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RESUMO

ALVARENGA, Valéria Goncalves. Caracterizacao estrutural e funcional de uma
metaloproteinase de classe P-1 do veneno de Lachesis muta rhombeata. 2023.
92 p. Tese (Doutorado em Ciéncias - Toxinologia) — Instituto Butantan, Sdo Paulo,
2023.

Rhomb-1, uma metaloproteinase de 23 kDa foi isolada do veneno de L. m. rhombata.
Sua acdo proteolitica sobre dimetilcaseina foi inibida por a2-macroglobulina,
guelantes de metais e por cations Co?* e Zn?* e levemente estimulada por Ca?* e Mg?*.
Em solucédo aquosa a 37 °C, rhomb-| sofreu autoprotedlise gerando fragmentos de
aproximadamente 20 e 11 kDa. A sequéncia de aminoacidos apresentou alta
similaridade com outras SVMPs P-l. Rhomb-I causa hemorragia que pode ser
atribuida a hidrolise de proteinas da membrana basal, da matriz extracelular e
proteinas plasmaticas. Rhomb-I cliva, preferencialmente, as cadeias Aa da fibrina e
do fibrinogénio. Rhomb-I inibiu a agregacao induzida por convulxina e pelo fator de
von Willebrand (VWVF) em plaquetas humanas, sem efeito significativo na agregagéo
estimulada por colageno ou outros agonistas. Ela digere VWF em multimeros de
massas moleculares menores bem como o dominio A1 recombinante de VWF (rvWF-
Al) gerando um fragmento de aproximadamente 27 kDa, conforme evidenciado por
western blot com 1gG anti-rvWF-Al, produzido em camundongos. Apoés incubar
plaguetas lavadas com rhomb-I, foi possivel observar por western blot que a proteina
liga e cliva as glicoproteinas de plaguetas GPIb e GPVI, liberando as formas soluveis
de 130 kDa e 55 kDa, respectivamente. Ambas glicoproteinas, GPlba que se liga ao
VWF, e GPVI que se liga ao colageno, desempenham um papel fundamental na
mediacao da adesao/ativacdo plaguetaria e podem iniciar a formacéao fisiolégica ou
patolégica de trombos. Conclusées: Rhomb-I € uma metaloproteinase classe P-l,
hemorragica, fibrino(geno)litica que degrada proteinas da matriz extracelular e
interfere na funcéo plaquetaria pela clivagem de VWF, GPIb e GPVI. Estes resultados
indicam que rhomb-I pode estar envolvida na fisiopatologia do envenenamento por
Lachesis, perturbando a hemostasia e agregacao plaquetaria e causando danos a

vasculatura.

Palavras-chave: Metaloproteinase. Serpentes. Hemostasia. Plaguetas. Lachesis



ABSTRACT

ALVARENGA, Valéria Gongalves. Structural and functional characterization of a
P-l class metalloproteinase from Lachesis muta rhombata venom. 2023. 92 p.
Doctoral thesis (Doctorate degree in Sciences - Toxinology) — Instituto Butantan, Sao
Paulo, 2023.

Rhomb-I, a 23-kDa metalloproteinase was isolated from L. m. rhombeata venom. Its
dimethylcasein proteolysis was abolished by metal chelators, and slightly enhanced by
Ca?* and Mg?* ions, but inhibited by Co?*, Zn?* and a2-macroglobulin. In agueous
solution, rhomb-I autoproteolyzed to a 20- and 11-kDa fragments at 37 °C. The amino
acid sequence showed high homology with other SVMPs. Rhomb-l causes
hemorrhage that may be ascribed to hydrolysis of essential BM, ECM and plasma
proteins. It preferentially cleaves the a-chains of fibrin(ogen). Rhomb-I inhibited
convulxin- and VWF-induced aggregation on human platelets without significant effect
on collagen-stimulated aggregation or other effectors. It digests VWF into a low-
molecular-mass multimers of vVWF and a rvWF-Al domain to a 27-kDa fragment as
revealed by western blotting with mouse anti-rvWF Al-domain 1gG. Incubation of
platelets with rhomb-I resulted in adhesion to and cleavage of platelet receptors GPlba
and GPVI to release a 130-kDa and 55-kDa soluble form. Both membrane
glycoproteins, GPlba that binds vVWF, together with GPVI which binds collagen, play a
key role in mediating platelet adhesion/activation and can initiate (patho)physiological
thrombus formation. Conclusions: rhomb-I is implicated in the pathophysiology of
Lachesis envenoming by disrupting vasculature, hemostasis and platelet aggregation

through impairing VWF-GPIb axis and blocking GPVI-collagen binding.

Keywords: Metalloproteinase. Snake Venoms. Hemostasis. Blood Platelets.

Lachesis.
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1 INTRODUCAO

As serpentes atraem a curiosidade humana ha milhares de anos. Elas sdo uma
subordem pertencente a ordem Squamata, com mais de 3.400 espécies distribuidas
na esfera terrestre entre os continentes, mares e ilhas com exce¢ao da Antartida e do
Polo Norte. No entanto, ha uma maior concentracéo de espécies nas regioes de clima
tropical e quente (CHIPPAUX J. P., 1998; GUTIERREZ et al., 2017). As serpentes,
simplificadamente podem ser categorizadas em venenosas e nao venenosas. Todas
as espécies de serpentes venenosas causadoras de acidentes ofidicos conhecidas
pertencem a superfamilia Colubroidea, sendo elas as das familias Viperidae (viboras)
e Elapidae (serpentes coral, cobras najas e serpentes marinhas), algumas espécies
da familia Lamprophiidae (vibora-toupeira) e algumas espécies da familia Colubridae
(serpente-rateira) (GUTIERREZ et al., 2017; PYRON et al., 2011).

Os acidentes com serpentes afligem sobretudo as popula¢cdes de area rural de
paises em desenvolvimento, com uma estimativa de 2,7 milhdes de casos sendo
81.000 a 138.000 fatais (CHIPPAUX J. P., 1998; GUTIERREZ et al., 2017;
LONGBOTTOM et al., 2018). Devido a gravidade dos acidentes e 0 niumero de casos
envolvendo principalmente as popula¢des vulneraveis, em 2009 o envenenamento por
serpentes passou a ser considerado pela Organizacdo Mundial de Saude como uma
doenca tropical negligenciada, e embora tenha sido removida em 2013 desta lista, em
2017 foi novamente reconhecida e elevada a categoria A da lista de Doencas Tropicais
Negligenciadas (NTD-A) (CHIPPAUX, 2017; “Neglected tropical diseases — GLOBAL”,
[s.d.]; SEIFERT et al., 2022).

O género Lachesis (Viperidae) compreende apenas quatro espécies
conhecidas, as quais estao distribuidas nas florestas tropicais das Américas do Sul e
Central. Sendo consideradas uma das maiores serpentes venenosas do mundo
podendo chegar a 3,5 metros, sdo oviparas e possuem habitos terrestres e noturnos.
A espécie Lachesis muta possui duas principais subespécies: Lachesis muta muta e
Lachesis muta rhombeata. A subespécie Lachesis muta muta habita principalmente a
regido amazonica do Brasil, leste do Peru e norte da Bolivia e a Lachesis muta
rhombeata ocorre na Mata Atlantica brasileira do Rio de Janeiro até o estado do Ceara

(Figura 1). Esta espécie € conhecida pelos nomes de surucucu, pico de jaca, surucucu
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de fogo, surucutinga e urukuku (HAAD, 1998; SOUZA et al., 2007; SANCHEZ et al.,
1987).

Figura 1 — Distribui¢cdo do género Lachesis
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Fonte: www.who.int/teams/control-of-neglected-tropical-diseases/snakebiteenvenoming/snakebite-
information-and-data-platform, 2023.

Legenda: O género Lachesis esta distribuido nas florestas tropicais do Brasil, Peru, Bolivia, Colémbia,
Venezuela, Guiana, Guiana Francesa e Suriname.

Intimamente relacionada a Mata Atlantica, a subespécie L. m. rhombeata foi
considerada ameacada de extingdo (CREMONEZ et al., 2016; SOUZA et al., 2007).
Neste sentido, os estudos sobre o contetido do veneno de serpentes sao relevantes
ndo apenas pela questdo médica, bioldgica e biotecnolégica, mas também porque
demostram a importancia da preservacao das espécies.

O envenenamento por Lachesis corresponde em cerca de 3% dos acidentes
reportados no Brasil, e o0 maior nimero de casos verifica-se principalmente na regiao
nordeste e norte do pais (SOUZA et al.,, 2007). Os principais sinais e sintomas
observados (Figura 2) evoluem rapidamente e podem ser locais como dor, inchaco e
edema progressivo, bolhas, equimoses, dermonecrose; ou Sistémicos como

coagulopatia de consumo, hemorragia e trombose. Alguns trabalhos também



22

descrevem comprometimento neurolégicos como paralisia progressiva, ptose e
disartria, dificuldade de degluticdo, comprometimento respiratorio, hipotenséao,
diarreia e vomito. Embora apresente sintoma hemorragico, a plaguetopenia néo esta
presente nos acidentes laquéticos como nos acidentes botropicos (JORGE et al.,
1997; JUAN, 1981; SANCHEZ et al., 1992; SEIFERT et al., 2022; SOUZA et al., 2007;
TORRES et al., 1995).

Figura 2 — Sintomas obervados em vitimas de envenenamento por Lachesis

Ecchymosis

Fonte: Seifert et al. (2022) e Souza et al. (2007).

Legenda: Sintomas hemorragicos locais e sistémicos, e comprometimento neuroldgico sé&o observados
em vitimas de envenenamento por Lachesis. A foto se refere a um relato de caso feito por Souza et al,
2007, no qual os sintomas apresentados pela vitima foram revertidos com uso de soroterapia
antibotrépico-laquético.
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A fisiopatologia do envenenamento e a evolucao clinica das vitimas séo efeitos
da acao das proteinas que estao presentes no veneno: Metaloproteinases do Veneno
de Serpentes (SVMPs), Serinoproteinases do Veneno de Serpentes (SVSPs -
Enzimas thrombin-like, ativadores de plasminogénio, e proteinases tipo calicreina), L-
aminoacido oxidases (LAAO); Fosfolipases A2 (PLA2), Hialuronidases, Lectinas tipo
C, Desintegrinas, Peptideos natriuréticos e Neurotoxinas (CALVETE, 2011,
GUTIERREZ et al., 2017; SERRANO et al., 2005).
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1.1 Metaloproteinases de Veneno de Serpentes

As SVMPs constituem mais de 30% do veneno das serpentes da familia
Viperidae (FOX; SERRANO, 2008; PIDDE-QUEIROZ et al., 2013; SANCHEZ et al.,
2017). Estas enzimas sao hidrolases (EC 3.4.24.-) classificadas no banco de dados
MEROPS (merops.sanger.ac.uk/) concernente a grande familia das metizincinas
(M12), subfamilia M12B juntamente com as ADAMs (do inglés, A Disintegrin and A
Metalloproteinase) e as MMPs (Matrix metalloproteinases) (FOX; SERRANO, 2005).
A principal caracteristica destas enzimas é uma regido do sitio catalitico altamente
conservada contendo trés histidinas (HEXXHXXGXXH) que se ligam a um ion de
zinco, seguida por uma regiao de loop contendo uma metionina denominada met-turn
que serve como um eixo para efetivar o sitio catalitico (BODE et al., 1993; MOURA-
DA-SILVA et al., 2008; SAJEVIC et al., 2013).

As SVMPs séo sintetizadas como pré-pro-enzimas apresentando a sequéncia
do peptideo sinal, o pr6-dominio, o dominio metaloproteinase que contém o sitio
catalitico e, dependendo da classe a qual pertence a SVMP, os dominios ndo
cataliticos. O pré-dominio estd4 presente na forma nascente da proteina. Apés a
secrecdo, a enzima sofre processamento proteolitico liberando o pré-dominio
tornando-se ativa (MOURA-DA-SILVA et al., 2016). Portanto, de acordo com 0s
dominios existentes em sua estrutura madura, as SVMPs séo classificadas em P-I, P-
Il ou P-Ill (Figura 3) (FOX; SERRANO, 2005, 2008).

As SVMPs da classe P-l1 (20 — 30 kDa) séo polipeptideos mais simples
contendo apenas do dominio metaloproteinase. Substratos como caseina e
dimetilcaseinas sao rapidamente hidrolisados pelas P-Is. Alguns representantes desta
classe sao desprovidas de efeito hemorragico (BELLO et al., 2006; GREMSKI et al.,
2007; SANCHEZ; DINIZ; RICHARDSON, 1991) contudo séo descritas proteinas P-Is
que apresentam forte atividade hemorragica tais como atroxlysin-l e atroxlysin-la
(FREITAS-DE-SOUSA et al., 2017; SANCHEZ et al., 2010).
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Figura 3 — Classificacdo de SVMP e suas func¢des
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Fonte: Préprio autor, 2023.

Legenda: Principais caracteristicas das trés classes de SVMPs descritas na literatura, de acordo com
Fox e Serrano, 2008 e Olaoba et al., 2020. * Cddigo de acordo com a classificacdo de familias de
proteinas do banco de dados Pfam (www.ebi.ac.uk/interpro/).

A classe P-Il (30-60 kDa) apresenta o dominio desintegrina além do dominio
metaloproteinase. O dominio desintegrina possui um motivo RGD (arginina, glicina e
acido aspartico) ou outro motivo semelhante como KGD (lisina, glicina e acido
aspartico) ou KTS (lisina, treonina e serina) que confere a funcdo de se ligar a
receptores de integrinas na superficie de células/plaquetas podendo inibir a adeséo
celular e/ou a agregacao plaquetaria (CHEN et al., 2003; FOX; SERRANO, 2008). A
porcdo desintegrina pode ser liberada por protedlise formando assim dois
polipeptideos distintos: uma P-lI com atividade proteolitica e uma desintegrina com
acao sobre as integrinas de membrana (CASEWELL et al., 2011). Varios rearranjos
na estrutura de P-Il ja foram descritos (OLAOBA et al., 2020), o que levou a subdivisédo
desta classe em P-lla, P-IIb, P-lic, P-lld e P-lle conforme figura 4.

A classe P-lll (50 — 100 kDa) tem sua estrutura mais complexa pois apresenta
o dominio rico em cisteina além dos dominios metaloproteinase e tipo desintegrina. O
dominio semelhante a desintegrina possui funcdes analogas ao dominio desintegrina

da classe P-II, porém o conservado motivo RGD é substituido por outros motivos como
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D/ECD (&cido aspartico/acido glutamico, cisteina e acido aspartico) (FOX; SERRANO,
2008). O dominio rico em cisteina na por¢do C-terminal contribui para o
reconhecimento de alvos moleculares das P-llls (MAZZI et al., 2007). Ademais, na
literatura sdo descritas algumas moléculas da classe P-Ill que também podem incluir
o dominio lectina tipo C (PF00059) ligado & sua estrutura por meio de ligacédo
dissulfidica como a VFLXA uma P-llid, do veneno de Vipera amodytes amodytes
(LEONARDI et al., 2008). A evidéncia de moléculas contendo os dominios tipo
desintegrinas e rico em cisteina mas sem o dominio catalitico levou a formacéo de
uma nova subclasse das P-llls, a P-llle (LEONARDI et al.,, 2019) (Figura 5),
compreendendo proteinas como BaltDC (MATIAS et al., 2017) e Vaa-MPIII-3 (POZEK
et al., 2022). POZEK e colaboradores (2022) confirmaram por meio de estudos
genéticos com a Vaa-MPIII-3, que um gene codificante de P-IIl pode sofrer delecéo
da regido do dominio catalitico metaloproteinase e levar a formacdo de moléculas
contendo apenas os dominios ndo cataliticos das P-llls. Apesar de ndo apresentar o
o dominio catalitico, estas proteinas afetam a agregacao plaquetéaria (MATIAS et al.,
2017; POZEK et al., 2022) podendo também ter uma participacdo importante no

envenenamento.

Figura 4 — Subclassificacao de P-lI

P-lla P-llb P-lic P-lid P-lle
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Fonte: Olaoba et al. (2020).

Legenda: M — dominio metaloproteinase, D — dominio desintegrina, ss — regido espagadora, S —
formagéo de ligag&o dissulfidica entre duas moléculas de Pll ou entre duas desintegrinas que podem
ser homodiméricas ou heterodiméricas.
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Figura 5 — Subclassificagcao de P-lll
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Fonte: Olaoba et al. (2020).

Legenda: M — dominio metaloproteinase, D — dominio tipo desintegrina, C — dominio rico em cisteina,
c-L — dominio Lectina tipo C, ss — regido espagadora, S — formacao de ligacéo dissulfidica entre duas
moléculas de PIII, entre uma molécula de PIIl e uma molécula de lectina tipo C ou entre duas moléculas
de lectina. Em P-llle a molécula ndo possui 0 dominio catalitico.

Essa evidente variedade de SVMPs parece ter origem evolutiva em um dnico
gene ancestral como demonstrado no trabalho de Giorgianni e colaboradores (2020),
no qual foi feita uma andlise robusta dos genes que codificam SVMPs no género
Crotalus. Com isso mostraram que 0s genes que codificam SVMPs expandiram de
um unico gene comum que codifica uma ADAM28 ancestral e que as classes de
SVMPs existentes sao frutos de eventos de duplicacéo e dele¢céo génica. Certamente,
0s eventos evolutivos estdo relacionados a abundéancia de isoformas que sédo
relatadas nos estudos de genomas e transcriptomas de glandulas de veneno de
serpentes (CASEWELL et al., 2009; SANZ; CALVETE, 2016). Toda essa diversidade
permite as SVMPs atuarem de diversas formas e em diferentes alvos (MOURA-DA-
SILVA et al., 2016).



27

1.2 O alvo principal das SVMPs é o sistema hemostatico

O maior impacto das SVMPs é no sistema hemostatico, hidrolisando as
proteinas da matriz extracelular (FREITAS-DE-SOUSA et al., 2017; HERRERA et al.,
2016; KURTOVIC et al., 2011; SAJEVIC et al., 2013; SANCHEZ et al., 2010), ou
atuando sobre os componentes da cascata da coagulacdo (LORIA et al., 2003;
SARTIM et al., 2016). Podem ainda intervir na agregacdo plaquetaria, com uma
evidente acao sobre os receptores das plaguetas (HSU et al., 2007; OLIVEIRA et al.,
2019; SANCHEZ et al., 2021). Por isso, alguns componentes que participam da
hemostasia foram usados nos ensaios in vitro de caracterizacdo da metaloproteinase

em estudo:

1.2.1 Proteinas do plasma e da matriz extracelular

O fibrinogénio € uma glicoproteina hepatica circulante composta de trés pares
de cadeias polipeptidicas denominadas Aa (66,5 kDa), BB (52 kDa) e y (46,5 kDa), as
quais sdo unidas por 29 ligacdes dissulfidicas (WEISEL, 2005). No final da cascata de
coagulacdo a molécula de fibrinogénio é convertida enzimaticamente em fibrina
insoltvel. A clivagem da porgado N-terminal das cadeias Aa e Bf3 do fibrinogénio pela
trombina leva a liberacdo dos fibrinopeptideos A e B e permite a formacédo de
mondmeros de fibrina, os quais se polimerizam e sdo estabilizados por ligacéo
covalente por meio da acao do fator Xllla. Desta maneira, é formado um coagulo de
fibrina insoltvel no local da lesédo (NELSON et al., 2017; WEISEL, 2005). Além de ser
essencial para a hemostasia, o fibrinogénio também atua na inflamacdo e na
angiogénese (MOSESSON, 2005).

A molécula de fibronectina é uma glicoproteina formada por dois polipeptideos
(220 kDa) unidos por ligagbes dissulfidicas que circula no sangue na forma soluvel e
compacta, mas pode sofrer um processo celular de polimerizagéo formando fibrilas
insollveis na matriz extracelular (GUI et al., 2006). Esta macromolécula atua na
adeséao, propagacao, migracao, proliferacdo e apoptose celular. E, dependendo da
sua conformacdo e sequéncia de aminoacidos, € capaz de se ligar a integrinas

celulares, a outra subunidade de fibronectina, colageno, heparina, fibrina,
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metaloproteinases de matriz, e fatores de crescimento (FFRENCH-CONSTANT, 1995;
GUI et al., 2006; PANKOV; YAMADA, 2002; PATTEN; WANG, 2021).

A vitronectina é uma glicoproteina monomeérica de 75 kDa contendo trés sitios
de glicosilacdo e uma sequéncia RGD (Arg-Gly-Asp) de reconhecimento de integrinas
além de dominios com sitios de ligacdo para colageno, plasminogénio, heparina,
trombina, elastase, plasmina e inibidor do ativador de plasminogénio (IZUMI et al.,
1989; SCHVARTZ et al., 1999). Assim, a vitronectina se apoia na matriz extracelular
através de seu dominio de ligacdo ao colageno ou a heparina, ao mesmo tempo que
interage com integrinas da membrana promovendo a adesédo, propaga¢ao e migracao
celular (SCHVARTZ et al., 1999).

A matriz extracelular € uma mescla de células e componentes nao celulares
gue formam uma rede harmonicamente organizada que proporciona estrutura para as
células inseridas e também auxilia em muitos processos celulares como crescimento,
migracdo, diferenciacdo e homeostasia (FRANTZ et al., 2010; THEOCHARIS et al.,
2016). Duas principais classes de macromoléculas compde a matriz extracelular:
proteoglicanos e proteinas fibrosas as quais contribuem para a sua dinamica de
remodelamento finamente regulada e orquestrada (FRANTZ et al., 2010).

A membrana basal é uma fina camada da matriz extracelular que esta em
contato com o lado basal das células epiteliais, endoteliais e muscular lisa (HALFTER
et al., 2015). Muitos modelos de membrana basal séo preparados para o estudo de
sua estrutura, funcdo e interagdo com outros componentes moleculares. Neste
trabalho, foi utilizado um modelo denominado matriz de Matrigel que € uma mistura
de componentes da membrana basal secretados por células de sarcoma de
camundongo Engelbreth-Holm-Swarm (KLEINMAN; MARTIN, 2005), contendo como
componentes principais laminina, colageno tipo 1V, nidogénio e proteoglicanos sulfato
de heparan.

A laminina € um glicoproteina de alta massa molecular contendo trés
polipeptideos (a, B e y) por meio de ligagbes dissulfidicas (MINER; YURCHENCO,
2004; NEGISHI; NOMIZU, 2019). A regido C-terminal da laminina interage com
proteinas da membrana plasmatica de células ou microrganismos difundindo sinais
intracelulares e extracelulares. Enquanto a porcdo N-terminal esta implicada com

outras moléculas da matriz extracelular fazendo parte do emaranhado molecular
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essencial para a sustentacdo e funcionamento fisiolégico da membrana basal
(AUMAILLEY, 2013).

O colageno tipo IV € o unico tipo de colageno que ocorre somente na
membrana basal. Unidades de heterotrimeros de colageno IV sao formadas por
combinacgao de 3 cadeias alfa dentre seis cadeias alfa geneticamente distintas (a1202,
a3204, e a52a6). A forma de tripla-hélice fornece o arcabouco para a interligacdo com
as outras moléculas da membrana basal formando assim o suporte para as células
adjacentes (BROWN et al., 2017; KEFALIDES, 1971; SAGE, 1982).

O nidogénio (ou entactin) possui duas isoformas: nidogénio 1 e nidogénio 2, as
quais sao glicoproteinas contendo trés dominios globulares (KIMURA et al., 1998;
NEU et al., 2006). As isoformas sao capazes de se ligarem ao coldgeno IV e a laminina
e estdo envolvidas na adeséo e migragao celular (NEU et al., 2006).

Uma das maiores moléculas circulantes no sangue, presente na matriz
subendotelial e pega chave na hemostasia é o Fator de von Willebrand (VWF), uma
glicoproteina multimérica produzida nos megacariécitos e nas células endoteliais.
Cada subunidade de VWF madura possui 2050 aminoacidos e apresenta uma massa
molecular de aproximadamente 270 kDa (LENTING et al., 2015; SADLER, 1991). Os
dominios presentes em sua estrutura madura apresentam a seguinte ordem: D'-D3-
Al1-A2-A3-D4-B1-B2-B3-C1-C2-CK que podem se organizar em multimeros de duas
a muitas subunidades de até 15.000 kDa (RUGGERI; ZIMMERMAN, 1981; SADLER,
1991). Estes dominios auxiliam nas diversas fun¢des do VWF, como adeséo celular,
ligacdo ao colageno, oligomerizagéo, associacdo com receptor de antigeno de células
T, estabilizacao do fator VIl e recrutamento de plaquetas (HASSAN et al., 2012). Na
hemostasia primaria, o VWF € como um elo entre os componentes do subendotélio e
as plaquetas, ativando a formacédo do trombo ao se ligar, por meio do seu dominio Al,
ao receptor plaquetério Glicoproteina Ib (GPIb) (REININGER, 2008).

1.2.2 Plaquetas

As plaguetas sdo fragmentos do citoplasma de megacariocitos sendo
consideradas as menores células sanguineas contando apenas com o contetdo de
seus granulos e com os seus receptores de membrana para exercer suas fungdes. Os

granulos plaquetarios como os corpos densos possuem reserva de: ADP, ATP,
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serotonina, célcio, epinefrina, histamina; fator plaquetério 4, beta-tromboglobulina,
VWEF e vitronectina. Os granulos alfa possuem estoque de fatores da cascata de
coagulacdo; e os lisossomos contém alfa-arabinosideos, beta-galactosidade,
elastase, colagenase e catepsina (FRESON et al., 2007; HARRISON; MARTIN
CRAMER, 1993; VAN DER MEIJDEN; HEEMSKERK, 2019). Elas tém um tempo de
vida util de apenas 7 a 10 dias, contudo desempenham papel primordial na hemostasia
e também em processos como: resposta inflamatodria, desenvolvimento de vasos
sanguineos, tumorigéneses e metastase (GAY; FELDING-HABERMANN, 2011;
GEORGE, 2000; KIM; JENNE, 2016; PALACIOS-ACEDO et al., 2019).

Ha uma infinidade de receptores moleculares na membrana plaquetaria que
exercem fun¢des importantes no reconhecimento de proteinas e alvos pelas plaquetas
(HUANG et al., 2019). E, embora ndo possuam nucleo, as plaguetas conseguem
responder rapidamente as mudangas de ambiente a sua volta, por meio de seus
receptores, 0s quais, ao serem estimulados, desencadeiam vias de sinalizacdo que
culminam na mudanca de forma, ativacdo, liberacdo do conteddo dos granulos,
adesdo e agregacéo plaquetaria (HUANG et al., 2019; MONTAGUE et al., 2018; VAN
DER MEIJDEN; HEEMSKERK, 2019).

Alguns receptores sao integrinas de membrana que nas plaquetas formam 5
tipos: a2B1, abB1, a6B1, que sao receptores para colageno, fibronectina e laminina,
respectivamente; além de avB3 (poucas copias em plaquetas) e allBB3 que reconhece
a sequéncia RGD de varios tipos de proteinas como o fibrinogénio, a fibronectina e o
VWF e é fundamental para a funcéo plaquetaria (HUANG et al., 2019). Além desses,
a membrana de plaguetas expressa: receptores acoplados a proteina G como PAR1
e PAR4 para trombina e, os purinérgicos P2Y1 e P2Y12 para ADP (RIVERA et al.,
2009). Receptores Toll-like (SHIRAKI et al., 2004) e receptor tipo lectina tipo C 2
(SUZUKI-INOUE, 2006) também s&o expressos na membrana plaquetaria.

Algumas glicoproteinas séo exclusivas de megacariocitos e plaguetas como o
complexo GPIb-V-IX e a GPVI (CANOBBIO et al., 2004; GARDINER; ANDREWS,
2014b; MODDERMAN et al., 1992). Estes receptores desempenham um papel muito
importante na hemostasia primaria: o GPIb-V-IX, na microcirculacdo, se liga ao VWF
e inicia o processo de mudanca de forma, adesao e formacao do trombo plaquetario
(CANOBBIO et al., 2004; HUIZINGA et al., 2002), enquanto a glicoproteina VI (GPVI),
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nos grandes vasos, é capaz de interagir com o colageno (KEHREL et al., 1998) e
induzir a ativacédo das plaquetas.

A expressao das glicoproteinas do complexo GPIb-V-IX e a GPVI na superficie
das plaquetas € passivel de regulacdo pelas metaloproteinases de membrana (ADAM
— A disintegrin and Metalloproteinase) que em humanos sédo as ADAMs 10 e 17. Este
importante mecanismo de regulagdo das glicoproteinas plaguetarias é descrito na
literatura como “shedding” no qual os receptores sofrem protedlise por meio das
“sheddases” (ADAMs 10 e 17) levando a liberacdo do seu ectodominio soluvel,
fazendo com que este receptor perca irreversivelmente sua funcdo de ligacéo
(GARDINER; ANDREWS, 2014; MONTAGUE et al.,, 2018). A GPlba sofre este
processo principalmente por meio da ADAM17, enquanto que a GPVI sofre esta acao
por meio da ADAM10 (GARDINER; ANDREWS, 2014; MONTAGUE et al., 2018). O
fragmento soluvel de GPV também pode ser liberado por meio de ambas ADAMs
(MONTAGUE et al., 2018).

O envenenamento por serpentes possui uma fisiopatologia complexa e as
SVMPs possuem uma participacdo importante neste processo, principalmente no
sistema hemostatico. Neste estudo, o foco foi purificar e caracterizar uma SVMP P-I
e analisar sua acao sobre proteinas do plasma, da matriz extracelular e sobre a funcéo
plaquetaria com o propésito de contribuir para o entendimento dos disturbios

hemorragicos causados pelos acidentes ofidicos.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivos gerais

Purificar e caracterizar uma SVMP P-1 do veneno de Lachesis muta rhombeata
e analisar sua agcdo sobre proteinas que atuam na hemostasia e sobre a agregacao
plaguetaria com o objetivo de contribuir para o entendimento da fisiopatologia do

envenenamento por serpentes dada a importancia das SVMPs neste processo.

1.2  Objetivos especificos

a) Purificar e caracterizar bioguimicamente uma SVMP-PI do veneno de
Lachesis muta rhombeata.

b) Analisar o efeito da enzima sobre as proteinas do plasma (Fibrinogénio,
fibronectina, vitronectina, fator de von Willebrand) e da matriz
extracelular (Laminina, Colageno IV e nidogem).

c) Estudar a acdo da proteina isolada na funcéo de plaquetas.

d) Contribuir para o melhor entendimento das coagulopatias descritas no

envenenamento ofidico por Lachesis
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Animais e veneno

O veneno de Lachesis muta rhombeata foi gentiimente doado pelo médico
Rodrigo C.G. de Sousa, coordenador do Nucleo Serra Grande, com Autorizacéo do
Instituto do Meio Ambiente e Recursos Hidricos n° 2016.001.002764/INEMA/Lic-
02764, do Estado da Bahia. Camundongos Swiss Webster (fémea, 18-22 g) obtidos
do biotério da Fundacao Ezequiel Dias foram utilizados para experimentos in vivo de
acordo com as diretrizes e legislacdes vigentes do Conselho Nacional de Controle de
Experimentacdo Animal (CONCEA) e aprovados pelo Comité de Etica local sob o
ndmero de protocolo CEUA/FUNED: 06/2019.

3.2 Reagentes

A expressao do dominio Al recombinante do VWF humano (rvWF-Al) e sua
purificacéo foi realizada conforme relatado por SANCHEZ e colaboradores (2016). A
convulxina (CVX) foi purificada do veneno da cascavel sul-americana Crotalus
durissus terrificus conforme descrito em (POLGAR et al., 1997). Os anticorpos
policlonais: anti-rvWF-Al1 (SANCHEZ et al., 2021) e anti-mut-Il (MACHADO DE AVILA
et al.,, 2011) foram produzidos no laboratorio. A Tabela 1 abaixo descreve os
principais reagentes utilizados neste trabalho. E todos os outros produtos quimicos

usados possuem grau analitico.

Quadro 1 — Reagentes/produtos utilizados no trabalho

Reagente Cddigo Empresa Ensaio
Resina Sephacryl Pharmacia Biotech
S-200 17-0584-01 ppjjadelphia, EUA)
Resina Sephadex  GE17-0042- Sigma Chemical (St.
G-50 01 Louis, MO, EUA). Purificacdo de

Sigma Chemical (St. proteinas
Louis, MO, EUA).
Merck (Darmstadt,
Alemanha)

Amicon Ultra 0,5 UFC5003961

Coluna Vydac C4 214TP54



Alfa 2-
macroglobulina
Marimastat
Batimastat
ADP
Trombina
Prostaglandina E1
Colageno tipo |
Ristocetina

Fator de von
Willebrand

Fibronectina
Vitronectina
Fibrinogénio
Humano livre de
plasminogénio

Matrigel

Anticorpo anti-
laminina
Anticorpo anti-
colageno IV
Anticorpo anti-
Nidogénio
Anticorpo policlonal
anti-GPVI
Anti-CD42b/GPIb
humano
Proteina G
conjugada a
peroxidase
Substrato de
peroxidase
quimioluminescente
ECL

N-glicosidase F
(PNGase)

Tubos para coleta
de sangue a vacuo
ACD BD

N-etilmaleimida

G1-254023X

Fonte: Préprio autor, 2023.

SRP6314

M2699
SML0041
A2754
112374
P5515
5368
001226

681300

F2006
5051

F4129

356234

NB300-144

70R31139

AF2570

AF3627

AF4067

P21041

32106

F-PO704S

364606

E1271

SMLO0789

Sigma Chemical (St.
Louis, MO, EUA).

Sigma Chemical (St.
Louis, MO, EUA).

Helena Laboratories

(Beaumont, TX, EUA).

Merck (Darmstadt,
Alemanha)

Sigma Chemical (St.
Louis, MO, EUA).

Corning (Bedford, MA

USA)
Novus Biologicals

(Centennial CO, EUA)

Fitzgerald (North
Acton, MA)

R&D Systems
(Minneapolis, EUA)

Thermo Scientific
(Waltham, MA USA)

New England Biolabs

(Massachusetts, MA,
EUA)
Becton Dickinson

(Franklin Lakes, Nova

Jersey, EUA)
Sigma Chemical (St.
Louis, MO, EUA).
Sigma Chemical (St.
Louis, MO, EUA).

34

Ensaio de inibicao

Agregacao
plaquetéaria

Agregacao
plaguetaria e
hidrélise

Ensaio de
hidroélise

Ensaio de
hidrélise e
Western blot

Ensaio de
Deglicosilagéo

Ensaios com
plaquetas
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3.3 Processo de purificacdo de rhomb-I

A proteinase foi isolada do veneno de L. m. rhombeata por duas etapas de
cromatografia de filtracdo em gel. Na primeira etapa, o veneno liofilizado (2400 mg)
foi dissolvido em 8 mL de tampéao acetato de amonio 0,05 M (pH 7,3) contendo NacCl
0,3 M e centrifugado a 6000 xg para remover o material insoltuvel. A solugéo contendo
2160 mg de proteina foi aplicada ao sistema de duas colunas de 2,5 x 100 cm ligadas
em série e empacotadas com Sephacryl S-200, as quais foram equilibradas e eluidas
com o mesmo tampéo. Todo o processo foi realizado sob refrigeragéo a 4 °C com um
fluxo de 7 mL/h e as fracbes foram recolhidas e testadas quanto a atividade
enzimatica. As fracBes ativas de aproximadamente 23 kDa contendo atividade
proteolitica sobre a caseina N,N-dimetilada (DMC) foram reunidas, dialisadas contra
agua destilada contendo 1 mM de CaCl: e liofilizadas. Na segunda etapa, o total de
471 mg de fracao ativa obtida da primeira etapa, foi aplicado a uma coluna Sephadex
G-50 fine (1,5 x 100 cm) equilibrada e eluida com tampao Hepes 20 mM, pH 7,5
contendo 10 mM de CaClz, em um fluxo de 6 mL/h a 4 °C. Ao longo de todo o processo
de purificacdo, as proteinas foram monitoradas por meio da leitura da absorbancia a
280 nm das fracdes e pela atividade proteolitica sobre a DMC. Também foram
realizadas analises eletroforética em gel de poliacrilamida com dodecilsulfato de sédio
(SDS-PAGE) nas fracdes selecionadas de acordo com (LAEMMLI, 1970).

Aliguota da segunda etapa foi diluida em 1 mL de acido trifluoroacético (0,1%
TFA, V/V) e submetida a uma cromatografia em fase reversa, usando uma coluna C4
Vydac, (250 x 4,6 mm) acoplada a um cromatégrafo AKTA pure 25 (GE Healthcare).
Inicialmente, a eluicdo da amostra foi feita com TFA 0,1% seguido de um gradiente

linear de 0-70% de acetonitrila (ACN) em TFA 0,1% a uma vazéo de 1 mL/min.

3.4 Atividade hemorragica

Para analisar a atividade hemorragica da metaloproteinase foram utilizados
grupos de trés camundongos Swiss Webster adultos (20-22g) para cada dose (10, 25
e 50 pg/animal) e salina. As aliquotas foram injetadas por via intradérmica na pele
dorsal. Com fins comparativo, foram utilizados 50 pg de SVMP hemorragica da classe

P-I atroxlisina-l e duas SVMPs nao hemorragicas da classe P-lI, mutalisina-Il e
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lecurolisina-a. O efeito inibitério do EDTA na atividade enzimatica foi testado preé-
incubando a enzima (50 pg) com EDTA (10 mM) seguido de purificagdo por Amicon
ultra 0,5 (UFC500396, Sigma Aldrich) antes da injecdo no dorso dos camundongos.
Apos quatro horas, os camundongos foram eutanasiados e a pele foi removida e

analisada.

3.5 Efeito de céations e inibidores enzimatico na atividade proteolitica

A atividade proteolitica desta enzima foi testada usando DMC como substrato.
A amostra (1 pg) foi incubada com 10 mM de CaClz, MgClz, BaClz, ZnCl2 e CoCl2 em
tampéo Hepes 20 mM, pH 7,4 por 30 min a 37 °C e entéo a atividade enzimética foi
verificada. Além disso, seu desempenho enzimatico foi testado na presenca de varios
inibidores de proteinase: batimastat (Bat), marimastat (Mar) (0,5 uM cada), inibidor de
MMP-III (i-MMP-IIl, na propor¢cdo de 1:50), lodoacetamida (IAA, 1 mM), &cido
etilenodiaminotetracético (EDTA, 5 mM) e fluoreto de fenilmetanossulfonil (PMSF, 5
mM).

A estequiometria da inibicdo da enzima pela a2-macroglobulina (a2-M) foi
determinada ao incubar a proteinase com o inibidor em diferentes propor¢des molares
(enzima: 02-M - 1:0,25 - 1:0,5 - 1:1 - 1:2) em 250 pL de tampé&o Hepes 20 mM, pH 7,4
a 37 °C por 5 min. Entdo, a atividade residual foi testada com DMC. Em seguida,
aliquotas de cada incubacdo foram misturadas com tampdo de amostra contendo
dodecilsulfato de sédio (SDS) e 2B-mercaptoetanol (2B-ME), fervidas por 5 min e
analisadas em SDS-PAGE (10%).

3.6 Caracterizacao estrutural

3.6.1 Determinagcédo da massa molecular

A massa molecular relativa (Mr) da metaloproteinase foi estimada por SDS-
PAGE e confirmada por espectrometria de massa por tempo de voo empregando
ionizacdo a laser assistida por matriz (MALDI-TOF/TOF) no equipamento Bruker
Autoflex 11l SmartBeam do laboratorio de Servico de Prote6bmica e Aracnideos da

Diretoria de Pesquisa da Fundagao Ezequiel Dias. Foi aplicado 0,5 pl da fragédo obtida
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da cromatografia em fase reversa em uma placa do tipo “MTP AnchorChip 600/384”,
cocristalizado com 0,5 pl de solugéo de matriz (10 mg/mL de &cido sinapinico em 50%
ACN, 0,1% TFA) e deixado para secar em temperatura ambiente. Os espectros foram
adquiridos usando o modo linear positivo por meio do software FlexControl versao 3.3
e analisados com o software FlexAnalysis versdo 3.3 ambos do pacote COMPASS
1.3. A poténcia do laser Nd-YAG (355 nm) foi ajustada manualmente para melhor
visualizacao do sinal. Previamente, o equipamento foi calibrado com uma mistura de
proteinas padrdo (Bruker — 8207234).

3.6.2 Identificacdo de autoprotedlise

Para examinar se a proteina isolada é passivel de sofrer autoprotedlise, uma
fracéo de 5 g foi incubada em meio aquoso a 37 °C por 24 horas e outra fragéao igual
permaneceu congelada. Apds 24 horas, as amostras foram misturadas a tampéo de
amostra contendo SDS e 2B-ME, fervidas por 5 min e analisadas em SDS-PAGE
(18%).

Para certificar a presenga do dominio metaloproteinase, uma aliquota de 5 ug
de proteina na forma reduzida e sem reducdao foi aplicada a um SDS-PAGE (12,5%)
e 5 ug de mutalysin-Il foi aplicada como controle. As amostras foram transferidas para
uma membrana de nitrocelulose, que foi incubada por uma hora com anticorpo anti-
mutalysin-II (anti-mut-Il) 1:1000, seguido de incubacdo com anticorpo secundario anti
IgG de coelho conjugado a peroxidase na diluicdo de 1:2000. Apds isso, 0 western
blot foi revelado com solugdo quimioluminescente ECL no sistema de imagem
ChemiDoc (BioRad).

Recortes de bandas de SDS-PAGE foram enviados para andlise por LC-
MS/MS no Laboratério de Toxinologia Aplicada (Center of Toxins, Immune-Response
and Cell Signaling - CeTICS) do Instituto Butantan. As amostras foram digeridas com
tripsina e analisadas empregando o ESI (nano-spray) como fonte de ionizagao, no
modo de fragmentacdo CID. Os espectros foram obtidos com o FT-ICR/Orbitrap, no
modo linear lon Trap. As analises de identificagéo foram realizadas com o software
PEAKS X+ (10.5), com tolerancia de massa de precursores de 20 ppm e tolerancia de
massa de MS/MS de 0,2 Da. A tripsina foi selecionada com um maximo de duas

clivagens perdidas. A carbamidometilagédo da cisteina foi definida como modificagéo
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estatica, e a oxidagdo da metionina como modificacdo dindmica. Com o maximo de 3
PTM variavel por peptideo, e o FDR < 1%. Os fragmentos foram identificados por meio
do banco de dados construido por ANDRADE-SILVA e colaboradores (2021).

3.6.3 Ensaio para detectar a presenca de carboidratos N-ligados

Para verificar a existéncia de carboidratos N-ligados a estrutura desta proteina,
foi realizado um ensaio de deglicosilacéo utilizando o kit PNGase F (F-P0704S). A 10
Mg de proteina (9 uL) foi adicionado 1 pyL de tampé&o desnaturante (0,5% SDS, 1% 23-
ME). A solucéo foi fervida por 10 min. Apés adi¢do de 2 pL de tampao de reacao (50
mM Tris HCI, pH 8,0), 2 pL de solucdo detergente (NP 40%) e 1 uL de PNGase F
recombinante, as amostras foram incubadas por 2 h a 37°C. A reacao foi interrompida
pela adicdo de tampéao de amostra em condi¢céo de reducgé&o. Por fim, as amostras de
proteina nativa ou deglicosilada foram analisadas por SDS-PAGE.

3.6.4 Determinacdo da sequéncia de aminoacidos

Para obtencdo de informacfes sobre a sequéncia de aminoacidos, a proteina
purificada foi enviada para sequenciamento por cromatografia liquida (LC)-MS/MS,
em um sistema HPLC Nano LCIl EASY (Thermo Scientific) acoplado a um
espectrometro de massa LTQ-Orbitrap Velos, no Centro de Facilidades para a
Pesquisa (CEFAP/USP). A amostra foi submetida a reducéo, alquilacdo e digestédo
enzimatica com tripsina, seguida de dessalinizacdo e liofilizacdo. Os peptideos
tripticos foram ressuspendidos em 0,1% de acido féormico e aplicados em coluna de
fase reversa C18 PicoFrit (C18 PepMap, 75 um ID x 10 cm, tamanho de particula de
3,5 um, tamanho de poro de 100 A; New Obijective, Ringoes, NJ, EUA). As fases
moveis utilizadas consistiram nas solucdes A: 0,1% de acido férmico e B: 95%
acetonitrila, 0,1% de acido formico e a corrida ocorreu em fluxo de 300 nL/min,
seguindo o gradiente de separacéo de 2% - 30% B - 80 min; 30% - 95% B — 5 min;
95% B durante 20 min. O espectrémetro foi operado no modo de ion positivo com
aquisicao dependente de dados. A varredura completa no Orbitrap foi realizada com
controle automatico de ganho (AGC) de 1 x 10° ions e um tempo maximo de

preenchimento de 500 ms. Os espectros dos ions precursores foram adquiridos com



39

uma resolugdo de 60.000 FWHM na faixa de massa de 400 - 1500 m/z. Os 20
peptideos mais abundantes foram selecionados para MS/MS e excluidos
dinamicamente por um periodo de 30s. Os ions peptidicos foram fragmentados por
CID MS/MS usando uma energia de colisdo normalizada de 35%. Todos os dados
brutos foram acessados pelo software Xcalibur (Thermo Scientific). As andlises de
identificacdo foram realizadas pelo software Thermo Proteome Discoverer 1.4.0.288
(Thermo Scientific) utilizando um banco de dados squamata do UniProt. As buscas
foram realizadas com tolerancia de massa de precursores de 20 ppm e tolerancia de
massa de MS/MS de 0,5 Da. A tripsina foi selecionada como a enzima com um
méaximo de duas clivagens perdidas. A carbamidometilagdo da cisteina foi definida
como modificacdo estatica, e a oxidacdo da metionina e a acetilacdo N-terminal da
proteina foram selecionadas como modificacfes dindmicas. O software PatternLab
(CARVALHO et al., 2016) também foi utilizado para montagem dos fragmentos,

identificacdo da sequéncia de aminoacidos e anotacao dos resultados.

3.6.5 Analise de similaridade com outras sequéncias de SVMPs.

Para analise de similaridade foram feitos alinhamentos com outras sequéncias
de aminoacidos de SVMPs homologas usando o programa de alinhamento multiplo
de sequéncias CLUSTALW. A sequéncia da proteina foi alinhada com LHF-II
(P22796) e Lmr-MP (CORDEIRO et al., 2018) que sdo SVMPs P-l isoladas da mesma
espécie. Também foi realizado um alinhamento com outras SVMPs isoladas de
serpentes viperidae, obtidas do banco de dados do GenBank: LHF-II (P22796)
atrolisina (P15167), neuwiedase (Q9I9R4), BaPl (P83512), HR2A (1508216A),
acutolisina (AAD51824) e atroxlisina-I (P85420).

3.6.6 Predicao de estrutura tridimensional

A modelagem por homologia comparativa (SALI; BLUNDELL, 1993) foi usada
para fazer a predicao da estrutura tridimensional de rhomb-I. Moldes homoélogos foram
obtidos através de buscas com a ferramenta BLASTp. As referéncias utilizadas para
a modelagem molecular foram: 3GBO (Bothrops moojeni), 1DTH (Crotalus atrox),
4AIG (Crotalus adamanteus), 4Q1L (Bothrops leucurus) e IND1 (Bothrops asper). O



40

modelo de estrutura para rhomb-I foi gerado com o programa Modeller v 9.16 (FISER;
SALI, 2003) com a extenso .pdb. O melhor modelo foi selecionado com base nas
pontuagdes de “the least discrete optimized protein energy (DOPE) and modeler
objective function (MOF) scores”. O desvio quadratico médio (Root Mean Square
Deviation - RMSD) foi calculado usando o programa VMD v 1.9.2 (HUMPHREY et al.,
1996). A analise de \validacdo foi realizada usando SAVES Sever
(https://services.mbi.ucla.edu/SAVES/) que inclui “PROCHECK, WHATCHECK,
PROVE, ERRAT, VERIFy 3D”. Por fim, o software Pymol (DELANO, 2002) foi

utilizado para visualizar a estrutura gerada.

3.7 Atividade enzimética sobre proteinas do plasma e da matriz extracelular

3.7.1 Hidrdlise de proteinas isoladas do plasma

Para andlise da acdo desta metaloproteinase sobre o fibrinogénio humano,
fibrina e fibronectina, a enzima foi incubada com o substrato em uma razéo de 1:200
(Enzima: substrato) a 37 °C em solucao de Tris-HCI 50 mM, CaCl> 1 mM, pH 8,0. Na
andlise da vitronectina a incubag¢do com a enzima foi na proporgédo 1:150 (Enzima:
substrato). Os intervalos de tempo foram de 5 a 60 min para o ensaio com fibrinogénio
e fibrina, e de 30 min a 6 horas para o ensaio com fibronectina e vitronectina. Uma
aliquota da proteina também foi pré-incubada com EDTA 10mM antes da incubacéo
com fibrinogénio ou fibrina por 60 minutos. Aliquotas de 20 uL foram analisadas por
SDS-PAGE (12%) sob condi¢cOes redutoras e os produtos de degradacédo foram
visualizados com coloragéo por Coomassie Brilliant Blue.

3.7.2 Degradacao da Matrigel

Uma amostra de 5 pL (50 pg) de Matrigel Matrix (uma mistura de componentes
da membrana basal secretados por células de sarcoma de camundongo Engelbreth-
Holm-Swarm), foi incubada com 1 pg da metaloproteinase em 15 pL de solugéo
contendo 25 mM Tris-HCI, 150 mM NaCl e 2 mM CacClz, pH 8,0 a 37°C na auséncia
ou presenca de 10 mM de EDTA. As aliquotas foram analisadas ap6s 60 min por SDS-

PAGE em um gel gradiente (7-15%) sob condi¢bes redutoras. Além disso, os
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compostos de Matrigel e seus fragmentos de clivagem foram eletrotransferidos para
uma membrana de nitrocelulose, analisados por immunoblotting e detectados com
anticorpos policlonais especificos contra laminina (1:5000), colageno-IV (1:4000) e

nidogénio (1:1000) e conjugado de proteina G peroxidase (1:5000).

3.8 Ensaio de agregacdao plaquetaria

Sangue venoso de voluntarios saudaveis, que nao usaram nenhuma
medicacdo que afete a funcao de plaquetas no periodo de duas semanas anteriores,
foi coletado em tubos de coleta de sangue a vacuo com anticoagulante ACD (117 mM
de citrato, 78 mM de &cido citrico e 282 mM de dextrose 6:1, v/v - BD, Franklin Lakes,
New Jersey, EUA). A aprovacéo ética foi obtida do Comité de Etica em Pesquisa com
seres humanos da FUNED (namero do protocolo: 35329520.4.0000.9507).

O sangue foi centrifugado a 800 rpm por 15 min para obtencao do plasma rico
em plaquetas (PRP). As plaquetas lavadas (WPs) foram obtidas a partir do PRP por
trés etapas de lavagem com tampéao de Tyrode livre de célcio pH 6,2 [NaCl (137 mM),
KCI (2,7 mM), NaH2PO4 (3 mM), Hepes (10 mM), dextrose (5,6 mM) e NaHCOs3 (10
mM)] na presenca de prostaglandina E1 (PGE1 - 1,6 yg/mL). Por fim, o pellet foi
ressuspendido em tampéo de Tyrode pH 7,4 na auséncia de PGE1. O numero de
plaquetas foi ajustado para 2,5 x 10° plaquetas/yL e foi adicionado 2 mM de CaClz e
1 mM de MgClz a suspenséo de plaquetas.

A agregacao foi monitorada por transmissdo de luz em um agregdmetro
plaguetéario de oito canais (AggRAM aggregometer - Helena Laboratories, Beaumont,
TX, EUA) a 37°C com agitacdo de 600 rpm. Apés pré-incubacdo de 3 min. com a
proteina em estudo em diferentes concentracdes (0,3 a 2,4 uM para o PRP; ou 0,07
a 1,2 pM para plaquetas lavadas), as plaquetas ou o PRP foram estimulados pela
adicdo de um dos agonistas: colageno tipo | (10 ug/mL), ADP (10 uM), convulxina (50
Hg), trombina (1 U/mL), ristocetina (0,5 mg/mL) ou VWF (5,5 pg/mL) na presenca de
ristocetina (0,5 mg/mL). Os tragos relacionados a porcentagem de agregacgao foram
registrados no software agregbmetro AggRAM e a porcentagem maxima de

agregacao analisada estatisticamente.
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3.9 Hidrolise do fator de von Willebrand

A SVMP P-I (1 pg) foi incubada com 4 ug de vWF comercial em meio aquoso
por 60 min a 37 °C, a reacao foi interrompida com tamp&o de amostra e entdo o
produto da reacdo foi analisado em SDS-PAGE gradiente (5-15%). Além disso, a
proteinase (5 pug) também foi incubada com rvwWF-Al (10 pg) durante 60 min a 37 °C
em solucdo salina tamponada com fosfato, pH 7,4. A reacéo foi interrompida com
tampéo de amostra na proporcéo 1:1 v/v (em condi¢cdes redutoras) e analisada por
SDS-PAGE (12%). O rvwWF-A1 (10 ug) e rhomb-I (5 ug) foram usados como controles.
Os fragmentos do substrato foram detectados por immunoblotting com anticorpo
policlonal contra o dominio rvWF-Al de camundongo (1:400), produzido no

laboratorio, e conjugado de proteina G peroxidase (1:5000).

3.10 Efeito sobre os receptores plaquetarios GPlb e GPVI

Para verificar se a metaloproteinase atua sobre o0s receptores de membrana
GPIba e GPVI, as plaquetas foram lavadas como descrito acima e o numero de
plaquetas foi ajustado para 5,0 x 10° plaquetas/jL. A suspenséao de plaquetas lavadas
(150 pL) foi tratada com rhomb-I (2 pg); N-etilmaleimida (NEM, 0,1 mM); rhomb-I (2
pg) com adicao do inibidor de ADAM10, GI1254023X1 (Gl, 100 nM); rhomb-I (2 ug) pré-
incubada com Co?* (10 mM); GI (100 nM); ou NEM (0,1 mM) com adi¢céo de Gl (100
nM) e incubadas por 30 min a 37 °C. Depois de interrompida a rea¢ao por incubacao
no gelo, a suspensao foi centrifugada por 2,5 min a 15.000 xg a 4 °C para separacao
do pellet e do sobrenadante. As reacdes foram misturadas a tampao de amostra com
reducao e fervidas por 5 min. Aliguotas das reacdes foram aplicadas em SDS-PAGE
(gradiente de 7,5 a 15%), transferidas por 16 horas para membrana de nitrocelulose,
que foram incubadas com anticorpos policlonais anti-GPIb (1:2000) ou anti-GPVI
(1:2000), seguida por incubagdo com proteina G acoplada a peroxidase (1:5000). Os
blots foram analisados usando o sistema de imagem por quimioluminescéncia no
equipamento ChemiDoc (Bio-Rad, Hercules, CA, EUA) na presenca de substrato de
quimioluminescéncia ECL (Thermo Scientific, Waltham, MA EUA).
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3.10.1 Ligacéo aos receptores plaquetérios GPlb e GPVI

Para investigar se a enzima se liga aos receptores GPIb e GPVI, 5 ug da
amostra e 15 pL de WPs (5,0 x 10° plaquetas/uL) (controle positivo) foram adicionados
de tampéo de amostra (1:1, v/v) e fervidos por 5 min. As amostras foram submetidas
a eletroforese SDS-PAGE gradiente (7,5-15%) e transferida para membrana de
nitrocelulose por duas horas a 80 V em banho de gelo. Ap6s o bloqueio com BSA
0,5% em PBS-tween, a membrana de nitrocelulose foi incubada com uma suspensao
de plaquetas lisadas por uma hora, seguido de incubagao de 16 horas com anticorpo
anti-GPIb ou anti-GPVI, e uma hora de incubacdo com proteina G acoplada a
peroxidase. Em seguida, os blots foram analisados usando o sistema de imagem por
guimioluminescéncia no equipamento ChemiDoc e o reagente ECL.

Para o preparo da suspensao de plaquetas lisadas, 3 mL de plaguetas lavadas
(5,0 x 10° plaquetas/uL) foram centrifugados a 15.000 xg por 2,5 min, e o pellet foi
ressuspendido em 3 mL de uma solucéo de lise contendo: HEPES (10 mM), SDS
(1%), EDTA (20 mM), PMSF (10 mM) e NEM (0,1 mM), pH 7,5. ApGs incubacao por
30 min no gelo, foi adicionado 3 mL de soluc¢ao tampéo fosfato com Tween 0,05%.

3.10.2 Clivagem de um peptideo sintético de GPVI

Um fragmento correspondente a porcdo C-terminal da regido extracelular
(KSPAGPARQYYTKG - 14 aminoécidos lineares) do GPVI foi quimicamente
sintetizado (GenScript, New Jersey, USA).

Para andlise da clivagem do peptideo sintético foram realizadas trés etapas de
cromatografia em fase reversa. Aliquota das amostras foram diluidas em 0,5 mL de
acido trifluoroacético (0,1% TFA, V/V) e submetida a cromatografia em fase reversa,
usando uma coluna C4 Vydac, (250 x 4,6 mm). A eluicdo da amostra foi feita com TFA
0,1% seguido de um gradiente linear de 0% até 70% de acetonitrila (ACN) em TFA
0,1% a uma vazdo de 1 mL/min. Na primeira cromatografia, foi aplicada apenas
rhomb-I (20 pg em tampao Hepes 50 mM), enquanto na segunda cromatografia, foi
aplicado o peptideo sintético (200 ug em tampéao Hepes 50 mM). Na terceira etapa de
cromatografia, rhomb-1 (2 ug) foi incubada com o peptideo sintético (200 pg) em um

volume final de 500 pL de tamp&o Hepes 50 mM e a mistura foi aplicada a coluna de
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fase reversa. As fracdes foram analisadas por espectrometria de massas empregando
o ESI (nano-spray) como fonte de ionizagao, no modo de fragmentacao CID.
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4 RESULTADOS

4.1  Purificacdo de rhomb-I do veneno de L. m. rhombeata

O fracionamento do veneno bruto de Lachesis muta rhombeata através da
cromatografia de filtracdo molecular em Sephacryl S-200 gerou oito picos principais
(Figura 6 A). Com as fracOes desta cromatografia foram feitos diversos ensaios de
identificagéo: atividade proteolitica sobre a dimetilcaseina, atividade amidasica sobre
0 Bapna, atividade de L-amino-acido oxidase, atividade de fosfolipase A2, atividade
hemorragica, bem como o efeito na inducéo ou inibicdo da agregacéo plaquetaria,
acado coagulante, efeito fibrino(geno)litico e ensaio de ELISA com anticorpo anti-
lectina tipo C. Com isso foi possivel fazer um rastreio e conhecer o contetddo proteico
de cada fracao e definir os préximos passos de purificacao.

Dois picos (P2 e P5) apresentaram atividade proteolitica sobre a DMC e
atividade hemorragica na pele dorsal de camundongos. De maneira preliminar, o
efeito na agregacédo plaquetéria também foi detectada nestas duas fragdes. O pico 2
compreendia uma metaloproteinase com massa molecular de aproximadamente 55
kDa cuja caracterizacdo se encontra em analise. O pico 5 que continha a proteina de
interesse foi dialisado contra CaClz e aplicado em uma nova cromatografia de filtracao
molecular em Sephadex G50 Fine gerando um pico Unico com atividade proteolitica
sobre a DMC (Figura 6 B). A homogeneidade da proteina foi demonstrada em
cromatografia em fase reversa no HPLC em uma coluna C4 (Figura 6 C). A analise
eletroforética apresentou uma banda com massa molecular de aproximadamente 23
kDa, que, pela andlise por espectrometria de massas MALDI -TOF/TOF, foi
confirmada a massa de 22.860,909 Da (Figura 6 D). O processo de purificacéo foi
resumido na Tabela 2. A partir de 2.160 mg de veneno seco de L. m. rhombeata foi
possivel recuperar 23,50 mg de proteina, o que correspondeu a 1,08% das proteinas
totais do veneno. Considerando a origem do veneno, a metaloproteinase da classe P-

| foi nomeada rhomb-lI.
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Figura 6 — Etapas de Purificacdo de rhomb-I

A B
25 25 12 1.2
~ 20_ 4 I 2-0 10_ 6'4 .g 1 -0
0 8. S loslt
g 15 1.5 2 g £
S 5 5 6 0.6 ch
g 10 8 1.0 a 04 2
) .
5 1 Y 05 2 0.2
: ; . ; . , 0 0 = - L0
60 80 100 120 140 160 20 40
Tubo n°® (5.8 mL/tubo) Tubo n° (3.2 mL/tubo)
c D
mAU (1cm) Intens.
4000 [a.u] 22860.909
R NR
6000
3000
- - 23
22868.87 -
40001{11456.97
2000 _ 23138.67
1000 2000
45999575
e R N N
0 o 40 60 80 100" 20000 40000 60000 m/z

Fonte: Préprio autor, 2023.

Legenda: Purificagdo de rhomb-I. (A) Filtracdo em gel em Sephacryl S-200, eluigdo com tampdao de
acetato de amoénio 0,05 M (pH 7,3) contendo NaCl 0,3 M. (B) filtracdo em gel em Sephadex G-50 da
fracdo ativa 5 da etapa anterior, eluicdo com tampéo Hepes 20 mM (pH 7,5) contendo CaCl2 1 mM.
Absorbancia a 280 nm representada pela linha continua; Atividade proteolitica sobre DMC medida por
absorbancia a 340 nm representada pela linha com circulos fechados. (C) Analise por RP-HPLC da
proteinase purificada. O SDS-PAGE (12%) de rhomb-I purificada foi inserido, R - em condi¢cbes
reduzidas e NR - ndo reduzidas. (D) Espectrometria de massa de rhomb-I nativa analisada por MALDI-
TOF/TOF.
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Tabela 1 — Purificacdo de rhomb-I

Proteina Atividade Hemorragica Atividade Proteolitica(DMC)
Atividade
. o Atividade
MDH Esp. Total - Total
Etapa mg % P 9% PF Esp. ot o pF
(mg) (U/mg. (V) (V)
109) (U/mg)

Veneno 2160 100 0.005 0.0023 4348 100 1 7.45 0.13 100 1

Se:g%‘gyl 4713 21.82 0025 00144 694 2013 49 214 0047 361 29
Sephadex
o oo 235 108 0043 002 50 115 87 255  0.04 308 3.4

Fonte: Préprio autor, 2023.

Legenda: *Uma unidade de atividade hemorréagica é a dose minima hemorragica (MHD).
**A atividade especifica € expressa como U/mg de proteina.

PF Fator de purificacdo

***Uma unidade é definida como AA340/min.

4.2  Anadlise de autoprotedlise e glicosilacdo de rhomb-I

Esta proteina € passivel de sofrer autoprotedlise sendo observado trés bandas
de massa moleculares menores do que 23 kDa no SDS-PAGE do ensaio de autdlise
(Figura 7 A). As bandas menores (11 e 20 kDa) também foram reconhecidas por
anticorpo anti-mut-1l pela andlise por western blot (Figura 7 B). Para maior
esclarecimento, as bandas que apareceram no SDS-PAGE foram excisadas,
digeridas com tripsina e analisadas por espectrometria de massas LC-MS/MS - ESI,
o resultado apresentado na Tabela 03, mostrou que os fragmentos identificados nas
bandas deram similaridade a LHF-II, SVMP homologa (P22796 de L. m. muta). Com
a necessidade de purificacdo de uma maior quantidade de proteina, um novo
processo cromatogréfico foi realizado. Logo apds o ultimo processo de purificacao,
uma aliquota de 1 ug da fracédo correspondente a rhomb-I foi submetida a eletroforese
em SDS-PAGE o qual foi corado por coloracao de prata. Em seguida, esta fragcéo foi
dialisada contra CaCl: e liofilizada. Apds a liofilizagao, 1ug de proteina foi novamente
submetida a eletroforese em SDS-PAGE o qual foi também corado com coloracéo de
prata. O resultado observado na Figura 7 C corroborou os resultados de
autoproteodlise desta enzima. Além disso, ndo foi observado alteracdo da mobilidade

da banda correspondente a rhomb-I (23 kDa) quando a proteina foi incubada com
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PNGase F, indicando que esta proteina ndo possui carboidratos em sua estrutura
(Figura 7 D).

Figura 7 — Andlise por SDS-PAGE e Western blot de rhomb-I
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Fonte: Préprio autor, 2023.

Legenda: (A) SDS-PAGE corado por coomassie blue, rhomb-I (5 pg) foi incubado a 37 °C em solugéo
aquosa por 0 e 24h. A reacao foi interrompida pela adicdo de tamp&o de amostra sob condi¢bes
redutoras. Uma aliquota foi submetida a 18% SDS-PAGE. A presenca de dois fragmentos principais de
autodigestdo de ~20 e de ~11kDa pode ser observada abaixo da banda que corresponde a rhomb-1 (23
kDa) indicado pela seta preta. (B) analise por western blot de outra aliquota depois de transferida para
membrana de nitrocelulose usando IgG anti-mut-1l (anticorpo primario) e anti- IgG de coelho conjugado
com peroxidase. Observe que o anticorpo anti-mut-1l reagiu com rhomb-I sob condi¢bes redutoras (R)
e nao redutoras (NR) e com mut-Il (23 kDa), bem como com os produtos de digestdo de rhomb-I de
~20 e ~11 kDa. (C) SDS-PAGE corado pela prata: 1 — fracdo da ultima etapa de purificacdo de rhomb-
I; 2 - fragdo coletada apds cromatografia em fase reversa C4 Vydac; 3 — aliquota de rhomb-I apds
dialise e liofilizagdo. (D) Andlise por SDS-PAGE corado por coomassie blue do ensaio de
deglicosilacao, linha 1 - tratamento de rhomb-I (10 ug) com 2 unidades de PNGase F. linha 2, controle
com rhomb-I ndo incubada com PNGase F. Rhomb-I ndo foi afetada pela PNGase F, a seta preta
corresponde a rhomb-| e a seta aberta corresponde a PNGase.

Tabela 2 — Peptideos identificados nas bandas excisadas do SDS-PAGE

Accession Peptide Unique Mass Length m/z z (kDa)
32796 K.NSVGIVODHSPK.T Y 12.796.521 12 6.408.420 2 11
KYNGNLNTIRT Y 10.635.410 9 5.327.853 2 11
K.NSVGIVQDHSPK.T Y 12.796.521 12 6.408.431 2 20
P22796 KYNGNLNTIRT Y 10.635.410 9 5.327.854 2 20
R.KPQC(+57.02)ILNKP Y 10.966.063 9 3.665.481 3 20

Fonte: Proprio autor, 2023.

Legenda: Analise por LC-MS/MS das bandas excisadas do gel SDS-PAGE. As amostras foram
digeridas com tripsina e analisadas empregando o ESI (nano-spray) como fonte de ioniza¢ao, no modo
de fragmentacao CID. Os espectros foram obtidos com o FT-ICR/Orbitrap, no modo linear lon Trap. Os
fragmentos identificados foram correspondentes a P22796, uma metaloproteinase P-I de L. m. muta.
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4.3 Atividade Hemorragica

A dose minima hemorragica (MHD) é a dose capaz de causar um halo de
hemorragia de 10 mm de diametro na pele do dorso de camundongos. Esta MHD foi
de 43 pg/por animal. Quando a enzima foi pré-incubada com 10 mM de EDTA, sua
atividade hemorragica foi anulada (Figura 8 A). Para fins comparativos outras SVMPs
P-I, atroxlysin-1 (hemorragica), mutalysin-Il e leucurolysin-a (ndo hemorragicas) foram

testadas juntamente com rhomb-I (Figura 8 B).

Tabela 3 — Medida dos halos hemorragicos na pele do dorso de camundongos

Diametro/dose/camundongo

Camundongos 50 ug 25 ug 10 ug
1 11,52 mm 6,41 mm 0
2 11,61 mm 8,38 mm 0
3 11,53 mm 7,37 mm 0
Média 11,55 mm 7,38 mm 0

Fonte: Proprio autor, 2023.

Legenda: Medidas dos diametros hemorragicos no lado interno da pele dorsal de camundongos. Trés
doses foram testadas. A dose minima hemorragica (MHD) foi determinada por interpolacdo dos dados
na equacéao da reta.

Figura 8 — Hemorragia induzida por rhomb-I
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Fonte: Préprio autor, 2023.

Legenda: Hemorragia induzida por rhomb-I e por outras SVMPs P-I. (A) C- Controle com salina, rhomb-
| (50 pg) e rhomb-1 (50 pg) tratada com EDTA. (B), Aplicacdo de 50 pg de cada proteinase: atr-l e
rhomb-I sé&o hemorragicos; mut-1l e leuc-a nao sdo hemorragicas. Sdo mostradas as laminas dorsais
da pele de camundongos que foram removidas apds 4 h.

4.4  Caracterizagdo Bioquimica

A atividade enzimatica de rhomb-l foi examinada na presenca de alguns

cations, tendo em vista que enzimas necessitam de ions para estabilizacdo de sua
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estrutura e execucdo de sua funcdo. Nas condicdes testadas, Ca?* e Mg?
aumentaram a atividade de rhomb-I sobre a DMC, enquanto que Zn?* e Co?* inibiram
a atividade enzimatica (Figura 9 A). Inibidores do sitio catalitico de proteinases
também foram usados para caracterizacdo de rhomb-I: batimastat, marimastat, i-
MMP-1lI, 1AA, EDTA e PMSF. A atividade proteolitica residual foi medida na
absorbancia de 340 nm. Com exce¢cdo de PMSF, que é um inibidor de

serinoproteinases, todos os demais inibidores anularam ou reduziram a atividade de
rhomb-I (Figura 9 B).

Figura 9 — Efeito de cations divalentes e de inibidores de proteinase na
protedlise de rhomb-I sobre DMC
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Fonte: Proprio autor, 2023.

Legenda: (A) rhomb-I (1 ug) foi incubada com 10 mM de cada cation e a atividade sobre DMC foi
medida. (B) rhomb-I foi incubada com cada um dos inibidores de proteinases: 0,5 uM de batimastat
(Bat), marimastat (Mar) ou inibidor de MMP-I1I (i-PlIl), 2 mM de DTT, 1 mM de iodoacetamida (IAA), 5
mM de EDTA ou PMSF. A atividade residual foi testada usando DMC como substrato: C, controle
(apenas a enzima e DMC). Os resultados sdao a média + S.D. (n= 4).

A proteina a2-macroglobulina (a2-M) que € a principal inibidora de proteinases
do plasma foi incubada com rhomb-I em propor¢gdes molares rhomb-I: a2-M de 1:0,25
— 2. Na razdo molar de 1:1 a atividade proteolitica sobre DMC de rhomb-I foi
completamente inibida (Figura 10 A). Aliquotas do produto de incubag&o de rhomb-I
com a2-M foram analisadas em SDS-PAGE. No controle do experimento, a banda de
massa molecular de 180 kDa corresponde a uma das quatro subunidades de a2-M. O
mecanismo de inibicdo envolve a formacdo de complexos insoluveis enzima-a2-M. A

banda de massa molecular em torno de 200 kDa pode indicar a formacdo destes
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complexos. A banda de 90 kDa corresponde ao produto de degradagao de a2-M por
rhomb-I (Figura 10 B).

Figura 10 — Interacdo molecular de rhomb-I e a2-macroglobulina
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Fonte: Préprio autor, 2023.

Legenda: A interagdo molecular de a2-macroglobulina com a proteinase foi analisada por: (A)
Estequiometria da inibicdo de rhomb-I por a2-M. A rhomb-I (1 pg) foi incubada com vérias quantidades
de a2-M em proporgfes molares indicadas em abscissas [E:a2-M = 0,25 a 2]. A atividade residual da
proteinase na mistura foi testada em DMC, a ordenada indica a atividade restante de rhomb-I como
uma porcentagem da atividade original. (B) Perfil SDS-PAGE reduzido (7,5%) de rhomb-I tratado com
a2-M. As propor¢cBes molares de a2-M:rhomb-1 foram de 0,25 a 2. De cima para baixo: A banda em
~200 kDa pode representar um complexo da subunidade a2-M de 180-kDa com rhomb-I, o principal
fragmento de clivagem de ~ 90-kDa. C, controle a2-M.

45 Andalise da estrutura de aminoacidos de rhomb-I

4.5.1 Determinagdo da sequéncia de aminoacidos

Para obtencéo de informacdes sobre a sequéncia de aminoacidos de rhomb-I,
uma amostra foi enviada para analise por espectrometria de massas na plataforma
NanoLC Easy LTQ Orbitrap Velos-ETD no Centro de Facilidades para a Pesquisa
(CEFAP)/USP. Os dados brutos da espectrometria de massas foram analisados
usando o banco de dados Squamata do UniProt e o software Pattern lab for
proteomics (CARVALHO et al., 2016). Foram gerados 7013 espectros, dos quais
5.647 deram correspondéncia a sequéncia de LHF-II (P22796) de Lachesis muta
muta. Houve espectros que também corresponderam a outras sequéncias de
metaloproteinase de veneno de serpentes, mas a maior cobertura dos espectros foi
sobre a sequéncia de P22796. Os principais fragmentos identificados estéo descritos
na Tabela 4. Os espectros que corresponderam a contaminantes como queratina

foram removidos.



Tabela 4 — Principais peptideos identificados através da analise por MS/MS
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AM

Sequéncia PSM®# PEP? Xcorr®  Charge MH+ [Da] [ppm]? RT [min]
ERVLLNRISHDNAQLLTAIDLADNTIGIAYTGGMCYPK 4 0.0001672 5.81 5 4217.13850 -2.34 86.79
FSQKYIELVVVADHGMFTKYNGNLNTIR 26 3.175E-05 7.29 4 3257 67788 0.05 66.99
HDENHCHCSASFCIMPPSISEGPSYEFSDCSKDYYQMFLTK 2 0.2316 2.56 6 4961.98986 -9.00 70.82
ISHDNAQLLTAIDLADNTIGIAYTGGMCY PKNSVGIVQDHSPK 6 0.0006666 5.95 4 4598.24526 -4.42 80.38
KPQCILNKP 58 0.02431 3.27 3 1097 61051 -2 84 2018
NSVGIVQDHSPKTLLIAVTMAHELGHNLGMK 332 0.0004213 6.87 3 3326.73337 -0.47 74.01
RKPQCILNKP 76 0.03715 2.84 3 1253.71094 -3.03 25.49
TFGEWRER 4 0.2759 2.06 2 1080.51836 -3.53 30.04
TLLIAVTMAHELGHNLGMK 480 0.0009907 5.30 2 2065.08891 -2.17 65.62
TRVHEIVNTLNGFYR 139  0.000205 6.19 3 1818.96091 -0.05 56.99
VHEIVNTLNGFYR 480 0.0006303 4.82 2 1561.80681 -3.45 53.84
VLLNRISHDNAQLLTAIDLADNTIGIAYTGGMCYPK 23 1.387E-05 7.89 3 3932.00278 -0.47 86.35
YIELVVWADHGMFTK 819 0.0001757 6.18 2 1737.88713 -0.55 57.52
YNGNLNTIR 112 0.04342 3.34 2 1064.54460 -3.53 27.72
YNGNLNTIRTRVHEIVNTLNGFYR 8 0.003263 4.49 4 2864.49404 0.88 86.97

Fonte: Préprio autor, 2023

Legenda: Todos os dados brutos foram acessados pelo software Xcalibur (Thermo Scientific). As
andlises de identificacdo foram realizadas pelo software Thermo Proteome Discoverer 1.4.0.288
(Thermo Scientific) utilizando um banco de dados squamata do UniProt. 2@ Nimero de espectros que
deram correspondéncia com o peptideo PProbabilidade de erro posterior. ¢ Correlagéo cruzada. ¢ Desvio
da massa medida a partir da massa tedrica do peptideo.

Na determinacdo da sequéncia de rhomb-I foram utilizados apenas os
espectros que combinavam com P22796, exceto para a sequéncia:
SLNVRVSLTELEIWSNQDLINVQSAAADTLE, que ndo correspodeu a P22796 mas
gue tinha similaridade com Q9PVK9 (uma metaloproteinase do veneno de Gloydius
brevicaudus) e era exatamente a Unica por¢cado que nao havia sido coberta em rhomb-
I. Além disso, ndo houve nenhuma outra sequéncia em todos os 7013 espectros
gerados que cobrissem essa regiao da molécula.

Os dados da sequéncia de rhomb-| estardo disponiveis no banco de dados
UniProt Knowledge sob o numero: COHM67. O alinhamento entre rhomb-I e
sequéncias homologas, LHF-II (P22796) e Lmr-MP (CORDEIRO et al., 2018) que
também é uma P-1 de Lachesis muta rhombeata estdo descritos na Figura 11. Rhomb-
| e LHF-1I compartilham uma similaridade de sequéncias de aminoacidos de 97,5%. A
sequéncia de aminoacidos de Lmr-MP que foi parcialmente determinada, contém
apenas um aminoéacido diferente da sequéncia de rhomb-lI na posi¢cdo 185, uma

glutamina em rhomb-l e em Lmr-MP um &cido glutamico.
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Figura 11 — Alinhamento de rhomb-I com sequéncias homélogas

1 10 20 30 40 50 60 70 80O
Rhomb-I FSQRKYIELVVVADHGMFTEYNGNLNTIRTRVHEIVNTLNGEFYRSLNVRVSLTELE IWSNQDLINVQSARADT LKT FGEWR
LHF-II FSQRKYIELVVVADHGMFTEYNGNLNTIRTRVHEIVNTLNGFYRSLNILISLTDLE IWSNQDLINVQSARNDT LKT FGEWR
Imr-MP ————YIELVVVADHGMFTEYNGNLNT IRTRVHEIVNTLNGFYR-———-———-———————— NODLINVQSARADTLKTFGEWR
90 100 110 120 130 140 150 160
Rhomb-I ERVLLNRISHDNAQLLTAIDLADNTIGIAYTGGMCYPKENSVGIVQDHSPKTLLIAVTMAHELGHNLGMKHDENHCHCSAS
LHF-II ERVLLNRISHDNAQLLTAIDLADNTIGIAYTGGMCYPENSVGIVQDHSPKTLLIAVTMAHELGHNLGMKHDENHCHCSAS
Imr-MP ERVLLNRISHDNAQLLTAIDLADNTIGIAYTGGMCYPENSVGIVQDHSPKTLLIAVTMAHELGHNLGMKHDENHCHCSAS
170 180 190 200
Rhomb-I F PPSISEGPSYEFSDCSKDYYQMFLTEREKPQCILNKF
LHF-II F PPSISEGPSYEFSDCSKDYYQMFLTEREKPQCILNKF
Imr-MP E‘IPPS ISEGPSYEFSDCSKDYYEMFLTKREPQUCILNKF

Fonte: Proprio autor, 2023.

Legenda: Alinhamento de sequéncias da por¢cdo da proteina madura de rhomb-lI e sequéncias
homdlogas. LHF-1I (P22796) e Lmr-MP (CORDEIRO et al., 2018). Em azul indicando a regiéo do sitio
catalitico ligante de Zinco. Em magenta a regido met-turn que contém uma metionina que estabiliza o
sitio catalitico. Os aminoacidos em vermelho sdo os que ndo possuem identidade com os da sequéncia
de LHF-II.

4.5.2 Similaridade de rhomb-I com outras SVMPs e predicdo de estrutura

No alinhamento de sequéncias de rhomb-I com outras sequéncias de SVMPs
P-l de veneno de Viperidaes: Atrolisina (P15167), Neuwiedase (Q9I9R4), BaPl
(P83512), HR2A (1508216A), Acutolisina (AAD51824) e Atroxlisina-I (P85420), foi
observado uma identidade de 51,2% a 69% entre elas, compartiihando uma
conservada regido do sitio catalitico (138-150) e met-turn (164-166). As enzimas
alinhadas também compartilham seis residuos de cisteina em comum na mesma
posicdo, formando trés ligacbes dissulfidicas (115-197; 155-181; 157-164) com
excecdo de atrolysin que ndo possui o residuo na posi¢cdo 157 e 181, e neuwiedase

que ndo possui o residuo na posicao 197 (Figura 12).
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Figura 12 — Alinhamento com outras sequéncias de SVMPs P-|

1 10 20 30 40 50 60 70 80

Rhomb-I FSQRYIELVVVADHGMFTKYNGNLNT IRTRVHEIVNTLNGEYRSLNVRVSLTELEIWSNQDLINVQSARADT LKTFGEWR
LHF-IT FSQRKYIELVVVADHGMEFTKYNGNLNT IRTRVHEIVNTLNGEYRSLNILISLTDLEIWSNQDLINVQSARNDTLKTFGEWR
Atrolysin LPOQRYIELVVVADHRVEMKYNSDLNT IRTRVHEIVNFINGEYRSLNIHVSLTDLEIWSNEDQINIQSASSDTLNAFAEWR
Neuwiedase FPOQRYIELVIVADRRMYTKYNSDSNKIRTRVHELVNTVNGEFRSMNVDASLANLEVWSKEKDLIKVEKDSSKTLT SFGEWR
BaPl FSPRYIELAVVADHGIFTKYNSNLNT IRTRVHEMLNTVNGFYRSVDVHAPLANLEVWSKQDLIKVQKDS SKTLKSFGEWR
HRZ2a FPQRYIELATVVDHGMYTKYSSNFEKIRKRVHOMVNN INEMYRPLNIATTLSLLDVWSEKDLI TMQAVAPTTARLFGDWR
Bcutolysin EFQRYMEIVIVVDHSMVKKYNGDS DK TKAWVYEMINTITESYSYLY IDI ILSGLE IWSEKDLINVETSAENT LKSFGEWR
Ltrox-I EQQRYVDLFIVVDHGMFMKYNGNSDKIRRRIHQMVNIMKEAY STMY IDILLTGVE IWSNKDLINVQPARPQT LDSFGEWR

S * ko L * T * : - k% * ek * Krrkk

90 100 110 120 130 140 150 1&0
Rhomb-I ERVLLNRISHDNAQLLTAIDLADNTIGIAYTGGMCYPENSVGIVODHSPETLLIAVIMAHELGHNLGMEHDENH-CHCS
LHF-IT ERVLLNRISHDNAQLLTAIDLADNTIGIAYTGGMCY PENSVGIVODHSPRKTLLIAVTMAHELGHNLGMEKHDENH-CHC S -
Atrolysin ETDLLNRKSHDNAQLLTAIELDEETLGLAPLGTMCDPRKLSIGIVODHSPINLIMGVTMAHELGHNLGMEHDGKD-CLRG—
Neuwiedase ERDLLRREKSHDNAQLLTAIDFNGNTIGRAYLGSMCNPKRSVGIVODHSPINLLVGVIMAHELGHNLGMEHDGKD-CLCG—
BaPl ERDLLPRISHDHAQLLTAVVEDENT IGRAYTGGMCDPRHSVGVVRDHSKNNLWVAVIMAHELGHONLGIHHDTGS-CSCG—
HR2a ETVLLEKQKDHDHAQLLTDINFTGNT IGWAYMGGMCNAKNSVGIVEDHSSNVEMVAVTMTHE IGHNLGMEHDDEDECKCE -
Acutolysin AKDLIHRISHDNAQLLTATDFDGPTIGLAYVASMCDPKRSVGVVQODHSSVNRLVAI TLAHEMAHNLGVRHDEGS-CSCGS
Atroxlysin-I KTDLLNRESHDNAQLLTSTDFNGPTIGLAYVGSMCDPKRSTGVIQDHSEQDIMVAT TMAHELGHNLGI SHDTGS-CSCG—
k- - ckkokkkkk ok k- - kk -- %k k - kkk ko-kk -kkkd * K * K
170 180 190 200 Length (a.a.) Identity (%)
Rhomb-1I ASFEIMPPSISEGPSYEFSDCSKDYYQMFLTKRKPQCILNKP Rhomb-I 200 100
LHF-II ASFEIMPPSISEGPSYEFSDCSKDYYQMFLTKRKPQUILNKP LHF-II 200 98
Atrolysin ASTEIMRPGLTEGRSYEFSDDSMHYYERFLEQYKPQCILNKP Atrolysin-D 200 69
Neuwiedase ASTEIMSPGLTDGPSYEFSDCSKDYYQTFLTNHNPQ-————— Neuwiedase 194 68
BaPl AKSEIMASVLSEVLSYEFSDCSONQYETYLTNHNPQCILNKP BaP1 200 66
HR2a A BIMSAVISDKPSKLFSDCSKDYYQTFLTNSKPQCIINAP HR2a 199 58
Acutolysin GYTEEMSPVINSEVIKYFSDCSYIQCREYISKENPPCILNKP Acutolysin-A 201 52
Atroxlysin-I GYSEIMSPVLSHEPSKYFSDCSYIQCWDFIMKENPQCILNKR Atroxlysin-| 200 56
* Rk - KKK - K * - R KK -

Fonte: Proprio autor, 2023.

Legenda: Alinhamento de sequéncias de proteinas maduras de rhomb-I com outras SVMPs P-I. O
numero de acesso GenBank das sequéncias utilizadas sédo: LHF-1l de Lachesis muta muta (P22796),
Atrolysin de Crotalus atrox (P15167), Neuwiedase de Bothrops pauloensis (Q919R4), BaP1 de Bothrops
asper (P83512), HR2A de Protobothrops flavoviridis (P14530), Acutolisina-A de Deinagkistrodon acutus
(Q9PW35) e Atroxlisina-I de Bothrops atrox (P85420). (*) residuos idénticos; (:) residuos fortemente
semelhantes; (-) indicam lacunas inseridas. O motivo de ligac&o de zinco e a metionina 165 da regido
Met-turn sdo invariantes e destacados em amarelo e verde, respectivamente. Os residuos de cisteina
estdo em negrito e destacados em vermelho. Os residuos NTD+.72 destacados em negrito na sequéncia
de LHF-Il indica o sitio de N-glicosilagdo predito. A area de loop (Q) que é importante para o
reconhecimento do substrato esta sombreado de cinza. Os residuos destacados em ciano sédo os
aminoacidos diferentes entre as sequéncias de rhomb-lI e LHF-II. As sequéncias foram alinhadas
usando o Programa CLUSTAL W.
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A modelagem estrutural de rhomb-I foi predita pelo consenso de cinco moldes
de estruturas cristalizadas de metaloproteinase P-I usando o Modeller v. 9.16. O
molde considerado o melhor foi o 3GBO de Bothrops moojeni com 68% de identidade
e 100% de cobertura de sequéncia. A modelagem comparativa € considerada
bastante precisa quando se utiliza moldes com boa resolugéo, alta similaridade entre
as sequéncias e boa cobertura. A pontuacéo de qualidade do alinhamento estrutural
foi de 91,2% e 97,50% dada pelos softwares PROCHECK e VERIFY3D,
respectivamente. O grafico de Ramachandran gerado pelo PROCHECK mostrou que
91,2% dos aminoacidos estavam localizados em uma posi¢éo favoravel com 8,8% na
regido permitida e 0% na regido de baixa confianga. A modelagem estrutura mostrou
a similaridade de rhomb-I com outras SVMPs P-I sendo formada por cinco folhas 3 e
cinco a-hélices (Figura 13 A). A andlise dos sitios de ligacdo de metais indicou que a
estrutura apresenta sitios para ligacdo de Ca?* e Zn?*, sendo que o ion célcio esta
localizado proximo a regido C-terminal oposto ao sitio catalitico (Figura 13 B). Além
disso, o sitio ativo € estabilizado por trés ligac6es dissulfidicas (Cys115s—CySigs, CyS155—
Cysi79 e Cysis7—Cysie2) e as histidinas do motivo de ligacdo ao zinco exibem a
geometria de coordenacéo caracteristica (Figura 13 C). A superposi¢ao de rhomb-I e
3GBO apresentou um RMSD de 0,3 A (Figura 13 D) indicando uma alta similaridade
entre as estruturas.

Figura 13 — Modelo de estrutura predita de rhomb-I
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Fonte: Préprio autor, 2023.

Legenda: Modelo 3D de rhom-I. (A) Modelo tedrico final de rhomb-I mostrando a alfa-hélice (vermelho),
folha-Beta (amarelo); N e C: N-terminal e C-terminal, respectivamente. (B) motivo funcional; O motivo
de ligacdo ao zinco conservado e a regido met-turn sdo destacados em amarelo e verde brilhante,
respectivamente. As ligacGes dissulfidicas estdo destacadas em laranja, os cations Zn?* (esfera azul)
e Ca?* (esfera vermelha) sdo mostrados. (C) O motivo de ligacdo de zinco mostrando a geometria entre
o0 sitio ativo da histidina e o ion de zinco é mostrado como em (B). As interacBes sdo mostradas em
tracos pretos. (D) Superposicao de rhomb-I (cinza) com a estrutura de BmooMPa-I (PDB: 3GBO) uma
metaloproteinase ndo hemorragica.

4.6 Atividade proteolitica de rhomb-I sobre as proteinas do plasma e da MEC

A disfungcdo hemostatica observada nas vitimas do envenenamento é devida
principalmente a acéo proteolitica das SVMPs sobre as proteinas plasméticas e da
matriz extracelular que estao ligadas a manutencao da hemostasia. Assim, a atividade
de degradacdo de substratos macromoleculares como fibrinogénio, fibrina,
fibronectina, vitronectina, bem como laminina, coldgeno tipo IV, e nidogénio foi
testada. Analises por SDS-PAGE demostraram que rhomb-I € uma alfa fibrinogenase,
visto que apos 10 min de incubacdo observa-se a degradacdo da cadeia alfa do
fibrinogénio e da fibrina, com a formacédo de produtos de degradacdo de ~37 kDa
(Figura 14 A e B. A pré-incubacao com EDTA levou a inibicdo da acdo de rhomb-I.
Além disso, a enzima também degrada fibronectina (~200 kDa) formando fragmentos
de ~88 kDa em 0,5 h, e trés outros fragmentos de ~59, ~133 e ~148 kDa apds 3 h de
incubacéo (Figura 14 C); e vitronectina (~70 kDa) em produtos menores de ~53, ~35
e ~25-kDa ap6s 1 h (Figura 14 D) in vitro.

A capacidade de degradar as proteinas da MEC foi testada ao incubar rhomb-
| com matrigel (1:50, m/m). Os principais componentes da matrigel sdo laminina (LM),
colageno tipo IV (Coll IV) e nidogénio (ND). In vitro, rhomb-I degradou todos os trés
componentes como demonstrado por SDS-PAGE (Figura 15 A) e andlise por western
blot com anticorpos anti-LM ou anti-Coll IV ou anti-ND. As bandas de ~400 kDa (cadeia
LM a1) e ~250 kDa (cadeias B1 e y1) representam a LM que foi hidrolisada gerando
fragmentos de ~101, ~72 e ~56 kDa (Figura 15 B). O Coll IV a-1 e a-2 representado
pela banda de 190 kDa, foi hidrolisado pela rhomb-I gerando fragmentos de ~55 e 30
kDa (Figura 15 C). As bandas em ~150 (ND 2) e ~135 kDa (ND 1) séo cadeias de
ND, a banda de ~151 kDa foi completamente digerida, e foram observados trés
produtos de ~130, ~65 e ~55 kDa (Figura 15 D). Quando rhomb-I foi previamente

incubada com 10 mM de EDTA, a acao da enzima foi anulada.
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Figura 14 — Protedlise de proteinas isoladas do plasma por rhomb-I
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Fonte: préprio autor, 2023.

Legenda: SDS-PAGE (12,5%) em condi¢des redutora de (A) fibrinogénio (Fg), (B) fibrina (Fb), (C)
fibronectina (FN) e (D) vitronectina (VT) apos incubagdo com rhomb-I nos intervalos indicados a 37 °C,
nas razbes molares enzima:substrato de 1:200 para Fg, Fb e FN, e 1:150 para VT. Nos controles, Fg e
Fb foram incubados por 60 min ou 6 h (FN e VT) sem rhomb-I. As reacBes foram interrompidas com
tampé&o de amostra com reducéo. As cadeias polipeptidicas de fibrinogénio e fibrina sdo indicadas por
setas pretas. Em (A) e (B) rhomb-I foi pré-incubado com EDTA (5 mM) por 15 min antes da rea¢cdo com
Fg/Fb. Os produtos da hidrdlise séo indicados por setas abertas. Em (C) e (D) os principais produtos
digeridos de FN e VT sao indicados a direita. * rhomb-I foi previamente incubada com EDTA 10mM.
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Figura 15 — Efeito de rhomb-I sobre a matrigel

A
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Fonte: Proprio autor, 2023.
Legenda: (A) Matrigel (50 ug) foi incubada com rhomb-1 (1 pug) por 1 h a 37 °C em 1. Além disso, a

matrigel foi incubada com rhomb-I pré-tratada com EDTA (10 mM) por 15 min em 2. O experimento de
controle prosseguiu por 1 h sem rhomb-I em C. A reacgéo foi interrompida adicionando tampéo de
amostra com reducéo e fervida por 5 min. Os fragmentos de degradacdo da matrigel foram submetidos
a eletroforese em um gel gradiente de 7-15% sob condi¢cfes redutoras, transferidos para a membrana
de celulose e detectados com anticorpos (B) anti-laminina, (C) anti-colageno IV e (D) anti-nidogénio e,
posteriormente, com proteina G conjugada com peroxidase. Nos controles C estdo indicadas as
massas moleculares aproximadas das cadeias de laminina (LM a1 ~300 kDa, LM B1 e y1 ~200 kDa),
colageno IV (Coll IV a-1 e a-2 ~190 kDa) e nidogénio (ND 1 ~135 kDa, ND 2 ~151 kDa),
respectivamente. Os produtos de degradacdo e suas massas moleculares aparentes sédo indicados a
direita. Os resultados sao representativos de trés experimentos semelhantes.
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4.7 Rhomb-| afeta a agregacao plaquetaria

Para verificar o efeito de rhomb-I sobre a funcdo de plaguetas, ensaios de
agregacdo plaquetaria foram realizados em plasma rico em plaguetas (PRP) e
plaquetas lavadas com solucéo de tyrode. As plaquetas foram estimuladas com ADP,
coldgeno tipo | (Coll), convulxina (CVX) e ristocetina (Ris), trombina e VWF na
presenca de ristocetina. Nos ensaios com PRP pré-tratado com rhomb-I1 (0,3 - 2,4 uM),
nao foi observada inibicdo da agregacéo induzida por ADP ou CVX (Figura 16 A e B).
Entretanto, em concentragcdes maiores que 2,4 puM, a agregacao induzida por
ristocetina foi inibida em mais de 80% (Figura 16 C). Nos ensaios com plaquetas
lavadas, nas concentra¢cfes testadas rhomb-I ndo inibiu a agregacdo induzida por
colageno tipo | (Figura 16 D), porém, foi observada inibicdo da agregacéao plaguetaria
induzida por CVX (Figura 16 E) e por VWF (Figura 16 F) a partir da concentracao de
0,3 uM.

Figura 16 — Agregacao plaquetéria
A B C
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Fonte: Proprio autor, 2023.

Legenda: Efeito de rhomb-I na agregacéo plaquetaria de PRP e plaquetas lavadas (WPs). PRP (225
pL) ou WPs (225 L, 2,5 x105uL) foram pré-incubados com rhomb-I em concentrac¢des variaveis (0,3
a 4,8 yM usando PRP ou 0,07 a 1,2 yM com WPs), por 3 min sob agitagdo de 600 rpm a 37 °C, antes
da adicao de agonistas da agregacgao; (A) ADP (10 uM), (B) convulxina (CVX, 50 ug), (C) ristocetina
(Ris, 0,5 mg/mL), (D) colageno | (10 pg/mL), (E) CVX (50 ug) e (F) VWWF (5,5 pg/mL) com adicao de Ris
(0,5 mg/mL). Média + desvio padrao sdo mostrados (n=3). Rhomb-I inibe a agregacao de plaguetas em

CvX 0.070.150.30.6 1.2 VWF 0.070.150.30.6 1.2
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PRP desencadeada por Ris em concentragdo acima de 2,4 uM. Rhomb-I também bloqueia a agregacéo
de WPs estimuladas com CVX e VWF.

4.8 Rhomb-I cliva o vVWF e o dominio A1 do VWF recombinante (rvWF-A1l)

O VWF é uma macromolécula do plasma que se liga por meio do seu dominio
Al ao complexo de glicoproteinas Ib/V/I1X na superficie das plaquetas. Tendo em vista
a importancia desta proteina na hemostasia, e o resultado do ensaio de agregacao,
ensaios de hidrélise com rhomb-I foram realizados. Em 60 min, a 37 °C, rhomb-I clivou
completamente o VWF (270 kDa) gerando fragmentos de ~110, ~90, ~66 e 35 kDa
como demonstrado por SDS-PAGE (Figura 17 A). Degradacédo do rvwWF-A1 (~35 kDa)
pela rhomb-I também foi observada em SDS-PAGE e por western blot com anticorpo
anti- vwF-Al gerando um produto de degradagao com massa molecular de ~ 27 kDa
(Figura 17 B).

Figura 17 — Efeito de rhomb-I sobre o vVWF e seu dominio Al recombinante
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Fonte: Proprio autor, 2023.

Legenda: (A) Clivagem de vVWF (4 ug) apds incubagdo com rhomb-I (1 pg). Fragmentos da degradacgéo
foram analisados por SDS-PAGE (7,5%) sob condi¢des redutoras. Os controles, rhomb-I indicada pela
seta preta e VWF comercial (~270 kDa), sdo mostrados. (B) Clivagem do dominio rvwWF-A1 (10 ug)
incubado com rhomb-I (5 pg). O produto da clivagem e os controles foram submetidos a SDS-PAGE
(12,5%) sob condicSes redutoras seguidas de imunotransferéncia com anticorpo anti-rvWF-Al
reconhecendo o dominio ryWF-A1 (seta aberta, ~35 kDa) e um produto de ~27 kDa. A banda de 23
kDa corresponde a rhomb-I (2 e 3 em B).
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4.9 Acdo derhomb-l sobre os receptores plaquetarios GPIb e GPVI

Com o proposito de verificar se a proteinase exerce efeito sobre os receptores
exclusivos de plaguetas, plaquetas lavadas (5 x 10°/uL) com solugéo de Tyrode foram
tratadas com NEM, rhomb-I (2 ug), rhomb-I com adi¢cdo de GI1254023X, rhomb-I preé-
incubada com Co?*, GI254023X e NEM com adicéo de GI254023X, por 30 min a 37
°C e entdo o pellet foi separado do sobrenadante por centrifugacdo. O produto da
incubacédo foi analisado por western blot com anticorpo anti-GPlb ou anti-GPVI. A
analise demonstrou que a enzima clivou o GPIb (~140 kDa) liberando um fragmento
solavel no sobrenadante de ~130 kDa (Glicocalicina) e um fragmento de ~35 kDa, e
essa acdo foi parcialmente inibida pela incubacédo de rhomb-I com Co?* (Figura 18 A).
Rhomb-lI também clivou o GPVI liberando um fragmento solavel (55 kDa) no
sobrenandante e também um fragmento de ~45 kDa (Figura 18 B). O NEM que € uma
agente alquilante, foi usado com controle positivo do experimento, pois induz o
shedding de GPVI e GPIb através da ativacdo das ADAM10 e ADAM17 ao modificar
o grupo tiol destas enzimas. O GI1254023X é um inibidor de ADAM10.

Figura 18 — Rhomb-I cliva os receptores plaquetarios GPlb e GPVI
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Fonte: préprio autor, 2023.

Legenda: Immunoblot com (A) anticorpo anti-GPlba ou (B) com anticorpo anti-GPVI de pellet e
sobrenadante de plaquetas lavadas (5 x 105/uL) tratadas com: NEM (0,1 mM), rhomb-I (2 pg), rhomb-I
com adigdo de G1254023X (Gl, 100 nM), rhomb-I pré-incubada com Co?* (10 mM), GI254023X (Gl, 100
nM) e NEM (0,1 mM) com adicéo de GI254023X (GI, 100 nM).
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4.9.1 Rhomb-I se liga aos receptores plaquetarios GPlb e GPVI

Para melhor evidenciar a acdo de rhomb-I nos receptores GPIb e GPVI, um
ensaio de binding foi realizado. Para este fim, uma aliquota rhomb-I e de plaquetas
lavadas foram aquecidas a 96°C e aplicadas em um gel gradiente SDS-PAGE e
transferidas para uma membrana de nitrocelulose. Esta membrana foi incubada com
suspensao de plaquetas lisadas, seguido de incubacdo com anticorpo anti-GPIb ou
anti-GPVI. Rhomb-I se ligou ao receptor GPIb e GPVI, como demonstrado pela banda
em torno de 23 kDa que corresponde a massa molecular da enzima. Nos controles do
experimento, o receptor GPIb é indicado pela banda de ~140 kDa, e o receptor GPVI
€ indicado pela banda de ~62 kDa (Figura 19). Isso indicou que rhomb-I se liga a

ambos receptores, GPlba e GPVI.
Figura 19 — Rhomb-I se liga aos receptores de plaquetas GPlba e GPVI
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Fonte: Préprio autor, 2023.

Legenda: Rhomb-I se liga aos receptores GPlba e GPVI, rhomb-I (5 pg) e 15 uL de WPs (5 x105/uL)
(controle positivo) foram adicionados de tampéo de amostra (1:1, v/v) e fervido por 5 minutos. As
amostras foram submetidas a SDS-PAGE (7,5-15%), transferidas para membrana de nitrocelulose
seguida de incubacgédo com suspencao de plaquetas e depois com anticorpos anti-GPlba ou anti-GPVI.

4.9.2 Rhomb-I cliva um fragmento de GPVI sintético

Um fragmento contedo 14 residuos de aminoacidos correspondente a porcéo
da regido justa-extracelular (KSPAGPARQYYTKG) de GPVI foi quimicamente
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sintetizado. De acordo com a literatura (GARDINER et al., 2007) este fragmento que
esta localizado entre a porgéo transmembrana e o dominio tipo mucina, contém o sitio
de clivagem para ADAM10 (PAR*QYYTKG). Trés cromatografias em fase reversa
foram realizadas em uma coluna Vydac C4: uma para rhomb-I, outra para o peptideo
sintético e a ultima para a mistura de rhomb-I incubada com o peptideo sintético. O
perfil de eluicdo das amostras foram registrados na Figura 20. O resultado demonstra
qgue rhomb-I clivou o fragmento de GPVI. Entretanto, analise por espectrometria de
massas das fracdes correspondentes a mistura de rhomb-l e o peptideo sintético
identificou um fragmento correspondente a KSPAGPARQY (Tabela 5), sugerindo que
o sitio de clivagem de rhomb-l é entre as duas tirosinas (PARQY*YTKG) sendo
diferente do sitio de clivagem de ADAM10 (Figura 21).

Figura 20 — Perfil de eluicdo da mistura de rhomb-I e de um fragmento sintético
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Fonte: Préprio autor, 2023.

Legenda: Perfil de eluicdo em cromatografia em fase reversa de rhomb-I (20 pg) um peptideo sintético
de GPVI (200 ug) e da mistura de rhomb-I com o peptideo sintético (2 ug : 200 ug). Trés cromatografias
em fase reversa foram realizadas em uma coluna Vydac C4 (250 x 4,6 mm). A eluicdo da amostra foi
feita com TFA 0,1% seguido de um gradiente linear de 0-70% de acetonitrila (ACN) em TFA 0,1% a
uma vazéo de 1 mL/min.

Tabela 5 — Peptideos identificados através da analise por MS

Cromatografia Fracao m/z Sequéncia do peptideo
correspondente
Peptideo sintético 14 1523,7983 KSPAGPARQYYTKG
rhomb-I + pep. Sintético 13 1074,5682 KSPAGPARQY

Fonte: Proprio autor, 2023.

Legenda: As fracBes correspondentes aos picos das cromatografias em fase reversa realizadas para
0 peptideo sintético de GPVI e para a mistura de rhomb-I+Peptideo sintético de GPVI foram enviadas
para analise por espectrometria de massas empregando o ESI (nano-spray) como fonte de ionizacgao,
no modo de fragmentacdo CID. Duas sequéncias de peptideos foram identificadas, uma com m/z
correspondente ao peptideo completo (14 aminoacidos) e uma com m/z correspondente a sequéncia
KSPAGPARQY (10 aminoacidos).
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Figure 21 — Esquema da estrutura tridimensional do receptor GPVI
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Fonte: Proprio autor, 2023.

Legenda: Estrutura da GPVI depositada no banco de dados do Uniprot sob o nimero Q9CHNG predita
pela ferramenta Alphafold (alphafold.ebi.ac.uk/entry/Q9HCNG). Na figura estéo indicadas as regides do
receptor e destacado o fragmento sintetizado que corresponde a regido de clivagem por ADAM 10. A
seta verde indica o sitio de clivagem por ADAM 10, a seta vermelha indica o possivel sitio de clivagem

por rhomb-I.
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5 DISCUSSAO

Proteinases do veneno de serpentes tém sido relacionadas a sintomas
hemorragicos nas vitimas ha mais de 70 anos (DEUTSCH; DINIZ, 1955; HENRIQUES
et al., 1958). Para o género Lachesis ja foram descritas pelo menos seis SVMPs, trés
da classe PIlI: LHF-I ou mutalysin-1 (SANCHEZ et al., 1987) purificada do veneno de
L. m. muta e dois transcritos do veneno de L. m. rhombeata (Lachestatin-1 e 2)
(TAVARES et al., 2008), e trés da classe PI: duas isoformas isoladas de veneno de L.
m. muta, mutalisina-lla (LHF-I11) e mutalisina-llb (SANCHEZ et al., 2003) e a Lmr-MP
do veneno de L. m. rhombeata (CORDEIRO et al.,, 2018). Neste trabalho, foi
apresentada uma SVMP da classe P-I isolada também do veneno de Lachesis muta
rhombeata que afeta a hemostasia e a agregacao plaquetéria. A analise eletroforética
juntamente com os ensaios de digestdo da DMC, testes hemorragicos e ensaios com
inibidores de proteinases demostraram a natureza metaloenzimatica desta proteina
gue foi denominada rhomb-I. A massa molecular determinada por espectrometria de
massas foi de 22.860,909 Da, o que difere em 279 Da em relacdo a massa predita
com sequéncia de aminoéacidos que foi de 22581.74 Da. Essa diferenca pode estar
relacionada a resolucdo e acuracia do método utilizado sendo esperadas algumas
pequenas variagoes.

A pureza de rhomb-I foi demonstrada através de eletroforese em SDS-PAGE
na qual apresentou apenas uma banda, contudo, apos a dialise e liofilizacdo, outras
bandas de massas moleculares menores foram evidenciadas em gel de SDS-PAGE.
Ap0s andlise por meio de espectrometria de massas das bandas excisadas do gel, foi
demonstrado que as sequéncias de aminoacidos das bandas eram correspondentes
a sequéncia de aminoacidos de rhomb-I, indicando que rhomb-I sofre autoprotedlise.
Resultado semelhante foi observado por WU e colaboradores (2001), com relacéo a
crotalin, uma SVMP P-l antagonista de GPIb. O mecanismo de autoprotedlise pode
ter um papel importante em processos biologicos (KIM et al., 2006). O fragmento de
autoprotedlise de crotalin se ligou ao VWF, indicando que esta ligacdo ndo é
dependente da sua conformacao (WU et al., 2001). Em resultados preliminares a
fracdo de 11 kDa de rhomb-I inibiu a agregacéo de plaquetas induzida por convulxina

e por trombina. O estudo dos fragmentos autoproteoliticos desta enzima merece
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atencao quanto a sua funcdo no envenenamento e mesmo para a exploracao de seu
potencial biotecnolégico como antitrombotico.

A dose minima capaz de formar um halo hemorragico (MHD) foi estimada em
43 pg/camundongo e sua atividade hemorragica foi anulada na presenca de EDTA o
que indica que a acdo hemorragica pode estar relacionada a sua acdo enzimética.
Embora, rhomb-l tenha provocado hemorragia, seu efeito hemorragico pode ser
considerado fraco pois € menor do que outras SVMPs P-I hemorragicas como a
atroxlysin-l1 (9,7 ug) (SANCHEZ et al., 2010), atroxlysin-la (2,2 pug) (FREITAS-DE-
SOUSA et al.,, 2017), Batroxase (10 ug) (CINTRA et al.,, 2012), BaP1 (20 ug)
(GUTIERREZ et al., 1995), indicando que rhomb-I é fracamente hemorragica como
BMHF-1(41,14 ug) (TORRES-HUACO et al., 2010) e BpirMP (50 ug) (BERNARDES
et al., 2013). De acordo com a literatura revisada, as SVMPs P-l podem ser
consideradas fortemente hemorragicas se o halo hemorragico de 10 mm for causado
por uma quantidade de enzima menor do que 20 ug por camundongo; e, fracamente
hemorragica se esta quantidade for entre 20 — 50 ug. As consideradas nao
hemorragicas como leuc-a e mut-1l foram testadas em doses de 50 ug e ndo causaram
hemorragia (AGERO et al., 2007).

Rhomb-I e LHF-II compartilham uma identidade de sequéncias de aminoacidos
de 97,5%, e Lmr-MP (CORDEIRO et al., 2018), na porcdo da sequéncia que foi
determinada, contém apenas um aminoacido diferente da sequéncia de rhomb-I, na
posicdo 185 ha uma glutamina em rhomb-I e um &cido glutdmico em Lmr-MP. No
alinhamento de sequéncias de rhomb-I com outras sequéncias de SVMPs P-I de
venenos Viperidae, foi observado uma similaridade de 51,2% a 69% entre elas e uma
conservada regido do sitio catalitico (138-150) e regido met-turn (164-166), além de
seis residuos de cisteina em comum. Na literatura sdo descritos dois tipos de
estruturas do dominio metaloproteinase (FOX; SERRANO, 2005), aquelas que sdo
estabilizadas por trés ligacdes dissulfidicas como rhomb-I e aquelas que sé&o
estabilizadas por duas ligacdes dissulfidicas como a neuwiedase (Q9I9R4) e atrolysin
(P15167) . No que diz respeito aos sitios de glicosilacdo, a LHF-II é a Unica neste
alinhamento que possui um sitio de N-glicosilacdo predito (Asn’°-Asp’:-Thr"?), porém,
de maneira geral as SVMPs P-l ndo sao glicosiladas (CINTRA et al., 2012; FERREIRA
et al., 2009; SANCHEZ et al., 2010; SANCHEZ et al., 1991), de fato, rhomb-I n&o
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apresentou alteracdo em sua mobilidade em SDS-PAGE ap06s tratamento com
PNGase F.

Rhomb-I apresenta acéo alfa-fibrinogenolitica assim como outras SVMPs P-I
tanto as hemorragicas (CINTRA et al., 2012; SANCHEZ et al., 2010), como as néo
hemorragicas (FERREIRA et al., 2009; RODRIGUES et al., 2000), por isso, essa acao
nao estaria diretamente relacionada aos sintomas hemorragicos locais na vitima, mas
poderia contribuir para a manutencao da hemorragia. As enzimas ndo hemorragicas
com acao fibrinogenolitica tem sido alvo de estudo como potencial agente
antitrombdtico (AGERO et al., 2007; HSU et al., 2007; SANCHEZ et al., 2021). A
hidrolise in vitro da fibronectina e da vitronectina, proteinas que promovem a adesao
celular, ocorreu apds algumas horas de incubacdo com rhomb-I, o que é um periodo
de tempo bastante prolongado em relacdo a a¢do do veneno na vitima, que é imediata
(TORRES et al., 1995). Por outro lado, rhomb-I degrada completamente as proteinas
da membrana basal (laminina, colageno IV e nidogénio), assim como atroxlysin-a e
atroxlysin-al (FREITAS-DE-SOUSA et al., 2017; SANCHEZ et al., 2010) que sé&o
consideradas fortemente hemorragicas.

Rhomb-I inibe a agregacédo plaquetéria induzida pela convulxina e pelo VWF
assim como Kistomin, uma SVMP P-l isolada do veneno de Calloselasma rhodostoma
(HSU et al., 2008; HSU et al., 2007). A convulxina ativa a agregacdo ao se ligar ao
receptor GPVI (POLGAR et al., 1997) e o VWF se liga ao receptor GPlba. Ao investigar
se rhomb-1 possui acao sobre estes receptores, foi observado que rhomb-I se liga aos
receptores e cliva a regido do ectodominio tanto de GPVI quanto de GPIlba, os quais
sao liberados no sobrenadante. Estes dois receptores que sao exclusivos de
plagquetas séo regulados por ADAMs (10 ou 17), as quais através de um estimulo,
fisiolégico ou patoldgico, induzem o shedding de GPVI ou GPIb levando a liberagéo
no plasma da por¢cdo soluvel destes receptores e a inativacdo do receptor na
membrana e consequente remocéao da plaqueta da circulacdo sanguinea (ANDREWS;
GARDINER, 2017). De acordo com os resultados, rhomb-I parece atuar de maneira
semelhante as ADAMSs, induzindo o shedding dos receptores plaguetarios, com a
liberacdo de fragmentos solluveis no sobrenadante (Glicocalicina — 130 kDa e sGPVI
— 55 kDa) contudo outros fragmentos de massas moleculares menores também foram
detectados no sobrenadante de plaguetas lavadas nas condigcbes experimentais

testadas. Alguns estudos demostram a importancia clinica do fragmento sGPVI como
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biomarcador em doencas aterotromboticas (BIGALKE et al., 2011; GARDINER,;
ANDREWS, 2014a e 2014b; WURSTER et al., 2013). Ja o nivel alto de glicocalicina
esta relacionado a plaquetopenia (ANDREWS et al., 2007).

Além de sua acao nos receptores plaquetéarios, rhomb-l também cliva o VWF
que é crucial na ativacdo da hemostasia primaria e, mais especificamente o dominio
Al que é o dominio que reconhece e se liga a GPlba. Desta maneira, rhomb-
provavelmente participa da fisiopatologia do envenenamento por um processo que
parece envolver a interacdo VWF-GPIb na microcirculacdo (alto cisalhamento) e a
ligacdo do coldgeno ao GPVI nos grandes vasos (baixo cisalhamento), logo no inicio
da hemostasia priméaria.

Por fim, um fato que merece atencédo é que nos acidentes com serpentes do
género Lachesis ndo é observada plaquetopenia nas vitimas, diferentemente dos
acidentes com serpentes do género Bothrops. Sabendo que as plaquetas séo
retiradas da circulacdo apds o shedding dos receptores plaquetarios, estudos mais
aprofundados sobre a ligacéo aos receptores e do mecanismo de inducao do shedding
por enzimas envolvidas no processamento proteolitico como rhomb-I poderiam ajudar

a entender melhor esta diferenga nos sintomas.
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CONCLUSOES

a)

b)

d)

Relatamos uma proteina de 22,8 kDa, nao glicosilada, contendo trés
ligacbes dissulfidicas, para a qual foi demostrada sua natureza
metaloenzimatica. Sua estrutura é estabilizada por ions Ca?* e Mg?* e sua
acdo proteolitica € inibida por quelantes, inibidores de proteinases, ions
Zn?*, Co?* e pela a-2-macroglobulina.

A hemorragia causada por rhomb-I provavelmente esta relacionada a sua
acao proteolitica sobre proteinas da membrana basal levando a uma ruptura
do vaso sanguineo sendo a hemorragia mantida pela acdo alfa-
fibrino(geno)litica da enzima.

Além disso, a agregacédo plaquetaria foi claramente afetada pela acédo de
rhomb-I sobre os receptores GPIb e GPVI e seus ligantes. Desta forma,
rhomb-I contribui para a disfungcdo hemostatica nas vitimas também por
afetar a hemostasia priméaria, atuando nos eixos VWF- complexo GPIb-V-1X
e Colageno-GPVI os quais possuem um papel critico na fase inicial do
decurso da agregacdao plaquetéria.

Aprofundar a investigacao sobre a interacdo de rhomb-I com os receptores
plaguetarios sera Util para esclarecer os mecanismos que levam aos sinais
e sintomas observados nas vitimas.

Os dados indicam uma potencial aplicabilidade desta proteina no estudo de
funcdo de plaguetas e no entendimento da fisiopatologia do

envenenamento.



70

REFERENCIAS !

AGERO, U. et al. Effect of mutalysin Il on vascular recanalization after thrombosis
induction in the ear of the hairless mice model. Toxicon, v. 50, n. 5, p. 698-706, out.
2007.

ANDRADE-SILVA, D. et al. Venom Profiling of the Insular Species Bothrops
alcatraz : Characterization of Proteome, Glycoproteome, and N-Terminome Using
Terminal Amine Isotopic Labeling of Substrates. Journal of Proteome Research, v.
20, n. 2, p. 1341-1358, 5 fev. 2021.

ANDREWS, R. K.; BERNDT, M. C.; LOPEZ, J. A. The Glycoprotein Ib-IX-V Complex.
Em: Platelets. [s.l.] Elsevier, 2007. p. 145-163.

ANDREWS, R. K.; GARDINER, E. E. Basic mechanisms of platelet receptor
shedding. Platelets, v. 28, n. 4, p. 319-324, 19 maio 2017.

AUMAILLEY, M. The laminin family. Cell Adhesion & Migration, v. 7, n. 1, p. 48-55,
jan. 2013.

BELLO, C. A. et al. Isolation and biochemical characterization of a fibrinolytic
proteinase from Bothrops leucurus (White-tailed jararaca) snake venom. Biochimie,
v. 88, n. 2, p. 189-200, fev. 2006.

BERNARDES, C. P. et al. Proteomic analysis of Bothrops pirajai snake venom and
characterization of BpirMP, a new P-I metalloproteinase. Journal of Proteomics, v.
80, p. 250-267, mar. 2013.

BIGALKE, B. et al. Platelet and Soluble Glycoprotein VI - Novel Applications in
Diagnosis and Therapy. Current Drug Targets, v. 12, n. 12, p. 1821-1830, 1 nov.
2011.

BODE, W.; GOMIS-RUTH, F.-X.; STOCKLER, W. Astacins, serralysins, snake
venom and matrix metalloproteinases exhibit identical zinc-binding environments
(HEXXHXXGXXH and Met-turn) and topologies and should be grouped into a
common family, the ‘metzincins’. FEBS Letters, v. 331, n. 1-2, p. 134-140, set.
1993.

BROWN, K. L. et al. Building collagen 1V smart scaffolds on the outside of cells:
Brown et al. Protein Science, v. 26, n. 11, p. 2151-2161, nov. 2017.

CALVETE, J. J. Proteomic tools against the neglected pathology of snake bite
envenoming. Expert Review of Proteomics, v. 8, n. 6, p. 739-758, dez. 2011.

CANOBBIO, I.; BALDUINI, C.; TORTI, M. Signalling through the platelet glycoprotein
Ib-V—IX complex. Cellular Signalling, v. 16, n. 12, p. 1329-1344, dez. 2004.

1 De acordo com: ASSOCIACAO BRASILEIRA DE_NORMAS TECNICAS. NBR 6023:
Informacédo e documentacéo - referéncias - elaboracéo. Rio de Janeiro: ABNT, 2018.



71

CARVALHO, P. C. et al. Integrated analysis of shotgun proteomic data with
PatternLab for proteomics 4.0. Nature Protocols, v. 11, n. 1, p. 102-117, jan. 2016.

CASEWELL, N. R. et al. Comparative venom gland transcriptome surveys of the
saw-scaled vipers (Viperidae: echis) reveal substantial intra-family gene diversity and
novel venom transcripts. BMC Genomics, v. 10, n. 1, p. 564, 20009.

CASEWELL, N. R. et al. Domain loss facilitates accelerated evolution and
neofunctionalization of duplicate snake venom metalloproteinase toxin genes.
Molecular Biology and Evolution, v. 28, n. 9, p. 2637-2649, set. 2011.

CHEN, R.-Q. et al. A new protein structure of P-II class snake venom
metalloproteinases: it comprises metalloproteinase and disintegrin domains.
Biochemical and Biophysical Research Communications, v. 310, n. 1, p. 182—
187, out. 2003.

CHIPPAUX J. P. nake-bites: appraisal of the global situation. Bulletin of the World
Health Organization, p. 515-524, 1998.

CHIPPAUX, J.-P. Incidence and mortality due to snakebite in the Americas. PLOS
Neglected Tropical Diseases, v. 11, n. 6, p. e0005662, jun. 2017.

CINTRA, A. C. O. et al. Batroxase, a new metalloproteinase from B. atrox snake
venom with strong fibrinolytic activity. Toxicon, v. 60, n. 1, p. 70-82, jul. 2012.

CORDEIRO, F. A. et al. Purification and enzymatic characterization of a novel
metalloprotease from Lachesis muta rhombeata snake venom. Journal of
Venomous Animals and Toxins including Tropical Diseases, v. 24, n. 1, p. 32,
dez. 2018.

CREMONEZ, C. M. et al. Experimental Lachesis muta rhnombeata envenomation and
effects of soursop (Annona muricata) as natural antivenom. Journal of Venomous
Animals and Toxins including Tropical Diseases, v. 22, n. 1, p. 12, dez. 2016.

DELANO WL. The PyMOL Molecular Graphics System. , 2002. Disponivel em:
<http://www.pymol.org/>

DEUTSCH, H. F.; DINIZ, C. R. SOME PROTEOLYTIC ACTIVITIES OF SNAKE
VENOMS. Journal of Biological Chemistry, v. 216, n. 1, p. 17-26, set. 1955.

FERREIRA, R. N. et al. Complete amino-acid sequence, crystallization and
preliminary X-ray diffraction studies of leucurolysin-a, a nonhaemorrhagic
metalloproteinase from Bothrops leucurus snake venom. Acta Crystallographica
Section F Structural Biology and Crystallization Communications, v. 65, n. 8, p.
798-801, 1 ago. 2009.

FFRENCH-CONSTANT, C. Alternative splicing of fibronectin—many different
proteins but few different functions. Experimental Cell Research, v. 221, n. 2, p.
261-271, dez. 1995.



72

FISER, A.; SALI, A. Modeller: generation and refinement of homology-based protein
structure models. Em: Methods in Enzymology. [s.l.] Elsevier, 2003. v. 374p. 461—
491.

FOX, J. W.; SERRANO, S. M. T. Structural considerations of the snake venom
metalloproteinases, key members of the M12 reprolysin family of metalloproteinases.
Toxicon, v. 45, n. 8, p. 969-985, jun. 2005.

FOX, J. W.; SERRANO, S. M. T. Insights into and speculations about snake venom
metalloproteinase (Svmp) synthesis, folding and disulfide bond formation and their
contribution to venom complexity: Snake venom metalloproteinases and venom
complexity. FEBS Journal, v. 275, n. 12, p. 3016-3030, jun. 2008.

FRANTZ, C.; STEWART, K. M.; WEAVER, V. M. The extracellular matrix at a glance.
Journal of Cell Science, v. 123, n. 24, p. 4195-4200, dez. 2010.

FREITAS-DE-SOUSA, L. et al. Insights into the Mechanisms Involved in Strong
Hemorrhage and Dermonecrosis Induced by Atroxlysin-la, a PI-Class Snake Venom
Metalloproteinase. Toxins, v. 9, n. 8, p. 239, 2 ago. 2017.

FRESON, K. et al. What’s new in using platelet research? To unravel thrombopathies
and other human disorders. European Journal of Pediatrics, v. 166, n. 12, p.
1203-1210, dez. 2007.

GARDINER, E. E. et al. Controlled shedding of platelet glycoprotein (GP)VI and
GPIb—-IX-V by ADAM family metalloproteinases. Journal of Thrombosis and
Haemostasis, v. 5, n. 7, p. 1530-1537, jul. 2007.

GARDINER, E. E.; ANDREWS, R. K. Plasma sGPVI: Changing levels in human
disease. Thrombosis Research, v. 133, n. 3, p. 306—-307, mar. 2014a.

GARDINER, E. E.; ANDREWS, R. K. Platelet Receptor Expression and Shedding:
Glycoprotein Ib-1X-V and Glycoprotein VI. Transfusion Medicine Reviews, v. 28, n.
2, p. 56-60, abr. 2014b.

GAY, L. J.; FELDING-HABERMANN, B. Contribution of platelets to tumour
metastasis. Nature Reviews Cancer, v. 11, n. 2, p. 123-134, fev. 2011.

GEORGE, J. N. Platelets. The Lancet, v. 355, n. 9214, p. 1531-1539, abr. 2000.

GIORGIANNI, M. W. et al. The origin and diversification of a novel protein family in
venomous snakes. Proceedings of the National Academy of Sciences, v. 117, n.
20, p. 10911-10920, maio 2020.

GREMSKI, L. H. et al. Cytotoxic, thrombolytic and edematogenic activities of
leucurolysin-a, a metalloproteinase from Bothrops leucurus snake venom. Toxicon,
v. 50, n. 1, p. 120-134, jul. 2007.

GUI, L. et al. Identification of the heparin-binding determinants within fibronectin
repeat iiil. Journal of Biological Chemistry, v. 281, n. 46, p. 34816—-34825, nov.
2006.



73

GUTIERREZ, J. et al. Isolation and characterization of a metalloproteinase with weak
hemorrhagic activity from the venom of the snake Bothrops asper (terciopelo).
Toxicon, v. 33, n. 1, p. 19-29, jan. 1995.

GUTIERREZ, J. M. et al. Snakebite envenoming. Nature Reviews Disease Primers,
v.3,n. 1 p. 1-21, set. 2017.

HAAD J. J. SILVA. A Review of Venom Toxynlogy and Epidemiology of
Envenenoming of Bushmasters (Lachesis) With Report of a fatal Bite. Bulletin of the
Chicago Herpetology Society, p. 113-123, 1998.

HAAD J. S. Accidentes humanos por las serpientes de los géneros Bothrops y
Lachesis. Mem Inst Butantan, v. 44, n. 45, p. 403-423, 1981.

HALFTER, W. et al. New concepts in basement membrane biology. The FEBS
Journal, v. 282, n. 23, p. 44664479, dez. 2015.

HARRISON, P.; MARTIN CRAMER, E. Platelet a-granules. Blood Reviews, v. 7, n.
1, p. 52-62, mar. 1993.

HASSAN, MD. I.; SAXENA, A.; AHMAD, F. Structure and function of von Willebrand
factor. Blood Coagulation & Fibrinolysis, v. 23, n. 1, p. 11-22, jan. 2012.

HENRIQUES, O. B. et al. The proteolytic activity of the venom of Bothrops jararaca.
Biochemical Journal, v. 68, n. 4, p. 597-605, 1 abr. 1958.

HERRERA, C. et al. Effects of pi and piii snake venom haemorrhagic
metalloproteinases on the microvasculature: a confocal microscopy study on the
mouse cremaster muscle. PLOS ONE, v. 11, n. 12, p. e0168643, dez. 2016.

HSU, C. C.; WU, W. B.; HUANG, T. F. A snake venom metalloproteinase, kistomin,
cleaves platelet glycoprotein VI and impairs platelet functions. Journal of
Thrombosis and Haemostasis, jun. 2008.

HSU, C.-C. et al. Antithrombotic effect of a protein-type i class snake venom
metalloproteinase, kistomin, is mediated by affecting glycoprotein ib-von willebrand
factor interaction. Molecular Pharmacology, v. 72, n. 4, p. 984-992, out. 2007.

HUANG, J. et al. Platelet integrin allbB3: signal transduction, regulation, and its
therapeutic targeting. Journal of Hematology & Oncology, v. 12, n. 1, p. 26, dez.
20109.

HUIZINGA, E. G. et al. Structures of Glycoprotein Iba and Its Complex with von
Willebrand Factor A1 Domain. Science, v. 297, n. 5584, p. 1176-1179, 16 ago.
2002.

HUMPHREY, W.; DALKE, A.; SCHULTEN, K. VMD: Visual molecular dynamics.
Journal of Molecular Graphics, v. 14, n. 1, p. 33-38, fev. 1996.

IZUMI, M.; YAMADA, K. M.; HAYASHI, M. Vitronectin exists in two structurally and
functionally distinct forms in human plasma. Biochimica et Biophysica Acta (BBA)
- General Subjects, v. 990, n. 2, p. 101-108, fev. 1989.



74

KEFALIDES, N. A. Isolation of a collagen from basement membranes containing
three identical a-chains. Biochemical and Biophysical Research
Communications, v. 45, n. 1, p. 226234, out. 1971.

KEHREL, B. et al. Glycoprotein VI Is a Major Collagen Receptor for Platelet
Activation: It Recognizes the Platelet-Activating Quaternary Structure of Collagen,
Whereas CD36, Glycoprotein lIb/llla, and von Willebrand Factor Do Not. Blood, v.
91, n. 2, p. 491-499, 15 jan. 1998.

KIM, J. K. et al. Insight into autoproteolytic activation from the structure of
cephalosporin acylase: A protein with two proteolytic chemistries. Proceedings of
the National Academy of Sciences, v. 103, n. 6, p. 1732-1737, 7 fev. 2006.

KIM, S.-J.; JENNE, C. N. Role of platelets in neutrophil extracellular trap (NET)
production and tissue injury. Seminars in Immunology, v. 28, n. 6, p. 546-554, dez.
2016.

KIMURA, N. et al. Entactin-2: A New Member of Basement Membrane Protein with
High Homology to Entactin/Nidogen. Experimental Cell Research, v. 241, n. 1, p.
36—45, maio 1998.

KLEINMAN, H. K.; MARTIN, G. R. Matrigel: Basement membrane matrix with
biological activity. Seminars in Cancer Biology, v. 15, n. 5, p. 378-386, out. 2005.

KURTOVIC, T. et al. Ammodytagin, a heterodimeric metalloproteinase from Vipera
ammodytes ammodytes venom with strong hemorrhagic activity. Toxicon, v. 58, n.
6-7, p. 570-582, nov. 2011.

LAEMMLI, U. K. Cleavage of structural proteins during the assembly of the head of
bacteriophage t4. Nature, v. 227, n. 5259, p. 680-685, ago. 1970.

LENTING, P. J.; CHRISTOPHE, O. D.; DENIS, C. V. Von willebrand factor
biosynthesis, secretion, and clearance: connecting the far ends. Blood, v. 125, n. 13,
p. 2019-2028, mar. 2015.

LEONARDI, A. et al. Two coagulation factor X activators from Vipera a. ammodytes
venom with potential to treat patients with dysfunctional factors 1Xa or Vlla. Toxicon,
v.52,n. 5, p. 628-637, out. 2008.

LEONARDI, A. et al. Comprehensive study of the proteome and transcriptome of the
venom of the most venomous european viper: discovery of a new subclass of
ancestral snake venom metalloproteinase precursor-derived proteins. Journal of
Proteome Research, v. 18, n. 5, p. 2287-2309, maio 2019.

LONGBOTTOM et al. Vulnerability to snakebite envenoming: a global mapping of
hotspots. The Lancet, v. 392, n. 10148, p. 673-684, 2018.

LORIA, G. D. et al. Characterization of ‘basparin A,’ a prothrombin-activating
metalloproteinase, from the venom of the snake Bothrops asper that inhibits platelet
aggregation and induces defibrination and thrombosis. Archives of Biochemistry
and Biophysics, v. 418, n. 1, p. 13-24, out. 2003.



75

MACHADO DE AVILA, R. A. et al. Mimotopes of mutalysin-Il from Lachesis muta
snake venom induce hemorrhage inhibitory antibodies upon vaccination of rabbits.
Peptides, v. 32, n. 8, p. 1640-1646, ago. 2011.

MATIAS, M. S. et al. BaltDC: purification, characterization and infrared spectroscopy
of an antiplatelet DC protein isolated from Bothrops alternatus snake venom. Journal
of Venomous Animals and Toxins including Tropical Diseases, v. 23, n. 1, p. 36,
dez. 2017.

MAZZI, M. V. et al. Molecular characterization and phylogenetic analysis of
BjussuMP-I: A RGD-P-III class hemorrhagic metalloprotease from Bothrops
jararacussu snake venom. Journal of Molecular Graphics and Modelling, v. 26, n.
1, p. 69-85, jul. 2007.

MINER, J. H.; YURCHENCO, P. D. Laminin functions in tissue morphogenesis.
Annual Review of Cell and Developmental Biology, v. 20, n. 1, p. 255-284, nov.
2004.

MODDERMAN, P. W. et al. Glycoproteins V and Ib-IX form a noncovalent complex in
the platelet membrane. The Journal of Biological Chemistry, v. 267, n. 1, p. 364—
369, 5 jan. 1992.

MONTAGUE, S. J.; ANDREWS, R. K.; GARDINER, E. E. Mechanisms of receptor
shedding in platelets. Blood, v. 132, n. 24, p. 2535-2545, dez. 2018.

MOSESSON, M. W. Fibrinogen and fibrin structure and functions. Journal of
Thrombosis and Haemostasis, v. 3, n. 8, p. 1894-1904, ago. 2005.

MOURA-DA-SILVA, A. et al. Processing of snake venom metalloproteinases:
generation of toxin diversity and enzyme inactivation. Toxins, v. 8, n. 6, p. 183, jun.
2016.

MOURA-DA-SILVA, A. M. et al. Collagen binding is a key factor for the hemorrhagic
activity of snake venom metalloproteinases. Biochimie, v. 90, n. 3, p. 484-492, mar.
2008.

NEGISHI, Y.; NOMIZU, M. Laminin-derived peptides: Applications in drug delivery
systems for targeting. Pharmacology & Therapeutics, v. 202, p. 91-97, out. 2019.

Neglected tropical diseases — GLOBAL. , [s.d.]. Disponivel em:
<https://www.who.int/health-topics/neglected-tropical-diseases>. Acesso em: 17 jan.
2023

NELSON, D. L.; COX, M. M.; LEHNINGER, A. L. Lehninger principles of
biochemistry. Seventh edition ed. New York, NY : Houndmills, Basingstoke: W.H.
Freeman and Company ; Macmillan Higher Education, 2017.

NEU, R.; ADAMS, S.; MUNZ, B. Differential expression of entactin-1/nidogen-1 and
entactin-2/nidogen-2 in myogenic differentiation. Differentiation, v. 74, n. 9-10, p.
573-582, dez. 2006.



76

OLAOBA, O. T. et al. Snake Venom Metalloproteinases (Svmps): A structure-function
update. Toxicon: X, v. 7, p. 100052, set. 2020.

OLIVEIRA, L. S. et al. Atroxlysin-iii, a metalloproteinase from the venom of the
peruvian pit viper snake bothrops atrox (Jergdn) induces glycoprotein vi shedding
and impairs platelet function. Molecules, v. 24, n. 19, p. 3489, set. 2019.

PALACIOS-ACEDQO, A. L. et al. Platelets, Thrombo-Inflammation, and Cancer:
Collaborating With the Enemy. Frontiers in Immunology, v. 10, p. 1805, 31 jul.
2019.

PANKOV, R.; YAMADA, K. M. Fibronectin at a glance. Journal of Cell Science, v.
115, n. 20, p. 3861-3863, out. 2002.

PATTEN, J.; WANG, K. Fibronectin in development and wound healing. Advanced
Drug Delivery Reviews, v. 170, p. 353-368, mar. 2021.

PIDDE-QUEIROZ, G. et al. P-i snake venom metalloproteinase is able to activate the
complement system by direct cleavage of central components of the cascade. PLoS
Neglected Tropical Diseases, v. 7, n. 10, p. e2519, out. 2013.

POLGAR, J. et al. Platelet activation and signal transduction by convulxin, a c-type
lectin from crotalus durissus terrificus (Tropical rattlesnake) venom via the p62/gpvi
collagen receptor. Journal of Biological Chemistry, v. 272, n. 21, p. 13576-13583,
maio 1997.

POZEK, K. et al. Genomic confirmation of the p-iiie subclass of snake venom
metalloproteinases and characterisation of its first member, a disintegrin-
like/cysteine-rich protein. Toxins, v. 14, n. 4, p. 232, mar. 2022.

PYRON, R. A. et al. The phylogeny of advanced snakes (Colubroidea), with
discovery of a new subfamily and comparison of support methods for likelihood trees.
Molecular Phylogenetics and Evolution, v. 58, n. 2, p. 329-342, fev. 2011.

REININGER, A. J. Function of von Willebrand factor in haemostasis and thrombosis.
Haemophilia, v. 14, p. 11-26, nov. 2008.

RIVERA, J. et al. Platelet receptors and signaling in the dynamics of thrombus
formation. Haematologica, v. 94, n. 5, p. 700-711, 1 maio 2009.

RODRIGUES, V. M. et al. Structural and Functional Characterization of Neuwiedase,
a Nonhemorrhagic Fibrin(ogen)olytic Metalloprotease from Bothrops neuwiedi Snake
Venom. Archives of Biochemistry and Biophysics, v. 381, n. 2, p. 213-224, set.
2000.

RUGGERI, Z.; ZIMMERMAN, T. The complex multimeric composition of factor
VIll/von Willebrand factor. Blood, v. 57, n. 6, p. 1140-1143, jun. 1981.

SADLER, J. E. Von willebrand factor. Journal of Biological Chemistry, v. 266, n.
34, p. 22777-22780, dez. 1991.



77

SAGE, H. Collagens of basement membranes. Journal of Investigative
Dermatology, v. 79, n. s1, p. 51s-59s, jul. 1982.

SAJEVIC, T. et al. VaH3, one of the principal hemorrhagins in Vipera ammodytes
ammodytes venom, is a homodimeric P-lllc metalloproteinase. Biochimie, v. 95, n.
6, p. 1158-1170, jun. 2013.

SALI, A.; BLUNDELL, T. L. Comparative protein modelling by satisfaction of spatial
restraints. Journal of Molecular Biology, v. 234, n. 3, p. 779-815, dez. 1993.

SANCHEZ, E. et al. Direct fibrinolytic snake venom metalloproteinases affecting
hemostasis: structural, biochemical features and therapeutic potential. Toxins, v. 9,
n. 12, p. 392, dez. 2017.

SANCHEZ, E. F. et al. Biological activities of venoms from South American snakes.
Toxicon, v. 30, n. 1, p. 95-103, jan. 1992.

SANCHEZ, E. F. et al. Resolution of isoforms of mutalysin I, the metalloproteinase
from bushmaster snake venom. Toxicon, v. 41, n. 8, p. 1021-1031, jun. 2003.

SANCHEZ, E. F. et al. The novel metalloproteinase atroxlysin-lI from Peruvian
Bothrops atrox (Jergdn) snake venom acts both on blood vessel ECM and platelets.
Archives of Biochemistry and Biophysics, v. 496, n. 1, p. 9-20, abr. 2010.

SANCHEZ, E. F. et al. A novel fibrinolytic metalloproteinase, barnettlysin-I from
Bothrops barnetti (Barnett's pitviper) snake venom with anti-platelet properties.
Biochimica et Biophysica Acta (BBA) - General Subjects, v. 1860, n. 3, p. 542—
556, mar. 2016.

SANCHEZ, E. F.; DINIZ, C. R.; RICHARDSON, M. The complete amino acid
sequence of the haemorrhagic factor LHFII, a metalloproteinase isolated from the
venom of the bushmaster snake (lachesis muta muta). FEBS Letters, v. 282, n. 1, p.
178-182, abr. 1991.

SANCHEZ, E. F.; MAGALHAES, A.; DINIZ, C. R. Purification of a hemorrhagic factor
(Lhf-i) from the venom of the bushmaster snake, Lachesis muta muta. Toxicon, v.
25,n. 6, p. 611-619, jan. 1987.

SANCHEZ, ELADIO. F. et al. A fibrinolytic snake venom metalloproteinase,
mutalysin-II, with antiplatelet activity and targeting capability toward glycoprotein
GPIlba and glycoprotein GPVI. Biochimie, v. 184, p. 1-7, maio 2021.

SANZ, L.; CALVETE, J. Insights into the evolution of a snake venom multi-gene
family from the genomic organization of echis ocellatus svmp genes. Toxins, v. 8, n.
7, p. 216, jul. 2016.

SARTIM, M. A. et al. Moojenactivase, a novel pro-coagulant Pllld metalloprotease
isolated from Bothrops moojeni snake venom, activates coagulation factors Il and X
and induces tissue factor up-regulation in leukocytes. Archives of Toxicology, v. 90,
n. 5, p. 1261-1278, maio 2016.



78

SCHVARTZ, |.; SEGER, D.; SHALTIEL, S. Vitronectin. The International Journal of
Biochemistry & Cell Biology, v. 31, n. 5, p. 539-544, maio 1999.

SEIFERT, S. A.; ARMITAGE, J. O.; SANCHEZ, E. E. Snake envenomation. New
England Journal of Medicine, v. 386, n. 1, p. 68-78, jan. 2022.

SERRANO, S. M. T. et al. A multifaceted analysis of viperid snake venoms by two-
dimensional gel electrophoresis: An approach to understanding venom proteomics.
PROTEOMICS, v. 5, n. 2, p. 501-510, fev. 2005.

SHIRAKI, R. et al. Expression of Toll-like receptors on human platelets. Thrombosis
Research, v. 113, n. 6, p. 379-385, jan. 2004.

SOUZA et al. The enigma of the North margin of the Amazon River: Proven Lachesis
bites in Brazil, report of two cases, general considerations about the genus and
bibliographic review. Bull. Chicago Herp, v. 42, n. 7, p. 105-115, 2007.

SUZUKI-INOUE, K. A novel Syk-dependent mechanism of platelet activation by the
C-type lectin receptor CLEC-2. Blood, v. 107, n. 2, p. 542-549, 15 jan. 2006.

TANUS JORGE, M. et al. Snakebite by the bushmaster (Lachesis muta) in Brazil:
Case report and review of the literature. Toxicon, v. 35, n. 4, p. 545-554, abr. 1997.

TAVARES, N. A. C. et al. Expression of mMRNAs coding for VAP1/crotastatin-like
metalloproteases in the venom glands of three South American pit vipers assessed
by quantitative real-time PCR. Toxicon, v. 52, n. 8, p. 897-907, dez. 2008.

THEOCHARIS, A. D. et al. Extracellular matrix structure. Advanced Drug Delivery
Reviews, v. 97, p. 4-27, fev. 2016.

TORRES R, JAIMER.; TORRES A, MARIAA.; ARROYO-PAREJO, MAXA.
Coagulation disorders in bushmaster envenomation. The Lancet, v. 346, n. 8972, p.
449-450, ago. 1995.

TORRES-HUACO, F. D. et al. Purification and Characterization of a New Weak
Hemorrhagic Metalloproteinase BmHF-1 from Bothrops marajoensis Snake Venom.
The Protein Journal, v. 29, n. 6, p. 407-416, ago. 2010.

VAN DER MEIJDEN, P. E. J.; HEEMSKERK, J. W. M. Platelet biology and functions:
new concepts and clinical perspectives. Nature Reviews Cardiology, v. 16, n. 3, p.
166-179, mar. 2019.

WEISEL, J. W. Fibrinogen and Fibrin. Em: Advances in Protein Chemistry. [s.l.]
Elsevier, 2005. v. 70p. 247-299.

WU, W.-B.; PENG, H.-C.; HUANG, T.-F. Crotalin, a vwf and gp ib cleaving
metalloproteinase from venom of crotalus atrox. Thrombosis and Haemostasis, V.
86, n. 12, p. 1501-1511, 2001.

WURSTER, T. et al. Plasma levels of soluble glycoprotein VI (SGPVI) are associated
with ischemic stroke. Platelets, v. 24, n. 7, p. 560-565, nov. 2013.



79

APENDICE A - MANUSCRITO PUBLICADO NO PERIODICO TOXICON:

Toxicon 228 (2023) 107097

ELSEVIER

journal homepage: www.elsevier.com/locate/toxicon

Contents lists available at ScienceDirect

Toxicon

Rhomb-I, a P-I metalloproteinase from Lachesis muta rhombeata venom

degrades vessel extra cellular matrix components and impairs

platelet aggregation

Valéria Gonealves de Alvarenga®, Luciana S. Oliveira®, Gustavo O. Santos *, Dan E. Vivas-Ruiz®,
Marcia Helena Borges ©, Rodrigo C.G. de Souza®, Johannes A. Eble ©, Ana Maria Moura-da-Silva

Eladio F. Sanchez ™

* Laboratorio de Bioguimica de Proteinas de Venenos Animais, Fundagas Esequicl Dias, Belo Horisonte, Brasd
" Labaratério de Biologia Molecular, Facultad de Ciencias Biologicas, Universidad Necional Mayor de San Marcos, Lima, Peru
* Laboratério de Protcomica e Aracnideos, Fundogao Esequicl Dias, Belo Horizonte, Brazil

4 Serra Grande Center, Itacaré, Bahia, Brosil

© Institute of Physiological Chemistry and Pathobiochemistry, University of Miinster, Germany
! Laborasrio de Inunopatologia, instineo Butantan, S0 Paule, Brazil

ARTICLEINFO

ABSTRACT
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Hemarrhage

Rhomb-l, a 23-kDa metalloproteinase was iselated from L. m. rhombeata venom. Its dimethyleasein proteolysis
was abolished by metal chelators, and clightly enhaneed by Ca®* and Mg®" ions, but inhibited by Co®*, Zn®" and
#2-macroglobulin. In aqueous solution, rhomb-1 autoproteolyzed to a 20- and 11-kDa fragments at 37 “C. The
amine acid sequence chowed high homology with other snake venom metalloproteinases. Rhomb-l causes
hemorrhage that may be aseribed to hydrelysis of essential basement membrane, extracellular matrix and plasma
proteinz. [t preferentially cleaves the d-chains of fibrin (ogen). Rhomb-1 inhibited convulxin- and von Willebrand
factor (vWF)-induced aggregation on human platelets without significant «fect on collagen-stimulated aggre-
gation or other effectors. It digests vWF into a low-melecular-mass multimers of vWF and a rvWF-A] domain to a
27-kDa fragment az revealed by westem blothing with mouse anti-rvWF Al-domain [gG. Incubation of platelets
with rhemb-1 resulted in adhesion to and eleavage of platelet receptors glycoprotein (GP)Iba and GPVI to release
a 55-kDa zoluble form. Both membrane glycoprotenz GPIba that binds vWF, together with GPVI which bind:
collagen, play a key role in mediating platelet adhesion/activation and can initiate (patho)physiologieal
thrombuz formation. Conclusions: rthomb-1 15 implicated in the pathophysiclogy of Lachesis envenoming by
dizrupting vasculaturs, hemostasiz and platelst aggregation through impairing vWF-GPIb axiz and blocking
GPVl-collagen binding.

1. Introduction

classified as haemotoxic, neurotoxic or cytotoxic (Vetter et al., 2011;
slagboom et al., 2017). In South America, the predominant group of

Snakebite envenoming represents a danger to human health and is a
neglected disease worldwide, particularly throughout tropical and sub-
tropical countries (Chippaux, 2017; Slagboom et al., 2017). On the other
hand, snake venoms are a goldmine of active compounds responsible for
the multi-functional activities thar perturb vital physielogical systems
including enzymes, receptors or ion channels, and can be broadly

venemous pitvipers (Crotalinae subfamily of Viperidae) of medical
relevance includes the genera Bothrops, Crotalus and Lachesis (Camp-
bell and Lamar, 2004; Chippaux, 2017; Slagboom et al., 2017). Of
particular interest, Lachesis (bushmaster) inhabits lowland tropical
forested areas in Central and South America, is a terrestrial and
nocturnal snake, and is the only neo-tropical snake that lays eggs.
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Lachesis is probably the largest viper in the world, up to 3.5 m (Campbell
and Lamar, 2004; Souza et al., 2007). Literature on human envenomings
by bushmasters is rare and represents approximately 3% of reported
accidents in Brazil. However, in the Amazon, snakebites caused by
bushmasters are around 9% (Souza et al., 2007; Chippaux, 2017) and
should be censidered of a grear medical emergency, in part due to the
quantity of venom delivered by adult snakes around 300-400 mg/snake
(Sanchez et al., 1992; Souza et al., 2007). Envenomation attributed to
Lachesis is characterized by immediate local pain and edema within a
wery short time (within 20 min after the bite), mild hemorrhage at the
bite site, and neurotoxic activity. Furthermore, Lachesis venom degrades
fibrinogen and prothrombin, provoking disseminated intravascular
coagulation with fibrinogen consumption and increased bleeding times.
Systemic manifestations such as diarrhea, vomiting, cardiovascular
(hypotension), and coagulepathy due to massive hyperfibrinolysis and
hemorrhage (Torres et al., 1995; Tanus Jorge et al., 1997; Campbell and
Lamar, 2004; Souza et al., 2007) are often associated with human ac-
cidents. L. muta is mainly distributed in equaterial forest, of South
American tropical countries. In accordance with the phylogenetic re-
lationships, two subspecies have been described for L. muta: L. m. muta
mainly inhabits the equaterial Amazon opical forest east of the Andes;
and L. m. rhombeata oceurs in the Atlantic forest of Brazil from Rio de
Janeiro to Ceard State (Campbell and Lamar, 2004; Stephano et al.,
2005; Souza et al., 2007; Pla et al., 2013).

In spite of the faet that viperid venoms comprise over 100 protein
compounds. they belong to only a few protein families, including those
with enzymaric activity: metalloproteinases (SVMPs), serine proteinases
(SVSPs), L-amine acid oxidases (LAAOs). phospholipases A; (PLAsS),
hyaluronidases among others; and proteins/peptides without enzymatic
effect: disintegrins, C-type lectins, myotoxins, CRISP toxins, proteinase
inhibitors, natriuretic peptides, cystatin, and Kunitz-type proteinase
inhibitors (Serrano et al., 2005; Sanz et al., 2008; Calvete, 2011;
Madrigal et al., 2012). Thus, pathophysiclegical symptoms and clinical
evolution of human bite victims of Lachesis are probably a consequence
of the direct effect of a few molecules already reported from L. muta
venom, principally SVMPs (Estévio-Costa et al., 2000; Sanchez, 2004),
SVSPs of the three groups: fibrinogen-clotting enzymes (thrombin-like)
(Magalhaes et al., 2003), plasminogen activator (Sanchez et al., 2000,
2006), and kallikrein-like proteinases (Felicori et al.,, 2003; Weinberg
etal., 2004), myotoxic K49 PLAos and basic D49 PLAgs (Fuly et al., 2000;
Damico et al., 2006}, among other active molecules.

Among other efferts to improve the characterization of proteins/
toxins of Lachesis venom, a comparison of proteomic analysis of the
protein composition of L. m. rhombeata (Pla et al., 2013; Wiezel et al.,
2019) with those of other Central and South American bushmasters
(Sanz et al., 2008; Madrigal et al., 2012), provides clues for correlating
wvenom composition and the pathological effects of envenomation across
Lachesis venoms. These studies revealed remarkably similar venom
phenotypes comprising seven or eight protein families including the
aforementioned melecules. In connection with proteomic analysis,
transcriptomic investigations were performed by the generadon of
expressed sequence tags (ESTs) from the venom glands of L. muta
(Junqueira-de-Azevedo et al., 2006). The main patholegical effects such
as hemorrhage, lecal inflammation, and coagulopathy induced by the
majority of viperid venoms are related directly or indirectly to the action
of SVMPs. 5VMPs are major compenents in most viperid venoms (> 30%
of all proteins), e.g. Lachesis, capable of inducing a diverse array of
funetions and disrupting hemostasis by blocking or triggering several
steps of the coagulation cascade and impairing plateler functions of
human envenoming vietims (Torres et al., 1995; Tanus Jorge et al.,
1997; Souza et al., 2007). As a result of the extensive representation in
viperid venoms, SVMPs are the principal causes of life-threatening
hemorrhagie pathologies detected following viperid snakebites (Case-
well et al., 2011, 2013). Evolutionarily, SVMPs seem to have evolved
from ADAM (A disintegrin and metalloproteinase) genes (Mour-
a-da-Silva et al., 1996; Fry etal., 2008; Brust et al., 2013) that have been
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duplicated near the base of advanced snake (Caenophidia) radiation,
prior to the divergence of the Viperidae from most other Caenophidians
(Moura-da-Silva et al., 1996; Fry et al., 2008; Brust et al.,, 2013). In
accordance with the structural domains, SVMPs are conventionally
classified into three classes: P-I, P-IL, and P-III (Fox and Serrano, 2005;
Takeda et al., 2006) further divided in several subclaszes. The P-I class
comprises only a metalloproteinase (MP) domain, P-lIls are those
sequentially extended by a disintegrin (Dis) domain, and P-Ills by a
Dis-like and cysteine-rich (Cys-) domains. The P-III class SVMPs share a
topological similarity that is homologous to the ectodomain of
membrane-anchored ADAMs and with matrix metalloproteinases
(MMPs) and are included in the M12 clan (MEROPS database: hrrp://
merops.sanger.ac.uk) of metalloproteinases also termed to as adamaly-
sins or reprolysins (Gomis-Riith, 2003; Takeda et al., 2006; Takeda,
2016). Moreover, after post-translational modificatden, the SVMPs can
be found in several isoforms in the venoms, either only with the catalytic
domain (P-I class) or in combination of the catalytic domain with the Dis
domain (P-II class) or with Dis and Cys domains (P-III class) (Takeda,
2016; Moura-da-Silva et al., 2016). P-III SVMPs show a high hemor-
rhagic effect and also more diverse and specific biclogical activities than
the P-I class.

Snake venom proteins and peptides have extremely diverse phar-
macology with a wide range of melecular targets mainly in the cardio-
vascular and nervous systems. Due to the abundanee in venoms, their
structural and functional diversity, SVMPs offer amazing petentials for
the development of newer bioactive agents for innovative therapeutics
to reat various thromboembolic and hemeostatie disorders and in diag-
nosis (Hsu et al., 2008; Vetter et al., 201 1; Casewell et al., 2013; Kini and
Koh, 2016; Sanchez et al.. 2017, 2021). With regard to hemostasis and
thrombosis, platelets are endowed with a repertoire of surface receptors
that enable them to adhere, activate and aggregate at the sites of tissue
damage or infection (Andrews et al., 2007). The engagement of the
adhesion receptors regulating pathophysiclogical thrombus formation,
the GPIb-IX-V complex binds to vWF and other ligands, together with
the major collagen receptor GPVIand play a critical role in the initiation
of platelet adhesion and acdvation (Andrews et al., 2007; Vilahur et al.,
2018; Grover et al., 2018; Sanchez et al., 2021).

The preliminary characterization of a P-I class SVMP, Lmr-MP from
L. m. thombeata venem, has been reported previously (Cordeiro et al.,
2018). Searching for fibrinolytic SVMPs that affect hemostasis by dis-
rupting blood ceoagulation, vasculature and platelet function, we
describe the purification of a P-1 SVMP termed rhomb-I, and have
assessed its effects on basement membrane (BM) components, associated
extracellular matrix (ECM), and plasma proteins. Particularly, its action
upon platelet aggregation and coagulation cascade was investigated. We
have found that rhomb-1 binds to and cleaves vWF, and the surface
platelet receptors GPIb and GPVI, resulting in impaired platelet activ-
ities. Like other SVMPs, rhomb-1 has important implications for enve-
nomed patients as several hemostatic processes and physiological
targets can be affected by these enzymes.

2. Materials and methods

2.1. Venom and animals

Lachesiz muta rhombeata venom was kindly donated by Dr. Rodrigo
G.G. de Sousa from Serra Grande Center for Lachesis muta Breeding,
with Authorization of Instituto do Meio Ambiente e Recursos Hidricos
No: 2016.001.002764,/INEMA /Lic-02764, Bahia State. Swiss Webster
mice (female, 15-22 g) from FUNED were used for in vive experiments
in accordance with the guidelines of the Brazilian College for Animal
Experimentation and approved by the local Ethics Committee, Protocol
number CEUA/FUNED: June 2019,
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2.2, Reagents

Bacterial expression and purification of recombinant A1 demain of
human vWF (rvWF-Al domain) was performed as reported (Sanchez
et al., 2016). Genvulxin (CVX) was purified from South American rat-
tlesnake Crotalus durissus terrificus venom as described (Polgar et al.,
1997), ADP (A2754). thrombin (112,374), prostaglandin E1 (P5515),
fibronectin (F2006), vironectin (3051), bovine (F8630), and human
fibrinogen (F4129) essentially plasminogen free were obtained from
sigma Chemical (5t Louis, MO, USA). Von Willebrand factor (vWF, 651,
300) was from Merck (Darmstadt, Germany), type I collagen (5368) and
ristocetin (001226) were from Helena Laboratories (Beaumont, TX,
USA). The GPVI pelyclonal antibody (AF3627) from human platelets
and antihuman CD42b/GPIbx pelyelonal antibody (AF4067) were from
R&D Systems (Minneapolis, USA). Secondary peroxidase conjugared
antibody (A6154) was from Sigma. Protein G peroxidase conjugared
(P21041) and the ECL chemiluminescent blotting substrate (32,106)
were from Thermo Scientific (Waltham, MA USA). N-glycosidase F
(PNGase F-P0O7045) was from New England Biolabs (Massachuserts,
MA,USA). All other chemicals were of analytical grade.

2.3. Purification

The proteinase rthomb-I was isolated from L. m. rhombeata venom by
a two-step purification procedure with size exclusion chromatography.
Lyophilized venom (2400 mg) was dissolved in & ml of 0.05 M ammo-
nium acetate buffer (pH 7.3) containing 0.3 M NaCl, and centrifuged at
65000:g to remove insoluble material. Step A: the supernatant solution
(2160 mg) was loaded onto two Sephacryl 5-200 (2.5 x 100 cm) col-
umns in series, equilibrated and eluted with the same buffer. The flow
rate was 7 ml/h and fractions were collected at 4 °C. Active fractions
(Peak 5) of approximately 25 kDa containing proteolytic and low
hemorrhagic activity were pooled. dialyzed against distilled water
containing 1 mM CaCl, and lyophilized. Step B: fractions of peak 5 (471
mg, 21.82% m,v) still containing impurities was applied to a Sephadex
G-50 fine (1.5 x 100 cm) column equilibrated and eluted with 20 mM
Hepes buffer, pH 7.5 containing 1 mM CaCl; at a flow rate of & ml/h at
4 °C. Proteins were monitored at 280 nm. Proteinase activity on dime-
thyleasein (DMC) and hemorrhagie activity on mice were also assessed
and SDS-PAGE was performed on selected fractions according to
Laemmli (19270). Aliquot of the peak from the B step was diluted in 1 ml
trifluoroacetic acid (0.1% TFA, v/v) and submitted to an HPLC system
using a reverse phase column (C4 Vydac, 250 « 4.6 mm). Column was
washed with 0.1% TFA and subsequently eluted with a linear gradient of
0-50% acerenitrile (ACN) in 0.1% agueous TFA at a flow rate of 1 ml/h.
The peak was collected for further stuetural characterization.

2.4, Mass spectrometry analysis by MALDI-TOF

The relative molecular mass (Mr) of rhomb-1 was determined by
matrix-assisted laser desorption ionization time of flight mass spec-
tromewry (MALDI-TOF) according to (Naumann et al, 2011). Spectra
were recorded and analyzed using an Autoflex III Smartbean in-
struments in a linear positive mede conuolled by the proprietary
COMPASS™ 1.2 as described previously (Naumann et al., 201 1). The Mr
of the izolated protein was also estimated by SDS-PAGE (12.5% gels)
from reducing gels and stained with Coomassie blue 250,

2.5. Amino acid sequence determination

To determine its amino acid sequence, rhomb-1 (50 pg protein) was
purified by RP-HPLC and submitted to liquid chromatography-tandem
mass spectrometry (LC-M5/MS) by the University of Sac Paulo
BIOMASS-Core Facility for Scientific Research (CEFAP-USP). The sam-
ple was then denatured with urea, reduced by triethylphosphine, and
alkylated by iodoethanel before treatment with trypsin (0.2 pg/pl) at
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25 °G, overnight. For the LC-MS/MS, peptide samples were redissolved
in 0.1% TFA and analyzed using an EASY-nLC system (Thermo Scien-
tific) coupled to a LTQ-Orbitrap Velos mass spectrometer (Thermo Sci-
entific) according experimental conditions reported recently (MNachtigall
et al., 2022),

2.6. 3D model of rhomb-I

The theoretical thomb-1 3D medel was predicted by comparative
homology modeling (Sali and Blundell, 1993). A BLASTp search was
performed to identify apprepriated rhomb-1 homologue templates. Five
remplates were selected for modeling: 3GBO (Bothrops meoojeni), 1DTH
(Crotalus atrex), 4AIG (Cretalus adamanteus), 4Q1L (Bothrops leucu-
rus) and 1ND1 (Bothrops asper). Modeller v 9.16 (Fiser and Sali, 2003)
was used to generate rhomb-I structure in.pdb format. The best model
was selected based on the least discrete optimized protein energy
(DOPE) and modeller objective function (MOF) scores. Root Mean
Square Deviation (RMSD) was calculated using the program VMD v
1.9.2 (Humphrey et al., 1996). Validation analysis was conducted using
SAVES Sever (https://services.mbi.ucla.edu/SAVES/) which includes
PROCHECK WHATCHECK, ERRAT, VERIFy-3D and Ramachandran
counter map calculations. Finally, the structure visualization was
generated by using the Pymol software (Delano, 2002).

2.7. Effects of divalent cations and enzyme inhibitors

Proteolytic activity was tested using DMC as substrate as reported in
(Sanchez et al., 2000). Rhomb-I (1 pg) was incubated with 10 mM of
CaCla, MgClz, BaCly, ZnCl; and CoCly in 20 mM Hepes buffer, pH 7.4 for
30 min at 37 °C before proteolytic activity was assayed. In addition,
enzymatic activity was challenged with several proteinase inhibitors:
batimastat (Bat), marimastat (Mar) (0.5 pM each), MMP inhibitor-111
(i-MMP-1II, ratio of 1:50), iodoacetamide (IAA. 1 mM]), ethyl-
enediaminetetracetic acid (EDTA, 5 mM), phenyl methane sulfonyl
fluoride (PMSF, 5 mM). To determine the stoichiometry of inhibition of
rhomb-1 with plasma inhibitor a2-macroglebulin (x2-M), increasing
amounts of «2-M (7.9-63 pg) were incubated with a fixed concentration
of rhomb-1 (1 pg) in 250-pl of 20 mM Hepes buffer, pH 7.4 at 37 °C for 5
min. The molar ratios of a2-M: proteinase varied from 0.5 to 2.0. The
results of enzyme-u2-M interaction were analyzed by SDS-PAGE. The
residual activity was performed with DMC.

2.8, Hemorrhagic activity

To elucidate if thomb-I induces hemorrhage, the skin assay proced-
ure (Sanchez et al., 1992) was modified in a murine model as follows.
Three doses of 10, 25 and 50 pg venom or rhomb-I were inoculared
subcutaneously into a dorsal shaved skin of three animals (20-22
g)/dose, After 4 h the animals were euthanized, the dorsal skin was
removed and the diameter of the hemorrhagic halo on the inner surface
of the skin was measured. The minimum hemorrhagic dose (MHD) was
defined as the amount of venem or enzyme to produce a hemorrhagic
halo 1 cm in diameter. The P-I class SVMPs, atrexlysin-1 (atr-I, hemor-
rhagic), mutalysin-II (muc-1I, L.m.muta) and leucurolysin-a (leuc-a, B.
leucurus) (non-hemorrhagic) were used as positive and negative con-
rols, respectively.

2.9. Autodigestion assay

Protein degradation was observed during izolation (Step B). Thus, to
verify autoproteolysis, rhomb-1 (5 pg) in aqueous solution was incubared
at 37 °C for 24 h and then the reaction was terminated by adding sample
buffer under reducing conditions. The autodigestion pattern was
analyzed on SD5-PAGE (15% gel). Another sample of mut-II (5 pg) was
electrotransferred to a nitrocellulose membrane. Immunoblots were
developed with rabbit and-mutalysin-11 IgG (primary antibody) and
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anti-rabbit-1gG antibody conjugated with peroxidase (1:2000 dilution),
detected with ECL and visualized by chemiluminescence imaging system
ChemiDoc (Bio-Rad, Hercules, CA, USA). Furthermore, autoproteolytic
fragments of 20- and 11-kDa separated by SD5-PAGE were subjected to
automated in-gel digestion with trypsin followed to sequence analysis by
LC-M5/ME.

2.10. Test to detect the presence of glycoconjugates in the protein

Samples containing 10 pg of rhomb-1 were dissolved in 50 pl of
denaturing buffer (0.5% 5DS, 1% 2-ME). The protein was denatured by
boiling it for 5 min. After the addition of 20 pl of reaction buffer (50 mM
Tris-HCl, pH &.0), 2.5 pl of detergent solution (IGEPAL 15% Roche), and
2 units of recombinant PNGase F, the samples were incubated for 6 h at
37 °C according to (Naumann et al., 2011} The native and teated
proteinases were analyzed by SDS-PAGE under reducing conditions.

2.11. Functional characterization

2.11.1. Activity on plasma proteins, fibrinogen, fibrin, fibronectin and
vitronectin

Human fibrinogen, fibrin and fibronectin were incubated with
rhomb-1 in a 1:200 (w,/w) ratio at 37 °C in 50 mM Tris-HCl, 1 mM CaCls
pH 8.0. In the case of vitronectin incubation with enzyme was in a ratio
of 1:150. At various time intervals, 10 pl aliquots were analyzed by 12%
SDS5-PAGE under reduecing conditions, and degradation products were
visualized with Coomassie brilliant blue staining.

2.11.2. Proteolysis of marigel

Matrigel Matrix (Corning, Bedford, MA, USA) was used to assess the
effect of rhomb-I on BM components. Matrigel is a solubilized BM-like
composite from Engelbreth-Holm-Swarm sarcoma, which is used as a
surregate of BM (Lebleu et al., 2007). Its main components are type-IV
collagen, laminin, nidogen, and heparan sulfate proteoglycans. Maitri-
gel (50 pg) was incubated with rhomb-I (1 pg) in 50 pl of 25 mM
Tris-HCl, 150 mM NaCl, 2 mM CaCly, pH 8.0 at 37 °C in the absence or
presence of 10 mM EDTA. Aliquots were analyzed after 60 min by
SDS-PAGE (7-15%) polyacrylamide gel under reducing conditions. Re-
actions were stopped by the addition of one velume of SD5-PAGE buffer
(reducing conditions). The Matrigel compounds and their cleavage
fragments were electro-transferred to a nitrocellulose membrane,
analyzed by immunoblotting, and detected with specific antibodies
against laminin (NB300-144, Novus, 1:5000), collagen-IV (70R31139,
Fitzgerald, 1:4000) and nidogen (AF2570, RD Sistems, 1:5000) (primary
antibodies), and peroxidase-coupled protein G (diluted 1:5000) by
chemiluminescence imaging system ChemiDoc.

2.11.3. Effect on platelet aggregation

To assess the effect of rhomb-1 on platelet aggregation, human
platelet suspension was prepared from the blood of consenting aspirin-
free healthy wolunteers. Venous blood was collected in acid-ciorate
dextrose (ACD: 78 mM citric acid; 117 mM sodium citrate; 262 mM
dextrose) [6:1. (v/v]] centrifuged at 800 = g for 15 min to obtain platelet-
rich plasma (PRP). Human-washed platelets (WPs) were isolated as
described previously (Sanchez et al., 2016). WPs were re-suspended in
Tyrode's solution and adjusted to about 2.5 = 10° platelets/pl. Platelet
aggregation assays were monitored by light transmission in an eight
channel platelet aggregometer (AggRam Helena Laboratories. Beau-
tmont, TX, USA) with stirring at 600 rpm at 37 “C. To analyze the effect
of rhomb-1 on platelets, WPs (225 pl) or PRP were pre-incubated with
the proteinase at different concentrations (WPs: 0.07-1.2 uM: PRP:
0.3-2.4 pM) in Tyrode's solution pH 7.4, 3 min. Platelets were stimu-
lated by addition of several agonists: 10 pg/ml type I collagen, 10 pM
ADP, 50 pg convulxin, 5.5 pg/ml vWF plus 0.5 mg/ml ristocetin. Ethical
approval was granted by the FUNED human Ethics Committee (Protocol
number: 35329520.4.00009507).
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2.11.4. Effects of rhomb-I on commercial viWF and its recombinant A1
domain

To investigate the effect of the proteinase on vWF, 4 pg of vWF was
incubated with rhomb-I (1 pg) for 60 min at 37 °C in phosphate buffered
saline (PBS), pH 7.4. The reaction was stopped by the addition of sample
buffer (8 M urea, 4% 5DS, 4% 2-mercaptoethanol). Degradation pred-
ucts were analyzed by SDS-PAGE (7.5% gel). Recombinant vWF-Al
domain (rwWF-Al domain, 10 pg) was incubated with or without
enzyme (5 pg) for 60 min at 37 °C. Digestion was terminated with 5 pl of
10 mM EDTA. Aliquots were analyzed by SD5-PAGE (12.5% gel). The
gels were either directy stained with Coomassie brilliant blue or
transferred onto the nitrocellulose membrane. After blocking with 1%
bovine serum albumin (BSA) in Tris-buffered saline 1 h, blotz were
dewveloped with anti-mouse-rwvWE-Aldomain IgG (1:400) and protein G
peroxidase conjugated (Sigma-Aldrich) (1:3000) in subsequent incuba-
tion steps and, analyzed by chemiluminescence imaging system
ChemiDoc.

2.11.5. Analysis of binding to and cleavage the plateler membrane receptors
GPiba and GPVI

We have analyzed the interaction between rhomb-1 and GPIbx or
GPVI from the membrane of WPs in response to rhomb-1. WPs (5 = 10°
platelets/pl) were incubated in the absence or presence of 10 mM NEM
(N-ethylmaleimide, Sigma) as a positive contrel, 100 nM GI254023X
(inhibitor of ADAMI0, Sigma), Co™2 (10 mM) without er with rhomb-1
(2 pg) at 37 °C for 60 min. Reactions were terminated by incubation for
5 min, 4°C and then centrifuging at 1500« g for 2.5 min. To determine
the interaction berween rhomb-1 and GPIbx as well as the degradation
and shedding of GPVIL, Western blot assays were performed using spe-
cific antibodies as described recently (Sanchez et al.. 2021).

3. Results and discussion
3.1. Purification and biochemical properties

The venom of the Atlantic bushmaster, L. m. rhombeata is rich in
proteins/peptides that strongly affect hemostasis by activating or
inhibiting platelet aggregaton, coagulation, fibrinelysis, and throm-
bosis. In this study, its venom was size-fractionated by a gel filraton
chrematography on Sephacryl 5-200 into eight fractions (Fig. 1AM
Fractions that exhibited either hemorrhagic or proteolytic activity were
distributed mainly in fractions 2 and 5. The fraction 2 (tubes 70-79),
which contained the main hemorrhagic SVMP of class P-1II (approxi-
mately 55 kDa) is presently under investigation. We focused our atten-
tion on fraction 5 (tubes 100-110), which contained the protein of
interest of approximately 23-kDa, exhibiting low hemorrhagie activity
in mice and high proteolytic activity on DMC. The separation of fraction
5 on a Sephadex G-50 fine column under conditions described in
Experimental methods, showed one peak with constant specific DMC
proteolysis across the peak (Fig. 1B) and a low hemorrhagic effect (not
shown). The homogeneity of this protein was established by two
methods. First, one protein peak was cbserved by reverse phase HPLC on
a G4 column (Fig. 1C). Second, this preparation gave a single protein
band of approximately 23-kDa on SDS-PAGE under reducing and non-
reducing conditions (Fig. 1C, inset). Analysis by MALDI-TOF mass
spectrometry showed a M of 22.860 Da (Fig. 1D). This value in com-
parison to the calculated mass of rhomb-1, from its amino acid sequence
(22,577 Da) gave a difference of 254 Da. Considering that the analysis
was performed in the Bruker Autoflex I1I_Smart Beam (Maldi TOF-TOF)
equipment, in linear mode, which has a resolution =5000 m/Am and
mass accuracy < 20 ppm, this variation was expected. Based on its mo-
lecular mass and source (L. m. rhembeata venom), the isolated pro-
teinase corresponds to P-I class SVMPs and was called rhomb-1. The final
step resulted in 23.5 mg from 2160 mg protein of crude venom. Table 1
summarizes the purification procedure. Several SVMPs were previously
isolated by a two-step precedure, e.g. barnettlysin-1 from B. barnerti
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A B Fig. 1. Purification of rhomb-l. The izolation pro-
25 25 12 13 eedure is deseribed in the purification section. Line,
! abgorbance at 280 nm; filled circle, proteclytic ac-
10/ o 10 tivity on dimethyleazein, measured by absorbance at
20 4 20 = s 340 nm. (A) Gel filtration on Sephacryl 5-200, eluted
| I||I 8 g = + with 0.05 M ammomium acctate buffer (pH 7.3)
—15 11l 15 a2 08 - containing 0.3 M NaCL (B) Gel filtration on Sephadex
E f |1 & B g G-30 of the pooled active fraction 5 from the previous
0‘:’; ,g | | || ] 8 6 065 step, elution with 20 mM Hepes buffer, pH 7.5 con-
g 10 1 '."-"‘-" h 8 1.0 § taining 1 mM CacCly. (C) RP-HPLC analyzis of purified
2 |'. I / 'I'r II | f 44 04 proteinase was performed using a Vydac C4 (250 =
5 o B L /' L 05 4.6 mm) column. SD5S-PAGE (12% gel] analysiz of
fr \)"\\“ '.I'g f \‘“‘-\I | | 2 0.2 purified rhomb-1 under reduced (R) or non-reduced
U \gr,.-.._ Voo \\ (NR) conditions (inset). (D) Mass spectrometry of
"5 80 100 120 140 10 ° Y 2o R panive thombl Funiied thomb was analyzed by
. . MALDI-TOF/TOF. The main signal (displayed in
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of 22560909 Da.
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Table 1
Purification of thoemb-1.
Protein Hemorrhagic activity Proteolytic actvity (DMC)
Step mg % MHD" (mg)  Specific activicy” (U/mg. 109  Total (U)  Yield% PP Specific activig® (U/mg)  Total (U)  Yisld % PR
Crude wvenom 2160 100 0.005 0.0023 434.8 100 1 745 013 100 1
Sephaeryl 5-200 471.3 21.82 0.025 0.0144 69.4 2013 49 214 0.047 36.1 29
Sephadex G-50 35 1.08 0.043 0.0z S0 1.5 a7 255 0.04 308 34
* Minimum Hemeorrhagie Doge (MHD). One unit of hemorrhagic activity iz one MHD.
b Specific activity iz expreseed as U/mg protein.
© One unit is defined az AA340/min.
4

Purification Factor (PF).

(Sanchez et al., 2016). The progress of purification was followed by
testing proteclysis on DMC (Estevao-Costa et al., 2000), coagulant ac-
tivity on Fg. fibrine (geno)lytic and amidelytic assays on DL-BAPNA
(Magalhaes et al., 2003}, and testing the in vive hemorrhagic effect on
each protein fraction. Likewise, hemorrhage caused by rhomb-1 was
similar to that inflicted by atroxlysin-I (atr-1, B. atrox), when injected (up
to 50 pg) subcutanecusly inte mice, bur different from the
non-hemorrhagic SWVMPs mut-1I and leuc-a (Fig. 2A and B).

It is likely that some ions such as ca*®and ]'Vlg*'2 have an important
role in the stabilization of certain venom proteins, while others,
particularly Zn™3, may actually participate in the catalysis of metal-
loenzymes. Thus, the effects of some cations on DMC degradation were
examined. The addition of Ca™ and Mg"> (10 mM) enhanced rhomb-1
proteolytic activity, whereas Zn"" and Co™ acted as effective in-
hibitors. Approximately $0% of the activity was lost in the presence of
Co™*, and Zn™® ion (10 mM) completely blocked its activity (Fig. 2C).
This result might be explained by the hypothesiz that the metal-
loproteases have two Zn™? -binding sites: a stable structural zinc binding
meotif HEXGHXXGXXH and another zine atom that tegether with eal-
cium ions are required for the stability and expression of enzyme activity

(Nagase and Woessner, 1999; Oliveira et al., 2019). Similar data have
been reported for other SVMPs (Bello et al., 2006; Oliveira et al., 2019)
and MMPs (Nagase and Woessner, 1999). Like EDTA, the zinc binder
inhibitors of MMPs: barimastat, marimastat, and the inhibitor of
MMP-III (i-PIII), are effective blockers of rhomb-1 activity. However,
PMSF, an active-site serine protease inhibitor, had no effect (Fig. 2D).
Furthermore, its catalytic function can be regulated by exchanging the
cationic cofactor. The most abundant inhibitor of proteases found in
plasma, «-2 macroglobulin (x-2M, 725-kDa), inhibits thomb-1 activicy
probably by physical entrapment as reported for other SVMPs (Sanchez
et al., 2016). In vigo, the catalytic activity of thomb-1 decreased with
increasing «-2M concentration and was eventually blocked completely
at 1:1 a-2M stoichiometry of inhibitor/enzyme (Fig. 2E). Under reducing
conditions, «-2M appeared as one main 180 kDa band correspending to
one of four equal subunits (Fig. 2F, lane C). The interaction of rhomb-1
with @-2M was shown by 180 kDa subunit proteolysis to yield the
characteristic 90 kDa band. Probably it was eaused by the cleavage of
the A.rgsgﬁ-l.eusw bond, as identified for other P-1 SWVMPs such as
barnettlysin-1 (Sanchez et al., 2016) and levcurolysin-a (Belle et al.,
2006), using as a model substrate: 593 GHARLVHVEEPH ™ that occurs at
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Fig. 2. Hemorrhage induced by P-1 SVMPz. Subcu-
taneous injection (50 pg) of each proteinaze. In (A),
atr-l and rhemb-l are hemorrhagic; mut-1l and leuc-a
are non-hemorrhagie, in (B), C (control zalime),
rthomb-I (50 pg) and EDTA-treated rhomb-l. The
dorsal skin of mice were removed after 4 h. In (C)
effect of divalent eations and in (D) proteinase in-
hibitors on DMC proteclysis of rhomb-1. Rhomb-1 (1
pg) was incubated with sach reagent az deseribed in
Expenmental procedures, batimastat, marimastat,
MMP-II inhibitor (0.5 M each), DTT (2 mM), 144 (1
mM), EDTA and PMSF (5 mM each). The remaining

rhomb-1+EDTA
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activity was assayed with DMC as subetrate: C, con-
trol (enzyme only). In (E), Stoichiometry of inhibition
of rhomb-1 by a2-M. Bhomb-1 (1 pz) was incubated
with variouz amountz of 02-M at molar ratios indi-
cated on the absciza [@2-M:enzyme = 0.25 to 2].
Recidual proteinase activity in the mixture was tested
with DMC, the ordinate indicates the remaining ac-
tivity of rhomb-1 az a percent of the original activity.
In (F), Reduced S5DS-PAGE (7.5%) profile of rhomb-1
treated with @2-M. Molar ratios of a2-M:xhomb-l
were 0.25-2. From top te bottom: The band at ~200-
kDa may represent a complex of 180-kDa a2-M sub-
umt with rhomb-l, the main cleavage fragment of
~-90-kDa. C, x2-M control.

C1:025105 1.1 1:2

E:l[molimol]

the bait region of a2-M. Also, the peptide: **RREYHTEKLVTSKGD ™
corresponding to a-chain Fg was cleaved at K*'*L*' bond by the latter
and other P-1 5VMPs. The band of approximately 200 kDa may be the
complex of w-2M/rhomb-I (Fig. 2F). In addiden, rhomb-1 underwent
autoproteolysis yielding 20- and 11 kDa fragments as evidenced by
SDS-PAGE (Fig. 18, A, supplemental). In connection with these data
Western blet analysis using rabbit-anti mut-1I IgG reacted with these
autoproteolytic fragments (Fig. 15, B; mut-II is homologous P-1 SVMP).
Furthermore, direct sequence analysis of the N-terminal of the 11 kDa
fragment of rhomb-1I (Fig. 15, A) provided YNGNLNTIRT sequence, that
is idendcal to the rhomb-1 sequence at posidon Y20 to T29 (Fig. 3,
underlined). Also, the sequence NSVGIVQDHSPKT at position N118 to
T130 has been determined from the same 11 kDa fragment (Fig. 3,
underlined). A short sequence KPQCILNKP obtained from the sequence
of the 20 kDa fragment is located in the C-terminal sequence of rhomb-1
at position K193 to P201 (Fig. 3, underlined). In relation to these results,
autoproteolysis has been described for other active SVMPs e.g. crotalin
from Crotalus atrox (Wu et al., 2001) and brevilysin H6 from Glodius
halys brevicaudarus (Fujimura et al., 2000) among others.

3.2 Soucmral characterization of rhomb-1

MS5/MS spectra analysis of a wyptic digest of the purified rhomb-1

yielded fifteen peptides with homolegy to SVMPs sequence. A data-
base searches identified these fragments as presented in Table 25
(Supplemental), as well as additional informatien for the peptide frag-
ments identified by mass spectrometry. The protein sequence data for
rhomb-1 will appear in the UniProt database under the accession number
COHME7. Multiple sequence alignment of mature rhomb-1 with other
SVMP sequences share a high percentage of identity (Fig. 3). As
observed the protease domain presented a C-terminally extended zine-
binding motif, HEXXHXXGXXHD, with a hall-mark glycine and a third
zine-binding histidine or aspartate, and a conserved methionine which
forms a unique “Met-turm” structure, These results confirm that thomb-1
belongs to P-I class SWMPs. Alignment berween rhomb-I with LHF-11
(P22796, L.m.muta) shows few differences in some residues at posi-
tions, 47-49, 53 and 70 (highlight in cyan). As shown in Fig. 3, thomb-1
lacks the N-linked glycosylation site (N-X-5/T) that has Ala 70, while
LHF-11 has Asn at the same position. The change of Asn by Ala in thomb-1
lead to the loss of a potential N-glycosylation site, thereby treamment
rhomb-1 with PNGase F did not affect the mobility of the proteinase
(Fig. 18, C).

3.3. Three dimensional model

The theoretical three-dimensional structure of thomb-I (Fig. 4A-D)
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Fig. 3. Alignment of mature protein sequences of thomb-1 with others P-1 SVMPz. The GenBank accession number of the sequences used are: LHF-II from Lachesiz
muta muta (P22796), atrolysin from Crotalus atrox (P15167), neuwieadase from Bothrops pauloensziz (Q9I9R4), BaP] from Bothrops asper (PE3512), HR2A from
Protobothrops flaveviridis (P14530), acutolyzin-A from Deinaglistrodon acutus (Q9PW35) and atroxlysin-1 from Bothrops atrox (P85420). (*) identical reziduss; (1)
strongly similar residues; (—) indicate gaps inserted to optimize the sequence identity. The zinc-binding motif and the methionine 165 of the characterishic bazement
Met-turn, are invariant and highlighted in yellow and green, respectively. The Cysteine residues are bold and highlighted in red. The sequences of the autocatalytic
fragments of the 11-kDa: YNGMNLNTIRT, NSVGIVQDHSPKT and a chort sequence EPQCILNEP of the 20-kDa are underlined. Few differences in amino acid residues of
rhomb-1 with LHF-1I at positions 47-49, 53 and 70 arc highlighted in cyan. a.a , amino acids. Sequences were aligned using the CLUSTAL W Program. (For inter-
pretation of the references to colour in this figure legend, the reader iz referred to the Web version of thiz article.)

was predicted by the homology modeling (Sali and Blundell, 1993) using
as templates: 3GBO (B. moojeni), 1DTH (C. awrox), 4AIG (C. ada-
manteus), 4Q1L (B. leucurus) and 1ND1 (B. asper). Appropriate rhomb-1
model was generated with Modeller v9.16 (Fiser and Sali, 2003).
Analysis of the metal binding sites indicated that the theoretical archi-
tecture presents sites for Ca®" and Zn®* binding and are in homology
with the used templates. A calcium ion is located on the surface of
rhomb-1 close to the C-terminus epposite to the catalytic site (Fig. 4B). It
is known that catalytie activity of SVMPs depends on the protonation of
the zinc-coordinating histidine residues on one hand and on the polar-
ization capacity of the glutamate residue on the other.

3.4, Hydrolysis of plasma and ECM components

Hemorrhage is eaused by proteclytic degradation of ECM compo-
nents of blood vessels and coagulation-relevant serum proteins. There-
fore, we assessed the enzymatic effects of rhomb-1 on Fg, Fb, FN, VT, and
Matrigel. Our data showed that rhomb-1 is an a-fibrin (ogen)ase, as the
u-chains of Fg and Fb were degraded within 5 and 20 min, respectively,
without apparent effect on the ji- and y-chains (Fig. 5A and B). As shown
in Fig. 5C, plasma FN was degraded to —88 kDa band at 0.5 h, with the
appearance of three additional fragments of —59, —133, and —148 kDa
after 3 h. Similarly, VT was hydrolyzed to a —53, —35 and —25-kDa

products after 1 h incubatden (Fig. 5D). Te investigate the effect of
rhomb-1 on several BM proteins, Matrigel was incubated with the
enzyme (60 min at 37 *C), and the extent of hydrolysis was analyzed on
SDS-PAGE and confirmed by Western blot. Thus, Matrigel was digested
into six main preducts of —95, —68, —61 and —43 kDa, concomitant
with the reduction in the intensity of the protein bands of —300- and
200 kDa of control (Fig. 6A, lane 1). Conversely, EDTA-treatment of
rhomb-1 completely abolished its activity (Fig. 64, lane 2). These results
were further analyzed by Western blot with specific antibodies against
laminin (LM]), type IV collagen, and nidogen (ND). Immunecdetection of
LM in Martrigel samples with anti-laminin revealed two main protein
bands of —300 and —200 kDa (C, control sample), likely to representing
to LM al and p1/y1 chains, respectively. Rhomb-I cleaved LM chains
into fragments of —101, —72, and —56 kDa (Fig. 6B). Likewise, collagen
1v, that run as uncleaved band of —190 kDa (conool coll-1V), is
degraded into —55, and —30 kDa fragments (Fig. 6C). Nidogen anti-
bodies revealed two main bands of —151, and —135 kDa (control NI)).
Under our experimental conditons, the band of —151 kDa was
completely digested, and three fragments of —130-, —65 and —55 kDa
were observed (Fig. 6D). Therefore, the results revealed that rhomb-1
degrades the main proteins of BM in microvessels. Previous studies
with the P-I 5VMPs BaPl from B. asper showed similar results, in
comparison with a non-hemorrhagic leuc-a (B. leucurus) (Escalante
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Fig. 4. 3D model of rhomb-l. (A) Final theoretical
rhomb-l cartoon model showing alpha helix (red),
peta cheet (yellow) and random coil (green); N and C:
N-terminal and C-terminal respectively. (B) Func-
tional motif; The conserved zinc biding motif and the
met-turn are highlighted in yellow and bright green,
respectively. The disulfide bridges are highlighted in
orange, the Zn (blue sphere) and Ca (red sphere)
cations nre shawn. (©) Z\nc binding motif showmg
the vb hietidi

in the active cite and zinc ion ic shown ac in (B). The
interactions are shown in black daches. (D) Super-
pocition of alpha C of rhomb-I (grey) with the struc-
ture  of h rhagic 1!
BmooMPa-| (PDB: 3GBO). The 3D model was gener-
ated by the homology criterion with the Modeller v
9.16 program and using five P-1Il SVMPs-1II as tem-
plates (3GBO, 1DTH, 4AIG, 4QIL and IND1). The
PyMol program was used to visualise the structure.
(For 1 of the ref to colour in this
figure legend, the reader is referred to the Web
version of this article.)

Fig. 5. Proteolyzis of isolated plasma proteins by
rhomb-I. Reducing SDS-PAGE (12.5% gel) of fibrin-
ogen (Fg, A), fibrin (Fb, B), fibronectin (FN, C) and
vitronectin (VT, D) after incubation with rhomb-I at
the indicated intervals at 37 “C, at molar ratios of
enzyme:subctrate of 1:200 for Fg, Fb and FN, and
1:150 for VT. In controls, Fg and Fb were incubated
for 60 min or 6 h (FN and VN) without rhomb-1. The

were stopped with reduced le buffer.
The polypeptide chains of fibrinogen and fibrin are
indicated by black arrow heads. (*) In (A) and (B)
rhomb-I was pre-incubated with EDTA (5 mM) for 15

— 15 < min before the reaction with Fg/Fb. The hydrolysiz
Fg 05 10 20 60 60* Fb 10 20 30 60 60* products are indicated by open arrow heads. In (C)
. B e A and (D) the main digested products of FN and VT are
Time (min) Time (min) indicated at the right.
C Fibronectin D Vitronectin
kDa kDa kDa kDa
~220 e
SESEsn -
116.0 S B R e 66.2 '
974 r "o 53
UM b ek 88 37w
‘_?3 “ & .- " Y
66.2 SV b " W } ) : 35
o 7 W M 59 285
o R - -
FN 05 1 3 6 VT 05 1 3 6
Time (h) Time (h)

etal., 2011). In this context, rhomb-I probably plays an important role in
the rapid tissue damage observed in patients after bites from bushmaster
snakes. Moreover, interesting insights to explain the action of P-III
SVMPs in comparison with some P-I class underscore the complexity of

the pathology triggered by SVMPs in the microvasculature (Herrera
et al., 2016).
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A Fig. 6. Effect of rhomb-l on matngel. (A) Matrigel
kDa c 1 3 (50 pg) was incubated with rhemb-1 (1 pg) for 1 h at
37 “C (lane 1). Also, matngel was incubated with pre-
— ~300 - LM at _ treated rhomb-I with EDTA (10 mM) for 15 min (lane
250 ~200 { LM B1 and y1 Chains 2). The control experiment proceeded for 1 h without
130 Coll IV a1, a2 Chains rhomb-1 (lane C). The reaction was stopped by adding
- 1215 . Hg 21' reduced sample buffer and boiled for 5 min. Matrigel
- degradation fragmentz were electrophoreszed on a
70— 95 7-15% gel under reducing conditions, transferred on
68 the eellulose membrane and detected with (B) anti-
55— 61 lammin, (€} anti-collagen IV and (D)} anti-midogen
-— 43 antibodizs, and subsequently with protein G peroxi-
35— dase comjugated (1:5000 dilution). In controls C are
indicated the approximate melecular masz of the
laminin chains (LM al ~300 kDa, LM Bl and y1
25— W = 23 kDa 200 kDa), collagen IV (Coll IV a1 and a2 ~190
15 - kDa), and nidogen (ND 1-135 kDa, ND 2-15]1 kDa),
respectively. The degradation products and their
apparent molecular masses are indieated at the nght.
The resultse are representative of three similar
experiments.
B kDa M kDa C kDa ColV kba D kba ND kDa
LM a1 ~300
LM B1;y1 ~200 T
107 oIV at a2 B ND 2 ~151 1
L ND 1 ~135 e ~130
~56 ~B5
=55
c C E
anti-LM anti-Coll-IV anti-ND

3.5. Plateler aggregation studies

Platelets are essential contributors to hemostasis and to pathological
arterial thrombus formation, and are targeted by SWMPs. To assess the
effects of thomb-1 on platelet activation and aggregation, human PRP or
WPs were preweated with rhomb-I. Thereafter, we evaluated their
response to ADP, vWF plus ristocetin, CVX and collagen by aggregom-
etry. PRP pretreated with rhomb-1 (0.3-2.4 pM) for 3 min at 37 °C were
not influenced in their aggregation triggered by ADP- or CVX (Fig. 7A
and B). However, at high concentration (above 2.4 pM), ristocetin-
induced aggregation was profoundly impaired (Fig. 7C). When washed
platelets were used, low concenmations of rhomb-1 exhibited a marked
inhibitory effect on ristocetin-caused aggregation in the presence of viWWF
(5.5 pg), with half-maximal inhibition concentration (ICsp) value of
0.21 pM (Fig. 7F). indicating that also plasma component, most likely
vWF, was affected by treatment of rhomb-1. In contrast. platelet aggre-
gation triggered by collagen was only slightly delayed but not inhibited
irrespective of whether PRP (data not shown) or WPs were used
(Fig. 7D). Similar results were previously reported for a non-
hemorrhagic P-1 SVMPs, mut-II from L.m.muta (Sanchez et al., 2021)
and bar-1 from B. bametti snake venoms (Sanchez et al., 2016). More-
over, pre-incubaton of WPs with rhomb-I clearly abolished
CVX-induced activation and aggregation (ICsgp = 0.29 pM) as shown in
Fig. 7E. By contrast, rhomb-1 failed to inhibit aggregation induced by
CVX in PRP (Fiz. 7B). In line with this collagen stimulation of platelets
was mediated via both w231 and GPVI, while CVX targeted GPVI but not
the integrin a2p1, suggesting that GPVI may be a target of proteolysis by
rhomb-1.

To elucidate the inhibitory effect of rhomb-I on the vWF-induced
aggregation of PRP and WPs and on CVX-triggered aggregation in
WPs, we examined if rhomb-I affected the signaling receptors. glyco-
protein (GP)VI and GPIba. GPVI which binds collagen and GPIba of the
GPIb-IX-V complex binds vWF and other ligands, and operate in concert
to mediate platelet adhesion and activation events under a number of
blood rheclogical conditions found in the vasculature (Montague et al.,
2018). The levels of these receptors were reported to be regulated by
shedding, mainly induced by ADAMs (ADAMI0 and ADAMI17). These
metalloproteases cleave the receptors to release an ectodomain product
into the plasma where they act as potential markers or modulators
(Andrews et al., 2007; Montague et al., 2018). From the evolutionary
viewpoint and biochemical properties it is a notably issue to elucidate
why S5VMPs and ADAMs have a similar specificity for GPlbx, vWF
and/or GPVL

Intact vWF circulates in plasma as a multimeric structure of approx.
270 kDa subunits as shown in Fig. 8A vWF A domains are involved in cell
adhesion and are also found in ECM proteins and integrin receptors
(Whittaker and Hynes, 2002), being eritical for thrombus formation at
high shear stress in hemostasis and thrombosis. The GPIb-IX-V-binding
site on vWF is locared within the vWF Al domain. Incubation of the
subunit molecule of vWF with rhomb-I (1 pg) 60 min at 37 °C, resulted in
the complete degradation of the —270 kDa multimers, to generate the
low Mr subunits of —110, —90, —66 and 35 kDa as showed by reduced
SDS-PAGE (Fig. 8A). Such a degradation of the vWF multimeric mole-
cule was not observed in EDTA-eated rhomb-I (data not shown). A
band of —35 kDa was conspicuously absent in the control wWF and
appeared after incubation of vWF with rhomb-1, which may correspond
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Fig. 7. Effect of thomb-I on platelet aggregation of PRP and washed platelets (WPs). PRP (225 pL) or WPs (225 L, 2.5 x ]0:'/111.) were pre incubated with rhomb-I at
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to vWF-Al domain (—35 kDa), as shown by reduced SDS-PAGE and
proved by Western blot with anti-mouse-rvWF-A1 domain-IgG (Fig. B).
Furthermore, a band of —27 kDa appeared after incubation of
rvWF-Al-domain (—35 kDa) with rhomb-I, as observed by reduced
SDS-PAGE and proved by immunoblotting assay (Fig. B, left and right
panel). Under similar experimental conditions, differences were detec-
ted between P-1 SVMPs: rhomb-I (hemorrhagic) and a non-hemorrhagic,
mut-II, the last proteinase exhibited low cleavage rates on vWF, and on
rvWF-Al-domain (Sanchez et al., 2021). Therefore, we analyzed the
properties of VWF-GPIba axis after rhomb-I incubation of platelets at
37 °C. To this end, a platelet lysate was separated by SDS-PAGE and
assayed for GPIba fragments by Western blot with CD42b/GPIba-anti-
body. Intact GPIbx (140 kDa) was cleaved by rhomb-I to release two
soluble products of —130 kDa (glycocalicin) and —35 kDa which were
observed in total cell lysates and in supernatants as revealed by immu-
noblot with anti-human CD42b/GPIba-antibody (Fig. 5C, upper and
lower panel). The band of —35 kDa was also detected by homologous
non-hemorrhagic SVMP kistomin, and suggests that the metal-
loproteinase cleaved GPVI near the mucin-like region (Hsu et al., 2008).
Moreover, a band of —45 kDa was released by endogenous metal-
loproteinases (ADAMs), but not by SVMP rhomb-1. The reason for this

in PRP triggered by Ris at concentration above 2.4 pM. Also, rhomb-I blocks

1 with CVX and vWF, with an ICs; values of 0.29 M and 0.2]1 pM, respectively. Data are presented as percentage of control and are

receptors (Fig. 8 C and D). In connection with this, the antiplatelet
properties of rhomb-I are similar to other SVMPs, e.g. mut-II which acts
by shedding GPVI (Sanchez et al., 2021). However, the
platelet-inhibiting effects via proteolytic cleavage of GPIba and GPVI
may not distinguish between hemorrhagic (rhomb-I) and
non-hemorrhagic P-I SVMPs (e.g. mut-II). This hypothesis merits further
investigation. Low levels of GPVI, caused by deficiency or disease,
enhance ADAM10-mediated shedding together with elevated plasma
sGPVIL, and is associated with a high risk of bleeding (Montague et al..
2018) as characterized by the pathology of snakebite envenoming by
bushmaster and other vipers (Souza et al., 2007; Montague etal., 2018).
It has been speculated that the physiological role of shedding is to limit
platelet activation in intact vessels, mainly under high shear (Rayes
et al., 2019). To test this hypothesis, rhomb-I (5 pg) was added to WPs
(15 pl) for 30 min at 37 °C, then subjected to SDS-PAGE (7-15% gel) and
electroblotted onto a nitrocellulose membrane. Thereafter, platelet ly-
sates and supernatants were immunoblotted with anti-GPIba-antibody
or anti-GPVI antibody. As shown in Fig. SE, rhomb-I strongly bound to
both platelet receptors (Fig. OE, left and right panel). Taken together
these results indicate that rhomb-1 binds to and cleaves GPIba and GPVL

4. Concl

discrepancy remains to be elucidated. On the other hand, the collagen
receptor GPVI was cleaved primarily by ADAM10, to shed a soluble —55
kDa ectodomain (sGPVI) and a —10 kDa cytoplasmic domain product.
Incubation of platelet lysate with rhomb-I resulted in the release of a
soluble 55 kDa and an additional band of —45 kDa. The —45 kDa
fragment was not released by endogenous ADAMI10 (Fig. &D). In addi-
tion, Co”"-treated rhomb-I reduced the shed of soluble forms of the two

This study provides important structural and biological properties of
the metalloproteinase rhomb-1 from L. m. rhombeata venom, which
strongly affects vWF, essential for h asis, and the platelet receptors,
GPIba and GPVI, thereby affecting vascular per bility and platel
aggregation. In addition, rhomb-I contributes to toxicity through local
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damage and, more importantly, systemic changes. These inelude hem-
orthage and consumption-induced coagulopathy, cardiovascular
collapse and autonomic nervous system changes caused by bushmaster
venom directly or indirectly related to SVMPs. Even more difficult is
understanding the detailed melecular determinants of protein-protein
binding of SVMPs to induce severe bleeding, which remains elusive.

Credit authors statement

EF5, VGA, LsD, GOS, DVR. designed the study and performed ex-
periments; EFS, AMMS, VGA, RS, MHBE, DVR, JAE, conceptualization,
resources, analyzed and interpreted data, EFS; writing-original draft
preparatien, EFS, AMMS and JAE; writing-review and editing. All the
authors contributed equally to the draft revisions and approved the
manuscript.

anti MWF-A1 IgG  kDa

Supernatant

g

O O

89

Taxcicon 228 (2023) 107097

Fig. ©. Antiplatelet effect of rhomb-l assay by
immunobletting upon commercial +WF, its recombi-
nant Al domain and platelet surface glycoproteins
(GFIba and GFVI). (A) Cleavage of vWF (4 pg) after
incubation with rhomb-1 (1 pg). Degradation frag-
ments were analyzed by SDS-PAGE (7.5% gel) under
redueing condibions. Controls, rhomb-1 and commer-
cial vWF (~270 kDa) are shown. (B) rvWF-Al
domain (10 pg) incubated with rhomb-I (5 pg) were
subjected to EDE PAGE (12.5% gel) under reducing
conditions followed by immuncblotting with anti-
wWF-Al domain antibody recognizing the rvWF-Al
domain (open arrow head, ~35-kDa) and a product
of ~27-kDa. The band of 23-kDa iz rhomb-1 (lane 2
and 3 in B). (C) Immunoblot with anti-GPIba anti-
body or (D) with ant-GPVI] antibody of platelets
pellet or supernatant of washed platelets (5 = 10°/pL)
treated with: NEM (0.1 mM), rthomb-1 (2 pg), rhomb-1
plus G1254023X (Gl, 100 nM}, rhomb-I plus Co™ ' (10
mM), G1254023X (Gl, 100 nM), and NEM (0.1 mM}
plus GI1254023X (Gl, 100 nM). (E} rhemb-1 binds to
the receptors GPIbax and GPVI, rhomb-1 (5 |g) were
added in 15 pl of WPs (5 » 10%/pL). The reactions
were ctopped with sample buffer (1:1, v/v) and
boiling for 5 min. WPz without treatment weres used
as positive control. The samples were subjected to
SDS-PAGE (7.5-15%), transferred to nitrocellulose
membrane followed by immuncblotting with anti-
GPIbo or anti-GPV] antibodies. Each experiment in
panclz B, C, D and E iz representative of four similar
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