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Apresentacao

Os acidentes ofidicos tém importadncia médica em virtude de sua grande
frequéncia e gravidade. No Brasil, os principais acidentes sdo causados por
serpentes botropicas e caracterizam-se por efeitos locais e sistémicos. Os efeitos
sistémicos mais comuns sao a indugao do estado de choque (principal causa de
morte), disturbios na coagulagdo sanguinea, alteragbes cardiovasculares,
hemorragias gastrointestinais, nauseas, vomitos e hematuria. Quanto aos efeitos
locais destacam-se dor, edema, hemorragia local e necrose tecidual, que
dependendo do local afetado, tempo decorrido entre o acidente, aplicacdo do soro
e quantidade de peconha injetada, podem levar a perda do tecido ou a amputacao
do membro.

As pecgonhas botropicas sdo um complexo de compostos biologicamente
ativos incluindo aqueles com atividade enzimatica (metaloproteinses,
serinoproteinases, fosfolipases A, Aminoacido-oxidases, entre outros) ou isentas
de agao enzimatica (desintegrinas, lectinas tipo-C, entre outros) os quais por agao
individual ou sinergicamente podem provocar resposta inflamatéria, hemorragia e
necrose tecidual, assim como alteragdes profundas no sistema hemostatico.

No presente trabalho foi isolada uma metaloprotease do veneno de
Bothropoides pauloensis e determinadas as principais propriedades estruturais,
farmacolégicas e imunoquimicas. Esses estudos nos permitem compreender
melhor a natureza dessas moléculas e abrem caminho para novos trabalhos de
pesquisa basica e aplicada

A apresentacao deste trabalho foi realizada seguindo as normas do curso
de Pds-Graduacdo em Genética e Bioquimica da Universidade Federal de
Uberlandia-MG e da Associacido Brasileira de Normas Técnicas, a ABNT, sendo
dividida em dois capitulos. O CAPITULO 1 — Introducdo geral ou revisdo
bibliografica elucidando caracteristicas das serpentes, assim como o0s
componentes presentes em suas peconhas, enfatizando principalmente as
metaloproteinases de serpentes (SVMPs). O CAPITULO 2 — apresenta o artigo
intitulado: Caracterizagdo bioquimica, funcional e imunoquimica de uma nova
metaloproteinase (BpMPI) isolada de peconha de Bothropoides pauloensis

(Bothrops pauloensis) (artigo em preparagao).



Capitulo 1:

FUNDAMENTACAO TEORICA



1. INTRODUGAO GERAL

1.1.Serpentes

As serpentes peconhentas estdo amplamente distribuidas nos paises
situados entre as latitudes 50°N e 50°S no hemisfério ocidental e 65°N
(Escandinava) e 50°S no hemisfério oriental e podem ser encontradas em até
4000 m de altitude acima do nivel do mar, cordilheira do Himalaia e nas
Américas(WARRELL,2010) .

Aproximadamente 2650 espécies de serpentes (Caenophidia) sdo capazes
de injetar ou inocular a pegonha secretada pelas glandulas orais (glandula de

Duvernoy — Figura 1) através de presas especializadas (WARRELL, 2010).

B

compressor
glandulae

Deavicl A Warrell

Figura 1: Aparato de inoculacdo da peconha, Daboia siamensis A: Espécime dissecado B:
Diagrama Fonte: WARRELL, 2010

Existem 4 familias com grande relevancia médica: Colubridae, Elapidae,
Viperidae e Atractaspididae. A familia Viperidae é responsavel pela maioria dos
acidentes ofidicos no Brasil e seus principais representantes estdo presentes na
subfamilia Crotalinae: Caudisona (Crotalus), Lachesis, Bothropoides, Bothrops,
Bothriopsis, Bothrocophias e Rhinocerophis.

As serpentes do género Bothrops vivem, geralmente, em locais umidos,
podem ser encontradas em zonas rurais e periferias de grandes cidades.

Possuem habitos noturnos e a maioria é terricola. S4do conhecidas comumente



por: jararaca, jaracugu, urutu, cotiara, boca-de-sapo entre outros (VALLE;
BRITTES, 2008).

A maioria das espécies do género apresenta uma alimentagdo generalista,
porém ocorrem variagdes ontogenéticas, onde os animais juvenis tém preferéncia
por presas ectotérmicas (centipedes, lagartos e anfibios) e os adultos, por presas
endotérmicas (roedores e aves). As espécies B. alternatus, B. fonsecai e B.
neuwiedi alimentam exclusivamente de roedores.

A espécie Bothrops neuwiedi foi primeiramente descrita em 1824 por
Wagler. Posteriormente Amaral (1925), com base na variagcdo da coloracgao,
padrdao de manchas do corpo e cabeca, bem como ocorréncia geografica,
descreveu a espécie B neuwiedi como sendo um complexo composto por 12
subespécies, a saber: B. n bolivianus, B. n. diporus, B. n. goyazensis, B.n. lutzu,
B. n. matogrossensi, B. n. meridionalis, B n. neuwiedi, B. n. paranaensis, B. n.
pauloensis B. n. piauhyensis, B. n. pubescens, B n. urutu. Todas as subespécies
apresentam ampla distribuicdo pelas areas abertas da América do Sul, ocorrendo
no Brasil, Peru, Bolivia, Paraguai, Argentina e Uruguai.

Uma nova revisdo taxonbmica do complexo neuwiedi utilizando
caracteristicas morfométricas e qualitativas (padrdao dos desenhos, coloragao de
fundo e das manchas) elevou sete das doze subespécies do complexo neuwiedi a
categoria de espécies distintas (SILVA, 2000; SILVA, 2004; SILVA; RODRIGUES,
2008), a saber:

e B. neuwiedi (B. neuwiedi goyazensis, B. neuwiedi paranaensis, B.

neuwiedi meridionalis e B. neuwiedi urutu);

e B. diporus (B. neuwiedi diporus);

e B. lutzi ( B. neuwiedi piauhyensis; B. iglesiais);

e B. mattogrossensis (B. neuwiedi bolivianus);

e B. pauloensis;

e B. pubescens;

e B. marmoratus.

Estudos realizados por Fenwick e colaboradores (2009) a partir de
caracteristicas morfolégicas e moleculares, como analises do DNA mitocondrial

de serpentes da América Sul, reclassificaram algumas serpentes antes botrépicas
4



como pertencendo a um novo género. Nessa reclassificagdo as espécies
Bothrops neuwiedi, Bothrops lutzi, Bothrops pauloensis, Bothrops pubescens,
Bothrops diporus, Bothrops mattogrossensis, Bothrops marmoratus e Bothrops
erythromelas passaram a pertencer ao género Bothropoides, assim como as
pertencentes ao grupo jararaca (B. jararaca, B. insularis e B. alcatraz).

A espécie Bothropoides pauloensis (Figura 2), anteriormente descrita
como Bothrops pauloensis, encontra-se distribuida pelos estados de Minas
Gerais, Goias, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Sdo Paulo e provavelmente na

Bolivia.

Figura 2 Distribuigdo geografica, padrdo de manchas da espécie B. pauloensis (Fonte: SILVA,
2004; CAMPELL; LAMAR, 2004; SILVA; RODRIGUES, 2008) Exemplar (Fonte: Universidade
Federal de Uberlandia).

1.2.Composicao da peconha: aspectos estruturais e funcionais de seus

principais componentes enzimaticos

A peconha de serpente € uma complexa mistura farmacologicamente ativa
de proteinas e polipeptideos, produzidos e estocados em uma glandula altamente
especializada. Também estdo presentes citrato, ions metalicos, carboidratos,
nucleotideos e em menor propor¢ao aminoacidos livres e lipideos (Tabela 1)
(SOUZA et al., 2001 ). Apos a inoculacdo da peconha, essas proteinas e
polipeptideos atuam sinérgica ou individualmente, desencadeando reagbes
fisiopatoldgicas como paralisia, mionecrose e/ou a morte da vitima (DOLEY;KINI,
2009; KANG et al, 2011).



Essa mistura pode sofrer alteracdo em sua composicdo associada a
variagdo de habitat, dieta, sazonalidade, idade e género dos espécimes e 0s
mecanismos como ocorrem essa variagao sao pouco compreendidos (CHIPPAUX
et al., 1991; MACKESSY et al., 2003;EARL et al., 2006).

A peconha apresenta uma acao potente e letal que auxilia a serpente na
captura da presa. E uma forma de incapacitar e imobilizar sua presa (fungéo
primaria), e além de ser uma ferramenta para defesa contra predadores (fungao
secundaria) . Existem nas peconhas diferentes toxinas e essas podem ser
divididas em um grupo de proteinas que apresentam atividades enzimaticas e ha
também um pequeno grupo nao-enzimatico (ver tabela 1). Baseada em suas
estruturas, estes componentes podem ser agrupados em superfamilias de toxinas
(KANG et al., 2011).

Tabela 1: Componentes das pegonhas de serpentes da familia Viperidae e

caracteristicas quimica e funcionais *

Componente Funcao Atividade Massa
biolégica Molecular
aproximada
(kDa)
Enzimas
Fosfodiesterase Hidrélise de Hipotensao; 94 - 140
acidos nucléicos e | deplecao de di- e
nucleotideos trinucleotideos
5’-nucleotidase Hidrélise do 5'- Liberagéo 53 -82
nucleotideos nucleosideos
Alcalina- Hidrolisedas | - 90 -110
fosfomonoesterase pontes de
fosfomonoester




Hialuronidase Hidrdlise do Diminuicéo da 73
hialurénio viscosidade
intersticial intersticial —
difusdo dos
componentes da
peconha
L-aminoacido Desaminacéao Indugao de 85 -150
oxidase oxidativa dos L- | apoptose, danos
(homodimérica) aminoacidos celulares
Metaloproteinase Hidrélise de Hemorragia,
Familia M12 varias proteinas mionecrose,
reprolisina estruturais, predigestao da
P-111 incluindo presa 43 — 85
P-II componentes da 25-30
P-1 lamina basal, 20-24
fibrinogénio, etc;
Algumass sao
ativadores de
protrombina
(grupos A e B)
Serinoproteinase
Thrombin-like Hidrélise catalitica | Rapida deplecao
do fibrinogénio do fibrinogénio; 31 -36
alteracao da
hemostasia
Liberacéo de
Bradicinina pelo
Kallikrein-like Cininogénio de Induz a rapida
alto peso queda de 27 - 34
molecular; pressao
Hidroélise da sanguinea;
angiostensina imobilizagédo da
presa
Atividade
esterasica e 25-36
“Arginina esterase” peptidase
Fosfolipase A, Hidrolise Miotoxicidade, 13-15




(Grupo 1)

dependente de

Ca** do grupo 2-
acil em 3-sn-

fosfoglicerideos

mionecrose,
danos na
membrana
lipidica

Proteinas/Peptideos nao-enzimaticos

Proteinas Bloqueio dos Induz hipotermia 21-29
secretorias ricas canais cNTP
em cisteina
(CRIiSPs)
Fatores de Promover o Apoptose — 14 - 32,5
Crescimento crescimento de incerto
Neural fibras nervosas
PLA2-neurotoxinas Blolqueio da Potente 24
presinapticas (2 liberacao de neurotoxicidade;
subunidades, acetilcolina para Imobilizagdo da
acida e basica) terminais do presa
axoénio
Lectinas tipo-C Liga-se as Anticoagulante, 27 -29
plaquetas e ao modulador
receptor de plaquetario
colageno
Desintegrinas Inibe os ligantes Inibicao 52-15
de integrinas plaquetaria;
Miotoxinas — ndo- | Modifica voltagem Mionecrose, 4-53
PLA, dos canais de analgesia,
sodio; interage imobilizacédo da
com os lipidios de presa

membranas




Peptideos

Peptideos Aumenta a Dor, hipotensao; 1,0-1,5
potencializadores poténcia da imobilizagédo da
de bradicinina bradicinina presa
Tripeptideos Inibicdo de Estabilizagao 0,43-0,45
inibidores metaloproteinases dos
da peconha e componentes da
outras enzimas peconha
Componentes Organicos
Purinas e Amplos efeitos Hipotenséo, AMP= 0,392,
pirimidinas em diversas paralisia,
células apoptose, hipoxantina,
Necrose; inosina
imobilizacio da
presa
Citrato Inibicdo de Estabilizacao da 0,192
enzimas da peconha
peconha

* Modificagdo: Livro Handbook of Venoms and Toxins of Reptiles (2010)

O conhecimento da composi¢cao protéica dessas pegonhas tem uma
importancia significativa, ndo apenas no aspecto terapéutico especifico ligado a
acidentes ofidicos, mas também por revelar novos componentes com potencial
farmacoldgico, os quais podem se tornar valiosos instrumentos de pesquisa nas
diversas areas do conhecimento.

Dentre as diversas proteinas com atividade enzimatica isoladas de
(LAAO),

fosfolipases A,, serinoproteinases e metaloproteinases, cujas estruturas e

peconhas botropicas destacam-se as: L-aminoacido oxidases
mecanismos de acdo vém sendo elucidados por diferentes métodos. Estudos
protebmicos e transcriptdmicos revelaram que dentre as toxinas com alta

atividade enzimatica as metaloproteinases sdo as mais expressas em serpentes



viperideas, responsaveis pela hemorragia causada pela “picada”. Neste sentido,
Nufez e colaboradores (2009) assim como Valente e colaboradores (2009)
demonstraram os perfis de RNAs transcritos e protéico das peconhas de B.
insularis e B. atrox (Figura 3 A e B) onde as metaloproteinases foram

predominantes.

Transcriptoma B s Proteoma
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Disintegrin BPP
B | Colectin >/ K49

D49
CRISP
PI / Scrm.e
‘ proteinase
ﬁ LAO

DC-fragments

SVMP

PIIT

Figura 3 Analise venOmica de peconhas botropicas. A: B. insularis; B: B. atrox- perfil protedmico.
Fonte: NUNEZ et al., 2009; VALENTE et al., 2009.

As L-aminoacido oxidases (LAAOs — EC 1.4.3.2) sao encontradas em
peconhas de serpentes Viperidae e Elapidae (DU; CLEMETSON, 2002). Estas
proteinas sao flavoenzimas e catalisam a desaminacdo dos L-aminoacidos a a-
cetoacidos, tendo como subprodutos aménia e perdxido de hidrogénio(H,05).

As LAAOs sao glicoproteinas ligantes de Flavina Adenina Dinucleotideo
(FAD) ou Flavina Mononucleotideo (FMN), homodiméricas com massa entre 110-

150 kDa (ZULIANI et al. 2009). E exibem preferéncia por aminoacidos aromaticos
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e hidrofébicos como a fenilalanina e a leucina (KANG et al., 2011). Varios estudos
indicam que as LAAOs exercem um papel fundamental na toxicidade da pegonha,
porém os mecanismos pelos quais atuam ainda nao foram esclarecidos. Alguns
sugerem que essas enzimas sejam responsaveis pela inibicdo da agregacgéao
plaquetaria (SAKURAI et al., 2001; TAKATSUKA et al., 2001), e outros que a
agregacao plaquetaria e o efeito bactericida ocorram em fungao da produgao do
H.O, (LU et al., 2002; STABELI et al., 2004).

Dentre essa variedade de enzimas que compdem a peconha, podemos
destacar as fosfolipases A; (PLAz) que possuem a funcao de catalisar a hidrolise
de fosfolipidios de membrana, liberando acidos graxos livres e lisofosfolipideos
podendo causar fortes danos em tecidos bioldgicos (HIGUCHI et al., 2007).

As fosfolipases A, (PLA,, EC 3.1.1.4) podem ser encontradas em
diversos sistemas biologicos. Representam uma superfamilia dividida em 15
grupos de enzimas que por suas vez estdo divididas em 5 classes diferentes:
PLA, secretdria, PLA, citosolica, PLA, independente de Ca?*, PLA, associada a
lipoproteina e acetil-hidrolase/fator de agregagcao plaquetaria (PAF)
(SCHALOSKE; DENNIS, 2006).

As fosfolipases A, de pegonhas de serpentes se encontram na classe das
PLA; secretérias inseridas nos grupos Gl (provenientes de pegonhas de Elapidae)
e Gll (peconha de Viperidae). Apresentam massa molecular variando entre 14 a
18 kDa e possuem 5 a 8 pontes dissulfeto em sua estrutura. As PLAjs de
peconhas da familia Viperidae da classe Il sao subdivididas em dois grupos:
Asp49 e Lys49. As Asp 49 sdo assim chamadas porque possuem um residuo de
aspartato na posicao 49, apresentando alta atividade catalitica sobre substratos
artificiais e as Lys 49 possuem um residuo de lisina na posigéao 49, apresentando
pouca ou nenhuma atividade catalitica (ARNI; WARD, 1996; OWNBY et al, 1999;.
SOARES et al, 2004). A troca de aminoacidos aspartato (Asp) por lisina (Lys) é
suficiente para causar a perda da habilidade da proteina em se ligar no calcio
(Ca2+), um cofator essencial para fazer com que a enzima expresse sua atividade
catalitica.

As PLA; de peconha de serpentes vém sendo amplamente estudadas
devido a variedade de seus efeitos farmacoldgicos, tais como neurotoxicidade,

mionecrose, cardiotoxicidade, atividade hemolitica, hemorragica, hipotensora,
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inibicdo da agregacdo plaquetaria e anti-coagulacdo (GUTIERREZ; LOMONTE,
1997; OWNBY, 1998; OWNBY et al., 1999). Essas atividades se relacionam com
a atividade enzimatica ou podem ser totalmente independente dela (KINI; EVANS,
1989, KINI, 1997).

As peconhas botropdicas e botropicas sdo ricas em enzimas proteoliticas,
tais como serinoproteinases e metaloproteinases. As serinoproteinases (Snake
Venom SerinoProteases- SVSP) sao enzimas que afetam o sistema hemostatico
das vitimas de acidentes ofidicos, podendo alterar a agregagao plaquetaria, a
coagulagao sanguinea, a pressao sanguinea e a fibrinélise (MARKLAND, 1998).

As serinoproteinases presentes nos mais diversos organismos tém um
papel fundamental em diversos processos bioldgicos, controlando a digestao e
regulando o processo hemostatico, sistema imune e inflamatorio (KANG et al.,
2011). Estao agrupadas em seis principais Clans e subsequentemente divididas
em familias que apresentam similaridades em suas fungdes e sequéncias
(RAWLINGS et al.,, 2010). As serinoproteases presentes nas pecgonhas de
serpentes viperideas, elapideas e colubrideas (SERRANO; MAROUN, 2005)
pertencem ao clan PA e exclusivamente a familia S1 das serinoproteases
similares a tripsina (PAGE; Di CERA, 2008). E assim como a tripsina apresentam

uma triade catalitica formada pela His57-Asp102-Ser195 (Figura 4).
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i 8-§ exclusiva em SVSPs

174-loop

Figura 4 Representacéo estrutural das serinoproteases de pegonhas de serpentes. Fonte: KANG
etal.,, 2011.

Sua estrutura apresenta 12 residuos de cisteinas, dos quais 10 estdo
pareados formando pontes dissulfeto, como a tripsina. Os residuos cisteina
remanescentes formam uma ponte dissulfeto na porgdo C-terminal (Figura 4),
exclusiva das SVSPs, que é considerada importante para manter a estabilidade
estrutural e a regulacdo alostérica (MURAKAMI; ARNI, 2005; SERRANO;
MAROUN, 2005).

As SVSPs séao sintetizadas como zimogénios com aproximadamente 260
aminoacidos. Apresentam em suas estruturas pontos de glicosilacédo que lhes
conferem uma variagdo na massa molecular entre 26 e 67kDa. Apesar das
SVSPs apresentarem similaridades estruturais com identidade entre suas
sequencias de 50-80%, elas podem exibir fungdes e especificidades difererentes
(SERRANO; MAROUN, 2005). Assim, as SVSPs podem ser agrupadas em (a)
enzimas coagulantes do fibrinogénio (“thrombin-like”), (b) ativadores de
plasminogénio (PA), (c) cininoliberadores (Kallikrein-like) (WANG et al., 2001).

Serinoproteases de pecgonhas de serpentes pertencem a uma grande
familia de peptidases responsaveis pelas alteragcdes no sistema hemostatico.
Algumas dessas enzimas sdo denominadas “thrombin-like” por serem capazes de

clivar o fibrinogénio, mas apesar de possuirem uma ag¢ao semelhante a trombina,
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ocasionam apenas a formagao de um coagulo frouxo, por ndo serem capazes de
ativar o fator XllI, responsavel pela estabilizagdo do coagulo de fibrina (BRAUD et
al, 2000).

A sequéncia motivo do sitio ativo € altamente conservada nas
serinoproteinases de peconhas ofidicas com acdo semelhante a trombina
(SVTLEs), no entanto, existem algumas diferengcas no que diz respeito a
especificidade da atividade catalitica sobre o fibrinogénio, quando comparadas
com a trombina. Algumas SVTLEs clivam ambas as cadeias do fibrinogénio, Aa e
Bp, liberando fibrinopeptideos A (FpA) e fibrinopeptideos B (FpB), mas a maioria
delas atuam preferencialmente em apenas uma das cadeias do fibrinogénio Aa. ou
BB (PIRKLE, 1998; MARKLAND, 1998; MATSUI et al., 2000; BORTOLETO et al.,
2002).

SVTLEs possuem diferentes atividades bioldgicas no sistema hemostatico
e vale dizer que elas também podem atuar em outros processos, como nos
sistemas complemento, nervoso e renal (TORRENT et al., 2007). Contudo, a
literatura mostra que as SVTLEs sao extremamente diversas podendo apresentar
atividades especificas préprias o que as tornam importantes ferramentas para a

investigacdo de mecanismos bioldgicos.

1.3. Estrutura e fungao de Metaloproteinases

Metaloproteinases s&o enzimas hidroliticas do tipo endopeptidases
(E.C.3.4.2.4) que dependem da ligagado de um metal, geralmente o zinco, em seu
sitio catalitico para manifestacdo de suas atividades. Estas enzimas variam
amplamente em filogenia (de bactérias até mamiferos) e nas suas atividades in
vivo (BLUNDELL 1994). De acordo com similaridades estruturais, as
metaloproteinases zinco dependentes sao classificadas em quatro grupos
distintos (HOOPER 1994): 1- Zincinas: contém a sequéncia conservada HEXXH,
como motivo de ligagdo ao zinco; 2- Inverzincinas: possuem o dominio Zincina
invertido (HXXEH) de ligagdo ao zinco; 3- Carboxipeptidase: que possui o
motivo de ligagdo ao zinco, HXXE; e 4- DD-carboxipeptidase: que apresenta o

motivo de ligagcdo ao zinco HXH. Para ligagdo ao metal, todos os grupos
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possuem como 1° e 2° ligantes residuos de histidina, exceto as
carboxipeptidases. Ja o terceiro ligante pode ser um residuo de histidina (exceto
nas inverzincinas) ou um acido glutdmico (zincinas e inverzincinas). O maior
grupo é representado pelas Zincinas, subdivididas em Gluzincinas (aquelas em
que o terceiro ligante do zinco € o acido glutamico) e Metzincinas (cujo terceiro
ligante do zinco € uma histidina).

O grupo das gluzincinas é composto pelas familias das termolisina,
endopeptidase-24.11, aminopeptidase, enzima conversora angiotensina,

endopeptidase-24.15 e neurotoxinas do tétano e do botulismo.

As Metzincinas sao subdivididas em Astacinas (encontradas em
crustaceos), Serralisinas (encontradas em bactérias), Matrixinas (encontradas na
matriz extracelular de mamiferos), Leishmanolisinas e Pappalisinas), Reprolisinas
(presentes nas pegonhas de serpentes, as proteinas reprodutivas de mamiferos —
ADAMs e ADAMTs (A Disintegrin And Metalloproteinase with Thrombospondin
motifs) (BODE et al, 1993; HOOPER, 1994; STOCKER et al, 1995; MATSUI et al,
2000; FOX; SERRANO, 2005; WANG et al, 2005;GOMIS-RUTH, 2009)

As metaloproteinases da familia “Metzincin” sdo dependentes de zinco e
possuem um residuo de metionina em comum na volta abaixo do sitio ativo e um
segmento em hélice carboxi-terminal, contendo dois ou trés residuos de histidina
envolvidos no sitio de ligacdo do zinco. A volta de metionina forma uma base
hidrofébica sob o centro ativo da hélice e da cavidade de ligagdo do substrato. O
sitio ligante de zinco possui uma sequéncia de aminoacidos comum nos
diferentes membros desta familia de metaloproteinases, HEBXHXBGBXH, onde
H é uma histidina, E é o acido glutdamico, G é a glicina, B € qualquer residuo

hidrofébico, X é qualquer aminoacido (Figura 5).
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usualmente =, exceto nas astacinas

C nas adamalisinas

5 mas astacinas

A na matoria da MAMPs
5 nas serralisinas

N nas papalisinas

D mas adamalisinas

E nas astacinas

5 na maioria das MMPs
P nas serralisinas

V mas papalisinas

c

Figura 5 Representacédo esquematica da estrutura do sitio ativo das metaloproteinases da familia
das metzincinas (STOCKER ; BODE, 1995)

As metaloproteinases sao secretadas como zimogénios e sao ativadas
geralmente por hidrolise de um pré-dominio através de um mecanismo cisteina
switch. Neste mecanismo, o grupo tiol de um residuo de cisteina presente numa
sequéncia altamente conservada (PKMCGVT), adjacente ao dominio protease,
esta coordenado ao ion zinco do sitio ativo, dessa forma bloqueando a funcao
enzimatica. O complexo simultaneamente bloqueia o sitio ativo e provavelmente
exclui a agua da esfera de coordenagdao do atomo de zinco. Todas as zinco
hidrolases ativas possuem uma molécula de agua como um quarto ligante que &
essencial para a catalise.

O dominio catalitico da protease é representado pelo zinco catalitico ligado
por trés residuos de histidina presentes na sequéncia de consenso
HEXXHXXGXXH formando um sitio ativo em hélice. A por¢cao N-terminal da
protease madura comecg¢a na alga a esquerda da molécula. No modelo de
zimogénio a regido N- terminal é alongada por um pro-peptideo que possui a
sequéncia PKMCGV, onde o grupo tiol de uma cisteina se liga ao zinco do sitio
catalitico. A interrupgcédo da interagao cisteina-zinco causa ativagcdo da molécula,
mecanismo conhecido como cisteina-switch. A ativagdo fisiolégica das
metaloproteases € provavelmente iniciada por proteases que clivam sitios
especificos dentro do propeptideo, mas a ativacao final das metaloproteinases
para a forma madura requer a retirada do propeptideo inteiro por um mecansimo
de autdlise (MATRISIAN, 1992; GRAMS et al.,, 1993). Estas metaloproteinases
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também podem ser ativadas por agentes oxidantes, surfactantes, metais pesados,
entre outros, que modificam o residuo de cisteina e dessa forma promovem a
desestabilizagdo da ligagdo do zinco com o grupo tiol da cisteina ativando a
enzima (SPRINGMAN et al., 1990).

Figura 6 Modelo de zimogénio da adamalisina uma metaloproteinase isolada do veneno da
serpente Crotalus adamanteus (GRAMS et al., 1993).

1.3.1. Metaloproteinases de pe¢onhas de serpentes (SVMPs — Snake

Venom Metalloproteinases)

As metaloproteinases de venenos de serpentes (SVMPs — Snake Venom
Metalloproteinases) compreendem um amplo grupo de proteinas da familia zinco
dependentes, que juntamente com as ADAMs (A Disintegrin And
Metalloproteinase) e as ADAMTs (A Disintegrin And Metalloproteinase with
Thrombospondin motifs) pertecem a subfamilia das Reprolisinas. Essas enzimas
apresentam grande homologia no dominio metaloproteinase e em alguns casos,
nos dominios localizados na porcdo carboxi-terminal subsequente (FOX;
SERRANO, 2008).

Estima-se que no minimo 32% das proteinas presentes nas peconhas
viperidicas sejam metaloproteinases (FOX; SERRANO, 2008). Essas enzimas
sao responsaveis pelas alteragbes no sistema hemostatico e por causar
hemorragias locais e sistémicas. Atuam na degradagdo dos componentes da
membrana basal vascular, que leva ao extravasamento sanguineo. Essas toxinas

sdo responsaveis por outros efeitos (como edema, necrose, apoptose e
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inflamacdo) que caracterizam a lesdo tecidual apés o envenenamento
(GUTIERREZ; RUCAVADO, 2000; MATSUI et al., 2000; LAING et al., 2003;
GUTIERREZ et al., 2005).

Em geral, a acdo in vitro das SVMPs esta relacionada a protedlise dos
componentes da matriz extracelular (colageno tipo IV, laminina, fibronectina),
proteinas do plasma (fibrinogénio, fibrina, fator de Von Willenbrand, protrombina)
e proteinas da superficie celular (integrinas e caderinas). Além disso, SVMPs séo
capazes de interagir com receptores das plaquetas, de células endoteliais e
fibroblastos, ativando ou inibindo a resposta celular (WHITE, 2005; MOURA-DA-
SILVA et al., 2007). Esses efeitos podem resultar em varias alteragdes
fisiopatolégicas tais como inflamagéo, inibicdo da agregacdo plaquetaria,

apoptose e principalmente hemorragia (GUTIERREZ et al., 2005).

1.3.1.1. Dominios estruturais e classificagio das SVMPs de
serpentes

As SVMPs séo sintetizadas na forma de zimogénios contendo diversos
dominios e esses desempenham fungbes que as auxiliam no direcionamento,
inativagdo e toxicidade (RAMOS; SELISTRE-DE-ARAUJO, 2006; FOX;
SERRANO, 2008). As SVMPs podem apresentar os seguintes dominios: peptideo
sinal, pro-dominio, metaloprotease, interdominio e dependendo da classe podem
conter também dominios desintegrina ou semelhante desintegrina , rico em
cisteina e dominio lectina.

O Peptideo sinal (P) é constituido por uma sequéncia de 18 residuos de
aminoacidos, em sua maioria hidrofobicos, e que provavelmente direciona a
proteina sintetizada no reticulo endoplasmatico (RE) (RAMOS; SELISTRE-DE-
ARAUJO, 2006; FOX;SERRANO 2008).

O Pré-dominio € composto por 200 residuos de aminoacidos que sao
extremamente conservados nos integrantes das SVMPs. Essa regido é
responsavel por modular a atividade enzimatica desse grupo. Através do
mecanismo “cysteine-switch” ou “Velcro”, proposto por Grams e colaboradores
(1993), o motivo PKMCGVT interage com sitio ativo bloqueando-o (RAMOS;
SELISTRE-DE-ARAUJO, 2006) .
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Dominio Metaloprotease ou catalitico apresenta uma sequéncia de 200 a
210 residuos de aminoacidos. Nesse dominio esta presente o motivo ligante de
zinco, HEXXHXXGXXH, e a sequéncia CIMXP onde se encontra um residuo de
metionina Met 166 (met-turn) que provavelmente seja responsavel por manter a
estabilidade da estrutura para favorecer a ligagdo do zinco (Figura 7A) (FOX;
SERRANO, 2005; RAMOS; SELISTRE, 2006)

O dominio catalitico das SVMPs apresenta duas sequéncias de consenso
(H142E143XXH 146 XXG149XXH152 € AgsQoslo7losTeg), bem como residuos de
cisteinas conservados Cys (117, 157, 159,164, 181) os quais podem estar
envolvidos em ligacdes dissulfeto (WATANABE et al.,2003; AKAO et al., 2010).
A estrutura tridimensional da metaloprotease Adamalisina [l de Crotalus
adamanteus resolvida por difracdo de raios-X a 2.0A de resolucdo (GOMIS-RUTH
et al., 1994) (Figura 7A), mostra os trés residuos de histidina (142, 146, 152)
ligados ao ion zinco catalitico, Topologicamente, o dominio catalitico das SVMPs
sao classificados como proteinas a/f com aparéncia de um open-sandwich,
sendo a estrutura terciaria composta por um subdominio maior (N-terminal) o
qual possui 4 a-hélices e 5 folhas 3 e um subdominio menor (C-terminal) o qual é
formado por uma unica a-helice e varios loops. Estes subdominios sao
separados por um canal hidrofébico onde se localiza o sitio ativo e unidos por
duas ou trés pontes dissulfeto (GOMIS-RUTH et al., 1994; WATANABE et
al.2003).

A catalise enzimatica das SVMPS, revelada por estudos estruturais,
demonstram que a presenca de uma molécula de agua localizada entre o grupo
carboxilico do Glu335 catalitico e o ion zinco provoca um aumento da polarizacao
na regido do sitio catalitico, isto possibilita a transferéncia de um préton da
molécula de agua para o Glu335, o qual se torna um nucledfilo e ataca o grupo
carbonil da ligagao peptidica do substrato levando o ion zinco a um estado de
transicao penta-coordenado. Com a transferéncia do préton do Glu para o
nitrogénio da ligagdo peptidica do substrato, o mesmo é clivado liberando os
subprodutos da reacdo, a enzima € regenerada com a incorporagao de uma nova
molécula de agua (STOCKER et al, 1995, RAMOS; SELISTRE,
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2006).

CH

CTLPs

Figura 7 Metaloproteinases de peconha de serpentes. A: Representagao estrutural da SVMP-PI
Adamalisina Il. fons de zinco, célcio e molécula de agua, sao representadas por esferas roxa,
cinza escuro e cinza , respectivamente; B: Estrutura de SVMP-PIIl — RVV-X, e seus respectivos
dominios , M (metaloprotease), D/DL ( desintegrina/semelhante a desintegrina), CR (rico em

cisteina) e CTLPs (proteinas semelhantes a lectinas tipo-C). Fonte: TAKEDA et al., 2011.

Interdominio — segmento com 13-15 residuos de aminoacidos que se
encontra entre os dominios metaloproteinase e desintegrina/semelhante a
desintegrina. Em algumas SVMPs esse segmento apresenta um residuo de
cisteina que participa da formacdo de uma ponte dissulfeto com o domino
adjacente (ex.: bitistatina -1, catrocolastatina-C), e atua contra o processamento
proteolitico (ex.: Jerdonitina) (FOX; SERRANO, 2005; RAMOS; SELISTRE-DE-
ARAUJO, 2006) . Estudos com peptideo sintético correspondente ao segmento
mostraram que esse interdominio ndo contribui para a toxicidade da pecgonha
(KINI et al., 1997).

Os dominios Desintegrina e semelhante a desintegrina — podem variar

de 41 a 100 residuos de aminoacidos e contém pontes de dissulfeto em sua
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estrutura (Figura 7B) (RAMOS; SELISTRE-DE-ARAUJO, 2006). As desintegrinas
e as proteinas similares presentes nas peconhas de serpentes sao provenientes
do processamento proteolitico das metaloproteinases pertencentes a classe Pll e
Plll, respectivamente, e apresentam alto potencial farmacolégico por inibir a
interacao integrinas-ligante (KINI;EVANS, 1992). As desintegrinas encontradas
nas peconhas de serpentes podem apresentar diferentes motivos que interagem
com diferentes tipos de integrinas.

O dominio Rico em Cisteina — formando por 112 residuos de aminoacidos,
nas SVMPs esta localizada na porgcao C-terminal do dominio desintegrina.

O dominio semelhante a lectina tipo-C (CTLPs) — sado dominios
encontrados em dois membros das metaloproteinases — RVV-X (ativador do fator
X, proveniente da peconha de Daboia russelii) (Figura 7B); VLFXA (ativador do
fator X de Vipera lebetina).

As SVMPs possuem massa molecular variando entre 20 a 100 kDa e
foram inicialmente divididas em 4 classes de acordo os dominios estruturais
(BJARNASON; FOX, 1994). As proteinas pertencentes a classe Pl apresentam
pouca ou nenhuma atividade hemorragica, massa molecular de 20-30 kDa e 3
dominios estruturais: peptideo sinal, pré-dominio e o dominio metaloproteinase.
Na classe PIlI encontram-se enzimas de massas moleculares de 30-60 kDa que
possuem além dos 3 dominios anteriores apresentam um dominio desintegrina na
regidao C-Terminal. A classe PIIl compreende a metaloproteinases com alta
atividade hemorragica e massa molecular de 60-80 kDa que possuem além do
dominio semelhante a desintegrina, um dominio rico em residuos de cisteina. A
classe PIV é formada por toxinas de alta massa molecular 80-100 kDa e
possuem um dominio adicional ligante de lectina tipo C, como mostra a figura 8
(BJARNASON; FOX, 1994).
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Figura 8 Diagrama esquematico da divisdo das metaloproteinases de pegonha de serpentes.
Fonte BJARNASON; FOX (1994).

Em 2005, Fox e Serrano adaptaram o esquema de classificagao
originalmente proposto para as SVMPs e incluiram as seguintes classes
precursoras de metaloproteinases: Plla-Pll, precursores de metaloproteinases
que nao sofrem processamento proteolitico para liberam o dominio desintegrina;
precursores PlIb-Pll, que se encontram na forma dimérica; precursores D-l que
nao contém o dominio metaloproteinase; precursores Pllla-Plll que liberam seus
dominios desintegrina e o dominio rico em cisteina e por fim a classe de

precursores PlIIb-Plll que formam SVMPs diméricas (Figura 9).
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Figura 9 Diagrama esquematico da divisdo das metaloproteinases de pegonha de serpentes, com
modificagdes propostas por Fox e Serrano (2005). Fonte: Adaptagdo FOX & SERRANO (2005).

Em 2008 foi proposta uma nova reclassificagdo das metaloproteinases
(FOX & SERRANO, 2008) baseados em estudos proteémicos e de transcriptoma
da glandula de venenos. Nestes estudos nado foram identificados RNAmM
correspondentes a metaloproteinases da classe PIV . Os autores sugeriram que
essa classe seja uma modificagdo pds- traducional da classe Plll e por esse
motivo as metaloproteinases anteriormente descritas como PIV passaram a
compor a classe PllIl como sendo Pllid.

Conforme essa ultima classificacdo (Figura 10), as metaloproteinases de
peconha de serpentes estdo classificadas de acordo com seus diferentes
dominios estruturais como se segue: classe P-I (SVMPs que possuem apenas o
dominio metaloprotease); Plla a Plle ( possuem o dominio metaloprotease e
dominios desintegrina; podem estar presentes como dimeros ou somente como
dimeros de desintegrina). Pllla a Plllc (contém o dominio metaloprotease,
desintegrina-like e dominio rico em cisteinas, podem também formar dimeros) e

finalmente PIlIld, anteriormente conhecida como PIV (contém a estrutura de Plll e
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2 dominios lectina tipo-C conectados por ligagdes dissulfeto) (FOX;SERRANO,
2008).
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Figura 10 Classificagdo de metaloproteinases de pegonha de serpentes. Fonte: Adaptagédo de Fox
e Serrano (2008).

1.3.1.2. Hemostasia e SVMPs

A manuteng¢do da fluidez do sangue dentro do sistema vascular € um
importante processo fisiolégico. O termo hemostasia refere-se a resposta normal
do vaso a injuria, formando um tamp&o que funciona limitando a hemorragia.
Trombose é a formacdo de um tampdo patoldégico que se origina quando a
hemostasia é excessivamente ativada na falta de sangramento (hemostasia no
local incorreto). Os componentes essenciais para fluidez, hemostasia e trombose
sdo os fluxos sanguineos produzidos pelo ciclo cardiaco, o endotélio vascular e
pelo proprio sangue (RASCHE, 2001).

No caso de injuria vascular traumatica com ruptura de endotélio, a ativagao
plaquetaria e fatores de coagulagdo estimulam uma resposta vigorosa
(ROSENFELD; GRALNICK, 1997). As plaquetas ancoram no subendotélio por

ligagbes formadas entre moléculas de adesado celular/receptores adesivos e
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ligantes adesivos/contra-receptores no sangue e tecidos conectivos. Uma vez
aderidas ao subendotélio, as plaquetas se espalham sobre a superficie e,
plaquetas adicionais, as quais chegam pelo fluxo sanguineo, se aderem
inicialmente a camada basal e depois umas as outras por pontes interplaquetarias
formadas pelo fibrinogénio, formando um tamp&o de agregado de células
(primeira fase da hemostasia) (RASCHE, 2001).

A agregacao plaquetaria requer ativagao via adenosina difosfato, o qual é
liberado por organelas de armazenamento da plaqueta. A formacéo de fibrina
representa a segunda fase da hemotasia. Ela é desencadeada por fatores
procoagulantes (ex: fibrinogénio, fator V, fator de von Willebrand) secretados
pelas plaquetas, por fatores teciduais, considerados componentes criticos dos
elementos vasculares, (via extrinseca), e por ativagdo por contato (via intrinseca)
do sistema de coagulagdo. Uma vez formado o fator Xa, ele converte protrombina
em trombina (via comum), o que induz a transformagdo de moléculas de
fibrinogénio em fibrina.

O fibrinogénio € uma molécula essencial na hemostasia, alvo de diversos
componentes presentes nas peconhas de diferentes animais. A molécula de
fibrinogénio consiste em um dimero de protdbmeros triméricos, com cada
protbmero consistindo em trés cadeias polipeptidicas nao idénticas, porém

homologas, Aa, BB ey, (Figura 11).

n Sitio de clivagem

Figura 11 Estrutura do fibrinogénio. Fonte: BERG et al., 2002.

Na acdo da trombina sobre o fibrinogénio, ha liberagao de fibrinopeptidios
A e B gerando os mondmeros de fibrina. Os mondmeros de fibrina ligam-se

longitudinalmente e lateralmente formando os polimeros de fibrina. Essa fibrina
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formada é conhecida por fibrina soluvel porque os monémeros que a formam
estdo ligados por pontes de hidrogénio. Com esse tipo de ligacédo, a fibrina
dissolve-se facilmente em solugcdo de uréia. Nesse ponto, € importantissima a
atuacao do FXllla pois, gracas a esse fator, os monémeros de fibrina ficardo
ligados covalentemente, o que confere insolubilidade a fibrina (MURRAY, 2006;
VOET, 2006; SMITH et al., 2007).

As membranas das plaquetas possuem sitios para empacotamento
ordenado de proteinas ativas de coagulagao (fator V e VIIl) que as estimula para
gerar trombina em altos niveis. A malha de fibrina liga as plaquetas umas as
outras contribuindo para a sua agregacao ao dano do vaso, mediada pela ligacao
das glicoproteinas receptoras das plaquetas e pela interagdo com outras
proteinas adesivas como a trombospondina, fibronectina e vitronectina (RASCHE,
2001).

O tampao hemostatico definitivo que sela a hemorragia € um trombo de
fibrina e plaquetas. Uma sobrecarga de trombose induzida pela ativacdo da
hemostasia fora da regido vascular lesionada é controlada por fatores de diluicao
do sangue circulante, pela capacidade anti-trombdtica do sistema hemostatico e
por ativacao local da fibrindlise (terceira fase da hemostasia) (RASCHE, 2001).

As SVMPs podem interferir na hemostasia por diferentes mecanismos,
elas podem ser classificadas em enzimas procoagulantes ou anticoagulantes. As
enzimas procoagulantes podem levar a ativagdo da protrombina e dos fatores X,
V, IX. As anticoagulantes compreendem enzimas que podem agir sobre plaquetas
e fibrinogénio (MATSUI et al., 2000; RAMOS et al., 2006).

As enzimas que apresentam acao fibrinogenolitica encontradas nas
peconhas 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 sdo aquelas com especificidade pela
cadeia Aa do fibrinogénio, apresentam pontes dissulfeto que sao importantes para
sua estrutura e fungcdo e aparentemente, degradam primeiro a cadeia Ao do
fibrinogénio e depois a Bp, elas sédo representadas pelas SVMPs. O segundo
grupo das fibrinogenases de peconhas sado aquelas com especificidade pela
cadeia B do fibrinogénio. Essas enzimas s&o serino- proteases. O terceiro grupo

das fibrinogenases de pegonhas sao aquelas com especificidade pela cadeia y do
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fibrinogénio. Esse tipo de fibrinogenase é bastante rara, tendo sido purificada a
partir da peconha de Crotalus atrox (toxina hemorragica) (NIKAI et al., 1984,
MARKLAND, 1991).

De uma forma geral, as principais atividades das SVMPs sobre a
hemostasia sdo mediadas pela atividade proteolitica do dominio metaloproteinase
e acbes anti-adesivas dos dominios desintegrina, desintegrina like e rico em
cisteina. Varios trabalhos tém demonstrado a acado de SVMPs sobre proteinas do
sistema hemostatico (ex.: fibrinogénio, fator X, protrombina), a saber: Da peconha
de Echis carinatus foram isolados dois ativadores de protrombina, a Ecarina
(MORITA; IWANAGA, 1981; NISHIDA et al., 1995) e a Carinactivase (YAMADA et
al., 1996). Adamalisina Il, uma SVMP-PI| ndo hemorragica isolada da pegonha de
Crotalus adamanteus é responsavel por inativar as proteases presentes no
plasma como a antitrombina Ill (KRESS; PAROSKI, 1978). Diversas SVMPs PIII
estdo relacionadas com a inibicdo da agregacdo plaquetaria que agrava a
hemorragia. Uma delas é a jararagina uma SVMP PIIl proveniente de B. jararaca
responsavel pela degradagdo do receptor de colageno nas plaquetas (integrina
a2B1) (KAMIGUTI, 2005). Outros receptores como GPlba e GPVI também podem
ser degradados por metaloproteinases presentes em peconha (ex.: crotalina,
mocaragina, crotaragina, alboragina) (WARD et al., 1996; WU et al., 2001;
WIJEYEWICKREMA et al., 2007).

As SVMPs tém potencial biotecnoldgico de aplicagdo em medicina no
tratamentode desordens hemostaticas. SVMPs fibrinogenoliticas nao
hemorragicas podem ser exploradas como agentes tromboliticos para dissolugao
de trombos (RAMOS; SELISTRE-DE-ARAUJO, 2006).

Assim, metaloproteinases s&o 6timas ferramentas a serem usadas em

estudos moleculares, e podem ser utilizadas na producao de farmacos.
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Resumo

No presente estudo, uma metaloproteinase denominada BpMPI foi isolada da
peconha da serpente Bothropoides pauloensis e suas caracteristicas bioquimicas,
enzimaticas e imunoquimicas foram determinadas. BpMPI foi purificada utilizando
dois passos cromatograficos em resinas de troca ibnica CM-Sepharose Fast Flow
e Sephacryl S-300. Esta protease mostrou-se homogénea em SDS-PAGE
apresentando uma unica cadeia polipeptidica de 23 kDa sob condi¢des redutoras.
A estrutura primaria da enzima mostrou alta similaridade com outras enzimas
SVMPs de venenos de serpentes. BpMPI mostrou atividade proteolitica sobre
azocaseina e fibrinogénio bovino e foi inibida por EDTA, 1,10 fenantrolina e -
mercaptoetanol. Além disso, esta enzima apresentou estabilidade em pH neutro
ou alcalino e foi inativada em temperaturas elevadas. BpMPI também foi capaz de
hidrolisar os substratos da calicreina glandular e tecidual, mas foi incapaz de
hidrolisar os substratos do fator Xa e plasmina. A enzima nao foi capaz de induzir
hemorragia local na regido dorsal de camundongos mesmo em altas doses.
Estudos imunoquimicos demostraram que os anticorpos anti-BpMP-I foram
eficientes em neutralizar a atividade hemorragica e as alteragdes sistémicas

induzidas pela pegonha de Bothropoides pauloensis

Palavras-chave: Bothropoides pauloensis, metaloprotease, ndo hemorragica,

peconha de serpentes, anticorpos.
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Abstract

In the present study, a metalloproteinase named BpMPI was isolated from
Bothropoides pauloensis snake venom and its biochemical, enzymatic and
immunochemical characteristics were determined. BpMPI| was purified in two
chromatography steps on ion exchange resins CM-Sepharose Fast flow and
Sephacryl S-300. This protease was homogeneous on SDS-PAGE and showed a
single chain polypeptide of 23 kDa under reducing conditions. The primary
structure of the enzyme showed high similarity with other SVMPs enzymes from
snake venoms. BpMPI showed proteolytic activity upon azocasein and bovine
fibrinogen and was inhibited by EDTA, 1,10 phenantroline and p-mercaptoethanol.
Moreover, this enzyme showed stability at neutral and alkaline pH and it was
inactivated at high temperatures. BpMP| was able to hidrolyse glandular and
tecidual kallikrein substrates, but was unable to act upon factor Xa and plasmin
substrates. The enzyme did not able to induce local hemorrhage in the dorsal
region of mice even at high doses. Immunochemistry studies showed that BpMPI
was high immunogenic and the antibodies anti-BpMP-I were very efficient to
neutralize the hemorrhagic activity and systemic alterations induced by

Bothropoides pauloensis snake venom.

Keywords: Bothropoides pauloensis, metalloproteinase, snake venom,

antibodies.
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1. INTRODUGAO

Atualmente ha aproximadamente 2.900 espécies de serpentes no mundo,
distribuidas em 465 géneros e 20 familias. Ocorrem no Brasil 10 familias, 70
géneros e 371 espécies correspondendo cerca de 10% do total de espécies
conhecidas (BERNILS, 2010). As serpentes responsaveis pelos envenenamentos
estdo agrupadas nas familias Viperidae e Elapidae. Na familia Viperidae,
responsavel pela maioria dos acidentes, estdo presentes os géneros Bothrops,
Bothropoides, Caudisona, Rhinocerophis e Lachesis (FENWICK et al., 2009;
HOSE, 2009) .

O género Bothrops passou por uma reclassificacdo (FENWICK et al.,
2009) baseada em aspectos morfolégicos e moleculares, como analise do DNA
mitocondrial. Nesta reclassificacdo algumas serpentes antes botrépicas passaram
a fazer parte de um novo género, Bothropoides. A espécie atualmente
denominada Bothropoides pauloensis foi descrita inicialmente como Bothrops
neuwiedi pauloensis (Amaral, 1925), uma das doze subespécies do complexo
Bothrops neuwiedi. No ano de 2000 apds uma revisdo sistematica, as 12
subespécies foram elevadas a sete espécies distintas, dentre elas a espécie
Bothrops pauloensis (SILVA, 2000). Essa classificacéo foi aceita em 2005 pela
Sociedade Brasileira de Herpetologia-SBH e hoje apds a ultima revisdao Bothrops
pauloensis se tornou Bothropoides pauloensis (SILVA; RODRIGUES, 2008;
FENWICK et. al. 2009).

As peconhas botropicas e botropdicas apresentam varios compostos
biologicamente ativos, como metaloproteinases, serinoproteinases, fosfolipases
Az, entre outros componentes enzimaticos e ndo enzimaticos, que podem levar a
uma resposta inflamatéria, necrose tecidual, além de causar alteracbes no
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sistema hemostatico (OLIVEIRA et al., 1999; RUCAVADO et al, 2002; TEIXEIRA
et al., 2005; CRUZ et al, 2009). Em sua maioria, podem levar a ativagdo de
fatores da coagulagdo e da protrombina, que posteriormente resultara em um
quadro de hipofibrinogenemia, elevando o risco de sangramentos, que pode
acarretar choque hipovolémico e aumento da morbidade ou mesmo a mortalidade
das vitimas (WHITE, 2005).

As metaloproteinases (SVMPs) sdo os componentes mais abundantes
presentes em peconhas de serpentes Viperideas, representando
aproximadamente 32% dos compostos protéicos (FOX; SERRANO, 2008). Essas
proteases interferem no equilibrio do sistema hemostatico, além de degradar
componentes da matriz extracelular e da membrana basal (GUTIERREZ;
RUCAVADO, 2000; MATSUI et al., 2000; LAING et al., 2003; GUTIERREZ et al.,
2005; FOX; SERRANO, 2008). A maioria das (SVMPs) sao fibrin(ogen)oliticas e
clivam preferencialmente a cadeia Aa do fibrinogénio. Por apresentarem essa
atividade as metaloproteinases tém grande aplicabilidade médica, podendo ser
utilizadas como agentes desfibrinogenantes e na dissolugéo de trombos (MATSUI
et al., 2000).

As SVMPs apresentam grande diversidade estrutural e funcional
(GUTIERREZ; RUCAVADO, 2000). Sao classificadas de acordo com a presenca
ou auséncia de seus multiplos dominios estruturais. Fox e Serrano (2008)
propuseram uma classificagdo para as SVMPs, baseando-se em analises
protedmicas e transcriptobmicas. De acordo com essa classificagdo, a classe P-I
representa as SVMPs que possuem apenas o dominio metaloproteinase; Plla a
Plle  (possuem o dominio metaloproteinase e dominios desintegrina; podem
estar presentes como dimeros ou somente como dimeros de desintegrina). Pllla a
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Plllc (contém o dominio metaloproteinase, desintegrina-like e dominio rico em
cisteinas, podem também formar dimeros) e finalmente PIllld, anteriormente
denominada de PIV (BJARNASON; FOX, 1994) (contém a estrutura de Plll e 2
dominios lectina tipo-C conectados por ligagdes dissulfeto).

As SVMPs séao importantes também na indugdo dos danos teciduais locais
apés o envenenamento. Estes se caracterizam por hemorragia, edema e
mionecrose, 0s quais resultam em uma das mais comuns e sérias consequéncias
de envenenamentos por serpentes botropicas e botropdicas (GUTIERREZ;
RUCAVADO, 2000; MATSUI et al., 2000; LAING et al., 2003; GUTIERREZ et al.,
2005; KANG et al, 2011)

A inoculacdo da peconha em acidentes ofidicos ocorre através da mordedura
da serpente. Para que as alteragdes locais e sistémicas ocorram € necessario que
as toxinas presentes nas pegonhas cheguem aos tecidos e a circulagao sistémica.
As metaloproteinases podem estar envolvidas neste processo de espalhamento
da peconha inoculada. Sendo, portanto responsaveis pela indugcdo dos efeitos
sistémicos (ex: coagulopatia, hipotensdo) e danos teciduais locais tais como
(edema, inflamacéao, hemorragia e necrose) (ANAI et al., 2002).

O unico tratamento aceito para os acidentes ofidicos é a soroterapia, embora
existam varios estudos buscando alternativas de tratamentos. O soro antiofidico é
a mistura de imunoglobulinas ou anticorpos resultantes da sensibilizacdo de
animais (geralmente cavalos) por aplicacbes sucessivas de doses da peconha
bruta (FUNDACAO NACIONAL DE SAUDE, 2001). O tratamento pode envolver
reagcdes adversas, pois 0 soro aplicado contra a pegonha € proveniente de um
organismo diferente ao homem e esse por sua vez o reconhece como um corpo
estranho. A utilizagcdo de antisoros enriquecidos com anticorpos anti-
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metaloproteinases poderia ser um método alternativo para melhoraria e eficiéncia
do tratamento antiofidico, além de reduzir a quantidade de soro no paciente
diminuindo a probabilidade de choque anafilatico (SRIPRAPAT et al., 2003).

O presente trabalho teve como objetivo isolar, avaliar os aspectos estruturais,
funcionais e imunoquimicos de uma metaloproteinase isolada da peconha de

Bothropoides pauloensis (B. pauloensis), denominada BpMP-I.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1.Peconha e animais

A peconha da serpente B. pauloensis (Bp) foi obtida a partir de espécimes
mantidas no serpentario Bioagents, Batatais — Sdo Paulo, Brasil. Apds as coletas,
a peconha foi liofilizada e conservada a -20°C.

Os camundongos machos Swiss e camundongos isogénicos da linhagem
BALB/c foram e mantidos em condi¢gdes padrdao de luz (ciclo de 12h luz/12h
escuro em temperatura ambiente) no Centro de Bioterismo e Experimentacéo
Animal (CBEA) da Universidade Federal de Uberlandia (UFU), com agua e
suplemento alimentar “ad libitum”. Os cuidados com os animais foram aprovados
pelo Comité de Etica na Utilizacdo de Animais (CEUA, Protocolo n° 063/08 e n°
046/09) da Universidade Federal de Uberlandia e estavam de acordo com o
Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal/ Sociedade Brasileira de Ciéncias

em Animais de Laboratério (COBEA/SBCAL).
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2.2.Reagentes para eletroforese, cromatografia, seqlienciamento,
ensaios enzimaticos e biolégicos

Colunas cromatograficas CM-Sepharose, Sephacryl S300 e Proteina A
Sepharose foram obtidas da Amersham Biosciences do Brasil. Acrilamida, bis-
acrilamida, N,N,N’,N’-tetrametiletilienodiamino(TEMED), dodecilsulfato de sddio
(SDS), persulfato de amonio, fibrinogénio bovino, trombina humana, azul de
bromofenol, &cido etilenodiaminotetracético (EDTA), aprotinina, benzamidina,
1,10-fenantrolina, soroalbumina bovina (BSA) obtidos da Sigma Chemical Co. (St.
Louis, MO, USA). Os substratos cromogénicos: S 2251 (H-D-Val-Leu-Lys-pNa), S
2222 (N-Bz-lle-Glu-Gly-Arg-pNa), S 2302 (H-D-Pro-Phe-Arg-pNA), S 2266 (H-D-
Val-Leu-Arg-pNa) e S 2238 (H-D-Phe-Pip-Arg-pNA) foram adquiridos do

laboratério Chromogenix (Italia). Os demais reagentes eram de grau analitico.

2.3. Isolamento da metaloproteinase BpMPI

2.3.1. Cromatografia CM-sepharose Fast Flow

A peconha de B. pauloensis (200mg) foi ressuspendida em 2mL do
tampao de bicarbonato de aménio (AMBIC) 0,05 M , pH 7,8. Posteriormente,
centrifugada a 100xg por 10 min, a 4° C e o sobrenadante limpido retirado
(115mg) e aplicado em uma coluna contendo resina CM-sepharose Fast Flow,
previamente equilibrada no mesmo tampéao.

A amostra foi eluida por um gradiente convexo de concentragdo usando o
tampao bicarbonato de amébnio 0,05M a 0,5M (pH 7,8), em temperatura ambiente.
As fracoes foram coletadas em 1mL/tubo em fluxo de 6,5mL/h por um coletor de
fragbes Redifrac (Amersham Biosciences do Brasil Ltda). As fracbes foram
monitoradas através do espectrofotdmetro Ultrospec 1000 — Amersham
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Pharmacia Biotech, absorbancia a 280nm. O cromatograma foi tracado e as
amostras de proteinas foram separadas, liofilizadas e armazenadas a -20°C.

2.3.2. Cromatografia em gel de filtragao Sephacryl S300

A fragdo CM3 (8mgq) foi ressuspendida e aplicada em uma coluna HiPrep
26/60 Sephacryl S300 HR previamente equilibrada com tampao de bicarbonato
de aménio 0,05M pH 7.8. A amostra foi eluida no mesmo tampao com um fluxo
de 0,2mL/min pré-programado no sistema Akta prime plus (Amersham
Biosciences) e fragbes 2mL por tubo foram entdo coletados. Amostras foram

liofilizadas e mantidas a -20°C.

2.3.3. Cromatografia de alta eficiéncia em modo fase reversa (HPLC-
RP)

A fracdo principal proveniente da Sephacryl S300 (BpMP-I) foi diluida em
500pL de acido trifluoracético (TFA) 0,1% (v/v) e submetida no sistema de HPLC-
RP, coluna C4 Vydac 214TP54 (25cm x 4,6mm D.l.). A eluicdo da amostra foi
inicialmente realizada em acido trifluoracético 0,1% (v/v), seguindo com gradiente
de concentragéo linear de acetonitrila 80% em um fluxo de 1mL/mim a
temperatura ambiente. O pico principal foi separado e liofiizado para

determinacao das propriedades quimicas e estruturais.

2.4.Dosagem de proteinas

A concentracdo de proteinas foi determinada pelo método de Bradford
(1976). Nesse método, uma aliquota de cada amostra foi dissolvida para
100uL com agua deionizada e adicionados 3mL do reagente de Bradford
(100mg de Comassie Blue G, 50mL de etanol 100%, 100mL de acido fosférico
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85% e agua deionizada suficiente para completar 1 litro de solugdo). As
determinacdes foram feitas em triplicatas e a absorbancia medida a 595nm.
Paralelamente a dosagem de proteinas foi construida uma curva padrao de
soroalbumina bovina (1mg/mL), considerando o coeficiente de extingdo molar
em 280nm (0,665). A concentragdo de proteinas em pg/uL foi determinada a
partir de célculos de regressao linear baseados nos valores obtidos na curva

padrao.

2.5.Caracterizagao bioquimica
2.5.1. Eletroforese em gel de poliacrilamida com agentes
desnaturantes e determinacao do peso molecular

A eletroforese com agente desnaturante Dodecil sulfato de sodio (SDS) foi
realizada segundo a técnica descrita por Laemmli (1970). O sistema de SDS-
PAGE descontinuo consistiu de: gel de empilhamento a 3%, contendo Tris-HCI
0,5M (pH 6,8) e SDS a 0,1% e gel de separacgao a 12,5% contendo Tris-HCI 2,0M
pH 8,8 e SDS 0,1%, mantendo a relagao de Bis:Acrilamida 0,8:30. Todos os géis
foram preparados num sistema de eletroforese Hoefer SE 260 Mighty Small II
Mini-Vertical. Amostra contendo 10ug da proteinas foi dissolvidas em tampao
Tris-HCI 0,0625M pH 6,8; Glicerol a 10%; B-mercaptoetanol 5% ; 2% de SDS e
0,001% de azul de bromofenol (condi¢do redutora) e outra amostra contendo
mesma concentragdo foi diluida no mesmo tampao e na auséncia do B-
mercaptoetanol (condigdo nao redutora). As solugdes foram aquecidas a 100°C
por 4 minutos em banho-maria e aplicadas em gel de eletroforese. Os padrbes de

massa molecular utilizados foram: Albumina Bovina 66 kDa; Ovoalbumina 45 kDa;
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Anidrase carbdnica 29 kDa; Tripsinogénio 24 kDa; B-lactoglobulina 18 kDa; a-
lactoalbumina 14 kDa.

O tampao do eletrodo continha Tris-HCI 0,025M, Glicina 0,19M e SDS
0,1%, pH 8,3. A eletroforese foi realizada em corrente de 20mA até o indicador
azul de bromofenol alcangar o final do gel. O gel foi corado em solugédo de
coomassie blue- R250 0,1% em &agua, acido acético 10% e metanol 50% e
descorado em solugao de acido acético a 7% e etanol 30% para posterior analise.

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

molecular do padrao com a mobilidade eletroforética relativa.

2.5.2. Determinagao da sequéncia

A metaloproteinase (1mg) foi reduzida e alquilada com 4-vinil piridina, como
descrito por Wilson e Yuan (1989). BpMP-I foi diluida em 1mL de 0,1M Tris-HCI
(pH 8) e 6M Guanidina-HCI. Depois da adicao de 30uL de B-mercaptoetanol, a
amostra foi primeiramente incubada a 50°C por 4h, e com 40uL de 4-vinil piridina
a 37°C por 2 horas no escuro. Posteriormente, a amostra foi dessalinizada em
uma coluna P10 (GE, healthcare). As proteinas S-piridil-etilada foram clivadas por
tripsina (2% m/m, enzima:substrato em 1mL de 0,1M de bicarbonato de amoénio,
pH 7,9) por 4,5h a 37°C. Os produtos de clivagem foram separadas por uma
coluna Vydac C18 (4,6 x 250mm) usando um gradiente linear de 0 a 50% de
acetonitrila em solugdo de 0,1% TFA e a sequéncia determinada utilizando o
sequenciador de proteinas Shimadzu PPSQ-21A. A estrutura primaria da BpMP-|
foi comparada com outras sequéncias do banco de dados relatadas no SWISS-
PROT/TREMBL usando os programas FASTA3 e o BLAST.
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2.6.Caracterizagao Enzimatica

2.6.1. Atividade Azocaseinolitica

A atividade proteolitica sobre a azocaseina foi realizada segundo Gomes e
colaboradores (2011), com modificagdes. A solucado de azocaseina (1mg/mL) foi
preparada com tampéao Tris 0,05M e NaCl 0,15M com pH 7,8, acertado com HCI.
Em seguida, essa solugdo foi colocada em uma placa de 96 pogos (NUNC
MaxiSorp) (160uL/pogo) e para iniciar a reagao foi adicionada 45uL de tampao
fosfato de sodio (PBS) contendo diferentes quantidade da toxina purificada
(0,5ug, 1ug, 24, 5ug, 10ug e 20ug). Apds 30 minutos de incubagao a 37°C, foi
adicionado 45uL da solugdo de acido tricloroacético 20% (m/v). A placa foi
deixada por 30 minutos em temperatura ambiente e posteriormente centrifugada a
1856 xg por 20min, o sobrenadante foi transferido e a absorbancia foi
determinada a 405nm na leitora EL800-Biotek. Uma unidade (U) de atividade
azocaseinolitica é definida como sendo o acréscimo de 0,01 unidades de
absorbancia a 405nm em relagdo as condi¢cdes do ensaio controle. Os ensaios
foram realizados em triplicatas. O resultados foram plotados em grafico.

O efeito do pH na atividade proteolitica da BpMP-I (10ug) foi determinada
preparando-se previamente a enzima em diferentes solugdes tampdes de pHs (
pH 3, 50 mM tampao glicina—HCI; pH 5, 50 mM tampao acetato; pHs 7,5; 8; 8.75
e 10,0 , 50 mM tampéo Tris—HCI; pH 11,50 mM tampéao glicina-NaOH) e
incubando por 1h a 37°C. Posteriormente, a estas solugbes foram adicionadas
160uL de azocaseina a 1Tmg/mL. Os ensaios foram conduzidos conforme descrito
acima.

A estabilidade térmica da BpMP-I (10pg) também foi ensaiada, pré-
incubando solugdes da enzima a diferentes temperaturas (4°C a 100°C) por 1h
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em pH 7,4, e posteriormente, a atividade azocaseinolitica foi determinada em pH

7,8 a 37°C.

2.6.2. Atividade Fibrinogenolitica

A atividade fibrinogenolitica foi realizada segundo Rodrigues et al (2000),
com modificagbes. Em 50uL de solugéo de fibrinogénio bovino (1mg/ml em PBS
pH 7,8) foram incubados diferentes concentragbes da enzima ( 0,5ug ; 1ug; 2ug;
5ug; 10ug; 20ug) por 1h a 37°C. A reacéao foi parada com a adigdo de 25uL de
solugao contendo Tris-HCI 0,06M pH 6,8, 2% (m/v) SDS, 10% (v/v) glicerol, 10%
(v/v) B-mercarptoenol e 0,05% (m/v) azul de bromofenol. Em seguida, as
amostras foram aquecidas a 100°C por 4 minutos e submetidas a eletroforese em
gel de poliacrilamida a 12,5% com SDS (PAGE-SDS), como descrito no item
2.51.

O mesmo procedimento foi utilizado incubando a 5ug da metaloprotease
em diferentes intervalos de tempo ( Oh, 5min, 10min, 15min, 30min, 1h, 2h) a
37°C, e também foram submetidas a eletroforese de gel do poliacrilamida.

O efeito de inibidores de proteases e agentes redutores quelantes sobre a
atividade fibrinogenolitica foi examinado. A enzima (5ug) foi pré-incubado com
10uL de B-mercaptoetanol (10mM), EDTA(10mM), 1,10- fenantrolina (10mM),
benzamidina (10mM), aprotinina (10mM) por 1h a 37°C. Posteriormente, foram
adicionadas as amostras 50uL de fibrinogénio bovino (1mg/mL em PBS pH 7,8).

Os produtos da reagao foram analisados em PAGE-SDS 12,5%.
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2.6.3. Atividade coagulante sobre o plasma bovino e o fibrinogénio

A atividade coagulante das amostras foi realizada segundo Assakura e
colaboradores (1992), com algumas modificagbes. Para essa reacao foram
utilizados 150uL de plasma bovino citratado ou uma solugdo de fibrinogénio
(1mg/mL em PBS pH 7,8) incubados com diferentes quantidade de enzimas (até
20ug) em 50uL de PBS pH 7,8. Os ensaios de coagulagdo foram realizadas em
um analisador de coagulagado micro-processador Quick-Timer (DRAKE LTDA). O
modelo Quick-Timer determina o tempo de coagulagdo de uma amostra de
plasma bovino utilizando um sistema oOptico que detecta a variacao da densidade

otica da amostra no instante da coagulagao.

2.6.4. Atividade sobre a fibrina

A atividade fibrinolitica da BpMP-I foi realizada segundo a metodologia
descrita por Gomes e colaboradores (2011). Primeiramente foram adicionadas
5NIH unidades/mL de trombina humana em 500uL de fibrinogénio bovino
(2,5mg/mL 0,2M Tris-HCI 0,02M CaCl, pH 8) em temperatura ambiente. Depois a
mistura foi homogeneizada, e aliquotas contendo 100uL/tubo da solugéo foram
colocados para polimerizar durante 2h a temperatura ambiente. Apds a formagao
do coagulo de fibrina, foram adicionadas 20uL (10ug) da BpMP-I e incubadas em
diferentes intervalos de tempo (30’, 45’,60’, 120’ e 180’) a 37°C. Para interromper
a reacgao foram adicionadas 60pL solugéo contendo Tris-HCI 0,06M pH 6,8, 2%
(m/v) SDS, 10% (v/v) glicerol, 10% (v/v) B-mercarptoenol e 0,05% (m/v) azul de
bromofenol, o produto foi entdo analisado em PAGE-SDS, como descrito no item

2.5.1.
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2.6.5. Atividade sobre os substratos cromogénicos

A atividade amidolitica da enzima foi determinada pelo método descrito por
Rodriguez-Acosta e colaboradores (2010), com algumas modificagdes. Em placa
de 96 pogos, 150uL dos substratos S-2238 (substrato para thrombin-like); S-2266
(substrato para calicreina glandular); $-2222 (substrato para fator Xa); $-2351
(substrato para plasmina); $-2302 (substrato para calicreina plasmatica), diluidos
de acordo com as especificagdes do fabricante, foram adicionados a 50uL de
solugao (TRIS/HCI 0,05M, CaCl; 0,005M pH 7.4) e incubados a 37°C por 20min e
50min. A absorbancia a 405nm foi mensurada em leitora de microplacas (BioTeK
— EIx50). Uma unidade de atividade amidolitica foi considerada a quantidade de

enzima a qual produz um aumento na absorbancia de 0,01 unidade a 405 nm.

2.6.6. Atividade Hemorragica

O ensaio de atividade hemorragica foi realizado segundo método descrito
por Nikai e colaboradores (1984). A hemorragia foi induzida por injecbes
intradérmicas (i.d.) de diferentes doses da pegonha de B. pauloensis e da enzima
BpMPI (10ug e 50ug, respectivamente) no dorso de camundongos Swiss machos
(18-22g, n=4). Apos trés horas, os animais foram anestesiados com solugdes de
ketamina® 10% (0,05ml/kg) + xilasina® 2% (0,025ml/kg) e posteriormente
sacrificados. As peles foram removidas e a area hemorragica foi medida

utilizando-se um paquimetro de baixa pressao (CALIPER).
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2.7. Ensaios Imunoquimica

2.7.1. Producgao e purificagao de anticorpos policlonais anti- BpMP-I e

anti-peconha bruta (anti-Bp)

A indugcdo da sintese de anticorpos policlonais foi realizada em
camundongos da linhagem Balb/c (n=5), por meio de 4 imunizagbes com
intervalos de 2 semanas. A primeira inoculacdo foi feita com adjuvante de
Freund’s completo e os reforgos com adjuvante de Freund’s incompleto (razéo
1:1 vlv, solugédo imunogénica/adjuvante). Foram utilizados 50ug/injecédo de BpMP-
| ou 10upg/injecdo de pegonha de B. pauloensis em um volume final de
0,1mL/camundongo. As aplicagdes foram realizadas intraperitonealmente. Os
animais foram sangrados apds sete dias da ultima inoculagao e o soro mantido a -
20°C até a titulagdo. Para a obtengdo das imunoglobulinas G(lgGs) puras foi
realizado o fracionamento do soro utilizando a resina Proteina A Sepharose.
Inicialmente a resina foi equilibrada com Tris-HCI 0,1M, NaCl 0,15M, pH 7,5
permitindo a interacdo especifica das IgGs presentes no soro. Estas foram
eluidas posteriormente utilizando-se glicina-HCI 0,1M, pH 3,0. As fracdes
contendo as IgGs foram monitoradas por espectrofotometria a 280nm. As fragdes
foram neutralizadas com alcali (Tris 1M) para a protecao do estado nativo destas
imunoglobulinas. Em seguida as amostras foram congeladas, liofilizadas e
armazenadas a ~20°C (WALKER, 1996).

A reatividade especifica contra a BpMP-I e contra a pegonhas bruta, bem
como a titulagdo das imunoglobulinas G obtidas das amostras de soro dos
camundongos imunizados entre os dias 0 e 42, foram determinadas pelo teste de
ELISA, usando microplaca de alta afinidade com de 96 pocos (Nunc Maxisorp F8,

Life Technologies Limited, Paisley, UK) sensibilizada com 100uL de antigeno
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(BpMP-I ou pegonha bruta na concentragdo 10ug/mL em 0,06M NaHCO3, pH 9.6).
A placa foi incubada overnight a 4°C, entdo lavada trés vezes com PBS-T e
bloqueada com 1% (m/v) de BSA em PBS-T por 1 h a 37 °C.

Para verificar a titulagdo das amostras dos soros (dia 49) foram feitas as
seguintes diluicées: 1:50, 1:100, 1:200, 1:400, 1:600, 1:800, 1:1600, 1:3200,
1:6400 e 1:12800, que em seguida foram adicionadas a pogos de uma placa de
microtitulagao (100uL/pogo) em duplicatas e incubadas 2 h a 37°C. A placa foi
lavada seis vezes com PBS-T, entdo incubada por 1h a 37°C com 100uL/pogo de
Anti-Mouse IgG(Fab Specific) conjugado com peroxidase (Sigma-Aldrich, UK,
diluidos 1:5000). A revelagao foi realizada em solugdo cromogénica ortofenileno-
diamina (OPD) a 1mg/mL, diluida em tampao substrato (0,1M acido citrico, 0,1M
acetato de sdédio, pH 5,4, contendo 0.1% H>0O;) sendo 50uL, por 10 minutos. A
reacao foi interrompida com 25ul de H,SO,4 a 0,1M e a absorbancia a 492 nm foi
registrada usando um leitor automatico de ELISA (Dynex Technologies, UK). A
taxa da densidade optica da reagdo com soro imune foi determinada para os
grupos de camundongos, assim como a reatividade cruzada entre o anticorpo
produzido e as diferentes pegonhas testada ( B. pauloensis, Bp; B. jararaca, Bj;

B. leucurus, Bl; B. moojeni, Bmoo; B. alternatus, Balt).

2.7.2. Neutralizagao da atividade hemorragica induzida pela pegonha

B. pauloensis pelos anticorpos anti-Bp e anti BpMP-I
Esta técnica foi realizada de acordo com o item 2.6.6. Foi utilizada 8ug da
peconha de B. pauloensis para produzir um halo hemorragico. Os ensaios de
neutralizacdo foram realizados utilizando a pegonha bruta de B. pauloensis
incubada com os anticorpos anti-BpMP-I ou com anti-Bp nas razdes 1:10, 1:20 e
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1:50 (m/m, antigeno/anticorpo) e os grupos controles receberam apenas a
peconha ou salina. Todas as amostras foram previamente incubadas por 30min.

a 37°C.

2.7.3. Neutralizagao dos disturbios de coagulagao

Para a determinagcdo dos parametros de coagulagdo sanguinea, foram
realizadas inoculagdes de 10ug da peconha bruta de B. pauloensis por via
intraperitoneal em camundongos Swiss machos de 18-22g (n=3). Os ensaios de
neutralizacdo foram realizados utilizando-se amostras contendo pegonha bruta
incubada por uma hora a 37°C com anticorpos policlonais anti-BpMPI, na razao
1:50 (m/m). Animais inoculados com salina foram utilizados como controle. Apos 3
horas da inoculagdo os camundongos foram anestesiados com solug¢des de
ketamina® 10% (0,05ml/kg) + xilasina® 2% (0,025ml/kg) e sangrados por pungao
cardiaca. O sangue foi coletado na presencga de citrato de sédio (50u L/mL) e
centrifugado a 600 xg por 15 minutos a 4°C (Centrifuge 5402-Eppendorf) e o
plasma obtido foi utilizado para determinar o tempo de protrombina,
tromboplastina parcial ativada e concentragdo plasmatica de fibrinogénio de
acordo com as recomendagdes do fabricante do Kit do Laboratério Wiener,
Argentina. O tempo de coagulacao foi determinado em um coagulémetro (Quick-

Tmer- DRAKE Ltda).

2.8. Analise Estatistica

Os resultados foram apresentados com desvio padrdo médio. Para a
determinacdo da significancia entre as médias, fez se analise de variancia
(ANOVA) e o teste t, com significancia de p < 0,05 usando o programa Prisma.
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3. RESULTADOS

3.1. Isolamento e caracterizagao bioquimica da metaloproteinase BpMP-I|

da peconha de B. pauloensis

O fracionamento da peconha bruta de B. pauloensis em coluna
cromatografica de troca-ibnica CM-Sepharose Fast Flow resultou em 6 fragdes
denominadas CM1-CM2, CM3, CM4, CM5a e CM5b (Figura 1A) as quais foram
reunidas em pools, liofilizadas e armazenadas a -20° C.

A amostra denominada CM3, apresentou atividades fibrinogenolitica
(resultados nao apresentados) e azocaseinolitca (Tabela 1). Em analise por
PAGE-SDS 13,5%, a mesma apresentou uma banda majoritaria com um bom
grau de pureza em relagéo as outras fragdes (resultados nédo apresentados).

A fracdo CM3 quando submetida a um fracionamento em gel de filtragdo
Sephacryl S300 resultou em dois picos de absorbancia a 280 nm. O pico principal
(Figura 1B) foi entao liofilizado e a amostra visualizada em PAGE-SDS a 13,5%
em condicdes redutoras e ndo redutoras (Figura 1D) apresentando um unico
componente com massa molecular estimada de 23kDa e 20kDa,
respectivamente. Esta proteina, denominada de BpMPI representou 2,26% da
peconha total e atividade proteolitica sobre a azocaseina (Tabela I). Esta
proteina, denominada BpMP-I, foi posteriormente aplicada em uma coluna de fase
reversa (C4/RP-HPCL) (Figura 1C) para a determinagdo de sua estrutura
primaria por meio de seu sequenciamento utilizando o método de degradacéao de

Edman.
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Tabela I: Rendimento protéico e atividade enzimatica da BpMP-I

Etapas de mg (totais)* Recuperagao Atividade
Purificagao (%) Azocaseinolitica
(U/mg)*
Peconha 115 100 1800
Bruta
CM-3 8 6,9 1460
BpMPI 2,6 2,26 1180

* Dosagem realizada pelo método de Bradford (1974).

£qu representa o aumento na variacdo de 0,01 de absorbancia (405nm) que a enzima hidrolisa o

substrato (azocaseina).

3.2. Sequienciamento parcial da BpMP-I

O sequenciamento parcial da BpMPlI e o alinhamento com outras
metaloproteinases de peconhas de serpentes esta apresentado na Figura 2.
Verificou-se que a sequéncia da BpMP-| apresenta maior similaridade estrutural
com a sequéncia da MP-1b, de B.neuwiedi, e também com outras
metaloproteases da classe Pl. A similaridade entre MP-1b e BpMP-I
provalvemente esta relacionada com o ancestral comum presente entre as
serpentes do complexo neuwiedi.

A BpMPI apresenta duas sequéncias consenso que ocorrem nessa classe
de enzimas (H{70E171XXH174XXG177XXH150 © A123Q124L125L126T127), bem como
residuos de cistéinas conservados (145,185, 187,192, 209, 225) os quais podem

estar envolvidos na formacgao de pontes dissulfeto.
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Figura 2. Alinhamentos da sequéncia metaloproteases entre a BpMP-I e outras metaloproteases
de pegonha de serpente obtidas do banco de dados de proteinas do BLAST (PubMed-Medline) e
do Uniprot: MP1b da pegonha Bothrops neuwidi (E3UJL4) (MAGALHAES et al., 2010); MP1a da
pegonha de Bothrops neuwiedi (E3UJL3) (MAGALHAES et al., 2010); Neuwiedase da pegonha de
Bothrops neuwiedi (Q919R4)(RODRIGUES et al., 2000); Atroxlisina-l da pegonha de Bothrops
atrox (P85420); Leucurolisina-a da pegonha de Bothrops leucurus (P84907)(FERREIRA et al.,
2009); BnP1 da pegonha de Bothrops neuwiedi (POC6S0) (BALDO et al., 2008); BnP2 da peconha
de Bothrops neuwiedi (POC6S1) (BALDO et al., 2008).
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3.3.Caracterizagao enzimatica e biologica

A atividade azocaseinolitica da BpMP-I foi dose-dependente (Figura 3A). A
partir desse resultado utilizou-se 10ug de BpMP-| para verificar a estabilidade da
protease em diferentes pHs e sua termolabilidade. A BpMP-I apresentou 6tima
atividade em pH neutro e basico (Figura 3B) e perdeu totalmente sua atividade
nas temperaturas de 60°C e 100°C (Figura 3C).

A metaloproteinase BpMP-I apresentou atividade proteolitica sobre o
fibrinogénio bovino (Figura 4), porém nao foi capaz de degradar a fibrina,
coagular o plasma bovino e a solugdo de fibrinogénio (resultados nao
apresentados). Os resultados de atividade fibrinogenolitica demonstram que 5ug
de protease foram suficientes para degradar as cadeias Aa e Bf do fibrinogénio
(Figura 4A). A hidrdlise total da cadeia Aa ocorreu com apenas 5 min de
incubacdo da protease com o fibrinogénio. Em 1h as cadeias Aa e BB foram
totalmente degradadas (Figura 4B). Os ensaios de inibicdo da atividade
fibrinogenolitca induzida pela BpMP-I, revelaram que esta foi completamente
inibida quando previamente incubada com [-mercaptoetanol, EDTA e 1,10-
fenantrolina (Figura 4C).

BpMP-I catalisou a hidrélise dose dependente dos substratos
cromogénicos S-2302 (substrato para calicreina plasmatica, H-D-Pro-Phe-Arg-
pNA), S-2266 (substrato para calicreina glandular, H-D-Val-Leu-Arg-pNa) e S2238
(substrato para thrombin-like, H-D-Phe-Pip-Arg-pNA). E n&o atuou sobre os
substratos S-2222 (substrato para fator Xa, N-Bz-lle-Glu-Gly-Arg-pNa) e o S-2251

(substrato para plasmina, H-D-Val-Leu-Lys-pNa) (Figuras 5).
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3.4.Ensaios Imunoquimicos
3.4.1. Obtencao e titulagao dos anticorpos policlonais anti-Bp e anti-
BpMPI

Os anticorpos policlonais anti-Bp e anti-BpMPI foram obtidos apds
cromatografia de afinidade em Proteina A Sepharose dos soros dos animais
imunizados com a pegonha de B. pauloensis ou BpMPI (Figura 6A). A amostra
de interesse, a imunoglobulina G, eluida da coluna no segundo pico, foi reunida
num “pool”, sendo depois liofilizada e armazenada a - 4°C para sua posterior
utilizagdo nos testes de neutralizagao.

A titulagdo dos anticorpos antiBp e anti BpMPI purificados foi realizada
utiizando como antigenos a pegonha de B. pauloenis e a BpMPI,
respectivamente. A reacdo mostrou se positiva até a diluicdo de 1:1600 para o
antiBpMPI (Figura 6B) e 1:12.800 (Figura 6C) para o anti-Bp, porém nao foi
confirmada até onde essa reatividade seria positiva ja que ndo houveram outras
diluicdbes além dessa. Os valores de absorbancia observados nos ensaios de
ELISA para a titulacdo dos anticorpos anti-BP (Figura 6C) foram maiores
provavelmente por ser a pegonha bruta constituida por uma mistura complexa de
proteinas que teriam induzido uma maior resposta imunolodgica.

A capacidade dos anticorpos anti-BpMP-I produzidos em camundongos
reconhecerem componentes presentes em diferentes peconhas foi avaliada por
ELISA. A reatividade cruzada entre o anticorpo anti-BpMP-| e as peconhas de B.
pauloensis, B. alternatus, B. moojeni, B. jararaca e B. leucurus (figura 7) foi
verificada até diluigdo 1:1600, no entanto houve um maior reconhecimento para
as peconhas de B. leucurus e B. jararaca provavelmente por essas peg¢onhas
expressar uma quantidade maior de metaloproteases homologas a BpMP-I.
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3.4.2. Neutralizagao da atividade hemorragica induzida pela pegonha

B. pauloensis pelos anticorpos anti-Bp e anti BpMP-I
A metaloproteinases BpMPI néo apresentou atividade hemorragica (Figura
8), porém os anticorpos anti-BpMPI foram eficientes em neutralizar a hemorragia
induzida pela pegonha de B. pauloensis. A atividade hemorragica induzida pela
peconha bruta de B. pauloensis foi completamente neutralizada pelos anticorpos

anti-Bp 1:20 (m/m) e anti- BpMP-I 1:50 (m/m) (antigeno-anticorpo) (Tabela II).

3.4.3. Neutralizagao dos disturbios da coagulagao

A neutralizagdo dos disturbios de coagulagdo sanguinea induzidos por
10ug da peconha bruta de B. pauloensis foi realizada pela aplicagao
intraperitoneal das amostras pré-incubadas por 30 minutos a 37°C na razao 1:50
m/m (pegonha total de B. pauloensis: anticorpo anti-BpMP-I). Os anticorpos anti-
BpMP-| foram eficientes na neutralizacdo deste efeito, uma vez que os tempos de
protrombina e tromboplastina parcial ativada permaneceram normais quando
comparados com o controle PBS (Tabela Ill). A concentracdo de fibrinogénio
plasmatico também permaneceu em niveis normais quando 0s animais
receberam por via intraperitoneal 10ug da peconha bruta previamente incubada

com os anticorpos anti-BpMP-| (Figura 9).
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H RpMP-I

H Bp

 Rj

Abs 490

M Bloue
M Emac

M Balt

M PRS

1.50 1100 1:202 1:400 1:800 Li1ecc

Diluigoes dos anticorpos

Figura 7. Reatividade-cruzada das Ig G anti-BpMP-I pelo ELISA. BpMP-I, pegonhas: (Bp) B.
pauloensis , (Ba) B. alternatus, (Bj) B. jararaca, (Bleuc) B. leucurus, (Bmoo) B. moojeni, (Balt) B.

alternatus.

Figura 8: Atividade hemorragica. (A) Controle negativo — salina 0,9%. (B) Controle positivo — 10ug

de peconha de B. pauloensis. (C) 50ug de BpMP-I.
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Tabela lI: Neutralizagdo da atividade hemorragica induzida pela pegonha de

B.pauloensis (Bp) por anticorpos policlonais anti- B.pauloensis e anti-BpMP-|

Amostras Diametro do Halo (mm)
Salina (0,9%) 0
Peconha B. pauloensis 14,6 £ 0,43
(10ug)

Neutralizagao

Bp/Anticorpo (m/m) Anti-Bp Anti-BpMP-|
1:10 8,1+0,96* 13,11,7*
1:20 0~ 6,1+ 0,93*
1:50 0~ 0*

(*) significancia p < 0,05.

Tabela lll: Neutralizagao dos disturbios sanguineos causados pela pegconha bruta

de Bothrops pauloensis por anticorpos anti-BpMP-|

Grupos TP (seg) TTPa (seg)
PBS 30 12,5

Bp +120 +120
Bp/anti-BpMP-I (1:50, m/m) 32 13

TP = Tempo de Protrombina
TTPA = Tempo de Tromboplastina Parcial Ativada
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Figura 9. Determinacdo da concentragdo de fibrinogénio plasmatico apds injecdes

intraperitoneais de 100uL de PBS ou 10ug/100uL da peconha bruta de B. pauloensis. A pegonha
(10ug/100uL) foi previamente incubada com os anticorpos anti-BpMP-I a uma raz&o de 1:50 (m/m,
antigeno:anticorpo) por 1h a 37°C. Resultados s&o apresentados com média e desvio padréo. (*)

significancia p < 0,05.
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4. DISCUSSAO E CONCLUSAO

Este trabalho apresenta as caracteristicas bioquimicas, bem como as
principais atividades enzimaticas e bioldgicas de uma metaloproteinase purificada
da pecgonha de B. pauloensis. Também € demonstrado o potencial neutralizador
de anticorpos policlonais anti-pegonha e anti-BpMPI sobre algumas alteracdes
sistémicas e locais induzidas pela pe¢conha de B. pauloensis.

Para a purificagdo desta toxina utilizou-se uma cromatografia de troca-
ibnica em gel de CM-Sepharose, onde foram obtidas seis fracdes (Figura 1A).
Seguida de uma filtragdo molecular da fracdo de interesse (CM3) em gel de
Sephacryl S-300 (Figura 1B). Neste segundo passo cromatografico obtivemos a
toxina BpMP-I (Metaloproteinase de pegonha de B. pauloensis), representando
2,26% das proteinas totais presentes na pegonha bruta (Tabela 1). Essa mesma
fragdo foi recromatografada em um sistema de HPLC-RP (Figura 1C) com o
intuito de se avaliar o grau de pureza e de se obter, eventualmente, essa fracao
para se proceder com 0s ensaios de sequenciamento.

Analises em SDS-PAGE na presenga e auséncia de agentes redutores
demonstraram que a metaloproteinase BpMPI apresenta massa molecular
aproximadamente de 23kDa e 20kDa, respectivamente (Figura 1D). Esta diferenca
pode ser explicada pelo fato de a migracdo da molécula na eletroforese ser
dependente do seu tamanho molecular. Portanto, na presenca de §-
mercaptoetanol, a proteina sofreu uma desnaturacdo mais efetiva devido ao
rompimento das pontes dissulfeto, aumentando assim o seu tamanho aparente e
diminuindo sua migracado em relagdo a proteina sem B-mercaptoetanol. A massa

molecular da BpMPI encontrada é semelhante as SVMPs da classe P-l, como a
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BaP1(WATANABE et al.,, 2003), Leucurolisina-a (BELLO et al., 2006) e a
BleucMP (GOMES et al., 2011)

Ja foram isoladas da peconha duas PLA; Lys-49 basicas (SOARES et al.,
2000), duas PLA;, Asp 49 basicas (RODRIGUES et al., 2004) uma PLA; &cida
(RODRIGUES et al., 2006), uma serinoproteinase Thrombin-like (COSTA et al.,
2009) e uma L-aminoacido oxidase (RODRIGUES et al., 2009).

A estrutura primaria foi parcialmente determinada pelo sequenciamento de
fragmentos obtidos pela digestdo da enzima com a tripsina. A sequéncia parcial
obtida apresenta os residuos de aminoacidos do sitio ligante de Zinco (residuos
170 a 180). A sequéncia parcial da BpMPI (Figura 2) foi alinhada com sequéncias
de outras metalloproteinases depositadas nos bancos de proteinas SWISS-
PROT/ TREMBL utilizando os programas FASTA 3 e BLAST. A sequéncia da
BpMPI revelou alta similaridade com outras SVMPs (classe Pl). Duas sequencias
de consenso presentes nessa classe de enzimas foram identificadas:
(H170E171XXH17aXXG177XXH1g80 € A124Qq25L126L127T128), bem como residuos
conservados de (185, 187,192, 209, 225) os quais podem estar envolvidos na
formacao de pontes dissulfeto (WATANABE et al., 2003; AKAO et al., 2010)

A BpMPI apresentou atividade azocaseinolitica dose dependente (Figura
3) sendo mais ativa em pH 7.5 e 8, semelhante as SVMPs que frequentemente
apresentam 6tima atividade em faixas de pHs que vao de neutro a basico
(MANNING, 1995; XU et al., 2004). Assim como a acutolisina-A (SVMP PI de
Agkistrodon acutus), apresentou decréscimo da atividade proteolitica quando em
pH acido igual a 3 (ZHU et al., 1997). A perda de atividade esta relacionada com

alteragcéo no residuo Glu477 (essencial a catalise) e com o estado de protonagao
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dos residuos de His presentes no sitio ativo. (RAMOS; SELISTRE-DE-ARAUJO,
2006).

BpMP-I apresentou atividade azocaseinolitica quando submetida a baixa
temperatura (4°C) e essa atividade diminuiu quando a enzima foi pré-aquecida em
elevadas temperatura. Apds 60° a enzima perdeu 100% de sua atividade. Estes
resultados foram demonstrados para outras proteases dessa classe como a
BthMP (GOMES et al., 2009) e Neuwiedase (RODRIGUES et al., 2000).

Os resultados provenientes da atividade fibrinogenolitica revelaram que a
toxina degrada preferencialmente a cadeia Aa do fibrinogénio com 5 minutos de
incubacgéo e que com 30 minutos as cadeias Aa e B3 sédo totalmente consumidas.
Com estes dados podemos inferir que essa protease pode interferir na cascata de
coagulagao durante o envenenamento. Outras metaloproteinases, com atividade
simelhante, ja foram isoladas de outras pegonhas de serpentes, como a BmHF-I (
Bothrops marajoensis) ( TORRES-HUACO et al.,, 2010), botrojarativase (B.
Jararaca) (BERGER, et al.; 2008), atroxlisina-1 (B. atrox) (SANCHEZ et al., 2010).

As enzimas fibrinogenoliticas presentes nas peg¢onhas de serpentes podem
ser classificadas de acordo com a especificidade de hidrdlise das cadeias do
fibrinogénio. As proteases responsaveis por clivar a cadeia aA sdo denominadas
a-fibrinogenases, enquanto que as responsaveis por clivar a cadeia BB séao
denominadas B-fibrinogenases (SWENSON; MARKLAND, 2005). Alterando o
local de reconhecimento pela trombina impossibilitando a clivagem correta do
fibrinogénio para a formacao da fibrina (SWENSON; MARKLAND, 2005). De
acordo com o padrao de hidrolise das cadeias do fibrinogénio, sugere-se que a

BpMPI seja uma a-fibrinogenase.
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Algumas das proteinas fibrinogenoliticas tem sido utilizadas clinicamente
como anticoagulantes ou estdo em fase de investigagcdo para uma possivel
aplicacao terapéutica (BRAUD et al, 2000; LEWIS;GARCIA, 2003; MARSH,
2001).

A inibicdo da atividade proteolitica da metaloproteinase sobre o fibrinogénio
bovino foi visualizada na presenca de EDTA, 1,10-fenantrolina e -
mercaptoetanol. Nos dois primeiros casos a BpMP-I mostrou dependéncia para
Zn™*, uma vez que foi inibida na presenga de EDTA e 1,10-fenantrolina. A perda
de atividade na presenca de B-mercaptoetanol esta relacionada com a perda de
sua conformacéao proveniente da quebra das pontes dissulfetos. Enquanto que na
presenca de inibidores especificos para serinoproteases, benzamidina e
aprotinina, a atividade proteolitica ndo foi afetada.

BpMP-| foi capaz de hidrolizar os substratos cromogénicos S-2302 e S-
226. O substrato S2302 (H-D-Pro-Phe-Arg-pNA - 2HCI), é especifico para
calicreina plasmatica, enquanto que o S-2266 (H-D-Val-Leu-Arg-pNA - 2HCI) é um
substrato para calicreina glandular. As calicreinas glandular e plasmatica fazem
parte de um complexo de multiproteinas, que sdo responsaveis pela liberagcédo de
cininas a partir dos cininogénios de alto e baixo peso molecular. As cininas por
sua vez exercem diversas atividades farmacoldgicas intermediadas por
receptores (B1 e B2) (MOREAU et al, 2005).

A BpMP-I apresentou leve atividade catalitica sobre o substrato S2238, no
entanto, essa toxina ndo coagulou o plasma bovino (atividade coagulante) e nem
a solucao de fibrinogénio (1mg/mL). A protease nao apresentou atividade sobre
0s substratos S-2222 (substrato para fator Xa) e S-2251 (substrato para
plasmina).
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A metaloproteinase BpMPI ndo apresentou atividade hemorragica (Figura
8C) mesmo utilizando altas concentragbes de toxina purifica. Assim como foi
demonstrado para outras metaloproteinases nao hemorragicas, neuwiedase
(RODRIGUES et al, 2000) e fibrolase (GUAN et al., 1991).

O presente trabalho também teve como objetivo produzir anticorpos
policlonais anti-metaloproteinase em camundondos e avaliar o seu potencial em
neutralizar a hemorragia local e as altera¢gdes na coagulagdo sanguinea induzidas
pela peconha de B. pauloensis.

Varios trabalhos vém tentando buscar métodos alternativos para melhorar
a neutralizacdo dos efeitos toxicos induzidos pelo envenenamento ofidico.
Rodrigues e colaboradores (2001) demonstraram a capacidade de anticorpos
policlonais anti-metaloproteinases (neuwiedase) produzidos em coelhos em
neutralizar a atividade hemorragica da peconha bruta de B. neuwiedi,
evidenciando reacdo imunoldgica cruzada entre a neuwiedase e outras
metaloproteases hemorragicas da pegonha.

Uma biblioteca de peptideos sintéticos com 12 aminoacidos expressos na
superficie do capsideo viral de bacteriéfagos foi utilizada para obter epitopos
(mimetopos) que sao reativos ao anticorpo policlonal anti-neuwiedase
(CARDOSO, 2004). O alinhamento de suas sequéncias com as estruturas
primaria e terciaria da neuwiedase e outras metaloproteinases presentes em
peconhas de serpentes permitiu a sele¢cdo de varios mimetopos os quais foram
utilizados posteriormente para imunizar camundongos BALB/c. A antigenicidade e
a especificidade da mistura de mimetopos foram confirmadas por ensaios de Dot
blot, ELISA e Western blot. Assim, dois epitopos forma mapeados e
posteriormente encontrados nas sequiéncias primarias de varias SVMP, o sugere
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a aplicacdo de novas metodologias para a busca de antigenos que possam
melhorar a producao e a eficiéncia dos soros antiofidicos.

Assim, é possivel enriquecer o soro antiofidico com altos titulos de
anticorpos anti-metaloproteases, pois estes podem melhorar a eficiéncia do
tratamento em relagdo as alteracbes locais e sistémicas induzidas por
envenenamentos botropicos. Ja que os anticorpos reconhecem diferentes
metaloproteases presentes em diversas peconhas botropicas e a capacidade de
neutralizar provavelmente esteja relacionada com os epitopos reconhecido pelo
anticorpo (figura 7).

Os ensaios de neutralizagdo com os anticorpos produzidos contra a
peconha de B. pauloensis e a metaloproteinase BpMPI foram realizados
utilizando-se as razdes 1:10, 1:20 e 1:50 (m/m), toxina/anticorpo, sendo que a

mistura antigeno anticorpo foi previamente incubada a 37°C por 30 minutos.

Os anticorpos anti-Bp e anti-BpMPI inibiram eficientemente a acao
hemorragica da pegonha de B. pauloensis (Tabela Il). Embora a metaloproteinase
BpMPI nédo seja hemorragica (Figura 8C) foi capaz de inibir a agdo hemorragica
induzida pela pegonha de B. pauloensis. A capacidade dos anticorpos anti-BpMPI
em inibir a acdo hemorragica estaria no provavel reconhecimento destes
anticorpos a dominios estruturais presentes nas diferentes metaloproteinases
responsaveis pelo quadro hemorragico da pegonha bruta, uma vez que as
metaloproteinases presentes nas pegonhas de serpentes dividem uma grande

homologia estrutural.

A coagulopatia € um efeito comum observado apdés o0 envenenamento

botropico e botropdico. Estas alteragdes sdo causadas por diferentes enzimas
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que sao capazes de interferirem na hemostasia. Ja € bem descrito que as
metaloproteinases de pegonhas ofidicas degradam proteinas da matriz
extracelular e dessa forma podem colaborar para o espalhamento de toxinas
principalmente serinoproteiases que podem degradar proteoliticamente varias
proteinas plasmaticas dentre elas o fibrinogénio e o fator de von-Willebran.

Os anticorpos anti-BpMP-I foram também eficientes na neutralizagao das
alteracbes da coagulacao sanguinea induzidas pela pegonha de B. pauloensis
uma vez que os tempos de protrombina e tromboplastina parcial ativada
permaneceram normais quando comparados com o controle PBS (Tabela lll). A
concentragdo de fibrinogénio plasmatico também permaneceu inalterada apds
neutralizagdo com os anticorpos anti-BpMP-I (Figura 9).

Vérias propostas surgem com a finalidade de diminuir ou até mesmo inibir
completamente os danos locais e sistémicos induzidos pelos venenos e ou suas
toxinas isoladas. Uma combinacédo da rapida administragdo de antivenenos com
altos titulos contra estas poderiam melhorar satisfatoriamente principalmente o
dano tecidual local que € um dos sintomas mais agravantes no envenenamento
por serpentes do género Bothrops e Bothropoides.

De acordo com suas caracteristicas bioquimicas, enzimaticas e
farmacolégicas, a BpMPI pode ser considerada uma nova metaloproteinase
fibrinogenolitica e anticoagulante isolada da pegonha de B. pauloensis. Esta foi
capaz de induzir a produg¢ao de anticorpos policlonais eficientes na neutralizagao

de alguns efeitos bioldgicos induzidos pela pegonha bruta de B. pauloenis.
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