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1- INTRODUCAO GERAL



Ao longo dos primérdios as serpentes vém despertando no homem
(Folclore ou Fatos veridicos) um interesse, curiosidades, magia, filosofia,
misticismo. Elas tornaram-se simbolos diversificados ao longo das décadas e
séculos, como em citacdes biblicas, nos livros de Génesis, Apocalipse e outros,
nos quais a serpente é retratada como a simbologia da traigdo, do perigo, da luta
entre o bem e o mal. Esta referéncia tornou-se popular com ditos dos mais
variados possiveis. As serpentes também foram descritas como simbolo da
alquimia, representando a pedra filosofal, o material que seria transformado em
ouro, objeto de cobiga, riqgueza e ganancia da humanidade. Ela também é simbolo
na medicina e farmacia, como aquela que pode tanto promover a cura como levar
a morte.

Esta seducdo das serpentes que transcorre ao longo dos milénios,
certamente € um foco natural que desperta nos pesquisadores de diversas areas
o interesse por este réptil, assim como desvendar a composicdo e atividades
biolégicas das peconhas produzidas por este fascinante membro do mundo
animal. Certamente ao realizarmos um levantamento sobre as diversas
publicagcbes nas revistas especializadas em toxinologia e farmacologia, as
peconhas de serpentes sdo, sem sombra de duvidas, as mais estudadas e com
maior numero de publicagdes e pesquisas (Guimaraes and Carlini, 2004; Ramos
and Selistre-de-Araujo, 2006). Pois este objeto (Serpentes) que transcorre da
cultura popular as comprovacoes cientificas, guarda em suas peconhas um
deslumbrante mundo molecular que ja tem contribuido com o desenvolvimento de
potenciais produtos farmacéuticos para combater diversas enfermidades e com
certeza ira contribuir mais e mais ao longo dos anos vindouros, pois a pesquisa
nesta area tem se mostrado promissora e caminha a largos passos.

A Palavra “Serpente” tem origem do latim: serpens + antis, que significa
rastejante; quem se arrasta. As serpentes constituem um grupo de répteis
reconhecivel principalmente pelo longo corpo flexivel, essencialmente sem patas,
e pelas modificacbes que lhes permitem alimentar-se de grandes animais,
engolindo-os inteiros. Nao possuem cintura escapular, nem palpebras moveis,
tampouco timpanos ou aberturas externas do ouvido (Barraviera, 1999). Alguns
estudos sugerem que as serpentes apareceram a cerca de 100-150 milhdes de

anos atras no periodo Cretaceo (Barraviera, 1999; Cardoso et al, 2003 e Ramos
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and Selistre-de-Araujo, 2006). Porém, ainda ndo se chegou a uma conclusao de
consenso sobre a origem da serpente ancestral. Isto pode ser por que os fésseis
mais antigos reconhecidos como serpentes mostram um estagio avancado de
evolugao e ndo revelam informagbes acerca de sua origem. A semelhanga entre
as serpentes e os lagartos (Varanoideos) levou muitos autores a afirmar que eles
tiveram um ancestral estreitamente relacionado (Barraviera, 1999; Cardoso et al,
2003). Ha, contudo varias hipbdteses para a origem das serpentes, elas podem ter
se originado de forma aquatica e subsequentemente emergido para a terra;
surgido de lagartos terrestres (Saurias Lacertilia) ou que os ancestrais das
serpentes eram formas cavadoras, dai 0 seu corpo alongado e extremamente
flexivel (Barraviera, 1999).

As serpentes sdo encontradas em quase todo o mundo, mas habitam
principalmente as regides temperadas e tropicais, em decorréncia da sua
dependéncia do calor externo para efetuar sua termorregulacdo, como os demais
répteis, sdo animais ectotérmicos, diferentes de aves e mamiferos que sao
endotérmicos. A tolerancia térmica vai de 0 a 47 graus, mas a temperatura ideal é
de 25 graus, sendo que temperaturas muito discrepantes comprometem seu
metabolismo (Manual de Diagnéstico e Tratamento de Acidentes por Animais
Peconhentos, FUNASA; 2001; Castoe and Parkinson, 2006). Atualmente existem
aproximadamente 3000 espécies distintas de serpentes (variando de diversas
formas, desde o tamanho de um lapis até serpentes gigantes, ou serpentes
exoticas e coloridas, até serpentes praticamente sem coloragéo) divididas em
infra-ordem, superfamilia e familia, segundo classificacdo de McDowell(1987),
citado em Cardoso et al, 2003; que divide as serpentes em duas infra-ordens, seis
superfamilias e dezenove familias.

No Brasil, ja foram catalogadas mais de 260 espécies de serpentes, as
quais ocorrem dentro de nove das dezenove familias propostas por McDowell; em
decorréncia desta diversidade, as serpentes brasileiras sdo alvo de desejo de
estudo por pesquisadores de diversos laboratérios nacionais e internacionais
(Cardoso et al, 2003).

As serpentes podem ser classificadas em dois grandes grupos basicos: as

peconhentas, que sdo aquelas que conseguem inocular 0 seu veneno no corpo
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de uma presa ou vitima, e as ndo pegonhentas, ambas encontradas no Brasil, nos
mais diferentes tipos de habitat, inclusive em ambientes urbanos.

A fosseta loreal, 6rgao sensorial termorreceptor, € uma membrana rica em
terminacées nervosas ligadas ao cérebro, e funciona como um 6érgao
termossensorial, permitindo a percepgao de variagbes minimas de temperaturas.
A presenca da fosseta loreal permite dizer se a serpente é peconhenta e o tipo de
cauda, o seu género (Bothrops, Crotalus e Lachesis); entretanto as serpentes
peconhentas do género Micrurus nao apresentam fosseta loreal.

Fosseta Loreal

Com Anégis
Colorid Prat Cauvda com Caud
“oloridos (Pretos, - , auvda com
Cauda Lisa Escamas -
Brancos e Chocalho

Vermelhos) Arrepiadas

Micrurus™ Bothrops Lachesis Crofalus
Ndaeo
Pegonhentas* Pegonhentas

* As falsas corais podem apresentar o mesmo padriio de coloracio das corais verdadeiras, sendo distinguiveis pela auséncia de dente inoculador.
** Na Amazdnia, ocorrem corais verdadeiras desprovidas de anéis vermelhos.

Figura 01: Diferenciacdao das serpentes Peconhentas e Nao-Peconhentas.

Extraido de: Ministério da Saude, Manual de Diagnéstico e Tratamento de
Acidentes por Animais Peconhentos, FUNASA; 2001.

O Brasil possui uma riquissima fauna de serpentes que conta com duas
familias de serpentes pegonhentas: Viperidae e Elapidae, que séo classificadas
quanto a denticdo que apresentam como Solendglifas e Proterdglifas,
respectivamente (Manual de Diagnostico e Tratamento de Acidentes por Animais
Peconhentos, FUNASA; 2001; Azevedo-Marques et al, 2003; Ribeiro et al, 1995;
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Silva et al, 2003; Hill et al, 2000). Estas serpentes apresentam um par de dentes
especializados nos dois ossos maxilares, com 0s quais inoculam o0 veneno para
matar ou imobilizar a presa e iniciar a digestdo. Nas serpentes ndo peconhentas
as presas estdo ausentes e a peconha é utilizada apenas para auxiliar na
digestao dos alimentos (Barraviera, 1999 ; Hill et al, 2000; Cardoso et al, 2003).

Os venenos das serpentes peconhentas sdo produzidos em glandulas
especializadas capazes de sintetizar e secretar uma grande quantidade de
substancias biologicamente ativas. As peconhas, portanto, constituem
verdadeiros arsenais quimicos com potencial capaz de atrair, paralisar e matar
outros organismos. Elas podem apresentar véarias fungdes, como: ataque,
captura, digestdo de alimentos, ou contribuir para a defesa do animal contra
predadores ou agressores. Cerca de 90% do peso seco dos venenos de
serpentes sdo constituidos por proteinas e enzimas como fosfolipases Ao,
hialuronidases, L-aminoacido-oxidases, metaloproteases e serinoproteases. Os
demais componentes sao inibidores enzimaticos, peptideos, compostos organicos
de baixa massa molecular, como: carboidratos e nucleotideos, e compostos
inorganicos como: calcio, cobalto, potassio, zinco (Matsui et al, 2000; Ramos &
Selistre-de-Araujo, 2006). A quantidade e a qualidade da composicao das
peconhas estdo ligadas diretamente a diversos fatores como: a espécie, a idade,
o periodo do ano e a alimentacao (Barraviera, 1999; Cardoso et al, 2003; Ramos
& Selistre-de-Araujo, 2006).

A familia Elapidae, sub-familia Elapinae, com o género Micrurus,
compreende 18 espécies distribuidas por todo o Brasil. Sao animais de pequeno e
médio porte, com tamanho de até 1 metro. Sdo popularmente conhecidas como:
Coral, Coral verdadeira ou boicora. S&o caracterizados visualmente por
apresentarem anéis vermelhos, pretos e brancos. O que distingue as serpentes
peconhentas das ndo-pegonhentas (falsas corais) deste género é a presenca de
presas inoculadoras do veneno (Barraviera, 1999; Cardoso et al, 2003). A
diferenciagéo entre corais verdadeiras e falsas, contudo, ndo € facil, em razdo da
dificuldade de se enxergar as presas que nao sao muito grandes. As estatisticas
nacionais revelam a baixa incidéncia de acidentes por corais verdadeiras, menos
que 0,5% do total (Manual de Diagnostico e Tratamento de Acidentes por Animais

Peconhentos, FUNASA; 2001). Estas serpentes sao pouco agressivas e
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geralmente picam nas maos; os acidentes s&o agravados devido a
neurotoxicidade dos componentes do veneno, que levam a paralisia muscular e
respiratoria. Estudos recentes tém demonstrado que o0s venenos elapideos
também podem interferir na hemostasia ( Du et al, 2006).

A Familia Viperidae, sub-familia Crotalinae, abrange o0s géneros
Bothoriopsis, Bothrocophois, Crotalus, Lachesis e Bothrops. As serpentes do
género Crolalus (cascavéis), conhecidas popularmente como cascavel, cascavel-
quatro-ventos, morocomboia, maraca e outras denominacdes, causam cerca de
7,7% dos acidentes ofidicos anuais do Brasil e apresentam o maior indice de
letalidade (Manual de Diagnostico e Tratamento de Acidentes por Animais
Peconhentos, FUNASA; 2001). A peconha crotalica € uma mistura complexa de
proteinas que tém como caracteristica principal uma discreta reagdo local,
entretanto; os venenos crotdlicos apresentam uma alta agdo neurotdxica e
hemolitica, que muitas vezes provoca a morte do acidentado quando nao
atendido rapidamente, o que justifica a mais alta taxa de letalidade dentre os
géneros da familia Viperidae. A neurotoxidade € fundamentalmente causada pela
crotoxina, que é uma neurotoxina pré-sinaptica que atua nas terminacdes
nervosas motoras, inibindo a liberagédo de acetilcolina pelos impulsos nervosos.
Essa inibicao é a principal responsavel pelas paralisias motoras e respiratérias
observadas nos acidentes crolalicos (Cardoso et al, 2003).

O Género Lachesis compreende a espécie Lachesis muta popularmente
conhecida como surucutinga, malha-de-fogo, surucucu, surucucu-pico-de-jaca. A
surucucu € a maior das serpentes peconhentas das Américas que habita a bacia
amazonica, sendo raros os acidentes causados por este género, e suas pegonhas
apresentam atividades fisiopatolégicas semelhantes as do veneno botrépico, ou
seja, atividades coagulante, hemorragica e inflamatéria aguda (Cardoso et al,
2003).

Dentro do género Bothrops podemos encontrar 30 espécies distribuidas
por todo o Brasil e popularmente conhecidas como: Jararaca, Jararaca-do-rabo-
branco, Surucucurana, Combodia, Caicaca, e outras denominagdes. Estas
serpentes s&o as mais importantes do ponto de vista médico, ja que causam 90%
dos acidentes ofidicos anuais registrados no Brasil (Manual de Diagnostico e
Tratamento de Acidentes por Animais Peconhentos, FUNASA; 2001; Castoe and
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Parkinson, 2006). O envenenamento por estas serpentes se caracteriza por
efeitos proteoliticos intensos, sistémicos e locais, como hemorragia, edema,
necrose e coagulacdo sanguinea (Wany et al, 1998; Mazzi et al 2004; Zamunér
et al, 2004; Gutiérrez et al, 2005; Castoe & Parkinson, 2006; Senis et al, 2006).

A atividade inflamatéria grave € causada por um conjunto de componentes
do veneno botrdpico, bioguimicamente heterogéneos e com especificidades
diversas como pequenos peptideos e proteinas como as fosfolipases A2,
proteases e enzimas diversas. Muitas fragbes do veneno, frequentemente
apresentam atividades indiretas, induzindo a liberacdo de bradicinina,
prostaglandinas, leucotrienos e outros mediadores quimicos que atuam de
maneira complexa (Gutiézzez & Rucavado, 2000; Cardoso et al, 2003;).

O veneno botropico também € capaz de ativar fatores da coagulagéao
sanguinea, ocasionando o consumo de fibrinogénio, formacdo de fibrina e
induzindo frequentemente a incoagulabilidade sanguinea. A maioria das
serpentes do género Bothrops apresenta, isolada ou simultaneamente,
componentes capazes de ativar o fibrinogénio, a protombina e outros fatores da
cascata de coagulagao, sobretudo Fll e FX (Gasmi et al, 2000; Matsui et al, 2000;
Du, et al, 2006; Senis et al, 2006;). A atividade hemorragica, outra caracteristica
de importancia nos acidentes botrépicos, € atribuida as hemorraginas, que sao
metaloproteinases zinco - dependentes. Estas toxinas podem romper a
integridade do endotélio vascular, apresentar atividade desintegrina e degradar
varios componentes da matriz extracelular, como colageno, fibronectina e
laminina, além de serem potentes inibidores da agregacao plaquetaria (Gutiérrez
& Rucavado, 2000; Matsui et al, 2000; Rodrigues et al, 2001; Gay et al, 2005;
Wang et al, 2005; Gutiérrez et al, 2006; Ramos & Selistre-de-Araujo, 2006).

Dentre os diversos componentes dos venenos de serpentes da familia
Viperidae, destacam-se as enzimas proteoliticas: metaloproteinases (SVMP’s) e
as enzimas fibrin(ogen)oliticas. Estas proteases tém sido alvos de estudos e de
interesses particulares, pois estdo diretamente relacionadas com as diversas
patologias do envenenamento como: hemorragia, edema, inflamagao, necrose e
desordens relacionadas com o processo da hemostasia. (Bjarnasson and Fox,
1994; Markland, 1998; Gutiérrez and Rucavado, 2000; Matsui et al, 2000; Fox &
Serrano, 2005; Stroka et al, 2005; Swenson and Markland, 2005; Gutiérrez et al,
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2005; Castoe & Parkinson, 2006). Segundo citacdo de Ramos & Selistre-de-
Araujo (2006), recentes estudos tém revelado que as fosfolipases A, sao
quantitativamente mais representativas nos venenos das serpentes da familia
Viperidae, enquanto as metaloproteinases apresentam maior variabilidade
(Junqueira-de-Azevedo and Ho, 2002; Juarez et al, 2004; Serrano et al, 2005).

As metaloproteinases compreendem um amplo grupo de proteinas da
familia zinco dependente “metzincin”, que juntamente com as proteinas ADAMs
(proteinas reprodutivas de mamiferos), pertencem a subfamilia “reprolysins”, ja
que elas apresentam uma organizagdo estrutural de dominios semelhantes
(Bjarnoson and Fox, 1995; Jia et al, 1996; Matsui et al, 2000; Fox & Serrano,
2005; Wang et al, 2005) Estas enzimas apresentam uma grande regido padrao
conservada (HEBXHXBGBXH) ligada a zinco, onde H é uma histidina, E um
acido glutdmico, G uma glicina, B um residuo hidrofébico e X qualquer
aminoacido (Markland, 1998).

A maioria das metaloproteinases ¢é tanto fibrinogenolitica quanto
fibrinolitica. Sdo enzimas sintetizadas e armazenadas nas glandulas do veneno
na forma de zimogénio que é inibido por um mecanismo denominado “cysteine-
switch”, em que o grupo tiol de um residuo de cisteina da seqiéncia PKMCGVT,
localizado no pré-dominio da metaloproteinase, € capaz de inibir a atividade
catalitica da pré-enzima, bloqueando seu sitio ativo por se ligar ao ion zinco. Apés
serem secretadas, essas enzimas sofrem um processamento proteolitico que
converte o zimogénio na forma ativa da enzima (Grams et al, 1993; Wang et al,
2005; Ramos & Selistre-deAraujo, 2006)

Os primeiros dados sobre as sequéncias das metaloproteinases surgiram
nos anos 70, seguidos do sequénciamento por cDNA nos anos 90, com estes
resultados permitiu-se a classificacdo das metaloproteinases de acordo com sua
organizagdo multidominios nas classes PI, Pll, Plll e PIV (Fox & Serrano, 2005;
Wang et al, 2005), como apresentado na Figura 2.
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Figura 02: Diagrama esquematico da divisao das metaloproteinases de

venenos de serpentes, conforme a composicao estrutural das enzimas.
Extraido de Bjarnason & Fox, 1994.

Esta classificacao foi inicialmente proposta por Bjarnason & Fox em 1994.
As enzimas da classe P-I sdo de baixa massa molar entre 20-30 kDa e com fraca
ou nenhuma atividade hemorragica, dentre elas podemos citar a Atrolysin C
(Shonnon et al, 1989), Fibrolase (Markland, 1996), moojeni protease A (Assakura
et al, 1985; Reichl & Mandelbaum, 1992), Neuwidase (Rodrigues et al, 2000) e
recentemente encontramos o relato da purificagcao da enzima Leuc-a de Bothrops
leucurus (Bello et al, 2006) e Cotiaractivase de Bothrops Cotiara (Senis et al,
2006). Na classe P-ll encontramos as metaloproteinases com massa molecular
entre 30-60 kDa que possuem um dominio semelhante a desintegrina (disintegrin-
like) na regido carboxi-terminal (Fox & Serrano, 2005; Jia et al, 1996; Lou et al,
2005), dentre alguns membros da classe P-1l podemos citar Atrolysin E (Hite et al,
1992). Na classe P-Ill encontramos as mais potentes toxinas hemorragicas que

apresentam o dominio metaloproteinase, o desintegrina e um terceiro dominio rico

Xx1



em cisteina na regido carboxi-terminal. As toxinas desta classe tém massa
molecular entre 60-80 kDa, dentre elas citamos Atrolysin A (Fox & Bjarnason,
1995) e Jararagina (Paine et al, 1992). A classe P-1V é composta por enzimas que
possuem entre 80-100 kDa de massa molecular e apresentam duas
subunidades; uma constituida pelos mesmos dominios da classe P-Ill e outra por
dominio semelhante a lectina (Lectin-like), conectados por ligacdes dissulfeto.
Dentre algumas citamos LHF-/ (Sanchez et al, 1987) e VLFXA (Siigur et al, 2001).

Recentemente Fox & Serrano (2005), atualizaram a classificacdao das
metaloproteinases incluindo as seguintes subclasses: P-lla, cuja forma nao libera
o dominio desintegrina; P-Ilb cuja forma nativa compreende as metaloproteinases
dimericas; P-llla que revelam seus dominios desintegrina ricos em cisteinas e P-

[llb que formam metaloproteinases dimericas, como mostrado na Figura 3.

Pre-Pro-flralysin B, C, D Alralysin B, G, D
Pl Pro ':_Pr-:ur.elrm:m L Proteinass

Pre-Pro-Atrolysin E Atrolysin E BV DD
Pl Pro ::i='r|:.l:|.'|lnn:=ﬂ -1 : m.; -&i’
Pre-Pra-Jerdanitin Jerdonitin
P-lia 3 Pro [Froteinass : w
Pre-Pra-Biltoxin 1 Bilitgxin

Pre-Pro-Acostatin g

o-| Dirmeric RGD-Dis

Pre-Pro-Acostatin f Hnmﬂﬂst
Lhis |
.

Pl

Pra ':_F'rnl:i:ir.u:-: S

Alralysin A

Pl Proteinass S l?é:‘;éz‘
Pre-Pra-Caracollasiatin Catrgc ol lastatin-G
F-lila Pro |Proteinase & ng;':-’- ﬁ.i.“tl'l- Proeinase

Pre-Pra-V AP

Figura 03: Diagrama esquematico da divisao das metaloproteinases de
venenos de serpentes, com modificacoes propostas por Fox & Serrano
(2005). P= peptideo sinal; Pro= por-proteina; S= HEBXHXBGBXH; Dis=
desintegrina; Dis-like= semelhante a desintegrina; Cys-rich= rico em

cisteina; Lec= lectina.
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As enzimas fibrin(ogen)oliticas s&o comuns nos venenos de serpentes
das familias Viperidae, Elapidae e Crotalidae. Estas proteases com especificidade
sobre a cadeia Aa e BB do fibrinogénio sdo observadas como possiveis agentes
terapéuticos a ser aplicado no tratamento da trombose e disturbios relacionados
com a coagulagao sanguinea. Desde a década de 50 que encontramos relatos
consistentes sobre as possiveis utilizagdes destas enzimas como agentes
terapéuticos; dentre as vantagens relatadas para o uso clinico destas enzimas,
podemos citar que elas ndao ativam o plasminogénio, evitando efeitos colaterais
como a ativagao plaquetaria; e ndo sao inibidas por inibidores de proteases do
sangue (SERPINS). Em geral, apresentam auséncia de alteragdes patologicas e
histopatoldgicas significativas (Gutierrez & Rucavado, 2000; Matsui et al, 2000;
Gay et al, 2005; Jin et al, 2005; Lou et al, 2005; Swenson & Markland, 2005; Du et
al, 2006; Senis et al, 2006).

Das 67 enzimas fibrin(ogen)oliticas relatadas, 46 sdo metaloproteinases
pertencentes a familia “metzincin”. As a - fibrinogenases sao enzimas que
degradam preferencialmente a cadeia Aa do fibrinogénio, sendo capazes de
degradar também a cadeia B e nao interferem com a cadeia y; assim como a
Neuwiedase isolada da peconha de Bothrops neuwiedi , que apresenta 198
residuos de aminoacidos com uma massa molar de 22,5 kDa, pl = 5,9, pH étimo
de acao entre 7,4 - 8,0, temperatura étima de 37°C e é inibida por EDTA e 1,10-
fenantrolina (Rodrigues et al, 2000).

Ja as proteases que degradam preferencialmente a cadeia BB e
apresentam menor especificidade sobre a cadeia Aa do fibrinogénio, sao
geralmente chamadas de serinoproteases. Elas possuem a capacidade de
interferir em pontos distintos da coagulagcdo sangiinea causando desordem no
sistema hemostatico, e sdo freqientemente referidas como enzimas thrombin-like
por possuirem a habilidade de clivar o fibrinogénio de forma semelhante a
trombina (Matsui et al, 2000).

As fibrinogenases da peconha de serpentes que possuem a habilidade de
hidrolisar preferencialmente a cadeia y do fibrinogénio, sdo bastante raras, existe
relato deste tipo de protease purificada da pegonha de Crotalus atrox (toxina
hemorragica) com peso molecular de 64 kDa (Nikai et al, 1984).
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2- OBJETIVOS



2.1- OBIETIVO GERAL

O presente trabalho teve como objetivo geral fracionar a peconha de
Bothrops moojeni(Cai¢aca), buscando purificar e caracterizar bioquimicamente

uma enzima proteolitica.

2.2- OBIETIVOS ESPECIFICOS

e Purificar uma proteinase da peconha de Bothrops moojeni

e Determinar suas principais caracteristicas quimicas como: peso molecular
aproximado, grau de pureza da amostra, ponto isoelétrico e a seqiiéncia de
aminoacidos da regiao N-terminal da enzima isolada.

e Determinar suas principais caracteristicas cataliticas, como: atividade
proteolitica frente a diferentes substratos naturais ou n&o, efeito de
inibidores, ions metalicos, pH e temperatura.

e Determinar suas principais atividades biolégicas, como: incoagulabilidade
sanglinea, edema e mionecrose.

e Com base nas caracteristicas obtidas, classifica-la como metaloproteinase

ou serinoproteinase.
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4- CAPITUVLO UONICO

BAMP: UMA NOVA
METALOPROTEINASE DO MENENO

DE Bothrops moojeni(Caicaca)

e Este capitulo foi escrito de acordo com as normas técnicas de

publicacao exigidas pela revista Bioorganic Chemistry .
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RESUMO

Neste trabalho uma nova metaloproteinase (BthMP) foi purificada do
veneno da serpente Bothrops moojeni. A protease é homogénea em PAGE-SDS
e nativa, apresentou uma unica cadeia polipeptidica de 23,5 kDa, pl = 7,1 e N-
terminal bloqueado. BthMP ¢ provida de alta atividade proteolitica sobre a
caseina, fibrina e fibrinogénio bovino; foi inibida por EDTA, EGTA e 1,10-
fenantrolina e manteve sua atividade em pH de 7,0 a 9,0 e temperatura de 5 a
40°C. Ensaios com ions metdlicos mostraram que Ca** é ativador, enquanto Zn**
e Hg™ inibiram cerca de 50 e 80%, respectivamente. BthMP é desprovida de
atividades coagulante, esterasica, fosfolipasica e fracamente hemorragica quando
comparada ao veneno bruto. O edema induzido pela metaloprotease evidenciou o
importante papel da toxina na atividade inflamatéria do veneno. BthMP também
causou incoagulabilidade sanguinea, e provocou alteracbes histologicas em
musculo gastrocnémio de camundongos induzindo hemorragia, necrose e
infiltrado leucocitario. A massa molecular e os ensaios de inibicado com EDTA e
1,10-fenantrolina sugerem que a metaloproteinase BthMP pertence a classe P-I

das SVMPs.

Palavras - chave: Bothrops moojeni; metaloproteinases; veneno; serpentes.
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ABSTRACT

In this work a new metalloproteinase (BthMP) was purified from the snake
venom of Bothrops moojeni. This enzyme was homogeneous by native and SDS-
PAGE it showed polypeptide chain of 23,5 kDa, pl = 7,1 and N-terminal blocked.
BthMP is comprised of high proteolytic activity on casein, fibrin and bovine
fibrinogen, but no coagulating, esterase, phospholipase A activities, and lightly
hemorrhagic; it was inhibited by EDTA, EGTA and 1,10-phenanthroline and
maintained its activity on pH of 7,0 at 9,0 and temperature of 5 to 40°C. Assays
with metal ions showed that Ca++ is an activator, whereas Zn++ and Hg++
inhibited about 50 and 80%, respectively. The edema evidenced the important role
of the toxin in the inflamatory activity of the venom. BthMP also caused uncloting,
and provoked histological alterations in gastrocnemius muscle of mice inducing
hemorrhage, necrosis and leucocytic infilirate. The molecular mass and the
inhibition assays suggest that the metalloproteinase BthMP belongs to class P-I

SVMPs.

Keywords: Bothrops moojeni; Metalloproteinase; Snake; Venom.
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5- INTRODUCAO
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Os venenos de serpentes constituem-se de um verdadeiro arsenal quimico,
contendo uma variedade de proteinas e peptideos biologicamente ativos, que
contribuem para os efeitos locais e sistémicos ocorridos apds o envenenamento.
Entre os diversos componentes dos venenos de serpentes, destacam-se as
metaloproteinases (SVMP’s) e as enzimas fibrin(ogen)oliticas. Essas proteases
tém sido alvo de estudo, tendo em vista que estao diretamente relacionadas com
diversas patologias, tais como: hemorragia, edema, inflamagdo, necrose e
desordens no sistema hemostatico. As metaloproteinases compreendem um
amplo grupo de proteinas da familia zinco dependente “metzincin”, juntamente
com as proteinas ADAMs (proteinas reprodutivas de mamiferos). Elas pertencem
a subfamilia “reprolysins’, ja que apresentam uma organizacdo estrutural de
dominios semelhantes [1, 2]. Esta familia compreende metaloproteinases zinco
dependentes, que apresentam uma grande regido padrdo conservada
(HEBXHXBGBXH) ligada a zinco, onde H € uma histidina, E um acido glutamico,
G uma glicina, B um residuo hidrofébico e X qualquer aminoacido. A maioria das
metaloproteinases € tanto fibrinogenolitica quanto fibrinolitica. S&o enzimas
sintetizadas e armazenadas nas glandulas do veneno na forma de zimogénio, o
qual é inibido por um mecanismo denominado “cysteine-switch”, em que 0 grupo
tiol de um residuo de cisteina da sequéncia PKMCGVT, localizado no pré-dominio
da metaloproteinase, é capaz de inibir a atividade catalitica da pr6-enzima,
blogueando seu sitio ativo por se ligar ao ion zinco. Ap6s serem secretadas,
essas enzimas sofrem um processamento proteolitico que converte o zimogénio

na forma ativa da enzima [2, 3, 4].

XXX Vil



As metaloproteinases sdo classificadas de acordo com sua organizagao
multidominios nas classes PI, PIl, Plll e PVI [1, 2, 4, 5, 6]. Segundo esta
classificagdo, a classe P-lI constitui-se de enzimas com apenas um dominio
metaloproteinase. A classe P-Il constitui-se de enzimas com um dominio
metaloproteinase e um dominio Desintegrin-like (Dis-like). Na classe P-IlI,
encontramos as enzimas sintetizadas com o dominio metaloproteinases, um
dominio semelhante a desintegrina (Dis-like) e um dominio rico em cisteina (Cys-
rich). Estas tém a caracteristica de apresentarem alto potencial hemorragico. A
classe P-1IV compde-se de enzimas com duas subunidades: uma constituida pelos
mesmos dominios da classe P-lll e outra por dominio semelhante a lectina
(Lectin-like), conectados por ligagbes dissulfetos. Recentemente Fox & Serrano
[1], atualizaram a classificacdo das metaloproteinases incluindo as seguintes
subclasses: P-lla, cuja forma néo libera o dominio desintegrina; P-llb cuja forma
nativa compreende as metaloproteinases diméricas; P-llla que revela seus
dominios desintegrinas e rico em cisteinas e P-lllb que forma metaloproteinases
diméricas.

As espécies do género Bothrops (familia Viperidae) s&o responsaveis pela
maioria dos acidentes ofidicos ocorridos na América Latina e principalmente no
Brasil [7, 8, 9]. Os venenos desta espécie sdo caracterizados por conterem uma
diversidade de enzimas proteoliticas atuando sobre varios substratos como:
Fibrinogénio, Fibrina, Colageno, Insulina, entre outros [9, 10, 11, 12]. Desse
género, que tem se revelado de grande importancia clinica, muitas toxinas tém
sido isoladas e caracterizadas de varias espécies, tais como: Bothrops asper [13,
14], Bothrops neuwiedi [10], Bothrops cotiara [15], Bothrops Pirajai [16], Bothrops

Jararacussu [17, 18], Bothrops jararaca [19], Bothrops moojeni [20, 21, 22]. Neste
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trabalho nds relatamos uma nova metaloproteinase fibrin(ogen)olitica do veneno

de Bothrops moojeni.

x1



6-MATERIALS E METODOS



6.1) Obtencao da peconha de Bothrops moojeni e dos animais.

A peconha de Bothrops moojeni foi cedida pela Pentapharm do Brasil,
sendo posteriormente liofilizada e armazenada a -20°C no Laboratério de Quimica
de Proteinas e Produtos Naturais (INGEB/UFU).

Os camundongos Swiss foram gentilmente cedidos pelo Instituto Vallé e
pela Pentapharm do Brasil, sendo mantidos no Laboratorio de Experimentagao

Animal (LEA) do INGEB/UFU.

6.2) Resinas e Reagentes Utilizados em Cromatografia, Eletroforese,
Ensaios Enzimaticos e Bioldgicos.

Resinas de DEAE-Sephacel, Sephadex G-75 da Amersham Biosciences.

Acrilamida, Bis-acrilamida, TEMED, SDS, Coomassie brilliant blue R-250,
Soroalbumina bovina, Fucsina basica, Persulfato de amoénio, Bicarbonato de
amaonio, Tris, Glicina, Azul de bromofenol, EDTA, EGTA, Aprotinina, Leupetina, B-
mercaptoetanol, 1,10-fenantrolina, Fibrinogénio bovino, Trombina, Caseina
bovina, Padrdo de peso molecular (Dalton Mark VII-L), produtos da Sigma Chem.
Co.

Plasma Bovino obtido junto ao Hospital Veterinario da Universidade
Federal de Uberlandia (UFU).

Todos os demais reagentes utilizados eram de grau analitico.

6.3) Fracionamento da Peconha de Bothrops moojeni e obtencao de BthMP.
A purificagdo da metaloproteinase foi realizada com aproximadamente
200mg da peconha bruta de Bothrops moojeni os quais foram suspendidos em

2,0ml de tampao bicarbonato de aménio 0,05M pH 7.8. Em seguida a mistura foi
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centrifugada a 10.000 x g por 10 minutos a 4°C e o sobrenadante aplicado a uma
coluna de troca idnica contendo a resina DEAE-Sephacel (1,4 x 10,5 cm),
previamente equilibrada com o mesmo tampdo. A amostra foi eluida a
temperatura ambiente pelo estabelecimento de um gradiente convexo de
concentracao usando o tampao AMBIC 0,05 a 0,50 M pH 7,80, sendo este
gradiente estabelecido a partir do tubo de nimero 60. Foram coletadas fragdes de
1,5 mL/tubo num fluxo de 15 mlL/hora, em um coletor de fragbes RediFrac
(Amersham Biotec). A absorbancia de cada fracao coletada foi lida a 280nm num
espectrofotdmetro Ultrospec 1000UV/Visivel (Pharmacia Biotech).

A fracdo D2 obtida neste fracionamento foi liofilizada em um liofilizador
Labconco (LYPH-LOCK IL), ressuspendida em 1 mL de tampao AMBIC 0,05 M,
pH 7,8 e centrifugado a 10000 x g por 10 minutos, a 4° C. O sobrenadante foi
aplicado em coluna Sephadex G-75 (0,9 x 80 cm) previamente equilibrada com o
mesmo tampao e todo o procedimento cromatografico foi realizado conforme

descrito para o fracionamento anterior.

6.4) Determinacao quantitativa de proteinas

As dosagens de proteinas em solugdes contendo de 0,1 a 2,0 mg/ 2,0mL
foram realizadas pelo método do microbiureto, conforme descrito por lizhaki e Gill
[23]. A reta padrao foi construida com soroalbumina bovina, considerando-se 0

seu coeficiente de extingdo molar em 280 nm (0,665).
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6.5) Caracteristicas Quimicas
6.5.1) Eletroforese em gel de poliacrilamida com agentes desnaturantes

(PAGE-SDS).

As eletroforeses em gel de poliacrilamida a 14% com agentes
desnaturantes (SDS) foram realizadas conforme a técnica descrita por Laemmli
[24].

O tampéao do eletrodo continha Tris 0,025M, glicina 0,192M e SDS 0,1%
(m/v), pH 8.3. As amostras foram dissolvidas em tampao da amostra (Tris-HCI
0,06M pH 6.8, azul de bromofenol 0,001% (m/v), glicerol 10% (v/v) e B-
mercaptoetanol 10% (v/v)). As eletroforeses foram realizadas em sistema de
eletroforese Hoefer SE260 Mighty Small Mini Vertical. Apés a corrida os géis
foram corados em uma solugdo de Coomassie Brilliant Blue R-250 0,1% (m/v) em
agua e metanol na proporcao de 1:1 (v/v) e descorados numa solucao de acido
acético a 7%. O peso molecular aproximado foi estimado pelo padrdo de peso
molecular Dalton Mark VII-L (Sigma),contendo as seguintes proteinas:
Soroalbumina bovina (66kDa), Ovoalbumina (45kDa), Gliceraldeido-3-fosfato-
desidrogenase (36kDa), Anidrase Carbébnica (29kDa), Tripsinogénio (24kDa),

Inibidor de tripsina (20.1kDa), a-lactoalbumina (14.4kDa).

6.5.2) Eletroforese em gel de poliacrilamida em condicées nativas para

proteinas basicas.

A eletroforese foi realizada de acordo com Reisfeld [25], com modificagdes.

Na preparagao dos géis a 10% foram utilizadas as seguintes solugdes: solugcao A
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(KOH 1M, pH 4,5), Solugdo C (Acrilamida: bis-acrilamida 30:0,2 m/m), TEMED,
Persulfato de amdnio (20mg/2mL).

O tampéao do eletrodo continha B-alanina e acido acético a 0,35M pH 4,5
(solucao estoque), sendo diluido 10 vezes no momento do uso. Foi realizada uma
pré-corrida no gel de aproximadamente 30 minutos.

A amostra contendo cerca de 10ug de proteina foi dissolvida em
aproximadamente 10uL do tampé&o do eletrodo e acrescentado 1L de glicerol. A
fucsina basica foi utilizada como marcador de migracdo. A eletroforese foi
conduzida a 25mA de corrente, por aproximadamente 35 minutos. Apds a
eletroforese o gel foi corado em uma solugdo de Coomassie Brilliant Blue R-250
0,1% (m/v) contendo agua e metanol na propor¢éo de 1:1 (v/v) e descorado numa

solucao de 4cido acético a 7%.

6.5.3) Focalizacao Isoelétrica.

A eletrofocalizacdo da metaloproteinase denominada BthMP foi realizada

segundo o método descrito por Vesteberg [26].

6.5.4) Determinacao da seqiiéncia N-terminal.

A andlise da sequéncia N-terminal da metaloproteinase BthMP foi realizada
em um sequlenciador automatico de proteinas da Shimadzu (modelo PPSQ-23A).
Inicialmente uma amostra de aproximadamente 90 ug da proteina foi transferida
para um gel de poliacrilamida com agentes desnaturantes (SDS-PAGE), como

descrito no item 6.4.1, Ap6s corrida do gel, a banda principal foi transferida para
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uma membrana (PVDF), e uma amostra extraida e aplicada em um sequenciador

automatico de proteinas da Shimadzu (modelo PPSQ-23A).

6.6) Caracterizacao Enzimatica

6.6.1) Atividade de degradacao do Fibrinogénio.

Este ensaio foi realizado segundo o método descrito por Oliveira et al [21],
onde amostras contendo 10ug de proteinas foram incubadas a 37°C por 5 a 60
minutos com 50uL de uma solugéo de fibrinogénio bovino (1,5 mg/mL) dissolvido
em tampao Tris-HCI 0,05M pH 7,80. O término da reagao ocorreu apds a adicao
do tampao da amostra de eletroforese: Tris-HCI 0,06M pH 6,8; SDS 2% (m/v); B-
mercaptoetanol 5% (v/v); azul de bromofenol 0,005% (m/v) e glicerol 10% (v/v).
Em seguida as amostras foram aquecidas por 3 minutos a 100°C, e submetidas a
eletroforese em gel de poliacrilamida a 14% com agente desnaturante (SDS).

A acdo dos inibidores sobre a atividade fibrinogenolitica de BthMP foi
realizada pré-incubando 10ug de proteinas com [p-mercaptoetanol, EDTA,
Aprotinina, 1,10-fenantrolina e leupeptina todos a concentracdo 10mM, em

seguida foi realizada a atividade proteolitica como descrito acima.

6.6.2) Estabilidade da Metaloproteinase BthMP frente ao pH e a Temperatura.

Cerca de 5ug da metaloproteinase BthMP foram dissolvidos em um volume
do 10pL de salina e pré-incubados por 60 minutos em diferentes pHs (3 a 9) em
temperatura ambiente; e a mesma massa da metaloproteinase também foi pré-

incubada em diferentes temperaturas (5 a 90 °C) por 30 minutos em pH neutro.
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Em seguida foi realizada a atividade fibrinogenolitica conforme descrito no item

6.6.1.

6.6.3) Atividade Fibrinolitica.

A atividade proteolitica sobre a fibrina foi realizada segundo o método
descrito por Astrup and Mullentz [27], com algumas modificagdes. Utilizando
solucdo de fibrinogénio bovino a 0,2% em tampéao fosfato 5mM contendo NaCl
0,15M, pH 7,4. Esta solucdo foi colocada em placa de petri juntamente com
trombina bovina (100U/mL) diluida no mesmo tampao e a mistura incubada por 1
hora em temperatura ambiente para ocorrer a formacao do coagulo de fibrina. A
seguir, diferentes concentragbes da metaloproteinase BthMP e da pegonha bruta
de Bothrops moojeni foram aplicados na placa e incubados a 37°C por 24 horas.
A seguir, os halos de lise foram medidos com um paquimetro digital DIGMESS

100.174BL.

6.6.4) Atividade Coagulante sobre o Plasma Bovino.

A atividade coagulante da peconha bruta de Bothrops moojeni e da
metaloproteinase BthMP foi realizada segundo Assakura et al [28], utilizando
100uL de plasma bovino como substrato da reacdao com 10ug de amostra. Este
experimento foi realizado em um aparelho coaguldmetro Quick-Timer (DRAKE
Ltda) que determina o tempo de coagulacdo da amostra até um maximo de 120
segundos, por um sistema Optico que detecta a vibracao brusca da densidade da
amostra no instante da coagulacao, devido a formacao dos primeiros coagulos de

fibrina.
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6.6.5) Atividade esterasica sobre o TAME.

A atividade esterasica foi determinada sobre o TAME (N-p-Tolueno-sulfonil
Arginina Metil Ester) como descrito por Hummel [29]. Como substrato foi utilizado
uma solugao de TAME 1,04 mM em Tris-HCI 0,02M e CaCl, 0,15M, pH 8,1.

Amostras contendo 15ug de proteinas foram adicionadas e a quantificacao
da atividade foi realizada por analise espectrofométrica a 244 nm/minuto durante
10 minutos de reagdo. Uma unidade de atividade foi determinada como o

acréscimo de 0,001 AbSsa4nm/Min.

6.6.6) Atividade Hemolitica indireta (Fosfolipase Ay).

A atividade fosfolipases indireta foi avaliada por meio da hemdlise causada
pelas amostras, em eritrocitos de camundongos suplementados com gema de ovo
no gel de agarose como previamente descrito Gutierrez et al [30]. Para
preparacao do gel, extraiu-se sangue de camundongos previamente anestesiados
com éter de petroleo e os eritrocitos foram lavados por 3x com PBS. Para cada
gel foram adicionados 0,259 de agarose em 25ml de PBS e esta mistura foi
dissolvida por aquecimento. Posteriormente foi adicionado 0,005g de azida, 0,259
de CaCl, a 0.01M, 0,3ml de gema de ovo e 0,3ml dos eritrcitos lavados.
Aliquotas de 20ul de solucao de salina contendo de 5 a 30ug da metaloproteinase
BthMP ou 10 a 20ug da pegonha bruta de Bothrops moojeni, foram aplicadas em
pocos de aproximadamente 4mm de diametro feitos no gel em placa de petri. Os
géis foram incubados a 37°C por 24 horas e a formagdo do halo hemolitico

medido.

6.6.7) Atividade Caseinolitica por Espectrofotometria.
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A atividade caseinolitica foi realizada segundo o método de Van Der Walt
and Joubert [31], com modificagdes, utilizando-se como substrato solugdo de
caseina a 1% (p/v) em Tris-HCI 0,1 M pH 8,0. 750uL da solugéo de caseina foram
misturados com 10ug da amostra dissolvida em 250uL de Tris-HCI 0,1 M pH 8,0
e incubada por 15 minutos a 37°C. A reacgao foi interromoida com a adicao de
1500uL de TCA a 5% (v/v) e deixada em repouso na temperatura ambiente por 30
minutos, o0 sobrenadante foi retirado, centrifugado por 10.000 x g durante 10
minutos e a atividade medida em 280nm num espectrofotébmetro Ultrospec
1000UV/Visivel (Pharmacia Biotech). Uma unidade de atividade caseinolitica foi
definida como a quantidade de enzima capaz de produzir um aumento na
absorbancia de 0,001 unidade/minuto nas condigbes experimentais descritas
acima.

A atividade caseinolitica da metaloproteinase BthMP também foi
determinada na presenca de ions metalicos: Mg™, Hg'™, Zn*™*, Ba™ e Ca™", por
pré incubacdo de 10uL de cada solugcdo i6bnica a 10mM com 10ug da
metaloproteinase BthMP por 30 minutos em temperatura ambiente. Em seguida
foi determinada a atividade caseinolitica como ja descrito. A presencga de agentes
quelantes (EDTA e EGTA 10mM) e de alguns inibidores de proteases
(Benzamidina, B-mercaptoetanol, Aprotinina e Leupeptina, todos a 10mM)
também foi avaliada pelo mesmo procedimento.

Todos estes ensaios foram realizados em ftriplicata e os resultados

expressos pela média (n=3).

6.7) Atividades Bioldgicas
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6.7.1) Atividade Hemorragica.

Foi realizada como descrito por Nikai et al [32]. Foram utilizados
camundongos Swiss machos de 20-25g divididos em grupos (n=5). Os animais
controle receberam injecdo intradérmica de 50uL de PBS e os outros grupos
receberam de 10 a 30ug da pegonha de Bothrops moojeni ou 20ug e 30ug da
metaloproteinase BthMP, dissolvidos em 50uL de PBS. Apdés 3 horas de
inoculagéo, os animais foram sacrificados, a pele removida e o halo hemorragico
na superficie interna da pele foi medido com um paquimetro digital DIGMESS

100.174BL.
6.7.2) Atividade Edematogénica.

Grupos de 3 camundongos (20-25g) foram injetados subcutaneamente na
pata direita com 25uL de solucao contendo 10ug de amostra dissolvidos em PBS.
O grupo controle recebeu 25uL de PBS. Em diferentes intervalos de tempo o
aumento da area na pata dos camundongos foi medida com um paquimetro digital

DIGMESS 100.174B.

6.7.3) Atividade Desfibrinogenante.

A Atividade desfibrogenante foi realizada conforme o método descrito por
Gene et al [33], com algumas modificacées. Foram injetados i.p. 40ug de peconha
de Bothrops moojeni e da metaloproteinase BthMP dissolvidos em 50uL de PBS e
50uL de PBS em camundongos controle. Os camundongos foram sacrificados
apos duas horas e realizados a puncéao cardiaca, o sangue foi transferido para um
tubo de ensaio de vidro e observado o tempo de coagulacdo sanguinea. Este

experimento foi realizado com n=3.



6.7.4) Alteracoes Morfologicas Induzidas em Musculo Gastrocnemius de
Camundongos.

A evolugdo do dano tecidual local induzido pela peconha de Bothrops
moojeni e pela metaloproteinase BthMP foi analisada por microscopia de luz, por
meio da injecdo de 25ug da peconha bruta de Bothrops moojeni e de 50ug da
metaloproteinase BthMP no musculo gastrocnemius direito de camundongos da
linhagem Swiss, (n=3, 20-25¢g). Os animais foram sacrificados apds 6 e 24 horas
apos a administracdo das amostras. A porcao central do musculo gastrocnemius
foi retirada e colocada em solugdo fixadora (formol 10% em PBS) durante 24
horas. Apés a fixacao, foi realizada a desidratagcdo em uma série de alcoois em
concentracoes crescentes de 50 a 100%, em seguida os tecidos foram incluidos
em parafina. Os blocos obtidos foram aparados e entao seccionados com auxilio
de um micrétomo. Cortes de 6um de espessura foram corados com hematoxilina
e eosina, montados em lamina e laminula, examinados ao microscépio Optico e

fotografados.

6.8) Analise Estatistica.

Para todos os resultados foram realizadas analises estatisticas utilizando o
teste Kruskal-Wallis com significancia de 0,05 utilizando o programa R Language
(R DEVELOPMENT CORE TEAM, 2006). Os dados sdo mostrados pela média +

SD (Desvio Padrao).
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7- RESULTADOS e

DISCUSSAO



As serpentes do género Bothrops (familia Viperidae) sdo responsaveis pela
grande maioria dos casos de acidentes ofidicos ocorridos em regides de paises
de clima tropical ou subtropical. No Brasil, em particular, os acidentes com
serpentes do género Bothrops representam cerca de 90% dos casos notificados
[7, 9, 34]. Na regido do Brasil Central, em especial no municipio de Uberlandia e
Alto Paranaiba (Triangulo Mineiro), ha uma grande incidéncia de acidentes com a
espécie Bothrops moojeni (Caicaca) [7]. Os venenos do género Bothrops sao
caracterizados por uma alta atividade proteolitica, e ha relatos de que a espécie
Bothrops moojeni apresenta uma diversidade de enzimas proteoliticas, 0 que a
caracteriza como uma das maiores potencialidade proteolitica entre as espécies
deste género [20, 21].

Neste trabalho nés relatamos a purificagdo e caracterizagdo bioquimica de
uma nova metaloproteinase do veneno de Bothrops moojeni (Caicaca) pela
combinagdo de dois passos cromatograficos: cromatografia de troca ibnica
(DEAE-Sephacel) e gel filtracao (Sephadex G-75). Inicialmente, cerca de 200mg
de veneno bruto de Bothrops moojeni foram aplicados em uma coluna de DEAE-
Sephacel, na qual obtivemos seis fragbes D1, D2, D2a, D3, D3a e D4 (fig. 1A). A
atividade proteolitica sobre o fibrinogénio bovino e caseina foi investigada, sendo
que as fragbes D2, D3 e D3a apresentaram os melhores resultados. No entanto,
D3 e D3a também apresentaram alta atividade coagulante sobre o plasma bovino,
0 que indica a presenca de serinoproteases na amostra. Inicialmente, como o
objetivo deste trabalho era de purificar uma nova metaloproteinase e tendo em
vista o bom perfil em PAGE-SDS de D2, o foco deste trabalho foi direcionado para
esta fragdo, a qual foi recromatografada em gel de Sephadex G-75. Neste

segundo passo cromatografico obtivemos a metaloproteinase denominada BthMP
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(Metaloproteinase do veneno de Bothrops moojeni)

(fig. 1B). A amostra

apresentou um bom grau de pureza e demonstrou ser formada por uma unica

cadeia polipeptidica, como pode ser observado por PAGE-SDS (fig. 1C) e em

condi¢Oes nativas PAGE para proteinas basicas (fig. 1D).
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Figura 1: Purificacao de BthMP. (1A) Cromatografia do veneno de Bothrops moojeni em
coluna de DEAE-Sephacel, equilibrada e eluida com tampao bicarbonato de amoénio
(AMBIC) 0,05M, pH 7,8, estabelecendo-se um gradiente convexo com AMBIC 0,05M a 0,50M
a partir da fracao n? 60. As fracoes foram coletadas num fluxo de 15mL/h. (1B)
cromatografia da fracdo D2 em Gel de Sephadex G-75, equilibrada e eluida com tampao
AMBIC 0,05M, pH=7,8. As fracGes foram coletadas num fluxo de 15mL/h. (1C) PAGE-SDS a
14% com agentes desnaturantes: Linhas: 1-Padrdo de peso molecular Dalton Mark VII-L
(com B-mercaptoetanol); 2- 10ug Peconha de Bothrops moojeni; 3- 10ug Fracao D2;4-10ug
BthMP c/B-mercaptoetanol; 5- 10ug.BthMP s/B-mercaptoetanol (1D) PAGE nativa a 10%
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para proteina basica em tampao B-alanina e acido acético a 0,03M, pH 4,5, com 10ug de
BthMP; (1E) Gel de focalizagao isoelétrica de BthMP.

A massa molecular da proteina foi calculada por mobilidade relativa em
PAGE-SDS, tomando como referéncia o padrdo de peso molecular (Dalton Mark
VII-L da Sigma Chem. Co.) (fig. 1C). A protease isolada que representa cerca de
2,3%(Abs,sonm) da peconha bruta apresentou massa de 23,5 kDa e 22 kDa na
presenca e auséncia de B-mercaptoetanol, respectivamente. Esta diferenca pode
ser explicada, pois, na presenca de B-mercaptoetanol, a proteina sofre uma
desnaturagdao mais efetiva pelo rompimento das pontes dissulfetos, aumentando
assim o seu tamanho aparente e diminuindo sua migracao em relagao a proteina
sem [B-mercaptoetanol. Esta massa é semelhante a descrita para outras
metaloproteases como a moojeni protease A de 20,4 kDa, também de Bothrops
moojeni [20] , BaP1 de Bothrops asper com 22,7 kDa [13], Neuwiedase de
Bothrops neuwiedi 25 e 20 kDa [10], Cotiaractivase de Bothrops cotiara 23 kDa
[15], Leuc-a de Bothrops Leucurus 23 kDa [8].

Na tentativa de determinar a seqiiéncia N-terminal, uma amostra de BthMP
foi aplicada em PAGE-SDS e posteriormente transferida para membrana de
PVDF, na qual a banda protéica foi selecionada e aplicada em um aparelho
sequienciador automatico de proteinas. A protease BthMP mostrou-se resistente
ao seqlenciamento automatizado, indicando que seu N-terminal esta bloqueado,
provavelmente residuo Pyro-Glu, como ja relatado para outras metaloproteinases
dos venenos de serpentes [8, 10]. A focalizacdo isoelétrica da amostra
apresentou uma banda intensa com ponto isoelétrico (pl) de 7,1 e um pequeno
contaminante com pl de 7,6 (fig. 1E).

Uma pequena amostra de BthMP (cerca de 5mg) foi cromatografada em

uma resina de afinidade hidrofébica Phenyl-Sepharose CL-4B, na expectativa de
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obter a metaloproteinase BthMP livre de seu contaminante. Entretanto, obtivemos
um pico unico e o perfil em PAGE-SDS foi o mesmo da amostra obtida em
Sephadex G-75 (resultados ndo mostrados), o que nos leva a concluir que este
contaminante deve ser uma isoforma, devido a grande similaridade das
caracteristicas quimicas ja relatadas. Esta deducéao foi fortemente reforcada pela
auséncia de atividades coagulante, esterasica sobre o TAME e hemolitica indireta
(fosfolipase Ap) (resultados nao mostrados), também pela auséncia de inibicao por
B-mercaptoetanol, Aprotinina e Leupetina sobre o fibrinogénio bovino (resultado
ndo mostrado) e de Benzamidina, Aprotinina e Leupeptina sobre a caseina (fig.
2B). Tais resultados portanto, descartam a presenca de contaminantes como
serinoproteases e/ou fosfolipases em nossa amostra; e ndo representam uma
grande surpresa, considerando-se a grande diversidade de isoformas j& descritas
em peconhas botrépicas [10, 18, 20, 21, 22, 35, 36, 37].

A metaloproteinase BthMP apresentou alta atividade proteolitica (fig. 2A e
2B). A figura 2A mostra a agao proteolitica de BthMP, quando 5ug da enzima
degradou completamente a cadeia Aa e parcialmente a cadeia BB do fibrinogénio
bovino com apenas 5 minutos de incubagéo; com 15 minutos as duas cadeias (Aa
e BB) foram completamente degradadas, sendo que a cadeia y permaneceu
inalterada com até 60 minutos de incubacdo. Com base na hidrélise das cadeias
do fibrinogénio, as enzimas fibrinogenoliticas de peconhas de serpentes podem
ser classificadas como a, 8 ou y fibrinogenases. Outro dado importante é que as
a-fibrinogenases geralmente apresentam atividade hemorragica (as metalo da
classe P-l, sdo ndo hemorragicas ou fracamente hemorragicas) e sao isentas de
atividades coagulante e esterdsica; enquanto as B-fibrinogenases possuem em

geral atividades coagulante e esterasica, sendo isentas de atividade hemorragica.
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Baseado na degradagao das cadeias Aa e B3 do fibrinogénio, podemos concluir
que BthMP pode ser classificada como uma a-fibrinogenase. A alta atividade
proteolitica de BthMP também foi observada sobre a caseina por
espectrofotometria onde notamos que a atividade catalitica da enzima foi quase o
dobro daquela observada para a peconha bruta (fig. 2B). Estas propriedades séo
semelhantes a de muitas outras proteases ja purificadas tais como: moojeni
protease A também de Bothrops moojeni [20, 38]; Neuwiedase de Bothrops
neuwiedi [10]; BaP1 de Bothrops asper [13]; BlaH1 de Bothrops lanceolatus [39] e

Leuc-a de Bothrops Leucurus [8].
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Figura 2: Atividade Proteolitica de BthMP. (2A) PAGE-SDS a 14%, dos produtos de
degradacéo do fibrinogénio bovino com 10ug de BthMP em diferentes intervalos de tempo.
Linha 1 e 8: Fibrinogénio controle, Linhas 2, 3, 4, 5, 6, 7: Fibrinogénio incubado com BthMP
por 5, 10, 15, 30, 45 e 60 minutos respectivamente. (2B) Atividade Caseinolitica determinada
por Abs,snm, comparativa entre BthMP e o veneno de Bothrops moojeni e BthMP na
presenca de inibidores de proteases. (2C) Atividade Caseinolitica determinada por Absagonm
de BthMP na presenca de ions metalicos a 10mM.

O efeito de inibidores da atividade proteolitica foi testado sobre o
fibrinogénio bovino (resultado ndo mostrado) e sobre a caseina (fig. 2B). Estes

ensaios revelaram que BthMP é uma protease metal-dependente, tendo em vista
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que a atividade fibrinogenolitica foi parcialmente inibida por EDTA e 1,10-
fenantrolina; a atividade caseinolitica foi fortemente inibida por EDTA e EGTA e
praticamente n&o sofreu alteragdo na presenga de [(-mercaptoetanol,
Benzamidina, Aprotinina e Leupeptina (fig. 2B); dados que confirmam a
dependéncia de ions metédlicos pela BthMP. Com base nos resultados
apresentados e tendo em vista que os inibidores EDTA, EGTA e 1,10-fenantrolina
sdo agentes quelantes de metal, podemos inseri-la na vasta classe das
metaloproteinases de venenos de serpentes (SVMPs). As SVMPs séao
classificadas em quatro classes (Pl a PIV), com base em seu dominio estrutural e
em suas massas molares[1, 2, 5]. As metaloproteinases da classe P-lI sao
caracterizadas por possuirem baixa massa molecular, apresentarem apenas o
dominio metaloproteinase, degradarem preferencialmente a cadeia Aa do
fibrinogénio e apresentarem baixa ou nenhuma atividade hemorrégica. Na classe
P-1l, encontramos as metaloproteinases com os dominios metaloproteinase e
desintegrina; as da classe P-lll sdo conhecidas como grandes proteinas
hemorragicas, possuem alem dos dominios metaloproteinase e desintegrina, um
terceiro dominio rico em cisteina na regido C-terminal; enquanto as da classe P-1V
possuem todos os dominios da classe P-lll, mais o0 dominio semelhante a lectina
[1, 2, 5]. Ainda sobre o efeito dos inibidores de proteases, percebemos que a
atividade caseinolitica de BthMP praticamente nao foi alterada na presenca de [3-
mercaptoetanol (fig. 2B), o que nos leva a deduzir que a protease estudada nao
deve apresentar, ou apresenta em pouca quantidade, pontes dissulfeto no seu
sitio catalitico.

Os efeitos de ions metalicos também foram testados sobre a atividade

caseinolitica (fig. 2C). Os resultados mostraram que a atividade de BthMP foi
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inibida cerca de 80% por Hg** e cerca de 50% por Zn**, enquanto Mg*™ e Ba™
praticamente nao interferiram, e o ion Ca"™ estimulou em cerca de 25% a
atividade proteolitica. Isto nos leva a deduzir que a metaloprotease BthMP, além
de possuir o ion zinco coordenado no sitio catalitico [1, 2], deve apresentar um
sitio catalitico externo especifico para o ion Ca*". Esta especificidade é clara
tendo em vista que os ions Mg*™* e Ba™ , que sdo quimicamente semelhantes ao
calcio, ndo interferem na acao proteolitica de BthMP [10, 8, 9].

A atividade fibrinogenolitica foi utilizada como parametro para medir a
estabilidade da enzima frente a variagdo de pH e temperatura. Os resultados
revelaram que a enzima foi ativa sobre as cadeias Aa e Bf3 do fibrinogénio bovino
com o pH variando de 6 a 9, e temperaturas entre 5 a 40°C; sendo que
apresentou uma maior atividade proteolitica nos pHs 7 e 8 e nas temperaturas de
20 a 25°C; perdendo completamente a sua atividade proteolitica quando
submetida a temperatura maior ou igual a 50°C e em pHs abaixo de 6 (resultados
nao mostrados). A BthMP também apresentou atividade fibrinolitica provocando
halos de lise quando aplicada em placas de fibrina. Comparando-se a mesma
dose de BthMP com a da pegonha bruta, percebemos um aumento na atividade
fibrinolitica entre 30-40%. (fig. 3A). Estes resultados sdo encontrados na literatura
para outras proteases desta classe [40].

As lesbes apds O envenenamento por serpentes botropicas sao
manifestadas de imediato por edema e dor, acompanhado de quadro hemorragico
e alteragdes na hemostasia. Em consequéncia hé o recrutamento de leucdcitos e
mediadores inflamatérios no local da picada. Estes amplificam a resposta
inflamatdria e contribuem para o processo de necrose [9, 11, 41, 42, 43, 44]. A

contribuicdo de BthMP para os efeitos lesivos induzidos pela pe¢onha bruta de

lix



Bothrops moojeni foi avaliada “in vivo” em camundongos para as atividades:
hemorragica, edematogénica, incoagulabilidade sanglinea e alteragoes
morfolégicas em musculo gastrocnémio de camundongos. Na atividade
hemorragica (fig. 4), observamos que BthMP pode ser classificada como
fracamente hemorragica, tendo em vista que 30 ug de BthMP provocou uma
hemorragia comparada com 10ug da peconha bruta. Somando-se estes
resultados de baixa atividade hemorragica, degradacado preferencialmente da
cadeia Aa do fibrinogénio, massa molecular de aproximadamente 23,5kDa,
podemos inseri-la na classe P-1 das SVMPs juntamente com outras proteases
como a Neuwiedase de Bothrops neuwiedi [10], BaP1 de Bothrops asper [13],
moojeni protease A de Bothrops moojeni [20] e BlaH1 de Bothrops lanceolatus
[39]. A baixa atividade hemorragica de BthMP pode ser explicada pela sua
estrutura, ja que as metaloproteinases da classe P-I apresentam apenas o
dominio metaloproteinase na sua forma madura, ndo possuindo assim o dominio
desintegrina (caracteristico da metaloproteinases das classes P-Il, P-lll que sao
as potentes hemorraginas e P-1V)[1, 2] e certamente a hemorragia causada por
essa toxina deve ser atribuida a sua acao proteolitica sobre componentes da
membrana basal [14]. As metaloproteinases da classe P-I, apesar de serem néo
hemorragicas ou fracamente hemorrdgicas, demonstram uma variedade de
efeitos biol6gicos que podem estar relacionados com sua estrutura e 0 modelo de

pontes dissulfeto apresentados por elas [1].
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Figura 3:Atividade Fibrinolitica e Edematogénica de BthMP e da peconha de Bothrops
moojeni. (3A) Halo de lise sobre a fibrina com 20 e 30ug da peconha de Bothrops moojeni e
10, 20 e 30pug da metaloprotease BthMP, incubada a 372C por 24 horas em gel de fibrina
(n=3). (3B) Atividade edematogénica tempo-dependente de 10ug da PB de B. moojeni e da
BthMP. Os dados referem-se a media de grupos de trés camundongos Swiss machos de
peso entre 20-25g (n=3). ( * ) Difereng¢a significativa em relagcao ao controle com apenas

PBS.

BthMP foi capaz de induzir o edema quando administrado na pata de
camundongos. O edema maximo induzido pela metaloproteinase foi alcangado
com o tempo de 30 minutos, igual ao do veneno bruto (fig. 3B). A acéao
edematogénica de BthMP é bastante relevante, considerando-se que corresponde
a cerca de 78% do edema provocado pelo veneno bruto. Este resultado é
semelhante ao relatado para neuwiedase de Bothrops neuwiedi [10] e BaP1 de
Bothrops asper [13]. A atividade edematogénica de pec¢onhas ofidicas é resultado
da acdo sinérgica entre diversos componentes do veneno que induzem a

liberacdo de mediadores quimicos como as citocinas (proteinas de baixo peso
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molecular que mediam todas as fases da resposta inflamatéria), causando
aumento na permeabilidade das membranas e extravasamento de liquidos para o
espaco extracelular [13, 14, 41, 43]. Sendo BthMP uma metaloproteinase (classe
Pl) que apresenta apenas o dominio metaloproteinase, o edema induzido por esta
toxina pode ser uma conseqiéncia da degradacéo proteolitica de componentes
na membrana basal ou ainda pela liberacdo dos mediadores quimicos em
resposta a acao enzimatica.

Dada a grande contribuicdo desta toxina para a atividade edematogénica
da peconha bruta, investigar o mecanismo de acdo de BthMP podera trazer
resultados muito promissores para os pesquisadores que investem na busca de
componentes terapéuticos para o tratamento de efeitos locais causados pelo
envenenamento botrdpico.

A incoagulabilidade sanguinea é observada em muitos envenenamentos
por serpentes [40]. Este é o resultado do consumo total do fibrinogénio plasmatico
pelas enzimas fibrin(ogen)oliticas, assim como, pela ativagdo dos fatores da
coagulagéo, sobretudo Fll e FX, que causam deple¢cdo ou consumo de todos 0s
fatores da via comum da cascata [12]. BthMP também foi capaz de provocar
incoagulabilidade sanglinea quando administrada com dose intraperitonial de
40ug em camundongos. Isto nos leva a propor que BthMP nao sofre a acao de
inibidores enddégenos de metaloproteinase, sendo assim capaz de provocar a
degradacao “in vivo” de fibrinogénio plasmatico, tornando o sangue menos
viscoso e aumentando o seu fluxo. Este € sem duvida outro achado importante
para estudos futuros sobre a acao de BthMP e possivel aplicacao terapéutica

desta nova metaloproteinase em tratamentos de patologias relacionadas com
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disturbios na hemostasia e circulagcdo sangulinea. Acerca deste resultado

encontramos relatos em [12, 40].

Atividade Hemorragica
450 - *
400 -
350 -
300 -
250 -+
200 -
150 -

*
*
100 -
50 +
0 T T T T

B. moojeni B.moojeni B.moojeni BthMP 20ug BthMP 30ug
10pg 20ug 30ug

Halo Hemorragico/ mnv?

Figura 4: Atividade hemorragica induzida pela peconha de Bothrops moojeni e por BthMP.
A:10pg de Bothrops moojeni; B e C: 20ug e 30ug de BthMP; Os resultados apresentados no
grafico representam uma média de n=5. ( * ) Diferenca significativa em relagdo ao veneno

bruto com a protease BthlMP.

Ainda sobre as atividades in vivo, a BthMP foi capaz de provocar
importantes altera¢cdes morfolégicas em musculo gastrocnémio de camundongos.
Observando as fotomicrografias de corte em musculo gastrocnémio de

camundongos (fig. 5) percebemos que, quando injetada com uma dose de 50ug e
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comparada a doses de 25ug da peconha bruta, BthMP induziu hemorragia,
necrose e infiltrado leucocitario; porém, as alteragdes provocadas pela pe¢onha
foram em todo o experimento mais proeminentes que da toxina. 25ug da pegonha
apos 6 horas de inoculacdo revelam uma intensa acao hemorragica, elevado
infiltrado leucocitario e evidentes células necrosadas. Com o periodo de 24 horas
de aplicacao da peconha, podemos perceber a reducao dos leucocitos, entretanto
0 quadro hemorragico e necrético permaneceram praticamente inalterados. Ja
BthMP com uma dose de 50ug revelou, nas primeiras 6 horas de inoculagcao, um
pequeno quadro hemorragico, elevado infiltrado leucocitario e células necrosadas.
Entretanto, com o periodo de 24 horas de inoculagdo, percebemos uma sensivel
diminuicdo em todas estas alteragdes. Isto pode ser atribuido a diversidade de
toxinas na pegonha bruta e as suas multiplas fungdes, pois estas toxinas além de
afetarem a lamina basal e matriz celular, podem causar danos a microvasculatura,
comprometendo o fluxo sangliineo para a area afetada e consequentemente
dificultando a sua regeneracao; por outro lado, no que diz respeito as lesbes
provocadas pelas metaloproteinases da classe P-l, as quais ndo afetam a
integridade vascular, percebemos uma regeneracdo mais completa [11, 41, 42,
43, 44]. Esta miotoxicidade observada para BthMP nao pode ser devido a
presenca de contaminante do tipo fosfolipases A, na amostra, por dados ja

discutidos anteriormente.
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50ug de BthMP (6 horas) 25ug de B. moojeni (24horas)

50ug de BthMP( 24 horas)

Figura 5: Fotomicrografia de cortes finos transversais com 6,0 um de espessura do
musculo gastrocnémio direito de camundongos, apds 6 e 24 horas de inoculacdo. As
alteragoes foram induzidas por 25ug da pegconha Bothrops moojeni e 50ug de BthMP. H =

Hemorragia, N = Necrose, | = Infiltrado Leucdcitario.
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Com base nos resultados apresentados neste trabalho, podemos perceber
a semelhanca entre atividades biolégicas da metaloproteinase fibrin(ogen)olitica
BthMP com a moojeni protease A, do mesmo veneno. Entretanto ha dados que
nos permitem concluir que a BthMP trata-se de uma nova metaloproteinase
isoforma da moojeni protease A, tais como: massa molecular de 20,4 kDa para a
moojeni protease A e 23,5 kDa para BthMP; o ponto isoelétrico de 7,7 para a
moojeni protease A e de 7,1 para BthMP; N-terminal descrito como sendo a
Leucina para a moojeni protease A, enquanto o da BthMP é bloqueado
(provavelmente residuo Pyro-Glu). Esta protease também apresenta grandes
semelhancas em atividades biolégicas com outras metaloproteinases de venenos
Botrdpicos, como: Neuwiedase de Bothrops neuwiedi [10], BaP1 de Bothrops
asper [13], BlaH1 de Bothrops lanceolatus [39], ou seja, estas atividades
biolégicas sédo caracteristicas comuns para as metaloproteinases da classe Pl dos
venenos de serpentes.

Sobre fibrinogenases purificadas do veneno de Bothrops moojeni além da
moojeni protease A [20], encontramos relatos na literatura da MPB uma
metaloproteinase hemorragica purificada por Serrano et al [36] que apresenta
massa molecular 65 kDa, pl maior que 7,0 e mostrou ser capaz de degradar todas
as cadeias do fibrinogénio (a>B>y). Ainda Serrano et al [35], isolou duas
serinoproteases MSP1 e MSP2, que apresentam, respectivamente, massas
moleculares de 34 e 38 kDa e foram inibidas por PMSF; e Oliveira et al [21]
purificou e caracterizou uma nova ao-fiborogenase com caracteristica de
serinoprotease denominada moo3 que apresenta massa molecular de 26 kDa e

pl de 7,8.
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As enzimas proteoliticas dos venenos de serpentes tém despertado
interesses dos pesquisadores, em fungcdo de suas provaveis aplicacoes
terapéuticas. BthMP apresentou, entre outras caracteristicas, uma alta atividade
proteolitica sobre o fibrinogénio, capacidade de degradar a fibrina, consideravel
contribuicdo na acdo edematogénica e tornou o sangue de camundongos
incoagulavel. Estes resultados sugerem uma melhor investigacdo sobre a
estrutura, funcao, bem como conhecer o seu comportamento sobre componentes
da matriz extracelular e os principais sintomas “in vivo” causados pela toxina;
visando assim uma possivel aplicagao clinica em patologias tais como trombose,

infarto, distarbios vasculares e relacionados com a circulagdo sanguinea.
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