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Ando devagar
Porque ja tive pressa
E levo esse sorriso

Porque ja chorei demais

E preciso amor
Pra poder pulsar
E preciso paz pra poder sorrir

E preciso a chuva para florir

Penso que cumprir a vida
Seja simplesmente
Compreender a marcha

E ir tocando em frente

Cada um de nés compde a sua historia
Cada ser em si
Carrega o dom de ser capaz

E ser feliz

Composicao: Almir Sater e Renato Teixeira
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Apresentacao

Essa dissertagcdo retune fundamentos tedricos e experimentais de
pesquisas cientificas desenvolvidas de acordo com as normas do Programa de
Pos-Graduacdo em Genética e Bioquimica para obtencéo do titulo de Mestre.

O objetivo principal desse trabalho foi caracterizar bioquimica e
funcionalmente uma metaloprotease isolada da peconha da serpente Bothrops
moojeni. Nesse propdsito, as seguintes metas foram definidas:

1- purificacdo e caracterizacdo bioquimica de uma metaloprotease da
peconha da serpente Bothrops moojeni;

2- andlise morfologica de efeitos locais e sistémicos induzidos pela
metaloprotease;

3- caracterizacdo farmacoldgica do edema e da hiperalgesia induzidos pela
metaloprotease.

Cumpridas as metas, esse trabalho resultou na caracterizagédo
bioquimica e funcional da Moozincina, uma metaloprotease isolada da peconha
de B. moojeni. Essa protease apresenta massa molecular de 28 kDa, atividade
fibrinogenolitica e miotoxica, além de efeitos edematogénico e hiperalgésico
relacionados a ativacdo de vias inflamatorias especificas. Para melhor
fundamentacdo tedrica e descricdo dos resultados alcancados essa
dissertacao foi dividida em capitulos.

No capitulo | foi feita uma abordagem tedrica a respeito de assuntos
relacionados as diferentes etapas do trabalho experimental. Ao descrever as
caracteristicas dos envenenamentos ofidicos, relacionando-os a constituicdo e
efeitos fisiopatoldgicos das peconhas, sdo fornecidas informacdes relevantes
para o entendimento e discusséo dos resultados obtidos. As referéncias citadas
foram acessadas nos servicos on line de indexacdo cientifica como, Scielo,
Web of Knowlegde e Scopus.

O capitulo Il apresenta as etapas iniciais de purificacdo e caracterizacao
biologica de uma metaloprotease da peconha da serpente B. moojeni. Nesse
sentido foi isolada e caracterizada parcialmente uma metaloprotease
fibrinogenolitica da classe P-l, denominada Moozincina, que foi capaz de

induzir edema, hiperalgesia e mionecrose.



O capitulo 11l apresenta uma analise funcional da metaloprotease isolada
previamente. Esse capitulo refere-se a caracterizag@o farmacol6gica do edema
e hiperalgesia induzidos pela Moozincina. Os resultados e implicacdes desse
trabalho sdo apresentados de acordo com padrdes textuais e cientificos
exigidos pelo periodico a ser submetido (Toxicon).

Os resultados e discussfes aqui apresentados sao relevantes para o
enriquecimento tedrico, metodologico e cientifico de pesquisas relacionadas ao
estudo de proteases de peconhas de serpentes. As informacfes contidas
nessa dissertacdo destacam uma diferente abordagem do estudo de efeitos
biolégicos desencadeados por metaloproteases botrépicas, bem como
contribuem para o entendimento do mecanismo de acdo e caracterizacao

dessas toxinas.



Capitulo |

Fundamentacédo Teodrica

Peconha de serpentes: constituicdo, caracterizacao, efeitos e aplicacdes



1. Serpentes brasileiras

No Brasil, ja foram identificadas mais de 260 espécies de serpentes, que
podem ser classificadas em dois grupos basicos: peconhentas e nao
peconhentas (Manual de diagnéstico e tratamento de acidentes por animais
peconhentos, FUNASA, 2001). As serpentes peconhentas sédo providas de
glandulas onde produzem e armazenam a peconha, bem como dentes
inoculadores moveis localizados na regido do maxilar superior (Fig. 1.1).
Aquelas que nédo apresentam esse aparato produtor e inoculador de peconha
ndo sao peconhentas, mas podem provocar ferimentos graves por
estrangulamento ou infeccdo (Cardoso, 2003). As serpentes peconhentas
brasileiras pertencem a quatro géneros principais: Micrurus, Lachesis, Crotalus
e Bothrops. Essas serpentes estdo distribuidas por todo territério nacional e
sdo responséaveis pelos acidentes ofidicos de relevancia médica (Manual de
diagnéstico e tratamento de acidentes por animais peconhentos, FUNASA,
2001).

Dodd A Warnll

Figura 1.1: Anatomia bucal de um tipo de serpente pegonhenta. A) Espécie dissecada. B)
Representacdo das localizacbes da glandula de peconha (Venom gland) e da presa

inoculadora do tipo solendglifa (Fang) (Warrel, 2010).

A presenca de fosseta loreal, um érgdo sensorial termorreceptor localizado
entre as narinas e os olhos do animal, e de presas inoculadoras é a forma mais
segura de identificar uma serpente peconhenta (Fig. 1.2). No entanto, as
espécies pecgonhentas do género Micrurus sdo uma excecdo, pois nao



apresentam fosseta loreal, além de possuirem presas diminutas, fixas na
maxila e dificeis de serem identificadas (Manual de diagndstico e tratamento de
acidentes por animais peconhentos, FUNASA, 2001).

ol } - ‘

& %
fosseta loreal N

"o 4

Figura 1.2: Foto de uma serpente pegonhenta. A seta evidencia a presenca de fosseta loreal.

Fonte: www.portaldoprofessor.mec.gov.br

As serpentes do género Micrurus pertencem a familia Elapidae e sé&o
conhecidas popularmente como corais. Geralmente, sdo espécies nao
agressivas e apresentam um padrédo de cor caracteristico em anéis vermelhos,
brancos e pretos com diferentes combinacdes. As espécies ndo peconhentas
desse género, as falsas corais, podem mimetizar a coloracdo das corais
verdadeiras (peconhentas), que s6 sdo seguramente identificadas pela
presenca dos dentes inoculadores. Diferente das outras serpentes
peconhentas brasileiras, a presa das corais € curta e fixa na regido anterior do
0sso maxilar, que € uma caracteristica de denticdo proterdglifa (Manual de
diagnoéstico e tratamento de acidentes por animais peconhentos, FUNASA,
2001). Por isso, os acidentes sdo mais raros, cerca de 0,7%, e, geralmente,
ocorrem somente quando essas serpentes sdo manuseadas intencionalmente
(Guia de vigilancia epidemiologica, MS, 2009). A maioria dos acidentes €
registrada na regido sul do Brasil, onde a espécie M. corallinus é predominante.
No entanto, a regido amazonica € o local que abriga o maior niamero de
espécies Micrurus, como M. spixii e M. lemniscatus, e a Unica espécie de
habitos aquaticos, M. surinamensis (Fig. 1.3) (Cardoso et al., 2003; Bucaretchi
et al., 2006).


http://www.portaldoprofessor.mec.gov.br/

Figura 1.3: (A) Micrurus surinamensis (Foto: Pardal e col., 2010). (B) Distribuicdo da espécie
no Brasil (Manual de diagnéstico e tratamento de acidentes por animais peconhentos,
FUNASA, 2001).

Os géneros Lachesis, Crotalus e Bothrops (incluindo Bothriopsis e
Bothrocophias) pertencem a familia Viperidae, subfamilia Crotalinae. Para o
género Lachesis, as espécies brasileiras compreendem apenas a espécie L.
muta (Fig. 1.4), com duas subespécies predominantes no Brasil: L. muta muta
e L. muta rhombeata (Zamudio & Greene, 1997). Essas serpentes sdo comuns
em ambientes florestais, como Amazobnia e Mata Atlantica. S&o as maiores
serpentes das América, podendo atingir até 4 m de comprimento (Guia de

vigilancia epidemiolégica, MS, 2009).

Figura 1.4: (A) Lachesis muta (Foto: www.ivb.ri.gov.br/.../lachesis 1 gde.jpq). (B) Distribuicdo

da espécie no Brasil (Manual de diagnéstico e tratamento de acidentes por animais
peconhentos, FUNASA, 2001).

Tanto as serpentes do género Bothrops quanto as Crotalus sé&o
amplamente encontradas em areas de cerrado (Manual de diagnéstico e

tratamento de acidentes por animais peconhentos, FUNASA, 2001). Do género


http://www.ivb.rj.gov.br/.../lachesis_1_gde.jpg

Crotalus, apenas a espécie Crotalus durissus (Caudisona durissa, segundo a

Sociedade Brasileira de Herpetologia, 2010) ocorre no Brasil (Fig. 1.5),
distribuida em varias subespécies, como C. durissus terrificus e C. durissus
collilineatus (Hoge & Romano; 1979). As espécies sdo encontradas em
ambientes abertos, areas secas e raramente em faixas litorAneas. Essas
serpentes sdo comumente denominadas de cascavéis e sdo facilmente
identificadas pela presenca de um guizo ou chocalho na porcdo terminal da
cauda, que emite um ruido caracteristico (Guia de vigilancia epidemioldgica,
MS, 2009).
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Figura 1.5: (A) Crotalus durissus (Foto:
http://portaldoprofessor.mec.gov.br/storage/recursos/9742/crotalus_durissus.jpg). (B)

Distribuicdo da espécie no Brasil (Manual de diagnéstico e tratamento de acidentes por animais
peconhentos, FUNASA, 2001).

O género Bothrops (incluindo Bothriopsis e Bothrocophias) apresenta
espécies distribuidas em todo territério brasileiro (Guia de vigilancia
epidemioldgica, MS, 2009). Estas serpentes habitam preferencialmente
ambientes Umidos, como matas e areas cultivadas, locais de proliferacdo de
roedores, zonas rurais e periferias de cidades. Apresentam habitos noturnos e
sdo agressivas quando ameacadas (Manual de diagndstico e tratamento de
acidentes por animais peconhentos, FUNASA, 2001). As serpentes botrdpicas,
assim como crotélicas, apresentam denticdo solendglifa, caracterizada por
presas caniculadas, moveis e localizadas na porcéo anterior da maxila (qQue se
projetam para frente no momento do ataque), o que garante maior eficiéncia na

inoculacao da peconha (Guia de vigilancia epidemiologica, MS, 2009).


http://www.cobrasbrasileiras.com.br/crotalus_durissus_terrificus.html
http://portaldoprofessor.mec.gov.br/storage/recursos/9742/crotalus_durissus.jpg

As espécies Bothrops sp. sdo extremamente variaveis ecologica, geografica
e morfologicamente, em comparacdo com outros géneros da subfamilia
Crotalinae (Fenwick et al.,, 2009). De acordo com classificacdes recentes, 0
clado botropdide contéem 47 espécies, distribuidas em trés géneros:
Bothrocophias (Gutberlet & Campbell, 2001), Bothriopsis e Bothrops (Campbell
& Lamar, 2004). Essa classificacdo tem sido adotada pelo Ministério da Saude
(Guia de vigilancia epidemiolégica, MS, 2009). No entanto, com base em
evidéncias morfolégicas e moleculares, Fenwick e col. (2009) propuseram uma
nova analise filogenética com cinco géneros: Bothrops, Bothriopsis (Campbell
& Lamar, 2004), Bothrocophias (Gutberlet & Campbell, 2001), Bothropoides e
Rhinocerophis. Algumas espécies comuns do sudeste brasileiro como Bothrops
neuwiedi, Bothrops jararaca e Bothrops alternatus foram renomeadas,
respectivamente, como, Bothropoides neuwiedi, Bothropoides jararaca e
Rhinocerophis alternatus (Fenwick et al., 2009). Enquanto a espécie Bothrops
moojeni foi mantida neste género.

A serpente B. moojeni (Fig. 1.6), conhecida como caicaca, é a principal
espécie dos cerrados. Sao serpentes robustas e silenciosas (Manual de
diagnéstico e tratamento de acidentes por animais peconhentos, FUNASA,
2001). Na regido sudeste do Brasil, especificamente nos municipios do
Triangulo Mineiro, essa espécie € predominante e responsavel pela maioria

dos acidentes botrépicos (Da Silva et al., 2003).

~f—é'*‘l;:' =
Figura 1.6: (A) Bothrops moojeni (Foto: www.tc.umn.edu/.../Bothrops%20moojeni_1.JPG). (B)

Distribuigdo da espécie no Brasil (Manual de diagnéstico e tratamento de acidentes por animais
peconhentos, FUNASA, 2001).


http://www.tc.umn.edu/.../Bothrops%20moojeni_1.JPG

2. Envenenamento ofidico

A maioria dos acidentes com serpentes, cerca de 73,5 %, ocorre com
espécies do género Bothrops (incluindo Bothriopsis e Bothrocophias), enquanto
0s géneros Crotalus, Lachesis e Micrurus sdo responsaveis por 7,5%, 3% e
0,7% dos casos, respectivamente (Guia de vigilancia epidemiolégica, MS,
2009). As propriedades da peconha diferem entre os géneros, sendo
predominantemente neurotdéxica na crotdlica e elapidica, proteolitica e
inflamatoria na botropica e laquética. As peconhas botropicas e crotalicas
também sdo capazes de induzir disturbios de coagulacdo e miotoxicidade
(Rosenfeld, 1971; Nishioka & Silveira, 1992; Barraviera & Ferreira, 2005;
Warrell, 2010).

O envenenamento crotalico apresenta o maior indice de letalidade (1,87%),
em relacdo aos demais acidentes (Manual de diagnostico e tratamento de
acidentes por animais pegonhentos, FUNASA, 2001). A elevada toxicidade da
peconha crotalica é atribuida, principalmente, a crotoxina, um componente
neurotéxico que atua nas terminacdes nervosas inibindo a liberacdo de
acetilcolina, desencadeando paralisias motoras e outros distarbios
neurologicos. O sintoma mais caracteristico do envenenamento crotélico € o
aparecimento da chamada “facies miasténica” ou “facies neurotéxica”, onde se
observam a queda das palpebras, visdo dupla, dificuldade de acomodacéo
visual, paralisia do musculo dos olhos, flacidez da musculatura facial e paralisia
dos nervos cranianos (Manual de diagndstico e tratamento de acidentes por
animais peconhentos, FUNASA, 2001).

Além disso, devido a agdo miotoxica da peconha crotalica, podem ocorrer
manifestagdes evidentes de rabdomidlise, ou seja, lesédo de fibras musculares,
com dores musculares generalizadas, liberacdo de enzimas e mioglobina no
plasma sanguineo e na urina. (Rosenfeld, 1971). As manifestacdes
hematoldgicas, como incoagulabilidade ou aumento do tempo de coagulacdo
do sangue, também ocorrem nesse tipo de acidente (Manual de diagndstico e
tratamento de acidentes por animais peconhentos, FUNASA, 2001). As lesdes
musculares sistémicas, os disturbios de coagulacdo e a nefrotoxicidade direta
decorrentes do envenenamento crotalico contribuem para insuficiéncia renal,

gue é uma das principais causas de Obito neste caso (Pinho et al., 2000).



Nesses acidentes ndo sdo observados sinais inflamatérios significativos no
local da picada. A auséncia de dor local ou dor e edema discretos, seguidos de
parestesia local, com sensacédo de formigamento e adormecimento podem
acontecer (Rosenfeld, 1971). Curiosamente, essa peconha também é capaz de
provocar analgesia e tem sido utilizada no tratamento de dores em humanos
desde o século passado (Brazil, 1950).

Os acidentes com serpentes do género Micrurus apresentam manifestacdes
clinicas muito semelhantes as do envenenamento crotalico. A peconha
daquelas serpentes também contém neurotoxinas que agem rapidamente
sobre receptores neurais, afetando fungfes neurolégicas e motoras (Manual de
diagnostico e tratamento de acidentes por animais peconhentos, FUNASA,
2001; Pardal et al., 2010).

No acidente laquético, os efeitos locais e sistémicos sdo praticamente
indistinguiveis do quadro desencadeado pela peconha botrépica, embora
ocorra com menor frequéncia (Guia de vigilancia epidemiolégica, MS, 2009).

No envenenamento botropico as manifestacdes locais sdo marcantes e
ocorrem ja nas primeiras horas apos a picada. Evidencia-se o aparecimento de
edema, dor e equimoses na regido afetada, progredindo para mionecrose e
maiores complicacbes que podem levar a amputacdo e/ou déficit funcional do
membro acometido (Nishioka & Silveira, 1992). A patogénese desses efeitos
estd relacionada, principalmente, a acdo proteolitica da peconha sobre
estruturas endoteliais e a leséo tecidual induzida por proteases e componentes
miotoxicos. As alteracbes na microvasculatura desencadeiam extravasamento
de plasma e reacdo inflamatoria no local da picada. O aumento da
permeabilidade vascular, extravasamento de proteinas e mediadores
inflamatorios levam a formacdo de edema, geralmente acompanhado de dor
(Gutiérrez & Lomonte, 1995; Gutiérrez & Rucavado, 2000; Teixeira et al., 2009;
Zychar et al., 2010).

Os efeitos sistémicos da peconha botropica devem-se, principalmente, aos
distarbios de coagulacdo. As toxinas ofidicas, que afetam o sistema
hemostético, podem afetar a coagulabilidade sanguinea e danificar vasos,
causando eventos tromboéticos e hemorragicos (Guia de vigilancia
epidemiologica, MS, 2009). Os efeitos hemostaticos secundarios, como

producdo de microcodgulos, hipotensdo arterial e desidratacdo podem
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comprometer ainda mais o0 estado do acidentado, ocasionando choque
hipovolémico, lesdo de 6rgaos e trombose (Sajevic et al., 2011). O quadro 2.1
resume alguns efeitos hemostaticos provocados por toxinas isoladas de
peconhas botropicas. Apesar da baixa letalidade, a frequéncia de sequelas é
elevada, em torno de 10% nos acidentes botropicos, associada a fatores de

risco, como uso de torniquete e retardo na administracéo da soroterapia.

Quadro 2.1: Efeitos hemostéaticos provocados por toxinas isoladas de pegonhas botrépicas.

Toxina Serpente Atividade Referéncia
BaP1 B. asper Hemorrégica, mionecrotica e Gutierrez et al., 1995;
inflamatéria Rucavado et al., 1995
Jararagina B. jararaca Hemorrégica e inibidora de Paine et al., 1992;
agregacdo plaquetaria Kamiguti et al., 1996
Bhalternina B. alternatus Desfibrinogenante Costa et al., 2010
BleucMP B. leucurus Anticoagulante e trombolitica Gomes et al., 2011
BmooMPa-I B. moojeni Desfibrinogenante e Bernardes et al., 2008
trombolitica

7

A administracdo da soroterapia adequada é o tratamento mais eficaz no
controle das manifestac@es clinicas do ofidismo. A precocidade do atendimento
€ crucial para o salvamento e reabilitacdo das vitimas, ainda assim as
complicag@es locais sao de dificil reversao pela terapéutica tradicional. O soro
antiofidico € formado por concentrados de imunoglobulinas, produzido por
sensibilizacdo de diversos animais (Manual de diagnostico e tratamento de
acidentes por animais peconhentos, FUNASA, 2001).

No entanto, a producdo de um soro antiofidico capaz de neutralizar
satisfatoriamente os diversos efeitos das diferentes peconhas ainda tem sido
estudada. Existe uma imensa variedade de serpentes em todo mundo, com
diferenciagbes geograficas, morfologicas e bioldgicas que refletem nos efeitos
fisiopatoldégicos de suas peconhas e na utilizagdo de soros antiofidicos
(Chippaux et al.,, 1991; Boldrini-Franca et al., 2010). Queiroz e col. (2008)
evidenciaram uma ampla taxa de variagdo interespecifica da composicao e
atividade da peconha de serpentes brasileiras do género Bothrops, o que
justificaria a deficiéncia da neutralizacdo de alguns efeitos pelo soro

antibotrépico usual. (Manual de diagnostico e tratamento de acidentes por
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animais peconhentos, FUNASA, 2001). Além disso, o tratamento de
envenenamentos por serpentes é um desafio da saude publica ainda
negligenciada na maioria das regides do mundo (Gutiérrez et al., 2010).

Mais estudos e incentivos politicos sdo necessarios para aumentar a
producdo de antivenenos mais seguros e eficazes. Esses investimentos
poderiam minimizar os impactos dos acidentes ofidicos, que incluem
consideraveis indices de morbidades e mortalidade da populagcédo

economicamente ativa (Fig. 2.2) (Gutiérrez et al., 2010).

rrrrrrr

=

1.2 million bites
180,000 sequelae

300,000 bites

12,000 sequelae 1 million bites
60,000 sequelae

Global annual totals:
2.5 million bites
< 250,000 sequelae

Figura 2.2: Estimativa global e regional de morbidade e mortalidade provocadas por

envenenamentos ofidicos (Gutiérrez et al., 2010).

Peconhas de serpentes

A peconha produzida por serpentes configura um arsenal bioquimico,
decorrente de aquisicbes evolutivas, que garante a captura e digestao de
presas, bem como uma eficiente estratégia de defesa (Kochva et al., 1983).
Vérias substancias farmacologicamente ativas que compdem as pegonhas,
principalmente constituintes protéicos, atuam na inducdo de alteracdes
fisiolégicas locais e sisttmicas no homem e em outros animais. O
conhecimento do mecanismo de acdo dessas toxinas possibilita a elaboracéo

de modelos farmacolégicos eficientes no tratamento do préprio envenenamento

12



e de outras disfuncbes similares, bem como em diversas aplica¢cfes clinicas,
desde o diagndstico a terapéutica (Marsh & Williams, 2005).

As peconhas de serpentes sdo compostas por inimeras substancias, como
ions e biomoléculas, especialmente proteinas e peptideos farmacologicamente
ativos (Tu, 1977; Calvete et al., 2007). Dentre os componentes protéicos das
peconhas de serpentes encontram-se: metaloproteases, serinoproteases,
fosfolipases A,, fosfodiesterases, colinesterases, L-amino&cido-oxidases,
nucleosidases, hialuronidases, desintegrinas, entre outros (Matsui et al., 2000;
Sweson & Markland Jr., 2005; Ramos & Selistre-de-Araujo, 2006; Matsui et al.,
2010).

De forma geral, nas peconhas ofidicas o0s componentes mais
representativos incluem fosfolipases A,, serino e metaloproteases (Alam et al.,
1996; Tashima et al., 2008). As fosfolipases A, sdo enzimas que catalisam a
hidrélise especifica da ligacdo 2-acil-éster de fosfolipideos de membrana,
promovendo a liberacdo de &cidos graxos e lisofosfatideos (Kini & Evans, 1989;
Kudo & Murakami, 2002; Soares et al., 2004). Elas sdo consideradas uma
importante classe de proteinas encontradas em peconhas do género Bothrops
sp., responsaveis por diversas propriedades biologicas, incluindo cardio e
miotoxicidade, acdes hemoliticas, anticoagulantes e antiplaquetaria (Gutiérrez
& Lomonte, 1995; Kini, 2003; Rodrigues et al., 2004; Montecucco et al., 2008;
Santos-Filho et al., 2008).

As serinoproteases compreendem enzimas com regido catalitica altamente
conservada, apresentando os seguintes residuos de aminoacidos: Serinal95,
Histidina57 e Aspartato102 (Serrano & Maroun, 2005). As serinoproteases
agem de diferentes formas sobre a hemostasia, interferindo na agregacao
plaguetaria, em diversos fatores da cascata de coagulagdo e no sistema
fibrinolitico (Pirkle,1998). Trombina-simile (ou trombin-like) sdo exemplos de
serinoproteases de peconha de serpentes que tem efeito semelhante a
trombina plasmatica, pois também sdo capazes de degradar o fibrinogénio
plasmatico, um importante fator da cascata de coagulagéo (Pirkle,1998; Matsui
et al., 2000).

As metaloproteases agem, principalmente, como fatores hemorragicos,

interferindo também na cascata de coagulacao, na agregacao plaquetaria e em
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mecanismos inflamatérios (Gutiérrez & Rucavado, 2000; Matsui et al., 2000;
Fox & Serrano, 2005).

3.1. Metaloproteases ofidicas

As metaloproteases de peconhas de serpentes (snake venom
metalloproteinases - SVMPS) séo caracterizadas pela dependéncia catalitica de
fons metélicos (Zn*?, Ca*® ou Mg™) e pela grande diversidade estrutural e
funcional (Gutiérrez & Rucavado, 2000). Estas enzimas sdo sintetizadas na
glandula de pegonha como proteinas multidominios, incluindo um dominio proé-
enzima responsavel pela inativacdo dessas proteases antes da secrecdo. As
SVMPs, em geral, sdo zinco dependentes (metzincinas) e apresentam uma
sequéncia peptidica metal-ligante com trés residuos de histidina e uma glicina,
constituindo o dominio catalitico metaloprotease (Fig. 3.1) (Rodrigues et al.,
2000; Fox & Serrano, 2005; Ramos & Selistre-de-Araujo, 2006).

Figura 3.1: Modelagem molecular da neuwiedase, uma metaloprotease P-l. Destaque para o
dominio metaloprotease, com residuos de histidina (H142/146/152) associados ao zinco (Zn)
(Rodrigues et al., 2000).

De acordo com a organizagcdo de diversos dominios ndo enzimaticos, as
SVMPs foram distribuidas em trés classes principais: P-I, P-Il e P-Illl (Fig.3.2)
(Fox & Serrano, 2008a). A classe P-l apresenta proteinas com massa molar
entre 20 e 30 kDa que contém apenas o dominio catalitico. As proteases de 30

a 60 kDa compdem a classe P-Il, constituidas pelos dominios metaloprotease e
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desintegrina. A classe P-1ll compreende as enzimas com massas molares entre
60-100 kDa, contém os dominios desintegrina-like (semelhante a desintegrina)
e rico em cisteina adicional ao dominio metaloprotease. As classes P-Il e P-IlI
sdo divididas em diferentes subclasses, de acordo com processamento
proteolitico ou dimerizacdo. As subunidades semelhantes a lectina tipo C sao
encontradas associadas por pontes dissulfeto a metaloproteases P-lll,
configurando a subclasse P-llid, anteriormente descrita como P-IV (Fox &
Serrano, 2005). A subclasse P-llld tem sido considerada como decorrente de
modificacdo pds-traducional (Fox & Serrano, 2008a). De acordo com esses
pesquisadores, as proteinas de peconha de serpentes, como todas as
proteinas de secrecdo, sofrem modificacdes pds-traducionais direcionadas por
sequéncias sinais e mecanismos proprios do reticulo endoplasmatico e
complexo de golgi celulares, como oxidacao e formacéo de ligacdes dissulfeto,
glicosilagdo e multimerizacdo. Essas modificagbes associadas aos
mecanismos genbmicos e transcriptdbmicos poderiam elucidar a complexa
estruturacdo e funcionalidade das SVMPs. As técnicas de vendmica,
protedmica e transcriptomica também tém auxiliado no direcionamento da
purificacdo de toxinas especificas e de relevante potencial terapéutico (Serrano
& Fox, 2008; Boldrini-Franga et al., 2009).

Diversos efeitos biolégicos da peconha de serpentes sdo atribuidos as
metaloproteases, incluindo hemorragia, edema, inflamagcdo e necrose
(Gutiérrez & Rucavado, 2000). A patogénese desses efeitos esta relacionada,
principalmente, a acdo das SVMPs sobre componentes vasculares e fatores de
coagulacdo. Essa caracteristica contribui para um efeito hemorragico
diferencial entre as classes P-I, P-lIl e P-lll e para outros efeitos biol6gicos

dessas toxinas.
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Figura 3.2: Representacdo esquematica hipotética da biossintese e das modificagbes poés-
traducionais de SVMPs proposta por Fox e Serrano (2008a). I: A traducdo das proteases na
superficie do reticulo endoplasmatico; I, 11l e IV: No reticulo endoplasmatico e no complexo de
golgi ocorrem modificacdes diversas na associacdo dos dominios metaloprotease e néo-
enzimaticos para producao das trés classes de SVMPs (PI, PII e PIll), liberadas em vesiculas
secretérias. Os parénteses indicam que esse produto de transformacdo ndo tem sido
observado na peconha. P= pro-dominio; M= dominio metaloprotease; Dis= dominio

desintegrina; DL= dominio desintegrina-like; Cys= dominio rico em cisteina; L= dominio lectina.

Vérios estudos demonstram que a presenca dos dominios ndo enzimaticos
direciona e potencializa 0 mecanismo hemorragico das SVMPs (Kamiguti et al.,
1996; Jia et al., 1997; Serrano et al., 2005; Escalante et al., 2006; Serrano et
al., 2006; Baldo et al., 2010). A alta atividade hemorragica da classe P-Ill tem
sido atribuida a presenca dos dominios desintegrina-like e rico em cisteina.
Esses dominios se associam a componentes da membrana basal e integrinas
de células endoteliais, posicionando o dominio catalitico em uma localizacao
favoravel a protedlise e ruptura da microvasculatura (Serrano et al., 2005;
Serrano et al.,, 2006; Moura-da-Silva et al., 2008; Sajevic et al., 2011). As
metaloproteases P-I, por nado apresentarem o0s dominios adicionais,
praticamente ndo causam hemorragia, ou a provocam por mecanismos
indiretos, devido a lesdo tecidual e degradacédo de fatores de coagulacdo
(Rodrigues et al., 2000; Rodrigues et al., 2001; Gutiérrez et al., 2005).
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Baldo e col. (2010) investigaram 0 mecanismo hemorragico de duas
metaloproteases: a jararagina (Paine et al., 1992), da classe P-Ill, altamente
hemorragica e a BaP1l (Baldo et al.,, 2008), uma P-I com baixo efeito
hemorragico. Nesse estudo, os autores relataram que a intensa hemorragia
induzida pela jararagina estd relacionada ao seu acumulo nos capilares,
através das propriedades adesivas dos dominios ndo enzimaticos, permitindo
rapida protedlise de componentes da membrana basal, especialmente
colageno tipo IV. O dominio rico em cisteina € essencial para a ligacdo da
metaloprotease a substratos que expressam o fator de von Willebrand (VWF),
enquanto o dominio desintegrina-like seria responsavel pela alta afinidade de
ligacdo ao coldgeno e concentracdo da toxina no endotélio. Contrariamente, a
BaP1l nado foi capaz de degradar coldgeno e de induzir hemorragia in vivo.
Apesar do dominio catalitico dessas metaloproteases ser semelhante, um
mecanismo adicional, relacionado ao acumulo dessas nos capilares, pode
potencializar a hidrélise de componentes endoteliais com consequente
rompimento dos vasos e sangramento (Jia et al., 1997; Baldo et al., 2010). A
acdo dos dominios desintegrina e rico em cisteina também interferem nos
mecanismos de agregacdo plaquetéria, geralmente provocando a inibicdo
desse processo, 0 que pode contribuir ainda mais para o efeito hemorragico
(Kamiguti, 1996; Wijeyewickrema et al., 2005; Moura-da-Silva et al., 2007).

As metaloproteases também sdo exploradas por sua acao
fibrino(geno)litica, aplicadas como agentes tromboliticos ou na prevencao da
formacao de trombos (Ahmed et al.,, 1990; Markland, 1996; Swenson &
Markland Jr., 2005). O mecanismo de acdo dessas proteases consiste na
protedlise direta do fribrinogénio ou do complexo de fibrina, levando a
incoagulabilidade sanguinea por esgotamento daquele fator de coagulagéo ou
por dissolucdo do trombo formado, respectivamente (Markland Jr., 1998). A
molécula de fibrinogénio apresenta estrutura dimérica formada por trés cadeias
polipeptidicas, denominadas Aa, B e y, que contém fibrinopeptideos na regiao
N-terminal. Através de uma série de mecanismos proteoliticos fisiol6gicos, 0
fibrinogénio é convertido em fibrina, levando a formacéo de codgulos (Davie et
al., 1991).

Diferentes  metaloproteases isoladas de peconhas botropicas,

especialmente da classe P-I, interferem nesse processo (Rodrigues et al.,
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2000; Bernardes et al., 2008; Gomes et al., 2009). Enzimas fibrinogenoliticas
ou fibrinogenases séo classificadas conforme a especificidade de hidrolise das
cadeias do fibrinogénio (Markland Jr., 1998). Aquelas que degradam
preferencialmente a cadeia Aa sao classificadas como a-fibrinogenases,
enquanto as B-fibrinogenases apresentam maior especificidade pela cadeia B3
(Markland Jr., 1998, Matsui et al., 2000; Swenson & Markland Jr., 2005). Até o
momento, ainda ndo foram caracterizadas toxinas botropicas que hidrolisem a
cadeia y. Algumas fibrinogenases sdo capazes de degradar coagulos de fibrina
ja formada, apresentando também atividade fibrinolitica (Bernardes et al., 2008;
Gomes et al., 2011). Essas metaloproteases tém sido consideradas como
drogas potenciais no tratamento de pacientes com distarbios tromboticos
vasculares (Braud et al., 2000; Marsh & Willians, 2005).

Mecanismos e efeitos inflamatérios

A reacdo inflamatéria € um mecanismo fisiopatolégico relevante para o
progresso da lesdo tecidual induzida pelo envenenamento ofidico (Granger &
Kubes, 1994; Voronov et al., 1999). A inflamacao pode ser definida como uma
reacdo imunobiologica a lesdes e agentes nocivos que interferem no
mecanismo fisiolégico animal. O reconhecimento inicial da resposta
inflamatoria leva a producdo e/ou liberacdo de diversas substancias quimicas
endogenas, como: histamina, bradicinina, Oxido nitrico, eicosandides e
citocinas. Esse processo culmina na ativacdo e recrutamento de células de
defesa para contencdo da infeccdo ou do dano tecidual (Granger & Kubes,
1994). A peconha ofidica pode ativar diferentes vias inflamatorias, estimulando
a ativacdo de células e mediadores inflamatorios especificos. A investigacao
desse efeito inflamatério permite a caracterizacdo dos mecanismos
farmacoldgicos e fisiopatolégicos envolvidos, principalmente, em efeitos locais
ocasionados pelas peconhas de serpentes, como edema e dor.

A vasodilatacdo e o aumento da permeabilidade vascular, mecanismos
primarios na formacdo de edema, dependem da liberacdo de mediadores
inflamatoérios como histamina e eicosandides. O exsudado formado permite a

liberacdo de maior quantidade de mediadores plasmaticos e celulares, bem
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como fatores de coagulacdo e fibrinoliticos, componentes do sistema
complemento e citocinas, além da inducdo de migracdo de células de defesa
(Fig. 4.1) (Williams, 1984). Os mastdcitos, por exemplo, que sdo ceélulas
residentes de regides vascularizadas, possuem numerosos granulos que
armazenam potentes mediadores biologicamente ativos, apresentando acao
imediata na reacdo inflamatéria (Metz & Maurer, 2007). A desgranulacdo de
mastocitos favorece a liberacdo de aminas vasoativas, principalmente
histamina (Hofstra et al., 2003), contribuindo para o efeito edematogénico das
peconhas (Faria et al., 2001; Barbosa et al.; 2003; Nascimento et al., 2010).
Nascimento e col. (2010) demonstraram que a peconha de B. asper, através da
desgranulacdo de mastdécitos, provoca a liberacédo de histamina. Pela ativacao
de receptores especificos, em especial os receptores H; encontrados em
células endoteliais, a histamina aumenta a permeabilidade vascular,
provocando formacédo de edema e infiltracdo leucocitaria (Majno et al., 1961;
Nascimento et al., 2010). O aumento de fluxo sanguineo na area lesada,
devido a dilatacdo e ao intumecimento dos capilares e arteriolas, também
causa eritema (hiperemia) e elevacdo da temperatura local (calor) (Granger &
Kubes, 1994).

A inflamacdo também esta frequentemente associada a dor e hiperalgesia
(McMahon et al.,, 2005). As aminas biogénicas (histamina, serotonina,
adrenalina), em altas concentracdes, também podem atuar em neurbnios
nociceptivos. Esses neurdnios expressam, por exemplo, receptores Hi, cuja
ativacdo aumenta a permeabilidade das fibras axdnicas ao calcio, acarretando
a sintese e liberacdo de outros agentes inflamatorios e transmissao de estimulo
doloroso (Dray, 1995). Segundo a Associacao Internacional de Estudo da Dor
(IASP), dor é definida como uma experiéncia sensorial e emocional
desagradavel associada a um dano tecidual potencial e/ou de fato, engloba
entdo, aspectos biolégicos, culturais e psiquicos. A dor transitoria é observada
guando neurbnios sensitivos sdo ativados por estimulos nocivos mecanicos,
térmicos ou quimicos. As fibras nervosas responsaveis pela nocicep¢do sao
denominadas fibras C, Ad e receptores silenciosos (silent nociceptors). Os
altimos s6 se tornam ativados em algumas condi¢cdes patolégicas, como no
processo inflamatério. As fibras nervosas nociceptivas estdo envolvidas na

transducdo do estimulo nocivo periférico, na conducdo do potencial de agéo
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para a medula espinal e na transmissdo da informacédo nociceptiva para 0s
neurdnios centrais (Schaible & Schmidt, 1988; Woolf & Costigan, 1999; Julius &
Basbaum, 2001).

Na inflamacé&o, a dor pode ocorrer espontaneamente e/ou por fenbmenos
de sensibilizacdo, como alodinia (sensibilizacdo central) e hiperalgesia (Fig.
4.2). A sensibilizacdo de nociceptores pela acdo de mediadores inflamatoérios
caracteriza a hiperalgesia (Besson, 1999; Kidd & Urban, 2001; Millan, 1999).
Dentre os mediadores inflamatdrios envolvidos na nocicep¢do, podemos
destacar bradicinina, serotonina, histamina, citocinas (IL-1, IL-6, IL-8 e TNFa),
eicosanodides, mediadores simpaticos e O6xido nitrico (NO). Estudos
experimentais evidenciaram que o efeito hiperalgésico induzido por peconhas
ofidicas € mediado por eicosandides e bradicinina, principalmente (Teixeira et
al., 1994; Chacur et al., 2001; Chacur et al., 2003).
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Figura 4.1: Representagéo hipotética da reagéo inflamatoria induzida por proteinas isoladas da
peconha de B. asper. Metaloproteases e fosfolipases A, provocam lesdo tecidual,
desencadeando reacado inflamatéria local e edema. Mediadores inflamatérios e quimiotaticos
séo liberados e induzem o aumento da permeabilidade vascular, ativacdo e recrutamento de
mastacitos, macréfagos, neutrdfilos e linfécitos. IL-6, IL-1: interleucinas; TNFa:fator de necrose
tumoral; PGE,, PGD,: prostaglandinas; TXA,: tromboxano; LTB,: leucotrieno; NO: oxido nitrico;
COX-2: ciclooxigenase 2, INF-y: interferon-gama; H,O,: peréxido de hidrogénio (Teixeira et al.,
2009).
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Figura 4.2: Representacdo do mecanismo central (aldonia) e periférico (hiperalgesia) envolvido
na nocicepg¢ao induzida por fosfolipases A, isoladas da peconha de B. asper. Fosfolipases A,
miotdxicas provocam lesdo tecidual, estimulando a liberacdo de diversos mediadores
inflamatérios (bradicinina, serotonina, histamina, aminas simpatomimeéticas, prostaglandinas e
citocinas) que agem sobre receptores especificos de neurbnios sensoriais (primary afferent
sensory neuron). 5-HT: serotonina; PGs, PGE,: prostaglandinas; IL-1: interleucinas; TNFa:fator
de necrose tumoral;; NO: 06xido nitrico; EAA, GLU: neurotransmissores; NK, CGRP:

neuropeptideos (Teixeira et al., 2009).

A bradicinina é considerada um dos mediadores mais importantes da
hiperalgesia. Os neurbnios sensitivos apresentam receptores B, para
bradicinina, cuja estimulagdo desencadeia aumento da permeabilidade a sodio
e calcio, com consequente ativacdo de fibras nervosas, liberacdo de
neuropeptideos, além da producdo de acido araquidbnico e eicosandides
(Dray, 1995). A bradicinina ainda pode ativar células endoteliais que produzem
oxido nitrico (NO), podendo contribuir também para a formacédo de edema
(Busconi & Michel, 1993, Barbosa et al., 2003). O NO é um géas soluvel
sintetizado pela enzima oOxido nitrico sintase (NOS) em células endoteliais,
macrofagos e células neurais, e esta relacionado a vasodilatacdo (Busconi &
Michel, 1993). Algumas aminas simpatomiméticas, como adrenalina e
dopamina, também participam de fendmenos inflamatorios e hiperalgésicos

(Chaves et al., 1995; Chacur et al., 2003). A ativagcdo de a-adrenoceptores
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pode estar associada a nocicepcédo, assim como a alteracdes vasculares, que
também podem ser desencadeadas por [(-adrenoceptores (McMahon, 1991,
Chaves et al., 1995).

Os eicosanoides sao derivados lipidicos como: prostaglandinas (PG),
tromboxanos (TX) e leucotrienos (LT). Pela acdo de fosfolipases endogenas,
ou provenientes das peconhas ofidicas, os fosfolipidios de membrana séo
hidrolisados e liberam acido araquiddnico (Cabral, 2005). O &cido araquidénico
pode ser degradado pela via da lipoxigenase, dando origem aos leucotrienos
ou pela via das ciclooxigenases (COX-1 e COX-2), que catalisam a biosintese
de prostaglandinas e tromboxanos (Majno & Joris, 2004). O LTB,4 é um potente
agente quimiotético e ativador das respostas dos neutrdfilos, tais como adesao
ao endotélio vascular e geracdo de radicais livres, agravando a lesao tecidual.
Os leucotrienos C4, D4 e E4 estdo associados, principalmente, a vasoconstricdo
e aumento da permeabilidade vascular. A prostaglandina E;, produzida por
macréfagos estimulados, possui efeito vasodilatador e participa da mediacdo
hiperalgésica. A prostaciclina (PGl,), encontrada na parede dos vasos, além de
ser um inibidor de agregacdo plaquetaria, possui efeito vasodilatador e
aumenta o fluxo venular. A PGD,, o principal metabdlito da via da
ciclooxigenase nos mastécitos, € responsavel por eventos vasculares que
potencializam o edema (Kumar et al., 2005).

O agravamento dos danos provocados pela acdo das toxinas ofidicas
associado a persisténcia do processo inflamatério pode fazer o quadro local
evoluir para necrose e, muitas vezes, determinar a perda do membro afetado
(Ruseenfeld, 1971). A necrose é um processo patoldégico de morte celular,
caracterizado pela perda, parcial ou completa, da arquitetura e funcionalidade
tecidual (Montenegro & Franco, 2004). Nos acidentes ofidicos a necrose pode
ocorrer por diferentes mecanismos. A necrose muscular (mionecrose), por
exemplo, é causada pela acdo direta de fosfolipases A, miotdxicas sobre a
membrana das células musculares, pelas alteracdes vasculares ocasionadas
por metaloproteases ou por proteinas miotéxicas que interferem no controle
ibnico dessas fibras (Harris, 2003; Gutiérrez et al., 2009). Outra caracteristica
deste processo € a presenca de infiltrado leucocitario no local da lesédo. Os
leucocitos ativados liberam mediadores inflamatérios, como citocinas e

eicosanodides, que amplificam a resposta inflamatéria contribuindo para o
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processo de necrose (Voronov et al., 1999). O recrutamento de leucécitos é
decorrente da resposta inflamatdria induzida pela acdo das proteinas presentes
na peconha e pela propria degeneragdo tecidual. O componente celular da
reacdo é representado, primordialmente, por leucécitos polimorfonucleados
(neutrdfilos, eosinofilos e basofilos) e mononucleados (macréfagos e linfocitos).
Nos estagios iniciais, a célula leucocitaria predominante é o neutrdfilo,
responsavel pela eliminacdo de agentes lesivos. Os macréfagos séo
observados em fases mais tardias e crbnicas da inflamacdo, estando
associados a fagocitose de restos celulares. Essas células também sao
elementos importantes no reparo e regeneracdo tecidual da mionecrose
(Zamuner et al., 2001; Teixeira et al., 2009). Diversos estudos histologicos e
ultraestruturais tém investigado a acdo de diferentes proteinas isoladas de
peconhas botropicas sobre o processo de necrose tecidual, investigando
inclusive a reacao inflamatdria desencadeada nesse evento (Rucavado et al.,
1995; Santos-Filho et al.,, 2008; Oliveira et al., 2009; Costa et al., 2010).
Menezes e col. (2008) demonstraram que o0s dominios adicionais das
metaloproteases da classe PIlIl, principalmente, podem estar relacionados ao
aumento da migracdo leucocitaria na microvasculatura. Enquanto,
metaloproteases P-l parecem desencadear esses mecanismos inflamatorios a

partir da acdo do préprio dominio proteolitico (Fernandes et al., 2006).

Referéncias bibliograficas

Ahmed, N.K.; Gaddis, R.R.; Tennant, K.D.; Lacz, J.P. Biological and
thrombolytic properties of fibrolase: a new fibrinolytic protease from snake
venom. Haemostasis, v. 20, p. 334-340, 1990.

Alam, J.M., Qasim, R., Alam, S.M. Enzymatic activities of some snake venoms
from families Elapidae and Viperidae. Pak. J. Pharm. Sci., v.9 (1), p. 37-41,
1996.

Baldo, C.; Jamora, C.; Yamanouye, N.; Zorn, T.M.; Moura-da-Silva, A.M.
Mechanisms of Vascular Damage by Hemorrhagic Snake Venom

23



Metalloproteinases: Tissue Distribution and In Situ Hydrolysis. PLoS Negl.
Trop. Dis., v. 4(6), p. 727, 2010.

Baldo, C.; Tanjoni, I.; Leon, I.R.; Batista, I.F.C.; Della-Casa, M.S.; Clissa, P.B.;
Weinlich, R.; Lopes-Ferreira, M.; Lebrun, 1., Amarante-Mendes, G.P.;
Rodrigues, V.M.; Perales, J.; Valente, R.H.; Moura-Da-Silva, A.M. BnP1, a
novel P-I metalloproteinase from Bothrops neuwiedi venom: Biological effects
benchmarking relatively to jararhagin, a P-l1ll SVMP. Toxicon, v. 51, p. 54-65,
2008.

Barbosa, A.M.; Amaral, R.O.; Teixeira, C.F.; Hyslop, S.; Cogo, J.C.
Pharmacological characterization of mouse hind paw oedema induced by
Bothrops insularis (jararaca ilhoa) snake venom. Toxicon, v. 42, p. 515-523,
2003.

Besson, J. M. The neurobiology of pain. Lancet, v. 353, p. 1610-1615, 1999.

Barraviera, B.; Ferreira Jr, R.S. Acidentes ofidicos. Em: Veronesi R. Veronesi:
Tratado de infectologia. Atheneu; Sao Paulo; 3a ed., p.1929-1947, 2005.

Bernardes, C.P.; Santos- Filho, N. A.; Costa, T. R.; Gomes, M. S. R.; Torres, F.
S.; Costa, J.; Borges, M. H.; Richardson, M., Dos Santos, D. M.; Pimenta, A. M.
C.; Homsi-Brandeburgo, M. I.; Soares, A. M.; Oliveira, F. Isolation and structural
characterization of a new fibrin(ogen)olytic metalloproteinase from Bothrops
moojeni snake venom. Toxicon, v. 51, p. 574-584, 2008.

Boldrini-Franca, J.; Rodrigues, R.S.; Fonseca, F.P.P.; Menaldo, D.L.; Ferreira,
F.B.; Henrique-Silva, F.; Soares, A.M.; Hamaguchi, A.; Rodrigues, V.M.
Otaviano, AR.; Homsi-Brandeburgo, M.I. Crotalus durissus collilineatus venom
gland transcriptome: Analysis of gene expression profile. Biochimie, v. 91, p.
586-595, 2009.

Boldrini-Francga, J.; Corréa-Netto, C.; Silva, M.M.; Rodrigues, R.S.; De La Torre,
P.; Pérez, A.; Soares, A.M.; Zingali, R. B.; Nogueira, R.A.; Rodrigues, V.M.;

24



Sanz, L.; Calvete, J.J. Snake venomics and antivenomics of Crotalus durissus
subspecies from Brazil: assessment of geographic variation and its implication
on snakebite management. J Proteomics, v. 73, p. 1758-1776, 2010.

Brasil. Ministério da Saude. Guia de vigilancia epidemioldgica. Secretaria de
Vigilancia em Saude, Departamento de Vigilancia Epidemioldgica. 72 ed., 816
p., 2009.

Brasil. Ministério da Saude. Manual de diagnéstico e tratamento de
acidentes por animais peconhentos. Fundacdo Nacional de Saude, 32 ed.,
112 p., 2001.

Brazil, V. Do emprego da peconha em terapéutica. An. Paul. Med. Cir., p. 398-
408, 1950.

Braud, S.; Bon, C.; Wisner, A. Snake venom proteins acting on hemostasis.
Biochimie, v. 82, p. 851-859, 2000.

Bucaretchi, F.; Hyslop, S.; Vieira, R.J.; Toledo, A.S.; Madureira, P.R.; Capitani,
E.M. Bites by coral snakes (Micrurus spp.) in Campinas, State of Sdo Paulo,

Southeastern Brazil. Rev Inst Med Trop., v. 48, p. 141-145, 2006.

Busconi, L.; Michel, T. Endothelial nitric oxide synthase. J. Biol. Chem., v. 268
(12), p. 9030-9033, 1993.

Cabral, G. A. Lipdis as bioeffectors in the immune system. Life Science, v. 77
(14), p. 1699-1710, 2005.

Calvete, J.J; Juarez, P.; Sanz, L. Snake venomics: Strategy and applications. J
Mass Spectrom., v. 42, p. 1405-1414, 2007.

Campbell, J.A., Lamar, W.W. The venomous reptiles of the Western

Hemisphere. Ithaca, NY: Comstock Publishing Associates, 2004.

25



Cardoso, J.L.C.; Franca, F.O.S.; Fan, HW.; Malaque, C.M.S.; Haddad Jr, V.
Animais peconhentos no Brasil: Biologia, clinica e terapéutica dos
acidentes. SP: Sarvier, 2003.

Chacur, M.; Picolo, G.; Gutiérrez, J.M.; Teixeira, C.F.P.; Cury, Y.
Pharmacological modulation of hyperalgesia induced by Bothrops asper

(terciopelo) snake venom. Toxicon, v. 39, p. 1173-1181, 2001.

Chacur, M.; Longo, |.; Picolo, G.; Gutiérrez, J.M.; Lomonte, B.; Guerra, J.L.;
Teixeira, C.F.P.; Cury, Y. Hyperalgesia induced by Asp49 and Lys49
phospholipases A2 from Bothrops asper snake venom: pharmacological

mediation and molecular determinants. Toxicon, v. 41, p. 667-678, 2003.

Chaves, F.; Barboza, M.; Gutiérrez, J.M. Pharmacological study of edema
induced by venom of the snake Bothrops asper (terciopelo). Toxicon, v. 33, p.
31-39, 1995.

Chippaux, J.P., Williams, V., White, J. Snake venom variability: methods of
study, results and interpretation. Toxicon, v. 29, p. 1279-1303, 1991.

Costa, J.O.; Fonseca, K.C.; Mamede, C.C.N.; Beletti, M.E.; Santos-Filho, N.A.;
Soares, A.M. ; Arantes, E.C. ; Hirayama, S.N.S.; Selistre-de-Araujo, H.S.;
Fonseca, F.; Oliveira, F. Bhalternin: Functional and structural characterization of
a new thrombin-like enzyme from Bothrops alternatus snake venom. Toxicon,
v. 55, p. 1365-1377, 2010.

Da Silva, C.J.; Jorge, M.T.; Ribeiro, L.A. Epidemiology of snakebite in a central
region of Brazil. Toxicon, v. 41, p. 251-255, 2003.

Davie, E.W.; Fujikawa, K.; Kisiel, W. The coagulation cascade: initiation,

maintenance and regulation. Biochemistry, v. 30, 10363-10370, 1991.

Dray, A. Inflammatory mediators of pain. Br. J. Anaesth., v. 75, p. 125-131,
1995.

26


http://lattes.cnpq.br/3930301088258509
http://lattes.cnpq.br/9270598502898275
http://lattes.cnpq.br/1895300906751714
http://lattes.cnpq.br/9335310822295147

Faria, L., Antunes, E., Bon, C., de Araujo, A.L. Pharmacological
characterization of the rat paw oedema induced by Bothrops lanceolatus (Fer
de lance) venom. Toxicon, v. 39, p. 825-830, 2001.

Fenwick, A.M.; Gutberlet Jr, R.L.; Evans, J.A.; Parkinson, C.L. Morphological
and molecular evidence for phylogeny and classification of South American
pitvipers, genera Bothrops, Bothriopsis, and Bothrocophias (Serpentes:
Viperidae). Zoological J. L. S., v. 156, p. 617-640, 2009.

Fernandes, C.M.; Zamuner, S.R. et al. Inflammatory effects of BaPl
a metalloproteinase isolated from Bothrops asper snake venom:
Leukocyte recruitment and release of cytokines. Toxicon, v. 47, p. 549-559,
2006.

Fox, J.W., Serrano, S.M.T. Structural considerations of the snake venom
metalloproteases, key members of the M12 reprolysin family of
metalloproteases. Toxicon, v. 45 (8), p. 969-985, 2005.

Fox, J.W., Serrano, S.M.T. Exploring snake venom proteomes: multifaceted

analyses for complex toxin mixtures. Proteomics, v. 8, p. 909-920, 2008.

Fox, J.W., Serrano, S.M.T. Insights into and speculations about snake venom
metalloproteinase (SVMP) synthesis, folding and disulfide bond formation and
their contribution to venom complexity. FEBS Journal, v. 275, p. 3016-3030,
2008a.

Gomes, M.S.R.; Mendes, M.M.; Oliveira, F.; Andrade, R.M.; Bernardes, C.P.;
Hamaguchi, A.; Alcantara, T.M.; Soares, A.M.; Rodrigues, V.M,
Homsibrandeburgo, M.l. BthMP: a new weakly hemorrhagic metalloproteinase
from Bothrops moojeni snake venom. Toxicon, 53, 24-32, 2009.

Gomes, M.S.R.; Queiroz, M.R.; Mamede, C.C.N.; Mendes, M.M.; Hamaguchi,
A.; Homsi-Brandeburgo, M.l. ; Sousa, M.V.; Aquino, E.N.; Castro, M.S.;

27


http://lattes.cnpq.br/2919320518422808
http://lattes.cnpq.br/2919320518422808

Oliveira, F. Purification and functional characterization of a new
metalloproteinase (BleucMP) from Bothrops leucurus snake venom. Comp.
Bioch. Physiol., v. 153, p. 290-300, 2011.

Granger, D.N., Kubes, P. The microcirculation and inflammation: modulation of
leukocyte-endothelial cell adhesion. J. Leukoc. Biol., v. 55, p. 662-675, 1994.

Gutiérrez, J.M.; Lomonte, B. Phospholipase A2 myotoxins from Bothrops snake
venoms. Toxicon, v. 33 (11), p. 1405-1424, 1995.

Gutiérrez, J.M.; Rucavado, A. Snake venom metalloproteinase: their role in the

pathogenesis of local tissue damage. Biochimie, v. 82, p. 841-850 , 2000.

Gutiérrez, J.M.; Rucavado, A.; Escalante, T.; Diaz, C. Hemorrhage induced by
snake venom metalloproteinases: biochemical and biophysical mechanisms

involved in microvessel damage. Toxicon, v. 45, p. 997-1011, 2005.

Gutiérrez, J.M.; Rucavado, A.; Chaves, F.; Diaz, C.; Escalante, T. Experimental
pathology of local tissue damage induced by Bothrops asper snhake venom.
Toxicon, v. 54, p. 958-975, 2009.

Gutiérrez, J.M.; Williams, D.; Fan, H.W.; Warrell, D. A. Snakebite envenoming
from a global perspective: Towards an integrated approach. Toxicon, v. 56, p.
1223-1235, 2010.

Gutberlet Jr., R.L.; Campbell, J.A. Generic recognition for a neglected lineage of
South American pitvipers (Squamata: Viperidae: Crotalinae) with the description
of a new species from the Colombian Chocé. American Mus. Nov., p. 1-15,
2001.

Harris, J.B. Myotoxic phospholipases A2 and the regeneration of skeletal
muscles. Toxicon, v. 42, p. 933-945, 2003.

28



Hoffman, M.; Monroe, D.M. A cell-based model of hemostasis. Thromb.
Haemost., v. 85, p. 958-965, 2001.

Hofstra, C.L.; Desai, P.J.; Thurmond, R. L.; Fung-Leung, W.P. Histamine H4
receptor mediates chemotaxis and calcium mobilization of mast cells. J.
Pharmacol. Exp. Ther., v. 305, p. 1212-1221, 2003.

Hoge, A.R.; Romano, H.S. Sinopse das serpentes peconhentas. Mem. Inst.
Butantan, v. 42/43, p. 373-496, 1979.

Jia, L.G.; Wang, X.M.; Shannon, J.D.; Bjarnason, J.B.; Fox, J.W. Function of
disintegrin-like/cysteine-rich domains of atrolysin-A. Inhibition of platelet
aggregation by recombinant protein and peptide antagonists. J. Biol. Chem., v.
272, p. 13094-13102, 1997.

Julius, D.; Basbaum, A.l. Molecular mechanisms of nociception. Nature, v. 413,
p. 203-210, 2001.

Kamiguti, A.S.; Hay, C.R.M.; Zuzel, M. Inhibition of collagen-induced platelet
aggregation as the result of cleavage of a2bl-integrin by the snake venom

metalloproteinase jarararhagin. Biochem. J., v. 320, p. 635-641, 1996.

Kidd, B. L.; Urban, L. A. Mechanisms of inflammatory of pain. Br. J. Anaesth.,
v. 87, p. 3-11, 2001.

Kini, R.M. Excitement ahead: structure, function and mechanism of snake

venom phospholipase A, enzymes. Toxicon, v. 42, p. 827-840, 2003.

Kini. R. M.; Evans. H. J. A model to explain the pharmacological effects of

snake venom phospholipases A2. Toxicon, v. 27 (6), p. 613-635,1989.

Kochva, E., Nakar, O., Ovadia, M. Venom toxins: plausible evolution from
digestive enzymes. Am. Zool., v. 23, p. 427-430, 1983.

29



Kudo, I.; Murakami, M. Phospholipases A, enzymes. Prostaglandins other
lipid mediat., v. 69, p. 3-58, 2002.

Kumar, V.; Abbas, A. K.; Robbins e Cotran, F. N. Patologia: Bases

patologicas das doencas. Elsevier, 7 ed., Rio de Janeiro, 2005.

Larréché, S.; Mion, G.; Goyffon, M. Haemostasis disorders caused by snake
venoms. Ann. Fr. Anesth. Reanim., v. 27, p. 302-309, 2008.

Majno, G.; Joris, . Inflammation: The actors and their languages. Principles
of general pathology, 2 ed., Nova York, 2004.

Majno, G., Palade, G.E., Schoefl, G.I. Studies on inflammation. Il. The site of
action of histamine and serotonin along the vascular tree: a topographic study.
J. Biophys. Biochem. Cytol., v. 11, p. 607-626, 1961.

Markland, F.S. Fibrolase, an active thrombolytic enzyme in arterial and venous
thrombosis model systems. Adv. Exp. Med. Biol., v. 391, p. 427-438, 1996.

Markland Jr., F.S. Snake venom fibrinogenolytic and fibrinolytic enzymes: an
updated inventory. Registry of Exogenous Hemostatic Factors of the Scientific
and Standardization Committee of the International Society on Thrombosis and
Haemostasis. Thromb. Haemost., v. 79, p. 668—-674, 1998.

Matsui, T., Fujimura, Y., Titani, K. Snake venom proteases affecting hemostasis
and thrombosis. Biochim. Biophys. Acta, v. 1477 (1-2), p. 146-156, 2000.

Matsui, T.; Hamako, J.; Titani, K. Structure and function of snake venom

proteins affecting platelet plug formation. Toxins, v. 2, p. 10-23, 2010.

Marsh, N.A.; Williams, V. Practical applications of snake venom toxins in
haemostasis. Toxicon, v. 45, p. 1171-1181, 2005.

30



McMahon, S.B., Cafferty, W.B., Marchand, F. Immune and glial cell factors as

pain mediators and modulators. Exp. Neurol., v. 192, p. 444-462, 2005.

McMahon, S.B. Mechanisms of sympathetic pain. J. Br. Med. Bull., v. 47, p.
584-600, 1991.

Metz, M.; Maurer, M. Mast cells-key effector cells in immune responses.
Trends. Immunol., v. 28, p. 234-241, 2007.

Menezes, M.C.; Paes Leme, A.F. et al. Activation of leukocyte rolling by
the cysteine-rich domain and the hyper-variable region of HF3,
a snake venom hemorrhagic metalloproteinase. FEBS Letters, v. 582 (28), p.
3915-3921, 2008.

Millan, M.J. The induction of pain: an integrative review. Prog. Beurobiol., v.
57, p. 1-154, 1999.

Montecucco, C.; Gutiérrez, J. M.; Lomonte, B. Cellular pathology induced by
shake venom phospholipase A2 myotoxins and neurotoxins: common aspects

of their mechanisms of action. Cell. Mol. Life Sci., v. 65, p. 2897-2912, 2008.

Montenegro, M.R.; Franco, M. Patologia, processos gerais. Atheneu; 4° ed.,
Rio de Janeiro, 2004.

Moura-da-Silva, A.M.; Butera, D.; Tanjoni, I. Importance of snake venom
metalloproteinases in cell biology: effects on platelets, inflammatory and
endothelial cells. Curr. Pharm. Des., v. 13, p. 2893-2905, 2007.

Moura-da-Silva, A.M.; Ramos, O.H.P.; Baldo, C.; Niland, S.; Hansen, U,
Ventura, J.S.; Furlan, S.; Butera, D.; Della-Casa, M.S.; Tanjoni, I.; Clissa, P.B.;
Fernandes, |.; Chudzinski-Tavassi, A.M.; Eble, J.A. Collagen binding is a key
factor for the hemorrhagic activity of snake venom metalloproteinases.
Biochimie, v. 90 (3), p. 484-492, 2008.

31



Nascimento, N. G.; Sampaio, M. C.; Olivo,R. A.; Teixeira, C. Contribution of
mast cells to the oedema induced by Bothrops moojeni snake venom and a
pharmacological assessment of the inflammatory mediators involved. Toxicon,
v. 55, p. 343-352, 2010.

Nishioka, S.A.; Silvera, P.V.P. A clinical and epidemiologic study of 292 cases
of lance-headed viper bite in a Brazilian teaching hospital. Am. J. Trop. Med.
Hyg., v. 47, p. 805-810, 1992.

Paine, M.J.; Desmond, H.P.; Theakston, R.D.; Crampton, J.M. Purification,
cloning, and molecular characterization of a high molecular weight hemorrhagic
metalloprotease, jararhagin, from Bothrops jararaca venom. Insights into the
disintegrin gene family. J. Biol. Chem., v. 267, p. 22869-22876, 1992.

Pardal, P.P.O.; Pardal, J.S.0.; Gadelha, M.A.C.; Rodrigues, L.S.; Feitosa, D.T.;
Prudente, A.L.C. & Fan, H.W. Envenomation by Micrurus coral snakes in the
Brazilian Amazon region: report of two cases. Rev. Inst. Med. Trop. SP, v.
52(6), p. 333-337, 2010.

Pinho, F.O.; Vidal, E.C.; Burdmann, EA. Atualizacdo em insuficiéncia renal
aguda: insuficiéncia renal aguda apés acidente crotalico. J Bras Nefrol., v.
22(3), p.162-168, 2000.

Pirkle, H. Thrombin-like enzymes from snake venoms: an updated inventory.
Thromb. Haemostasis, v. 79, p. 675-683, 1998.

Queiroz, G.P.; Pessoa, L.A.; Portaro, F.C.V.; Furtado, M.F.D.; Tambourgi, D.V.
Interspecific variation in venom composition and toxicity of Brazilian snakes
from Bothrops genus. Toxicon, v. 52, p. 842-851, 2008.

Ramos, O.H.P., Selistre-de-Araujo, H.S. Review: snake venom
metalloproteases — structure and function of catalytic and disintegrin domains.
Comp. Biochem. Physiol. C., v. 142, p. 328-346, 2006.

32



Rodrigues, V.M.; Soares, A.M.; Guerra-Sa , R.; Rodrigues, V.; Fontes, M.R.M.;

Giglio, J.R. Structural and functional characterization of neuwiedase, a
nonhemorrhagic fibrin(ogen)olytic metalloprotease from Bothrops neuwiedi
snake venom. Arch. Biochem. Biophys., v. 381, p. 213-224, 2000.

Rodrigues, V. M.; Hamaguchi, A.; Ferro, E. A. V.; Homsi-Brandeburgo, M. 1,
Giglio, J. R.; Marcussi, S.; Araujo, A. L.; Malta-Neto, N. R.; Soares, A. M.
Bactericidal and neurotoxic activities of two myotoxic phospholipases A2 from

Bothrops neuwiedi pauloensis snake venom, Toxicon., v. 44, p. 305-314, 2004.

Rodrigues, V.M.; Soares, A.M.; Andrido-Escarso, S.H.; Franceschi, A.M.;
Rucavado, A.; Gutiérrez, J.M.; Giglio, J.R. Pathological alterations induced by
neuwidase, a metalloproteinase isolated from Bothrops neuwiedi snake venom.
Biochimie, v. 83, p. 471-479, 2001.

Rosenfeld, G. Symptomathology, pathology and treatment of snake bites in
South America. Venomous A. Venoms, v. 2, p. 345-403, 1971.

Rucavado, A.; Lomonte, B.; Ovadia, M.; Gutiérrez, J.M. Local tissue damage
induced by BaPl1l, a metalloproteinase isolated from Bothrops asper

(Terciopelo) snake venom. Exp. Mol. Pathology, v. 63, p. 186-199, 1995.

Santos-Filho, N. A.; Silveira, L. B.; Oliveira, C. Z.; Bernardes, C. P.; Menaldo, D.
L.; Fuly, A. L.; Arantes, E. C.; Sampaio, S. V.; Mamede, C. C. N.; Beletti, M. E.;
Oliveira, F.; Soares, A. M. A new acidic myotoxic, anti-platelet and
prostaglandin 12 inductor phospholipase A2 isolated from Bothrops moojeni
shake venom. Toxicon, v. 52, p. 908-917, 2008.

Sajevic, T.; Leonardi, A.; Krizaj, |. Haemostatically active proteins in snake

venoms. Toxicon, p. 1-19, 2011.

33



Schaible, H.G.; Schmidt, R.F. Excitation and sensitization of fine articular
afferents from cat’s knee joint by prostaglandins E2. J. Physiology, v. 403, p.
91-104, 1998.

Serrano, S. M. T.; Maroun, R. C. Snake venom serine proteinases: sequence
homology vs. substrate specificity, a paradox to be solved. Toxicon, v. 45, p.
1115-1132, 2005.

Serrano, S.M.; Jia, L.G.; Wang, D.; Shannon, J.D.; Fox, J.W. Function of the
cysteine-rich domain of the haemorrhagic metalloproteinase atrolysin A:
targeting adhesion proteins collagen | and von Willebrand factor. Biochem. J.,
v. 391, p. 69-76, 2005.

Serrano, S.M.; Kim, J.; Wang, D.; Dragulev, B.; Shannon, J.D.; Mann, H.H.;
Veit, G.; Wagener, R.; Koch, M.; Fox, J.W. The cysteine-rich domain of snake
venom metalloproteinases is a ligand for von Willebrand factor A domains: role
in substrate targeting. J. Biol. Chem., v. 281, p. 39746—-39756, 2006.

Serrano, S.M.T.; Fox, J.W. Exploring snake venom proteomes: multifaceted

analyses for complex toxin mixtures. Proteomics, v. 8, p. 909-920, 2008.

Soares, A.M., Fontes, M.R.M., Giglio, J.R. Phospholipases A2 myotoxins from
Bothrops snake venoms: structure-function relationship. Curr. Org. Chem., v.

8, p. 1677-1690, 2004.

Swenson, S.; Markland Jr. F.S. Snake venom fibrin(ogen)olytic enzymes.
Toxicon, v. 45, p. 1021-1039, 2005.

Tashima, A.K.; Sanz, L.; Camargo, A.C.M.; Serrano, S.M.T.; Calvete, J.J.
Snake venomics of the Brazilian pitvipers Bothrops cotiara and Bothrops
fonsecai. Identification of taxonomy markers. J Proteomics, v. 71, p. 473-485,
2008.

34



Teixeira, C.; Cury, Y. Moreira, V. Picolo, G., Chaves, F. Inflammation induced

by Bothrops asper venom. Toxicon, v. 54, p. 988-997, 2009.

Teixeira, C.F.P.; Cury, Y.; Oga, S., Jancar, S. Hyperalgesia induced by
Bothrops jararaca venom in rats: role of eicosanoids and platelet activating
factor (PAF). Toxicon, v. 32, p. 419-426, 1994.

TU, A. T. Venoms: Chemistry and Molecular Biology. New York: John Wiley
and Sons, 1977.

Voronov, E.; Apte, R.N.; Soler, S. The systemic inflammatory response
syndrome related to the release of cytokines following severe envenomation. J.
Venom. Anim. Toxins, v. 5, p. 5-33, 1999.

Warrell, David A. Snake bite. Lancet, v. 375, p. 77-88, 2010.

Wijeyewickrema, L.C., Berndt, M.C., Andrews, R.K. Snake venom probes of
platelet adhesion receptors and their ligands. Toxicon, v. 45, p. 1051-1061,
2005.

Williams, T.J. Mechanisms of inflammatory oedema formations. Blackwell S.
Pub., p. 210-216, 1984.

Woolf, C. J.; Costigan, M. Transcriptional and posttranslational plasticity and the

generation of inflammatory pain. Proc. Nati. Acad., v. 96, p. 7723-7730, 1999.

Zamudio, K. R.; Greene, H. W. Phylogeography of the bushmaster Lachesis
muta: Viperidae): implications for neotropical biogeography, systematics, and
conservation. Biological Journal of the Linnean Society, v. 62: p. 421-442,
1997.

Zamuner, S.R., Gutiérrez, J.M., Muscard, M.N., Teixeira, S.A., Teixeira, C.F.P.

Bothrops asper and Bothrops jararaca snake venoms trigger microbicidal

functions of peritoneal leukocytes in vivo. Toxicon, v. 39, p. 1505-1513, 2001.

35



Zychar, B.C.; Dale, C.S.; Demarchi, D.S.; Gongalves, L.R.C. Contribution of
metalloproteases, serine proteases and phospholipases A; to the inflammatory

reaction induced by Bothrops jararaca crude venom in mice. Toxicon, v. 55, p.
227-234, 2010.

36



Capitulo II

Purificacdo e caracterizacao biolégica de uma metaloprotease presente

na peconha da serpente Bothrops moojeni
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RESUMO

As peconhas de serpentes do género Bothrops contém toxinas que
contribuem com efeitos locais e sistémicos vistos no envenenamento, como
edema, mionecrose, distirbios de coagulacdo e hemorragia. Grande parte
desses efeitos pode ser desencadeada pela acdo toxica de metaloproteases
presentes na peconha botrépica. Este trabalho teve o objetivo de realizar a
purificacdo e caracterizacdo bioquimica e funcional de uma metaloprotease,
denominada Moozincina, presente na pegonha da serpente Bothrops moojeni.
A Moozincina tem massa molecular aproximada de 28 kDa e apresenta
atividade fibrinogenolitica relevante, podendo ser classificada como uma
metaloprotease fibrinogenolitica ndo-hemorragica, pertencente a classe P-I. A
Moozincina também foi capaz de induzir edema, hiperalgesia e mionecrose em
animais experimentais. A andalise morfolégica da evolucdo da lesdo muscular
evidenciou a ocorréncia de eventos degenerativos e infiltrado leucocitario ja na
terceira hora apds a aplicacdo da toxina (Moozincina). Esses efeitos
predominam até 48 horas ap6s a administracdo da metaloprotease, quando
também foi evidenciado efeito hemorragico tardio no musculo esquelético,
provavelmente desencadeado pela acdo caracteristica de metaloproteases
sobre componentes vasculares e/ou por acao indireta decorrente da leséo

muscular.

Palavras-chave: Bothrops moojeni, metaloprotease, fibrinogenases,

mionecrose.

38



ABSTRACT

Purification and biological characterization of a metalloprotease from Bothrops

moojeni snake venom

Bothrops snake venoms contain proteins that contribute to the local and
systemic effects seen after envenoming, such as edema, myonecrosis,
coagulation disorders and hemorrhage. These effects can be triggered by the
toxic action of metalloproteinases present in the bothropic venom. This study
aimed to perform the purification, biochemical and functional characterization of
a metalloproteinase called Moozincin, from Bothrops moojeni snake venom.
Moozincin has approximate molecular mass of 28 kDa, displays relevant
fibrinogenolytic activity and can be classified as a non-hemorrhagic
fibrinogenolytic metalloprotease, in the class P-l. Moozincin was also able to
induce edema, myonecrosis and hyperalgesia in experimental animals.
Morphological analysis of the evolution of muscle injury revealed the occurrence
of degenerative events and leukocyte infiltration already at three hours after
application of Moozincin. These effects dominate until 48 hours after
administration of the metalloprotease, when hemorrhagic effect was also
demonstrated later in skeletal muscle, probably triggered by the action
characteristic of metalloproteinases on vascular components and / or indirect

action resulting from muscle injury.

Keywords: Bothrops moojeni, metalloprotease, fibrinogenases, myonecrosis.
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1.

Introducéao

O envenenamento pela peconha botropica é caracterizado por efeitos
locais proeminentes como, edema, dor, hemorragia e necrose, além de efeitos
sistémicos relacionados a coagulopatias, hemorragia sistémica, disfuncéo
renal, entre outros (Rucavado et al., 2002). Grande parte desses efeitos pode
ser desencadeada pela acéo toxica de metaloproteases presentes na pegonha
botrépica.

Inidmeras metaloproteases de peconhas de serpentes (SVMPs) tém sido
identificadas na peconha de diferentes serpentes botropicas, por exemplo: B.
jararacussu (Marcussi et al., 2007), B. leucurus (Simon-Sanchez et al., 2007),
B. neuwiedi (Baldo et al., 2008), B. moojeni (Bernardes et al., 2008; Gomes et
al., 2009) e B. alternatus (Gay et al., 2009). SVMPs sao um grupo heterogénio
de proteases com massas molares de 15000 a 380000 Da (Kini e Evans,
1992). SVMPs sao classificadas de acordo com a organizacdo de
multidominios das classes Pl, PIl e PIll (Fox & Serrano, 2008). As
metaloproteases da classe P-lI apresentam apenas o dominio protease; a
classe P-Il apresenta um dominio desintegrina adicional; enquanto a classe
PIll, além de possuir os dominios anteriormente descritos, contém dominios
ricos em cisteina, podendo apresentar também dominio lectina-simile. A classe
P-I compreende proteases com pouca ou nenhuma acao hemorragica e com
massa molar entre 20 a 30 kDa; ja as metaloproteases altamente hemorragicas
estdo incluidas, principalmente, na classe P-ll, com massa molar variando
entre 30 a 60 kDa; aquelas com massa molar acima de 60 kDa compdem a
classe P-lll , que também apresentam consideravel atividade hemorragica,
podendo ainda interferir na agregacao plaquetaria (Hite et al., 1994; Bjarnason
& Fox, 1994 e 1995; Fox & Serrano, 2008). A investigacdo bioquimica e
funcional das SVMPs é importante para o entendimento da estrutura e do
mecanismo de acdo dessas toxinas, bem como para o estudo molecular das
metaloproteases relacionado as aplicacdes terapéuticas (Laing e Moura-da-
Silva, 2005).

Este trabalho teve como objetivo realizar a purificacdo e caracterizacéo
parcial bioguimica e funcional de uma metaloprotease da peconha da serpente

B. moojeni.
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2. Material e métodos

2.1. Obtencéo da peconha de B. moojeni e dos animais experimentais

A peconha dessecada da serpentes B. moojeni foi adquirida do
Serpentéario Bioagents (Batatais-SP) e mantida & -20° C até o momento do uso.

Os animais experimentais, camundongos machos da raca Swiss (20-25
g) e ratos machos da raca Wistar (200-250 g), foram obtidos pela Universidade
Federal de Uberlandia (UFU) e mantidos no Biotério do Instituto de Ciéncias
Biomédicas (CEBEA-UFU), mediante aprovacdo do Comite de Etica em
Experimentacdo Animal (protocolo 028/09, CEUA/UFU).

2.2. Fracionamento da peconha bruta de B. moojeni e purificacdo da
metaloprotease

A metaloprotease foi isolada conforme descrito por Fonseca (2010), com
algumas modificacbes. Cerca de 400 mg da peconha de B. moojeni foi
dissolvido em tampdo bicarbonato de aménio (Ambic) 0,05 M pH 7,8,
centrifugado a 10000 g por 10 minutos a temperatura ambiente e o
sobrenadante foi aplicado a uma coluna de troca iGnica com resina do tipo
DEAE-Sephacel (1,7 x 15 cm), previamente equilibrada com o mesmo tampao.
A amostra foi eluida em gradiente crescente de concentracdo de Ambic (0,05 —
0,6 M). Fracbes de 3 mL/tubo foram coletadas num fluxo de 20 mL/hora

(coletor Frac-920 - GE Healthcare), monitoradas por espectrofotometria num

comprimento de onda A 280 nm (Shimadzu Biotech). Em seguida, o
cromatograma foi construido, as fragdes delimitadas foram reunidas em pools,
dosadas, liofilizadas (L101 LioTop) e armazenadas a -20° C. Para purificacéo
da metaloprotease de interesse, correspondente a fracdo P6, foi realizado um
segundo passo cromatogréafico de alta eficiéncia (AktaPurifier - GE Healthcare),
em coluna de exclusao molecular Sephacryl (HiPrep 26/60 Sephacryl S300 320
mL - GE Healthcare), equilibrada e eluida com Ambic 0,05 M (pH 7,8). Fracdes
de 2 mL/tubo foram coletadas em fluxo de 0,2 mL/min, pressdo maxima de 0,5
MPa e monitoradas automaticamente em A = 280 nm. As fracdes resultantes,
inclusive a de interesse que continha a metaloprotease, foram liofilizadas (L101

LioTop) e armazenadas a -20° C até o momento de uso.
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2.3. Caracterizacdo bioquimica

A caracterizacdo bioquimica da metaloprotease de interesse foi
estabelecida por Fonseca (2010), mas alguns testes foram refeitos para validar
a purificacdo da mesma. O perfil eletroforético da metaloprotease foi
determinado em gel de poliacrilamida a 14 % em condi¢cdes desnaturantes
(SDS-PAGE), conforme a técnica descrita por Laemmli (1970). A eletroforese
foi realizada a 20 mA e 150 V por aproximandamente 1 hora, usando tamp&o
de corrida Tris-glicina, pH 8,3, contendo 0,01 % de dodecil sulfato de sédio
(SDS). Para determinagdo da massa molar foi usado um padré@o de proteinas
contendo: fosforilase b (97 kDa), albumina bovina (66 kDa), albumina de ovo
(45 kDa), anidrase carb6nica (30 kDa), inibidor de tripsina de soja (20.1 kDa) e
a-lactoalbumina (14.4 kDa). O gel foi corado por 15 min em azul de coomassie
brilhante R-250 0,01 %, dissolvido em &gua: metanol: &cido acético (40: 50: 10
v/v) e descorado em acido acético a 10 %. A massa molar relativa da protease
purificada foi estimada pelo programa de analise de imagens Kodak 1D, de
acordo com a migracdo dos marcadores de massa molar. A concentracéo
protéica foi determinada de acordo com o método de microbiureto descrito por
Itzhaki and Gill (1964), usando albumina bovina como padréo.

A atividade proteolitica foi confirmada usando como substrato
fibrinogénio bovino, conforme descrito por Fonseca (2010). A metaloprotease
purificada (10 ug) foi incubada a 37° C com 50 pL de fibrinogénio (1,5mg/ml
salina) e com diferentes inibidores proteoliticos por 30 minutos: Acido
etilenodiaminotetracético (EDTA 5 mM) e 1,10 fenantrolina (5 mM) como
agentes quelantes; p-mercaptoetanol (5 mM), como agente redutor; aprotinina
(5 mM) e benzamidina (5 mM), como inibidores de serinoproteases . Apos 30
minutos, a reacdo foi imterrompida adicionando o tampdo de amostra
contendo: Tris-HCI 0,06 M pH 6,8, SDS 2 %, B-mercaptoetanol 5 %, azul de
bromofenol 0,005 % e glicerol 10 % (v/v). A acao fibrinogenolitica da protease
foi analisada em SDS-PAGE a 14 %.

2.4. Caracterizacao funcional
A avaliacdo dos efeitos biologicos desencadeados pela metaloprotease

isolada da peconha de B. moojeni foi realizada com base na anélise da reacdo
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inflamatoria e das alteracbes morfolégicas locais induzidas em animais

experimentais.

2.4.1. Atividade inflamatoria: acdo edematogénica e nociceptiva

A atividade inflamatoria da metaloprotease foi avaliada com base no
efeito edematogénico e nociceptivo induzidos na pata de ratos. Amostras
contendo 50 pg da metaloprotease foram dissolvidas em 100 pL de salina
estéril e injetadas na regido intraplantar (i.pl.) da pata posterior direita de ratos
(200-250 g, n= 4), um volume semelhante de salina foi injetado na pata
contralateral como controle negativo. Para avaliacdo da formacao de edema, o
volume (mL) de ambas as patas posteriores, medidas até a articulacdo tibio-
tarsica, foi mensurado com o auxilio do aparelho pletismémetro (modelo 7140,
Ugo Basile, Italia). As medidas foram realizadas antes e ap6s 1, 2, 3, 4,5, 6 e
24 horas de injecdo da metaloprotease, de acordo com a técnica descrita por
Van Arman et al. (1965). Concomitantemente, para avaliar a sensibilidade
nociceptiva dos animais foi utilizado o teste de pressdo da pata, usando o
aparelho analgesimetro (Ugo Basile, Italia) conforme descrito por Randall e
Sellito (1957). Neste teste, uma forca em gramas (g) crescente (16 g/s) é
continuamente aplicada sobre a superficie plantar de uma das patas
posteriores do rato e interrompida quando o animal apresenta a reacdo de
“retirada” do membro. O limiar de dor, neste modelo, é representado como a
forca (g) necesséria para a inducao desta reacdo. Os resultados de ambos 0s
testes foram calculados a partir da diferenca entre as medidas de ambas as
patas e expressos em porcentagem de aumento do volume e diminuicdo do

limiar de nociceptivo da pata, em relagdo as medidas iniciais.

2.4.2. Atividade miotodxica

A atividade miotéxica foi avaliada a partir de alteracdes morfolégicas
induzidas pela injecdo intramuscular (i.m.) da metaloprotease no musculo
gastrocnémio de camundongos (20-25 g, n= 3). Os animais do grupo controle
receberam injecédo i.m. de 50 pL de salina estéril e os animais dos grupos de
teste receberam 50 pg da metaloprotease isolada, dissolvida em 50 pL de
salina. Ap6s 3, 6, 12, 24 e 48 horas os animais foram sacrificados, com
overdose de tiopental, e os musculos esqueléticos foram dissecados e
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colocados em solucao fixadora de formol a 10 %. Os musculos fixados foram
processados em diferentes solugbes de etanol e xilol para inclusdo em
parafina. Fragmentos de 5 pum foram preparados em lamina histoldgica e

corados com hematoxilina e eosina (HE) para anélise em microscopia Otica.

3. Resultados e discussao

A principal caracteristica do envenenamento botrépico sdo os efeitos
locais e sistémicos decorrentes da acao proteolitica dos constituintes da
peconha. A patogénese desses efeitos estd relacionada, principalmente, a
acdo das SVMPs sobre componentes vasculares e fatores de coagulacao,
desencadeando hemorragia local e sistémica, disturbios de coagulacdo e
lesbes teciduais. Neste trabalho, a purificacdo e caracterizacdo de uma
metaloprotease da peconha B. moojeni foram abordadas visando o
entendimento do mecanismo bioquimico e funcional dessa toxina.

Previamente, tal metaloprotease foi purificada, -caracterizada
parcialmente e denominada Moozincina por Fonseca (2010). Segundo a
autora, essa metaloprotease apresenta atividade proteolitica sobre o
fibrinogénio bovino e baixa toxicidade muscular e sistémica. Ela ndo induz
hemorragia, atividade coagulante, desfibrinacdo e atividade fosfolipasica,
podendo ser classificada como uma metaloprotease fibrinogenolitica néo-
hemorragica, pertencente a classe P-I.

No presente trabalho, a Moozincina foi purificada conforme Fonseca
(2010), com algumas modificacbes. A peconha bruta de B. moojeni foi
fracionada em coluna de troca ibnica DEAE-Sephacel, resultando na separacao
de 8 fragbes principais (P1 - P8) (Fig. 1A). A fracdo P6, por conter a
metaloprotease de interesse (evidenciado em SDS-PAGE, dado néo
mostrado), foi submetida a outro procedimento cromatografico de alta eficiéncia
em coluna de exclusao molecular Sephacryl S-300, resultando na purificacéo
da metaloprotease (Fig. 1B). De acordo com o perfil eletroforético da
metaloprotease isolada, foi possivel confirmar, com excelente grau de pureza,
0 isolamento da Moozincina, que apresenta massa molar aproximada de 28

kDa em condi¢des redutoras e nao redutoras (Fig. 1C).
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Figura 1: Purificacdo da metaloprotease Moozincina: (A) Fracionamento de 400 mg peconha
bruta de B. moojeni em coluna de troca ibnica DEAE-Sephacel (1,7 x 15 cm) eluida com
gradiende crescente de Ambic 0,05 a 0,6 M (pH 7,8). Fracbes de 3 mL foram coletadas num
fluxo de 20 mL/hora. (B) Cromatografia de alta eficiéncia em resina de exclusdo molecular
Sephacryl S-300 da fragcao P6, eluida em Ambic 0,05 M (pH 7,8), num fluxo de 0,2 mL/min. (C)
Perfil eletroforético em SDS-PAGE (14%) da Moozincina em condi¢cdes redutoras e néo-

redutoras, comparadas com padrdo de massa molar.

Embora a Moozincina tenha sido purificada por procedimentos
cromatograficos parcialmente diferentes neste trabalho, ela manteve o mesmo
perfil bioquimico caracterizado por Fonseca (2010). A acgdo proteolitica da
Moozincina sobre fibrinogénio bovino, bem como o efeito inibitério dos agentes

quelantes EDTA e 1,10-fenantrolina, e do agente redutor B-mercaptoetanol foi
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idéntico ao demonstrado por Fonseca (2010) (dados ndo mostrados). Os
resultados apresentados no presente trabalho, assim como realizado por
Fonseca (2010), demonstram que a Moozincina pode ser classificada como
uma metaloprotease do tipo a-fibrinogenase, por degradar, preferencialmente,
a cadeia Aa do fibrinogénio. As SVMPs tém sido amplamente estudadas devido
a capacidade de degradar fibrinogénio e/ou fibrina, e podem apresentar
aplicacbes terapéuticas relevantes. A acgéo fibrino(geno)litica dessas proteases
desencadeia o consumo de fibrinogénio sanguineo e/ou protedlise de coagulos
de fibrina, podendo ser aplicadas como agentes tromboliticos ou na prevencao
da formacé&o de trombos (Swenson & Markland Jr., 2005).

Os acidentes com serpentes do género Bothrops séo caracterizados por
intensa lesdo tecidual no local da picada, decorrente da acéo proteolitica,
toxica e inflamatdria dos constituintes da peconha (Brasil, 2009; Zychar et al.,
2010). A caracterizacao funcional da Moozincina permitiu evidenciar que essa
metaloprotease contribui para os efeitos locais do evenenamento botrépico. A
Moozincina foi capaz de induzir edema e hiperalgesia na pata de ratos, além de
provocar mionecrose em camundongos.

A administracdo intraplantar da Moozincina (50 pg/pata) causou
significante alteragdo do volume e do limiar nociceptivo da pata dos ratos,
levando a formacédo de edema e hiperalgesia (ANOVA, P < 0,05). O pico
maximo do efeito edematogénico, relativo a um aumento de 20 % do volume da
pata dos animais, ocorreu entre a terceira e quinta horas apés a injecéo da
Moozincina (Fig. 2A). A reacdo hiperalgésica maxima ocorreu na quarta hora
apos a inoculagédo da Moozincina, com uma diminui¢cdo aproximada de 20 % do
limiar nociceptivo (Fig. 2B). Ambos os efeitos diminuem gradualmente até
desaparecerem com 24 horas da injecdo. Os efeitos edematogénico e
hiperalgésico séo eventos caracteristicos da reagéo inflamatoria local induzida
pelos envenenamentos botropicos. A patogénese desses eventos esta
relacionada, principalmente, & acao proteolitica das metaloproteases sobre 0s
constituintes vasculares, bem como pela reacdo inflamatéria decorrente
(Zychar et al., 2010). O mecanismo inflamatério depende da liberagdo de varios
mediadores inflamatérios relacionados ao aumento da permeabilidade
vascular, vasodilatagdo, sensibilizacdo de nociceptores e recrutamento de

células de defesa (Teixeira et al., 2009). A caracterizacdo farmacologica da
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reacao inflamatdria induzida pela Moozincina pode auxiliar no entendimento

desses efeitos.
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Figura 2: Efeito edematogénico e hiperalgésico induzidos pela Moozincina (50 ug/pata). (A) O
aumento do volume e (B) diminui¢cdo do limiar nociceptivo da pata de ratos foram avaliados em
diferentes tempos (1, 2, 3, 4, 5, 6 e 24 horas) ap6s a inoculagdo da metaloprotease. O edema e
a hiperalgesia foram calculados a partir da diferenca entre as medidas de ambas as patas e
expressos em porcentagem de aumento do volume e diminui¢do do limiar de nociceptivo da
pata, em relagdo as medidas iniciais. Cada ponto do gréafico representa a média + desvio

padrdo. *Significativamente diferente comparado com as medidas iniciais (P<0.05).

A Moozincina foi capaz de induzir mionecrose em animais
experimentais, analisada com base nas alteracbes morfolégicas e reacao

inflamato6ria provocadas no musculo gastrocnémio de camundongos. Nos
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envenenamentos por serpentes botropicas a necrose tecidual € um evento
local relevante, que dependendo do local afetado, das condi¢cdes do paciente e
do acidente, pode levar a perda do tecido e amputacdo do membro afetado
(Brasil, 2009).

Para analise da evolucdo da lesdo muscular causada pela Moozincina
(50 ug), a mionecrose foi avaliada em diferentes tempos ap6s o tratamento (3,
6, 12, 24 e 48 horas) e caracterizada pela alteracdo da morfologia tecidual,
desorganizacao das fibras esqueléticas e reacao inflamatéria (Fig. 3). O grupo
controle ndo apresentou nenhuma alteracdo morfoldgica significativa (Fig.
3AB). Apos 3 (Fig. 3CD) e 6 horas (Fig. 3EF) da inoculacdo da Moozincina, o
musculo apresentou degeneracdo hialina, necrose celular e infiltrado
inflamatorio constituido predominantemente por neutréfilos. Com 12 (Fig. 3GH)
e 24 horas (Fig. 31J) a necrose muscular prevalece e o infiltrado inflamatorio
apresentou leucocitos mono e polimorfonucleados. Essas alteracdes
histopatolégicas prevalecem até 48 horas (Fig. 3KL) da injecdo da Moozincina,
no entanto nesse periodo pode ser evidenciado também extravasamento de
células sanguineas no tecido muscular, indicando um quadro hemorragico local
discreto. A acdo de metaloprotease sobre as fibras musculares € pouco
entendida, mas deve estar relacionada a protedlise de componentes vasculares
desse tecido e mecanismos indiretos que levem a isquemia e lesédo tecidual
(Rodrigues et al., 2001, Baldo et al., 2010).

Embora a Moozincina ndo apresente atividade hemorragica direta,
conforme descrito por Fonseca (2010), o extravasamento sanguineo observado
no tecido muscular pode ser desencadeado pela acdo proteolitica caracteristica
das metaloproteases, ou por acao indireta decorrente da lesdo muscular. As
metaloproteases da classe P-I séo classificadas como fracamente
hemorragicas ou nao apresentam esse efeito devido, principalmente, a
auséncia de dominios ndo enzimaticos adicionais que propiciariam a
ancoragem protéica, potencializando a protedlise de componentes vasculares e
o efeito hemorragico (Jia et al., 1997; Baldo et al., 2010). No entanto, todas as
metaloproteases apresentam o dominio protease funcional e uma concentracao
elevada ou a maior permanéncia dessas metaloproteases na corrente
sanguinea poderia desencadear um extravasamento sanguineo tardio, como

causado pela Moozincina no tecido muscular. Outras metaloproteases néao
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hemorrdgicas, como a LHF-Il (Rucavado et al., 1999) e a Neuwidase
(Rodrigues et al., 2000), apresentam efeitos semelhantes a Moozincina. A
Neuwiedase, uma metaloprotease da classe Pl isolada da peconha de B.
neuwiedi, embora ndo apresente acdo hemorragica, induz extravazamento
sanguineo no tecido pulmonar e no musculo esquelético em concentracdes

elevadas (Rodrigues et al., 2001).
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Figura 3: Fotomicrografias de cortes histolégicos do musculo gastrocnémio de camundongos,
apos 3, 6, 12, 24 e 48 horas da injecdo de 50 pyg da Moozincina. (A-B) Aspecto morfoldgico
normal do musculo controle, apés 24 horas da injegdo de 50 pL de salina estéril. (C-L)
Evolucédo da mionecrose induzida pela Moozincina: (C-D) ap6s 3h, (E-F) ap6s 6h, (G-H) apés
12h, (I-J) ap6s 24h e (K-L) apds 48h. Legenda: (N) necrose celular, (1) infiltrado inflamatério,
(DH) degeneragao hialina e hemorragia (H). Escala = 100 um (A, C, E, G, |, K) e 50 um (B, D,
F, H, J, L).

Neste trabalho foi purificada e caracterizada parcialmente uma
metaloprotease fibrinogenolitica da classe P-I, denominada Moozincina. Essa
metaloprotease foi capaz de induzir edema, hiperalgesia e mionecrose em

animais experimentais. A analise histopatolégica da evolucdao da leséo
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muscular revelou que essa metaloprotease provoca necrose celular e reacao
inflamatdria persistente até 48 horas do tratamento, além de efeito hemorragico
tardio no musculo esquelético. A analise ultraestrutural da lesdo muscular e um
estudo biolégico mais detalhado dos efeitos da Moozincina podem contribuir

para o entendimento do mecanismo de acdo dessa metaloprotease.
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Capitulo llI

Caracterizacdo farmacologica do edema e da hiperalgesia induzidos pela
Moozincina: uma metaloprotease isolada da peconha da serpente

Bothrops moojeni
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Resumo

Moozincina € uma metaloprotease recentemente isolada da peconha da
serpente Bothrops moojeni. No presente trabalho foi realizada a caracterizagao
farmacoldgica de efeitos inflamatérios induzidos pela Moozincina. A aplicacao
intraplantar da Moozincina (5, 25 and 50 pg/pata) induziu edema e hiperalgesia
na pata de ratos. Os efeitos edematogénico e hiperalgésico maximos foram
observados 3 e 4 horas ap0s a inje¢cdo da toxina, respectivamente. Alguns
farmacos como dexametasona (2,5 mg/kg) e indometacina (8,0 mg/kg)
reduziram significantemente o edema e a hiperalgesia, ja a prometazina (15
mg/kg) e o acido nordiidroguaiarético (100 mg/kg) reduziram apenas o efeito
edematogénico, enquanto HOE-140 (10 pg/pata) e NG-monometil-lI-arginina
(100 pg/pata) reduziu apenas a hiperalgesia. Esses resultados demonstram a
participacdo de metabdlitos de &cido araquiddnico em ambos os efeitos
inflamatorios induzidos pela Moozincina. Além disso, a ativacdo de receptores
H1 de histamina esta especificamente relacionada ao edema e a acédo de

bradicinina e de oxido nitrico a hiperalgesia.

Palavras-chave: Bothrops moojeni, Metaloprotease, Edema e Hiperalgesia
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Abstract

Pharmacological characterization of the oedema and hyperalgesia induced by
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Moozincin is a metalloproteinase recently isolated from Bothrops moojeni snake
venom. In this work, we study the inflammatory and hyperalgesic responses of
Moozincin in rats hind paw. Intraplantar injection of Moozincin (5, 25 and 50
pg/paw) caused a dose and time-dependent hyperalgesia and edematogenic
responses. The maximal oedematogenic and hyperalgesic effects were
observed 3 and 4 hours after toxin injection, respectively. Dexamethasone (2.5
mg/kg) and Indomethacin (8.0 mg/kg) reduced significantly the oedema and
hyperalgesic activity. Promethazine (15 mg/kg) and nordiydroguaiaretic acid
(100 mg/kg) reduced significantly the oedema but did not reduce hyperalgesic
activity. HOE-140 (10 pg/paw) and NG-monomethyl-l-arginine (100 pg/paw)
reduced only the hyperalgesic effect. The result suggests that arachidonic acid
metabolites are involving on pain and oedema mechanisms induced by
Moozincin. Furthermore H1 receptors histamine are specifically related with

oedema and bradykinin and NO action with hyperalgesia induced by Moozincin.

Keywords: Bothrops moojeni, Metalloproteinase, Oedema, Hyperalgesia
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Introduction

Bothrops venoms cause pronounced local tissue-damage characterized by
haemorrhage, myonecrosis and oedema (Rosenfeld, 1971; Gutiérrez et al.,
1984; Brasil, 2009). The pathogenesis these effects are related with direct
action of the different proteins from snake venoms and induced-inflammation,
there is much evidence for the more contribution of phospholipases A, and
metalloproteinases in inflammation induced by Bothrops venoms (Chacur et al.,
2003; Teixeira et al.,, 2009; Zychar et al., 2010). Inflammatory response
triggered by the action toxins leads to release chemical mediators mainly
related to alterations microvessels, activation of nociceptors and inflammatory
cells recruitment to the site of injury (Lomonte et al., 1993; Chacur et al., 2001;
Zamuner et al., 2005; Teixeira et al., 2009). Various studies have shown local
inflammatory reaction from Bothrops venom due to production of mediators as
histamine, eicosanoids, bradykinin, nitric oxid (NO) and activation adrenergic
receptors (Teixeira et al.,, 1994; Chaves et al., 1995; Chacur et al., 2003;
Chacur et al., 2001; Nascimento et al., 2010; Zamuner et al., 2005). These pro-
inflammatory mediators are associated with vasodilatation and oedema
formation, besides act in sensory fibers involved to hyperalgesia (Trebien and
Calixto, 1989; Woolf, 2004; Olivo et al., 2007; Teixeira et al., 2009).

Recent work (Fonseca, 2010) described the isolation of Moozincin, a non-
hemorrhagic metalloproteinase from the snake venom of B. moojeni. The
enzyme showed a molecular mass of about 28 kDa and did not induce
hemorrhage, blood clotting, defibrinating or phospholipase A, activities, but
displayed proteolytic activity on bovine fibrinogen and induces myonecrosis
upon intramuscular injection in mice. In the present work, we investigate the
oedematogenic and hyperalgesic effects in rats caused by Moozincin injection,
demonstrating the role of venom metalloprotease in the inflammatory response

by characterize the pharmacological modulation of their effect.

58



Materials and methods

Toxin
Desiccated B. moojeni snake venom was purchased from Pentapharm of Brazil
(Uberlandia - MG, Brazil). Moozincin toxin was purified from B. moojeni snake

venom as previously described (Fonseca, 2010).

Chemicals

Carrageenin, promethazine (H1 receptor antagonist), yohimbine (alpha 2-
adrenergic receptor antagonist), indomethacin (cyclooxygenases inhibitor),
dexamethasone (phospholipase A, inhibitor) and nordihydroguaiaretic acid
(both cyclooxygenases and lypooxygenases inhibitor) were purchased from
Sigma Chemical Co. (USA). NG-monomethyl-l-arginine - L-NMMA (nitric oxide
synthase inhibitor), HOE-140 (bradykinin B, receptor antagonist) was
purchased from Tocris (USA). Carrageenin, promethazine, yohimbine, L-NMMA
and HOE-140 were dissolved in sterile saline. Dexamethasone and
nordihydroguaiaretic acid were prepared in sterile saline/ethanol (1:1 and 1:3)
and indomethacin prepared in 1 M Tris-HCI buffer, pH 8.

Experimental Animals

Male Wistar rats (200—-250 g) and Swiss mice (20-25 g) were obtained from the
CEBEA-UFU (Animal House of the Federal University of Uberlandia - MG,
Brazil). The animals were housed in a temperature-controlled room (23°C) on
an automatic 12 h light/dark cycle (6:00 AM — 6:00 PM of light phase). Food and
water were freely available until the beginning of the experiments. The
experimental protocol was approved by the Ethics Committee on Animal
Experimentation of the Federal University of Uberlandia (CEUA/UFU, Protocol
number 028/09).

Experimental protocol

In order to investigate the dose of Moozincin able to induce oedema and
hyperalgesia were used on the test previous curves with different doses (5, 25
and 50ug in sterile saline 0.1mL). Group of rats (n=4) were pretreated with

different classes of drugs in appropriate times intervals simultaneously or before
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injection of Moozincin (50 pg/paw). Carrageenin (250 pg/paw) was used as
positive control for available the efficacy the pharmacological treatments. To
investigate the involvement of arachidonic acid metabolites on hyperalgesia and
oedema induced by Moozincin, different groups of rats were treated with
dexamethasone (2.5 mg/kg, i.p., 60 min before), indomethacin (8 mg/kg, i.p., 30
min before) and nordihydroguaiaretic acid (100 mg/kg, i.p., 30 min before). To
evaluate the contribution of histamine on hyperalgesic and edematogenic
responses, animals received promethazine (15 mg/kg, i.p., 30 min before). To
assess the participation the amines biogenics rats was injected with yohimbine
(2.5 mg/kg i.p., 30 min before). The contribution of bradykinin and of nitric oxide
(NO) were studied by treatment with HOE-140 (10 pg/paw, i.pl. injected
simultaneously with the Moozincin) and L-NMMA (100 ug/paw, i.pl. injected
simultaneously with the Moozincin), respectively. In order to choose the doses
of the different drugs it was made dose-response experiments with carrageenin.
The volume injected was 100uL for the intraplantar (i.pl.) injections and 200 uL
for the intraperitoneal (i.p.) injections. All groups received 100 pL of sterile
saline alone in contralateral paw for control purposes. To evaluation the
participation of the mast cell (MC) degranulation Moozincin (50 pg in sterile
saline 0.1mL) was injected into peritoneal cavity (i.p.) of mice and control group
received equal volume of sterile saline. Different times (5, 10, 15 and 30 min)
selected after Moozincin injection the animals were killed under thiopental
overdose. The abdomen was opened and the mesentery was carefully
removed, placed in 10% formaldehyde, mounted on a glass slide and then
stained with toluidine blue stain for histological assessment of mast cell
degranulation for light microscopy. Mast cell degranulation was expressed as
the proportion of mast cells with extruded granules relative to the total mast

cells present in the stained mesentery.

Evaluation of paw oedema formation

Moozincin was injected into the subplantar surface (i.pl.) of one hind paw with
the contralateral paw injected with equal volume of sterile saline. The volumes
of both paws were measured plethysmographically (model 7140
plethysmometer, Ugo Basile, Italy) before and 1, 2, 3, 4, 5, 6 and 24 hours after
Moozincin injection. Results were calculated as difference between both paws
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and expressed as percentage of increase in paw volume relative to initial

volume.

Evaluation of hyperalgesia

Hyperalgesia was induced by subcutaneous injection of Moozincin into the
plantar surface of rats hind paw and measured according to the paw pressure
test (Randall and Selitto, 1957). The weight in grams (g) required to elicit a
nociceptive response, paw flexion, was determined as the nociceptive
threshold. A cut-off value of 300 g was used to prevent damage to the paws.
Moozincin was administered into the right hind paw and the same volume of
sterile saline was injected in the left hind paw for control. The nociceptive
threshold was measured before and 1, 2, 3, 4, 5, 6 and 24 hours after
Moozincin injection. Results were calculated as the difference between both
paws and expressed as percentage of decrease nociceptive threshold relative
to initial threshold. To reduce stress, the rats were habituated to the apparatus

one day before the experiments.

Statistical analysis
The statistical analyses were carried out by ANOVA followed by Bonferroni’s
test for multiple comparisons. Results represent mean £ SEM (n = 4); P < 0.05

values were considered statistically significant.

Results

Characterization of oedema and hyperalgesia induced by Moozincin

The intraplantar injection of Moozincin into the rat hind-paw caused a significant
increase in volume and sensitivity to pain. The intraplantar injection of
Moozincin (50 pg/paw) induced footpad oedema, evidencing local increase in
vascular permeability. The maximum increase in hind-paw swelling (around
20%) occurred between 3 and 5 hour after Moozincin injection, gradually
decreased over the next hours and completely disappeared within 24 hours
(Fig. 1A).
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The intraplantar injection of Moozincin (50 pg/paw) into the rat hind-paw caused
a significant decrease in pain threshold. The peak of the hyperalgesic response
occurred 4 h after Moozincin injection (around 20%), decreasing thereafter and
completely disappearing within 24 h (Fig. 1B).

The doses of 5 and 25 upg/paw not induce oedematogenic and hyperalgesic
effects statistically significant, compared to initial values. The dose chosen for

drug treatments experiments was 50 pg/paw.

Pharmacological modulation on oedema and hyperalgesia induced by

Moozincin

Involvement of arachidonic acid metabolic

Fig. 2A and B shows that pretreatment of rats with drugs which interfere with
arachidonic acid metabolism reduce oedema and hyperalgesia induced by
Moozincin. Dexamethasone (phospholipase A, inhibitor) and indomethacin
(cyclooxygenases inhibitor) were able to reduce the both hyperalgesic and
oedematogenic effects induced by Moozincin in their maximal responses.
Although the nordihydroguaiaretic acid (COX and LOX inhibitor) significantly
reduced oedema induced by Moozincin, it is not able to inhibit of the

hyperalgesic effect.

Influence of histamine
Fig. 2C shows that treatment of animals with promethazine (histamine H;
receptor antagonist) significantly reduced oedema formation induced by

Moozincin. These treatments not affected hyperalgesic effect this toxin (table 1).

Influence of bradykinin and of nitric oxide

As demonstrated in Fig. 2D HOE-140 (bradykinin B, recpetors antagonist) and
L-NMMA (NOS inhibitor) significantly reduced the hyperalgesic effect caused by
Moozincin. These treatments not affected oedemathogenic effect this toxin
(table 1).
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Influence of sympathomimetic amines
As shown in Table I, yohimbine not affect hyperalgesia and oedema induced
by Moozincin.

Involvement of mast cells

Moozincin induced a significant MC degranulation at times from 5 (51%) to 15
(54%) min in comparison with control (14%). At 30 min (21%) of MC
degranulation was not statistically different of the control (P < 0,05)

Discussion

The inflammatory reaction is characterized by oedema and frequently
associated with hyperalgesia. These events are dependent on a synergism of
numerous mediators that increase vascular permeability, vasodilation and
activate of nociceptors. Envenomation caused by snakes from Bothrops sp.
elicits a pronounced inflammatory response at the bite site, characterized by
severe local effects as oedema, haemorrhage, pain and hyperalgesia, leukocyte
infiltration and myonecrosis (Rosenfeld, 1971; Gutiérrez, et al., 1984; Teixeira et
al.,, 1994 and 2009; Brasil, 2009; Zychar et al.,, 2010). In this study we
investigate the inflammatory events of a metalloprotease, denoted Moozincin,
recently isolated from B. moojeni snake venom (Fonseca, 2010) in rats paw.
Here, we described the involvement of the Moozincin in oedematogenic and
hyperalgesic responses, as well as some mechanisms underlying such effect
were tested pharmacological interventions on oedema and hyperalgesia
induced by Moozincin.

Our results demonstrate that the intraplantar injection of 50 pg Moozincin
causes significant increased in hind-paw swelling and sensitivity to pain (Fig. 1A
and B). The time course was similar to the oedema and hyperalgesia formation,
the first presented the maximal response between 3 and 5 hour and the second
effect at 4 hours after toxin injection. Several works on Bothrops crude venoms
shows that oedematogenic or hyperalgesic effects reching a maximum already
in the first two hours (Nascimento et al., 2010; Faria et al., 2001; Chacur et al.,
2002 and 2003). The same and others studies demonstrate that injection of
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higher doses the crude venom or of the isolated toxins ensures the
maintenance of inflammatory effects for a longer time (Nascimento et al., 2010;
Chacur et al. 2001 and 2003; Barbosa et al., 2003). Inflammatory event
distinguished by oedema formation and hyperalgesic effect is mainly mediated
by metallopoteinases and phospholipases A, components of venoms Bothrops
sp. (Teixeira et al., 2005; Gutiérrez and Lomonte, 1995; Zychar et al., 2010).
Our work sought analyzed the role of several mediators on oedematogenic and
hyperalgesic effects induced by Moozincin using specific inhibitors or receptor
antagonists. Moreover, carrageenin, a known inflammatory agent, was used as
a positive control to assure the efficacy of the drugs and the determination of
optimal doses used (Chacur et al., 2001; Cunha et al., 2000).

The finding evidence participation of the arachidonic acid metabolism in both
phenomenous induced by Moozincin (Fig. 2A and B), while histamine is
concerned only oedema (Fig. 2C) and bradykinin and NO is related only to
hyperalgesia (Fig. 2D).

The involvement of eicosanoids in inflammation induced by Moozincin was
further confirmed by treatment with dexamethasone, which markedly reduced
oedematogenic and hyperalgesic effects. This drug is a know corticosteroid that
indirectly inhibited the phospholipase A2 enzyme, whose activity is related in
the arachidonic acid release from membrane phospholipids and triggering
cascade synthesis of eicosanoids (Dennis, 2000). The inhibitory effect of
indomethacin and nordihydroguaiaretic acid on oedema indicate that COX,
responsible for prostaglandins formation, and LOX, leukotrienes training, are
involved in this response. However, the indomethacin played a significant role in
hyperalgesic response. Thus, these data indicate that prostaglandins and
leukotrienes are relevant mediators of oedema induced by Moozincin, but just
prostaglandins seem to be concerned in hyperalgesic response. Inhibitors of the
eicosanoids metabolisms have inhibitory actions on inflammatory events
induced by numerous snake venoms (Barbosa et al., 2003; Olivo et al., 2007;
Chacur et al., 2001 and 2003), even the oedema caused by B. moojeni
(Nascimento et al., 2010). Among some eicosanoids related inflammation has
been cited leukotriene B4 (LTB,4), thromboxane A, (TXA), prostaglandins E,
(PGE,) and D, (PGD;) (Zamuner et al.,, 2005; Kanaoka and Urade, 2003).
These mediators were found in inflammatory exudates induced by bothropic
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venoms and were associated with vasodilation, increase in vascular
permeability, hyperalgesic effect and induction of leukocyte recruitment
(Zamuner et al., 2005; Kanaoka and Urade, 2003; Teixeira et al., 1994).
Histamine also contributed the oedematogenic effect caused by Moozincin. It is
know that promethazine, histamine H1 receptor antagonist, substantially
reduces oedema formation. The results also demonstrated MC degranulation
induced by Moozincin, suggest participation these inflammatory cells in release
of histamine and oedema formation. The increase in vascular permeability
depend primarily on release of histamine due activation MC, that activating
endothelial cell H1 receptors causes venular gaps and increased production of
pro-inflammatory prostaglandins (Cole and Lewis, 1989; Hofstra et al., 2003).
Our data corroborate with the findings of Nascimento et al (2010). These
authors described that histamine, prostaglandins and leukotrienes are involved
in local edema induced by venom of B. moojeni. Our results are in close
agreement to the current literature showing the involvement of histamine in
oedema induced by different Bothrops snake venoms B. lanceolatus (Faria et
al, 2001; Guimaréaes et al, 2004), B. insularis (Barbosa et al, 2003) and B.
jararaca (Trebien and Calixto, 1989).

Pretreatment with HOE-140 (bradykinin B, recpetors antagonist) and L-NMMA
(NOS inhibitor), markedly reduced the hyperalgesia induced by Moozincin,
confirmed the participation bradykinin and NO in this effect. Bradykinin is a
inflammatory mediator related with activation/sensitization of the nociceptors
and responsible by stimulates the release of the others hyperalgesic mediators,
as eicosanoids and cytokines (Dray et al.,, 1988; Ferreira et al., 1993).
Stimulation of bradykinins receptors in endothelial cells may induce
vasodilatation mainly mediated by NO (Palmer et al., 1987). NO is a potent
vasodilator and may potentiate the increase in vascular permeability induce by
some mediators such as histamine. Moreover NO is a known nociceptive agent
involved in the mechanism of bradykinin-induced hyperalgesia and who affects
the neurotransmission, but as a mediator of inflammatory reactions is
controversial in the literature and need more details (Barbosa et al., 2003;
Nakamura et al., 1996). Although bradykinin and NO are involved in the
hyperalgesic effect induced by Moozincin, the treatment with HOE-140 and L-

65



NMMA not affect oedema formation, probably due not endothelial receptors
activation by Moozincin.

Various works demonstrate that inflammatory events, mainly pain, also involve
the participation of sympathomimetic amines, through an action on a and B-
adrenoceptors (Chacur et al., 2003; Mcmahon, 1991; Sato and Perl, 1991).
Curiously, the sympathomimetic amines seem to be not interfering in oedema or
hyperalgesic effects caused by Moozincin, since yohimbine is not able to
reduce these responses.

In conclusion the Moozincin, a metalloprotease isolated from B. moojeni venom
is able to induce oedema formation and has hyperalgesic effect, in similar time-
course. The oedema and hyperalgesic events are mediated by arachidonic acid
metabolism. COX and LOX pathways seem to interact in the oedema formation,
whereas COX appears to be involved in hyperalgesia. Interestingly, our results
showed that histamine inhibits only the oedematogenic response, while
bradykinin and NO participates only in the phenomena of hyperalgesia induced
by Moozincin. These results suggest that Moozincin play a significant role in
local inflammatory effects resulting from B. moojeni envenomation. The
pharmacological treatments were important further understanding the
mechanisms involved in oedema and hyperalgesia induced by this

metalloprotease.
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Figure 2
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Table |

Drug treatment Oedema (%) A Hyperalgesic effect (%) A
Moozincin 50 pg/paw 22.50 +4.30 -22.25+4.40
Dexamethasone 10.00 £ 2.74 -12.50 (*) -4.25 + 3.93 18.00 (***)
Indomethacin 7.750 + 3.24 -14.75 () -4.50 + 3.87 17.75 (**)
Nordihydroguaiaretic acid 5.00 + 4.05 -17.50 (***) -13.40 £ 2.03 8.85
HOE-140 16.00 + 1.05 -6.50 -8.50 + 3.12 13.75 ()
L-NMMA 18.33+0.84 -4.16 -3.00 + 3.89 19.25 (***)
Promethazine 6.00 + 3.62 -16.50 (*) -21.50 + 0.16 0.75
Yohimbine 17.00+1.21 -5.50 -18.75+0.76 3.50
Legends

Fig.1l. Comparison of oedema and hyperalgesic effects induces of different
doses of the Moozincin. Increase in paw volume (A) and decrease in pain
threshold response (B) were determined in rat hind paws before and at different
times after the intraplantar injection of Moozincin (5 - 50 pg/paw) and sterile
saline in contralateral paw. Oedema and hyperalgesia were calculated from the
difference between both values in both paws and expressed in percentage of
increase volume and decrease of pain threshold in relation to initial values.
Each point represents the mean + SEM. *Significantly different compared with
initial values (P<0.05).

Fig.2. Pharmacological characterization of the oedematogenic and hyperalgesic
effects induces by Moozincin. Promethazine (15 mg/kg, i.p.), Indomethacin (8.0
mg/kg, i.p.) and Nordihydroguaiaretic acid (100 mg/kg, i.p.) was administered
30 min before, Dexamethasone (2.5 mg/kg, i.p.) was administered 60 min
before, HOE-140 (10 pg/paw) and L-NMMA (100 upg/paw) was administered
simultaneous with the intraplantar injection of the Moozincin (50 pg/paw).
Increase in paw volume (A and C) and decrease in pain threshold response (B

and D) were determined in rat hind paws before and at different times after the
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intraplantar injection of Moozincin (50 pg/paw) and saline in contralateral paw.
Oedema and hyperalgesia were calculated from the difference between both
values in both paws and expressed in percentage of increase volume and
decrease of pain threshold in relation to initial values. Each point represents
the mean £ SEM of four animals. *Significantly different compared with
Moozincin (50 pg/paw) (P<0.05).

Table 1: Evaluation of the oedematogenic and hyperalgesic effects induces by
Moozincin. Promethazine (15 mg/kg, i.p.), Indomethcin (8.0 mg/kg, i.p.),
Nordihydroguaiaretic acid (100 mg/kg, i.p.) and yohimbine (2.5 mg/kg, i.p.) was
administered 30 min before, Dexamethasone (2.5 mg/kg, i.p.) was administered
60 min before, HOE-140 (10 pg/paw) and L-NMMA (100 pg/paw) was
administered simultaneous with the intraplantar injection of the Moozincin (50
pg/paw). Oedema and hyperalgesic effects were evaluated 3 and 4 hours,
respectively, after intraplantar injection of Moo (50 pg/paw) and sterile saline in
contralateral paw (control). Results were calculated from the difference between
both values in both paws and expressed in percentage of increase volume and
decrease of pain threshold in relation to initial values. Each column represents
the mean + SEM of four animals. ***P < 0.001 e **P < 0.01 *P< 0.05, compared

with Moozincin (50 pg/paw).
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