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Apresentacao

Essa dissertacdo de mestrado foi preparada de acordo com as normas do
Programa de Po6s-Graduacdo em Genetica e Bioguimica da Universidade Federal de
Uberlandia.

Com objetivo de purificar uma metaloprotease da peconha da serpente Bothrops
moojeni e caracteriza-la quanto a aspectos bioquimicos e funcionais, foram seguidos o0s
seguintes passos:

1) Avaliacéo de seu grau de pureza e de sua massa molecular;

2)Determinacao de sua atividade proteolitica em relacdo ao fibrinogénio bovino;

3) Andlise da estabilidade da protease frente a temperatura, pH e acéo de alguns
inibidores enzimaticos;

4) Sequenciamento do fragmento N-terminal,

5) Caracterizacdo de sua atividade hemorrégica, coagulante, anticoagulante e
andlise histopatolégica

Todos os pontos foram alcancados e o objetivo realizado mediante purificagéo
da protease denominada Moojenina.

O capitulo 1 mostra uma contextualizacdo de todo o trabalho com referéncia em
ambito internacional, mostrando a importdncia da serpente da espécie Bothrops
moojeni, caracterizacdo e isolamento de proteases da peconha para uso terapéutico. As
referéncias utilizadas neste capitulo foram buscadas nos servi¢os de indexacao ‘Scielo’,
‘Web of Knowledge’ e ‘Scopus’.

O capitulo 2 apresenta o trabalho experimental das tarefas executadas para
purificacdo e caracterizagcdo bioquimica e funcional da Moojenina, no formato e
linguagem do artigo cientifico submetido & publicacdo, de acordo com os padrBes

exigidos pelo periddico.



Capitulo |

Fundamentacao teorica



1- Serpentes

As serpentes, cladisticamente, sdo pertencentes ao filo Chordata, sub filo
Vertebrata, classe Reptilia, ordem Squamata, subordem Serpentes. Este é o segundo filo
mais diversificado dos répteis, e é composto por 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).

Frey Vogel e Perret (1973) definiram que as serpentes peconhentas sdo aquelas
que produzem substancias tdxicas para outros organismos. Essas substancias sdo
produzidas em glandulas bucais modificadas, e sdo inoculadas na vitima por meio de
presas, localizadas na maxila e ligadas a glandula por um ducto.

As serpentes da familia Viperidae possuem uma denticdo denominada
solenoglifa (do grego soleno, mdvel, e glifos, canal) (Figura 1.1A), caracterizada por
apresentar presas canaliculadas e curvadas, localizadas na porgédo anterior da maxila e
que se projetam para fora no momento do ataque. Essas caracteristicas garantem maior
eficiéncia na inoculacdo da peconha. As serpentes da familia Elapidae sdo proterdglifas
(do grego protero, anterior, e glifos, canal) (Figura 1.1B). Possuem um par de dentes
pequenos, bem sulcados e fixos na porcéo anterior da boca, 0s quais limitam a injecéo
da pegonha.

Figura 1.1: Tipos de denticdo encontrados em serpentes peconhentas. Em (A), denticéo
solenoglifa (familia Viperidae), que permite injecdo direta da peconha na vitima. Em
(B), denticdo proteroglifa (familia Elapidae), menos eficiente na inoculacéo da peconha.
Fontes: http://conhecendoserpentes.blogspot.com/2009 11 01 archive.html [acesso em
01/02/2011]

http://www.abrigodosbichos.com.br/Forum/Topico214.htm [acesso em 01/02/2011]



http://conhecendoserpentes.blogspot.com/2009_11_01_archive.html
http://www.abrigodosbichos.com.br/Forum/Topico214.htm

A familia Viperidae possui cerca de 250 espécies, dentre elas, 28 sdo
encontradas no Brasil. Os géneros mais comuns sdo Botriopsis, Bothrocophias,
Bothropoides, Bothrops, Caudisona, Lachesis e Rhinocerophis (Bérnils, 2010). Elas sdo
facilmente identificadas pela cabeca triangular, recoberta por pequenas escamas de
aspecto similar as do corpo e pela presenca de fosseta loreal, localizada na regido entre
o0 olho e a narina (FUNASA, 2001). Os principais representantes desta familia sdo as

jararacas, surucucus e cascaveis (Figura 1.2).

Figura 1.2: Representantes de serpentes brasileiras da familia Viperidae. (A)
representado pela espécie Bothrops jararaca, (B) Lachesis muta e (C) Crotalus
durissus.

Fontes: http://www1.folha.uol.com.br/ciencia/773230-butantan-desvenda-hemorragia-

da-picada-de-jararaca.shtml [acesso em 01/02/2011]

http://www.poisonexport.com/ing.php [acesso em 01/02/2011]

http://visaoglobal.org/2008/04/27/toxina-da-cascavel-pode-atuar-como-tnico-muscular/
[acesso em 01/02/2011]

O género Bothrops é um dos mais abundantes no Brasil, possuindo cerca 30
espécies distribuidas por todo pais. Popularmente sdo chamadas de jararaca, jararacucu,
caicara, dentre outras denominagGes. Frequentemente sdo encontradas na zona rural e
periferia de grandes cidades, preferindo ambientes Umidos como matas e &reas

cultivadas e locais onde tenha facilidade para proliferacao de roedores. S&o serpentes de
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http://www1.folha.uol.com.br/ciencia/773230-butantan-desvenda-hemorragia-da-picada-de-jararaca.shtml
http://www1.folha.uol.com.br/ciencia/773230-butantan-desvenda-hemorragia-da-picada-de-jararaca.shtml
http://www.poisonexport.com/ing.php
http://visaoglobal.org/2008/04/27/toxina-da-cascavel-pode-atuar-como-tnico-muscular/

habitos noturnos ou crespuculares, e ao sentirem-se ameacadas, podem ser agressivas,
deferindo botes de forma silenciosa (Guia de Vigilancia Epidemolégica — FUNASA,
1998).

As espécies desse grupo, mais significativas para a satde publica sdo Bothrops
atrox (LINNAEUS, 1758), Bothrops moojeni (HOGE, 1966), Bothrops jararacussu
(LACERDA, 1884), Bothrops leucurus (WAGLER 1824), Bothropoides jararaca
(WIED, 1824), Bothropoides neuwiedi (WAGLER, 1824), Bothropoides erythromelas
(AMARAL, 1925) e Rhinocerophis alternatus (DUMERIL, BIBRON e DUMERIL
1854) (MELGAREJO, 2003).

Um trabalho realizado por Fenwick e colaboradores (2009) fez uma
reclassificacdo do género Bothrops, Bothriopsis e Bothrocophias baseado em evidéncias
moleculares e morfologicas e alterou o nome de diversas espécies. Segundo essa nova
classificacdo, foi criado um novo género o qual inclui as espécies: Bothropoides
alcatraz, Bothropoides diporus, Bothropoides erythromelas, Bothropoides insularis,
Bothropoides  jararaca, Bothropoides lutzi, Bothropoides mattogrossensis,
Bothropoides neuwiedi, Bothropoides pubescens, Bothropoides pauloensis e

Bothropoides marmoratus.

A serpente Bothrops moojeni, descrita por Hoge (1965), é a principal serpente
encontrada no cerrado brasileiro, distribuindo-se desde o Parand até o Maranhdo. Essas
serpentes sdo caracterizadas pela facilidade de adaptacdo a ambientes modificados, pelo
porte avantajado, (cerca de 1,5m de comprimento), e pelo comportamento agressivo
(FUNASA, 2001) (Figura 1.3). Apresentam grande variacdo da tonalidade numa
mesma ninhada (polimorfismo). A fémea apresenta a cauda mais curta que a do macho.
Alimenta-se de pequenos mamiferos, aves, lagartos, serpentes e anfibios. Para capturar
diferentes presas dispdem de uma armadilha eficiente: abanam a ponta da cauda que,
como se fosse uma isca, acaba atraindo anfibios e lagartos que rapidamente sdo mortos.
Vivipara, tem uma unica ninhada por ano. No inicio da estacdo chuvosa, apos quatro
meses de gestacdo, costumam nascer de 12 a 14 filhotes, mas esse numero pode ser
superior. Vivem em média 15 anos (CEMIG, 2003).



Figura 1.3: Foto de um representante da espécie Bothrops moojeni
Fonte: http://portaldoprofessor.mec.gov.br/fichaTecnicaAula.html?aula=1879 [acesso
em 01/02/2011]

2- Acidentes Ofidicos

Desde 1988/89 a notificacdo dos acidentes ofidicos no Brasil passou a ser
obrigatoria. Estes dados sdo importantes, pois trata-se de um importante problema de
salde publica, especialmente em regides tropicais do mundo (PINHO e PEREIRA,
2001).

Os acidentes ofidicos podem causar desde arranhaduras superficiais ou
perfuracdes profundas (com ou sem envenenamento), até dilaceragdo dos tecidos. Essa
diferenciacdo na gravidade do acidente dependeré da espécie da serpente e as condi¢des
em que acontece o acidente (FUNASA, 2001). A letalidade dos acidentados varia em

diferentes regides do mundo (Fundacdo Nacional de Saude, 1991).

O maior numero de acidentes ofidicos acontece no periodo de margo a setembro,
principalmente na regido meridional do pais (Guia de Vigilancia Epidemiolédgica —
FUNASA, 1998). Cerca de 90% dos casos notificados séo atribuidos as serpentes do
género Bothrops, 9% ao género Crotalus, 0,5% ao género Lachesis e 0,5% provocados
por Micrurus. Cerca de 70% dos pacientes sdo do sexo masculino e em 53% a faixa
etaria concentrou-se entre 15 e 49 anos (Guia de Vigilancia Epidemioldgica —
FUNASA, 2001). A frequéncia de ataques nas penas/pé é de 70%, antebrago/méo de
13%, todos decorrentes da ndo utilizacdo de equipamentos minimos de protecdo
individual: botas, sapatos, calgas e luvas (Guia de vigilancia epidemioldgica- FUNASA,
2001).


http://portaldoprofessor.mec.gov.br/fichaTecnicaAula.html?aula=1879

O Sistema de Informacdo de Agravos de Notificagdo (Sinan) coloca o Brasil
como pais sul-americano com maior nimero de acidentes por ano. Somente em 2010,
foram notificados 97.244 envenenamentos por animais pegonhentos, dentre os quais as
serpentes contribuiram com 28.702 casos (SINAN, 2010). Segundo Bochner e
Struchiner (2003), desde os trabalhos de Vital Brazil, a média anual é de cerca de vinte

mil acidentes ofidicos por ano.

A soroterapia (especifica ou polivalente) é o Unico tratamento disponivel para os
acidentes ofidicos. O soro antiofidico constitui-se na sua parte ativa de varias
imunoglobulinas e é proveniente principalmente da purificacdo do soro de cavalos
imunizados com a peconha de determinado género de serpente (CASTRO, 2006). A
acdo do soro antiofidico baseia-se na formagdo do complexo antigeno/anticorpo
(CHIPPAUX e GOYFFON, 1998). No Brasil, os laboratérios que produzem esses
imunoderivados para a rede publica sdo: Instituto Butantan, Fundacdo Ezequiel Dias e
Instituto Vital Brasil (Fundacdo Nacional de Saude, 2001). Entretanto, o soro € apenas
um neutralizador da peconha, ndo determinando a regeneracdo das hemadcias, do

endotélio ou dos tecidos em geral, mas evita a progressdo destes fendmenos.

A soroterapia, atualmente, € empregada em doses menores. Isso foi possivel
apos estudos realizados com diferentes doses que apresentam resultados eficazes e,
consequentemente, menos efeitos colaterais (SILVEIRA et al., 1992). Outra medida que
pode ser agregada é manter o membro afetado elevado e esticado. Além disso, pode-se
utilizar analgésicos, hidratacdo, procurando manter o débito urinario entre 30 e 40 ml/h
no adulto e de 1 a 2ml/kg/h na crianga (ESTRADE et al., 1989).

No caso de envenenamento botrépico é contra-indicado o uso de torniquete
(Ministério da Saude, 1999), pois neste caso sao verificadas lesGes locais como edema,
sangramento e equimose (RIBEIRO et al.; 1988).

Lesdes locais estdo associadas a atividade proteolitica ou fosfolipasica, que
determina edema inflamatorio na regido da picada (OLIVEIRA, 2009). Dentre as
manifestacBes sistémicas ocorrem: alteragdo da coagulacdo sanguinea, sangramento,
choque e insuficiéncia renal (ETTINGER & FELDMAN, 1997; TOKARNIA E
PEIXOTO, 2006). A mortalidade nos casos ndo tratados chega a 72% e nos casos
tratados 12% (FUNASA, 2001).



3- Peconha Botropica

A producdo e secrecdo de toxinas nas glandulas de peconha ainda possuem
mecanismos celulares desconhecidos. Sabe-se, apenas, que a producdo da peconha
depende dos niveis protéicos armazenados no lumen glandular. Acredita-se que a
secrecdo de toxinas ocorre logo apds a sua sintese, isso porque, a propor¢do de granulos
secretores nas células glandulares representa cerca de 4% do volume celular
(JUNQUEIRA DE AZEVEDO; HO, 2002).

Vérios fatores influenciam a quantidade de peconha inoculada, como por exemplo, o
porte, a idade e 0 metabolismo do animal. H& uma diferenca entre a peconha do filhote,
que é predominantemente coagulante, e do adulto, com maior acdo proteolitica
(OLIVEIRA et al., 2003).

As enzimas proteoliticas presentes na peconha de serpentes podem se auto
hidrolisar. De fato, algumas proteinas sdo derivadas de grandes precursores que Sao
hidrolisadas durante a formacdo da peconha. Esta atividade proteolitica enddgena
aumenta a variabilidade das toxinas, o que permite diferencas entre individuos da
mesma espécie (SOUSA et al., 2000; SALAZAR et al., 2006).

Daltry e col. (1996) descrevem que a presenca de determinados componentes da
peconha de uma mesma espécie de serpentes depende da variacdo geografica em que

estdo submetidas, em associacdo com a dieta utilizada por elas.

A variedade dos componentes da peconha é responsavel por conduzirem
alteracbes hemostaticas e hemorragias frequentemente diagnosticadas ap6s o
envenenamento. Acredita-se que esses processos sdo parte de uma estratégia que as
serpentes utilizam para imobilizar vitimas, entretanto, podem também contribuir para
aumentar a permeabilidade do tecido alvo para outros componentes da célula (MARSH;
WILLIAMS, 2005).

Proteinas e enzimas como fosfolipases A,, hialuronidases, L-amino-oxidases,
metaloproteases e serinoproteases compdem cerca de 90% do peso seco das peconhas
de serpentes. Os demais componentes sdo peptideos, compostos organicos de baixa
massa molecular, como carboidratos e nucleotideos e compostos inorganicos como
célcio, potéssio, zinco (MATSUI et al., 2000; RAMOS E SELISTRE-DE ARAUJO,
2006).



3.1- Metaloproteases de pegconhas ofidicas (SVMPs)

Estudos recentes do proteoma e transcriptoma estimaram que a maioria das
peconhas do género Bothrops é composta por pelo menos 32% de enzimas proteoliticas
dependentes de ions metalicos denominadas metaloproteases (SVMPs). A Fig. 1.4
mostra a andlise protebmica e transcriptbmica da serpente B. jararaca (FOX et al.,

2006), 0 que sugere a grande importancia destas enzimas no envenenamento.

B B
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(-2%)  -proteinase (1.6%) / (8.3%)
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CRISP L [ (62%)
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Figura 1.4: Andlise protedmica e transcriptobmica de peconhas de serpente. (A)
Composicdo protéica determinada por proteémica da peconha de Bothrops jararaca.
(B) composicdo da peconha de Bothrops jararaca determinada por transcriptoma. (Fox
et al.; 2006).

A estrutura e a funcdo de proteinases zinco-dependentes das peconhas de
serpentes Viperidae vém sendo investigadas a fim de compreender seu papel no
envenenamento e consequientes patologias (TAKAHASHI T & OSAKA A, 1970).
Bjarnason e Fox (1994) classificaram as SVMPs de acordo com sua massa molecular e
sua atividade hemorragica em PI, PII, Plll e PIV. As metaloproteases da classe Pl sdo
aguelas com massa molecular em torno de 24 kDa e com pouca ou nenhuma atividade
hemorragica. As SVMPs da classe PlI, sdo proteases médias com dominio desintegrina
contendo a sequéncia RGD. A classe PIII agrupa proteinas com massa molecular entre
55 kDa e 90kDa e sdo as mais potentes toxinas hemorragicas. As metaloproteases com
massa molecular de aproximadamente 95kDa com baixa atividade hemorragica

compdem a classe PIV.



Fox e Serrano (2005) propuseram uma classificacdo para SVMPs, como
descrito na Fig. 1.5. Essa classificacdo baseou-se essencialmente sobre a presenca ou
auséncia de varios dominios proteinase como observado através de copias de mRNA e

proteinas isoladas da peconha.
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Figura 1.5: Figura esquematica das classes de SMVP. Pontos de interrogacdo (?) na

figura indicam que o produto transformado nao foi identificado no veneno [FOX e

SERRANO, 2005].

Funcionalmente, as SVMPs exibem uma variedade de atividades bioldgicas,
muitas das quais sdo toxicos. Essa informagdo é resultado de uma variedade de
investigacGes sobre proteoma e transcriptoma da peconha de serpentes e suas glandulas
(FOX e SERRANO, 2005).

Estima-se que cerca de 32% das proteinas que compGem a peconha de
viperideos sejam SVMPs. Isto mostra o significativo potencial das metaloproteases nas
patologias associadas ao envenenamento. (JUNQUEIRA-DE-AZEVEDO, 2002;
CALVETTE et al., 2007). Existe, portanto, um mecanismo molecular complexo
responsavel por toda essa potencialidade (FOX e SERRANO, 2008).
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Fox e Serrano (2008) propuseram uma nova classificacdo para as SVMPs. Essa
classificacdo baseia-se na presenca ou auséncia de dominios ndo proteinase observados
nos transcritos de mRNA (Figura 1.6).

A classe Pl compreende SVMPs compostas somente de um dominio
metaloprotease. Essas proteases apresentam uma grande variedade de atividades
bioldgicas, dependentes de suas respectivas estruturas primarias e terciarias.
Classificaram como Plla (antes PII) as enzimas que liberam o dominio semelhante a
desintegrina em seu estado nativo; a Pllb para enzimas que ndo liberam o dominio
semelhante a desintegrina; PlIc para enzimas que possuem o dominio desintegrina sem
ter o dominio metaloprotease, em muitos casos, 0 dominio desintegrina é separado do
dominio metaloprotease por um processo proteolitico pos-traducional; a Pllla para
enzimas que tém dominios semelhantes a desintegrina ricos em cisteina; PllIb para
enzimas que liberam seus dominios semelhantes a desintegrina e ricos em cisteina, Plllc
para SVMPs cujas estruturas se organizam na forma de dimeros e Pllld que contém o

dominio semelhante a lectina.
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Figura 1.6: Classificacdo das SVMPs (FOX e SERRANO, 2008). P: peptideo
sinalizador; Pro: segmento da pro-proteina, removido durante sua ativacao; S: sequéncia
HEBXHXBGBXH; Dis: dominio desintegrina; Dis-like: dominio semelhante a
desintegrina; Cys-rich: dominio rico em cisteina; Lec: lectina; (?): produto processado,
mas ndo identificado na peconha. FONTE: Fox e Serrano (2008).
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As SVMPs compreendem um grupo de proteinas que sdo zinco-dependentes
pertencem a familia metzincina. Em comum, essas enzimas possuem um dominio de
ligacdo de zinco com estruturas muito semelhantes entre si (GUTIERREZ e
RUCAVADO, 2000). A familia metzincina pode ser subdividida nas subfamilias
reprolisinas, serralisinas, astacinas e matrixinas (BODE et al., 1993; RA e PARKS,
2007). O sitio ligante de zinco da familia metzincina tem uma sequéncia de aminoacidos
comum em todas as subfamilias (HEBXHXBGBXHZ) onde H representa a histidina; E,
o0 acido glutdmico; G, a glicina; B, um residuo hidrofdébico; X, um aminoacido qualquer
e Z, um aminodcido diferente entre as quatro subfamilias, mas conservado dentro das
mesmas (MARKLAND, 1998).

As Matrixinas, metaloproteases de matriz extracelular (MMPs), podem
apresentar-se ancoradas na superficie da célula, secretadas na forma de zimogénio
[BODE et al., 1993; RA e PARKS, 2007]. As ADAMs sdo compostas por mais de 30
membros identificados em varias espécies e caracterizados como glicoproteinas,
ancoradas a membrana, com funcbes proteoliticas associadas a um dominio
metaloprotease (BOHM et al., 2005). O sitio ligante de zinco das proteases da familia
metzincina tem uma sequéncia de aminoacidos conservada (HEBXHXBGBXH). A
remocao do zinco por agentes quelantes como EDTA ou 1,10-fenantrolina, que elimina
a atividade bioldgica dessas enzimas (MARKLAND, 1998).

As metaloproteases sdo sintetizadas no citoplasma das células secretoras na
glandula de peconha e transferidas para o reticulo endoplasmatico rugoso e complexo de
Golgi e entdo transportada via granulos de secrecdo para o limen (WARSHAWSKY et
al., 1973). No reticulo endoplasmatico as proteases sdo enoveladas e as pontes
dissulfeto sdo formadas, oxidadas, glicosiladas e algumas sofrem multimerizagéo, como
em algumas desintegrinas diméricas (Plld e Plle) (FOX e SERRANO, 2008).

As metaloproteases podem ser hemorragicas ou néo, isto esta relacionado com
protedlise de proteinas da matriz extracelular e de proteinas plasmaticas como o
fibrinogénio (MARKLAND, 1998). As metaloproteases podem interagir com receptores
especificos, como as desintegrinas. Esses efeitos podem levar a vérias alteracOes
fisiopatoldgicas, tais como: inflamacdo, inibicdo da agregacéo plaquetéria, apoptose e
hemorragias. A tabela 1 mostra algumas proteases de peconhas botropicas isoladas pelo
nosso grupo de pesquisa (Laboratério de Biologia Celular e Molecular/ Area de

Ciéncias Fisioldgicas e Laboratorio de Proteinas e Produtos Naturais/ INGEB).
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Tabela 1: Exemplos de metaloproteases isoladas de peconha botropica

Metaloproteases Espécie de serpente Caracteristicas Referéncias
BthMP Bothrops moojeni Atividade fibrinogenolitica GOMES et al., 2009
e fibrinolitica
BaltMPII Bothrops alternatus Atividade a- COSTA et al.,2007

fibrinogenolitica e

incoagulavel in vivo

BmooMPa-I Bothrops moojeni Atividade fibrinolitica BERNARDES et al.,
2008
MOO3 Bothrops moojeni Atividade fibrinogenolitica | OLIVEIRA et al.; 1999
BleucMP Bothrops leucurus Atividade fibrinogenolitica GOMES et al.; 2011

4- Coagqulacao Sanguinea

Um conjunto de a¢des coordenadas por uma série de sinais quimicos
interdependentes, manteém um arrojado balan¢o entre a formacéo do codgulo sanguineo
até sua completa dissolucdo (fibrindlise). Esse equilibrio interno ¢ denominado de
hemostasia (BRAUD et al., 2000).

A coagulacdo ocorre pela acdo de algumas serinoproteases sobre a cascata
trombolitica. Algumas dessas moléculas conduzem a formacdo de trombina e
consequentemente o coagulo. Este evento ocorre em uma superficie vascular e tem
objetivo de prevenir perda de sangue e também para evitar formacdo de coagulos
inapropriados (BODE, 1993).
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Figura 1.7: Cascata de coagulacdo e formacdo de fibrina pelas vias intrinseca e
extrinseca (DAVIE, 2003).

4.1 - Processo de coagulacédo sanguinea

O processo de coagulacdo sanguinea pode ser resumido em 3 etapas que

ocorrem concomitantemente.

A primeira etapa, denominada Espasmo do Endotélio Vascular, consiste na
contracdo da musculatura lisa na regido do vaso afetado, logo ap6s a lesdo, diminuindo,

portanto, a area de escape sanguineo (HARKER, 1997).

Em sequéncia, ocorre a formagao do “tampao plaquetario”, no qual plaquetas
discdides circulantes no sangue passam a interagir com proteinas subendoteliais como
colageno, fibronectina e vibronectina por meio de glicoproteinas de membrana e pelo
complexo de glicoproteinas la/lla da membrana plaquetaria. Ocorre mudanca
conformacional das plaquetas e liberacdo de serotonina, ADP e tromboxanas A2, que
atraem outras plaquetas (KORNALIK, 1985).

Por fim, a coagulacdo do sangue acontece por meio de reagdes quimicas, das
quais a primeira é a conversdo de fibrinogénio em uma rede insoltvel de fibrina. Esta,
entdo, interage com as plaquetas aderidas ao tampéo plaquetario, formando o coagulo

(MACFARLANE, 1964). Nos mamiferos, a coagulacdo ocorre por duas vias
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interligadas: a via intrinseca e a via extrinseca (DAVIE E RATNOFF, 1964) (Figura
1.7). Estas vias convergem com objetivo comum de ativar o fator X que culmina na
formagdo do coagulo de fibrina (DAVIE, 2003).

O inicio da via intrinseca se da pela fase de contato. Esta envolve o fator XIlI,
pré-calicreina, HMWK (cininogénio de alto peso molecular) e fator XI. O processo
ocorre independente de célcio e fosfolipideos, entretanto é necessario uma superficie
ativa carregada negativamente que desencadeia a unido dos fatores de contato. O fator
X1 faz uma reacdo ciclica com a pré-calicreina e é entdo clivado transformando em sua
forma ativa fator Xlla. Este converte fator XI em fator Xla e pré-calicreina em
calicreina (DAVIE, 2003).

O fator IX, ligado ao calcio e fosfolipideos € clivado para gerar fator IXa, o qual
ndo tem atividade enzimatica, mas é importante na ultima fase da via intrinseca, que é a
formagéo do fator Xa. Os fatores coagulantes (IXa, X e VIII) formam um complexo
multimolecular na presenca de fosfolipideos e calcio, que transformam a forma inativa
do fator X em ativa (FXa).

Na via extrinseca, a ativacdo ocorre no momento da lesdo. Nela, o fator VII se
liga ao fator tecidual formando um complexo, ativando entdo o fato VII, por clivagem
de um peptideo interno. O fator Vlla ativa o fator X por quebrar um peptideo na cadeia

pesada e também, por protedlise limitada, acontecendo, entdo, a ativacao do fator X.

Apds formacdo do fator Xa nas duas vias, elas convergem para o ponto de
producdo de trombina. Neste momento, o fator Xa ativa o fator V e forma um complexo
em presenca de célcio e fosfolipideos chamado de complexo ativador de protrombinase.
Este complexo converte protrombina em trombina (DAVIE, 2003).

O fibrinogénio € uma molécula globular simetricamente dimérica. Cada unidade
do dimero ¢ composto de trés cadeias designadas Ao, BB e vy, unidas por pontes
dissulfeto (WOLBERG, 2007). A transformacdo do fibrinogénio soluvel em gel de
fibrina procede em trés passos: agdo proteolitica, polimerizacdo e estabilizacdo
(KORNALIK, 1985) (Figura 1.8).
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Figura 1.8: Estrutura do fibrinogénio, proteina plasmatica dimérica formada por trés
pares de cadeias polipeptidicas ligadas por pontes dissulfeto.

Fonte: HTTP://tollefsen.wustl.edu/projects/coagulation.html Acesso em 12/02/2011

Para quebrar a cadeia do fibrinogénio, a trombina se liga na regido central da
molécula clivando as ligagcdes peptidicas arginina-glicina, removendo peptideos N-
terminais nas cadeias Aa e BP. Consequentemente, os fibrinopeptideos A (FpA)
composto de 16 residuos de aminoacidos e os fibrinopeptideos B (FpB) sao liberados,
formando entdo o mondémero de fibrina, o qual denominamos de coagulo frouxo. Para
fortalecer o coagulo uma transglutaminase (o fator XII1) é ativada por acéo do calcio e
trombina, para introduzir ligacGes cruzadas entre os mondmeros de fibrina, formando
um coagulo insolavel e resistente a protedlise (KORNALIK, 1985; WOLBERG, 2007).

Para restabelecer o fluxo sanguineo, ocorre fibrinélise (dissolu¢do do coagulo).
Este evento € estimulado pelo sistema fibrinolitico e controlado por uma serinoprotease

denominada plasmina, produzida pela ativacdo do plasminogénio (SWENSON, 2005).

4.2- Influéncia da peconha ofidicas sobre a hemostasia

Segundo Markland (1998), define-se hemostasia como processos fisioldgicos
gue, em conjunto, agem para manter o sangue fluido nos vasos normais. Em caso de
lesdo vascular, os processos hemostaticos sdo ativados rapidamente para promover a
formacgédo do tampdo hemostatico, evitando a hemorragia. Para que isso ocorra, logo
apos a lesdo do tecido, trés atividades sdo realizadas para promover o estancamento
sanguineo, sao elas: espasmo do endotélio vascular, formacdo do tampéo plaquetario e

coagulagdo sanguinea.

O sistema hemostatico humano é alvo de peconha de serpentes viperideas. Essas
toxinas agem alterando a hemostasia. Muitas das enzimas da pegonha séo fosfolipases

A, nucleotidases, fosfodiesterases, L-amino oxidades, metaloproteases e
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serinoproteases, enquanto outras, como desintegrinas e lectinas tipo-C, ndo possuem
atividade enziméatica (MARKLAND, 1998). Existem ainda as metaloproteases pro-
coagulantes que sdo ativas sobre um substrato protéico, desprovidas de atividade
hemorragica e com atividade coagulante residual, como por exemplo a MPB. Esta
enzima isolada por Moura da Silva e colaboradores (2003), possui atividade

caseinolitica, ndo causa hemorragia e possui atividade coagulante discreta.

Os principais componentes ativos que interferem na hemostasia séo agrupados
em:

a) Procoagulantes: ativadores de fatores V, X, IX e protrombina, assim como
proteases similares a trombina ( “thrombin-like”).

b) Anticoagulantes: fosfolipases A, e a proteina C, que induz a formacdo dos
complexo fator IX/X, inibindo a trombina.

c) Fibrino(geno)liticas: proteases que agem sobre fibrinogénio, fibrina e toxinas
ativadoras de plasminogénio.

d) Hemorraginas: enzimas que degradam proteinas da membrana basal do
endotélio.

e) Acdo sobre plaquetas: proteinas que induzem ou inibem a agregacdo

plaquetaria.

A interferéncia de toxinas presentes em peconhas de serpentes na hemostasia
ocorre, muitas vezes, devido a caracteristicas Unicas de atividade enzimatica, estrutura e
ligacdo. Em suma, as toxinas de peconhas de serpentes sdo ferramentas importantes para

estudos bésicos de hemostasia, principalmente relativos a funcéo plaquetéria.
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Abstract

A fibrinogenolytic metalloproteinase from Bothrops moojeni venom, named Moojenin,
was purified by a combination of ion-exchange chromatography on DEAE-Sephacel
and gel filtration on Sephacryl S-300. SDS-PAGE analysis indicated that Moojenin
consists of a single polypeptide chain and had a molecular mass of about 45 kDa, under
reducing conditions and 30 kDa, under non-reducing conditions. The N-terminal
sequence of Moojenin was determined to be LGPDIVSPPVCGNELLEYV and it showed
identity with many other snake venom metalloproteinases. The enzyme cleaves the Aa-
chain of fibrinogen first, followed by the Bf-chain, and shows no effects on the y-chain.
Moojenin showed coagulant activity on bovine plasma about 3.1 fold lower than crude
venom. The fibrinogenolytic activity of Moojenin was abolished by preincubation with
EDTA, 1,10-phenanthroline and [-mercaptoethanol, which also inhibited the coagulant
activity. The coagulant activity was also inhibited by benzamidine and leupeptin.
Moojenin showed maximum activity from 30 to 40 °C and the optimal pH was 4. Its
activity was completely lost at temperatures above 50 °C. Moojenin caused relevant
morphological alterations in liver and muscle, but it did not cause histological
alterations in the lung, kidney and heart of mice. Moojenin rendered the blood
uncoagulable when it was intraperitoneally administered to mice. Moojenin may be of
medical interest because its anticoagulant activity can be explored for the prevention

and treatment of a wide range of thrombotic disorders.

Keyword: Snake venom; Bothrops moojeni; metalloproteinase.
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Resumo

Uma metaloprotease fibrinogenolitica da peconha da serpente Bothrops moojeni
denominada Moojenina, foi purificada por uma combinacdo de cromatografias, sendo
uma de troca idnica em DEAE-Sephacel e outra de gel filtragdo em Sephacryl S-300. A
andlise em SDS-PAGE indicou que Moojenina consiste em uma Unica cadeia
polipeptidica e possui massa molecular de aproximadamente 45 kDa, sob condi¢cbes
redutoras e 30 kDa, sob condi¢bes ndo-redutoras. A sequéncia N-terminal de Moojenina
foi determinada por LGPDIVSPPVCGNELLEV e mostrou homologia com muitas
outras metaloproteases de peconha de serpentes. A enzima cliva primeiro a cadeia Aa
do fibrinogénio bovino, seguido pela cadeia Bf, ¢ ndo mostra efeitos sobre a cadeia y. A
Moojenina apresentou atividade coagulante sobre plasma bovino cerca de 3,1 vezes
menor que a peconha bruta. A atividade de fibrinogenolitica da Moojenina foi inibida
pela pré-incubacdo com EDTA, 1,10-fenantrolina e B-mercaptoetanol, que também
inibe a atividade coagulante. A atividade coagulante também foi inibida por
benzamidina e leupeptina. A Moojenina mostrou atividade maxima entre 30-40°C e o
pH 6timo foi de 4. Sua atividade foi completamente perdida em temperaturas superiores
a 50°C. A Moojenina causou relevantes altera¢cbes morfologicas no figado e no
musculo, mas ndo causou alteracdes histolégicas no rim, pulméo e coracdo de ratos.
Essa metaloprotease causou incoagulabilidade sanguinea quando foi administrada em
camundongos por via intraperitoneal. A Moojenina pode ser de grande interesse
médico, pois a sua atividade anticoagulante pode ser explorado para a prevengdo e

tratamento de uma ampla gama de distdrbios trombaticos.
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1. Introduction

Snake venoms are a combination of many different proteins and enzymes, which have a
diverse array of actions both on prey and human victims. Many of these proteins play
many important roles such as to kill or immobilize the prey as well as assist in the
digestion process (Kochva et al., 1983; Mackessy, 1988; Braud et al., 2000; Mackessy
etal., 2003; Lu etal., 2005). Envenoming induced by the genus Bothrops is
characterized by a complex pathophysiology which has been classified as local or
systemic manifestations. Local effects are characterized by hemorrhage, necrosis,
edema and intense pain. Systemic manifestations include coagulopathy, internal
hemorrhage, cardiovascular shock and acute renal failure (Ribeiro and Jorge 1997;
Franca; Malaque, 2003). The severity of the snakebite accidents depends
on several factors such as age and size of the victim, number of
bites, amount of venom injected, species and size of snake involved, sensitivity of the
victim, pathogens present in the mouth of the serpent and the treatment (Russel, 1973).
B. moojeni, popularly known as caicaca or jararacdo, is a large pitviper predominantly
found in Central and Southeastern Brazil. This species is responsible for the most
snakebite accidents registered in the Hospital of Clinics of Federal University of
Uberlandia-MG (Da Silva et al., 2003). B. moojeni venom is rich in proteolytic
enzymes, which are associated with specific biological activities, such as hemorrhagic,
coagulant and anticoagulant activities and they are characterized by mainly affecting the
hemostatic mechanism (Stocker and Barlow, 1976; Serrano et al., 1993a; Serrano et al.,
1993b; Oliveira et al., 1999; Bernardes et al., 2008; Gomes et al., 2009). In the present
work, we describe the purification procedure and partial characterization of a

fibrinogenolytic metalloproteinase which probably was originated from the autolysis
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processes of a PllIb class of snake venom metalloproteinases (SVMPs) from B. moojeni

venom.

2. Material and methods

2.1. Material

Desiccated B. moojeni venom was purchased from Bioagents Serpentarium (Batatais-
SP, Brazil). Acrylamide, ammonium persulfate, aprotinin, benzamidine, bromophenol
blue, ethylenediaminetetracetic acid (EDTA), bovine fibrinogen, S-mercaptoethanol,
N,N'-methylene-bis-acrylamide, leupeptin, phenanthroline, phenylmethylsulphonyl
fluoride  (PMSF), sodium  dodecyl sulfate (SDS) and  N,N,N N-
tetramethylethylenediame (TEMED) were from Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO,
USA). Glycine, Tris, molecular weight markers for electrophoresis and all
chromatographic media were from Amersham Pharmacia Biotech. All other reagents

used were of analytical grade.

2.2. Animals

The male Swiss mice (20 g £ 5 g) were obtained from the Federal University of
Uberlandia (Uberlandia-MG, Brazil). The animals were housed in a temperature-
controlled room (23°C) on an automatic 12 h light/dark cycle (6 a.m. to 6 p.m. of light
phase). Food and water were freely available until the beginning of the experiments.
The experimental protocol was approved by the Ethics Committee on Animal
Experimentation of the Federal University of Uberlandia (CEUA/UFU, Protocol

number 028/09).
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2.3. Isolation of Moojenin

Purification was carried out in two stages. Bothrops moojeni crude venom (400 mg) was
dispersed in 2.0 mL of 0.05 mol/L ammonium bicarbonate buffer (pH 7.8), clarified by
centrifugation at 10,000xg for 10 min and applied on DEAE-Sephacel column
(1.5 x 15 cm). The chromatography was carried out at a flow rate of 40 mL/h, with a
convex concentration gradient of the same buffer (0.05— 0.6 mol/L). The seventh
fraction, named D7, was pooled, lyophilized, dissolved in 2.0 mL of 0.05 mol/L
ammonium bicarbonate (pH 7.8) and submitted to second stage separation by using a
HiPrep Sephacryl S-300 column (2.6 x 60 cm). Samples were eluted from this column
with the same buffer at a flow rate of 1 mL/min. All peaks were monitored by

absorbance at 280 nm. Isolated enzyme was named Moojenin.

2.4. Protein analyses

Protein concentration was determined by the method of Itzhaki and Gill (1964), using
bovine serum albumin as standard. Electrophoresis using sodium dodecyl sulfate
polyacrylamide gels (SDS-PAGE) was performed as described by Laemmli (1970)
using 14% gels and stained with Coomassie blue R-250. The relative molecular mass of

the Moojenin was estimated by Kodak 1D image analysis software.

2.5. N-terminal sequencing

The N-terminal sequence of Moojenin was determined by Edman degradation (Edmam
and Begg, 1967), performed on an automated sequenator model PPSQ-33A (Shimadzu
Co., Kyoto, Japan). The identity of the primary sequence of Moojenin compared with

other proteins was searched by using BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cqi).

The amino acid sequences of four members of the PIIIb class of SVMPs were retrieved
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from the National Center for Biotechnological Information (www.ncbi.nih.nlm.gov) and

aligned using MultAlin Interface Page (Corpet, 1988).

2.6. Fibrinogenolytic activity

Fibrinogenolytic activity was assayed as described by Edgar and Prentice (1973),
partially modified. Fibrinogen (1 mg/mL) and Moojenin (10 pg) were mixed 1:100
(w/w) and the mixture was incubated in (pH 4.0, 7.0 and 10.0) buffer saline at 37 °C for
different time intervals (15, 30, 45, 60, 90 and 120 min). The reaction was stopped by
the addition of an equal volume of a denaturing buffer containing 2% sodium dodecyl
sulfate (SDS) and 10% f-mercaptoethanol. Reaction products were analyzed by SDS—

PAGE.

2.7. Heat stability

Moojenin and fibrinogen dissolved in phosphate, pH 4.0, were incubated for 15 min at
30-80 °C and the remaining fibrinogenolytic activity was determined as described

above.

2.8. Determination of coagulant activity

The coagulant activity of the Moojenin was assayed on bovine plasma. The samples
were collected into 3.8% sodium citrate (9:1, v/v) and centrifuged at 2.500xg for 15 min
at 4 °C to obtain platelet-rich plasma. Coagulant activity was determined by mixing
10 pg of Moojenin with 200 pL of citrated bovine plasma at 37 °C. Clotting formation

was monitored by a coagulometer (CLO Timer) in intervals of 5 s for 5 min.
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2.9. Enzyme inhibitors

Inhibition of fibrinogenolytic and coagulant activities was determined by incubating
Moojenin (10 pg) dissolved in 200 uL. of phosphate, pH 4, for 15 min at room
temperature (25 °C) with one of the following inhibitors: 5 mmol/L benzamidine,
5 mmol/L B-mercaptoethanol, 5 mmol/L leupeptin, 5 mmol/L 1,10 phenanthroline and
5mmol/L EDTA. Fibrinogenolytic and procoagulant activities were determined as

previously described in Section 2.6 and 2.8, respectively.

2.10. Defibrinating activity

Defibrinating activity was tested using the method of Gene et al. (1989), with slight
modifications. Briefly, four Swiss mice (18-20 g) were intraperitoneally (i.p.) injected
with 50 ng of Moojenin dissolved in 200 uL saline; control animals received only
200 pL saline. After 1 h, animals were sacrificed by an overdose of ketamine/xylazine
and bled by cardiac puncture. Whole blood was placed in tubes and kept at 25-30 °C

until clotting occurred.

2.11. Histological analysis

In order to evaluate the systemic effects, the experimental animals (n=4) were i.p.
injected with 50 pg of Moojenin, dissolved in sterile saline (50 uL). The myotoxic
activity was evaluated by intramuscular injection of the Moojenin (50 ug/50 pL sterile
saline) in the gastrocnemius muscle of the mice. Control group received 50 pL of sterile
saline under identical conditions. After 24 hours, mice were killed by an overdose of
ketamine/xylazine and the heart, lung, liver, kidney and gastrocnemius muscle were
dissected out. For histological analysis, tissues were placed in 10% formaldehyde and
processed routinely for embedding in paraffin. Thick sections (5 pum) were prepared and

stained with hematoxylin-eosin (HE) for light microscopic observation.
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3. Results and Discussion

Since the 60's, Nahas and colleagues showed that Bothrops venoms coagulate
the plasma either via a direct action on fibrinogen or via the activation of factors 11 and
X (Nahas et al., 1964). In this work, we describe the purification procedure and partial
characterization of a fibrinogenolytic metalloproteinase with coagulant activity from B.
moojeni venom. Fractionation of crude B. moojeni venom (400 mg) by ion-exchange
chromatography on a DEAE-Sephacel column produced eight major protein peaks
named D1 to D8 (Fig. 1A). The main coagulant activity was detected in D3 and D7
fractions (data not shown). D7 fraction was further fractionated in Sephacryl S-300
column (Fig. 1B). This chromatographic procedure allowed us to isolate a
fibrinogenolytic enzyme which was named Moojenin. The enzyme showed a great
purity level, as observed in electrophoresis gel. SDS-PAGE analysis indicated that the
Moojenin consists of a single polypeptide chain and had a molecular mass of about 45
kDa, under reducing conditions and 30 kDa, under non-reducing conditions (Fig. 1C).
In the presence of the reductor agent, the enzyme presents itself in a unfold state, in
which his migration trough the gel is restricted. To improve the purity degree, the
Moojenin was applied on a C2/C18 reverse-phase HPLC column, which disclosed a
single peak (data not shown) and this pure peak was submitted to an automated N-

terminal sequenator.

The 18 amino acid residues of the N-terminal of Moojenin resulted in the amino
acid sequence LGPDIVSPPVCGNELLEV, as seen in Fig. 2. This primary sequence
was submitted to BLAST and Moojenin shared high degree of identity with proteins of

the PllIb class of SVMPs.

Metalloproteinases PllIb subclass can undergo proteolysis/autolysis generating

the disintegrin-like and cysteine-rich domains (DC domain) (Fox and Serrano, 2005).
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Both the nascent SVMPs and the processed DC domains have been isolated from
viperid venoms (Fox and Serrano, 2005; Fox and Serrano, 2008). The unprocessed and
mature forms of Pllls have been found in venoms (Shimokawa et al., 1997; Moura-da-
Silva et al., 2003; Fox and Serrano, 2008). However, no protease domain from a PllIb

has been isolated from snake venom (for review, see Fox and Serrano, 2008).

The spacer region, or linker, with the sequence EPLGTDIISP separates the M
domain from the DC domains and includes a proteolytic site (Assakura et al., 2003;
Moura-da-Silva et al., 2003; Muniz et al., 2008), but the cleavage site is not yet known.
It has been observed that a degree of proteolytic processing occurs at the spacer domain
in some members in each of the P classes, whereas in some PlIl SVMPs, the spacer
region is not processed (Fox and Serrano, 2008). For example, the processed Plllb
catrocollastatin-C has a spacer domain linked to the disintegrin-like domain (Fox and
Serrano, 2008) and Moojenin sequence shows significant sequence conservation with
this region, as observed in Fig. 2. In the other hand, native jararhagin-C (Usami et al.,
1994) and ALT-C (Souza et al., 2000) contain only the DC domains with the amino acid
sequence IISPPVCGNELLEYV, which indicates that the D domain begins at 11e210
(Muniz et al., 2008). This leads the authors to speculate that Moojenin is a processed
metalloproteinase belonging to Plllb subclass and it contains the spacer domain and,

presumably, the DC domains.

One striking observation is the presence of a proline (Pro208, numbering
according to Bothropasin, PDB: 3DSL) at the spacer domain in Moojenin, while a
threonine (Thr208) is observed in the other sequences used in the alignment
(Bothropasin, Jararhagin, Catrocollastatin and Acurhagin). Additional studies are
necessary to speculate how the substitution by a rigid and cyclic apolar amino acid can

interfere in the structure or function of Moojenin.
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The proteolytic activity of the Moojenin was assayed on bovine fibrinogen.
Moojenin degraded fibrinogen, as evidenced by the appearance of new protein bands at
the bottom of the gel. Apparently, Moojenin completely degraded the Aa-chain and
Bp-chain of fibrinogen, in a time-dependent manner (Fig. 3A). The Ao—chain was
totally degraded with the lowest time (15 min), while BB-chain was degraded with the
highest time (90 min). The y-chain appeared unaffected throughout the incubation
period examined. The optimal temperature range for the degradation of chains of
fibrinogen was determined to be 30 - 40 °C. Activity was completely lost at > 50°C
(Fig. 3C). The digestion pattern of Moojenin is similar to other purified
metalloproteinases from bothropic venom, for example, BleucMP from B. leucurus
(Gomes et al., 2011), BlaH1 from B. lanceolatus (Fer-de-lance) (Stroka et al., 2005)
and BmooMPa-I from B. moojeni (Bernardes et al., 2008). All these enzymes are
classified as a-fibrinogenases. They degrade the Aa-chain of fibrinogen first, followed
by the BS-chain, and show no effect on the y-chain.

SVMPs are usually more active in pHs ranging from neutral to basic (Manning,
1995; Xu et al., 2004). Interestingly, for the first time, we demonstrated the action of a
protease at acidic pH. Moojenin degrades chains of fibrinogen at pH 4, but not in pHs
ranging from neutral to basic (Fig. 3B). Chelating agents such (5 mmol/L) EDTA and
(5 mmol/L) 1,10 phenanthroline and p-mercaptoethanol partially inhibited the
fibrinogenolytic activity of the enzyme. In contrast, benzamidine, leupeptin and PMSF
did not affect either activity (fig. 3D).

In recent decades, numerous snake venom serine and metalloproteinases have
been isolated and characterized (Serrano and Maroun, 2005). These proteases affect, for

example, fibrinogenolysis, platelet aggregation, complement system, blood pressure
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and blood coagulation (Zhang et al., 1998; Markland, 1998; Castro et al., 2004; Kini,

2005; Serrano and Maroun, 2005).

Interestingly, Moojenin presented coagulant activity. These results are according
with the finding by Moura da Silva and colls (1991). These authors also purified a
metalloproteinase, denominated MPB, with a residual coagulant activity. Coagulant
activity on bovine plasma of crude venom was about 3.1 fold higher than Moojenin
(Table 1). Table 2 shows the effects of several inhibitors on the coagulant activity of
Moojenin. Incubation of the isolated enzyme for 15 min at 37 °C with leupeptin and
1,10 phenanthroline (5 mM) completely abolished its fibrinogenolytic activity. The
activity of the enzyme was partially abolished by EDTA (50%), S-mercaptoethanol

(66%) and benzamidine (45%).

Our results showed that Moojenin (50 pg) rended the blood uncoagulable when
administered to mice. Moojenin acts in vivo apparently by depleting the circulating
fibrinogen. These data suggest the potential use of this enzyme as an anticoagulant for

the prevention and treatment of a wide range of thrombotic disorders.

Myotoxicity is very common in Bothrops envenoming, generally associated with
other local effects as hemorrhage, edema and pain (Nishioka and Silvera, 1992). Several
myotoxic components were isolated from Bothrops snake venom, such as proteinases
BaH1 (Gutiérrez et al., 1995), Bhalternin (Costa, et al., 2010) and BleucMP (Gomes et
al., 2011). Histological examination showed relevant morphological alterations in
the skeletal muscle and hepatic tissues induced by Moojenin. The myonecrosis induced
by Moojenin was mainly characterized by extensive altered cell morphology and
inflammatory reaction. Figure 4B shows light micrographs of sections of mouse

gastrocnemius muscle. Moojenin caused intense myonecrosis evidenced by
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disorganized myofibrils, abundant inflammatory infiltrate (mainly polymorphonuclear

cell infiltration) and fatty degeneration.

The systemic effects of the bothropic snakebites are frequently associated with
hemorrhagic, coagulant and proteolytic activities that result in inflammatory process
and tissue destruction, triggering systemic failure (Warrell, 1995; Teibler et al., 1999).
In order to evaluate the systemic effects, the mice were i.p. injected with Moojenin (50
ug) and the heart, lung, liver and kidney were dissected out and analyzed histologically.
Figure 4E shows light micrographs of hepatic tissue evidencing necrosis and
inflammatory infiltrate in central regions of the tissue induced by Moojenin. Control
groups did not shown changes. In the lung, kidney and heart, Moojenin did not induce

histological alterations.

In this work, we also investigated the involvement of Moojenin in hyperalgesic
and oedematogenic responses. The intraplantar injection of Moojenin (50 ug) into the
rat hind-paw did not cause oedematogenic and hyperalgesic effects statistically
significant, compared to initial values (data not shown). These results indicate that

Moojenin does not participate of the genesis of these phenomena.

The high sequence identity suggest that Moojenin is a peptide constituted by
disintegrin-like domains and cysteine-rich, originated from the autolysis processes of a

metalloprotease of the PIII class.

In this work, we describe the purification procedure and partial characterization
of a fibrinogenolytic enzyme with molecular weight about 45kDa. The high sequence
identity suggest that Moojenin is a peptide constituted by disintegrin-like domains and
cysteine-rich, originated from the autolysis processes of a metalloprotease of the PlII

class. This enzyme presents optimal activity at pH 4 and 30-40°C. It is inhibited by
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EDTA, B-mercaptoethanol, 1,10 phenantroline and smaller proportion by benzamidine.
The Moojenin has a pro-coagulant activity but don’t cause bleeding. Further studies are
needed to improve your knowledge about these important activities of the SVMPs that

must be used in medicine, pharmacology and biotechnology.
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Figure 1. Purification of Moojenin. (A) Anion-exchange chromatography of crude
Bothrops moojeni venom on a DEAE—Sephacel column (1.5 x 15 cm) equilibrated with
0.0 5 mol/L ammonium bicarbonate (pH 7.8) and eluted with a convex concentration
gradient of the same buffer (0.05 — 0.6 mol/L). (B) Gel filtration of the seventh fraction
(indicated by the empty lozenge) on a Sephacryl S-300 column (2.6 x 60 cm)
equilibrated and eluted with 0.05 mol/L ammonium bicarbonate (pH 7.8). (C) SDS—
PAGE: Lane 1 - standard proteins. Lane 2 — Moojenin (10 pg) under reducing

conditions. Lane 3 — Moojenin (10 pg) non-reducing.
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Figure 2. Sequence alignment of Moojenin (bottom) and members of the PIlIb class of
SVMPs (Bothropasin, Jararhagin, Catrocollastatin and Acurhagin). Numbering is
according to Bothropasin (PDB: 3DSL). The conserved residues are boxed. Cys
residues are shaded gray. The highly conserved residues are shown in boxes black.
Alignment and figure were generated by MultAlin (CORPET, 1988) and ESPript
(GOUET et al., 1999) servers, respectively.
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Figure 3. SDS-PAGE analysis of bovine fibrinogen after digestion by Moojenin.
Lanes: 1- Control fibrinogen incubated without enzyme for 120 min. (A) 2-7 fibrinogen
incubated with enzyme for 15, 30, 45, 60, 90 and 120 min, respectively. (B) 2-4
fibrinogen incubated with enzyme in pH 4, 7 and 10, respectively. (C) 2-7 fibrinogen
incubated with pre heated enzyme for 60 min at 30, 40, 50, 60, 70 and 80 °C,
respectively. (D) 2-7 fibrinogen after incubation with enzyme and 5 mmol/L PMSF,
5 mmol/L leupeptin, 5 mmol/L benzamidine, 5 mmol/L EDTA, 5mmol/L 1, 10-

phenanthroline and 5 mmol/L S-mercaptoethanol, for 60 min, respectively.
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Figure 4. Light micrographs of sections of mouse gastrocnemius muscle (A-C) and hepatic tissue (D-F)
24 h after injection of 50 pg of Moojenin/50 pL saline, stained with hematoxylin-eosin. (A): Control mice
injected with saline: normal skeletal fibers. (B) and (C): Moojenin: notice the presence of necrosis
evidenced by inflammatory infiltrate, cell destruction and fatty degeneration. (D): Control: normal hepatic
tissue. (E) and (F): Moojenin: necrosis evidenced by morphological alteration of the hepatic cells and
inflammatory infiltrate. Letter indicates the presence of necrosis (N), inflammatory infiltrate (1) and fatty

degeneration (D).
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Table 1. Comparison of procoagulant activity of crude venom and Moojenin

Samples Procoagulant activity (s)
Plasma

Crude venom 14+1.3

Moojenin 44+ 1.6

Procoagulant activity was determined by mixing 50 pug of Moojenin with 200 puL of
citrated bovine plasma at 37 °C. Clotting formation was monitored by a coagulometer

in intervals of 5 s for 5 min . Data are expressed as mean £ SD (n = 3).

Table 2. Effect of some inhibitors on coagulant activity of Moojenin

Inhibitor Residual activity (%)
Plasma
No inhibitor 100
B-mercaptoethanol 66
EDTA 48
Benzamidine 45
Leupeptin 00
1,10 Phenanthroline 00

The Moojenin (50 pg) was treated with each protease inhibitors at the same
concentration (5 mmol/L) in buffer, pH 4 at 37 °C for 30 min. The coagulant activity
was determined as described under Materials and methods. Control was performed
without inhibitor. These values are expressed as percentages relative to control and are

given as mean £ S.D (n = 3).
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