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Capitulo I

Interferéncia das metaloproteases de peconha de serpentes no
sistema hemostdtico

13



14

Apresentagdo

O capitulo a seguir tem por finalidade mostrar que as metaloproteases
provenientes da peconha de serpentes possuem acdo enzimatica sobre
componentes da hemostasia. O seu desenvolvimento acontece da seguinte maneira:
em um primeiro momento, apresenta sucintamente o sistema hemostético e algumas
etapas envolvidas neste complexo sistema. Posteriormente, discorre sobre
serpentes peconhentas, especificamente do género Bothrops, pois estas s&o as
principais responsaveis pelos casos de envenenamentos no Brasil e constitui o foco
do nosso estudo. Grande parte da peconha desta espécie € composta por uma
diversidade de proteinas com acdo enzimatica e ndo enzimatica. E ainda, o final
deste capitulo se incumbe de falar especialmente sobre as metaloproteases, visto
que sao responsaveis por induzirem uma série de efeitos fisiopatolégicos locais e
sistémicos durante o envenenamento, abordando desta forma sobre a estrutura,
classificacdo e algumas funcdes bioldgicas das classes destas proteases como a
hemorragica e a acdo sobre componentes hemostaticos, e evidenciando o potencial

clinico terapéuticos dessas metaloproteases.
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1.1 HEMOSTASIA

O sistema circulatério humano é um sistema fechado, constituido pela
circulacdo do sangue entre os vasos capilares. Quando este sistema é acometido
por algum tipo de dano, quer seja de pequeno ou elevado grau, uma complexa série
de reacbBes é desencadeada entre as diversas substancias que o compde com a
finalidade de voltar a manté-lo funcionando em seu perfeito estado. Este fenbmeno
fisiolégico € denominado de hemostasia. As substancias que participam da
hemostasia, 0os componentes hemostaticos, incluem as plaquetas, os vasos, as
proteinas da coagulacdo do sangue, os anticoagulantes naturais e o sistema de
fibrinolise [1].

Os componentes do sistema hemostéatico sdo acionados no momento da
lesdo vascular, onde imediatamente o estimulo do trauma provoca a contracdo da
parede do vaso e reduz o fluxo de sangue [2]. A partir dai, as plaquetas do sangue,
juntamente com 0s componentes hemostaticos interagem, de modo, a formar um
coagulo estavel que tampona o local lesionado (tamp&o hemostéatico). A medida que
0S vasos sao regenerados, o excesso de coagulo € degradado por um processo
chamado de fibrindlise e 0 sangue volta a circular normalmente.

O coagulo que forma o tampdo hemostatico contém um aglomerado de
plaguetas, glébulos sanguineos e o plasma, presos a redes de fibrina [2, 3].
Didaticamente, a formacao de agregados plaquetarios e da rede de fibrina é descrita
separadamente, conforme apresentados a seguir, mas vale ressaltar que ambos 0s
processos se desenvolvem quase simultanea e instantaneamente no momento da

lesdo, de maneira interdependente.

1.1.1 Agregacéao Plaquetaria

Durante a producdo dos elementos sanguineos, uma grande célula é
gerada, chamada de megacariécito, a qual se fragmenta, na medula 0ssea ou logo
apos entrar no sangue, em pedacos de plaquetas. Assim, as plaquetas sao células
anucleadas do sangue, que, embora ndo possuam nucleo e ndo se reproduzam, tém
muitas caracteristicas funcionais em seu citoplasma e na sua membrana que
contribuem para a formacéao inicial de um tampé&o plaquetario no momento da leséo

vascular [2, 4].



16

A constricdo da parede vascular, provocada durante o trauma, reduz o fluxo
de sangue, como mencionado anteriormente, e favorece o contato das plaquetas
com compostos do endotélio capilar expostos, como colagenos e células endoteliais.

As trés principais etapas que estdo envolvidas no processo de agregacao
plaguetaria sdo: (1) adesdo ao colageno exposto, que desencadeia uma série de
reacOes (ativacdo plaquetéaria); (2) liberagdo dos conteudos de granulos das
plaguetas, os quais contém uma variedade de substancias que modulam a
agregacdo plaquetaria e a coagulacdo, como por exemplo, a trombina; (3)
agregacao plaqueta/plaqueta no sitio do dano [2, 3, 4]. Como consequéncia, ocorre
formacao de um tampéao plaquetério razoavelmente frouxo no local lesionado [2], o
qual diminui o fluxo sanguineo, mas que ndo € estavel, processo denominado de
hemostasia primaria. Por isto, outro processo da coagulacdo sanguinea é acionado
com a finalidade de formar polimeros insollveis de fibrina, que apreendem as
plaguetas e outros componentes do sangue, e desenvolve um coagulo estavel de

fibrina, constituindo o fenbmeno conhecido como hemostasia secundaria.

1.1.2 Coéagulo de fibrina

Para o mecanismo de formacgdo do coagulo de fibrina se desenvolver, duas
vias séo ativadas, a extrinseca e a intrinseca. A via extrinseca se inicia em
decorréncia de traumas na parede vascular ou em células proximas ao local
danificado, e a intrinseca comeca durante o contato que ocorre entre 0 sangue e
células lesadas [5]. Os componentes envolvidos nas duas vias sdo denominados de
fatores de coagulacéo.

Existe uma imprecisdo sobre quais dessas duas vias sdo primeiramente
ativadas in vivo, mas, de acordo com a forma como desenvolve a via extrinseca,
pressupde-se ocorrer a partir dela [1, 3]. No momento da leséo vascular, as células
endoteliais presentes na parede dos vasos capilares, em contato direto com o
sangue, expressam o fator tecidual no local danificado, o qual, em condi¢des
normais, nao circula no plasma sanguineo. O fator tecidual exposto interage com o
fator VIl e, através da autocatalise, ativa-se em fator Vlla, formando o chamado
complexo de fator tecidual. Subsequentemente, o FVlla ativa o fator X e o fator IX da

via intrinseca (Figura 1) [1, 3, 4, 6].
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Figura 1. Esquema do processo de coagulagéo sanguinea e fibrindlise. Fonte: [3].

Procedimento semelhante de ativacdo em cascata dos fatores da
coagulacédo acontece na via intrinseca, envolvendo os fatores XllI, XI, IX, VIII, a pré-
calicreina (PK), cininogénio, Ca** e fosfolipideos plaquetarios (PL), resultando
também na ativacdo do fator X [3]. Como se pode observar, a ativacdo do fator X em
fator Xa € um ponto em comum entre as duas vias (Figura 1).

O fator Xa € um precursor de ativacao da protrombina (zimogénio produzido
no figado) em trombina. Para isto, é necessaria a formacdo do complexo
protrombinase, o qual é resultado de reacdes entre os fatores Va e Xa, fons Ca*" e
fosfolipidios plaquetarios aniénicos e a protrombina (Figura 1) [3]. A presenca de
fons calcio é necesséria para promover ou acelerar as reacdes [2], ou seja, Ca*" é
uma espécie de catalisador ibnico. Entre véarias fungbes que a trombina exerce na
formacdo do coagulo sanguineo, especificamente na via final comum, as duas
principais fungdes sao converter fibrinogénio a fibrina e ativar o fator Xl em fator
Xllla; este, por sua vez, estabiliza o coagulo de fibrina formando assim o coagulo

denso [1, 3, 6].
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O fibrinogénio é uma molécula circulante do plasma sanguineo de massa
molecular de 340 KDa e constitui o fator | da cascata de coagulagéo.
Estruturalmente, tem a forma dimérica com trés pares de cadeias (Aa, BB e y) [7],
ligadas covalentemente por uma série de pontes de dissulfeto proximas a regides
amino terminais [3] constituindo um dominio central, possui também dois dominios
periféricos de regibes carboxila terminais (Figura 2). Estas cadeias sdo pontos

importantes de interacdo do fibrinogénio com outras moléculas, como a trombina [7].

Cadeia Ax

Cadeia Bp
Cadeia ~

— = +
coo —NH; —coo~

Figura 2. Estrutura do fibrinogénio; sendo, FPA o Fibrinopeptideo A, FPB Fibrinopeptideo B e COO™
séo ligacdes carboxilas terminais. Fonte: [3]

Ocorre que, mediante a acgao proteolitica da trombina, as cadeias Aa e Bf3 do
fibrinogénio sdo clivadas, especificamente nas ligacbes Arg-Gly que ficam
localizadas nos extremos amino terminais centrais destas duas cadeias. Como
consequéncia deste efeito, dois fragmentos peptidicos sdo liberados das cadeias
alfa e beta, denominados respectivamente de Fibrinopeptideos A (FPA) e B (FPB)
[3, 7], produzindo monémeros de fibrina com a estrutura da subunidade (a, B e y); e
expondo sitios de ligacdo, favorecendo a agregacdo dos monémeros de fibrina em
forma de um arranjo irregular, unidos por ligacdes nao covalente fracas [3].

Esse polimero insollvel de fibrina apreende plaquetas, eritrocitos e outros
componentes e forma um codgulo inicial relativamente fraco, devido a forca de
ligagcbes ndo covalentes fracas [3]. A partir dai, novamente a trombina entra em
acao e ativa o fator Xlll em Xllla, o qual catalisa a formacéo de ligacGes peptidicas
entre mondmeros de fibrina, que por sua vez séo ligacdes fortes [7], possibilitando
maior resisténcia a rede de fibrina e promovendo a estabilizacdo do coagulo
formado, ocasionando assim o tamponamento do local danificado.

Diante disto, observa-se que a trombina tem muitas funcdes na hemostasia
que contribuem para a formacdo do coagulo sanguineo, pois € o ativador mais
potente de plaquetas e, na via final comum da cascata de coagulacdo, converte o

fibrinogénio a fibrina e ativa o fator Xlll em fator Xllla [1, 3, 6] (Figura 3).
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Figura 3. Representagcdo das contribuicbes da trombina para a formacdo do coagulo sanguineo:
atuacado na ativacao plaquetéria (a esquerda) e na cascata de coagulacdo (a direita), onde converte o
fibrinogénio em monémeros de fibrina e catalisa a ativagdo do Fator Xlll a Fator Xllla, estabilizando a
rede de fibrina. Fonte: Reproducao de Markus Berguer [8], adaptacdo nossa.

Vale ressaltar que, no sistema hemostético as concentracbes de trombina
sdo cuidadosamente controladas de duas maneiras, para prevenir a formacéo
descontrolada do coagulo de fibrina: pelo mecanismo de retroalimentacdo, na
cascata de coagulacao, proporcionando um balanco entre ativacao e inibicéo e; pela
presenca de inibidores da trombina, de ocorréncia natural no plasma sanguineo,
como a antitrombina Ill [3].

N&do somente a formacdo da trombina, mas todo este processo deve ser
finamente controlado, pois para ocorrer a formacdo apropriada do trombo €
necessaria a regulacdo das proteases que ativam esses zimogénios [4]. Caso
contrario, qualquer desequilibrio nestas reacées tem como consequéncia distlrbios
hemorragicos ou trombaticos [1].

Por fim, uma vez o coagulo sanguineo formado, juntamente com o0s
fibroblastos, o tecido cresce regenerando o local da lesdo [2]. O crescimento do
coagulo é prevenido pela interrupcdo da coagulacdo sanguinea e pelo acionamento
da fibrindlise, a qual é responsavel em degradar a fibrina do coagulo [4].

Existem no mercado varios farmacos para a terapia antitrombotica
relacionada a ativacdo plaquetaria (os antiplaquetarios), formacdo de trombina e
fibrina (anticoagulantes) e formacao de fibrindlise (fibrinoliticos) [2, 3, 4]. O achado
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de modelos moleculares para a formulacdo destes farmacos é, na maioria das
vezes, proveniente de diversas matrizes bioldgicas. A peconha de serpentes, ao
longo das ultimas décadas, vem se destacando neste mercado mostrando enzimas

com acao eficiente sobre os componentes hemostaticos.

1.2 PECONHA DE SERPENTES

As serpentes sd0 animais pertencentes ao grupo dos répteis que podem ser
classificadas como peconhentas e ndo peconhentas. Existem critérios basicos que
distinguem ambas, um deles é a presenca de fosseta loreal, que € um orificio que
fica situado entre o olho e o nariz, responsavel em detectar a presenca de calor
(6rgdo sensorial termorreceptor), caracteristico de serpentes peconhentas, as quais
apresentam dentes inoculadores bem desenvolvidos, por onde uma substancia
toxica, conhecida como pec¢onha, € injetada no corpo da presa [9, 10, 11, 12].

Os dentes inoculadores de veneno sdo produtos de um processo evolutivo
das serpentes [9] e a diferenciacdo do tipo de denticdo destes animais agrupa-as em

quatro grupos: aglifas; opistoglifas; proteroglifas e solendglifas (Figura 4) [9, 10].

Denticaoc Aglifa:
Nnac existernm dentes
iNnocculadores, todos

sao iguais e voltados
Ppara tras.

Denticao Opistdoglifa:
dentes inmnoculadores
Fixos, situados mna
regiao posterior da
boca.

Denticio Proterdglifa:
dentes iNnoculadores
fixos, situados na
regiac anterior da boca.

Denticao Solendglifa:

dentes inmnoculadores NARINA
moveis e grandes, | g0ssETA LOREAL
situados Nna regiao

anterior da boca.

Figura 4. Diferenciacdo do tipo de denticdo das serpentes durante o processo evolutivo. Fontes: [10]
e [11], adaptacéo nossa.

A fauna de serpentes brasileiras é formada por nove familias, sendo apenas
as familias Elapidae e Viperidae que possuem géneros de serpentes peconhentas

[9, 13]. Na familia Viperidae, os géneros Bothrops, Crotalus e Lachesis apresentam
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importancia clinica, dentre outras [9, 10, 14]. Os principais efeitos provocados pelo
envenenamento de viperideos sdo dano no tecido local, como edema, bolhas e
necrose; acdo hemorragica e coagulante [9, 10, 15, 16], o quadro clinico pode variar
de manifestacdes locais a sistémicas [9].

Os acidentes ofidicos acontecem em maior incidéncia com as serpentes do
género botrépico, cerca de 80-90% dos casos de envenenamentos [9, 10, 13]. S&o
em torno de 30 espécies de serpentes do género Bothrops distribuidas em todo
territdrio brasileiro que habitam principalmente nas zonas rurais e em periferias de
grandes cidades [10].

Uma espécie que tem crescido em casos de envenenamentos € a Bothrops
moojeni (caicaca), devido a facilidade de se adaptar aos diferentes ambientes,
possuir um porte avantajado, podendo superar 1,5m, e ser bastante agressiva.
Como a principal espécie dos cerrados do Brasil, distribui-se do Paranad ao
Maranhdo (Figura 5.) [9, 11, 13].

Figura 5. (A) Exemplar de serpente do género Bothrops moojeni e (B) principais regides brasileiras
onde B. moojeni s&o comumente encontradas. Fontes: (A) [11] e (B) [10].

A peconha das serpentes € composta por uma mistura complexa de
proteinas, cerca de 90% do peso seco do veneno, que possuem uma grande
variedade de atividades biolégicas [14]. Para isto, incluem-se as proteinas com
atuacdo enzimatica como as serinoproteases, metaloproteases, fosfolipases A, e L-
aminoxidases; e as ndo enzimaticas como desintegrinas, lectinas do tipo C e toxinas
three-finger [17].

Destas enzimas, as metaloproteases estao presentes em grande quantidade
em peconha de viperideos [17] e s&o responsaveis por induzirem uma série de

efeitos fisiopatologicos locais e sistémicos durante o envenenamento, como
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hemorragia, edema, mionecrose, coagulagdo, necrose na pele e reacao inflamatoria
[18].

Diante de amplas funcdes bioldgicas, recentes estudos tém vislumbrado o
uso de metaloproteases de peconha de serpentes com potencial para aplicacbes

clinico-terapéutica.

1.2.1 Metaloproteases: Estrutura e Classificagdo

As metaloproteases sao proteases do tipo endopeptidase que contém em
seu sitio catalitico uma ligacdo com um fon metalico, geralmente o Zn?*, responsavel
por sua atividade enzimética [14, 19, 20].

As metaloproteases zinco dependente sdo componentes abundantes em
peconha de serpentes, SVMPs (Snake Venom Metalloproteinases), e também estéo
presentes em tecido reprodutor de mamiferos, ADAMs (a desintegrin and
metalloproteinases) [21, 22]. Ambas metaloproteases pertencem a familia metzincin
e a subfamilia das adamalisins, devido a semelhancas estruturais [15, 22, 23].

As metaloproteases provenientes da peconha de serpentes sdo enzimas que
estruturalmente estéo divididas em classes, de acordo com a presenca de dominios.
Fox e Serrano (2008) as classificaram nas classes PI, PIl e PIll, onde as
metaloproteases Pl sdo compostas apenas pelo dominio metaloprotease, as PII
possuem o dominio metaloprotease e o dominio desintegrina (RGD) e as PIIl
contém o dominio metaloprotease, um tipo desintegrina (desintegrin-like) (XCD) e o
cysteine-rich (Cys-rich) [18].

As SVMPs sdao sintetizadas em glandulas especializadas na forma de pro-
enzima (zimogénio). Esta condicdo de inatividade decorre principalmente devido a
presenca das sequéncias conservadas PRCG(VINPD e PKMCGVT,
respectivamente, localizadas antes do dominio catalitico, onde a cisteina interage
com o atomo de zinco, bloqueando assim liga¢des do zinco com moléculas de agua
e outros substratos, inibindo a atividade proteolitica do ion metalico. Este
mecanismo € denominado de cysteine-switch [15, 18, 19, 22, 23]. Também sao
compostas por varias pontes dissulfeto, que mantém sua estabilidade estrutural e
funcional [18, 21, 23].

Ainda no corpo da serpente, depois de sintetizadas, as metaloproteases
podem sofrer modificagbes pos-traducionais, perdem o pré-dominio, ocorrendo

ativacdo enzimatica e clivagem entre os dominios, originando assim outras
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subclasses (Pla, Plla, Plib, Plic, Plid, Plle, Pllla, Pllib, Pllic e Pllid), como mostrado
na Figura 6 [18, 24].

P-Ia @y Proteinase(_ S AtrolysinB, C, D

- ) A Atrolysin E
P-1la @ : Proteinase ( S + — MVD-Dis
P-1Ib ‘I Proteinase ( S Jerdonitin

Homodimeric RGD-Dis
P-1Id ‘I Proteinase ( S ? u
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D-1 'I .
n ?

Contortrostatin
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Figura 6. Organizacao estrutural das classes de SVMPs e suas subclasses apés modificacées pés-
traducionais, proposta por Fox & Serrano (2008). Sendo, P: peptideo sinalizador; Pro: segmento da
pro-proteina; Proteinase: sequéncia HEBXHXBGBXH; S: espacgador; Dis: dominio disintegrina; Dis-
like: dominio semelhante a disintegrina; Cys-rich: dominio rico em cisteina; Lec: lectina tipo-C. Fonte:
[18].

A classe mais simples das SVMPs é a PI, a qual varia de peso molecular 20-
30 KDa, o seu unico dominio, o metaloprotease, é o responsavel por sua atividade
enzimatica. Estruturas tridimensionais tém delineado este ambiente, no qual além do
ion metalico, existe uma sequéncia consenso HEXBHXBGXHZ, onde as trés
histidinas (em negrito) se ligam tetrahedicamente com o zinco. Revela também um
residuo fixo de metionina, na sequéncia CIMXP, conhecido como “Met-turn”,
localizado abaixo do sitio catalitico que forma uma base hidrofébica para o atomo de
zinco e os trés residuos de histidinas do sitio (Figura 7) [18, 19, 21, 22, 23].
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Figura 7. Representacdo do dominio metaloprotease das SVMPs. Fonte: [23].

As SVMPs da classe PII, de 30-50 KDa, além do dominio metaloprotease sao
caracterizadas pela presenca de um dominio adicional de desintegrina (Dis), que é
uma proteina rica em cisteinas, a qual hospeda uma sequéncia padrao R-G-D (Arg-
Gly-Asp), responsavel por direcionar esta classe de metaloprotease para o seu alvo,
geralmente através da ligacdo com integrinas de plaquetas [17, 18].

As metaloproteases PIlll, de 50-100 KDa, constituem-se do dominio
metaloprotease; de um dominio semelhante ao desintegrina, o desintegrin-like (Dis-
like); e do cysteine-rich (Cys-rich). A tipica clivagem entre os dominios
metaloprotease e desintegrina que comumente acontece entre as SVMPs PIlI
durante as modificacdes poOs-traducionais, foi recentemente observada por Sousa
(2014) em duas isoformas de metaloproteases da classe Plllb, sendo-as a P4b IB e
a P4b FLONA, provenientes de peconha de serpentes do género Bothrops atrox de
cativeiro e de ambiente natural, respectivamente. Através da autolise in vitro ambas
as proteases geraram bandas proteicas com cerca de 30 KDa, correspondentes aos
dominios desintegrina e rico em cisteina [24]. A presenca destes dominios adicionais
contribui para 0 aumento da atividade da toxina, pois modulam a especificidade
destas proteases [17, 18].

Durante o envenenamento por serpentes da familia Viperidae, as SVMPs
sdo as principais responsaveis por induzirem diversos efeitos fisiopatoldgicos locais

e sistémicos [15, 18].
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1.2.2 Mecanismo de agéo das SVMPs

Um efeito comum que as SVMPs induzem é a hemorragia. No entanto, a
intensidade em que ocorre varia entre as classes das metaloproteases. As SVMPs
da classe PIII contribuem para hemorragia sistémica, enquanto que as da classe PI,
quando ocorre hemorragia, o seu efeito € local [15, 16, 17].

Um dos motivos sobre esta disparidade € basicamente a composicdo
estrutural destas proteases. Onde, especificamente, os dominios externos dis-like e
cys-rich, caracteristicos da classe Plll, se aderem aos principais constituintes da
parede de capilares, que sdo a Membrana Basal (BM) e as células endoteliais,
direcionando e possibilitando assim uma 6tima posicdo para o dominio
metaloprotease intensificar sua acdo enzimatica sobre a Membrana Basal (BM) e
células endoteliais, degradando-os e provocando danos ao capilar e a subsequente
hemorragia [15, 17, 25].

InvestigagOes tém evidenciado diversas SVMPs PIIl com acdo na BM e em
células endoteliais, através da inibicdo de componentes da membrana basal como
fibronectina, laminina e colageno tipo IV, quando incubados com estas
metaloproteases em eletroforese em gel sob condi¢cdes desnaturantes (SDS-PAGE);
e/ou a partir das alteracdbes em cultura de células. Conforme verificado em
Bothropoidin, isolada da peconha de B. pauloensis [19]; em BjussuMP-I de B.
jararacussu [26] e em Jararhajin de B. jararaca [27].

No entanto, diferentemente das SVMPs PIIl, as metaloproteases da classe
Pl, quando induzem a hemorragia sdo fracamente hemorragicas. Certamente,
apenas o dominio metaloprotease (quando hemorragico) € insuficiente para causar
um dano mais elevado por ndo permanecer ancorado no local especifico do tecido
[16]. Sdo exemplos de Pl ndo hemorragicas: BleucMP proveniente da peconha de
serpentes do género Bothrops leucurus [28]; BpMP-I de Bothropoides pauloensis
[29] e BmooMPa-11 de B. moojeni [30], dentre outras descritas na literatura.

Algumas metaloproteases da classe Pl sdo fracamente hemorragicas, € o
caso da BthMP isolada de B. moojeni [31] e da Moozincina, também isolada de B.
moojeni, a qual apesar de ndo apresentar atividade hemorragica direta, conforme
verificado por Fonseca (2010), em concentragdes elevadas e por um intervalo de
tempo maior, induz o extravasamento sanguineo em tecido pulmonar. Isto pode ser

justificado ou por acéao indireta da lesdo muscular, ou realmente devido a presenca
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do dominio metaloprotease em maior concentracdo no sangue e por mais tempo,
favorecendo assim, mesmo que tardia, a agdo hemorragica [32].

Além de hemorragia, outros efeitos sdo provocados pelas diferentes classes
das SVMPs, como interferir nos componentes hemostaticos. Neste ponto, as
metaloproteases da classe Pl tém mostrado acdo enzimatica na ativacdo de
protrombina em trombina; degradacdo das cadeias Aa e B do fibrinogénio, com
maior afinidade pelas cadeias Aa, ativagdo do fator X da cascata de coagulacao,
degradacéo do coagulo de fibrina, inibindo a agregacéo plaquetaria, entre outros [17,
25].

Como se pode observar, apesar de pouca especificidade na atividade
catalitica, parece ser de consenso entre as diversas SVMPs da classe Pl a acdo
proteolitica sobre os componentes hemostaticos, principalmente sobre fibrinogénio.
A maioria apresenta este comportamento fibrinogenilitico. Também atuam na
ativacdo de protrombina, como é o caso da EC217 isolada de peconha do viperideo
iraniano E. carinatus [33] e na degradacao de fibrina como em Batroxase a partir de
Bothrops atrox [34] e em BJ-P12 a partir de B. jararaca [35].

Deste modo, a pouca ou henhuma atividade hemorragica associada a acao
antitrombotica sdo atividades biolégicas caracteristicas das SVMPs PI, que revelam
estas metaloproteases como promissoras para futuros estudos, relacionados a
cascata de coagulacdo sanguinea, e confirmam a necessidade de pesquisas
colaborativas sobre suas caracterizagcdes enzimaticas e estruturais, para que estas
proteases possam ser utilizadas como modelo molecular para a elaboragdo de
novos farmacos com aplicacdo antitrombdtica.

Diante disto, o presente trabalho de pesquisa objetivou realizar a purificacéo
da metaloprotease BthMP (Metaloprotease de Bothrops moojeni) pela metodologia
descrita por Gomes et al. (2009), visando obter dados complementares ao trabalho
de purificacdo desta enzima proteolitica e avaliar a sua interagdo com componentes
da coagulagdo sanguinea, de modo que se possa confirmar a possibilidade de
utilizacdo da referida protease como modelo molecular para a elaboracdo de

farmacos antitromboticos.
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Capitulo 2

Purifica¢do e avaliacdo da interferéncia de BtAMP (uma
metaloprotease da peconha de Bothrops moojeni) na coagulagdo
sanguinea
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interferéncia de BthMP (uma metaloprotease da peconha de Bothrops moojeni) na
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Purificacdo e avaliacdo da interferéncia de BthMP (uma
metaloprotease da peconha de Bothrops moojeni) na coagulagdo
sanguinea

Autora: Manuela Andrade Santos
Orientador: Prof. Dr. Mario Sérgio Rocha Gomes

Co-orientadora: Prof2. Dra. Luzia Aparecido Pando

Resumo: No presente trabalho de pesquisa, relatou-se a purificagdo da
metaloprotease BthMP, proveniente da peconha da serpente Bothrops moojeni. Para
a purificacdo desta protease, utilizaram-se os passos cromatogréaficos de troca i6nica
(DEAE-Sepharose) e de exclusdo molecular (Sephadex G-75), sendo o produto
desses processos uma banda protéica com elevado grau de pureza, visualizada em
SDS-PAGE a 14%, denominada BthMP. Esta, por sua vez, quando analisada em
MALDI-TOF revelou o peso molecular na forma nativa de 23,050 KDa e 23,872 KDa
na forma reduzida, e a partir dos fragmentos peptidicos obtidos por Peptide Mass
Fingerprinting (PMF) em MS (MALDI-TOF/TOF), indicou alta similaridade com a
metaloprotease BmooMPa-l. Em termos enzimaticos, BthMP mostrou atividade
proteolitica sobre azocaseina e frente ao PMSF e benzamidina, enquanto que esta
atividade foi inibida na presenca de EDTA, 1,10-phenanthroline e B-mercaptoetanol,
sendo portanto uma metaloprotease zinco dependente da classe PIl. Ainda com este
propésito, verificou-se sua especificidade enzimatica sobre as cadeias Aa e B do
fibrinogénio e também o consumo de fibrinogénio in vivo, sem contar na sua agao
em componentes da cascata de coagulacéo, devido ao prolongamento do Tempo de
Protrombina (TP) e do Tempo de Tromboplastina Parcial ativada (TTPa). Desta
forma, a acentuada atividade fibrinogenolitica e o alto consumo de fibrinogénio in
vivo, sdo resultados que indicam a acdo anticoagulante da BthMP, além do mais,
sua capacidade de interferir na cascata de coagulacdo nos sugere que esta protease
€ promissora para futuros estudos que possam indicar um novo modelo de farmaco

antitrombotico.

Palavras Chaves: Cascata de Coagulacdo. Metaloprotease. Peconha de Serpente.
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Purification and Evaluation of the interference of BtAM®P (a
metalloprotease from Bothirops moojent) in blood clotting
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Abstract: In the present work reported the purification of the metalloprotease BthMP,
from the venom of Bothrops moojeni. For purification of the protease was used to ion
exchange chromatographic steps (DEAE-Sepharose) and molecular exclusion
(Sephadex G-75), the product of these processes is a protein band with high purity,
visualized on SDS-PAGE 14%, referred BthMP. This when analyzed on MALDI-TOF
revealed the molecular weight of the native form 23.050 KDa and 23.872 KDa in the
reduced form, and from the peptide fragments obtained by Peptide Mass
Fingerprinting (PMF) in MS (MALDI-TOF/TOF) indicated high similarity with
BmooMPa-I metalloprotease. In enzymatic terms, BthMP showed proteolytic activity
on azocasein using PMSF and benzamidine, while this their activity was inhibited in
the presence of EDTA; 1,10-Phenanthroline and p-mercaptoethanol, it is therefore a
zinc-dependent metalloprotease class PI. To this end, we contemplate its enzymatic
specificity of the Aa and Bf chains of fibrinogen and also the consumption of
fibrinogen in vivo, apart from its action on the components of the coagulation
cascade, due to prolongation of prothrombin time and partial thromboplastin time.
Thus, the sharp fibrinogenolytic activity and high consumption of fibrinogen in vivo,
are results that indicate the anticoagulant action of BthMP, furthermore their ability to
interfere with the coagulation cascade, suggested that this protease is promising for

future studies might indicate a new antithrombotic agent model.

Key Words: Coagulation. Metalloprotease. Cascade Venom Snake.
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2. Materiais e Métodos

2.1.1 Materiais

Neste estudo foi utilizada a peconha bruta liofilizada da serpente do género
de Bothrops moojeni, obtida a partir de espécies mantidas no Serpentario Proteina
Bioativas LTDA—Batatais/SP. A peconha foi estocada a -20°C no laboratério de
Bioquimica da UESB.

Utilizou-se também os reagentes listados a seguir: Acrilamida, bis-
Acrilamida, bicarbonato de amonia, TEMED, EDTA, azul de bromofenol, Coomassie
Brilliant Blue R-250, Coomassie Brilliant Blue G, glicina, fibrinogénio bovino,
persulfato de amoénio, soroalbumina bovina, Tris (Hidroximetil-aminometano),
azocaseina; inibidores enzimaticos como: aprotinina, benzamidina, 1,10-fenantrolina,
resinas cromatogréficas (Sigma Chem. Co. e GE Healthcare). Vale destacar que o0s

demais reagentes usados foram todos de grau analitico.

2.1.2 Animais
Os experimentos envolveram camundongos da raca swiss (Familia
Muridae), com aprovacao do comité de ética em experimentos animais da UESB; n°
de protocolo 25/2013 (em anexo). Os cuidados com os animais foram conduzidos de
acordo com as orientacdes do Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal
(COBEA) e as Diretrizes Brasileira de Praticas para o Cuidado e a Utilizacdo de

Animais para fins Cientificos e Didéaticos (DBPA).

2.1.3 Fracionamento Cromatografico da Peconha

Cerca de 200mg de peconha bruta de Bothrops moojeni foi dissolvida em
2mL de tampao Bicarbonato de aménia (AMBIC) 0,05 molar, pH 7,8, e,
posteriormente centrifugada numa rotacdo de 1000xg a 4°C por 10 minutos. O
sobrenadante resultante foi aplicado em 50mL de resina de troca ibnica DEAE-
Sepharose®, previamente equilibrada com o0 mesmo tamp&do. Este passo
cromatografico foi conduzido inicialmente com o tampao AMBIC 0,05 molar e a partir
da fracéo 85, foi estabelecido o gradiente convexo de concentracédo de 0,05 a 0,50
molar. Fragdes de 3mL foram coletadas com um fluxo lento (20 mL/hora). As

fracbes cromatogréaficas foram acompanhadas por leitura em espectrofotbmetro a
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280nm. Neste passo cromatografico, obtiveram-se as fragcdes proteicas MD1, MD2a,
MD2, MD3, MD4, MD5, MD6 e MD?7.

O passo cromatografico seguinte foi realizado com a fracdo MD2, a qual
apresentou bom grau de pureza em gel de eletroforese (PAGE-SDS) a 14%. Esta
fracdo foi resuspendida em 3mL do tampdo AMBIC 0,05 molar com pH 7,8 e
cromatografada em 100mL de resina de exclusdo molecular Sephadex G-75®,
previamente equilibrada com o mesmo tampdo. Esta etapa cromatografica foi
conduzida com fluxo constante e fracdes de 3mL foram coletadas e monitoradas por
leitura em espectrofotdmetro a 280nm.

Neste passo cromatogréfico, foram obtidas as fragbes G1, G2 e G3. A fracao
G2 (BthMP — Metaloprotease de Bothrops moojeni), que apresentou perfil tnico em
PAGE-SDS a 14%, foi submetida a cromatografia de fase reversa em coluna puRPC
C4 de 4.6x150mm (GE Healthcare Bio-Sciences) através da diluicdo de 200ug de
BthMP em 500uL do solvente (0,1% acido trifluoracético, v/v e acetonitrila 5%, v/v) e
eluida com o solvente (acetonitrila 80%, v/v e &cido trifluoracético 0,1%, v/v). Esta
cromatografia foi realizada com o gradiente linear de 0 a 100% a um fluxo de 0,5

mL/min.

214 Determinacdo quantitativa de proteinas

As dosagens de proteinas em solug6es foram realizadas utilizando o método
estabelecido por Bradford (1976) [1]. As determinacdes das concentracBes foram
realizadas em triplicatas e a absorbancia medida a 595nm. Paralelamente a
dosagem de proteinas, foi construida uma curva padrdo de soroalbumina bovina
(BSA) (Img/mL), considerando o coeficiente de extingdo molar em 280nm (0,665).
Assim, determinou-se a concentracdo de proteinas em pg/pL, a partir de calculos de

regressao linear baseados nos valores obtidos na curva padrao.

2.1.5 Eletroforese em gel de poliacrilamida com agentes desnaturantes
(SDS-PAGE)

As eletroforeses em gel de poliacrilamida a 14% com agentes desnaturantes
(SDS) foram realizadas conforme a técnica descrita por Laemmli (1970) [2].

O tampao do eletrodo continha Tris 0,025M, glicina 0,192M e SDS 0,1%
(m/v), pH 8.3. As amostras foram dissolvidas em tampé&o da amostra (Tris-HCI 0,06M
pH 6.8, azul de bromofenol 0,001% (m/v), glicerol 10% (v/v) e B-mercaptoetanol 10%
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(v/v)). As eletroforeses foram realizadas em sistema de eletroforese Vertical GRS
300STD. Apoés a corrida, os geéis foram corados em uma solucdo de Coomassie
Brilliant Blue R-250 0,1% (m/v) em &gua e metanol na propor¢cdo de 1:1 (v/v) e

descorados numa solucédo de acido acético a 7%.

2.1.6 Determinacdo da massa molecular por MALDI-TOF MS e
Identificacdo da protease por bioinformatica

A massa molecular da protease também foi determinada por espectrometria
de massas com ionizacdo (MALDI-TOF-MS) (Matrix-assisted laser desorption
ionization time of flight mass spectrometry). As analises foram feitas em
espectrofotometro de massas tipo duplo TOF com fonte MALDI (MALDI-TOF/TOF,
modelo AutoFlex Il Bruker Daltonics, Bremen, Alemanha).

A metodologia de espectrometria de massa foi utilizada para a identificacdo
da sequencia parcial da protease. Uma amostra da enzima foi digerida com tripsina
e 0 espectro de massa foi analisado com o software Biotools (Bruker Daltonics) e a
identificacdo da proteina foi realizada com o software Mascot (Perkins et al. 1999
[3]). Posteriormente, foi realizada pesquisa no banco de dados NCBI (Johnson et al.

2008 [4]). Este teste foi feito em parceria com a Universidade de Brasilia (UNB).

2.1.7 Atividade Proteolitica sobre o Fibrinogénio

A atividade proteolitica sobre o fibrinogénio bovino foi realizada conforme o
descrito por Gomes et al. (2009) [5], com modificacBes. Amostras contendo 50uL de
uma solucao de fibrinogénio bovino (1.5mg/mL) em Tris-HCI 50mM, pH=7,4 foram
pré-incubadas com 5ug da protease a 37°C em diferentes intervalos de tempo (5,
10, 15, 30 e 60 minutos). Interrompeu-se a reacdo com a adicdo de 50%(v/v) da
solugdo tampéao (stop) contendo tampéo Tris-HCI 50 mM pH=6,5; SDS 2% (v/Vv); B-
mercaptoetanol 5% (v/v); glicerol 10% (v/v) e azul de bromofenol 0,005% (m/v). Em
seguida, a mistura foi aquecida a 100°C por 5 minutos e o produto da reacao
analisado em SDS-PAGE a 14%, conforme descrito anteriormente.

2.1.8 Atividade Proteolitica sobre a Azocaseina

Para a realizacdo da atividade azocaseinolitica, foi utilizado o substrato
sulfanilamida-azocaseina (Sigma-Aldrich). Amostra contendo 5,0ug de BthMP foi

incubada com 800uL da solucdo de azocaseina (1.5mg/mL) em Tris-HCI 20mM,
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pH=7,4, contendo CaCl, 5mM por 30 min. a 37°C. A reacao foi interrompida pela
adicdo de 200uL de &cido tricloro acético a 10% (v/v). A mistura permaneceu em
repouso a temperatura ambiente por 20 minutos e posteriormente foi centrifugada
por 15 minutos a 4.000xg. O sobrenadante foi retirado e a quantificacdo da
atividade proteolitica foi realizada utilizando espectrofotdometro com leitura a 405nm.
Uma unidade (U) de atividade azocaseinolitica foi definida como sendo o acréscimo
de 0,001 unidades de absorbéncia a 405nm em relacdo as condi¢cdes do ensaio
controle. Os ensaios foram realizados em triplicatas.

O efeito dos inibidores de proteases também foi testado utilizando a
atividade azocaseinolitica como parametro. Para este ensaio, utilizou-se 5,0ug de
BthMP, a qual foi pré-incubada por 30 minutos a 37°C com 10uL de solucbes de
EDTA 10mM, 1,10-fenantrolina 10mM, benzamidina 10mM, PMSF 10mM e B-
mercaptoetanol 10mM. Posteriormente ao periodo de incubacédo, a atividade

proteolitica foi realizada conforme descrito anteriormente.

2.1.9 Determinacao dos parametros de coagulacéao (TP e TTPa)

Para determinar a capacidade de BthMP em interferir nos parametros da
coagulacdo sanguinea (TP, TTPa), grupos de 3 animais (Swiss, 20-25g,) foram
injetados com 10ug/50uL de BthMP em solucéo salina 0,9% por via intraperitoneal
(i.p.). Os animais controle receberam somente 50uL de salina. Apos 3 horas de
inoculacdo os animais foram sacrificados por deslocamento cervical e 0 sangue
coletado por puncdo cardiaca. O sangue foi centrifugado por 360xg durante 15,
minutos a 4°C, e o plasma obtido foi utilizado para determinar o TP, TTPa, com base
na metodologia descrita no kit comercial “HemoStat Kit”. Os testes foram realizados
em n=3. Este teste foi feito em parceria com a Universidade Federal de Uberlandia
(UFU).

2.1.10 Quantificacdo do Fibrinogénio Plasmaético

Para quantificar o fibrinogénio plasmatico, 10ug da pegonha de Bothrops
moojeni e de BthMP foram dissolvidos em 50uL de solucéo salina 0,9% e inoculado
por via intraperitoneal (i.p.) em grupos de 3 animais (Swiss, 20-25g). Os animais
controle receberam somente 50uL de Salina. Apos 3 horas de inoculagéo os animais
foram sacrificados por deslocamento cervical e o sangue coletado por puncdo

cardiaca. O sangue foi centrifugado por 360xg durante 15 minutos, a 4°C, e 0
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plasma obtido foi utilizado para determinar a quantidade de fibrinogénio plasmatico,
conforme metodologia descrita no kit comercial “HemoStat Kit”. Realizou-se os teste
com n=3. Este teste foi feito em parceria com a Universidade Federal de Uberlandia
(UFU).

2.1.11 Analise Estatistica dos Resultados

A montagem dos graficos, os calculos das médias e os desvios padrbes das
médias foram realizados com auxilio do software Prisma. As significancias
estatisticas dos resultados foram determinadas utilizando o teste t-Student’s e os

valores de p < 0,05 foram considerados significativos.
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2.2 Resultados e Discussao

As transformacdes que a tecnologia tem provocado nas ultimas décadas
continuam alcancando os diversos pilares do conhecimento, desde o social,
perpassando pelo filosofico e o cientifico. Com relagcéo as ciéncias, especialmente a
biolégica, tem sido impactada.

Com isso, as investigacdes biologicas, que até entdo eram fundamentadas
bésica e quase exclusivamente em experimentac¢des in vivo e in vitro, nesta era da
bioinforméatica vém inovando com uma forma de experimentacdo, denominada in
silico, que envolve a bioinformatica e viabiliza, por exemplo, a identificacdo de
proteinas em banco de dados atuais utlizando técnicas de analise como a
espectrometria de massas [6].

Com relacdo a bioinformética, o modo de tratamento que esta proporciona
aos diversos dados de estudos bioldgicos, isto é, a organizacdo e analise integrada
bem como a diminuicdo e a automatizacdo dos dados, favoreceu o surgimento de
novas areas de pesquisas da biologia, que sao as “émicas” [6].

A lista das “6micas” é relativamente grande e existe um numero crescente
de outras surgindo [6]. Entre as ja fundamentadas esta a precursora gendmica que
estuda os genes e suas funcdes [6, 7], a transcriptdmica, protedmica [6, 7, 8] e
metabolémica, dentre outras [6].

Destas “Gmicas”, particularmente a protedmica, recentemente introduzida,
em 1995 [8], encarrega-se de analisar e identificar as proteinas, produtos da
expressdo génica [7, 8]. Além da caracterizagdo estrutural, a protedmica se
desenvolve também através das investigacfes de funcdes biolégicas das proteinas.

A andlise protedmica atinge, por exceléncia, campos da biologia e da
biotecnologia, pois, em conjunto com dados da gendmica e transcriptdmica, fornece
varias informacdes sobre a dinamicidade envolvida na rota metabdlica celular da
proteina [6, 7], até mesmo a respeito de possiveis modificacbes pds-traducionais [8],
e viabiliza a identificagdo de novas moléculas bioativas em meios biol6gicos
naturais, levando ao desenvolvimento de novos medicamentos [7].

E neste cenario de respostas a possiveis modifica¢cdes traducionais e de
descoberta de moléculas bioativas que estdo sendo impulsionadas as investigacdes
protebmicas com pegonha de serpentes.

Na literatura, além dos relatos de modificacbes pos-traducionais em toxinas

de glandula venifera de serpentes [9], h4 exemplos de achados de modelos
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moleculares isolados da peconha de serpentes que impactaram a farmacologia e
interferem de forma significativa na qualidade de vida das pessoas, como € o caso
do ja consolidado peptideo de acéo hipotensora proveniente do veneno da serpente
Bothrops jararaca, a bradicinina, descrita por Mauricio Rocha e colaboradores no
final da década de 40 do século XX [10].

Ainda com este propdsito, existem outros estudos sendo realizados. Outro
exemplo estd em uma breve reviséo realizada por Liu et al. (2014) [11] que fala
sobre acdo antitumoral das peconhas de serpentes, onde mencionam toxinas com
capacidade de induzirem apoptose em células com cancer de ovario, de mama e de
prostata [11].

Surpreendente, também, € a gama de substancias bioativas na peconha de
serpentes com atuacdo na hemostasia. Sajevic et al. (2011) [12] assinalam diversas
drogas jA desenvolvidas para o tratamento de desordens trombo embdlicas;
inibidoras da formag&o de trombo, inibidoras do fator X/Xa e de trombina, enzimas
proteoliticas que degradam potencialmente o fibrinogénio plasmatico tornando assim
o sangue mais fluido e incoagulavel, dentre outras. Isto € possivel, gracas ao arsenal
de proteinas existente na peconha de serpentes que possuem acao sobre os
componentes do sistema hemostatico [12].

S&o justamente estes diversos compostos organicos bioativos os principais
responsaveis pelos efeitos fisiopatoldgicos provocados durante o envenenamento de
serpentes, dos quais se destacam as toxinas fosfolipases, neurotoxinas,
serinoproteases e as metaloproteases zinco dependentes [12].

Especialmente as serinoproteases e as metaloproteases sao as principais
enzimas proteoliticas presentes nas peconhas da familia Viperidae. Analises de
transcriptoma e protedmica tém demonstrado que estas proteases representam
cerca de 40% da porcao protéica enzimaticamente ativa. O alvo preferencial destas
duas enzimas é o sistema hemostatico de humanos e de outros mamiferos. As
metaloproteases sdo capazes de estimular ou inibir o mecanismo hemostético,
incluindo a cascata de coagulacdo sanguinea, fibrindlise, hipotenséo, integridade
vascular e fungéo plaquetaria.

Entre as principais acdes dessa enzima sobre o sistema hemostatico,
destacam-se a sua capacidade de degradar o fibrinogénio e a fibrina (enzimas
fibrin(ogen)oliticas), ativar os fatores V, X, proteina C, antitrombina e plasminogénio,
inibir ou ativar a agregacdo plaquetaria, bem como apresentarem atividade

semelhante a calicreina plasmatica. Além disto, as metaloproteases sdo potentes
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enzimas que apresentam capacidade de degradar componentes da membrana basal
(colageno, fibronectina, laminina) e por consequéncia promover o extravasamento
sanguineo (hemorragia). Logo, estas proteases sao as principais responsaveis pelo
sangramento tanto local quanto sistémico causado pelo envenenamento ofidico [12,
13, 14, 15, 16].

E estimando esta diversidade de proteinas e/ou peptideos bioativos em
peconha de serpentes e também tamanha aplicabilidade, que este trabalho teve
como foco principal buscar dados complementares ao estudo da enzima proteolitica
BthMP (Metaloprotease Bothrops moojeni) purificada por Gomes et al. (2009) [5],
isto tanto em termos estruturais quanto ao bioldégico funcional, pois dados
preliminares indicam uma possibilidade de BthMP interferir na coagulacao

sanguinea.

2.2.1 Purificacdo da Protease BthMP

Tendo em vista que cerca de 90% do peso seco da pe¢conha de serpentes &
constituido de uma mistura complexa de proteinas [5], 0 primeiro passo realizado
neste estudo foi a purificagdo da protease BthMP, uma metaloprotease da peconha
de serpente do género Bothrops moojeni (caicaca), espécie pertencente a familia
das Viperidea. Este procedimento inicial se baseou no protocolo descrito por Gomes
et al. (2009) para a obtencdo de BthMP [5], que é a protease de interesse.

Desta forma, inicialmente, realizou-se o preparo da amostra, que consistiu
da diluicho de 200mg da peconha de serpente Bothrops moojeni em 2,0mL do
tampao bicarbonato de aménio (AMBIC) 0,05 M, a pH 7,8. Uma vantagem da
utilizacdo desta solucdo tampéao é a facilidade de eliminagcdo do amdnio em uma
posterior liofilizacdo da amostra, devido a boa volatilizacao desta substancia.

Por conta da maior propensdo das proteinas de sofrerem alteracfes
estruturais, foram tomados os devidos cuidados durante 0 manuseio da amostra,
desde o controle da temperatura, para a ndo desnaturacdo, até mesmo ao simples
fato de formacdo excessiva de bolhas, que contribui para a oxidagdo das
macromoléculas [17], e danifica consequentemente 0s organismos vivos do material
biolégico, podendo interferir nos dados experimentais futuros.

Estando a peconha diluida, esta solucado foi submetida a uma centrifugacao,
de onde se extraiu o sobrenadante protéico. Com isso, até aqui foi possivel tratar

grande quantidade do material biologico da peconha; aumentar a concentracéo de
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proteina, no sobrenadante e; preparar a amostra para ser aplicada em uma
cromatografia [17], que foi 0 passo seguinte.

No processo de purificacdo de proteinas da peconha de serpentes, o método
analitico de separacdo comumente usado € a cromatografia liquida de baixa presséo
e fluxo lento. Assim, o sobrenadante protéico da peconha de B. moojeni foi
submetido a técnica cromatografica de troca i6nica (anidnica) com a resina DEAE-
Sepharose® (Sigma-Aldrich) previamente equilibrada com tampao AMBIC 0,05M, de
pH 7,8 (Figuras 1 e 2), acompanhado de um posterior gradiente convexo de
concentracéo de 0,05-0,50M do AMBIC, pH 7,8, gradiente este estabelecido a partir
da fracéo 85.

Figura 1. Sistema de cromatografia de troca idnica, realizada no LB/UESB (Laboratério de
Bioquimica da UESB). Pegconha de serpente B. moojeni (em amarelo, no centro da imagem) inserida
em uma coluna cromatografica DEAE-Sepharose com fracdes coletadas de 3 mL/tubo e fluxo de 20
mL/hora.

As medidas de absorbancia obtidas tracaram o perfil das fracbes e
revelaram picos cromatograficos bem definidos, o que possibilitou delimitar e reunir
as fracdes em pools, sendo-as liofilizadas em seguida. Os picos selecionados foram
denominados de MD1, MD2, MD2a, MD3, MD4, MD5, MD6 e MD7 (Figura 2).

De acordo com propriedades da coluna DEAE-Sepharose e do tampéo
AMBIC, pode-se conjecturar, qualitativamente, que as fracdes dos picos iniciais
correspondem provavelmente a proteinas da peconha de B. moojeni com carater
neutro ou levemente positivo, enquanto que as fracdes que interagiram com a
resina, picos surgidos depois de estabelecido o gradiente salino, sdo constituidas
por proteinas com carater de carga negativa (Figura 2).
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Figura 2. Representacéo gréafica da cromatografia de troca ibnica DEAE-Sepharose com pegonha da
serpente Bothrops moojeni e, representacdo do gradiente convexo de concentracdo que foi
estabelecido a partir da fragdo 85 de 0,05-0,50M de AMBIC pH 7,8.

Em associagédo a esta cromatografia, visualizou-se os picos MD’s em SDS-
PAGE a 14% sob condicbes desnaturantes. Para isto, destaca-se o perfil
eletroforético do MD2 que apresentou uma banda protéica com elevado grau de
pureza no gel de eletroforese (Figura 3).

Assim, observa-se que, tanto o delineamento do pico cromatografico MD2,
guanto o seu elevado grau de pureza em SDS-PAGE a 14%, apresentaram aspecto
semelhante ao da BthMP [5], logo o propésito de purificacdo de BthMP utilizando a
metodologia de Gomes et al. (2009) mostrou-se eficiente até aqui. Por isto, o MD2

foi selecionado para o prosseguimento deste estudo.



44

Padrio de

pesomolecular MD1  MD2a MD2 MD3 MD4 MDS MDé MD7

45KDa

36 KDa

29 KDa

Figura 3. SDS-PAGE (14%) mostrando o perfil eletroforético de fragbes cromatograficas (reunidas em
pools) da peconha de serpente Bothrops moojeni em resina DEAE-Sepharose com um gradiente
convexo de concentragao 0,05-0,50M do tampao AMBIC pH 7,8.

O préoximo procedimento cromatografico se encarregou de separar as
proteinas presentes em MD2 de acordo com a massa molecular, através da
cromatografia de exclusdo molecular, usando a resina Sephadex-G-75 (Sigma-
Aldrich). Onde se obtiveram trés picos cromatograficos, dos quais foram
selecionadas as fragcdes do segundo pico, o qual apresentou elevada semelhanca
com a protease BthMP obtida por Gomes et al., (2009) [5], devido ao seu elevado
grau de pureza observado em SDS-PAGE a 14% (Figura 4.).

Além do grau de pureza da proteina, esta eletroforese também mostrou o
peso molecular estimado da BthMP reduzida, em torno de 23,8 KDa, como também
ja determinado por Gomes et al. (2009) [5].

Assim, a partir das hipoteses de que: as metaloproteases do tipo zinco
dependentes estdo presentes em grande quantidade nas pegonhas das serpentes
Viperidae [9, 12, 14, 15, 18] e de que as metaloproteases da classe PI, consideradas
como, estruturalmente, as mais simples das SVMPs, pois apresentam apenas o
dominio metaloprotease, variam de peso molecular de 20-30 KDa [12, 15, 18], isto
de acordo com a recente classificacdo proposta por Fox e Serrano (2008) [09], esta
protease purificada possivelmente se trata de uma metaloprotease da classe PI.
Notou-se também que em todos os procedimentos cromatograficos foram obtidos
perfis semelhantes ao de Gomes et al. (2009) [5].
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Figura 4. (1) Cromatografia de exclusdo molecular de MD2 usando resina Sephadex G-75 com
eluicAo num fluxo de 18 mL/h do tampdo AMBIC 0,05M de pH 7,8. (2) SDS-PAGE (14%): (A)
marcador de peso molecular, (B) 10 ug da pegonha bruta de serpente B. moojeni e (C) 10 pyg de
BthMP reduzida com B-mercaptoetanol.

A guantificagcdo da protease BthMP foi realizada utilizando-se a metodologia

estabelecida por Bradford [1], onde demonstrou-se o perfil grafico da equacéo da

reta utilizada para a dosagem protéica (Figura 5) com nivel de confianca de 98%.

v=0,020x + 0,041
R*= 0,980

Abs 585nm

o s 10 15 20 25 30 3z

concentragédo BSA pg

Figura 5. Curva de calibracdo usada para determinar a quantidade de BthMP isolada. Elaborada a
partir de 0,00; 5,00; 10,0; 15,0; 20,0; 25,0 e 30,0ug da solucdo padrdo BSA (Solucdo de Soro
Albumina 1,0mg/mL) em 3,0mL do reagente de Bradford, os volumes foram completados para 3,10
mL com &gua deionizada. As medidas foram realizadas em um espectrofotdbmetro em um A=585nm.

Estando a BthMP isolada e quantificada, foram feitas posteriores
caracterizacfes as quais buscaram confirmar e enriquecer os dados ja publicados,
através do estudo mais aprofundado da estrutura desta protease, bem como avaliar

a sua interferéncia na coagulacdo sanguinea.
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2.2.2 Caracterizagao Estrutural da Protease BthMP

Parte da andlise estrutural da BthMP foi realizada em um Espectrdmetro de
Massas de lonizacdo e Dessorcao de Matriz Assistida por Laser (MALDI-TOF-MS).
Diante da resposta rapida, precisa e sensivel que este tipo espectrometro fornece
nas medidas das macromoléculas [7,19], este processo de deteccdo
necessariamente requer uma amostra com elevado grau de pureza, por isso, uma
pequena porcdo de BthMP foi submetida ao sistema de Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia (HPLC) (Figura 6).
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Figura 6. Perfil da cromatografia liquida de alta eficiéncia da BthMP, realizada com uma coluna do
tipo NRPC C4 de 4,6x150mm (GE Healthcare Bio-Sciences). Cerca de 200ug de BthMP foi diluida em
500uL de solvente A* e aplicada em um sistema de HPLC. Este passo cromatografico foi eluido com
um gradiente linear de 0 a 100% do solvente B**, num fluxo de 0,5mL/min. *Solvente A: acetonitrila
5% em TFA 0,1% (v/v). **Solvente B: acetonitrila 80% em TFA 0,1% (v/v).

Assim, utilizando a amostra proveniente da fase reversa, a qual revelou
também elevado grau de pureza, realizou-se a determinacdo da massa molecular de
BthMP, de acordo com sua razdo m/z (massa/carga) por MALDI TOF, sendo de
23,050 KDa a forma nativa, e quando reduzida, revelou massa molecular de 23,872
KDa (Figura 7). Esta massa molecular condiz com o ja estimado anteriormente em
SDS-PAGE 14%, que foi em torno de 23,0 KDa, porém em um nivel maior de
precisao devido a sensibilidade da técnica utilizada.

A forma reduzida desta proteina foi obtida através do uso do agente redutor
B-mercaptoetanol, o qual tem a caracteristica de romper ligacbes dissulfeto da
estrutura terciaria da proteina [20]. Logo, a diferenciacdo entre a massa reduzida e
nativa indica que, em sua composicdo estrutural, BthMP possui um valor

consideravel de pontes dissulfeto, as quais sdo estabelecidas por residuos de
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aminoacidos de cisteina. A este respeito, os investigadores Fox e Serrano (2010)
expdbem que em peconha de serpentes, especificamente as metaloproteases
(SVMPs), sdo caracterizadas por possuirem diversas pontes dissulfeto.
Anteriormente, em 2005, estes mesmo autores verificaram, por meio das analises de
estruturas cristalizadas de SVMPs PI, que estas proteases possuem de duas a trés
pontes dissulfeto, as quais contribuem na estrutura tridimensional [9] e,
consequentemente em sua atividade biologica; entretanto a quantidade de pontes de
sulfeto € ainda maior em SVMPs das classes PIl e PIIl devido a presenca dos
dominios adicionais [14, 15].

Como exemplos de proteinas extraidas da peconha de serpentes com peso
molecular proximo ao da BthMP, incluem-se a BJ-P12 de B. jararaca com 23,080
KDa [21], Batoraxase de B. atrox com 22,900 KDa [22], BmooFIB de B. moojeni com
22,700 KDa [23], BleucMP de B. leucurus com 23,060 KDa [24] e BbMP-I de B.
brazili com 22,930 KDa [25], todos determinadas por MALDI-TOF-MS. Neste
contexto, destaca-se a similaridade do peso molecular de BmooFIB [23] com o da
BthMP, confirmando assim a possivel existéncia de isoformas, algo que € comum
em proteases que sao isoladas de peconha de serpentes, como é o caso da
metaloprotease Mutalysin Il, isolada a partir do veneno de Lachesis muta muta, que

possui duas isoformas de massas moleculares similares [26].
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Figura 7. Massas moleculares de BthMP determinada em MALDI TOF-MS na forma (1) nativa e (2)
reduzida.
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Também foi determinada uma sequéncia peptidica desta proteina, para isto
BthMP foi digerida em solucao de tripsina (endopeptidase que fragmenta a proteina
em pequenos peptideos/polipeptideos) [19] e submetida ao espectrbmetro de
massa, de onde se obteve o espectro dos fragmentos peptidicos (Figura 8). Este
espectro foi analisado utilizando a técnica de bioinformatica em MALDI TOF, com o
programa Marcot Search Results (Matrix Science), o qual revelou score significativo

(score de 80 e p<0.05) com a metaloprotease ndo hemorragica BmooMPa-I,

proveniente também da peconha da serpente do género Bothrops moojeni [27].
Posteriormente, selecionou-se o peptideo de massa 1594.793 Da, e, n0 mesmo
aparelho de MALDI TOF, foi aplicada a técnica do tipo duplo TOF, através de andlise
peptidica conhecida como Peptide Mass Fingerprinting (PMF). Com esta
metodologia foi possivel determinar a sequéncia do peptideo 1594.793Da

proveniente a digestdo da protease BthMP (Figura 9).
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Figura 8. Perfil do espectro de massas dos fragmentos obtidos pela digestdo da SVMP BthMP sobre
a acdo enzimatica da tripsina. Os espectros de massa foram analisados com o software Mascot
Search e os valores sdo mostrados em Da (Dalton). A propabilidade observada no score significativo
(p<0.05).
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Figura 9. Perfil do espectro gerado pela analise do peptideo 1594.793Da em MALDI TOF utilizando a
técnica de Peptide Mass Fingerprinting (PMF).

Além de BmooMPa-I de Bothrops moojeni, a sequéncia peptidica obtida pela
analise do peptideo 1594.793Da proveniente de BthMP apresentou alta homologia
com outras metaloproteases da classe Pl (Figura 10), tais como Atrolysin — E de
Crotalus atrox [28] e BaP1 de Bothrops asper [29]. Desta maneira, pode-se afirmar,
de acordo com a classificacdo das metaloproteases apresentadas por Fox e Serrano

(2008) [9], que BthMP é uma metaloprotease da classe P-I.

CLUSTAL (1.0) multiple sequence alignment

BthMP - HIELVWVADHGMFKVIPDEVH-------------- ONCIFR e

BmooMPalfa-I -FSPRHIELVVVADHGMFKKYNSNLNTIRKWVHEMVNSMNGFYRSVDVTASLANLEV
Atrolysin-E EQQRFPQRYIELAIVVDHGMYTKYSSNFKKIRKRVHQMVSNINEMCRPLNIAITLALLDV
BAP1 --ERFSPRYIELAVVADHGIFTKYNSNLNTIRTRVHEMLNTVNGFYRSVDVHAPLANLEV

Figura 10. Alinhamento da sequéncia peptidica proveniente do pico 1594,83Da obtida por PMF com
SVMPs da classe Pl: BmooMPalfa-I de Bothrops moojeni [27]; Atrolysin — E de Crotalus atrox [28],
BaP1 de Bothrops asper [29]. Para analise sequencial foi utilizado o programa de bioinformatica
BLAST: Basic Local Alignment Search Tool (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).

2.2.3 CARACTERIZACOES ENZIMATICAS DA BthMP

Em sua estrutura, as metaloproteases de peconha de serpentes possuem no
seu sitio catalitico um metal ligante (Zn*?), este por sua vez é o responsavel pela
atividade enziméatica destas proteases [18]. Por isso, na intencdo de testificar o
comportamento enzimatico da BthMP, esta proteina foi submetida a pré-incubacéo
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com o substrato azocaseina e, como resultado pode-se observar que frente a este
substrato, BthMP apresentou alta atividade proteolitica, mostrando assim seu
potencial enzimatico proteolitico (Figura 11.).

Em seguida, esta protease foi pré-incubada com os inibidores EDTA e 1,10-
phenantrolina e posteriormente realizado o ensaio sobre a azocaseina. Notou-se
que a atividade proteolitica da BthMP foi afetada, devido a eficiéncia destes
complexantes metalicos em formar quelatos estaveis com o fon zinco (Zn**). No
entanto, na presenca dos reagentes PMSF (Fluoreto de fenilmetilsulfonila) e
benzamidina, averiguou-se que a atividade proteolitica desta protease néo foi
inibida, isto porque 0os mesmos sdo inibidores de serinoproteases e ndo de
metaloproteases, logo, mais uma vez, pode-se afirmar que BthMP ¢é uma
metaloprotease, especificamente zinco dependente. Neste contexto, também
chamou atencdo a alta inibicdo proteolitica da BthMP frente ao B-mercaptoetanol,
mostrando desta maneira, que as pontes dissulfeto s&o componentes essenciais na
manutencdo da estrutura tridimensional da protease e por consequéncia na sua

atividade proteolitica (Figura 11).

Uabs 405nm

Figura 11. Efeitos da BthMP sobre a Azocaseina, com e sem inibidores enzimaticos. Os agentes
inibidores foram pré-incubados separadamente com 5ug de BthMP por 40 minutos a 37°C e
posteriormente realizado a atividade proteolitica sobre a azocaseina. Os resultados representados
séo provenientes da média de n=3. * diferenca estatistica significantes comparadas com atividade de
BthMP.
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2.2.4 Atividade Fibrinogenolitica

Com relagdo aos alvos enzimaticos das SVMPs, sdo reportadas
variabilidades entre as classes das metaloproteases [9]. Por exemplo, SVMPs das
classes PIl e PIll normalmente induzem hemorragia, e da classe Pl, ndo séo
hemorrdgicas ou induzem muito pouca hemorragia, esta disparidade se deve
basicamente a presenca dos dominios externos dis-like e cys-rich (em PIIl) e um tipo
desintegrina (em PII) na estrutura tridimensional destas metaloproteases, os quais
facilmente se ligam aos componentes da Membrana Basal (BM) e a células
endoteliais, danificando assim os vasos capilares, sem contar que estes dominios
externos também se ligam a integrinas de plaguetas, ajudando desta forma para que
nao ocorra agregacao plaquetaria e, consequentemente contribuindo para o maior
potencial hemorragico [12, 13, 25].

Enquanto isso, as metaloproteases PIl, apesar da pouca ou nenhuma
atividade hemorragica, tém revelado alta atividade proteolitica sobre os
componentes da cascata de coagulacdo sanguinea, especialmente sobre o
fibrinogénio (Fator I). Muitas das SVMPs da classe Pl apresentam este carater, das
quais temos BJ-P12 de B. jararaca em Silva et al. (2012) [21]; Batroxase de B. atrox
em Cintra et al. (2012) [22]; BmooFIB de B. moojeni em Torres et al. (2012) [23];
BleucMP de B. leucurus em Gomes et al. (2011) [24]; BmooMPa-1 de B. moojeni em
Bernardes et al. (2008) [27]; BlaH1 de B. lanceolatus em Stroka et al. (2005) [30];
Bothrojaractivase de B. jararaca em Berger et al. (2008) [30]; BpMP-lI de B.
pauloensis em Souza et al. (2012) [32]; BpirMP de B. pirajai em Bernardes et al.
(2013) [33]; BmooAi de B. moojeni em Queiroz et al. (2014) [34]; dentre outras.
Estas metaloproteases sdo chamadas de enzimas fibrinogenoliticas, porque
provocam o consumo do fibrinogénio, causando assim uma desfibrin(ogen)acéo e,
por consequéncia, tornando o sangue mais fluido e aumentando o tempo de
coagulacao [18].

As enzimas fibrinogenoliticas degradam as cadeias Aa e Bf do fibrinogénio,
com maior preferéncia pela cadeia Aa e dificilmente alcangam a cadeia y [12]. Isso
ocorre por causa da presenca do fon metalico (Zn?*) situado no sitio catalitico das
SVMPs PI. Este comportamento também é comumente analisado através da inibicdo
da atividade fibrinogenolitica destas metaloproteases frente a acdo de agentes
guelantes, como foi observado em BaltMP-I e |l de B. alternatus por Costa et al.
(2007) [35].
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Diante disto, a atividade fibrinogenolitica da BthMP foi verificada através da
incubacéo de fibrinogénio bovino com BthMP (Figura 12), onde foi possivel observar
que em apenas 5 minutos esta protease degradou completamente a cadeia Aa e
parcialmente a cadeia B do fibrinogénio. E, com 10 minutos de incubacao, a cadeia
BB se mostrou praticamente hidrolisada pela acao proteolitica desta enzima. Sendo
assim, pode-se designar BthMP como uma metaloprotease fortemente

fibrinogenolitica, pertencendo desta forma a classe das a e B-fibrinogenases.

A B C D E F

Bp

Figura 12. Perfil da digestdo do fibrinogénio bovino em eletroforese de poliacrilamida (PAGE-SDS a
14%). Para este ensaio foram utilizados 50 pL de Solucdo de fibrinogénio bovino 1,5mg/mL
incubados com 5ug de BthMP a 37°C em diferentes intervalos de tempos. A — Fibrinogénio controle.
B-F: Fibrinogénio incubado com 4pg de BthMP por 5, 10, 15, 30 e 60 minutos, respectivamente.

No sistema circulatério humano, o fibrinogénio (fator | da cascata de
coagulacao) é uma proteina circulante do sangue que participa do complexo sistema
de coagulacéo sanguinea. Sua principal atividade resulta na formag&o do coagulo de
fibrina e se inicia a partir da acdo da trombina (fator Il), por meio de ativacdes em
séries com 0s demais componentes participantes da cascata de coagulacao [36, 37,
38].

Diante disto, percebe-se que a degradacdo do fibrinogénio provocada por
BthMP, e por consequéncia o efeito de incoagulabilidade sanguinea leva a sugerir
uma possivel aplicacdo clinico-terapéutica para desordens relacionadas ao sistema
hemostatico.

Esta caracteristica de interferéncia na coagulacdo sanguinea da protease
BthMP foi verificada inicialmente por Gomes et al. (2009) [5], quando a protease foi
injetada intraperitoneal em camundongos machos sadios da raca swiss, onde se
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observaram a incoagulabilidade sanguinea nestes animais, devido, segundo estes
pesquisadores, a provavel capacidade desta metaloprotease em degradar
fibrinogénio in vivo e de nédo ser inibida por fatores exdgenos [5]. Por isso, ainda com
este propésito, contemplamos esta propriedade da BthMP através da quantificacao
de fibrinogénio plasmatico, onde verificou-se que esta metaloprotease provocou o
consumo do fibrinogénio de maneira significativa (Figura 13), assim como, quando
avaliada in vitro (Figura 12), desta forma, pode-se concluir que BthMP é uma enzima
fibrinogenolitica que ndo sofre a interferéncia de fatores enddgenos.

Vale ressaltar que a acao especifica de enzimas sobre o fibrinogénio € muito
importante, tendo em vista que o fibrinogénio (Fator 1) é abundante no plasma e
desempenha papel fundamental na hemostasia. Nas reac¢fes inflamatérias, tem
provavel papel no reparo tecidual e na cicatrizacdo, sem contar que a dosagem
sanguinea do fibrinogénio permite aos profissionais da area de saude identificar
patologia relacionada a coagulacgéo [36, 37, 38].

Assim, atividade anticoagulante, somando-se ao fato de ser fracamente
hemorragica e de ndo ser inibida por fatores endbégenos, sdo caracteristicas da
BthMP que sugerem a capacidade de esta metaloprotease ser uma forte candidata a

modelo de farmacos antitromboticos.
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Figura 13. Dosagem do fibrinogénio plasmatico utilizando 10ug da pegonha de Bothrops moojeni e
10 pg de BthMP diluido em 50uL de solucéo salina 0,9%. Como controle foi utilizado 50uL de salina.
O resultado representa a média de n=3 e a significancia relativa ao controle.
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2.2.5 Tempo de Protrombina (TP) e Tempo de Tromboplastina Parcial
ativada (TTPa)

Outra forma de analisar o sistema hemostatico € através dos testes
comumente utilizados na area clinica para diagnosticar disturbios relacionados a
coagulacdo, sdo os conhecidos testes screening [39]. Destes, o Tempo de
Protrombina (TP) e o Tempo de Tromboplastina Parcial ativada (TTPa) avaliam
anormalidades nos fatores da cascata de coagulacdo sanguinea.

O TP é um teste que avalia a via extrinseca e a via final comum (fatores VII,
X, V, Il e o fibrinogénio) e o TTPa avalia os fatores da via intrinseca e da via final
comum (XII, XlI, IX, VII, X, V, Il e fibrinogénio) [39, 40]. Por isso, foi analisado a
interferéncia da BthMP nos tempos de protrombina e de tromboplastina parcial
ativada (Figura 14).

Em seus resultados, normalmente o TTPa pode variar entre 25 e 39
segundos, enquanto que TP de 10 a 14 segundos [41]. Observando os valores
destes parametros frente a BthMP, verificou-se uma média de 186 segundos para
TTPa e de 182 segundos para TP, respectivamente (Figura 14), isto informa que o
tempo de ambos (TTPa e TP) foram prolongados, desta forma, pode-se sugerir que
BthMP interfere em fatores da coagulacédo sanguinea da via extrinseca, intrinseca e
também da via final comum, especialmente sobre o fibrinogénio, que neste caso é
provavelmente devido a capacidade de consumir fibrinogénio plasmatico, conforme
testificado nas analises anteriores. Com isso, presume-se que a formacdo de
coagulo de fibrina € comprometida quando BthMP se encontra no meio, assim, mais
uma vez pode-se inferir que esta metaloprotease € uma protease com acao

anticoagulante.
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Figura 14. Determinacéo do TP (Tempo de Trombina) e do TTPa (Tempo de Tromboplastina Parcial
ativado). Média do tempo de coagulacdo de salina (controle), do TP e TTPa através da incubacao
com 10 yg de BthMP por 3 horas (n=3).
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Diante dos resultados mostrados nesta investigacdo, segue a baixo um

resumo do estudo da BthMP:
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Figura 15. Representacédo simplificada do estudo da BthMP.

Assim, olhando em sua totalidade, percebe-se neste estudo o potencial da
BthMP como uma metaloprotease Pl que possui acdo sobre o sistema hemostatico,
especialmente sobre o fibrinogénio (fator | da cascata de coagulacdo), o que lhe
confere a caracteristica de enzima fibrinogenolitica com a provavel utilizagdo como
modelo molecular de farmaco anticoagulante.

Porém, visto que existem diversos fatores estruturais e biol6gicos funcionais
envolvidos neste processo, pode-se afirmar que esta investigacdo consistiu do
aprofundamento e consolidacdo de alguns resultados, até entdo néo relatados na
literatura sobre a BthMP, como a confirmagdo da massa molecular em um nivel
elevado de precisdo, a determinacdo da sequéncia peptidica, o que ocasionou
também a confirmagdo de esta ser uma metaloprotease pertencente a classe PI, o
fato de esta protease ndo ser inibida por fatores enddgenos, a acdo sobre o
fibrinogénio e sobre as vias extrinseca e intrinseca avaliados em testes laboratoriais

especificos para os fatores da cascata de coagulagao.
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CONSIDERACOES FINAIS

Com isso, percebe-se que este estudo complementa os dados ja descritos
por Gomes et al. (2009) [5] e pode-se concluir que esta enzima apresenta a
capacidade de ser utilizada como modelo para a elaboragcdo de um novo farmaco
antitrombdético. Faz-se importante salientar que para tal sdo necessarios testes mais
aprimorados para o conhecimento das consequéncias e acdo desta enzima no

organismo humanao.
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