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RESUMO

Sanson, André Luiz. Caracterizacéo estrutural e funcional de uma proteina
isolada do plasma de serpentes Bothrops jararaca, relacionada ao cininogénio
de alta massa molecular de mamiferos. 2012. 80 f. Dissertagcdo (Toxinologia).
Instituto Butantan, Sdo Paulo, 2012.

O plasma da serpente Bothrops jararaca é rico em inibidores de proteases, alguns
dos quais com atividade inibitria sobre toxinas presentes no veneno de serpentes
da mesma espécie. Um desses inibidores apresenta massa molecular de 110 kDa, é
um potente inibidor de cisteino-peptidase e libera um peptideo que induz contracdo
de musculatura lisa homéloga. Por estas caracteristicas, essa proteina, denominada
BjHK (Bothrops jararaca High Molecular Weight Kininogen), foi correlacionada ao
cininogénio de alta massa molecular de mamiferos. Além dessas propriedades,
verificou-se que essa proteina inibe metaloproteases presentes no veneno de B.
jararaca. Esse efeito também foi observado no cininogénio de alta massa molecular
humano e correlacionado a por¢cdes do dominio 5 dessa proteina. O objetivo do
presente projeto € procurar possiveis homologias entre a BjHK e o cininogénio
humano, além de possiveis atividades inibitérias sobre agregacdo plaquetaria e
adesao celular, atividades estas também descritas no cininogénio de alta massa
molecular humano. Por espectrometria de massas identificamos homologia para a
proteina BJ46a isolada do plasma da mesma serpente, descrita com um fator anti-
hemorrégico. A BJ46a (BjHK) ndo apresenta homologia com o cininogénio humano,
porém possui caracteristicas comuns a essa proteina. Foram identificadas provaveis
regides responsaveis pela inibicdo de cisteino-peptidase e metaloproteases, além de
sequencias descritas como hipotensoras e inibidoras de agregacdo plaquetéria.
Quanto ao efeito sobre plaguetas, o BjHK apresentou uma atividade inibitoria sobre
plaquetas, quando foi utilizada a trombina como agonista. Além disso, o BjHK inibiu
as alteracdes na interacdo leucocito-endotélio induzidas pelo veneno de B. jararaca,
provavelmente devido a sua atividade inibitéria sobre metaloproteases do veneno.
Até o momento, nossos dados sugerem que a proteina BjHK e a BJ46a sejam a
mesma proteina, encontradas em diferentes estados de complexagdo. A BjHK
poderia ser a forma dimerizada ou trimerizada da BJ46a, sendo uma proteina
pertencente a super familia das cistatinas do tipo 3, devido ao fato de apresentar
homologia estrutural as fetuinas.

Palavras-chave: Espectrometria de massas, Purificagdo de proteinas, Serpentes,
Cininogénio e Calicreina.



ABSTRACT

Sanson, André Luiz. Structural and functional characterization of a protein
isolated from Bothrops jararaca snake plasma, related to the mammalian high
molecular weight kininogen. 2012. 80 p. Master thesis (Toxinology). Instituto
Butantan, Sao Paulo, 2012.

The Bothrops jararaca snake plasma is rich in protease inhibitors, some of which
have inhibitory activity on toxins from its own venom. One of these, which has a
molecular mass of 110 kDa, is a potent inhibitor of cysteine-peptidase and releases a
peptide that induces contraction of homologous smooth musculature. For these
characteristics this protein, named BjHK (Bothrops jararaca High Molecular Weight
Kininogen) was correlated to mammalian high molecular weight kininogens.
Moreover, it was found that this protein inhibits metalloproteases present in the B.
jararaca venom. This effect was also observed in human high molecular weight
kininogen and correlated to portions of the domain 5 of this protein. The aim of this
project is to search for homologies between BjHK and the human kininogen, as well
as a possible inhibitory activity of this protein on platelet aggregation and cells
adhesion. These activities were also described in human high molecular weight
kininogen. By mass spectrometry we identified the presence of homology to the
protein BJ46a isolated from the same snake plasma, described with an anti-
hemorrhagic factor. The BJ46a (BjHK) shows no homology with the human
kininogen, but it has common characteristics to this protein. We identified probable
regions responsible for the cysteine-peptidase and metalloproteinases inhibition and
sequences described as hypotensive peptides from B jararaca plasma and a
sequence possibly responsible for the inhibition of platelet aggregation. On platelets,
the BjHK presented an inhibitory activity when thrombin was used as agonist. In
addition, BjHK inhibited changes in leukocyte-endothelium interactions induced by
the B. jararaca venom, probably due to its inhibitory activity on the venom
metalloproteases. Our data have suggested that BjHK and BJ46a are the same
protein, in different states of complex. The BjHK could be the dimerized or trimerized
structure of BJ46a, being a protein belonging to the type 3 cystatins superfamily due
to the fact that it has structural homology to the fetuins.

Key words: Mass spectrometry, Purification of protein, Snakes, Kininogen and
Kallikrein
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1. INTRODUCAO

Os acidentes ofidicos constituem um importante problema de salde publica
por sua frequéncia e gravidade, sendo, atualmente, reconhecidos pela Organizacao
Mundial de Saude como parte do grupo de Doencas Tropicais Negligenciadas
(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2010). No Brasil, as serpentes do género
Bothrops sado responsaveis por 87% dos acidentes por serpentes peconhentas
(OLIVEIRA et al., 2009).

O género Bothrops compreende mais de 30 espécies e subespécies que
estdo distribuidas desde o sul do México até a Argentina, e em algumas llhas do
Caribe. No Brasil, esse género compreende varias espécies, dentre as quais estdo
as serpentes popularmente conhecidas como jararaca (Bothrops jararaca) (figura 1),
jararacussu (Bothrops jararacussu), urutu-cruzeiro (Bothrops alternatus), jararaca-
pintada (Bothrops neuwiedi) e cai¢caca (Bothrops moojeni) (MELGAREJO, 2003).

Figura 1 — Serpente Bothrops jararaca

Bothrops jararaca é uma serpente peconhenta cuja distribuicao geogréfica no
Brasil compreende desde o sul da Bahia até o Rio Grande do Sul, sendo a espécie

mais comum no Sudeste e a principal causadora de acidentes nesta vasta area
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geogréfica. Possui colorido muito varidvel, apresentando desde tons castanhos
claros até coloracdo quase completamente preta, que formam figuras em padrbes de
“V” invertido. Agil, sobe com facilidade em arbustos e telhados baixos.

O tamanho médio dessa serpente é de aproximadamente 1 metro de
comprimento; nasce principalmente entre fevereiro e margo, em ninhadas
compostas de 3 a 35 filhotes, medindo em torno de 20 cm de comprimento, podendo
atingir de 90 a 120 cm de comprimento na fase adulta. Sua denticdo € solendglifa:
possui 0 osso maxilar reduzido e carrega em cada maxila um desenvolvido dente
para inoculagdo de veneno, o qual possui internamente, ao longo do seu
comprimento, um canal por onde passa o veneno (HOGE; ROMANO HOGE, 1978,
1979).

O aparelho de veneno consiste de pares de glandulas, dutos e presas. Com
relagdo a glandula, esta é formada por uma bainha de tecido conjuntivo invadida por
musculos que se contraem durante a descarga de veneno e se localiza na regido
supralabial, posterior aos olhos (KLEMMER, 1968).

Nos envenenamentos botrépicos ocorrem sérios distdrbios hemostéticos e
intensa reacgdo inflamatoéria no local da picada, com presenca de edema, dor e
hemorragia, podendo haver necrose, resultando em graves perdas teciduais com
sequelas que podem desabilitar o individuo no trabalho (ROSENFELD, 1971;
CARDOSO et al., 1993; FRANCA; MALAQUE, 2003).

A resisténcia de serpentes e de alguns mamiferos aos efeitos tdxicos do
veneno de serpentes € conhecida de longa data. Varias proteinas foram isoladas do
sangue destes animais sendo descritas como fatores anti-hemorradgicos (DOMONT
et al, 1991; THWIN; GOPALAKRISHNAKONE, 1998). Esses fatores sdao
glicoproteinas acidicas, termoresistentes e sem atividade enziméatica (DOMONT et
al.,, 1991). Aparentemente inibem especificamente metaloproteinases dos venenos
ofidicos através da formag¢@o de complexos ndo covalentes, ndo atuando sobre
serinoproteinases (DOMONT et al., 1991; THWIN; GOPALAKRISHNAKONE, 1998).

O plasma de serpentes Bothrops jararaca é rico em inibidores de proteinases
(CHUDZINSKI-TAVASSI et al., 1995). Duas proteinas foram isoladas do plasma da
serpente Bothrops jararaca capazes de inibir metaloproteinases isoladas de venenos
ofidicos tais como jararagina, atrolisina C e bothropasina (TANIZAKI et al., 1991;

VALENTE et al., 2001).
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Além destas, um potente inibidor de cisteino-peptidases também foi isolado
do plasma dessa serpente (CHUDZINSKI et al., 1989). Essa proteina foi relacionada
ao cininogénio de mamiferos pertencente ao sistema calicreina-cinina e foi
denominada de Bothrops jararaca High molecular weight Kininogen — BjHK. Essa
relagdo deve-se ao fato dessa proteina apresentar massa molecular de 110 kDa,
liberar peptideo ativo sobre musculatura lisa homoéloga, além de ser um potente
inibidor de cisteino-peptidases (CHUDZINSKI et al., 1989).

A BjHK, bem como o cininogénio de alta massa molecular isolado do plasma
humano, apresentaram uma potente atividade inibitéria sobre atividades
hemorrdgicas decorrentes do veneno de Bohtrops jararaca dependentes de
metaloproteinases, atividade até entdo ndo descrita para essas proteinas
(GONCALVES; CHUDZINSKI-TAVASSI, 2004).

Estudos posteriores mostraram que, no cininogénio humano, a regido
responsavel pela inibicdo de jararagina, uma metaloproteinase isolada do veneno de
Bothrops jararaca, é uma porgéo rica em histidina e glicina localizada no dominio 5
dessa proteina (GONCALVES et al., 2003).

Quanto a BjHK, ou qualquer outro cininogénio de répteis, ndo se conhece a

estrutura quimica ou func¢ao fisioldgica.

1.1. O sistema calicreina-cinina

O sistema calicreina-cinina é composto de pré-calicreina, calicreina tecidual
ou pré-calicreina, calicreina plasmatica, cininogénios, cininas, cininases e enzimas
conversoras de cininas. Pro-calicreina da origem a calicreina tecidual que age sobre
cininogénio de baixa massa molecular liberando calidina. A calidina pode sofrer agéo
de aminopeptidases dando origem a bradicinina. Cininases podem degradar tanto
cininas quanto seus precursores. (MORAIS et al., 1999).

O primeiro relato sobre o sistema calicreina-cinina data de 1928 por Frey e
Kraut. Esses autores observaram o efeito hipotensivo da urina humana quando
injetada na corrente sanguinea de cachorros.

Anos depois, descobriu-se que a origem desta substancia hipotensora era no
pancreas, resultando no nome de calicreina, pois em grego Kallikreas significa

pancreas. Eugen Werle, em 1937, realizou experimentos com calicreina misturada
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ao soro sanguineo e concluiu que uma nova substancia estava sendo gerada, a qual
era capaz de contrair o ileo isolado de cobaias.

A ativagcdo do sistema calicreina-cinina por mecanismos fisiologicos e
fisiopatolégicos abrange vérias atividades vasculares e celulares que derivam
dessas vias. A atividade vascular do sistema calicreina-cinina inclui regulagdo da
pressdo sanguinea e risco de trombose. A atividade celular inclui proliferacdo
celular, angiogénese, apoptose e inflamagéo (SCHMAIER; MCCRAE, 2007).

O contato do plasma com superficies carregadas negativamente ocasiona a
ligagéo e ativagéo do fator Xll (fator Hageman), resulta na ativagédo da pré-calicreina
plasmética para calicreina pela ativacdo do fator Xll e clivagem do cininogénio de
alta massa molecular pela calicreina produzindo bradicinina (KAPLAN, 1997).

A bradicinina foi relatada primeiramente em 1949 por Rocha e Silva e
colaboradores, que descreveram um potente agente vasodilatador liberado do
plasma humano utilizando o veneno da serpente Bothrops jararaca. Mais tarde
estudos mostraram que a calicreina poderia ser encontrada em outros tecidos
participando do sistema calicreina-cinina em uma grande diversidade de processos
fisiopatolégicos (COSTA-NETO et al., 2008).

As cininas fazem parte de um grupo de peptideos que incluem um
nonapeptideo bradicinina (BK) e um decapeptideo Lys-BK, também chamado de
calidina. A Lys-BK pode ser convertida em bradicinina pela agédo de
aminopeptidases. A formacdo das cininas ocorre pela acdo das calicreinas
plasmética e tecidual, as quais clivam os cininogénios liberando um peptideo
vasoativo denominado cinina (bradicinina) ou lys-bradicinina (calidina). A calicreina
plasmética é uma serinoproteinase sintetizada nos hepatocitos e circula no plasma
na forma inativa pré-calicreina ligada ao cininogénio de alta massa molecular
(BHOOLA, 1992; MANDLE, 1976). A calicreina tecidual € uma glicoproteina &cida, a
qual difere da calicreina plasmatica por possuir ampla distribuicdo em rins, vasos
sanguineos, sistema nervoso central, pancreas, intestino, glandulas salivares, baco
e neutréfilos (BHOOLA, 1992; ZHAO, 2001; MAHABEER et al., 2000). Calicreina
tecidual é sintetizada como uma proenzima chamada pré-calicreina, a qual é ativada
por plasmina ou calicreina plasmética. A calicreina tecidual libera Lys-BK pela acao
da calicreina tecidual sobre o cininogénio de baixa massa molecular

(DOBROVOLSKY et al., 2002).
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As cininas desempenham um papel importante na contragdo da musculatura
lisa visceral, vasodilatacdo por promover a liberacdo de o6xido nitrico (NO) do
endotélio vascular, aumento da permeabilidade vascular, promo¢do da quimiotaxia
dos leucdcitos, transmissdo da resposta de dor através do nervo terminal sensorial e
desenvolvimento de hipotensdo sanguinea (SAXENA et al., 2011).

As acdes biolégicas e efeitos farmacoldgicos das cininas sdo mediados por
dois tipos diferentes de receptor, denominados Bl e B2, que sdo membros da
superfamilia da proteina G (figura 2). As atividades das cininas estdo diretamente
relacionadas aos efeitos em seus receptores. Os receptores Bl e B2 estédo
localizados no endotélio vascular, nervo sensorial aferente, células da musculatura
lisa e células epiteliais (SAXENA et al., 2011).

H-Kininogen L-Kininogen

Plasma Tissue
Kallikrein Kallikrein

Bradykinin

Kininase |
|{Carboxypeptidase)

das-Arg™ Kallidin
des-Arg® Bradykinin Inactive
Peptides

B.I %

\G-Pruteins/

Lys-Bradykinin
(Kallidin)

Kininase I
{ACE)

Figura 2 - Esquema de varios componentes do sistema calicréina-cinina
adaptado de Saxena e cols. (2011).
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Os receptores B1 raramente séo expressos em tecido normal. Existe aumento
do numero de receptores B1 em tecidos inflamados, carcinomas, artrite reumatoide,
rejeicdo a transplante e glomerulonefrite (BHOOLA, 1992; DRAY et al., 1993). A
atividade farmacoldgica do receptor B1 é regulada por des-Arg9-BK e des-Arg10-
kallidin (figura 2). Os receptores B2 estdo presentes na maioria dos tecidos, sendo
ativados pela BK e lys-BK, sdo responsaveis pela maioria dos efeitos das cininas.
Sua ativagdo implica em hipotenséo, broncoespasmo e no desenvolvimento de
edema (WOLLERT et al., 1997).

A quantidade de cininas depende do aumento da producgéo e do metabolismo
de um grupo de enzimas denominadas cininases. As cininas sdo degradadas em
fluidos extracelulares e dentro de células por 2 enzimas (cininases | e Il). A cininase
I, uma carboxipeptidase, metaboliza a cinina pela remocéo da arginina da porgéo
carboxi-terminal; e a cininase I, pela remocdo de Phe-Arg da porcdo carboxi-
terminal. Cininase Il € a mesma enzima conversora de angiotensina que inativa
angiotensina | (SAXENA et al., 2011).

Em animais filogeneticamente distintos como os répteis, principalmente
jacarés e tartarugas, ocorre a liberacdo de cininas quando o plasma entra em
contato com superficies carregadas negativamente, como observado em mamiferos.
Durante a evolugdo, aves perderam uma enzima da fase de contato, possuindo
todos os componentes menos o fator Xll, no entanto esse fator pode ser transferido
do plasma de mamiferos ou répteis, o que comprova essa perda (ERDOS et al.,
1967; SEKI et al., 1973; CONLON, 1998).

Por muitos anos, a existéncia do sistema calicreina-cinina em espécies
diferentes dos mamiferos foi controversa. Estudos mostram que o tratamento do
plasma de certas aves (ex. pombos e patos) e répteis (ex. jacarés e tartarugas) com
esferas de vidro e/ou calicreina pancreatica e pancreética porcina liberou um
material como a bradicinina, que possui a capacidade de contrair Utero de rata e
induzir hipotensdo em coelhos, no entanto a relagdo dessa substancia com aquela
de mamiferos é desconhecida (CONLON, 1998).

Do plasma de galinha isolou-se uma proteina de 74 kDa que induziu
contracdo de musculatura lisa homologa, a qual denominou-se ornito-cininogénio
(KIMURA et al., 1987). Esta proteina foi incubada com o plasma bovino contendo

calicreina, mas a ativagdo por contato do plasma de galinha com superficie
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carregada negativamente ndo formava cinina, indicando a auséncia de pré-
calicreina, ativador analogo do fator Xl de mamiferos.

O tratamento do plasma de tartaruga ou jacaré com esferas de vidro na
presenca de inibidor de cininase forma cinina com substituicdo de um residuo de
aminoacido conforme observado na figura 3, quando comparados com bradicinina.
Fica claro a presenca de componentes do sistema calicreina-cinina encontrados em
mamiferos. No entanto, plasma de outros répteis quando submetidos as mesmas
condigdes, ndo apresentam a liberagdo de cinina, existindo a hipotese de auséncia

do cininogénio no sangue.

Human Arg-Pro-Pro-Gly-Phe Pro-Phe-Arg
Chicken - - - - - Thr - Leu -
Alligator - - - - - - -
Python Ala - - - - - -
Turtle - - - - - - -

Figura 3 — Comparacédo da estrutura primaria de bradicinina com a
encontrada em anfibios, adaptado de Colon e cols.
(1998).

No sangue de anfibios ndo existe a presenca do sistema calicreina-cinina,
contudo, na pele de alguns anfibios foram detectados peptideos relacionados com a
bradicinina. Em peixes, o plasma tratado com esferas de vidro em condi¢bes ja
comparadas ao plasma de mamiferos e répteis ndo gera bradicinina, porém quando
tratado com calicreina porcina tecidual ou plasmatica, gera um peptideo vasoativo, o
que indica assim a presenca de cininogénio (CONLON, 1998). J& foi isolado
cininogénio do plasma de lampreia.

Em serpentes, particularmente Bothrops jararaca, tanto o sistema calicreina-
cinina quanto os sistemas de controle da hemostasia tém muitas particularidades
(NAHAS et al.,, 1973; LAVRAS et al., 1979; NAHAS et al., 1981; CHUDZINSKI-
TAVASSI et al, 1995). Embora inicialmente descrito como desprovido do Fator XII,

pré-calicreina e cininogénio (LAVRAS et al., 1979), verificou-se posteriormente que o
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plasma dessa espécie de serpente quando incubado com tripsina gerava um
peptideo ativo em oviduto de serpentes. No entanto, esse peptideo era inativo em

preparacdes farmacologicas (ABDALLA et al., 1989).

1.2. Cininogénio

As cisteino-peptidases podem ser inativadas por inibidores protéicos naturais,
presentes em tecidos de mamiferos, que foram descritos pela primeira vez na
década de 1950 e, posteriormente, denominados cistatinas (BARRET 1986, 1987).
Atualmente s&@o conhecidas trés familias de cistatinas (I, Il e Ill). Na familia | estdo as
cistatinas A e B (também denominadas estefinas A e B) e a estefina C bovina, que
sdo proteinas pequenas (100 residuos de aminoéacidos, 11kDa) e sem pontes
dissulfeto. As cistatinas C, D, S e a cistatina presente em ovo de galinha séo
membros da familia Il e sdo proteinas maiores (120 residuos de aminoacidos, 13
kDa) e com duas pontes dissulfeto. Finalmente, na familia Il estdo os cininogénios
de alto (110 kDa) e de baixa massa molecular (60 kDa), produtos de um mesmo
gene (KITAMURA et al, 1985; TAKAGAKI et al, 1985). Em ratos, um terceiro
cininogénio foi identificado, o T-cininogénio (OKAMOTO; GREENBAUM, 1983), que
também tem atividade inibitéria sobre cisteino-peptidases (MOREAU et al., 1986).

Passadas varias décadas, muitos cininogénios foram identificados em
mamiferos (PIERCE, 1968; SEMBA et al., 2000) e em outros animais incluindo
anfibios (LAl et al., 2001; MCCRUDDEN et al., 2007), peixes (YLONEN et al., 1999,
2002) e insetos (ZHOU et al., 2006), os quais possuem diferentes estruturas e
funcdes. No plasma de mamiferos, h& 2 tipos de cininogénio: cininogénio de alta e
baixa massa molecular (CAMM e CBMM, respectivamente), com excec¢ao de ratos,
0S quais possuem um terceiro cininogénio denominado de T-cininogénio. Os CAMM
e CBMM séo derivados de um unico gene K, com padrdo combinado de splicing
alternativo com calda polyA, enquanto que o T-cininogénio é codificado pelo gene T
(ZHOU et al., 2007; LALMANACH et al., 2010).

Os cininogénios humano séo glicoproteinas constituidas por cadeias
polipeptidicas Unicas, que apds a acdo das calicreinas e consequente liberagdo de
cininas, ficam compostos por uma cadeia pesada N-terminal ligada por uma ponte

dissulfeto a uma cadeia leve C-terminal (COLMAN; SCHMAIER, 1997; SAINZ;
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PIXLEY; COLMAN, 2007). A cadeia pesada é a por¢do da molécula responsavel
pela inibicdo das cisteino-peptidases. Quando esta é comparada com as sequéncias
de aminoacidos dos inibidores de cisteino-peptidases de baixa massa molecular
cistatinas e estefina, verifica-se um alto grau de homologia, principalmente em
relacdo a sequéncia mais conservada — Glutamina, Valina, Alanina e glicina
(QVVAG) (OHKUBO et al, 1984). Alguns inibidores peptidicos sintéticos séo
baseados nesta sequéncia mais conservada das cistatinas (LALMANACH et al.,
1993, 1995).

O mapa do gene corresponde a 3qg26-gter, o qual possui localizagao
homdéloga a a;HS-glicoproteina rica em histidina (FONG et al., 1991; RIZZU et al.,
1995). Possui 11 éxons e consiste de 27 Kb sintetizando um Gnico RNAm para
ambos os cininogénios de alta e baixa massa molecular por splicing alternativo. Os
cininogénios compartilham a regido que codifica os primeiros 9 éxons, uma parte do
éxon 10 que contém a sequéncia da bradicinina, e os primeiros 12 aminoacidos
seguintes a sequéncia carboxi-terminal da bradicinina (COLMAN; SCHMAIER,
1997).

Os 2 RNAm dos cininogénios codificam 2 proteinas separadas: o cininogénio
de baixa massa molecular, uma B-globulina de 66 kDa com concentragdo no plasma
de 160pg/ml (2,4 pmol/l) e ponto isoelétrico de 4,7, e o cininogénio de alta massa
molecular, uma a-globulina de 120 kDa com concentragdo no plasma de 80 pg/ml
(0,67 umol/l) e ponto isoelétrico de 4,3 (JACOBSEN, 1967).

Os cininogénios s&o sintetizados no figado (TAKAGAKI et al, 1985;
KITAMURA et al., 1985), mas nas células endoteliais da veia umbilical humana foi
verificado RNAm para o cininogénio de alta massa molecular que é capaz de
sintetizar a proteina (SCHMAIER, 1988).

Os cininogénios sdo proteinas compostas de multiplos dominios, cada um
associado a um tipo de atividade. A ligag&o do cininogénio com receptores celulares
facilita a liberagdo da bradicinina, que pode ligar aos receptores, influenciando o
local de agdo celular. Os cininogénios estdo divididos em 3 porgdes: a cadeia
pesada que é comum para ambos 0s cininogénios, a bradicinina e a cadeia leve que

€ Unica para os cininogénios (Figura 4).
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Figura 4 — Estrutura dos cininogénios humano e seus dominios adaptado de
Colman e Schmaier, 1997.

Os dominios 1 ao 3 compreendem a cadeia pesada dos cininogénios. O
dominio 4 é a regido da bradicinina. O dominio 5, para o cininogénio de baixa massa
molecular, é unico com 4-kDa da cadeia leve. Os dominios 5 e 6 do cininogénio de
alta massa molecular sdo Unicos para essa proteina e correspondem a cadeia leve
(COLMAN; SCHMAIER, 1997).

Pouco se sabe sobre as fungBes do dominio 1, exceto que possui uma alta
afinidade com sitios de ligacdo de calcio e é capaz de inibir o fator natriurético
(ISHGURO et al., 1987).

Os dominios 2 e 3 conttm uma sequéncia de aminoacidos altamente
conservados QVVAG presentes em inibidores de cisteino-peptidase. O dominio 3
possui outras funcdes, pois apresenta uma sequéncia que liga as plaquetas e
células endoteliais. Em plaquetas ativadas, uma sequéncia do dominio 3 é capaz de
inibir a-trombina, ou seja, essa sequéncia compete com a trombina pela ligagdo com
as plaguetas mimetizando a sequéncia GPIb das plaquetas pela ligagdo com a
trombina (MELONI; SCHMAIER, 1991; JIANG et al., 1992; PURI et al., 1991).

O Cininogénio de alta massa molecular quando clivado pela calicreina libera
bradicinina e forma o cininogénio de alta massa molecular ativado (CAMMa) que
conttm uma cadeia pesada ligada a cadeia leve por uma ponte dissulfeto
(COLMAN; SCHMAIER, 1997; SAINZ; PIXLEY; COLMAN, 2007).
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O dominio 4 é a regido da bradicinina que é um nonapeptideo (Arg-Pro*
Pro®-Gly*-Phe®-Ser®-Pro’-Phe®-Arg® liberado pela clivagem do CAMM pela agéo da
calicreina que possui muitas fungbes, dentre elas a de inibidor de a-trombina
(TAKAGAKI et al.,, 1985; KITAMURA et al., 1985), possui uma atividade
vasodilatadora pela estimulagdo da producé@o de metabdlitos de acido aracddnico e
oxido nitrico, € um potente estimulador para ativador de tecido tipo plasminogénio (t-
PA) liberado em humanos e coelhos (BROWN et al., 1999), age em processos
inflamatérios, edema e dor resultando em vasodilatacdo e no aumento da
permeabilidade de microvasos (COLMAN; SCHMAIER, 1997; SAINZ; PIXLEY;
COLMAN, 2007; LALMANACH et al., 2010 ).

A ligacdo do dominio 5 com células é responsavel pela acéo antiadesiva do
CAMMa que pode deslocar fibrinogénio de neutrdfilos e plaquetas (GUSTAFSON et
al., 1989) e inibir a adesdo e espraiamento de células osteosarcoma sobre
vitronectina, a proliferacdo de células endoteliais e a angiogénese (COLMAN et al.,
2000).

Peptideos derivados do dominio 5 do cininogénio de alta massa molecular, os
quais estdo classificados como regido ligadora de células, induzem apoptose celular,
inibem angiogénese e séo bactericidas (ZHANG et al., 2002; NORDAHL et al.,
2005).

O dominio 6 contém sitios de ligac&o para pré-calicreina e fator XI (COLMAN,
1994).

1.3. Resposta inflamatéria (Dominio 5)

Além de participar do processo inflamatério agudo com a liberagdo da
bradicinina, o cininogénio de alta massa molecular, uma vez clivado pela acdo da
calicreina, exibe propriedades antiadesiva e antiinflamatoria (COLMAN, 1996).

Essas propriedades séo relacionadas ao dominio 5 da proteina, que possui
propriedades antiangiogénica (COLMAN et al., 2000), antiinflamatéria (CHAVAKIS et
al., 2001), de inibicdo da proliferacdo e de inducdo da apoptose de células
endoteliais (GUO et al., 2001), anti-tromboética (CHAVAKIS et al., 2002b) e de
inibicdo da agregacgéo plaquetaria induzida por trombina (CHAVAKIS et al., 2002a).
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1.4. Inibicdo da agregacdo plaquetéaria e atividade antiadesiva do cininogénio

de alta massa molecular humano (CAMM)

Os cininogénios possuem atividade anti-trombdética, tanto o de baixo quanto o
de alta massa molecular, sendo que 5% de sua concentracdo fisiol6gica induz o
bloqueio pela trombina da agregacao plaquetaria e libera serotonina pela inibicdo da
trombina (MELONI; SCHMAIER, 1991). A regido do cininogénio que inibe a trombina
tem sido associada com os dominios 3 e 4, a regido da bradicinina (JIANG et al.,
1992; HASAN et al., 1996). Os 5 primeiros aminoicidos que compreendem o
peptideo da bradicinina — arginina, prolina, prolina, glicina e fenilalanina (RPPGF),
promovem uma ligacdo forte no sitio da trombina pela ligagdo com receptores da
atividade por proteinase (PAR) 1 e 4 para prevenir a clivagem pela trombina. A
sequéncia RPPGF, in vitro, inibe a agregacgédo plaquetéria por coldgeno, entretanto a
mesma sequéncia em experimentos in vivo possui um efeito pré-agregante (HASAN
et al., 1999, 2003).

Os cininogénios exercem atividade inibitéria sobre agregacdo plaquetaria por
trés por¢cbes da sua molécula: uma regido do dominio 3 compete com a trombina
para a ligacdo a glicoproteina Ib; metabdlitos da bradicinina podem prevenir a
clivagem do receptor PAR ativado por trombina e o dominio 5 no cininogénio de alta
massa molecular inibe a adesdo e a agregacao plaquetaria bloqueando a interacao
entre a integrina o3 € vitronectina (CHAVAKIS et al., 2002a).

Além disso, o CAMM possui atividade antiadesiva, inibindo o espraiamento de
células de osteosarcoma e melanoma sobre uma matriz de vitronectina, e de células
endoteliais, plaquetas e células mononucleares do sangue sobre matrizes de
vitronectina ou fibrinogénio, particularmente apés a clivagem pela agéo da calicreina,
resultando na proteina livre de cinina (CAMMa) (ASAKURA et al., 1992).

1.5. Acdo da BjHK e do CAMM sobre metaloproteinases de venenos ofidicos

A BjHK foi capaz de inibir atividades do veneno de serpentes Bothrops
jararaca, nas quais metaloproteinases estavam envolvidas direta ou indiretamente
(GONCALVES; CHUDZINSKI-TAVASSI, 2004), entretanto, diferentemente do
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descrito para outros fatores anti-hemorragicos, sem a formagdo de complexo
proteinase-inibidor.

Estudando-se o cininogénio de alta massa molecular humano, uma proteina
teoricamente com algumas caracteristicas homdlogas observadas no BjHK, porém
com estrutura e sequéncia conhecida, verificou-se que este também possui atividade
inibitdria sobre a atividade hemorragica do veneno total de Bothrops jararaca e sobre
uma metaloproteinase isolada desse veneno (GONCALVES; CHUDZINSKI-
TAVASSI, 2004), a jararagina (PAINE et al, 1992), mas n&o sobre outras
metaloproteinases de matriz tais como MMP2 e MMP9. Estes efeitos até entdo ndo
haviam sido descritos para essa proteina.

Utilizando peptideos sintéticos verificou-se que esse efeito inibitério esta
relacionado a regibes ricas em histidina e glicina do dominio 5 do CAMM
(GONCALVES et al., 2003).
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2. OBJETIVO

Tendo em vista as seguintes consideragoes:

e A estrutura da molécula de BjHK ndo é conhecida, bem como a

estrutura de nenhum outro cininogénio de répteis;

e Tanto a BjHK quanto o CAMM inibem metaloproteinases presentes no

veneno de Bothrops jararaca,;

¢ No CAMM esta atividade inibitoria esta relacionada a por¢des ricas em

histidina e glicina do dominio 5 dessa proteina;

¢ O dominio 5 do CAMMa promove inibicdo da agregacdo plaquetéria, e

possui propriedades antiagregantes;

Este projeto visa estabelecer similaridades entre a BjHK e o CAMM através da
andlise estrutural da BjHK por sequéncia de amino&cidos e espectrometria de
massas, particularmente procurando semelhancas com a regido do CAMM
responsavel pela inibicAo de metaloproteinases do veneno de B. jararaca e a
sequéncia do peptideo liberado da BjHK apds acdo de proteinases, procurando
semelhancas com a bradicinina. Além disso, como atividade inibitéria do CAMM
sobre metaloproteinases esta relacionada ao seu dominio 5, atividades presentes
nesse dominio do CAMM também serdo estudadas na BjHK. Para isso optou-se

pelo estudo da agdo da BjHK sobre agregacao plaquetéria e adeséo celular.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Material

3.1.1. Animais

Exemplares de ambos os sexos adultos de serpentes Bothrops jararaca,
provenientes de diversas localidades, foram fornecidos pelo Laboratério de
Herpetologia do Instituto Butantan. As serpentes eram recebidas no Laboratério de
Fisiopatologia do Instituto Butantan um dia antes do procedimento, jA& que as
mesmas ficavam no Laboratério de Herpetologia no minimo por 10 dias para que
pudessem recuperar-se de um possivel estresse causado pela captura e transporte
até o Instituto. O peso médio das serpentes utilizadas foi de 350 g. O procedimento
foi aprovado pela Comissdo de Etica no uso de animais do Instituto Butantan,

protocolo nimero 745/10.

3.1.2. Insumos/marcas

- Insumos marca Sigma (St. Louis, USA): Albumina bovina, Acido iodoacético,
EDTA, Tris-HCI, DTT, PMSF, Glicerol, Vermelho de fenol, AQNOs, Papaina, Z-FR-
MCA, B-mercaptoetanol, Glicina, PGE1, Trombina, CaCl,, Oxalato de amonio,
KH,PO,, HEPES, Colageno, TEMED, Citrato de sédio, DMSO, L-cisteina, SDS, KCI-
HCI, MgCl,, Azul Comassie R250;

- Insumos marca Merck (Darmstadt, Germany): Butanol, Azul de bromofenol,
Triton X-100, H3PO4, Formaldeido, Metanol;

- Insumos marca Vetec (RJ, Brasil): Acido acético, Etanol, Persulfato de
amonio;

- Insumos marca Fischer (New Jersey, USA): NaCl;

- Insumos marca Synth (SP, Brasil): NaHCO3;, NaOH;

- Insumos marca Anidrol (SP, Brasil): HCI;

- Insumos marca BioRad (California, USA): Acrilamida;

- Insumos marca Naturalis (SP, Brasil): Lecitina de soja;
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- Insumos marca Holliday Scott (Buenos Aires, Argentina): Xilazina;

- Insumos marca Agner Unido (Embu-guacu, SP): Cloridrato de quetamina;

3.1.3. Solugdes e reagentes

Todas as solucdes foram preparadas em agua deionizada Milli-Q Millipore
(Darmstadt, Germany).

Coleta de sangue serpente

- Tiopental Sadico (30mg/kg);

- Anticoagulante citrato de sédio 3,8%;

- Solugdo com inibidores: PMSF 1 mM, EDTA 1 mM, Tris-HCI 50 mM, NaCl 30
mM.

Cromatografias

- Tampao de ativacao: NaH,PO, 100 mM, L-cisteina.HCI 2 mM, EDTA 1 mM,
DMSO 4%, pH 6,0;

- Papaina;

- Acido iodoacético 10 mM;

- Tampao dialise: NaHCO3 100 mM, NaCl 500 mM, pH 8,3;

- Solugéo acida: HCI 150 mM, NaCl 500 mM, pH 2,0;

- Solucéo de bloqueio: Tris-HCI 100 mM, pH 8,0;

- Solugcdo NaOH 100 mM, NaCl 500 mM;

- Solugéo acida HCI 100 mM, NaCl 500 mM;

- Solucédo NaCl 1M;

- Tampao equilibrio: Tris-HCI 50 mM, EDTA 1 mM, PMSF 1mM, NaCl 30 mM,
pH 8,0;

- Tampéo Tris-HCI 50 mM, EDTA 1 mM, PMSF 1mM, NaCl 100 mM, pH 8,0;

- Tampé&o Tris-HCI 50 mM, EDTA 1 mM, PMSF 1mM, NaCl 200 mM, pH 8,0;

- Tampé&o Tris-HCI 50 mM, EDTA 1 mM, PMSF 1mM, NaCl 300 mM, pH 8,0;

- Tampao de equilibrio: Tris-HCI 100 mM, pH 7,0;

- Solucéo acida: KCI-HCI 500 mM, pH 2,0;

- Tamp&o de neutralizagao: Tris-HCI 1 M; pH 8,0;

- Solucéo dialise: Tris-HCI 20 mM, NaCl 30 mM, pH 8,0;
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- Solucéo dialise: NaCl 150 mM;

Ensaio de inibigéo de cisteino-peptidase
- Tampéao de ativagdo com DTT: NaH,PO, 400 mM, EDTA 4 mM, DTT 8 mM,
pH 6,8.

Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

- Acrilamida 30%: acrilamida 29% e N,N’-metilenobisacrilamida 1%;

- Tampé&o Tris-HCI pH 8,8: tampéo Tris-HCI 1,5 M e SDS 0,1%, pH 8,8;

- Tampéo Tris-HCI pH 6,8: tamp&o Tris-HCI 0,5 M e SDS 0,1%, pH 6,8;

- TEMED;

- Solucéo de persulfato de amoénio: persulfato de amoénio 10%;

- Butanol: n-butanol 91%;

- Tampao de amostra redutor 5 X: tampao Tris-HCI 50 mM pH 6,8, azul de
bromofenol 0,1%, glicerol 10%, 3-mercaptoetanol 100 mM e SDS 2%;

- Tampao de amostra ndo redutor 5 X: tampéo de amostra redutor 5X sem -
mercaptoetanol;

- Tampéo de corrida: tampé&o Tris-HCI 25 mM, glicina 192 mM e SDS 0,1%,
pH 8,3;

- Solucdo corante: 4cido acético glacial 10%, etanol 45% e azul Coomassie
R250 0,25%;

- Solucédo descorante: acido acético glacial 10% e etanol 30%;

- Solucéo secante: acido acético glacial 10% e etanol 50%;

- Solucéo stop + formaldeido 37%: Metanol 50%, acido acético 12%;

- Etanol 30%;

- Tiossulfato de sédio 50%;

- Solugéo de prata: AgQNO3 20%, formaldeido 37%;

- Solucéo reveladora: Na,CO3 30%, formaldeido 37%, tiossulfato de sédio
50%;

- Solucéo stop: Metanol 50%, acido acético 12%, formaldeido 37%.

Exclusao molecular

- 0,1% TFA,
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- 5% TFA,

- 3% Acetonitrila;

- 60% Acetonitrila;

- 40% Acetonitrila, 0,1% acido féormico;
- Bicarbonato de aménio 50 mM;

- Detergente RapiGest SF 0,2%;
-DTT 100 mM;

- lodoacetamida 300 mM;

- Tripsina 50 ng/pl.

Agregacao Plaquetaria

- Anticoagulante ACD: &cido citrico 10 mM, citrato de sodio 85 mM, dextrose
111 mM;

- PGEy;

- Solugdo Tyrode: NaCl 137 mM, KCI 2.7 mM, NaH,PO4.H,O 3 mM, HEPES
10 mM, Glicose 5.6 mM, MgCI2 1 mM;

- Solucéo Tyrode + apirase, pH 6,2;

- Solucéo Tyrode + CaCly;

- Trombina 4,3 U/ml;

- Colageno 107,5 p/ml;

- Solucdo UNOPETTE: oxalato de Amdnio, Timerosol.

Efeito de BjHK na interac&o leucécito-endotélio

- Anestésico: cloridrato de quetamina e xilazina.

Quantificagdo de proteina por Bradford
- Reagente de Bradford: comassie brilhante blue G-250, Etanol 95%, H3PO4
85% (p/v).

3.1.4. Resinas
- DEAE-Celulose (Sigma, St. Louis, USA);
- Sepharose-4B-CNBr (GE Heathcare, United Kingdom).
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3.1.5. Equipamentos

- Econo UV monitor (BioRad, California, USA); Registrador/Chort Recorder
(BioRad, California, USA); Bomba peristaltica (GE Heathcare, United Kingdom);
AggroLink (Chrobo-log corporation, USA); Espectrofluorimetro (Vitor3, Perkin
Elemer, MA, USA); Espctrofluorimetro (Spectramax 190, Cambridge, England);
Centrifuga 5810 R (Eppendorf, Hamburg, Germany).

3.2. Métodos

3.2.1. Coleta do sangue e obtencéo do plasma

O animal foi mantido em cativeiro at¢ o momento do procedimento, foi
anestesiado com solucédo Tiopental sédico (30 mg/Kg), por via subcutanea. Injetou-
se uma dose capaz de promover um estagio de anestesia profunda e duradoura
(cerca de 3 horas), ap6s 45 minutos da administracdo do anestésico (CHUDZINSKI
et al., 1989).

O sangue foi colhido através de wuma incisdo longitudinal, de
aproximadamente 5 cm, na regido ventral proxima ao coragdo que permitiu a
exposicdo da artéria aorta abdominal, a qual foi puncionada. O sangue colhido em
seringas plasticas foi transferido para tubos plasticos contendo anticoagulante citrato
de sodio 3,8% respeitando-se a proporcéo de uma parte desta solugdo para 9 partes
de sangue e mantido em banho de gelo, durante o tempo necessario para processar
a separacao do plasma por centrifugacado durante 15 minutos a 2000xg. O plasma
separado foi aliquotado em tubos falcon contendo solu¢géo com inibidores (PMSF 1
mM, EDTA 1 mM, Tris-HCI 50 mM, NaCl 30 mM), congelados em alcool-gelo seco e

mantidos a -80C°, até o momento do uso.

3.2.2. Cromatografia troca ionica

Utilizou-se 52 ml da resina DEAE-Celulose (Sigma) previamente hidratada em
adgua destilada. Esta foi filtrada em filtro de placa porosa e ressuspendida em 2
volumes de coluna de NaOH 100 mM, NaCl 500 mM e deixada descansar por 10

minutos em temperatura ambiente. A seguir a resina foi filtrada e lavada em 2
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volumes de coluna do mesmo tampé&o, esta etapa foi repetida sem o uso de NaOH.
Procedeu-se mais uma lavagem com HCI 100 mM, NaCl 500 mM, quando terminado
o procedimento a resina foi lavada com agua destilada, até obter um pH 5,0 ou
maior. Em seguida a resina foi lavada com 2 volumes de coluna de NaCl 1M e o pH
ajustado para 7-8 com NaOH. Finalizando, colocou-se 2 volumes de coluna do
tampé&o a ser utilizado na cromatografia (10 vezes concentrado) e em seguida um
fluxo constante de no minimo 5 volumes de coluna do tamp&o uma vez concentrado;
verteu-se a resina em uma coluna pléstica (22 x 1,5cm). A coluna foi equilibrada com
tampéo Tris-HCI 50 mM, pH 8,0 contendo EDTA 1 mM, PMSF 1 mM, NaCl 30 mM,
com um fluxo constante de 18 mi/h, a 4 °C. Uma amostra de 12 ml de plasma diluido
1:2, contendo cerca de 200 mg de proteinas totais, foi aplicada & coluna. A
cromatografia foi realizada a 4 °C e as fragbes foram recolhidas em um fluxo de 18
mi/h. O perfil protéico do efluente foi monitorado em espectrofotdmetro (280 nm).
Apos a coleta do volume do efluente correspondente ao volume aplicado de plasma
e ao volume da lavagem da coluna, pelo tampéo de equilibrio, até a reducdo dos
valores da absorbancia (A 280 < 0,05), a eluigdo do material ocorreu pelo aumento

crescente das concentragdes de NaCl 30 mM, 100 mM, 200 mM e 300 mM.

3.2.3. Preparagdo da Resina de afinidade Carboximetil-papaina-Sepharose (CM-
papaina Sepharose)

Foi dissolvido 50 mg de papaina em tampao fosfato de so6dio 100 mM, L-
cisteina.HCl 2 mM, EDTA dissédico 1 mM e DMSO 4%, pH 6,0. Essa solucdo
permaneceu durante 20 minutos a temperatura ambiente (20-25 °C). Entéo,
adicionou-se 10 mM &cido iodoacético, permanecendo em temperatura ambiente por
mais 30 minutos para que ocorresse a carboximetilacdo da papaina de acordo com
Anastasi e cols. (1983). Realizou-se uma dialise overnight 4 °C em tampéo de
bicarbonato de s6dio 100 mM e Cloreto de sodio 500 mM, pH 8,3. No dia seguinte a
solucdo foi centrifugada a 5000xg por 20 minutos (ANASTASI et al., 1983), o
sobrenadante recolhido e o pellet desprezado. A papaina carboximetilada presente
no sobrenadante foi quantificada espectrofotometricamente em comprimento de
onda 280 nm para que fosse possivel detectar a quantidade de papaina

carboximetilada acoplada na resina Sepharose-4B-CNBr. A eficiéncia da
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carboximetilagéo foi avaliada pela atividade residual da papaina sobre o substrato Z-
FR-MCA.

A papaina carboximetilada foi acoplada a resina Sepharose 4B, ativada por
brometo de cianogénio (CNBr). Adicionou-se 3 gramas de resina em pé em 200 ml
de solugdo acida HCI 150 mM, NaCl 500 mM, pH 2,0. Esta mistura permaneceu por
15 minutos a temperatura ambiente para que a resina fosse hidratada, no final desse
tempo obteve-se um volume de 10 ml de resina. Lavou-se a resina com 100 ml de
solugdo bicarbonato de sédio 100 mM, NaCl 500 mM, pH 8,3 em funil de placa
porosa. A resina foi ressuspendida no menor volume possivel e entdo adicionou-se a
papaina carboximetilada (2 ml da solugdo contendo papaina carboximetilada 2,7
mg/ml) em 9 ml de resina. Essa mistura permaneceu a temperatura ambiente por 4
horas sob agitagéo lenta e por mais 16 horas a 4 °C. Filtrou-se a mistura em funil de
placa porosa acompanhando-se espectrofotometricamente, em comprimento de
onda 280 nm, o contetudo protéico do filtrado. A quantidade do material ndo
acoplado foi estimada, tendo a média de ligagdo de aproximadamente 95%.

A resina foi lavada em 100 ml de tampé&o bicarbonato de sédio 100 mM, NaCl
500 mM, pH 8,3, para a retirada do excesso de ligantes. Em seguida a resina foi
lavada com 100 ml de tampéo Tris-HCI 100 mM, pH 8,0, permanecendo nesse
mesmo tampdo em repouso por no minimo 2 horas para que ocorresse 0 bloqueio

de qualquer atividade de grupos remanescente.

3.2.4. Cromatografia de afinidade

Para a cromatografia de afinidade utilizou-se 6 ml da resina CM-papaina
Sepharose, equilibrada com tampéao Tris-HCI 100 mM, pH 7,0. O plasma (diluido 1:2,
com o mesmo tampéao) ou o efluente obtido da cromatografia de troca ibnica, com
atividade inibitoria sobre a papaina, foi misturado a resina e deixado a temperatura
ambiente sobre agitac&o lenta, por aproximadamente 1 hora. A suspensao a seguir
foi lavada exaustivamente com o tamp&o de equilibrio, até que as leituras de
absorbancia fossem despreziveis (A 280 < 0,05). O material acoplado a resina foi
eluido por acidificagdo com KCI-HCI 500 mM, pH 2,0. Fracdes foram colhidas de 1
ml, as quais foram imediatamente neutralizadas com 50ul de tampao Tris-HCI 1 M,

pH 8,0.
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3.2.5. Quantificacdo de proteinas

As concentracdes de proteinas foram determinadas pelos seguintes métodos:

O perfil protéico das fragdes foi determinado por espectrofotometria (Ultospec
2100 pro) com comprimento de onda 280 nm. Posteriormente, as amostras contendo
proteina foram agrupadas e quantificadas pelo método de Bradford em microplaca
de 96 pocos — foi realizada para cada experimento uma curva padréo variando de
0,0625 mg/ml a 1,5 mg/ml de albumina bovina. Colocou-se 5 ul dos padrdes, branco
e das amostras, adicionou-se 195 pl do reagente de Bradford e homogeneizou-se a
mistura por 30 segundos. Incubou-se a temperatura ambiente e no abrigo de luz por
45 minutos. O registro da reacdo foi realizado no aparelho Spectramax 190
utilizando-se comprimento de onda de 450 nm e 590 nm. Apés leitura foi utilizada a
razdo 590 nm/450 nm para aumentar a sensibilidade do método. A andlise dos
resultados foi realizada no programa SoftMax Pro 4.8 (ZOR; SELINGER, 1996).

3.2.6. Inibicdo da hidrdlise do substrato Z-FR-MCA por inibidor de cisteino-peptidase

Os substratos utilizados foram acoplados a peptideos que contém a sonda
fluorescente 7-amino-4metilcumarina (MCA). Estes quando hidrolisados apresentam
um espectro de absorcdo e emissdo diferentes daqueles da 7-amino-4
metilcumarina (MCA) ligados aos peptideos. O fator limitante no uso destes
substratos é de permitir o estudo da especificidade dos subsitios S (nomenclatura de
Schechter e Berger, 1967). Esta restricdo deve-se ao fato da fluorescéncia aparecer
somente quando ocorre a hidrélise da ligacdo X-MCA (X = diferentes aminoacidos) e
liberagdo do produto MCA fluorescente. O uso do substrato fluorescente Z-Phe-Arg-
MCA (Z-FR-MCA) (Figura 5), tem sido amplamente difundido devido & alta
sensibilidade do método de dosagem do produto fluorescente 7-amino-4-metil-
cumarina (BARRETT; KIRSCHKE, 1981).

O aumento da fluorescéncia é, portanto, proporcional ao numero de
moléculas do substrato clivado pela protease, permitindo assim o monitoramento

direto da velocidade de sua hidrélise em espectrofluorofotdmetro.
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T-amino-4-metil-cumarina (MCA)
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Figura 5 — Estrutura do substrato comercial Z-FR-MCA, onde Z =
carbobenzoxi, Phe = fenilalanina, Arg = arginina e MCA = 7-
amino-4-metil-cumarina.

Deixou-se a papaina (0,1 ug) ser ativada em tampao Fosfato de Sodio 400
mM, EDTA 4 mM, DTT 8 mM, pH 6,8. Em seguida adicionou-se a BjHK (1,0 ug) e
incubou-se a mistura durante 10 minutos a 37°C. Adicionou-se o0 substrato Z-FR-
MCA (4,0 pg) e seguiu-se a leitura em espectrofluorimetro (Vitor3, Perkin Elmer)
utilizando-se microplacas e mantendo-se a temperatura da reacdo em 37 °C, sob
comprimento de onda Aexc = 380 nm e Aem = 460 nm, respectivamente, com um
namero de 10 repeticdes e intervalos de 30 segundos entre as repeticdes, energia
da lampada 800W.

3.2.7. Cinética de inibi¢cdo da papaina

Para a realizag&o da cinética de inibicdo da papaina (0,1 yg) foram utilizadas
duas concentragfes do substrato Z-Phe-Arg-MCA (Z; benzoil, MCA; metilcoumarina)
correspondentes a 5 e 10 uM. A proteina BjHK, obtida apds cromatografia de
afinidade, foi utilizada em quatro concentrac¢des: 0,5; 1,0; 1,5; 2,0 ug para cada uma
das concentracbes de substrato utilizadas. Inicialmente, foi realizada a pré-
incubacéo da papaina com a BjHK por 15 minutos a 37 °C em tampé&o fosfato de
sédio 400 mM, EDTA 4 mM, DTT 8 mM, pH 7,5. Apés a incubacdo, o substrato foi
adicionado e seguiu-se leitura em espectrofluorimetro (Victor3, Perkin Elmer)
utilizando placas de 96 pocos e a temperatura da reacéo foi mantida a 37 °C em
compartimento termoestabilizado, sob agitacdo. O espectrofluorimetro foi ajustado
para leitura de excitacdo e emissdo em 380 e 460 nm, respectivamente. Os dados

cinéticos para as medidas de atividade proteolitica foram determinadas a partir das
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velocidades iniciais de hidrélise (consumo de substrato inferior a 10%, cinética de
ordem zero) e os célculos envolvendo os parametros cinéticos (Ki) foram realizados
utiizando a equagdo descrita por Dixon no programa Grafit para Windows 5.0
(LEATHERBARROW, 1992). O mecanismo de inibicdo também foi determinado

atraves de graficos 1/V x [I] (plotagem de Dixon).

3.2.8. Eletroforese em gel de poliacrilamida

A andlise estrutural das proteinas foi realizada por eletroforese em gel de
poliacrilamida — SDS-PAGE (Sodium Dodecyl Sulphate — Polyacrilamide Gel
Electrophoresis), segundo protocolos descritos por Laemmli (1970) e Sambrook,
Fritsch e Maniatis (1989). Utilizou-se concentracédo de 5% no gel de concentragéo e
12% no de separagdo. As amostras foram aplicadas diretamente no gel sob
condicdes desnaturantes e redutoras. As amostras foram preparadas em uma
mistura de tampdo de amostra contendo SDS e B-mercaptoetanol, aquecidas
durante 5 minutos a 95°C. Posteriormente, foi realizada a eletroforese em uma cuba
contendo tampéo de corrida tris/glicina/SDS, sob corrente de 15 mA/gel, em
temperatura ambiente, por aproximadamente 2 horas. Utilizou-se a coloragcdo por
prata onde o gel foi fixado em solucdo stop mais formaldeido durante 30 segundos
no microondas, lavou-se o gel em etanol 30% durante 30 segundos no microondas
mais 5 minutos em temperatura ambiente, lavou-se com tiossulfato de sodio 50% e
deixou mais 30 segundos no microondas e agitou-se durante 2 minutos em
temperatura ambiente, lavou-se com &agua destilada e mais 30 segundos no
microondas mais agitacéo durante 2 minutos em temperatura ambiente, incubou-se
por 10 minutos em solucdo de AgNOs, lavou-se com agua destilada e em seguida
revelou-se com solugéo de Na,CO320% parando a rea¢géo com solucéo stop (BLUM,;
BEIER; GROSS, 1987).

3.2.9. Exclusao molecular

A frac&o que saiu da cromatografia de troca iGnica com capacidade de inibir
cisteino-peptidase, contendo 4 bandas, foi submetida a filtragdo utilizando

membrana de exclusdo de 100 kDa (Millipore). A amostra foi colocada no filtro e
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centrifugada lentamente obtendo-se duas fragdes, uma ficou retida na membrana, a
gual denominamos de fracdo maior (contendo duas bandas), e a que passou pela
membrana, fragdo menor (contendo outras duas bandas). Em seguida enviamos o

material para analise por espectrometria de massas.

3.2.10. Espectrometria de massas

As amostras foram dessalinizadas em um sistema de HPLC Shimadzu
composto por duas bombas LC-10ADvp, um amostrador SIL-10AF com resfriador de
amostra, um detector expectrofotométrico SPD-10%, um forno de colunas CTO-
10AVvp controlados por um mddulo SCL-10Avp. Antes da injecdo, foi adicionado
TFA de forma a obter-se a concentracdo de 0,1% desse acido. A coluna de
dessalinizac&o foi uma coluna C4 de 5 pm, porosidade de 300 A e dimensdes de
3x4 mm. A condi¢@o cromatogréfica foi inicialmente de 3% de acetonitrila com 0,1%
de TFA a 1 ml/min por 2 minutos. A seguir a proporgéo de acetonitrila foi elevada a
60% em 0,5 minutos e mantida nessa composi¢do por 1,5 min. As fragbes eluidas
entre 2,7 e 3,1 minutos foram coletadas em tubos de polipropileno de 1,5 ml e
concentradas por speed-vac.

Os residuos foram dissolvidos em 50 uyl de agua e 50 pl de solugao
bicarbonato de aménio 50 mM. A seguir foram adicionados 25 yL do detergente
RapiGest SF a 0,2% e a solugédo obtida foi aquecida a 80 °C por 15 minutos. A
amostra foi centrifugada e 2,5 pL de ditiotreitol a 100mM foram adicionados. A
amostra foi incubada a 60°C por 30 minutos e ao final novamente centrifugada. A
seguir foram adicionados 2,5 yL de iodoacetamida a 300 mM e a amostra foi
mantida no escuro durante 30 minutos. Junto a mistura resultante adicionou-se 10
ML de tripsina a 50 ng/uL (Promega Sequnncing Grade) em tampao bicarbonato de
ambnia a 50 mM. A amostra foi digerida a 37 °C por 16 horas. Apds a digestéo,
foram adicionados 10 uL de acido trifluoroacético a 5% e a mistura foi agitada por
vortex. As amostras foram incubadas a 37 °C por 90 minutos e ao final desse
periodo centrifugadas a 9.408xg a 6 °C por 30 minutos. Os sobrenadantes foram
transferidos para frascos Total Recovery da Waters.

As andlises quantitativas foram efetuadas em sistema composto por um

nanoUPLC NanoAcquity e um espectrometro de massas em tandem hibrido Q-TOF
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Synapt MS (Waters). A separacdo cromatogréfica foi efetuada por meio de um
gradiente binario de 3 a 40% de acetonitrila com 0,1% de é&cido férmico em agua
com 0,1% de acido formico a um fluxo de 0,6 pL/min. A coluna de trapping foi um
Symetry C18 5um de 20mm x 180 ym e a cromatografica um nanoAcquity UPLC
BEH130 1,7 pm de 10 cm x 100 ym. O tempo total da aquisigao foi de 90 minutos. O
espectrometro de massas foi operado em nanoelectrospray no modo positivo com
uma fonte do tipo NanoLockSpray. O espectrometro foi calibrado com clusters
formiato de sodio e a geometria do nebulizador foi ajustada com infusdo de uma
solugdo de GFP a 200 fmol/uL em acetonitrila/agua com 0,1% de acido féormico. O
ion duplamente carregado de GFP foi também utilizado para lockmass. As
aquisicoes foram feitas no modo de aquisicdo independente de dados (MSE) que
alterna aquisicbes em baixa energia de colisdo (3eV) com energias elevadas (15-
50eV) aplicadas ao compartimento trap do dispositivo T-Wave. O MS profile do
analisador quadrupolar foi ajustado de modo a impedir a transmisséo abaixo de m/z
300. O analisador TOF foi operado no modo V com um poder de resolu¢éo da ordem
de 10000 adquirindo a faixa de m/z 50-1990 por 1,5 segundos para cada ciclo de
baixa e alta energia de colisdo. A aquisicdo de lockmass foi feita a cada 30
segundos.

Os dados foram processados e deconvoluidos pelo ProteinLynxGlobal Server
v.2.5.1. A identificacdo das proteinas foi obtida pelo mesmo software comparando
com a biblioteca UniProtKB/Swiss-Prot completa (release 2012_02). A biblioteca foi
randomizada “on-the-fly” durante a busca, usando um false positive rate de 4%. O
ndmero maximo de “missed cleavages” foi igual a 1 e as seguintes modificacdes
foram incluidas na busca: carbamidometilacdo da cisteina (fixa), oxidagdo da

metionina e acetilacdo da porgdo N-terminal (variaveis).

3.2.11. Agregacéao plaquetéaria

Para a obtencdo de plaquetas lavadas, o sangue humano foi colhido em
anticoagulante ACD (acido citrico 10 mM, citrato de sodio 85 mM, dextrose 111 mM),
respeitando-se a proporcdo de 1 parte de ACD para 6 partes de sangue. Esse
sangue foi centrifugado a 190xg por 20 minutos em temperatura ambiente e o

plasma separado. No PRP (plasma rico em plaquetas) adicionou-se 12,5 yl de PGE1
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para cada 10 ml de plasma. O PRP foi transferido para tubos e centrifugado durante
1 minuto a 6.702 x g. O sobrenadante foi desprezado, pois se tratava de PPP
(plasma pobre em plaquetas), e o pellet ressuspendido em 1 ml de tampé&o Tyrode
(NaCl 137 mM, KCI 2,7 mM, NaH;PO4.H,O 3 mM, HEPES 10 mM, Glicose 5.6 mM,
MgClI2 1 mM) sem CaCl2, contendo apirase em pH 6,2. Foram acrescentados 2,5 pl
de PGE1, centrifugando-se durante 1 minuto a 6.702xg. O sobrenadante foi
desprezado e as plaquetas lavadas ressuspendidas em tampao Tyrode com CaCl,
realizando-se a contagem das plaquetas em camara de Newbauer, utilizando a
solugdo UNOPETTE (Oxalato de amobnio, timerosol) para lisar as hemacias.
Utilizamos CacCl, + Tyrode para a calibracdo do aparelho e como controle positivo
utilizou-se plaquetas lavadas + Tyrode na presenca de um dos seguintes agonistas:
trombina (4,3 U/ml) ou colageno (107,5 pg/ml), e como inibidor utilizamos a proteina
BjHK (0,01 pg/ul). Os ensaios foram realizados no aparelho Agregémetro (AgroLink

Chrobo-log corporation).

3.2.12. Efeito de BjHK na interacéo leucécito-endotélio

As interacdes leucdcito-endotélio foram avaliadas por ensaio de microscopia
intravital. O VBj (1 pg) foi incubado com ou sem BjHK (2 pg), durante 30 minutos a
37°C e, posteriormente, injetados no tecido subcutdneo da bolsa escrotal de
camundongos. Apds 2 ou 24 horas da injecdo os animais foram anestesiados com
uma associagao de Cloridrato de Quetamina e Xilazina (8,3 mg e 3,3 mg / 100 g de
peso corpéreo, respectivamente) e o cremaster foi exteriorizado e montado sobre
uma placa com temperatura controlada (37°C), dotada de uma éarea transparente,
atraveés da qual o leito microvascular foi visualizado (BAEZ, 1973). Esta preparacao
foi montada em um microscépio (Zeiss Axioskop) equipado com uma camera para
captacdo de imagens (JVC TK-C600). As imagens foram transmitidas para um
computador provido de um programa de andlise de imagens (Kontron, KS 300). Os
tempos 2 e 24 horas foram escolhidos apds um estudo da cinética de alteracdo da
interacdo leucdcito-endotélio induzidas pelo VBj e mostraram ser apropriados para a
andlise diferencial de células aderidas (2 horas) e migradas (24 horas) (ZYCHAR et
al., 2010).
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Uma a trés vénulas pos-capilares foram selecionadas aleatoriamente
(diametro entre 20-40 ym, e comprimento de pelo menos 100 ym) e observadas em
cada animal.

Apo6s 10 minutos, tempo necessério para estabilizacdo dos vasos apés a
exposicdo da microcirculagdo, os leucécitos aderidos e migrados foram contados
durante 5 minutos. Os leucdcitos aderidos — células que permaneceram estaticas
nos vasos por mais de 30 segundos, foram contados ao longo dos 100 ym do
segmento vascular. Os leucdcitos emigrados foram avaliados pela contagem das
células presentes em uma distancia de até 50 ym da regido perivascular em um
segmento de 100 um. Nos dois casos os resultados foram expressos pela média de

células presentes em 3 segmentos vasculares de cada animal.
3.2.13. Andlises estatisticas
Os resultados foram expressos como media + erro padrdo da média e

analisados estatisticamente por analise de variancia (ANOVA), seguida pelo teste de

Duncan. Foram considerados significativos os resultados com p<0,05 (5%).
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4. RESULTADOS

4.1. Purificacdo da proteina BjHK

O processo de purificagcédo da BjHK, a partir do plasma de Bothrops jararaca,
foi realizado essencialmente em duas etapas, uma cromatografia de troca-idnica em
DEAE-Celulose e uma cromatografia de afinidade em CM-Papaina Sepharose,
isoladas ou combinadas.

A figura 6 representa o volume recolhido da eluicdo das proteinas e do
material com atividade sobre a papaina que foram obtidos do plasma da serpente
Bothrops jararaca, cromatografado em coluna de DEAE-Celulose. Os picos 1, 2, 3 e
4 correspondem a fracdes eluidas em tampéo de equilibrio 30 mM NaCl, 100 mM
NaCl, 200 mM NaCl e 300 mM NacCl, respectivamente. Realizou-se a troca de um
tamp&o pelo outro quando a absorbancia foi igual a zero. A fragéo contendo BjHK foi

eluida em tampéo 300 mM NacCl.

Fracdo com atividade inibitoria sobre
cisteino-peptidase

7 _ 0.3
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Figura 6 — Perfil cromatografico de troca ibnica do plasma de Bothrops jararaca, em coluna DEAE
Celulose. No eixo y tem-se absorbancia (280nm) (lado esquerdo) e concentracdo de
NaCl (lado direito); no eixo x, volume em mililitros.
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A proteina BjHK é um potente inibidor de cisteino-peptidase (CHUDZINSKI et
al., 1989). Desse modo, foi avaliada a atividade inibitéria do plasma e de suas
fragcBes sobre a papaina. As fragBes foram obtidas na etapa descrita anteriormente.
Ao testarmos o plasma, ndo foi observada atividade inibitéria sobre a papaina. As
fracdes eluidas em 100 mM e 200 mM de NaCl também ndo apresentaram inibicdo
sobre a cisteino-peptidase. No entanto, a fragdo eluida em 300 mM de NaCl

apresentou inibicdo detectavel como pode ser visualizado na tabela 1.

Tabela 1 - Atividade inibitoria das frag6es sobre a papaina

Atividade especifica (UF/min) Inibicéo (%)
Papaina 3883 -
Papaina + plasma 3880 -
Papaina + 100 mM 3882 -
Papaina + 200 mM 3879 -
Papaina + 300 mM 2524 35

Condicdes de ensaio: Utilizou-se 0,1 pg de papaina, 5 uM de Z-
FR-MCA e 3 yl do Plasma; 3 pl da fracdo 100 mM; 3 pl da fracéo
200 mM; 3 ul da fragdo 300 mM, em tampao fosfato de sédio 400
mM, contendo NaCl 20 mM e DTT 8 mM, 4 mM EDTA pH 6,8.
Ap6s 10 minutos de pré-incubacéo a 37 °C da papaina contendo
as fragcdes adicionou-se 0 substrato. A fluorescéncia foi
determinada a cada 30 segundos por 10 minutos.

Combinando-se os dois procedimentos cromatogréficos, troca ibnica e
afinidade, o inibidor de cisteino-peptidase do plasma da B. jararaca eluido da coluna
de DEAE-Celulose foi recromatografado em CM-papaina Sepharose conforme
descrito por Chudzinski e cols. (1989). A solugdo eluida em 300 mM NacCl foi
aplicada em resina CM-papaina Sepharose. Seguindo-se de lavagem da resina, com
eluicdo do material ndo retido pela coluna de afinidade. Obteve-se um Unico pico da
proteina com atividade inibitéria sobre a papaina, o qual foi eluido por acidificacéo,

conforme ilustrado na figura 7.
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Figura 7 — Perfil da cromatografia de afinidade em resina Carboximetil-
papaina Sepharose.

4.2. Tabela de rendimento da cromatografia

A tabela 2 resume os resultados obtidos da purificagdo cromatogréafica do
inibidor de cisteino-peptidase presente no plasma de Bothrops jararaca utilizando

duas etapas de cromatografia independentes, a troca ibnica e a afinidade.

Tabela 2 — Rendimento da purificagdo da BjHK, a partir do plasma da Bothrops

jararaca.
. Volume Proteina |Proteina éthldi’?je Rendimento Purificacao
Material m | Totalmg | mg/mi specifica %
1) 2 (U/mg) (3)
Plasma 15.0 352 23.45
DEAE 180 | 234 1.3 65 100 1
Celulose
CM papaina | ¢ 2.4 0.4 18 28 2.3
Sepharose

(1) Proteina total mg/ml x Volume ml

(2) Proteina total mg/Volume ml
(3) Uma unidade de atividade especifica é a quantidade de inibidor capaz de bloquear 50% da

atividade da papaina.
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4.3. Anédlise da proteina BjHK por eletroforese em gel de SDS-PAGE

Na analise eletroforética em gel SDS-PAGE 12%, aplicamos a amostra do
plasma da serpente Bothrops jararaca, fragdo 300 mM NaCl da cromatografia de
troca ibnica, proteina eluida da cromatografia de afinidade apods passar pela
cromatografia de troca ibnica e proteina eluida direto da cromatografia de afinidade
todas utilizando agente redutor (pogos 1 — 4). Repetiu-se o0 mesma sequéncia no
entanto sem a utilizagcdo do agente redutor (pogos 5 — 8). Todas as amostras foram

aplicadas numa quantidade de 2 pg (figura 8).

MM 1 2 3 4 5 6 7 8

250 ~ i
150 ey “;

100 ‘gl T oy

75 .I

50 @ 110 kDa
A |

Figura 8 — Eletroforese em SDS-PAGE 12%, corado por prata, onde tem-se:
Linha 1: Plasma de Bothrops jararaca com redutor (2ug)
Linha 2: Fracao 300 mM da cromatografia de troca idbnica com redutor (2 ug)
Linha 3: BjHK purificada com redutor - cromatografia de afinidade (2 pg)
Linha 4: BjHK purificada com redutor — direto/cromatografia de afinidade (2 ug)
Linha 5: Plasma de Bothrops jararaca sem redutor (2ug)
Linha 6: Fracao 300 mM da cromatografia de troca i6nica sem redutor (2 ug)
Linha 7: BjHK purificada sem redutor - cromatografia de afinidade (2 pg)
Linha 8: BjHK purificada sem redutor — direto/cromatografia de afinidade (2 ug)
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4.4. Teste de atividade inibitoria sobre cisteino-peptidase

Realizou-se o ensaio em tamp&o 400 mM fosfato de s6dio, 4 mM EDTA, 8
mM DTT, pH 6,8, a 37 °C, utilizando o substrato Z-FR-MCA e a cisteino-peptidase
papaina como controle positivo. Quando utilizado a papaina na auséncia da
proteina, a unidade de fluorescéncia foi crescente. Na presenca da BjHK verificou-se
a diminuicdo dessa fluorescéncia, o que comprova a inibicdo da cisteino-peptidase
pela BjHK, que correspondeu a 82%. O aumento da fluorescéncia foi monitorado no
espectrofluorofotdmetro de leitura em placas e os valores de fluorescéncia gerados
foram quantificados a cada 30 segundos durante 15 minutos. A placa de leitura foi
agitada no espectrofluorofotdbmetro durante 2 segundos a cada leitura. A BjHK, com
uma concentragao de 1 ug, foi capaz de inibir a atividade enzimética da papaina (0,1

Mg ) em relagc&o ao substrato sintético em 82%. A tabela 3 exemplifica o exposto.

Tabela 3 - Atividade inibitéria da BjHK sobre a papaina

o _ ) Inibicdo
Atividade especifica (UF/min)
(%)
Papaina Papaina + BjHK
3054,1 531,8 82

Condicdes de ensaio: Foram utilizados 0,1 pg de papaina, 5 ug de
Z-FR-MCA e 1 ug de BjHK em tampéo fosfato de sédio 400 mM,
contendo NaCl 20 mM e DTT 8 mM, 4 mM EDTA pH 6,8. Apés 10
minutos de pré-incubacdo a 37 °C da papaina e da BjHK foi
adicionado o substrato. A fluorescéncia foi determinada a cada
minuto por 15 minutos.

4.5. Cinética dainibicdo da papaina
Os resultados indicam que o mecanismo de inibicdo da papaina pela proteina

BjHK seja competitivo, uma vez que as retas obtidas apresentaram intercepto

simples no segundo quadrante (figura 9). O valor da constante de inibigéo
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determinada € de 0,38 ug (Ki = 0,38 ug) e pbde ser calculado ap6s a visualizacédo

ampliada da &rea do intercepto (figura 10).
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Figura 9 — Dixon plot (1/V x [BjHK]) utilizando papaina e Z-FR-MCA como substrato
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Figura 10 — Valor da constante de inibicdo (Ki) € o valor obtido com o rebatimento do
intercepto das curvas no eixo X (Ki = 0,38 ug)
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4.6. Resultados da espectrometria de massa

Iniciou-se os estudos de espectrometria excisando do gel SDS-PAGE as
bandas de massas de 110 kDa e 130 kDa e submetendo-as a tripsinizagao (“peptide
mass fingerprinting”), no entanto ndo foi possivel a realizagdo da andlise devido a
supressdo do sinal por algum interferente. Em vista disso, resolveu-se utilizar a
metodologia de exclusédo molecular, para isso foi filtrada a amostra contendo o
inibidor de cisteino-peptidase eluida da cromatografia de troca i6nica utilizando uma
membrana de exclusdao molecular de 100 kDa. Na amostra, as bandas com massa
molecular superior a 100 kDa ficaram retidas e as moléculas com massas inferiores
passaram pela membrana. Este procedimento resultou em duas fragdes: uma que
foi concentrada pela membrana de exclusdo molecular, a qual foi denominada de
fracdo maior, contendo as bandas de 130 kDa e 110 kDa e outra contendo os
componentes de menor massa, que foi denominada de fragdo menor, contendo uma
banda de aproximadamente 70 kDa e outra de aproximadamente 60 kDa. Essas
bandas em solugéo foram digeridas com tripsina e analisadas por espectrometria de
massas em um instrumento do tipo Q-TOF, com a colaboracdo do Doutor Valdemir
Melechco Carvalho do Laboratério de Pesquisa e Desenvolvimento do Grupo Fleury.
Na tabela 4 pode-se observar o resultado da fracdo maior, mostrando homologia
com a proteina BJ46a (UniProtKB/Swiss-Prot: Q9DGI0.1). A Figura 11 indica a
cobertura de sequenciamento da proteina em estudo. O resultado obtido apoés
andlise da fragdo menor, mostrou apenas a presenca da BJ46a além da presenca
de sequéncias para diversos contaminantes como a queratina. Uma vez que a
fracdo maior apresentou um maior teor da proteina BJ46a, a mesma foi utilizada

para a discussdo dos resultados obtidos nas analises por espectrometria de massas.
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Tabela 4 - Proteinas identificadas na fragdo maior
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Q9DGI0 Coverage Map

1 MNSLVALVLL GQIIGSTLSS UVRGDLECDE KDRAKEWIDTG VEYINEHKT.H
51 GYEYATNVIE HIVVVEWDGD WVAVELKLNL LETECHVLDE IFVENCTIVEE
101 QHMHAVEMDC [VEIMFNVIDT FEEDVERHCH STPDSVENVE RNCEECEILL
151 BSHNBOVVDS VEYVLNEHNE KLSDHVYEVL EISEGOHKYE PERYYVEFAT
201 VEVHCTROEL HDDHHHCHEN TAGEDHIGFC RATVFRSHAS LEKPEDEQFE
251 SDCVILHVEE GHRHSHLIQO HVEKDSISFE HNNTATNFVH FHNDTSTSHE
301 SHEHLAEVEV AFVEEELFED ISDRHTTEVE CPGEVHHFE L

Figura 11 — Cobertura parcial do sequenciamento da proteina BJ46a (FTE46_BOTJA) de
Bothrops jararaca. A sequencia foi obtida a partir dos dados depositados
no UniprotKB/SwissProt e o diagrama de cobertura protéica, pelo sistema
Identity®, da Waters. Marcado em [azul Jtemos regides de peptideos
idénticos; em , regibes de peptideos com identidade parcial; em

lverde], regides de peptideos modificados e em [amareld, peptideos

modificados parcialmente. As cores utilizadas séo transparentes, permitido
a visualizacao de regifes onde ha sobreposicdo de peptideos.

Nossos dados sugerem que a proteina BjHK seja homoléga a proteina
BJ46a com algumas diferencas em sua conformacdo. A proteina BJ46a possui uma
massa molecular de 39 kDa, com 341 residuos de aminoacidos. Desses, 53 sdo de

carga negativa e seu pl é de 5,74. Anadlise feita no site http://web.expasy.org/cqgi-

bin/protparam/protparam.

Com o sequenciamento da BjHK foi observado que essa proteina possui
uma similaridade muito baixa com o cininogénio de mamiferos, assim como de aves,
peixes e anfibios. Esses também ndo possuem similaridade com o cininogénio de

mamiferos (Tabela 5).
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Tabela 5 - Porcentagem de homologia entre o cininogénio

humano de alta massa molecular, de ave, anfibio,
peixe e BJ46a-BjHK

Proteina Proteina Homologia %
Humana BJ46a-BjHK 12,1
Humana Ave 20,4
Humana Anfibio 31,2
Humana Peixe 24,1
Bl46a-BjHK Ave 11,6
BJ46a-BjHK Anfibio 18,8
Bl46a-BjHK Peixe 12,3
Ave Peixe 16,6
Ave Anfibio 15,6

Humano (AAB59550.1) - Ave (galinha, Q7LZS0_CHICK) — Anfibio
(xenopus, Q5XKA7) — Peixe (lampreia B6D6L6_LAMJIA) e a
protéina BJ46a-BjHK (Q9DGIO0.1).

Apesar da falta de homologia entre as sequencias primérias da BJ46a-BjHK
com o0s cininogénios apresentados na Tabela 5, outras regibes da proteina em
estudo puderam ser sequenciadas por espectrometria de massas, indicando
similaridades funcionais entre a BJ46a-BjHK e o cininogénio humano de alta massa
molecular. Assim, pudemos identificar uma regido da BJ46a-BjHK com 88 % de
similaridade com a proteina, fetuina Habu Serum Factor (HSF) e 68% com a
proteina fetuina de Cavia porcellus que fazem parte da familia das cistatinas. Trés
peptideos tripticos que compdem parte desta regido da BJ46a-BjHK foram
sequenciados por espectrometria de massas, como indicam as Figuras 12, 13 e 14.
Essa similaridade corresponde a uma regido composta por 33 residuos de
aminoacidos, sendo que a estrutura total compreende 362 residuos de aminoécidos.
A figura 17 mostra essa similaridade.

Além da fetuina, também foram encontradas na BJ46a-BjHK regifes que
foram sequenciadas (Figuras 15 e 16) e que apresentam similaridades a dois
peptideos capazes de causar hipotensdo que foram purificados a partir do plasma

da B. jararaca (BARRETO et al, 2009). A Figura 18a mostra o alinhamento da regiéo
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da BJ46a-BjHK correspondente aos residuos 154-157 e o hexapeptideo NPFVDA,
denominado fracao 13. Podemos observar que o residuo de glutamina (GIn, Q) nédo
€ encontrado na por¢do em discussdo da BJ46a-BjHK, porém a homologia entre
estas sequéncias é de 57%. Barreto e cols também purificaram e sequenciaram
outro peptideo do plasma de B. jararaca com acdo hipotensora, denominado de
fracdo 14. O alinhamento da regido 242-258 da BJ46a-BjHK com esse peptideo,
composto por residuos de aminoacidos, € mostrado na figura 18b e indica,
novamente, a presenca de um gap referente ao residuo de lisina (Lys, K). Este

alinhamento resultou em 21,4% de homologia.
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Figura 12 - Espectro de dissociaco (reconstruido a partir de dados obtidos por aquisicdo por MSF) do peptideo triptico IMENVDTEKEDVFAK (114-128).
Score: 8,30. Esquerda: erros de massas. Direita: variacdo de retencéo cromatografica. Peptideo gerado por missed clivage da tripsina.
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Figura 13 - Espectro de dissociacdo (reconstruido a partir de dados obtidos por aquisicio por MSF) do peptideo triptico CHSTPDSVENVR (129-140).

Score: 8,24. Esquerda: erros de massas. Direita: variacdo de retencdo cromatografica.
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Figura 14 - Espectro de dissociacao (reconstruido a partir de dados obtidos por aquisicdo por MSF) do peptideo triptico CPILLPSNNPQVVDSVEYVLNK
(146-167). Score: 7,78. Esquerda: erros de massas. Direita; variacdo de retencdo cromatografica. Peptideo gerado por missed clivage da

tripsina
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Figura 15 - Espectro de dissociacao (reconstruido a partir de dados obtidos por aquisicdo por MSF) do peptideo triptico CPILLPSNNPQVVDSVEYVLNK
(146-167). Score: 8,54. Esquerda: erros de massas. Direita; variacdo de retencdo cromatografica. Peptideo gerado por missed clivage da
tripsina
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Figura 16 - Espectro de dissociacdo (reconstruido a partir de dados obtidos por aquisicio por MSF) do peptideo triptico

SHASLEKPKDEQFESDCVILHVK (237-259). Score: 7,68. Esquerda: erros de massas. Direita: variacdo de retencdo cromatogréfica.
Peptideo gerado por missed clivage da tripsina
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Bj46a 125 VFAKCHSTPDSVENVRRNCPKCPILLPSNNPQVV 158
HSF 125 VFVKCHSTPDSVENVRRNCSKCPILLPPNNPHVV 158
C. porcellus 128 VFAKCESTPDSREDVRKVCPQCPLLTPVNNTKVV 161

*x K*khk Kkhkkkkhk K=-)kk=- Kk =kk=-% K K*k =%k

Figura 17 — Alinhamento das sequéncias primarias das proteinas BJ46a-BjHK, HSF
(P29695.2) e Cavia porcellus (NP 001166384). Os aminoacidos idénticos
estdo indicados por um asterisco (*), enquanto os aminoacidos semelhantes
estdo indicados pelo sinal (:) e os aminoacidos que diferem em suas classes
estéo indicados pelo sinal (.).

A
BjHK 154 NPQVVDS 157
Fracédo 13 -NP-FVDA-
*x _**:
B
BjHK 242 EKPKDEQFESDCVIL 258
Fracéo 14 SKP-NMSDESLAVAI

**x - **x *x =

Figura 18 A e B — Alinhamento das sequéncias primarias de duas regi6es da proteina
BJ46a-BjHK sobre dois peptideos com acdo hipotensora
denominados. fragcao 13 e fracdo 14. Os aminoacidos idénticos estao
indicados por um asterisco (*), enquanto os aminoacidos semelhantes
estdo indicados pelo sinal (:) e os aminoacidos que diferem em suas
classes estéo indicados pelo sinal (.).

A Ultima regido analisada da BJ46a-BjHK compreende os residuos 201 —
225 e apresenta homologia com a regido C-terminal da proteina murina S100A9.
Esta proteina apresenta homologia com por¢des do dominio 5 do cininogénio de alta
massa molecular humano e propriedade inibitéria sobre metaloproteinase, assim
como a BJ46a-BjHK (figura 19). Esta regido n&o foi coberta no sequenciamento por

espectrometria de massas.
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BjHK 201 AQELHDDHHHCHPNTAGED 225

HK 488 GHVLDHGHKHKHGHGHGKH 506
S100A9 96 HEKLHENNPRGHGHSHGKG 110
*

- = Kk = * -

Figura 19 — Alinhamento das sequéncias primarias de duas regiées da proteina BJ46a-
BjHK sobre uma regido da porcdo C-terminal da proteina S100A9
(NP_033140) e cininogénio humano de alta massa molecular, HK
(GenBank: AAB59550.1).0s aminodcidos idénticos estdo indicados por um
asterisco (*), enquanto os aminoéacidos semelhantes estdo indicados pelo
sinal (:) e os aminoacidos que diferem em suas classes estao indicados pelo
sinal (.).

4.7. Acdo da BjHK sobre a agregacéo plaquetéaria

A BjHK na concentragdo de 0,01 pg/pl promoveu uma inibicdo de
aproximadamente 23% sobre a agregacao plaquetaria induzida por trombina, porém
néo foi capaz de inibir a agregacao induzida por colageno. Estudos mostram que o
cininogénio humano inibe significativamente — 60 a 90% - a agregac¢éao induzida por
trombina, mas ndo a agregacéo induzida por colageno (Charvaskis et al., 2002; Puri
et al., 1991). No entanto, os autores utilizaram concentracbes maiores de
cininogénio. Apesar de ser uma inibicdo aparentemente baixa, a BjHK foi capaz de
inibir a agregacao plaquetaria (figura 20). A figura 21 mostra o ensaio com coldgeno

gue nao apresentou inibicao.
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Figura 20 — Inducdo da agregacao plaquetaria (porcentagem x tempo). Uma aliquota no
canal 1 contém plaquetas lavadas (322x10°%/L), tampdo e trombina (0,1
U/ml); no canal 2, plaguetas lavadas (322x10°/L), BjHK (0,01 ug/ul) e
trombina (0,1 U/ml).
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Figura 21 — Inducdo da agregacao plaquetaria (porcentagem x tempo). Uma aliquota no
canal 1 contém plaquetas lavadas (322x10%L), BjHK (0,01 ug/ul) e colageno
(2,5 pg/ml); no canal 2, plaquetas lavadas (322x10%L), tamp&o e colageno
(2,5 pg/ml).



4.8. Efeito da BjHK na alteracdo de interagdo leucécito-endotélio induzidas por

VBj na microcirculagdo do musculo cremaster de camundongos

O veneno de Bothrops jararaca (VBj) induziu um aumento significativo no
namero de leucdcitos aderidos as células endoteliais e de leucécitos migrados para
0 espaco extravascular, 2 e 24 horas ap6s a injecdo (figuras 22 C, E), quando
comparados com o grupo injetado com PBS (ZYCHAR et al., 2008, 2010).

Os grupos injetados apenas com BjHK n&o apresentaram alteragdes
leucocito-endotélio, ndo diferindo do grupo controle, nos dois eventos avaliados
(figuras 22 A, B). Os animais tratados com a mistura VBj + BjHK, pré-incubados por
30 minutos a 37°C, apresentaram uma diminui¢ao nas alteracdes dos parametros da
interacdo leucdcito-endotélio, quando comparados ao grupo injetado apenas com o
veneno sem incubacgéo prévia de BjHK, nos dois tempos analisados (figuras 22 D, F;
figuras 23 e 24).
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VBj + BjHK 24 horas

Figura 22 — Interacdo leucdcito-endotélio em vénulas pds-capilares na microcirculagdo do musculo
cremaster de camundongos apés 2h e 24h da injecéo de PBS ou VBj com e sem BjHK.
Animais injetados com PBS 2h (A), BjHK 2h (B), VBj 2h (C), VBj + BjHK 2h (D), VBj 24h
(E), VBj + BjHK 24h (F). Setas amarelas indicam leucdcitos na microcirculagdo normal.
Seta vermelha indica a presenca de leucécitos aderidos a células endoteliais e dentro
do circulo amarelo leucdcitos .migrados para o espaco extravascular.
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Figura 23 — Efeito da BjHK na alteracdo de interacdo leucécito-endotélio induzida por
VBj na microcirculagdo do muisculo cremaster de camundongos.
Os animais foram injetados com VBj (1 pg/100 pL), BjHK (2 pg/100 L),
VBj+BjHK (1 pg+2 pg/100 pL) ou PBS (100 pL) no tecido subcutaneo da
bolsa escrotal. Apés 2h da injecdo das toxinas o musculo cremaster foi
exposto e os leucdcitos aderidos foram analisados em vénulas pOs-
capilares na microcirculagdo de camundongos. Os resultados
correspondem a média + e.p.m. (n= 5 animais por grupo). * p<0,05 por
comparacado ao grupo PBS; # p<0,05 em comparacdo aos outros grupos.
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Figura 24 — Efeito da BjHK na alteracao de interacdo leucécito-endotélio induzida por
VBj na microcirculagdo do muisculo cremaster de camundongos.
Os animais foram injetados com VBj (1 pg/100 pL), BjHK (2 pg/100 L),
VBj+BjHK (1 pg+2 pg/100 pL) ou PBS (100 pL) no tecido subcutaneo da
bolsa escrotal. Apds 24h da injecdo das toxinas o musculo cremaster foi
exposto e os leucdcitos migrados foram contados em vénulas pés-
capilares na microcirculagdo de camundongos. Os resultados
correspondem a média + e.p.m. (n= 5 animais por grupo). * p<0,05 por
comparacao ao grupo PBS; # p<0,05 em comparacdo aos outros grupos.



6. DISCUSSAO

A presenca dos componentes do sistema calicreina-cinina varia em animais
filogeneticamente distintos (ERDOS et al., 1967; SEKI et al., 1973; CONLON, 1998).
Esse sistema é composto pelo Fator Xll e calicreina, além do cininogénio, que é o
substrato da calicreina.

Em mamiferos, o Fator XlI (fator de Hageman) presente no plasma, uma vez
ativado pelo contato com superficies carregadas negativamente, ativa a pré-
calicreina em calicreina. Esta, por sua vez, cliva o cininogénio, liberando a
bradicinina, que é degradada pela acéo de cininases.

Varios estudos sobre o sistema calicreina-cinina em diferentes animais
baseiam-se na formagdo de peptideos (cininas) ativos sobre preparaces
farmacoldgicas utilizando Utero de rata ou ileo de cobaia. Esses estudos tiveram
como estratégia a geracao destes peptideos pelo contato do plasma desses animais
com superficies carregadas negativamente, como o vidro; ou pela ativacdo do
plasma por proteases, como tripsina ou calicreina pancreatica porcina, além da
utilizacédo de inibidores para avaliar a acdo de proteases nas diferentes fases do
processo de geracgéo e degradacgédo da cinina (SEKI et al., 1973).

Com essa estratégia, esses estudos descrevem que mamiferos apresentam
os trés componentes do sistema (Fator Xll, pré-calicreina e cininogénio). Aves n&o
apresentam Fator Xll. Nos répteis, jacarés e tartarugas apresentam todos o0s
componentes do sistema, porém as serpentes apresentariam apenas cininases. Em
anfibios e peixes, como nas serpentes, encontrou-se apenas cininases (SEKI et al.,
1973). Apesar disso, algumas proteinas caracterizadas como cininogénios foram
isoladas do plasma e da pele de alguns peixes (YLONEN et al., 1999). Do plasma de
galinha isolou-se uma proteina de 74 kDa que induziu contragdo de musculatura lisa
homologa, a qual denominou-se ornitocininogénio (KIMURA et al., 1987).

Na serpente Bothrops jararaca, tanto o sistema calicreina-cinina quanto os
sistemas de controle da hemostasia tém muitas particularidades (NAHAS et al.,
1973; LAVRAS et al., 1979; NAHAS et al., 1981, CHUDZINSKI-TAVASSI et al,
1995). Inicialmente descrito como desprovido de Fator XIl, pré-calicreina e

cininogénio (LAVRAS et al., 1979), verificou-se que a ativagdo do plasma dessa
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serpente por tripsina gerava um peptideo ativo em oviduto de serpentes, mas néo
em preparagfes farmacoldgicas utilizadas para avaliagdo do sistema de mamiferos,
indicando a presenga de cininogénio no plasma dessa serpente (ABDALLA et al.,
1989).

Chudzinski e cols. (1989) descreveram uma proteina isolada do plasma de
Bothrops jararaca, cuja massa molecular foi estimada em 110 kDa, dotada de uma
potente atividade inibitéria sobre cisteino-peptidase e capaz de liberar peptideo(s)
farmacologicamente ativos sobre musculatura lisa homodloga. Por essas
caracteristicas, os autores a relacionaram ao cininogénio de mamiferos que faz
parte da familia das cistatinas, porém n&o obtiveram informac6es sobre a estrutura
molecular dessa proteina, sendo esse o principal objetivo do presente trabalho.

Posteriormente, verificou-se que essa proteina denominada BjHK, assim
como o cininogénio de alta massa molecular (CAMM) isolado do plasma humano,
possuiam propriedade inibitéria sobre metaloproteinases encontradas no veneno de
serpentes Bothrops jararaca (GONCALVES; CHUDZINSKI-TAVASSI, 2004).

A familia das cistatinas é dividida em 3 tipos, a saber: o tipo 1, composto
principalmente por proteinas intracelulares; o tipo 2 composto principalmente por
proteinas extracelulares e o tipo 3, composto de proteinas do plasma (LEE et al.,
2009).

Os membros do tipo 3 sdo glicoproteinas produzidas principalmente no
figado, os quais sdo encontrados em altas concentracdes no plasma. No entanto,
suas fungdes fisiologicas ndo estdo bem claras (LEE et al., 2009). Encontram-se na
familia tipo 3 as fetuinas A/alfa 2-Heremans Schmid (AHSG), fetuinas B (FETUB) e
glicoproteinas ricas em histidina (GRH), todas com 2 dominios tipo-cistatina, porém
sem atividade inibitéria sobre cisteino-peptidases. Além destas, existe ainda uma
cistatina do tipo 3, o cininogénio, que possui atividade inibitéria sobre cisteino-
peptidases (LEE et al., 2009).

A BjHK possui uma massa de aproximadamente 110 kDa em gel SDS-PAGE.
Quando submetida & analise por espectrometria de massas, detectamos uma
proteina com massa molecular de aproximadamente 39 kDa. Os dados obtidos
foram processados e a proteina identificada pelo software ProteinLynxGlobal Server

v.2.3, comparando-se com a biblioteca UniProtKB, onde identificamos a presencga de
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hits para a proteina BJ46a isolada do soro da mesma serpente, descrita como um
fator anti-hemorrégico por Valente e cols. (2001).

A BJHK e a BJ46a sdo purificadas por procedimentos completamente
distintos. O fator anti-hemorragico BJ46a foi isolado do soro da serpente Bothrops
jararaca por precipitagdo com sulfato de amobnio seguido por processos
cromatogréaficos de interagdo hidrofébica em phenil-sepharose e em fase reversa
com coluna C4 Hi-Pore, em sistema de HPLC.

A purificagdo da BjHK baseia-se na propriedade inibitéria dessa proteina
sobre cisteino-peptidase. Utilizamos o plasma dessa serpente, o qual foi misturado a
um tampao contendo inibidores de proteases desde a fase de coleta do sangue.
Esse plasma foi submetido a uma cromatografia de troca idnica em resina DEAE
Celulose e a fracdo com atividade inibitéria sobre papaina foi posteriormente
submetida a uma cromatografia de afinidade em uma coluna Carboxi-Metil papaina
Sepharose.

A BJ46a é uma proteina glicosilada com pl = 4.55, que apresenta uma massa
molecular em gel SDS-PAGE de 55.4 kDa e 46 101 unidade de massa atomica
(u.m.a.) por espectrometria de massas MALDI-TOF. Em gel filtragdo, a massa
molecular da BJ46a é descrita como sendo de 79 kDa, indicando que em seu estado
nativo essa proteina forma dimeros (VALENTE et al., 2001). Ja a BjHK, em gel
filtragcdo, continua com a massa molecular estimada em 110 kDa. Porém, quando
incubada com calicreina urinaria apresentou em gel SDS-PAGE a presenca de uma
banda de 78 kDa (CHUDZINSKI et al., 1989).

A BjHK e a BJ46a possuem homologia entre seus residuos de aminoacidos,
porém algumas diferencas funcionais precisam ser melhor analisadas e explicadas.

Cabe ressaltar que, em nossos experimentos, as deconvolugdes obtidas na
espectrometria de massas mostram que o processo de digestado da BjHK por tripsina
foi efetivo, uma vez que apenas peptideos contendo residuos de arginina ou lisina
no C-terminal foram sequenciados.

Em relagdo aos outros cininogénios descritos em animais de diferentes
filogenias, verificamos que tanto a BJ46a (BjHK) quanto os cininogénios descritos
em peixes, aves e anfibios apresentaram baixa similaridade entre si e com o0s

cininogénios de mamiferos, incluindo o cininogénio humano.
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Apesar da baixa similaridade com os cininogénios descritos, a BJ46a possui
caracteristicas comuns a essas proteinas. Apesar de descrita como um inviavel
inibidor de cisteino-peptidase devido a importantes alteragbes nos sitios com o
consenso de cistatinas (QXVXG), a BJ46a é classificada como sendo da
superfamilia das cistatinas tipo 3 (VALENTE et al., 2001). Todas as sequéncias de
fetuina contem 12 residuos de cisteina em posicbes idénticas as fetuinas
encontradas em humanos e bovinos; é provavel que a estrutura dissulfeto seja
comum para todas as fetuinas (DZIEGIELEWSKA; BROWN, 1995). A Gnica excecao
€ 0 Habu Serum Factor (HSF) que contem 13 cisteinas. A ligagéo dissulfeto padréo
observada nas fetuinas sugere que 12 cisteinas sdo encontradas em ligacdes
dissulfeto (YAMAKAWA, 1992).

A BJ46a tem apenas 12 cisteinas. Todas correspondem a posicbes de
cisteina HSF, padréo tipico de cisteinas observadas no grupo de proteina fetuina.
Dessa forma tanto a HSF quanto a BJ46a apresentam grande grau de homologia
com as fetuinas e fazem parte da superfamilia das cistatinas.

Considerando que a BjHK e a BJ46a sejam a mesma proteina, fica evidente
que a BjHK possui uma potente atividade inibitéria sobre cisteino-peptidase, uma
vez que o processo de purificagdo da BjHK baseia-se nessa propriedade. No
cininogénio humano esta propriedade inibitéria estd ligada a sitios QVVAG
localizados nos dominios 2 e 3 da cadeia pesada da proteina (COLMAN, 1996). Os
resultados de cinética enzimética indicam que a BjHK seja um potente inibidor de
cisteino-peptidase, atuando como um inibidor competitivo.

Utilizando a ferramenta CLUSTER verificamos uma similaridade de 88% entre
a BJ46a-BjHK e a fetuina HSF e de 68% com a fetuina de cobaia (Cavia porcellus)
em uma regido contendo 39 e 33 residuos de aminoacidos que compreende as
regides F?' — S0 e V128 _ v Algm disso, como citado anteriormente, essa
proteina também possui uma sequéncia similar com o dominio 2 e 3 do cininogénio

humano responsével pela funcéo de cisteino-peptidase, sequéncia QVVXX (Q'*° —

S'®9), 0 que corrobora como inibidor cisteino-peptidase.
Apesar de ndo apresentar em sua estrutura nenhuma sequéncia peptidica
com homologia as cininas descritas, o plasma de Bothrops jararaca, quando

incubado com tripsina, libera peptideo(s) com efeito similar aos de bradicinina de
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mamiferos, produzindo hipotensdo em serpentes e camundongos (ABDALA et al.,
1989; BARRETO et al., 2009).

Barreto e cols. (2009) descreveram a sequéncia de trés peptideos ativos
gerados apoOs a incubagdo do plasma dessa serpente com tripsina. Dentre esses
peptideos, destacamos dois que foram descritos pelos autores como fragbes 13
(NPFVDA) e 14 (SKPNMSDESLAVAI), pois identificamos na BjHK uma similaridade

com esses peptideos, nas posicdes N'** — S e E?*2 — |28

(figuras 15a e 15b), que
poderiam ser formados apds a incubacdo dessa proteina com tripsina. Esses dados
corroboram com a ideia de que, assim como em aves que possuem uma substancia
do tipo cinina (SEKI et al., 1973), substancias vasoativas liberadas do plasma B.
jararaca por enzimas que hidrolisam o cininogénio de mamiferos (cininogenase e
tripsina) sd@o indicativos de que a serpente venha a ter seu préprio sistema
calicreina-cinina plasmético.

Como demonstrado no cininogénio humano, a BjHK também apresenta
atividade antiagregante sobre plaquetas. Utilizando uma concentragdo menor que a
utilizada em experimentos com cininogénio humano, obtivemos uma inibicdo de
aproximadamente 23%, quando a trombina foi utilizada como agonista. No
cininogénio de alta massa molecular humano, trés por¢des da sua molécula s&o
responsaveis por essa atividade inibitéria sobre agregacdo plaquetaria: uma regiao
do dominio 3 compete com a trombina para a ligagdo a glicoproteina Ib; metabdlitos
da bradicinina podem prevenir a clivagem do receptor de trombina; e o dominio 5
inibe a adesdo e a agregacao plaquetéria bloqueando a intera¢@o entre a integrina
apB3 € vitronectina (CHAVAKIS et al.,, 2002). Na BJ46a (BjHK) foi identificada a
presenca de uma regido com a sequéncia RGD (R®*GD?) presente em disintegrinas
e com atividade inibitoria sobre agregacao plaquetéria (GOULD et al., 1990).

O cininogénio de alta massa molecular isolados do plasma humano possui
propriedades antiadesivas sobre neutréfilos (COLMAN, 1996), além de ser capaz de
competir com a integrina Mac-1 (CD11,/CD18) de neutrdfilos, a qual interage com as
moléculas de adesdo ICAM-1 e ICAM-2, responséavel pela adesdo -celular
(WACHTFOGEL et al., 1994).

Nossos dados demonstram que a BjHK, quando incubada com o veneno de
Bothrops jararaca, inibe as altera¢des na interacdo leucécito-endotélio induzidas por

esse veneno na microcirculagdo do muasculo cremaster de camundongos.
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Aparentemente esse efeito se deve a atividade inibitoria de BjHK sobre
metaloproteinases do veneno de B. jararaca, principais toxinas responsaveis pela
atividade inflamatoria nesse veneno (ZYCHAR et al., 2010)

A resisténcia da serpente Bothrops jararaca ao efeito toéxico de seu proprio
veneno é devido a presenca de fatores em seu plasma, como a BJ46a (BjHK), que é
um fator antihemorrégico. Outros fatores antihemorragicos isolados do sangue de
outras serpentes e de mamiferos sdo glicoproteinas &cidas, termo-resistentes, sem
atividade enzimética e com massas moleculares que podem variar em sua maioria
entre 52-90 KDa (DOMONT et al., 1991).

Essas proteinas podem ser classificadas em pelo menos dois grupos, de
acordo com homologias estruturais: 1) as isoladas de mamiferos marsupiais
pertencentes ao super gene da familia das imunoglobulinas (CATANESE; KRESS,
1992; QI et al.,, 1995; PERALES et al.,, 1994); 2) as isoladas de serpentes
Trimeresurus flavoviridis pertencente a superfamilia das cistatinas (YAMAKAWA,
OMARISATOH, 1992). Além disso, essas proteinas inibem especificamente
metaloproteinases dos venenos ofidicos através da formagdo de complexos néo
covalentes, ndo atuando sobre serinoproteinases dos mesmos (DOMONT et al.,
1991, NEVES-FERREIRA et al., 1997, THWIN; GOPALAKRISHNAKONE,1998).

A BJ46a forma complexo aparente com jararagina e atrolisina C,
metaloproteinases de diferentes classes isoladas de venenos ofidicos (VALENTE et
al., 2001), sendo esse o mecanismo inibitério proposto. Entretanto, ndo foram
encontrados complexos quando o BjHK foi incubado com jararagina, havendo
aparentemente uma competicdo por ions zinco e céalcio entre as duas proteinas, com
vantagem para a BjHK (GONCALVES; CHUDZINSKI-TAVASSI, 2004). Essa
diferenca pode estar relacionada a possiveis modifica¢cdes estruturais na forma
complexada da molécula na BjHK.

No cininogénio de alta massa molecular humano, a atividade inibitéria sobre
metaloproteinases esté localizada na regido rica em histidina e glicina no dominio 5
dessa proteina (GONCALVES et al., 2003). Na sequéncia descrita na BJ46a existe
uma regido rica em histidina (H*** — H**®), com homologia a uma regi&o da porcéo C-
terminal da proteina S100A9, com propriedade inibitéria sobre metaloproteinases
(DALE et al., 2004), e que também apresenta alta homologia & por¢cdes do dominio 5
do CAMM (HESSIAN et al., 1995). Essa regido nao foi coberta pelo sequenciamento
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por espectrometria de massas, provavelmente, devido a formagéo de um peptideo

triptico longo (43 residuos, K*® — R#!

), dificultando o processo de deconvolugéo.

Apesar de ndo possuir alta homologia estrutural com o0s cininogénios
descritos até o momento, a BjHK(BJ46a) apresentou homologias funcionais com
essa molécula.

A denominagdo BJ46a foi dada considerando-se a massa molecular
encontrada com o processo de purificagdo utilizado (VALENTE et al.,, 2001),
enquanto que a denominacdo BjHK foi dada pelas caracteristicas funcionais da
molécula, imaginando-se, pela massa molecular obtida (110 kDa) se tratar de um
cininogénio de alta massa molecular. Pelo conjunto dos resultados obtidos,
verificamos que se trata de uma glicoproteina pertencente a familia das cistatinas do
tipo 3, com homologia estrutural as fetuinas, com regido rica em histidina e
homologia funcional aos cininogénios. Uma denominagcédo mais apropriada a essa

proteina ser faz necessaria.
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6. CONCLUSAO

O conjunto dos resultados nos permite concluir que a BjHK (BJ46a) é uma
proteina que pertence a super familia das cistatinas do tipo 3, pois apresenta
homologia estrutural as fetuinas, dominio rico em histidina e homologia funcional a

cininogénios de mamiferos.
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