora numa solugdo de 0,2 % (m/v) de Coomassie Blue
R-250 em agua e metanol na proporgdo de 1:1 (v/v). O gel for descorado numa solugdo de etanol

30% + acido acético a 10% em agua destilada.

3.7. Ensaios Enzimaticos e Biolégicos

3.7.1. Atividade Fosfolipasica

Foi determinada por titulagdo potenciométrica segundo o método descrito por De Haas, et al.
(1968). Como substrato foi utilizado uma emulsio de gema de ovo em presenga de deoxicolato
de sodio 0,03 M e CaCl2 0,6 M. Os acidos graxos liberados enzimaticamente foram titulados
com uma solugdo padrio de NaOH 0,0935N em pH 8,0 a temperatura ambiente. A atividade
fosfolipasica foi realizada utilizando-se diferentes concentragdes da enzima e da peconha bruta,
calculadas pela quantidade de micro equivalente de base consumida por minuto, por mg de

proteina.

3.7.2.Atividade Coagulante

A atividade coagulante foi realizada segundo Assakura, M.T, et al. (1992), utilizando Sug da
enzima ou da pegonha bruta diluidas em 20uL de salina. Como substrato foi utilizado plasma
bovino citratado (100uL).

Este experimento fot realizado com o aparelho coagulometro Quick-Timer (DRAKE LTDA).
Ele determina o tempo de coagulagdo de uma amostra de plasma bovino, até um tempo maximo
de 120 segundos, utilizando um sistema optico que detecta a variagdo brusca da densidade optica
da amostra no instante da coagulagdo (devido a formagao do coagulo de fibrina). Assim que a
amostra era adicionada ao plasma bovino, o cronometro do aparelho era acionado registrando o

tempo (em segundos) necessario para a formagio da rede de fibrina. Os tempos obtidos foram



comparados ao controle positivo (pegonha bruta) para verificar se houve ou ndo diminui¢do do

tempo de coagulagdo.

3.7.3. Atividade Fibrinogenolitica

Este teste foi realizado segundo Edgar, W, et al, (1973), com algumas modificagdes.
Solugdes de 50uL de fibrinogénio bovino (1,5mg/mL em PBS) foram incubadas com diferentes
doses da metaloprotease neuwiedase (0.5, 1.0, 2.0, 50e 10 ug)a 37°C por 2 horas. A reagéo
foi interrompida utilizando-se 25uL. de tampo Tris-HCI 0,0625 M pH 6.8, contendo glicerol a
10% (v/v), B-mercaptoetanol a 5% (v/v), SDS a 2% e azul de bromofenol 0,001%. Em seguida
as amostras foram analisadas em SDS-PAGE a 13,5%.

O mesmo procedimento foi realizado incubando 1pg da enzima com 50 ug de fibrinogénio a
diferentes intervalos de tempo (15 e 30 minutos, 1, 2, e 24 horas). A agdo de inibidores na
atividade fibrinogenolitica foi realizada pré-incubando 1 pg de enzima com 10 ul de EDTA

(10mM) ou 1,10 fenantrolina(l 0mM), seguindo-se o primeiro procedimento descrito acima.

3.7.4. Quantificacdo do fibrinogénio

Foi realizada a inoculagdo intravenosa de 0.6 DL50(0,47ug/g) da pegonha bruta ou 0.6
DL50(5ug/g) da toxina neuwiedase (Rodrigues, V.M, et al, 2001) na cauda de camundongos
(n=4). Animais inoculados com PBS foram utilizados como controle. Apos 3 horas da
inoculagdo os camundongos foram sacrificados e o sangue coletado por pungéo cardiaca usando
como anticoagulante citrato de sodio (50u L/mL). O sangue coletado foi centrifugado a 2500
rpm por 10 minutos a 4°C (Centrifuge 5402-Eppendorf) e o plasma obtido foi usado para
quantificar o fibrinogénio de acordo com as recomendagdes do fabricante do Kit (Laboratorio
Wiener). Esse ensaio baseia-se no método de Clauss, A, (1957), no qual 0,1mL de trombina (100
U NIH) sdo adicionados a amostra, 0 tempo de coagulagdo medido € inversamente proporcional
4 concentracdo de fibrinogénio plasmatico. O tempo de coagulagdo foi obtido pelo aparelho
coaguldmetro Quick-Timer (DRAKE LTDA) e posteriormente comparado com uma preparagao

de fibrinogénio padronizada.
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3.7.5. Alteracées hematologicas

Para esta atividade foi realizada a inoculagdo intravenosa de 0.6 DL50(0,47ug/g) da pegonha
bruta ou 0.6 DL50(5ug/g) da toxina neuwiedase (Rodrigues, V.M, et al, 2001) na cauda de
camundongos (n=4). Animais inoculados com PBS foram utilizados como controle. Apos 6
horas da inoculagdo os camundongos foram sacrificados e o sangue coletado por pungao
cardiaca usando como anticoagulante EDTA (50uL/mL). O sangue coletado foi utilizado para

contagem de hemacias, hematocrito e plaquetas no contador automatico (Sysmex SE 9500).

3.7.6. Atividade edematogénica

Para a realizacio dessa atividade foram inoculados 10ug da toxina ou da pegonha bruta na
pata dos camundongos (n=4) e avalhiada a porcentagem de edema formado ap6s diferentes
intervalos de tempo. Animais controles foram inoculados com PBS. O edema produzido foi

medido (mm) utilizando-se um paquimetro (CALIPER).

3.8.Analise da lesdo tecidual induzida pela peconha bruta de Bothrops pauloensis e pela

neuwiedase sobre o musculo gastrocnémio de camundongos

3.8.1.Atividade miotéxica analisada por dosagem de creatina quinase no plasma

Aproximadamente 25ug da peconha bruta ou 50ug da toxina neuwiedase foram inoculados
no musculo gastrocnémio esquerdo de camundongos (n=4). Animais inoculados com PBS foram
utilizados como controle. Apds alguns intervalos de tempo o sangue dos animais tratados fo1
coletado por puncdo cardiaca utilizando-se anticoagulante EDTA (50p L/mL) e centrifugado a
2500 rpm por 10 min (Centrifuge 5402-Eppendorf) para a obtengio do plasma. A atividade da
enzima creatina quinase foi determinada utilizando-se 10 uL de plasma pelo kit CK-UV cinético
da Biotécnica - Biotecnologia avangada. de acordo com as normas do fabricante. A atividade
creatina quinase foi expressa em unidades/litro, constituindo uma unidade o resultado da

fosforilacdo de um nanomol de creatina quinase por minuto a 37°C.



3.8.2. Analise Morfolégica por microscopia de luz

As analises morfologicas foram realizadas no laboratorio de Anatomia Patologica do
Hospital de Clinicas da Universidade Federal de Uberlandia com a colaboragdo da professora
Dra. Tania Alcantara Machado.

Aproximadamente 25ug da pegonha bruta ou 50ug da toxina neuwiedase foram inoculados
no musculo gastrocnémio esquerdo de camundongos (n=3). Animais inoculados com PBS foram
utilizados como controle. Apos 1, 3, 6, 24, 72 horas, 1 e 2 semanas os animais foram sacrificados
e um pequeno fragmento da porgdo central do musculo retirado e fixado em solugdo de
formalina a 10%.

Posteriormente, os musculos foram desidratados em uma série de concentragdes crescentes de
etanol (70%, 80%, 90% e 100%), diafanizados em xilol e, em seguida, incluidos em parafina. Os
blocos obtidos foram seccionados em microtomo. Cortes com 6 um (micra) de espessura foram
aderidos a laminas histolégicas e entdo, corados com hematoxilina-eosina (HE) e/ou Masson,
montados com laminula utilizando-se como meio de montagem goma de Damar, examinados ao

microscopio optico e fotografados.

3.9.Dosagem de citocinas inflamatérias no sobrenadante das patas de camundongos

inoculados com neuwiedase por ELISA

As dosagens de citocinas (IL-1B, IL-6, IL-8) foram realizadas no laboratério de
Imunopatologia do Instituto Butantan - Sdo Paulo, com a colaboragio da professora Dra. Patricia
Bianca Clissa. Apos 1, 3, 6 e 24 horas da inoculagdo de 10ug de neuwiedase na pata de
camundongos (n=3), os animais foram sacrificados e a pata retirada foi colocada em 200uL de
tampao PBS, picotada e macerada. Posteriormente acrescentou-se 300uL de PBS e centrifugou a
amostra a 10.000 rpm por 5 minutos (Laborzentrifugen 2K 15-Sigma). Os sobrenadantes foram

coletados e congelados a —20°C e reservados para posterior dosagem de citocinas por ELISA.

Para este ensaio foram utilizados anticorpos monoclonais especificos anti-citocinas (Sigma,
Chemical, Co.) para a captura de antigenos no sobrenadante das patas. Os anticorpos
monoclonais anti-citocinas diluidos em PBS foram incubados durante a noite em placas proprias
para o ELISA, 4 temperatura ambiente. No dia seguinte estas placas foram lavadas com

PBS/Tween 0,05% por 3 vezes e bloqueadas por duas horas com uma solugdo a 1% de BSA e
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Para este ensaio foram utilizados anticorpos monoclonais de camundongos especificos anti-
citocinas (RDI) para a captura de antigenos no sobrenadante das patas. Os anticorpos
monoclonais anti-citocinas diluidos em PBS foram incubados durante a noite em placas proprias
para o ELISA, a temperatura ambiente. No dia seguinte estas placas foram lavadas com
PBS/Tween 0,05% por 3 vezes e bloqueadas por duas horas com uma solugéo a 1% de BSA e
5% de sacarose em PBS. Apos este periodo de bloqueio as placas foram lavadas novamente com
PBS/Tween e as amostras (ou a curva padrdo de citocinas) foram colocadas para incubagdo por
mais 2 horas a temperatura ambiente. Apos nova lavagem foi adicionado o segundo anticorpo
(anticorpo policlonal de camundongo biotinilado anti-citocinas-RDI) incubado durante 2 horas a
temperatura ambiente. As placas foram entfio lavadas novamente e incubadas com uma solugéo
de Horseradish Peroxidase conjugada a avidina (Sigma, Chemical, Co) diluida em 1%BSA/PBS,
durante 20 minutos a 37°C. Apos 3 lavagens com PBS/Tween, foram adicionados 100 pL do
reagente Tetrametilbenzidina (TMB® - Sigma) para revelar a rea¢do. Apds cerca de 30 minutos
a reagdo foi interrompida com &cido sulfuirico a 30% ¢ a absorbéncia lida em um comprimento
de onda de 450 nm. A concentragdo das amostras foi estimada através da comparagdo com a
curva padrdo feita com as respectivas citocinas recombinantes, utilizadas em uma diluigdo
seriada a partir de 2.000 até 15,62 pg/mL. Os resultados da absorbancia foram analisados por

regressdo linear em um programa de analise de curvas GraphPad Software Verséo 2.01.

3.10. Analise Estatistica

A montagem dos graficos, calculos das médias e desvios padrSes das médias foram

realizadas com auxilio do software Excel.
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4- Resultados

4.1. Cromatografia da peconha bruta em resina de troca-idnica CM-Sepharose

O fracionamento da pegonha bruta de Bothrops pauloensis em gel de CM-Sepharose
utilizando-se um gradiente CONVEX0O de concentragdo em tampdo bicarbonato de amdnio
(AMBIC) 0,05 mol/L a 0,5 mol/L pH 7.8 resultou em cinco fragoes denominadas de CM1 a

CMS5 conforme evidenciado na figura 2.

AMBIC 0,5M

) cM2
N ow
CM5

CM3

ABSORBANCIA 280 nm

1 13 25 37 49 61 T3 85 97 109 121133 145157 169 181
TUBOS

L -

Figura 2- Perfil cromatografico do fracionamento de 225mg da pegonha bruta de Bothrops
pauloensis em coluna (2,0 x 20,0 cm), contendo a resina de troca ionica CM-Sepharose Fast
Flow equilibrada com tampdo bicarbonato de aménio 0,05mol/L pH 7.8. Estabelecendo-se um
gradiente convexo de concentragio 0,05 moVL a 0,5 moV/L Fragdes de 3ml foram coletadas em

cada tubo num fluxo de 20ml/hora a temperatura ambiente e as absorbancias lidas a 280 nm.
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4.2. Cromatografia da fracio CM2 em resina de interacio hidrofobica Phenyl-Sepharose

CL-4B

A metaloprotease neuwiedase foi eluida da resina Phenyl-Sepharose CL-4B, quando se

utilizou 4M de NaCL em TrisHC1-10mM conforme visualizado na figura 3.

-

35
TRIS-HCL

10mM+4M NaCl

15 TRIS-HCL
10mM+2M

1 Sy

ABSORBANCIA 280 nm

1 4 7 101316 19 22 25 28 31 34 37 40 43 46 49 52 55 58
TUBOS

Figura 3-Perfil cromatografico do fracionamento de 10 mg da fracio CM2 em resina de
interacio hidrofobica Phenyl-Sepharose (20 x 1,2 cm), equilibrada em tampdo Tris-HCl 10mM
pH 8.5 + NaCl 4M, eluida em gradiente de 4M a OM de NaCl. Fragdes de 3 ml/tubo foram

coletadas a temperatura ambiente num fluxo de 15mL/hora e as absorbancias lidas a 280 nm.



18

4.3. Eletroforese em gel de poliacrilamida na presenca de SDS das fragdes resultantes do

processo € purificagao da neuwiedase

A fragéo correspondente 2o primeiro pico (4M NaCL) foi lavada para se retirar O sal em
sistema de ultrafiltragdo (AMICON YM 10) e posteriormente visualizada em gel de
poliacrilamida. A metaloprotease neuwiedase apresentou-se com massa molecular de

aproximadamente 22kDa (Figura 4).

97.000
66.000
45.000

30.000
20.100

14.400

i1 2 3 4

Figura 4-Eletroforese em gel de poliacrilamida na presenga de SDS. Gel a 13,5%, tampao Tris-
HCI 0,025M, pH 8,3, 600 V, tempo de corrida de 130 minutos. 1-Marcador de peso molecular
LMW (Amersham Biosciences): fosforilase (97.000), albumina (66.000), ovoalbumina (45.000),
anidrase carbonica (30.000), inibidor de tripsina do feijdo e da soja (20,100), a lactalbumina
(14,400). 2- Peconha bruta. 3- fragdo CM2. 4-Neuwiedase.
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4.4. Recuperagio protéica

Na Tabela 1 estdo expressas as porcentagens de recuperagdo em termos de concentragdo (mg)
por dosagem pelo método de Bradford, M, (1976), das fraces obtidas da pegonha de Bothrops
pauloensis cromatografadas em CM-Sepharose € €m Phenyl-Sepharose. Como pode ser
observado, a recuperagao total de proteinas foi de aproximadamente 62% em relagio a pegonha
bruta total, sendo que a fragio CM2, corresponde a aproximadamente 2,3 % desta pegonha.
Apos © fracionamento em Phenyl —Sepharose obteve-se aproximadamente 30% de recuperacao

da neuwiedase em relagdo a fracio CM2.

Tabela 1-Rendimento protéico das fragoes obtidas do fracionamento da pegonha bruta de

Bothrops pauloensis em CM-Sepharose e da fra¢ao CM2 em Phenyl-Sepharose CL-4B.

Fracio Proteina (mg) Proteina (%)

Passo 1: CM-Sepharose

PB 225 100
cM1 110,8 49,2
CM2 5,2 2,3
CM3 8,4 3,7
CM4 9,1 4,0
CM5 6.3 2.8
Total 139,9 62
Passo 2: Phenyl-Sepharose CL-4B

CM2 10 100
4M NaCl-Neuwiedase 3 30
2M NaCl 0,2 2

Total 32 32
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4.5. Atividade fibrinogenolitica

Como pode ser observado na figura 5, a degradagdo do fibrinogénio pela neuwiedase foi
dose dependente, com lug da toXina as cadeias Ao e B P ja se apresentavam totalmente
degradadas, enquanto queé a ¥ permaneceu inalterada nas condigdes experimentais utilizadas. A
neuwiedase também apresentou um modelo de degradagao proteolitica tempo dependente. Como
pode ser observado na figura 6, 2 partir dos 15 primeiros minutos a cadeia Aa j& estava
parcialmente degradada, sendo totalmente consumida em 30 min. de incubagdo. A cadeia Bp foi
completamente degradada a partir de 2 horas de incubagdo, com 24 h observou-se a degradag@o

também da cadeia y.
A influéncia de alguns agentes inibidores da atividade proteolitica, EDTA (10mM) e 1, 10

fenantrolina (10mM) pode ser observada na figura 7. O EDTA e a 1,10 fenantrolina inibiram

completamente 2 atividade proteolitica da neuwiedase sobre o fibrinogénio.

1 2 3 4 5 6

Figura 5-Atividade Fibrinogenolitica em gel de poliacrilamida a 13,5 % com agentes
desnaturantes dos produtos de hidrélise do fibrinogénio bovino pela neuwiedase. 1-Fibrinogénio
controle (75ug)- 2-Fibrinogénio (75pg) + neuwiedase (0,5ug). 3- Fibrinogénio (75ug) +
neuwiedase (1,04g). 4- Fibrinogénio (75ug) + neuwiedase (2,0pg)- 5- Fibrinogénio (75ug) +
neuwiedase (5,0pg). 6- Fibrinogénio (75g) * neuwiedase (10,0pg)-
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Figura 6-Atividade Fibrinogenolitica em gel de poliacrilamida a 13,5 % com agentes
desnaturantes dos produtos de hidrolise do fibrinogénio bovino pela neuwiedase. 1-Fibrinogénio
controle (75pg)- 2-Fibrinogénio (75ug) + neuwiedase (1pg)-15 min. 3. Fibrinogénio (75pg) +
neuwiedase (1pg)-30 min. 4- Fibrinogénio (75pg) + neuwiedase (1pg)-1 hora. 5- Fibrinogénio
(75ug) + neuwiedase (1ug)-2 horas. 6- Fibrinogénio (75ug) + neuwiedase (1pg)-24 horas.

Aa _
Bp _,,,;
y —

Figura =_Atividade Fibrinogenolitica em gel de poliacrilamida a 13,5 % com agentes
desnaturantes dos produtos de hidrolise do fibrinogénio bovino, provocado pela neuwiedase. 1-
Fibrinogénio controle (75pg)- 2-Fibrinogénio (75pg) + neuwiedase (1pg). 3- Fibrinogénio
(75pg) + neuwiedase (1pg) + EDTA (10mM). 4- Fibrinogénio (75pg) + neuwiedase (1pg) +1,10

fenantrolina (10mM).
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4.6. Quantificagio do fibrinogénio

A concentragdo de fibrinogénio no plasma de camundongos foi quantificada 3 horas apds a
inoculacdo intravenosa de 0.6 DLsp de pegonha bruta ou neuwicdase. A quantidade de
fibrinogénio encontrada no plasma dos camundongos inoculados com a peconha bruta ou a

neuwiedase foi de aproximadamente (67,8 mg/dL ) e 14 mg/dL respectivamente.

L

FIBRINOGENIO mg/dl
a8
(=]

100 -

Figura 8-Valores de fibrinogénio (mg/dL) no plasma de camundongos apds 3 horas da
inoculagdo intravenosa de 0.6 DL, de pegonha bruta ou neuwiedase. Animais controles foram

inoculados com PBS. Os resultados representam a média + ou- desvio padrdo (n=4).

4.7. Alteracoes hematologicas

Para avaliar o efeito sistémico induzido pela toxina, foi quantificado o namero de plaquetas,
o namero de hemécias e a % de hematdcrito 6 horas apos a inocula¢do intravenosa de 0.6 DLso
de pegonha bruta ou neuwiedase. Observou-s¢ uma redugdo significativa do numero de
plaquetas, e uma pequena redugio do numero de heméacias e % de hematocrito nos animais

inoculados com a pegonha bruta ou neuwiedase quando comparado com o PBS (Figuras

9,10,11).
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Figura 9-Valores do numero de plaquetas

(ntmero de plaquetas X 10°uL) no sangue de

camundongos apds 6 horas da inoculagdo intravenosa de 0.6 DLsp de pegonha bruta ou
neuwiedase. Animais controles foram inoculados com PBS. Os resultados representam a média

+ ou- desvio padrdo (n=4).

HEMATOCRITO %

Figura 10-Valores da porcentagem de hematocrito (%) no sangue de camundongos apds 6 horas
da inoculagdio intravenosa de 0.6 DLso de pegonha bruta ou neuwiedase. Animais controles

foram inoculados com PBS. Os resultados representam a média + ou- desvio padrdo (n=4).



24

HEMACIAS X 106

Figura 11-Valores do namero de hemaécias (namero de hemacias x 10°uL) no sangue de
camundongos apos 6 horas da inoculagdo intravenosa de 0.6 DLsy de pegonha bruta ou
neuwiedase. Animais controles foram inoculados com PBS. Os resultados representam a média

+ ou- desvio padrdo (n=4).
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4.8.Atividade edematogénica

A atividade edematogénica da metaloprotease neuwiedase foi avaliada pela porcentagem de
edema induzido na pata de camundongos inoculados com 10pg de neuwiedase ou pegonha bruta
como mostrado na figura 12. Observou-se um significativo aumento na porcentagem de edema
quando comparado com O controle positivo (pegonha bruta) e negativo (PBS). A maior
porcentagem de edema foi observada 30 minutos ap0s a inoculagio da metaloprotease
neuwiedase. Também foi avaliada a porcentagem de edema induzida pela neuwiedase inativada
com EDTA, onde se observa uma diminuig@o na porcentagem de edema quando comparado com

o edema induzido pela neuwiedase ativa.

= PBS

EDTA
OmM
NEU+EDT !
AfOmM
—x—NEU

% EDEMA

Figura 12-Porcentagem de edema induzido na pata de camundongos inoculados com 10 pg de
pegonha bruta, neuwiedase ou neuwiedase inativada com EDTA e sacrificados apds 0,25, 0,5, 1,
3, 6, 12, 24 horas. Animais controles foram inoculados com 10uL de PBS ou EDTA (10mM). A
porcentagem méxima de edema foi observada 30 minutos apos a inoculagdo da toxina. O edema
produzido foi medido (mm) utilizando-se um paquimetro (CALIPER). Os resultados

representam a média + ou- desvio padrio (n=4).
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4.9. Atividade miotoxica avaliada por dosagem de creatina quinase

A atividade miotoxica da neuwiedase foi analisada pela dosagem plasmatica da enzima
creatina quinase em camundongos inoculados com 50 pg da neuwiedase, como mostrado na
figura 13. Nota-se um significante aumento na liberagdo de creatina quinase, quando comparada
ao controle PBS. Niveis maximos de CK foram observados 3 horas apos a inoculagao da

metaloprotease neuwiedase correspondendo aproximadamente 1431 UL

Figura 13-Niveis plasmaticos de creatina quinase (CK) obtido apos 1, 3, 6, 24 horas da
inoculagdo de 50 pg da neuwiedase ou 25ug de pegonha bruta no musculo gastrocnémico de
camundongos. Animais inoculados com 20 plL de PBS foram utilizados como controle negativo.

A atividade foi expressa em U/L. Os resultados representam a média + ou- desvio padrdo (n=4).

®
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4.10. Analise histopatolégica da evolugio da lesdo tecidual induzida pela peconha de

Bothrops pauloensis € pela neuwiedase

A evolugio do dano tecidual local foi analisada por microscopia de luz apbs 1, 3, 6, 24,72
horas, 1 e 2 semanas da inoculagdo de 50ug da pegonha bruta ou da neuwiedase no musculo
gastrocnémio esquerdo de camundongos. Os grupos controles que receberam 50uL de PBS nao
apresentaram nenhuma alteragdo morfolagica (Figura 14A).

Entre 1 e 6 horas ap0s a inoculacdo da pegonha bruta observa-se um grande namero de
hemacias, caracterizando 0 quadro hemorragico (Figuras 14B, 14C e 14D), observa-se também a
presenga de edema. Apbs 6, 24 e 72 horas nota-se a necrose das fibras musculares (Figuras 14D,
14E, 14F). Apartir de uma semana houve um aumento significativo do infiltrado inflamatorio,
principalmente macrofagos, dando inicio ao quadro de regeneragdo das fibras musculares, com
diminui¢io do edema, hemorragia, necrose. As células musculares em regeneragio mostravaim
se diminuidas de tamanho e com nucleos grandes, vesiculosos, por vezes, com nucléolo
proeminente. O processo de reparagdo das fibras musculares, com 2 presenga de tecido
conjuntivo se confirmou nas 1aminas coradas pelo Masson, coloragdo que cora em azul o tecido
conjuntivo (Figura 140).

A figura 15 mostra a lesio tecidual induzida pela neuwiedase. Quando comparados com O
controle negativo (PBS), as fibras de musculo gastrocnémio de camundongos inoculados com
50ug de neuwiedase mostraram, apos as primeiras horas, um acentuado edema, evidenciado pelo
espagamento entre as células musculares. Além disso, notou-se importante infiltrado
inflamatério constituido, predominantemente, por neutrofilos (1h e 3hs apos a inoculagao da
toxina) (Figura 13B € 15C). Entre 3 e 24 horas, observou-se necrose das células musculares,
caracterizada por citoplasma fracamente corado, palido, com perda dos detalhes citoplasmaticos
e, por vezes, sinais de fagocitose representados pela presenga de macrofagos no interior do
miécito (Figuras 15C, 15D, 15E). Apos 24 horas, verificou-se um aumento na intensidade do
exsudato inflamatorio. Passadas 72 horas, as principais células encontradas no infiltrado
inflamatério foram macrofagos (Figura F). Nao foram observados sinais de regeneragdo apos 1 €
7 semanas da inoculago de neuwiedase (dados ndo mostrados). Os musculos tratados com

neuwiedase ndo apresentaram hemorragia.
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Figura 14-Histopatologia do musculo gastrocnémico esquerdo de camundongos inoculados com
25ug da pegonha bruta de Bothrops pauloensis. A — musculo controle inoculado com 50uL de
PBS; observar a integridade das fibras musculares; B, C,D-1,3¢e0 horas respectivamente, apos
a inoculagdo da pegonha bruta: observar a hemorragia (H) e 0 edema formados (E); E, F- 24,72
horas: observar a necrose das fibras musculares € © infiltrado inflamatorio, principalmente
neutrofilos (I); G, 1 semana € H, I- 2 semanas: observar a regeneragao das fibras musculares (R)
e o tecido conjuntivo nas fibras em regeneragao (C). Coloragdo: figuras A, B, C, D,E,F,G, H:
laminas coradas em HE, figura 1. Masson. Aumento: figuras, B, C, D, E, F, H, I: 400x; figuras,
A e G:200x.
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Figura 15- Histopatologia do musculo gastrocnémico esquerdo de camundongos inoculados
com 50ug da neuwiedase. A — musculo controle inoculado com 5S0pL de PBS: observar a
integridade das fibras musculares; B, C-1 e 3 horas apos 2 inoculagdo da neuwiedase
respectivamente: observar edema (E) ¢ © intenso infiltrado inflamatorio (I); D- 6 horas: observar
a necrose das fibras musculares (N); E, F- 24 ¢ 72 horas: observar O grande numero de
macrofagos (M). Coloragdo: figuras A B, C D Ee F foram coradas com HE . Aumentos:

figuras B, C, D, E, 200x; figura A, 100x; figura F: 400x.
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4.11. Dosagem de citocinas

Para avaliar a resposta inflamatoria induzida pela neuwiedase foram feitas as dosagens
das citocinas IL-8, IL-6, IL-1B, no sobrenadante da pata de camundongos, 1, 3, 6 e 24 horas
apos a inoculagdo de 10ug de neuwiedase. Animais que receberam PBS foram usados como
controle. Elevados niveis de IL-8 ¢ IL-6 foram encontrados 3 horas apods a inoculagio de
neuwiedase quando comparados com 0 PBS (figuras 16 ¢ 17 ). Altos niveis de IL-1p foram

encontrados entre 3 e 6 horas apés a inoculagdo da toxina (figura 18).

+-PBS
# = Neu

IL-8 (pg/ml)
»
3

0 3 6 9 12 15 18 21 24
Tempo (horas)

Figura 16-Dosagem de IL-8 no sobrenadante resultante do masserado das patas de
camundongos inoculados com 10 pg de neuwiedase. Animais que receberam PBS foram usados
como controle. Niveis maximos de citocina foram encontrados 3 horas ap6s a inoculagéio da

toxina correspondendo aproximadamente 1127 pg/mL. Os resultados representam a média + ou-

desvio padrdo (n=3).
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Figura 17-Dosagem de IL-6 no sobrenadante resultante do masserado de patas de camundongos
inoculados com 10 pg de neuwiedase. Animais que receberam PBS foram usados como
controle. Niveis maximos da citocina foram encontrados 3 horas apds a inoculagdo da toxina

correspondendo aproximadamente 1047 pg/mL Os resultados representam a média + ou- desvio

padréo (n=3).
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Figura 18-Dosagem de IL-1Bp no sobrenadante resultante do masserado de patas de
camundongos inoculados com 10 pg de neuwiedase. Animais que receberam PBS foram usados
como controle. Niveis méaximos da citocina foram encontrados 6 horas ap6s a inoculagdo da

toxina correspondendo aproximadamente 1484 pg/mL. Os resultados representam a média + ou-

desvio padrdo (n=3).
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5-Discussao

A maioria dos acidentes botropicos nio resultam na morte das vitimas, mas apresentam
como conseqiléncias graves efeitos locais podendo levar a perda do membro afetado. As SVMPs
possuem papel chave nesse quadro, podendo causar danos teciduais locais como edema, necrose,
hemorragia, inflamagdo ¢ também alteragdes no sistema hemostatico (Gutiérrez, J. M, et al,
2000; Matsui, T, et al, 2000). Diante desse fato, estudamos algumas alteracdes sistémicas €
locais induzidas pela metaloprotease neuwiedase isolada da pegonha de Bothrops pauloensis.

Neste trabalho, a neuwiedase foi purificada utilizando-se a metodologia previamente descrita
por Rodrigues, V.M, et al. (2000) com algumas modificagdes. Para a purificagdo desta toxina foi
utilizada uma cromatografia de troca-ionica em gel de CM-Sepharose, que resultou em c¢inco
fragdes protéicas, denominadas de CM1 a CMS5 (Figura 2). Da peconha Bothrops neuwiedi
pauloensis seguindo 0s MESMOS Processos de purificagdo, foram isoladas duas miotoxinas Lys
49 (Rodrigues,V.M, et al, 1998), duas fosfolipases Asp49 (Rodrigues,V.M, et al., 2004) e uma
fosfolipase A, acida (Rodrigues, R.S, 2006). Algumas atividades enzimaticas e bioldgicas
presentes em pegonhas ofidicas também foram avaliadas por estes autores, como a atividade
fosfolipasica Az, a qual foi encontrada nas fragdes CM1 e CMS. A atividade hemorragica,
bastante pronunciada nos envenamentos botropicos, foi detectada também na fragdo CML.
Iniciando com essa mesma metodologia de purificacdo, também estdo em processo final de

purificagdo em nosso laboratorio uma serinoprotease ¢ uma L-aminoacido-oxidase presentes nas

fracdes CM4 e CM1, respectivamente (comunicagdo pessoal).

A fragio CM2, que representou 2,3 % da pegonha total de Bothrops pauloensis (Tabela 1),
apresentou varias bandas em PAGE-SDS (Figura 4), assim fez-se necessario a padronizagdo de
outros métodos cromatograficos que permitissem obter €ssa enzima com melhor grau de pureza.
Com a utilizagio da resina de interacdio hidrofobica Phenyl-Sepharose CL-4B, a qual tem a
capacidade de se ligar a proteinas de carater hidrofobico que sdo eluidas quando se utiliza um
gradiente decrescente de forga ionica, obteve-se a metaloprotease neuwiedase com um melhor
grau de pureza (Figura 4) e um bom rendimento protéico (Tabela I). Dessa forma pdde-se

proceder com os testes de caracterizagdio enzimatica € bioldgica.
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A metaloprotease neuwiedase ndo demonstrou nenhuma atividade coagulante ou
fosfolipasica A, (dados ndo mostrados) como também fol demonstrado por Rodrigues, V.M, et
al, (2000).

As SVMPs sio capazes de atuar sobre uma ampla variedade de substratos, incluindo o
fibrinogénio (Bjarnason,J.B, et al, 1994). A molécula de fibrinogénio é composta de 3 pares de
cadeias ligadas entre si por pontes dissulfeto, estas sdo denominadas Aa, BB e vy (Doolittle et al,
1984). As enzimas fibrinogenoliticas podem ser classificadas em o, B, ou y fibrinogenases de
acordo com a cadeia do fibrinogénio preferencialmente degradada (Markland, F.S, et al, 1998).
A neuwiedase foi capaz de clivar as cadeias Aa e Bp do fibrinogénio, mostrando um padrdo de
hidrolise dose e tempo dependentes (Figuras 5 e 6). Essa enzima ¢ classificada como o
fibrinogenase por clivar preferencialmente a cadeia Aa do fibrinogénio (Rodrigues,V.M, et al,
2000; Swenson, S, et al, 2005). Sendo as metaloprotease zinco-dependentes elas podem ser
inibidas por agentes quelantes como EDTA ou 1,10 fenantrolina (Rodrigues,V.M, et al., 2000,
Matsui,T, et al, 2000), esta inibi¢do foi confirmada para a atividade fibrinogenolitica da
neuwiedase isolada neste trabalho (Figura 7).

A atividade proteolitica da neuwiedase sobre o fibrinogénio também foi evidenciada in vivo,
com diminui¢do dos niveis plasmaticos do fibrinogénio apds inoculagdo desta enzima por via
intravenosa em camundongos (Figura 8). A capacidade da neuwiedase em clivar o fibrinogénio
e impedir a formagdo do coagulo de fibrina, a caracteriza como uma provavel enzima
anticoagulante podendo afetar o sistema hemostatico. O estudo mais detathado da relag@o
estrutura-fungdo dessa enzima permitira futuras aplicagdes da mesma no controle de disturbios
sistémicos, podendo ser utilizada como agente desfibrinogenante, como as enzimas Ancrod e
Batroxobina, as quais tém sido utilizadas em pacientes vitimas de trombose, infarto do
miocardio, doengas vasculares periféricas, isquemia aguda e rejeicio de transplantes renal
(Bel, WR, 1988; Stocker K, etal, 1988).

Os componentes das pegonhas de serpentes sio rtesponsaveis pelas varias alteragbes
sistémicas apresentadas pelas vitimas de acidentes ofidicos, podendo interferir com as proteinas
da cascata de coagulagdo e outros fatores que garantem a hemostasia, além de causarem
alteragbes hematologicas (Markland, F. S, 1998: Matsui, T, et al, 2000; Sano-Martins,LS, et. al,

1995). AlteragGes hematologicas sdo frequentemente observadas apds © envenenamento
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botropico, tais como leucocitose caracterizada por (neutrofilia e monocitose), as quais podem ser
atribuidas ao processo inflamatoério no local da inoculagdo da pegonha (Cardoso,J.L.C, et al.,
1993). Eritrocitopenia, também ocorre apos O envenenamento botropico, € esta pode ser
resultante de um processo multifatorial, como resultado de alteragdes nos mecanismos
hemodinamicos, celulares e bioquimicos, 03 quais podem ser induzidos por diferentes toxinas
presentes nessas pegonhas de serpentes (Sano-Martins, LS, et al., 1995).

No presente trabalho foi observado uma redugdo nos niveis plasmaticos de hemacias, da % de
hematécrito e de plaquetas apos a inoculagéio da pegonha bruta de Bothrops pauloensis (Figuras
8, 9 e 10). Izidoro, L.EM, et al (2003) observaram uma diminui¢io do numero de hemacias, da
%% hematocrito e plaquetas em camundongos tratados com peconha bruta de Bothrops neuwiedi
pauloensis, sugerindo a ocorréncia de hemorragia € também hemolise intravascular devido a
atividade hemolitica da pegonha.

Esses distarbios hematologicos também foram verificados experimentalmente apos a
administragdo intravenosa da pegonha de Bothrops jararaca em Caes, onde se observou redugdo
no ntmero de plaquetas entre 1 € 6 horas (Sano-Martins, 1.S, et al 1995). Baixos niveis de
hematécrito em camundongos tratados com pegonha de Bothrops jararaca tambem foram
encontrados por Teixeira, F.P.C, et al (2005). A deplegdo na quantidade de fibrinogénio € de
outros fatores da cascata de coagulagdo ¢ a redugdo do nimero de plaquetas foi observada em
pacientes envenenados por Pseudechis papuanus (David Lalloo, et al 1994) e Tunisian saw-
scaled (Adrian, G, et al, 1994).

A neuwiedase também provocou queda no namero de plaquetas, hemacias ¢
consequentemente do hematocrito (Figura 8, 9 e 10). Apesar dessa enzima ndo apresentar
atividade hemorragica quando administrada intradermicamente (Rodrigues,V.M, et al., 2001),
provoca hemorragia pulmonar disseminada quando injetada em altas doses por via endovenosa
(Rodrigues,V.M, et al., 2001), esta hemorragia pulmonar pode ser responsavel pelé diminuigao
do numero de hemacias e de plaquetas induzida pela neuwiedase. As plaquetas sofrem deplegdo,
ap6s envenenamento ofidico, principalmente devido a formagfio disseminada de coagulos no
espago intravascular. Esta plaquetopenia pode ser induzida por um grupo de enzimas que
interferem na fungdo plaquetaria tais como serinoproteases e fosfolipases A, (Mounier, B.B, et
al., 1994) ou pela agio de metaloproteases hemorragicas sobre 0s vasos sanguineos, danificando-

os e expondo seus componentes principais como 0 colageno. Com o rompimento da parede
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vascular, e exposigdo de componentes do subendotélio, as plaquetas migram para 0 sitio da les@o
e se ligam a proteinas da camada subendotelial para formarem um tampdo plaquetario, este
mecanismo consequentemente levara uma diminuigdo dos niveis plasmaticos de plaquetas.
Ainda com relagio a analise das alteracdes hematoldgicas é relevante ressaltar que a
metaloprotease neuwiedase foi capaz de provocar uma maior alteragio desses parametros do que
a peconha bruta, esta diferenga provavelmente se deve a algum erro experimental durante a
inoculagdo da pegonha bruta. Assim, torna-se necessario a confirmagdo destes resultados.

Além das alteragdes sistémicas induzidas pela pegonha bruta € pela neuwiedase, estudamos
também o papel desses componentes na lesio tecidual local e na resposta inflamatoria. A
peconha bruta € a neuwiedase induziram uma maior acdo edematogénica na pata de
camundongos 30 minutos apés a inoculacdo (Figura 12). Sendo a neuwiedase uma
metaloprotease zinco-dependente houve a inibigdo da formagéo de edema quando a toxina foi
pré-incubada com o agente quelante EDTA (Figura 12). O edema induzido pela neuwiedase
pode ser devido a degradagdo proteolitica dos componentes da membrana basal, com exudag@o
do plasma sem causar colapso da estrutura dos microvasos, ou ainda, a liberagdo de mediadores
farmacologicamente ativos de precursores protéicos devido a agdo enzimatica da neuwiedase
(Rodrigues, V.M, et al, 2001).

Um elevado nivel de creatina quinase no plasma dos camundongos foi observado apos 3
horas da inoculagdo das amostras (Figura 13) sugerindo uma leséo das células musculares que
foi confirmada através de analises histopatoldgicas do musculo gastrocnémio de camundongos
entre uma hora ¢ duas semanas (Figuras 14 e 15). Observa-se a ocorréncia de hemorragia
(somente na presenga de pegonha bruta), formagio de edema, necrose das fibras musculares e
um elevado infiltrado inflamatorio caracterizado inicialmente por acimulo de neutrofilos e
posteriormente macrofagos.

Virios componentes da pegonha bruta podem estar associados aos efeitos locais observados
neste trabatho. Diversas fosfolipases A, e metaloproteases hemorragicas tém sido descritas por
atuarem na patologia local apOs 0 envenenamento (Rucavado, A, et al 1999 e Gutiérrez, J.M, et
al 1995a). A mionecrose pode ser devido a uma acfio direta de PLA»s miotdxicas nas membranas
plasmaticas das células musculares (Gutiérrez, J.M, et al, 1997 e Soares, A.M, 2004), ou
provocada pela agdo indireta de metaloproteases hemorragicas que causam danos nas células

musculares pela isquemia, que ocorre cOMO conseqiiéncia da hemorragia (Gutiérrez, J M, et al,
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1995b). A lesdo tecidual local induzida por metaloproteases ndo hemorréagicas ou fracamente
hemorragicas, como a neuwiedase, pode ser devido a uma acdo citotoxica direta nas células
musculares, degradagdio da matrix extracelular, proteinas da superficie celular ou outros
mecanismos indiretos ainda ndo identificados (Rucavado, A, et al, 1999 e Guticrrez, IM, et al,
2000; Ramos, O. H. P., et al, 2006).

Estudos preliminares da resposta inflamatéria local induzida pela neuwiedase apos 3 € 0
horas de sua inoculagdo em patas de camundongos demonstraram altos niveis de 1L-1B, IL-6 ¢
[L-8. Os componentes das peconhas de serpentes sio importantes ativadores de agentes
proinflamatorios (Laing, D.G, et al, 2005). As citocinas ¢ quimiocinas sao importantes
mediadores das interagdes celulares € de varios eventos imunolégicos e inflamatoérios, atuando
também na reparacdo de tecido e na fibrose (Voronov, E, et al, 1999). Nos estagios iniciais da
resposta inflamatoria ha o acamulo predominante de neutréfilos que sdo mediados por citocinas.
A interleucina IL-8 ¢ secretada por leucéeitos e estd envolvida na media¢do da resposta
inflamatéria ativando neutrofilos (Sandra, P.F, et al, 1995). IL-1 ¢ subdividida em IL-1a. € IL-1B
e sio produzidas principalmente por macréfagos e mondcitos, ja as citocinas IL-6 sdo
conhecidas por ativarem as células T e B.

Assim como a neuwiedase, diversas toxinas isoladas tém sido relatadas por induzirem a
liberagdo de citocinas. Fernandes, C.M, et al, (2006) descreveram a reagdo inflamatéria induzida
por BaP1, uma metaloprotease da classe Pl isolada de Bothrops asper, esta induziu um acumulo
de leucocitos e liberagdo de IL-1 e TNFa sendo o dominio catalitico dessa proteina essencial
para esses efeitos. Gallagher, P, et al, (2005) relatou 0 aumento na expressao das citocinas 1L-1p,
[L-6 e das quimiocinas 1L-8, CXCL-1 e CXCL-2, 1 ou 3 horas ap6s a injegdo de jararagina no
musculo gastrocnémio. Esses fatores proinflamatorios oferecem uma significante contribuigdo
para a destrui¢do do tecido local devido ao subsequente influxo de neutrofilos e macrofagos para
o local afetado (Gallagher, P, et al, 2005).

Os efeitos de metaloproteases da pegonha botrdpica sobre 0s componentes do sangue foram
primeiramente elucidados com a toxina jararagina isolada do veneno de Bothrops jararaca
(Paine,M, et al, 1992). A jararagina ¢ uma metaloprotease da classe Pl fortemente
hemorragica, capaz de causar distarbios na hemostasia e tambem contribuir para o dano tecidual
local estabelecido apos a picada. Contribuindo com a patogénese local ap6s 0 envenenamento a

jararagina induz resposta inflamatéria com o acamulo de leucéeitos e a liberagdo de citocinas
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(Clissa, PB, et al, 2001). Além disso, estudos recentes tém relatado a interferéncia da jararagina
com células cancerigenas, mostrando assim a versatilidade dessa enzima (Laing, G.D, et al,
2005).

Neste trabatho também foi estudado o processo de regeneragao tecidual apds inoculagdo
intramuscular da pegonha bruta ou da neuwiedase em musculo gastrocnémio de camundongos.
Os musculos tratados com peconha bruta mostraram indicios de regenerag@o 1 ¢ 2 semanas apos
a inoculagdio da pegonha, evidenciados pela presenga de nucleos centrais e fibras fracamente
coradas, essa regeneracio foi apenas parcial, havendo presenca de tecido conjuntivo fibroso em
algumas 4reas, onde 0 musculo provavelmente deixou de ser funcional. Embora, a pegonha bruta
(na dose € tempos avaliados) tenha causado um quadro hemorragico intenso, € provavel que uma
regeneragdo dos vasos sanguineos tenha ocorrido, uma vez que uma eficiente circulagdo €
essencial para uma completa regeneragio das fibras musculares lesadas, provendo a area afetada
com macrofagos responsaveis pela limpeza do local e com © suprimento necessario de Oz
(Harris, J.B, 2003). Ao mesmo tempo, a regeneragdo do musculo depende da ativagdo de células
satélites (células precursoras das células musculares localizadas na lamina basal) € de outros
fatores miogénicos secretados por macréfagos (Neto, H.S, et al, 2005), assim o0s neutrofilos
possuem um papel relevante nesse processo, uma vez que recrutam e ativam macrofagos

(Teixeira, C.F.T, et al, 2003).

Necrose muscular e a regeneragao tecidual nos musculos tratados com a neuwiedase ap6s 72
horas ndo foram observadas, 0 que também foi confirmado por Baldo, C, (2004). No entanto,
esta condigdo seria esperada uma vez queé nenhuma hemorragia foi observada nos musculos
tratados com neuwiedase, ocorrendo suprimento de sangue necessario para que ocorra a
regeneragdo do musculo. Assim 0 processo de regeneragdo neste tecido pode ter ocorrido entre
os tempos de 72 horas e 1 semana (intervalos de tempo nao estudados) ocorrendo um rapido
restabelecimento das fibras musculares. Diante disso, novos estudos deverdo ser realizados para
entender melhor esse fato.

As SVMP possuem papel chave no dano tecidual local induzido pelas pegonhas de serpente.
Essa lesdo tecidual se desenvolve rapidamente e na maioria das vezes deixa seqiielas
permanentes, fato que torna oS antivenenos relativamente ineficientes para combater €sses

ofeitos, assim as SVMPs constituem-se alvos do desenvolvimento de novos agentes terapéuticos
(Gutiérrez, J.M, et al, 1908 ; Gutiérrez, .M, et al, 2000).
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6-Conclusao

Em nossas investigagdes a metaloprotease neuwiedase isolada da pegonha de Bothrops
pauloensis mostrou ter um papel relevante nas alteragdes sistémicas e locais induzidas pela
pegonha de Bothrops pauloensis. Ela diminui os niveis de fibrinogénio ¢ 0 namero de plaquetas
e causa alteragdes hematolégicas como diminuigdo do numero de hemacia ¢ da % de
hematécrito. Além disso, provocou dano tecidual local com a formagdo de edema, mionecrose €
inflamagdo evidenciada pela liberagdo de IL-1p, IL-6 e IL-8. Dessa forma novos estudos para se
compreender melhor a relagio estrutura-fungao dessa proteina poderdo abrir caminhos que
permitirdo a sua aplicagdo como agente terapéutico na area clinica, no tratamento de distarbios

da hemostasia bem como em outras patologias.
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