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RESUMO

Os acidentes com serpentes na Amazdnia sdo causados na sua maioria, cerca de 90%, por
Bothrops atrox, com rapida evolucdo hemorragica e morte tecidual. A caracterizacio
ontogenética dos espécimes estudados mostram a relevancia do acidente ofidico
negligenciado, que produz individuos com sequelas ou danos fisicos irreparaveis pela
ineficdcias das terapias utilizadas atualmente. Deste modo, a compreensdo das diferengas
moleculares entre os venenos de serpentes de uma determinada regido geografica, no caso
Porto Velho-RO, sdo de extrema importancia na prepagdo de bioativos antiofidicos para
diminuir os danos e sintomas fisioldgicos que a pegonha de serpente causa. Por outro lado, as
diferengas protéicas podem contribuir para a descoberta de protdtipos de interesse biologico
e/ou da medicina. Neste trabalho investigamos a possivel variagdo ontogenética dos venenos
de Bothrops atrox (adultas, jovens e de filhotes na localidade de Porto Velho-RO) por
cromatografia de fase reversa em coluna C-18, cromatografia de exclusdo molecular,
eletroforese mono e bidimensional, espectrometria de massa (MALDI) e atividades
bioldgicas: miotoxica, hemolitica, hemorragica, pro-coagulante e coagulante; evidenciando-se
a variacdo ontogenética dos espécimes desta regido da Amazonia brasileira. Os venenos de
jovens e filhotes analisados apresentaram maior atividade fosfolipasica (hemolitica),
hemorréagica, miotdxica, coagulante e atividade pro-coagulante sobre substrato cromogénico,
em relag@o aos individuos adultos. As proteinas do veneno desta espécie, apareceram em geéis
bidimensionais, em condi¢cdes ndo redutoras, com bandas protéicas nas faixas moleculares de
92, 52,37 e 21 kDa. Os perfis cromatograficos destes venenos, monstraram variagdes quanto
aos tempos de reten¢do e proteinas expressas nas amostras, diferenciando-se dos demais
perfis de Bothrops atrox ja estudados, avalizando a variagdo geografica e ontogenética que
ocorre com o género Bothrops distribuido por toda Amazonia legal. Identificou-se por
homologia quatro novos peptideos potencializadores de bradicinina (BPPs), nos venenos de
B. atrox Adulta e Jovem, os quais apresentaram massas de 691,21; 1074,99; 1116,54; 1146,55
e 1384,7386 m/z, sendo o BPP de maior massa sequenciado por sequenciamento de novo,
para o qual obteve-se os seguintes residuos de aminodcidos: ZKWPRPGPEIPP, denominado

de BAX12.

Palavras chave: Bothrops atrox, variagdo ontogenética, eletroforese bidimensional,
cromatografia, vendmica, peptideo potencializador de bradicinina.
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ABSTRACT

In Amazon region, the majority of snakebite accidents, next to 90%, are caused mainly by
Bothrops atrox snakes. The envenomation produced by B. atrox is very toxic, evoluting fastly
to hemorrhage and tissue death leading the victim to serious sequelaes or permanent physical
damages. In order to understand the differences in the molecular composition between
venoms from B. atrox in different life stages are extremely important in the efforts to reduce
damage and physiological symptoms that snake venoms cause. Furthermore, proteins may
contribute for the development of different prototypes of biological interest and / or
medicines. In this study we investigated the possible ontogenetic variation of Bothrops atrox
(adult, youth and newborns in the city of Porto Velho-RO) by reverse phase chromatography,
size exclusion chromatography, mono and two-dimensional electroforesis, mass spectrometry
(MALDI) and biological activities, such as myotoxic, hemolytic, hemorrhagic, procoagulant
and coagulant, in order to evaluate the ontogenetic variability of the specimens from this
region of Brazilian Amazonia. Venom proteins visualized in two-dimensional gels in non-
reducing conditions showed protein bands of molecular mass ranges of 92, 52, 37 and 21 kDa.
The chromatographic profiles of these poisons showed variations in the retention times and
protein composition, endorsing ontogenetic variation in Bothrops atrox. During preliminary
studies we observed variations in protein of the venoms corroborating the ontogenetic intra-
and inter-species of snake venoms of B. atrox, adult, young and newborn. Four new
bradykinin potentiating peptides (BPPs) were identified showing mass of 691.21, 1074.99,
1116.54, 1146.55 and 1384.7386 m/z. The major mass was fragmented and submitted to de
novo, sequencing, resulting in the following amino acid residues: ZKWPRPGPEIPP, which
was named as BAX12.

Keywords: Bothrops atrox, ontogenetic, eletrophoresis bidimensional, reverse phase

chromatography, venomic, bradykinin-potentiating peptides.
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1. INTRODUCAO

1.1. Serpentes do género Bothrops

As principais serpentes de interesse médico nas Américas pertencem a familia
Viperidae, sub-familia Crotalinae (cascavéis, jararacas e surucucus) (FAN; CARDOSO, 1995;
GUTIERREZ, 1995; WARRELL, 2004). Dentro deste grupo existem trés géneros que juntos
sdo responsavel pela grande maioria dos acidentes ofidicos no Brasil: Bothrops, responsaveis
por cerca de 90% dos acidentes no territdrio brasileiro (SLOWINSKI; LAWSON, 2002);
Crotalus, que engloba cinco sub-espécies e apresentam como caracteristica a presenga de um
chocalho na ponta de sua cauda; e Lachesis, representado por uma Unica espécie (Lachesis
muta, sendo a maior serpente venenosa das Américas em tamanho (ZUG et al., 2000). As
espécies de serpentes do género Bothrops, causadoras de acidentes denominados botrdpicos,
estavam distribuidas em cinco géneros: Bothriopsis, Bothrocophyas, Bothropoides, Bothrops
e Rhinocerophis (FENWICK et al 2009), no entanto Carrasco e colaboradores (2012)
reavaliaram a classificacdo através de estudos da informacado filogenética, de diferentes tipos
de caracteres morfoldgicos, o nivel de congruéncia entre diferentes fontes de evidéncia
(morfologica, molecular e ecoldgica), e o monofiletismo de relacionamentos no interior do
grupo Bothropoides. Finalmente, depois de avaliar as propostas taxondmicas anteriores,
sugeriu-se um rearranjo que retifica a parafilia de Bothrops ao atender a estabilidade
taxondmica, prevalecendo a nomenclatura Bothrops.

No estado de Ronddnia encontramos 8 espécies peconhentas da familia Viperidae do
género Bothrops, 1 do género Crotalus e 1 do género Lachesis, apresentadas respectivamente:
B. bilineata bilineata; B. bilineata smaragdina; B. taeniata; B. hyoprora; B. microphthalmus,
B. mattogrossensis, B. atrox, B. brazili; Crotalus durissus e Lachesis muta (BERNARDES et
al., 2012).

O género Bothrops (familia Viperidae) compreende 37 espécies de jararacas que
habitam os continentes americanos desde o México a Argentina (HOGE et al., 1978). Na
América do Sul, as espécies B. atrox, B. colombiensis e B. jararaca s3o clinicamente as mais
importantes. A serpente Bothrops atrox ¢ responsavel pela maioria dos acidentes ofidicos na
regido da Amazodnia brasileira (LOPEZ-LOZANO et al., 2002). No Brasil e Venezuela, as
espécies de Bothrops sdo responsaveis por mais de 80% de todos os acidentes ofidicos
registrados (CAMPBELL e LAMAR, 1989; RENGIFO e RODRIGUEZ-ACOSTA, 2005).

No Brasil, somente em 2006, 29.191 casos humanos de acidentes ofidicos foram notificados
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ao Ministério da Saude, entre os quais 19.791 (67,8%) foram devido a espécies de Bothrops
(BRASIL, 2003). Segundo o levantamento realizado na macrorregido de Porto Velho, foram
estudados 92 casos de envenenamentos por serpentes, encaminhados ao Centro de Medicina
Tropical do Estado de Rondonia (CEMETRON), no periodo de setembro de 2008 a setembro
de 2010. A grande maioria dos casos era procedente da macrorregido de Porto Velho (84,7%).
O principal acidente foi do tipo botrdpico com 88 casos (95,6%) seguido de 2 casos laquéticos
(2,2%) e 2 casos elapidicos (2,2%) (RORIZ 2011).

Os acidentes por serpentes viperideas muitas vezes causam sequelas, pois apresentam
importante efeito local com evolugcdo répida, apresentando principalmente edema
inflamatorio, hemorragia, dor e morte tecidual (GUTIERREZ; LOMONTE, 1989; SILVA et
al., 2003). Alguns sistemas ficam fisiopatologicamente comprometidos, causando
hemorragias em o6rgdos distantes do local inicial da lesdo, como corac¢do, pulmao, rins e
cérebro, e ainda transtornos como agregacdo de plaquetas, coagulagcdo intravascular,
hipotensao, insuficiéncia respiratédria e choque, levando algumas vezes ao 6bito em questdo de
horas (RIBEIRO et al., 1998; MATSUI et al., 2000; LOPEZ-LOZANO et al., 2002).

Para algumas espécies do género Bothrops ocorre uma variagdo ontogenética na
composi¢do da peconha (KOUYOUMDIIAN; POLIZELLI 1989; RIBEIRO; JORGE 1990;
FURTADO et al., 1991; GUERCIO et al., 2006; NUNEZ et al., 2009). Explicado pela rapida
dispersdo e diversificagdo das serpentes do género Bothrops na América do Sul pode ter
ocorrido por meio de propagacdes adaptativas em habitats desprovidos de concorrentes da
familia Viperidae (Fig. 1) (WUSTER et al., 2002).

A Amazonia brasileira apresenta uma rica fauna de serpentes com aproximadamente
149 espécies registradas (AVILA-PIRES et al., 2007). Nos tiltimos anos, diversos estudos tém
demonstrado que o veneno de Bothrops ¢ rico em moléculas altamente complexas com
potencial biologico e farmacoldgico diverso e seletivo, valorizando o estudo
protedmico/peptidomico do veneno das serpentes amazonicas (LEWIS e GARCIA, 2003).

Quanto ao habito alimentar, a maioria das espécies do género ¢ generalista, com
variagdo ontogenética, de modo que os exemplares juvenis alimentam-se preferencialmente
de presas ectotérmicas (centipedes, lagartos e anfibios) e os adultos, de presas endotérmicas
(roedores e aves). As excegdes sdo Bothrops cotiara, Bothrops alternatus, Bothrops fonsecai
e Bothrops neuwiedi que se alimentam exclusivamente de roedores (ANDRADE et al., 1996;
MARTINS et al., 2002).

A serpente Bothrops atrox (Fig. 2) é responsavel pela maioria dos acidentes ofidicos na

regido da Amazonia brasileira. Em humanos, o envenenamento por mordedura de B. atrox
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provoca efeitos locais tais como edema, hemorragia e necrose local, além de efeitos
sistémicos, incluindo alteragdes na coagulacdo do sangue e varios outros tipos de
sangramento distante do local da mordedura. Alteragdo da hemostasia arterial e trombose sdo
em grande parte causadas por proteinases, especialmente metalo e serinoproteinases que sao
os principais componentes de venenos de serpentes do género Bothrops (KAMIGUTI et al.,
1996; MATSUI et al., 2000; LOPEZ-LOZANO et al., 2002). O aumento da atividade humana
em areas de floresta, a coloracdo criptica e o comportamento agressivo de B. atrox seriam
importantes fatores promotores dos acidentes na regido amazonica (BORGES et al., 1999).
Para a B. atrox foram observadas maiores complicacdes locais e sistémicas relacionadas ao
envenenamento por mordedura de serpente em idade juvenil (MEIER, 1986; LOPEZ-
LOZANO et al., 2002; SALDARRIAGA et al., 2003).

©Latoxan.com 2006

Figura 1. Mapa mostrando localizacio geografica dos espécimes de Bothrops atrox.
Toda extensdo amazdnica brasileira e nos paises Bolivia, Perti, Colombia, Venezuela,
Guiana, Suriname e Guiana Francesa (LATOXAN, 2006)

Atualmente o Unico método de tratamento empregado para acidentes causados por
Bothrops incide na administragdo de soro antibotrépico ou poliespecifico (BRASIL, 2003). A
dose/quantidade de soro antiveneno administrada ao paciente varia conforme a gravidade do
episodio, sendo classificados em leve, moderado e grave, de acordo com as manifestacoes
clinicas (CARDOSO et al., 1993). Este tratamento neutraliza eficientemente os efeitos
sistémicos observados, porém pouca neutralizacdo ¢ observada sobre os efeitos locais

(GUTIERREZ et al., 1981), devido ao rapido desenvolvimento da lesdo.



16

o
],

05 0 08
i

09
3 oy s

08 0L

06

L 00L

L 0EL 0ZL O

L o

]

wiggl

i,
L1

-

Figura 2. Imagem das serpentes B. atrox Adulta, Jovem e Filhote, respectivamente. Animais dos
quais foram coletados venenos para os experimentos deste trabalho. A escala apresentada nas imagens
tem 15cm. (fonte das fotos: Kayena Delaix Zaqueo (A, J) / Antonio Coutinho Neto (F) - CEBio).

1.2. Venenos de serpentes: um produto bioldgico especial

Os venenos de serpentes sdo compostos por diversas toxinas, variam na sua
composicdo bioquimica e perfil farmacologico, sendo responsaveis pelos vdrios efeitos
bioldgicos apresentados durante o envenenamento, sdo consequéncias da presenca de
componentes adquiridos durante diversas fases evolutivas, o que garantiu uma mistura
heterogénea de substancias de natureza protéica e ndo-protéica bastante toxica e eficaz. Os
estudos vendmicos (proteoma e genoma de venenos) tém permitido o isolamento de proteinas
e peptideos, a fim de caracterizar melhor suas atividades enzimaticas e biologicas, além de
elucidar suas estruturas através dos métodos disponiveis. A variagdo dos compostos ocorre
ndo so entre espécies diferentes, mas também, dentro de uma unica espécie e em serpentes de
diferentes idades (GUTIERREZ et al., 1980; MINTON; WEINSTEIN, 1986; MEIER, 1986;
CHIPPAUX et al., 1991; TAN et al., 1993; DALTRY et al., 1996; CAVINATO et al., 1998;
KOH et al., 2006).

Os venenos animais evoluiram originando-se um amplo grupo de toxinas peptidicas,
para captura da presa e defesa. Contendo componentes direcionados para imobilizagdo e
morte de suas presas bem como para facilitar o processo de digestdo (HIDER et al., 1991).
Cerca de 90 a 95% do peso seco dos venenos de serpentes consiste de proteinas, peptideos e
aminoacidos livres, tanto as fragdes protéicas quanto as ndo-protéicas sdo biologicamente
ativas. Os componentes ndo proteicos podem ser divididos em organicos (nucleotideos,

carboidratos, lipidios e aminas biogénicas) e inorganicos (cations e anions) (VARANDA;
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GIANNINI, 1999). Essas propriedades revelam os componentes do veneno como modelos de
ferramentas bioldgicas altamente importantes para o estudo dos seus receptores alvo cognatos,
muitos dos quais desempenham importantes fungdes fisioldgicas ou estdo associados a
patologias especificas. Assim, a descoberta de moléculas em venenos com atividade seletiva
contra estes receptores representa uma abordagem similar para a busca de novas drogas. Uma
parte desses peptideos tem sido usada in vivo para estudos de comprovacido de eficicia
terap€utica, sendo submetidos a diversos ensaios pré-clinicos ou clinicos no intuito de
desenvolver tratamentos para dor, diabetes, esclerose multipla e doengas cardiovasculares
(LEWIS; GARCIA, 2003; VETTER et al., 2011).

A maioria dos venenos compreende uma mistura de proteinas e peptideos altamente
complexa, geralmente com atividades farmacologicas diversas e seletivas, através da
interagdo com alvos moleculares altamente especificos (SHAW, 2005; BOGIN, 2005). Diante
desta diversidade, os polipeptideos de venenos parecem ter evoluido a partir de um numero
pequeno de estruturas que sao particularmente bem ajustadas para atender problemas cruciais
de poténcia e estabilidade. E esta biodiversidade que faz dos polipeptideos de venenos uma
fonte nica de precursores e modelos estruturais, dos quais novos agentes terapéuticos podem
ser desenvolvidos (MARKLAND, 1998; FRY, 1999; LEWIS; GARCIA, 2003). De modo
geral os venenos sdo constituidos de neurotoxinas, cardiotoxinas, citotoxinas, miotoxinas e
fatores que alteram a hemostase (incluindo as hemorraginas) (MENDEZ; RIET-CORREA,
1995). Nem todas as proteinas listadas estdo presentes qualitativamente no veneno de
diferentes espécies e podem variar bastante no veneno de individuos da mesma espécie
devido a fatores como distribui¢do geografica, sazonalidade, habitat, dieta, idade, dimorfismo
sexual, interespecifico e intraespecifico (CHIPPAUX et al., 1991; FURTADO et al., 1991).
Portanto, nos tratamentos de acidentes ofidicos o conhecimento das variagoes dos venenos de
serpentes ¢ de fundamental relevancia para a producdo de antivenenos com especificidade e
maior eficacia (CHIPPAUX et al., 1991).

A industria farmacéutica tem reconhecido o enorme potencial inerente a estes peptideos
do veneno e comegou a explorar a seletividade e fina sensibilidade ajustada pela evolugdo
(BOGIN, 2005). E este tipo de “arma” de precisdo e otimizagio da estrutura para a fun¢io que
torna essas moléculas de venenos animais intrigantes para os cientistas, tanto em termos de
descoberta de novas funcdes até a identificagdo de novos alvos moleculares (SHAW, 2005).
Devido ao seu alto grau de especificidade, as toxinas do veneno tém sido cada vez mais
usadas como modelos no desenvolvimento de prototipos de farmacos (FERNANDEZ;

NESHICH; CAMARGO 2004). Alguns peptideos biologicamente ativos isolados de venenos
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de serpentes podem apresentar de modo geral neurotoxicidade (FRANCISCHETTI et al.,
1997; FRY; WUSTER, 2004), cardiotoxicidade (SATORA et al., 2003; TSETLIN; HUCHO,
2004) e inibicdo da atividade plaquetaria (FRY; WUSTER, 2004; SOARES et al., 2005). Um
dos exemplos mais bem sucedidos ¢ o Captopril®, um medicamento anti-hipertensivo
derivado de um peptideo potencializador de bradicinina (BPP), isolado de veneno de
Bothrops jararaca (FERREIRA, 1965; SMITH; VANE, 2003). A familia BPP ¢ composta
por uma classe de inibidores da enzima conversora de angiotensina I (ECA) com diferentes
tamanhos moleculares (5-14 residuos), encontrados em venenos produzidos por serpentes,
escorpides, aranhas e anfibios (ESCOUBAS et al., 2008). Geralmente, os BPPs tém um
residuo conservado de piroglutamato N-terminal (Z) e dois residuos consecutivos de prolina

na regido C-terminal (IANZER et al., 2004; MENIN et al., 2008).

Neste trabalho, investigou-se a atividade de polipeptideos e peptideos do veneno da
Bothrops atrox, serpente predominante na regido Amazonica, sendo a principal causadora de
acidentes ofidicos graves na América do Sul (LOPEZ—LOZANO et al., 2002; WARRELL et
al., 2004), observando-se a variagdo quantitativa e qualitativa no perfil molecular dos venenos

avaliados.
1.2.1 Classes Proteicas presentes nos venenos do género Bothrops

A peconha das serpentes do género Bothrops contém inimeras substancias com
estruturas complexas e simples, cuja caracteristicas e propor¢ao individual variam com a
espécie (VARANDA; GIANNINI, 1999), as classes proteicas representam cerca de 90% do
peso seco dos componentes organicos (BON, 1997), sdo divididas em metaloproteinases,
serinoproteinases, fosfolipases A,, lectinas, desintegrinas, fatores de crescimento de nervo,
fatores de crescimento vascular, peptideos potenciadores de bradicinina e incluem ainda
carboidratos, fosfolipidios e aminas biogénicas (VARANDA: GIANNINI, 1999). Contendo
diversas proteinas de interesse, como, enzimas procoagulantes, coagulantes, anticoagulantes,
fibrinoliticas, agonistas e antagonistas plaquetarios e hemorrdgicas (MORITA, 2004).
Principalmente na familia Viperidae, apresentdo abundantes enzimas proteoliticas, que podem
ser divididas em dois grupos: metaloproteases e serinoproteases. Caracterizam-se
principalmente por causar inflamagdo aguda, necrose e alteragdes no sistema hemostatico,
plenamente ativas, essas enzimas comprometem o sistema hemostatico por uma variedade de

mecanismos (YONG-HONG, 2003; MORITA, 2004). Também podem ser classificadas de
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acordo com o sitio de clivagem das cadeias o ou § do fibrinogénio, em a- ou B-fibrinogenases

(BRAUD et al., 2000; MATSUI et al., 2000)

Metaloproteases (SVMPs)

As metaloproteases de veneno de serpentes (SVMPs) compreendem uma subfamilia
de enzimas zinco-dependentes de massa molecular variavel responsaveis pela mionecrose no
local da picada, hemorragias e reagdes inflamatorias (GUTIERREZ; LOMONTE,1989). As
SVMPs foram reclassificadas, de acordo com FOX E SERRANO (2008), a classe PI com
cerca de 24kDa de massa molecular, foi alterada para Pla, que possuem somente o dominio
metaloprotease HEXXHXXGXXH; a classe PII com cerca de 35 kDa, foi subdividida em a,
b, c, d, e e; a classe PII possui além do dominio metaloprotease, o dominio desintegrina, a
PIla possui o dominio desintegrina livre, a classe PIIb possui o dominio desintegrina como
parte da estrutura da proteina, a classe Pllc ¢ a forma dimérica da PIIb, a classe PIId
representa um precursor de que libera desintegrinas homodiméricas e a Plle compreende
metaloproteases contendo dominio heterodimérico desintegrina. A classe PIII com cerca de
55 kDa, possui além destes dois dominios, o dominio rico em cisteina, que pode ser
subdividido em quatro classes, a Pllla, cujo dominio desintegrina-like e o rico em cisteina nao
sdo processados pela proteinase, fazendo parte dela, ja na PIIlb, estes dominios sdo
processados e considerados livres, a classe PIllc ¢ a forma dimérica da PIlla e a PIIId ¢ a
classe que compreende as antigas PIV com cerca de 95kDa, adicionadas de dois dominios
lectina-like ligados por pontes de dissulfeto (MACKESSY, 2009). Exemplos de SVMPs
isoladas e caracterizadas nos géneros Botrhops, pertencendo as diferentes classes. Classe PI
foram isoladas a Neuwiedase de Bothrops neuwiedi (RODRIGUES et al., 2000), BaPI
(GUTIERREZ et al., 2005) e BH2 (BORKOW et al., 1993) de Bothrops asper, BlaH1 de
Bothrops lanceolatus (STROKA et al., 2005), B-JussuMPIl de Bothrops jararacussu
(MARCUSSI et al., 2007 ), Bothrojaractivase de Bothrops jararaca (BERGER et al., 2008),
Atroxlysin-1 de Bothrops atrox peruana (Jergon) (SANCHEZ et al.,, 2010) e do género
Crotalus, as metaloproteases Ht- a, c, d, e (BJARNASSON E FOX, 1994). Classe PII a B-
JussuMP-1 de Bothorps jararacussu (MAZZI et al., 2006). Classe PIII foram isoladas a
Balteragina de Bothrops alternatus (GAY et al., 2005), Jararhagina de Bothrops jararaca
(PAINE et al., 1992), Bothropasina de Bothrops jararaca (MANDELBAUM et al., 1982),
BaH4 de Bothrops asper (FRANCESCHI et al., 2000), Basparina-A de Bothrops asper
(LORIA et al., 2003). Algumas SVMPs ndo apresentam atividade hemorragica, sendo

classificadas como nao-hemorrégicas, podem ser destacadas a Bmooa-I de Bothrops moojeni
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(BERNARDES et al., 2008), Neuwiedase de Bothrops neuwiedi (RODRIGUES et al., 2000),
Berythractivase de Bothrops erythromelas (SILVA et al., 2003) e Basparina-A de Bothrops
asper (LORIA et al., 2003).

Serinoproteases

As serinoproteases sdo encontradas em microrganismos, plantas e diversos animais e
abundantes nos venenos de serpentes principalmente na familia Viperidae, onde constituem
aproximadamente 20% do total de proteinas contidas no veneno. Na sua composi¢do
apresentam peso molecular aproximadamente de 35 kDa que contém 12 residuos de cisteina e
quantidades variaveis de sitios de glicosilagdo. Sdo enzimas que apresentam diversas acdes no
organismo dos seres vivos, em algumas vias de sinalizacdo, diferenciacdo e desenvolvimento
celular e participacdo da cascata de coagulacdo. Em viperideos, as serinoproteases atuam
como enzimas similares a tripsina como auxiliar no processo de digestdo de proteinas da dieta
alimentar e nos elapideos terrestres agem como proteinas do tipo Fator X. As serinoproteases
atuam sobre os componentes de degradacdo e ativagcdo sanguineos que estdo envolvidos na
coagulacdo e na fibrinolise, ativando o sistema calicreina/cinina ou afetando a agregacgdo
plaquetaria (HUNG; CHIOU, 2001; KINI, 2005; FOX; SERRANO, 2009). No veneno
botropico sdo caracterizadas como enzimas que tem atividade do tipo trombina pela ativacao
dos componentes sanguineos envolvidos no processo de coagulagdo, fibrindlise e agregacdo
plaquetdria, que afetam a cascata da coagulacdo. Apresentam a triade catalitica como
propriedade estrutural que ¢ altamente conservada (Ser;os, Hiss; € Aspio2), que as classificam
como serinoproteases (BRAUD et al., 2000; SERRANO; MAROUM, 2005). A serina ¢
especificamente inativada com os fluorfosfato e fluorsulfatos organicos tais como o DFP e o
PMSF. Estes inibidores reagem somente com a serina do sitio ativo formando um complexo

inativo, diisopropilfosforil-enzima, que ¢ estavel (FERSHT,1985).

Fosfolipases A; (PLA;)

As PLA; sdo enzimas que ocorrem amplamente na natureza em ambas as formas, intra
e extracelular. Responsdveis por catalisar a hidrolise de glicerofosfolipideos formando
lisofosfolipideos e acidos graxos, relacionadas a producao de derivados do acido aracdonico.
Sao encontradas em mamiferos exercem papel importante na fertilizagao, proliferagdo celular,
contracdo do musculo liso, doencas de hipersensibilidade e inflamagdo cronica. Sdo também
importantes nas funcdes celulares hidrolizam fosfolipideos de membrana, gerando precursores

de mensageiros como prostaglandinas, tromboxanas, leucotrienos e outros importantes
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mediadores de fendmenos fisioldgicos envolvidos, principalmente, em processos
inflamatorios e homeostase da membrana incluindo a manutencdo dos “pools” de
fosfolipideos celular e reparo da membrana através de deacilagao e reacilacdo (OKA; ARITA,

1991; DENNIS, 1994; da SILVA-GIOTTO et al., 1998; SIX; DENNIS, 2000; KINI, 2003).

Desintegrinas

As desintegrinas sdo proteinas de baixo peso molecular (5 a 9 kDa), ricas em pontes
dissulfeto, derivados derivados de venenos de serpentes, que contem uma sequencia formada
por arginina, glicina e acido aspartico (Arg-Gly-Asp) caracterizando seu sitio ativo, que
interagem com integrinas na superficies da célula (DENINIS et al., 1990; GOULD et al.,
1990; NIEWIAROWSKI et al. 1994). As desintegrinas classicas se ligam através desta
sequencia as integrinas (receptores da superficie celular), como exemplo temos a jarastatina
encontrada no veneno de Bothrops jararaca e insularina no veneno de Bothrops insularis.
Entre as principais desintegrinas ja identificadas nos venenos bothrdpicos, encontra-se a
jararagina-C, uma proteina de 28 kDa que corresponde aos dominios desintegrina e rico em
cisteina da jararagina, uma metaloproteinase isolada de Bothrops jararaca (GARCIA
SANCHEZ, 2004). Esta desintegrina, que possui a capacidade de inibir a agregacio
plaquetaria induzida por coldgeno e por adenosina difosfato (SILVA et al., 2003) esta
constituida por acido glutamico, cisteina e acido aspartico (Glu-Cys-Asp) (JUNQUEIRA,
2005).

L-aminoacido oxidases (LAAOQOS)
As L-aminoacido oxidases (LAAOs) sdo flavoenzimas que catalisam a desaminagdo

estereoespecifica de um substrato L-aminoacido, a um "-cetodcido correspondente, com a
produgdo de perdxido de hidrogénio e amodnia, apresentam diversas atividades bioldgicas
como: agregacdo de plaquetas, indugdo de hemorragia, edema, citotoxicidade e atividade anti-
HIV (DU, CLEMETSON, 2002; ZHANG et al., 2003). Sao enzimas largamente distribuidas
em diferentes microrganismos tais como bactérias, fungos, algas verdes e venenos de

serpentes. Nestes, supde-se que sejam toxinas, ainda que seu modo de agdo ndo esteja

esclarecido (STABELI et al., 2004).

Lectinas
As familias ofidicas de modo geral apresentam em suas pegonhas as lectinas do tipo C

simile. Algumas lectinas de veneno, assim como as lectinas de plantas, sdo capazes de se ligar
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a carboidratos (BRINKHOUS et al., 1983). Entretanto, uma parte dessas moléculas parecem
ter perdido a propriedade de ligar-se a carboidratos sendo denominadas /ectin-like, por
conservarem caracteristicas estruturais em comum com as ‘“verdadeiras” lectinas. Sdo
dependentes de célcio e sdo dividas em dois grupos: grupo I — dominio completo e grupo II —
dominio incompleto de reconhecimento de carboidratos, com aproximadamente 130 aa por
subunidades e massa de 30 kDa. Apresenta grande nimero de diferentes lectinas e uma
quantidade ainda maior de subunidades em um mesmo veneno (ZINGALI et al., 1993;

CASTRO et al., 1998).

Fatores de Crescimento (SVNGF e svWEGF)

Os fatores de crescimento presentes em venenos sdo conhecidos ha tempos, dentre
eles os mais observados sdo os fatores de crescimento de nervos conhecidos como NGF
(Nerve Growth Factor) e fatores de cresciemto de vasos endoteliais conhecidos como VEGFs
(Vascular Endothelial Growth Factor), variando a quantidade presente no veneno, sendo os
VEGFs presentes em maior quantidade (JUNQUEIRA-de-AZEVEDO et al., 2001). Embora
ndo sejam majoritarios, diversas atividades bioldgicas destas moléculas j4 foram descritas
(KOSTIZA et al., 1996; YAMAZAKI; MORITA, 2006). Os membros da familia svNGFs
estdo classificados em 4 grupos conforme seu arranjo aligomérico: I- formas dimericas ndo
covalentes, com massa molecular variando de 13 a 25 kDa por subunidade; II-formas
glicosiladas e de alta massa molecular de aproximadamente 35 kDa; III- formas diméricas,
covalentes ligadas, isoladas dos venenos dos venenos de bungarus multicinctus e bitis
arientans e V- formas em que uma das subunidades apresenta atividade arginil-estearase, seu
papel fisiologico ndo esta bem esclarecido (KOTIZA; MEIER, 1996; ).

Os VEGFs sao proteinas diméricas que se ligam a receptores do tipo tirosina-quinase,
envolvidos em vdrios processos de neovascularizagdo como vasculogénese e angiogénese
(TAKHASHI et al., 2004; YAMAZAKI; MORITA, 2006). O primeiro relato sobre moléculas
semelhantes aos VEGF em venenos de serpentes (svVEGF) foi rlatado no veneno da serpente
Vipera aspis por Komori e Sugihara (1990b), eles verificaram uma atividade hipotensora da
molécula que recebeu a denominacdo de Hipotensive Factor (HF). Posteriormente sua
estrutura primaria foi determinada, notou-se grande similaridade com proteinas da familia dos
VEGFs humanos (KOMORI et al., 1999). Em 2001 quando isolados da serpente Bothrops
insularis, através do cDNA de suas glandulas, Junqueira-de-Azevedo e colaboradores
identificaram uma forma ativa de svVEGF capaz de promover um aumento da permeabilidade

vascular. Os svVEGFs funcionam como dimeros e cada cadeia compreende aproximadamente
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de 110 a 122 residuos de aminoacidos. O motivo de cisteina, caracteristico da familia de
proteinas VEGF, ¢ completamente conservada em svVEGFs e a identidade da sequéncia com
VEGF165 humano ¢ de proximo de 50%. svVEGFs podem contribuir para o aumento da
toxicidade no envenenamento, mas apresentam caracteristicas biologicas individuais
refletindo divergéncias na classificagdo da serpente hospedeira (GASMI et al., 2002;
TAKASHI et al., 2004; TAKHASHI; SHIBUYA, 2005)

Proteinas Secretadas Ricas em Cisteinas (CRISPs — Cysteine Rich Secretory
Proteins)

Venenos de serpente com proteinas secretadas rica em cisteina (CRISPs) sdo proteinas
de 23-26 kDa com um elevado teor de residuos de cisteina (16) formando oito pontes
dissulfeto. CRISPs s3o comuns em venenos de serpentes e tém sido detectados em
transcriptomica (JUNQUEIRA-de-AZEVEDO et al., 2002; VALENTE, et al., 2009; NEIVA
et al., 2009) e protedmica (CALVETE et al., 2009b; GUTIERREZ et al., 2007; VALENTE, et
al., 2009, NUNEZ et al., 2009; ALAPE-GIRON et al.; 2009) estudos de venenos Bothrops,
onde conta para 0,5-2% e 0-3,6% de genes de Venenos com toxinas, respectivamente. De
acordo com esses estudos, foram detectados cinco Expressed Sequence Tag (ESTs), com a
proteina (0,4% de toxina transcrita) para CRISP em glandula de veneno de B. alternatus.
Embora o papel de veneno batatas fritas permanece mal compreendido, varios membros desta
familia quadra de uma variedade de canais i6nicos, incluindo canais de Ca®" tipo L, canais
ionicos ciclicos de nucleotideo-dependentes, os canais de voltagem ativado K (1.3Kv), de
alta condutancia Ca”", canais de K" ativado (BCA) e o rianodina sensivel, do canal de Ca*"
intracelular. Peichoto e colaboradores (PEICHOTO et al., 2009) tém mostrado recentemente
que a CRISP, a partir do veneno da América do Sul colubrid Philodryas patagoniensi causa a
mionecrose. Uma vez que a mionecrose ¢ uma importante resposta local pelo envenenamento
por Bothrops spp., Incluindo B. alternatus, ¢ possivel que as CRISPs possam contribuir para

esta atividade.

Peptideos Potencializadores de Bradicinina (BPPs) e Peptideos Natriuréticos
tipo-C

O estudo dos mecanismos fisiopatologicos do envenenamento e a caracterizagao
molecular de toxinas do veneno da serpente B. jararaca resultou em muitas contribuigde
cientificas em estudos dos antihipertensivos ou BPPs e dos peptideos natriuréticos do tipo-C

(IANZER et al., 2004).
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Os BPPs sdo ricos em residuos de prolina, possuem um acido piroglutdmico na por¢ao
N-terminal e geralmente uma sequencia Ile-Pro-Pro, inibidores naturais da enzima conversora
de angiotensina I (ECA I) e angiotensina II (ECA II) (Ferreira 1965, 1970, 1996).

Os peptideos natriuréticos do tipo-C apresentam estrutura similar a peptideos
natriuréticos do tipo A e B de mamiferos (que sdo hormoénios peptidicos liberados por células
do tecido cardiaco em resposta a eventos de sobrecarga cardiaca) e atuam sobre o tonus
vascular, mediando processos de vasodilatacdo (LEE; BURNETT-JR, 2007). O precursor dos
BPPs ¢ também precursor do peptideo natriurético do tipo C (CNP) que € expresso em regides
de controle neuroenddcrino no cérebro da serpente, identificaram e clonaram um precursor do
peptideo natriurético tipo C do cérebro da serpente B. jararaca (HAYASHI et al., 2003).
Virias dessas moléculas foram descritas em serpentes como B. jararaca e B. insularis,
servindo como modelo para o desenho de uma nova geragdo de drogas com potencial no

tratamento da hipertensdo (FERNANDEZ et al., 2004).

1.3. Peptideos potencializadores da bradicinina (BPPs — Bradykinin Potentiating
Peptides)

Os Peptideos de venenos de serpentes sao fontes bioldgicas muito ricas, mas até agora
pouco explorados principalmente para a descoberta de novas drogas (GEORGIEVA et al.,
2008). Alguns peptideos do veneno tém semelhancas estruturais e funcionais aos seus
homologos humanos (CALVETE et al., 2009). Eles se ligam a alvos vitais que influenciam os
processos fisioldgicos, como a coagulacdo do sangue e hemostasia nos sistemas
cardiovascular e nervoso (GEORGIEVA et al., 2008). Considerando a especificidade de alvo
elevada, tamanho pequeno, a estabilidade estrutural e a relativa facilidade de sintese quimica,
os peptideos tornam-se alternativas promissoras aos medicamentos contemporaneos. Os
componentes de veneno podem ser usados diretamente ou como prototipos de drogas para o
tratamento de doencas que ndo respondem a terapias correntemente disponiveis
(GEORGIEVA et al., 2008; CALVETE et al.,, 2009). Alguns destes compostos ja
encontraram aplicagdo pré-clinica ou clinica para o tratamento da hipertensdo, doengas
cardiovasculares, esclerose multipla, diabetes e dor (LEWIS; GARCIA 2003). Um exemplo
bem conhecido ¢ o uso do peptideo potencializador de bradicinina (BPP), isolado a partir do
veneno de Bothrops jararaca, que serviu como protdtipo para o primeiro inibidor, oralmente
ativo da enzima de conversdo da angiotensina (ECA), BPP com o nome captopril® (NG;

VANE 1970, ONDETTI et al., 1971; CUSHMAN; ONDETTI 1999), os peptideos
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natriuréticos (PN) e as sarafotoxinas (SRTXs) também exercem efeitos profundos sobre o
sistema cardiovascular (HODGSON; ISBISTER 2009). Desde a descoberta do captopril,
varios compostos relacionados sdo descritos, tais como zofenopril, enalapril, fosinopril,
lisinopril, ramipril, tandolapril, perindopril, espirapril, rentiapril, alacepril, benzapril,
quinapril, moexipril e cilazapril foram desenvolvidos como inibidores da ECA em fungao da
estrutura base do captopril para o desenho de drogas e sdo usados com sucesso como
farmacos anti-hipertensivos (PATCHETT et al., 1980; PETRILLO et al., 1983; CUSHMAN;
ONDETTI, 1999; MUNAWAR et al., 2011). Os BPPs sdo conhecidos por inibir a ECA, que
sdo enzimas responsaveis pela inativacdo da conversdo da angiotensina I para o potente
vasoconstritor angiotensina II, bem como para a degradacdo da bradicinina. Portanto, BPPs
impedem o efeito hipertensivo da angiotensina II e potenciam o efeito hipotensor da
bradicinina na circulacdo. Entretanto, ¢ interessante notar que nem todos os BPPs sdo bons
inibidores de ECA (HAYASHI; CAMARGO, 2005).

Os BPPs foram encontrados em muitos venenos de serpentes das espécies: Bothrops
(FERREIRA; ROCHA e SILVA, 1965; CINTRA et al., 1990; MURAYAMA et al., 1997,
FERREIRA et al.,, 1998; HAYASHI et al.,, 2003; IANZER et al.,, 2004; HAYASHI;
CAMARGO, 2005; NUNEZ et al., 2009; COUTINHO-NETO et al., 2013), Agkistrodon
(KATO; SUZUKI, 1970; TOMINAGA; STEWART, 1975; CHI et al., 1985; YANOSHITA
et al., 1999; MURAYAMA et al., 2000), Bitis (FRANCISCHETTI et al., 2004; CALVETE et
al., 2007), Crotalus (GRAHAM et al., 2005), Lachesis (SOARES et al., 2005), Naja (EL-
SAADANI; EL-SAYED, 2003), Trimeresurus (HIGUCHI et al., 1999; JIA et al., 2003) e
géneros Vipera (KOMORI; SUGIHARA, 1990a). Além disso, foram descritos BPPs de
escorpido (FERREIRA et al., 1993;. MEKI et al., 1995; ZENG et al., 2000) e venenos de
aranha (FERREIRA et al., 1996), bem como a partir de secrecdes da pele da ra Phyllomedusa
hypochondrialis (CONCEICAO et al., 2006).

A andlise de peptideos do veneno de serpente, demonstrou especificidade na
subfamilia (Viperinae/Crotalinae) na composi¢do do peptidoma do veneno de serpentes da
familia Viperidae. Em contraste com os venenos Crotalinae, o peptidoma do veneno de
serpentes Viperinae contém inibidores do tipo Kunitz (inibidor de tripsina). A fosforilagdo de
um residuo de serina nos BPPs, demonstrada pela primeira vez no caso dos peptideos do
veneno de Bothrops jararacussu, pode desempenhar um papel importante na regulacdo das
interacdes BPP-ECA. Além disso, os venenos de Bothrops jararacussu e Vipera ammodytes

meridionalis sdo ricas fontes de novos inibidores da ECA. H4 uma homologia entre BPPs do
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veneno de uma serpente Viperidae e PNs do veneno de cobras Elapidac (MUNAWAR et al.,
2011).

Estudos de estrutura-funcdo de relacionamento realizadas em BPPs provenientes das
cascavéis Crotalus durissus terrificus tém mostrado que a presenca de um &cido
piroglutdmico (Pyr) e um residuo de prolina, em cada extremidade do peptideo ndo foi
suficiente para assegurar a sua atividade caracteristica biologica (GOMES et al., 2007). Isto
sugere ainda que BPPs poderiam ser uma ampla familia de inibidores de enzimas como se
pensava inicialmente (MENIN et al., 2008). H4 um padrao estrutural geral para BPPs maiores
do que nove aminoacidos: EX-nPXPXIPP. Os BPPs mais curtos, sem o IPP tri-peptideo, sdo
mais suscetiveis a enzimas de hidrolise (FERREIRA; BARTELT; GREENE 1970; FREER;
STEWART 1971). Além disso, de acordo com dados da literatura, que a partir desta
sequencia "curta", ¢ analisada a sequéncia C-terminal PXIPP que ¢ crucial para a inibi¢do da
enzima alvo, a ECA (CUSHMAN et al., 1973; IANZER et al., 2004).

A evolucdo molecular de cada toxina de veneno parece ter sido necessaria para o
desempenho toxicologico do veneno, que depende do efeito sinérgico de todas as toxinas
resultantes na sinfonia de envenenamento caracterizado pela ruptura da homeostase sistémica
da presa (LEWIS; GARCIA, 2003). Por outro lado, demonstrou-se que a concepgao estrutural
de diversas toxinas conhecidas, evoluidas a partir de moléculas endogenas do animal
venenoso (FRY et al., 2006) a partir de derivados que sdo claramente motivos arquitetonicos
distintos, de modo a adaptar-se a diferentes alvos, tais como os canais ionicos, enzimas €
receptores, definindo assim uma estratégia especial no envenenamento (LEWIS; GARCIA,
2003). A biodiversidade de toxinas animais, em particular os peptideos de venenos tornam-se
relativas fontes unicas de oportunidades e modelos estruturais, a partir do qual novos agentes
terapéuticos podem ser desenvolvidos. Um exemplo classico é o captopril® (CAMARGO et
al., 2012).

Como descrito, o veneno de Bothrops jararaca (Bj) age em alvos no sistema
cardiovascular da presa, ndo s6 por acdo de serino-proteases semelhantes a calicreina, mas
também pelo efeito de BPPs. Especificamente, o veneno de B. jararaca apresenta varias BPPs
(FERREIRA; BARTELT; GREENE 1970; ONDETTI; CUSHMAN 1981; MURAYAMA et
al., 1997; HAYASHI et al., 2003; IANZER et al., 2004; ZELANIS et al., 2010), no entanto,
ndo ¢ totalmente conhecido se os efeitos cardiovasculares dos diferentes peptideos ricos em
prolina sdo exclusivamente devido a inibi¢do da ECA. A ECA tem um papel fundamental na
fisiologia cardiovascular, porque tem uma dupla ag¢do, o bloqueio da libertacdo do potente

vasoconstritor angiotensina II, e inativa o peptideo hipotensor bradicinina (ONDETTI e
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CUSHMAN, 1981). Essas consideracgdes, com foco para os estudos de biologia molecular dos
oligopeptideos ricos em prolina, tem o objetivo de relacionar a estrutura de seu precursor com
as conhecidas proteinas/peptideos participantes da fisiologia cardiocirculatéria (CAMARGO
etal., 2012).

Curiosamente, a origem genética destes peptideos revelou as sequéncias de sete
oligopeptideos ricos em prolina expressos também no interior da por¢cdo N-terminal do
peptideo natriurético tipo-C da proteina precursora na glandula de veneno da Bj
(MURAYAMA et al., 1997) e no SNC (HAYASHI et al., 2003). Os BPPs contidos no
precursor cerebral da Bj sdo fortes inibidores in vitro das ECAs, mostrando valores de Ki
(constrante de inibi¢do) na gama nanomolar, e também potenciadores dos efeitos Bk como
observado em bioensaios do musculo liso, e em experiéncias in vivo (HAYASHI et al., 2003).
Nos estudos de hibridagao in situ revelou-se a presenca de mRNAs de BPPs de Bj precursoras
em regides distintas do cérebro de Bj. As atividades bioquimicas e cardiovascular dos BPPs
do cérebro de Bj (HAYASHI; CAMARGO, 2005) e peptideo natriurético tipo-C (RUBATTU
et al., 2008), a sua presenca dentro do mesmo precursor do regulador neuroendocrino do
peptideo natriurético tipo-C, e a sua expressdo em regides do cérebro da serpente, em
correlacdo com as fungdes neuroenddcrinas, sugerem fortemente que estes peptideos
pertencam a uma nova classe de peptideos bioativos enddégenos (HAYASHI; CAMARGO,
2005). A acado inibitoria destes peptideos vasoativos sobre a ECA ¢ responsavel em grande
parte pela frequente hipotensdo que o envenenamento botropico tem como caracteristica,
inibindo a geracdo do peptideo angiotensina II, potente vaso contrictor e a inativagdo do

peptideo hipotensor, conhecido como bradicinina.

1.4. Tecnologia a servico da Peptidomica de Venenos: Espectrometria de Massa

A andlise protedmica, definida como sendo o conjunto de metodologias analiticas
empregadas para caracterizar (quali e quantitativamente) um proteoma, trata-se de uma area
interdisciplinar da ciéncia, a qual agrega principalmente quimica, biologia e informatica
(TYERS; MANN, 2003; AEBERSOLD; MANN, 2003). Na separa¢cdo de um aminoécido (aa)
da sequencia peptidica padrdo ou universal utilizam-se reacdes quimicas especificas a partir
de grupos amino terminal seguido pelo isolamento e andlise de fragmentos de aa’s (ENG et
al., 1994). Para tal fim, dois tipos de resultados sdo usados. O primeiro usa a informacao
relativa & massa molecular dos peptideos oriundos da digestdo enzimatica (Peptide Mass

Fingerprint — PMF), enquanto o segundo faz uso de resultados obtidos pela fragmentacgdo de
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peptideos individuais previamente detectados (SADYGOV et al., 2004). Muitas técnicas, no
entanto, sdo limitadas (AMOTT et al., 1993). Com eficacia limitada na quimica do processo
impedem a determinacdo sequencial completa de AA’s de uma proteina a partir de
quantidades pequenas (ENG et al., 1994), por exemplo, a técnica utilizando dodecil sulfato de
sodio em eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) apresenta um elevado grau de
resolucdo (BUTCHER et al., 2003), mas tem uma precisdo de apenas 5% em relagdo a massa
do analito (AMOTT et al., 1993).

Em dias ndo muito distantes, para sequenciar uma proteina pelo método de degradagdo
de Edman necessitava-se de quantidades consideraveis e moléculas purificadas, uma técnica
conhecida e muito utilizada. No entanto, este método falha completamente se a proteina for
acetilada em seu grupo amino terminal ou se este for bloqueado, pois esta reacdo requer
grupos aminos terminais livres. A Espectrometria de Massas (MS) substituiu a degradacdo de
Edman, isso porque a técnica de MS ¢ muito mais sensivel e pode fragmentar peptideos em
segundos ao invés de horas ou dias. Além disto, a MS ndo requer proteinas e peptideos
purificados e ndo apresenta dificuldades na identificacio de proteinas modificadas ou
bloqueadas (STEEN et al., 2004). A partir das inovagdes como Espectrometria de Massas
com ionizagao electrospray (ESI), os ions sdo submetidos a uma célula de colisdo onde ocorre
a dissociacdo por colisdo indutiva (CID), sob estas condigdes, os fragmentos peptidicos criam
caracteristicas “precursoras” de sequencias de aa’s especificos (ENG et al., 1994; TABB et
al., 2003; SYKA et al., 2004). Com o desenvolvimento das fontes de MALDI e ESI em MS
obteve-se a determina¢do de massa molecular de proteinas com alta precisdo, em picomoles e
andlises de sequéncias de peptideos em pequenas quantidades de amostra (AMOTT et al.,
1993). Espectrometros de massas possuem sensibilidade elevada, podem medir a massa de
proteinas completas com precisdo, mas, no entanto, para realizar o sequenciamento utilizam-
se peptideos, por apresentarem maior sensibilidade a estas moléculas (STEEN et al., 2004).

Esse método de sequenciamento relatado incorpora a modificacdo quimica de Edman e
a deteccdo por MALDI-TOF, mas muitas técnicas de MS fazem uso de MS/MS (ENG et al.,
1994). Usando uma descri¢do simplista e abrangente, cabivel para a maior parte dos
equipamentos comercialmente disponiveis, os peptideos ionizados sdo acelerados para uma
regido do espectrometro preenchida com um gés inerte (hélio, argdbnio ou nitrogénio)
proporcionando, assim, a colisdo entre os peptideos ionizados e as moléculas do gas inerte.
Como resultado, a energia translacional transferida em cada colisdo ¢ convertida em energia
interna (CANTU et al., 2008). As vantagens das técnicas de MS incluem sensibilidade,

rapidez e aplicagcdo a misturas complexas. Nos ultimos anos, com os avangos tecnoldgicos, a
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MS tem sido destacada ndo apenas para estudos de estruturas primarias de proteinas, mas
também como a tecnologia central para o campo de protedmica. A tecnologia de
sequenciamento de peptideos pode agora rapidamente gerar uma longa lista de proteinas
identificadas a partir de praticamente qualquer fonte de material de proteina. Facilitando a
identificagdo de polipeptidios a MS tem sido cada vez mais empregada, muitos pesquisadores
agora podem submeter amostras e receber uma lista de proteinas identificadas por MS

(STEEN et al., 2004).

1.5. Sequenciamento pelo método De Novo

Uma limita¢do em relacdo ao sequenciamento de novo reside no fato de que a primeira
¢ passivel de ser realizada principalmente para identificar peptideos oriundos de organismos
que tiveram seu genoma sequenciado, de modo que todos os peptideos possiveis sejam
conhecidos. Em menor grau, também sdo acessiveis os proteomas de organismos ja
submetidos a estudos transcriptomicos, bem como os proteomas de organismos cujos genes
possuam grande similaridade aos de organismos com informagdes genéticas disponiveis
(STEEN; MANN, 2004). A fragmentacdo de peptideos por espectrometria de massas para a
posterior andlise de sua sequencia de aminoédcidos ¢ comumente realizada por meio do
processo de dissociacdo induzida por colisdo CID, também referida por alguns autores como
dissociagdo ativada por colisdo (collision activation dissociation — CAD). Apesar de outras
metodologias para a fragmentagdo de peptideos, tais como Electron Capture Dissociation
(ECD); Electron Transfer Dissociation (ETD) terem sido desenvolvidas, CID ¢ sem davida a
mais largamente empregada, além de ser o método mais frequentemente aplicado nos
espectrometros de massas disponiveis (TABB et al., 2003; SYKA et al., 2004; CANTU et al.,
2008)

A interpretacdo de espectros MS/MS consiste principalmente em apontar diferengas de
massa entre ions de fragmentos abundantes provenientes de clivagens ao longo da cadeia
peptidica (PAPAYANNOPOULOS, 1995). A nomenclatura para os ions resultantes das
quebras ao longo da cadeia peptidica foi inicialmente proposta por Roepstorftf ¢ Fohlman em
1984, posteriormente modificada por Biemann em 1988 (Fig. 4) e complementada por
Johnson e colaboradores (1988) de modo a incluir ions resultantes de quebras adicionais nas
cadeias laterais. Portanto, essa nomenclatura ¢ baseada no fato de que somente sdo detectados
fragmentos que possuam carga. Se essa carga for retida por um fragmento N-terminal, o ion ¢é

denominado a, b ou ¢. De maneira andloga, se a carga for retida por um fragmento C-
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terminal, o ion ¢ denominado X, y ou z. Um algarismo arabico subscrito indica o namero de

grupamentos R contidos no fragmento (JOHNSON, MARTIN et al., 1987; JOHNSON,
MARTIN et al., 1988).
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Figura 3. Representacio esquematica do sistema de nomenclatura para os ions resultantes
da quebra da cadeia de peptideos. A partir do N-terminal do precursor, os ions sdo
consecutivamente denominados a,,, b,, € c,, onde m representa o numero de grupos R contidos no
fragmento. De maneira similar, a partir do C-terminal do precursor, os ions sdo consecutivamente
denominados X, Ynm € Zum, Onde n representa o numero total de grupos R (ou de residuos) do
precursor € m representa o numero de grupos R contidos no fragmento a, b ou ¢ correspondente,
cujas massas auxiliam na dedug@o do peptideo (ROEPSTORFF; FOHLMAN, 1984; BIEMANN,
1988; JOHNSON, MARTIN et al., 1988; CANTU et al., 2008).

E necessario também mencionar que fons ‘satélite’, originados a partir da perda
adicional de NH3; ou H,O, também podem ser produzidos. Esses ions sdo designados, por
exemplo, a, - NH; ou yu.m - HO. Ademais, a fragmentagdo amino-terminal e carboxi-
terminal do mesmo aminoéacido produz os ions ‘imonios’ (HN=CH-R), cuja massa ¢ 27 u
menor que a massa de seus respectivos residuos protonados. Vale notar que caso ndo seja
possivel visualizar o imonio de um residuo em particular, isso ndo necessariamente significa
que o mesmo esteja ausente (PAPAYANNOPOULOS, 1995; STEEN; MANN, 2004).

Na ultima década, a espectrometria de massa (MS / MS) surgiu como uma tecnologia
de escolha para alto rendimento protedmico. A precisdo e resolugdo de espectrometros de
massa sdo parametros fundamentais que tracar uma linha entre o que ¢ possivel e o que ¢
impossivel em MS / MS com base em protedmica hoje. Instrumentos como os Quadrupolo
Time-of-flight espectrometros (Q7Tof) de massa sdo capazes de precisdo na gama de umas
poucas partes-por-milhdes (SIUZDAK 2003). Esfor¢os continuos para melhorar a resolugao

de massa recentemente resultaram no desenvolvimento de técnicas de avanco da
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transformagdo de Fourier MS, incluindo instrumentos magneto-base de ressonancia ciclotron
de ion (ICR) e de armadilhas eletrostaticas de transformacao de Fourier (FT) "Orbitraps", que
melhora a resolu¢do de 2 a 3 ordens de grandeza, em comparagdo com espectrometros de
massa convencionais. Surgimento da espectrometria de massa com precisdo anuncia uma
nova era em protedmica e torna possivel resolver os problemas que antes eram fora do
alcance das técnicas tradicionais da MS (MARSHALL ¢ HENDRICKSON, 2002; OLSEN et
al., 2005).

Espectrometria de massa de precisdo, abre a porta para a andlise protedmica
melhorada e novos algoritmos. Por exemplo, com a resolugdo de massa maior, torna-se
possivel detectar muito mais tipos de fragmentos de ions que estatisticamente seriam
normalmente indistinguiveis de ruido com instrumentos ion-trap de baixa resolucdo. Mais
importante ainda, a precisdo MS ajuda a eliminar problemas que dificultam a andlise dos
dados de instrumentos de baixa resolu¢do. Ao explorar o fendmeno de peptideos
homeométricos (peptideos diferentes com conjuntos quase idénticos de picos b e y) com
precisdo baixa de dados, limita severamente sequenciamento de novo. Com alta precisdo de
dados, peptideos homeométricos sdo extremamente raros, tornando o sequenciamento
peptideo preciso. Houve o desenvolvimento recente de técnicas computacionais que podem
resolver o problema de peptideos homeometricos separando b e escadas y usando uma
combinac¢do de métodos, como a correlagio entre MS” e MS® espectros, ou usando ainda
técnicas de fragmentacdo complementares, como CAD e Berna ECD e Goldberg utilizada
numa abordagem de otimizagdo com vista a atingir esta separa¢cdo. Bandeira e colaboradores
(2006) utilizaram pares de espectros (por exemplo, a partir de uma versdo modificada e ndo
modificada do mesmo peptideo) para separar b e y, nas escalas. (ZHANG et al., 2000; BERN
et al, 2005; SAVITSKI et al., 2005; BANDEIRA et al., 2006).

Nesta andlise ¢ importante enfatizar que os pares de ions a/x, b/y e c¢/z serdo sempre
ions correspondentes aos fragmentos opostos e complementares entre si. Considerando-se que
as ligagdes peptidicas sdo aquelas menos energéticas, espera-se que a formacdo do par de
fragmentos -b/-y seja mais frequente que os demais pares de fragmentos, facilitando muito a
interpretagdo dos espectros (CANTU et al., 2008).

Logo, esta ferramenta proporciona a elucidacdo das sequencias e N-terminais de

peptideos e proteinas isolados e favorece o estudo de venenos de serpentes.
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2. OBJETIVO

O objetivo deste trabalho foi estudar a variagdo ontogenética da composi¢do quimica
do veneno de serpentes filhotes, jovens e adultas da espécie Bothrops atrox da regido de Porto
Velho-RO e caracterizar bioquimicamente a fragdo peptidica do veneno desta espécie, na

busca de peptideos potencializadores de bradicinina (BPPs).

2.1. Objetivos Especificos

- Caracterizar o perfil protéico/peptidico dos venenos de B. atrox adultas, jovens e
filhotes por cromatografia liquida de alto desempenho (HPLC);

- Caracterizar as classes protéicas/peptidicas dos venenos de B. atrox adultas, jovens e
filhotes por eletroforeses mono e bi-dimensional;

- Avaliar os efeitos toxicos e bioldgicos dos venenos brutos das serpentes adultas,
jovens e filhotes de B. atrox e correlacionéd-los com as andlises protedmicas;

- Identificagdo dos peptideos isolados por espectrometria de massa em MALDI-TOF?;

- Sequenciamento pelo método De novo dos peptideos BPPs isolados dos venenos de B.

atrox.
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3. METODOLOGIAS

O resumo das metodologias estdo demosntradas de forma esquemadtica na figura 4, e

serdo detalhadas logo em seguida.
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Figura 4. Resumo metodoldégico do estudo do veneno de Bothrops atrox (adulto, jovem e
filhote).

3.1. OBTENCAO DO VENENO

O veneno bruto da espécie Bothrops atrox foi obtido do Serpentdrio da
FIOCRUZ/RO, a partir de amostras coletadas de varios exemplares adultos, jovens e filhotes.
Estas espécimes foram oriundas da area abrangida pela Amazonia Ocidental no Planalto Sul-
Amazobnico, na regido de Porto Velho-RO, respectivamente separados, com a licenca nimero
27131-1 do IBAMA e do CGEN - licenga nimero 010627/2011-1. As coletas dos venenos

foram realizadas de forma a separar os animais por tamanho/idade. As serpentes foram
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classificadas adultas (A = 22 serpentes) quando acima de 65 cm de comprimento (SAZIMA,
2002). Os filhotes (F = 19 serpentes), caracteristicos visualmente por seu pequeno tamanho e
cauda clara, as jovens (J = 17 serpentes), ficaram em média com tamanho entre 40 e 50 cm.
Os pools dos venenos dos espécimes foram obtidos e armazenados seguindo os grupos acima
citados, respectivamente. As amostras de venenos foram coletadas por massagem manual da
glandula de veneno, em placas de petri/beckers limpos com cobertura plastica, segundo
metodologia de extragdo tradicional, com auxilio de gas carbdnico (CO,) ou gelo seco para a
sedagdo dos animais, estratégia utilizada no Instituto Butantan. Apos as extragdes, os venenos
foram aliquotados e estocados em geladeira a 4°C até o momento de sua utilizagao.

O estudo recebeu aprovagio do Comité de FEtica no Uso de Animais do
IPEPATRO/FIOCRUZ-RO (CEUA), em 06 de junho de 2012, sob o numero 2012/1,

atendendo as normas de cuidados com animais.

3.2. DOSAGEM DE PROTEINAS

A determinacdo da concentracdo de proteinas totais presentes nos extratos proteicos
das amostras foi realizada utilizando-se o método de Bradford (1976). O método esta
fundamentado na coloragdo apresentada pelo Coomassie Brilliant Blue G-250 (sigma), que
pode ser vermelho ou azul. Para as medidas espectrofotométricas, aliquotou-se a amostra em
uma cubeta juntamente com reagente de Bradford na proporcdo de 1:10 (v/v). O reagente de
Bradford consiste em uma mistura de azul de Coomassie G-250 a 0,01% (m/v), 4,75% (v/v)
de etanol e 8,5% (v/v) de acido fosfoérico. Apds 5 minutos de reagdo, a forma vermelha ¢
convertida para a forma azul quando o Coomassie reage com proteina. Determinou-se a
absorbancia das amostras em 595 nm, usando espectrofotdometro UV/Vis. Esta rea¢do ocorre
em aproximadamente 2 minutos e permanece estdvel por cerca de uma hora. Deduzida a
concentragdo por comparacao com uma curva de calibracdo feita normalmente com albumina
bovina (Sigma).

Utilizando-se a albumina bovina da Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, USA) como
padrdo (2 mg/mL). Para isso, criou-se uma curva analitica de calibracio na faixa de
concentragcdo entre 0,06125 a 2,0 mg/mL, com o mesmo tampdo usado nas dilui¢des das
amostras.

Utilizou-se 0,02 mL de veneno bruto de B. atrox A, J e F, previamente preparadas em

solugcdo de 1 mg/mL de 4gua ultra pura e submetidos a anélise de proteina pelo método.
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3.3. ENSAIO DE ATIVIDADE MIOTOXICA

Utilizou-se 0 método de quantificagdo de niveis séricos da enzima creatino-cinase
(CK), que ¢ liberada apés uma lesdo muscular (GUTIERREZ et al., 1980). Grupos de cinco
camundongos machos suigcos (28-32 g) foram injetados 50 pL no musculo gastrocnémio
direito (n=5) com veneno bruto de B. atrox A, J e F/50 pg em solugao fisiologica estéril. Apos
3h, o sangue foi coletado via plexo ocular, em tubos capilares heparinizados e centrifugado
em centrifuga de micro-hematocrito (Fanem-210iec) por 3 min a 16.099,2xg para a separagdo
do plasma. A quantidade de CK foi entdo determinada usando 5 pL de plasma incubados
durante 2 min a 37 °C, com 0,5 mL de reagente de acordo com o protocolo de CK-NAC
cinética da Labtest. A atividade foi expressa em U/L, 1 unidade correspondente para a
produgdo de 1 umol NADH/minutos (SOARES et al., 2000a;b; 2001a;b). Os venenos foram

preparados para apresentarem concentracao final de 50 pg em 50uL.

3.4. ENSAIO DE ATIVIDADE HEMORRAGICA

Utilizou-se quatro grupos com cinco camundongos fémeas Swiss (28-32g), que foram
injetados via intradérmica (i.d) no dorso, na dose de 50 pg em 50 puL veneno bruto de B. atrox
A, J e F dissolvidos em 1 mL de solugao fisioldgica (NaCl 0,9%). Os controles receberam 50
pL de solucdo fisioldgica em condigdes idénticas. Duas horas mais tarde, os camundongos
foram eutanasiados por deslocamento cervical e as 4reas hemorragicas foram medidas, de
acordo com o método de Gutiérrez e colaboradores (1985; 1988a). A atividade hemorragica

foi expressa em milimetros quadrados.

3.5. ENSAIO DE HEMOLISE INDIRETA

O método descrito por Gutiérrez e colaboradores (1988a;b), modificado de
Habermann e HARDT (1972) consiste na coleta de sangue humano com seringa citratada,
centrifugacdo por 10 minutos a 1500 xg, e descarte do plasma. Os eritrdcitos sdo lavados com
solucdo fisiologica salina 0,15 M (0,9%) por 4 vezes. Prepara-se a solucdo: 0,3 mL de papa de
hemaécias + 0,3 mL de gema de ovo diluido 1:4 em solugdo salina 0,15 M + 0,25 mL CaCl,
0,01 M. Junta-se a esta a solu¢do de agarose 0,8 % (em 50 mL PBS pH 7,4) e aplica-se em
placas de Petri. Faz-se orificios suficientes na placa, com distancia aproximadamente de 3 cm

. ~ b r 2
e aplicam-se as amostras. Os resultados sdo representados pelo raio ou pela &rea mm”~ (cm) do
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halo de hemdlise formado. foi seguido utilizando géis de agarose-hemacias-gema de ovo. A
atividade hemolitica indireta foi expressa em milimetros. Foram aplicados 3 pL nos pocos
tanto para o controle quanto para as amostras de venenos brutos de B. atrox A, J e F, o

controle negativo foi solugdo fisiologica e 4gua deionizada.

3.5.1. ATIVIDADE DE FOSFOLIPASES A,

A atividade foi avaliada por meio da hidrélise de fosfolipidios sintéticos fluorescentes
a partir de 7-nitrobenz-2-oxa-1,3-diazol-il — fosfatidilcolina (NBD-PC) e 7-nitrobenz-2-oxa-
1,3-diazol-il — 4cido fosfatidico (NBD-PA) como substrato. O ensaio foi realizado em um
Espectro fluorofotometro (Shimadzu, RF-5301PC), com comprimentos de onda de excitagao
e emissdo de 460 e 534, respectivamente. A atividade enzimadtica foi avaliada durante 250
segundos a temperatura ambiente, apos a adicdo de cada substrato (3,3 pg/mL, concentraciao
final) num meio de reagdo contendo 50 mM de Tris-HCl com 8 mM de CaCl,, pH 7,5 e
concentragdes diferentes de cada um dos venenos de B. atrox. A influéncia do pH foi avaliada
por incubacdo dos venenos de serpentes com solugdes tampdo de pH diferentes de valores de
3, 5-11 por 5 minutos, entdo a reacdo foi iniciada pela adi¢do de substrato, como descrito
acima (RODRIGUES et al., 2007; SANTOS-FILHO et al., 2008). Esta atividade foi realizada
em colaboracdo com o Prof. Dr. André L. Fuly da Universidade Federal Fluminense, UFF,

Niteroi-RJ.

3.6. ENSAIO DE COAGULACAO

O ensaio de coagulagao foi realizado utilizando 200 pL de plasma humano citratado
incubados em 100 pL do “pool” de veneno na concentracdo de 1,0 mg/mL. Esta mistura foi
incubada em banho-maria a 37°C e o tempo de formag¢ao da rede de fibrina foi cronometrado.
Para cada amostra de veneno, o teste foi realizado em duplicata, sendo considerada a média
dos valores obtidos.

A atividade de coagulagdo de venenos de B. atrox foi determinada usando um
coagulometro modelo Amelung KC4A4 (Labcon, Alemanha) e em um Leitor de Microplacas
(Molecular Devices, modelo VersaMax Tunable), com o sofiware SoftMax Pro 5. Diferentes
concentragdes de venenos de B. atrox foram misturadas com solugdo de fibrinogénio bovino
(2 mg/mL) ou com plasma humano normal citratado (doados pelo banco de sangue do

Hospital Universitario Antonio Pedro, UFF), e a quantidade de veneno capaz de coagular o
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fibrinogénio ou plasma em 60 segundos foi denotada como Dose Coagulante Minima (DCM)
(SELISTRE et al., 1990). O veneno de B. atrox foi também previamente incubado com
benzamidina (5 mM e 10 mM), PMSF (I mM e 3 mM) ou com EDTA (5 mM e 10 mM)
durante 30 min a temperatura ambiente, em seguida, a mistura foi adicionada ao fibrinogénio
do plasma e o tempo de coagulacdo medido. Os experimentos controles foram realizados por
incubacdo de veneno com solucdo salina, em vez de inibidores. Esta atividade foi realizada

em colabora¢do com o Prof. Dr. André Fuly e colaboradores da UFF— Niter6i —RJ.

3.6.1. ATIVIDADE HIDROLITICA SOBRE SUBSTRATO CROMOGENICO (PRO-
COAGULANTE)

A capacidade dos venenos de B. atrox para hidrolisar substratos cromogénicos S-2238
(para a enzima trombina-simile) e S-2288 (para serina proteases) (0,5 mM, concentragdo
final), foi testada em um leitor de microplacas Thermomax (Molecular Devices, EUA)
monitorizada a 405 nm durante 20 minutos a 37 °C. Inibidores (5 ¢ 10 mM de PMSF; 1 e 3
mM de benzamidina) foram incubadas durante 30 minutos a temperatura ambiente com
venenos de B. atrox, e, em seguida, a reacdo enzimatica foi desencadeada por adi¢do de S-
2238 ou S-2288. Os controles foram realizadas por incubagdo de venenos de B. afrox com
solucdo salina (CHOMOGENIX 2000; SANT’ANA et al., 2008). Esta atividade foi realizada
em colabora¢do com o Prof. Dr. André Fuly da UFF — Niteroi —RJ.

3.7. ANALISE ESTATISTICA

Os testes estatisticos utilizados para analise foram o teste paramétrico ANOVA, para a
analise dos resultados dos perfis proteicos, e o teste ndo paramétrico Kruskal-Wallis, para
analise comparativa dos resultados das atividades coagulantes e caseinolitica. Por fim, o pos
teste utilizado foi Dunn’s e Tukey para identificacdo dos grupos que apresentaram diferencas
significativas, com o auxilio dos programas GraphPad Instat (Programs GraphPad Instat™,
version 2.01) ou Origin™ (version 5.0).

As diferencas foram consideradas significativas utilizando-se um erro tipo o igual ou
menor que 0,05.

Nos testes de coagulagdo e atividade da PLA,, os resultados sdo expressos como

médias + SEM obtidos com o niimero indicado de experiéncias realizadas. A significancia
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estatistica das diferengas entre os grupos experimentais foi avaliada usando o teste t Student e

valores de p < 0,05 foram considerados estatisticamente significativos.

3.8. ANALISE ELETROFORETICA

3.8.1. SDS-PAGE Monodimensional

O SDS-PAGE foi realizado como descrito por Laemmli (1970), com modificacdes.
Aproximadamente 10 pL de proteina/peptideo (200 pg) provenientes do veneno bruto de B.
atrox foram aplicados em gel descontinuo com dimensdes de 90 x 70 x 0,7 mm. A amostra foi
concentrada previamente em banho-seco a 100°C por 10 minutos. O sistema foi formado por
gel concentrador a 4% (m/m) de acrilamida e tampdo de Tris-HCl a 1 mol L' (pH=6,8) e gel
separador a 12,5% (m/m) de acrilamida e tampdo de Tris-HCl a 1,5 mol L™ (pH=8,8). A
solucdo de tampdo de corrida empregada no preenchimento dos reservatorios da cuba foi
composta por Tris-Base a 0,06 mol L, glicina a 0,5 mol L'eSDSa 0,15% (m/v). Na corrida
eletroforética foi fixada a voltagem de 150V, 150mA, 30W por gel, até que o fronte
percorresse todo o gel.

Ao término da separacdo das proteinas o gel foi lavado com agua deionizada durante 5
min. para a remo¢do do excesso de SDS. Em seguida, o mesmo foi submetido a solugao
fixadora, com 50% (v/v) de etanol, 12% (v/v) de acido acético glacial e 4gua deionizada qsp
para 200mL, por 1 hora e posteriormente a coloracdo durante 4 horas, sob leve agitacdo,
usando solugdo de azul de Coomassie G-250 a 1% (m/v) preparado com 45% (v/v) de etanol,
45% (v/v) de agua deionizada e 10% (v/v) de &cido acético glacial. Utilizando o protocolo do

manual da GE (2004).

3.8.2. SDS-PAGE Bidimensional (2D-PAGE)

Na etapa de primeira dimensao, as proteinas da amostra sdo separadas por focalizagdo
isoelétrica, em fitas de 13 cm com valores de pH variando entre 3 a 10 de forma ndo linear.
Estas fitas contém gel de poliacrilamida, onde o gradiente de pH ¢ formado pela presenca de
anfolitos (MANUAL GE, 2004). Para a reidratag¢do das fitas, aplicou-se 250 uL. de amostra
(400 pg de proteinas mais solugdo de reidratacdo) em uma canaleta do aparato sobre o qual as
fitas foram colocadas. Neste passo ocorre a separacao fisica das proteinas em funcdo dos seus
respectivos pontos isoelétricos (pl) (IPG - imobilized pH gradient) submetidas a voltagem

crescente. As amostras foram tratadas com clean up kit. A reidratacdo do gel das fitas ocorreu
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a temperatura ambiente por cerca de 12 horas. Apos este periodo, as fitas sdo colocadas no
sistema focalizador nas seguintes condicdes: (1) passo de 500 V até acimulo de 500 Vh, (2)
gradiente de 500 a 1000 V até acimulo de 800 Vh, (3) gradiente de 1000 a 8000 V até
acimulo de 11300 Vh e (4) passo de 8000 V até actimulo de 3000 Vh (GE, 2004). O
programa foi executado durante 5,5 h, porém o tempo da ultima etapa pode ser prolongado,
caso, durante a execu¢do do programa inicial, a amostra ndo tenha atingido o final da fita, este
fato foi observado pela linha de azul de bromofenol.

Utilizou-se o aparelho Ettan IPGphor 3 Isoelectric Focusing Unit da GE para realizar
a focalizacdo das strips 2D. Ao término da focalizagdo, as fitas foram equilibradas em duas
etapas. Na primeira delas, utilizou-se 10 mL da solugio contendo 6 mol.L"' de uréia, 2% de
SDS (m/v), 30% de glicerol (v/v), 50 mmol.L" de Tris-HCI (pH 8,8), 0,002% de azul de
bromofenol e 1% de DTT (m/v) para cada fita. Na segunda etapa, utilizou-se a mesma
solugdo, porém, neste caso, substituiu-se o DTT por 2,5% de iodoacetamida (m/v) (GE,
2004). Cada etapa de equilibrio da fita foi executada por 15 minutos, sob leve agitagao.

Na etapa de segunda dimensdo, as proteinas focalizadas sdo submetidas a uma
eletroforese em gel de poliacrilamida na presenca de SDS (SDS-PAGE) para separa¢dao em
funcao de suas massas moleculares especificas. O Peso molecular (PM) utilizado foi o Color
Plus Prestained Protein Marker — Broad Range (7-175 kDa) (P7709S). Realizou-se a
confeccao de géis a 12,5% para eletroforese SDS-PAGE mono e bidimensional, as condi¢des
das corridas foram 150-200V, 150mA, 30W, onde seguiu-se o protocolo do manual da GE
(2004) durante aproximadamente cinco horas e meia.

Depois deste periodo, lavou-se o gel com agua deionizada. Em seguida, as proteinas
foram fixadas utilizando uma solu¢do contendo acido acético a 12% (v/v) e etanol a 50%
(v/v) durante 1 hora. Removeu-se a solugdo fixadora e lavou-se o gel novamente com agua
deionizada durante 10 minutos, sob agita¢do, por 3 vezes. Cada ponto (proteina) visualizado
no gel pode ser considerado como uma coordenada ortogonal de uma proteina que migrou
especificamente em funcdo de seu ponto isoelétrico (eixo x) e sua massa molecular (eixo y).
A coloragdo dos géis mono e bidimensional foi realizada com Coomassie Blue Green 250-G,
conforme manual da GE (2004). Por fim, escaneou-se os géis, com equipamento [mage

Scanner (Amershan Bioscience).
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3.9. CROMATOGRAFIA EM FASE REVERSA

Solubilizou-se 5 mg do veneno bruto de Bothrops atrox A em 100 pL de solugdo de
solubilizacdo 95% de acido trifluoracético (TFA) 0,1% e 5% de acetonitrila (ACN) 99,9%. O
material insoluvel foi removido por centrifugacdo (Eppendorff 5804R) a 13.000xg durante 10
min e temperatura ambiente. Para o fracionamento das proteinas do veneno aplicou-se o
solubilizado em uma coluna cromatografica C18 Discovery 100RP (250 x 4 mm, tamanho de
particula 5 microns), equilibrada previamente com 0,1% de TFA em 4gua ultra pura (eluente
A) e ACN 99,9% (eluente B). A deteccao do perfil cromatografico dos constituintes protéicos
e peptidicos soltiveis do veneno foi obtida usando-se a cromatografia liquida de alta
performance (High Performance Liquid Chromatography, HPLC) no aparclho AKTA
purifier™ da GE. A velocidade de fluxo para elui¢do dos constituintes foi de 1,0 mL/min, no
seguinte gradiente do eluente B: 5% por 10 min, de 5-15% por 20 min, de 15-45% por 120
min, de 45-70% por 20 min e de 70-100% por 10 min, como previamente descrito
(CALVETE et al., 2009). As amostras foram monitoradas em comprimentos de onda em 215
e 280 nm, recolhidas manualmente, secas em um Speed-Vac e armazenadas em freezer -20°C.
A abundancia relativa (% das proteinas do veneno total) das diferentes classes de proteinas
nos venenos foi estimada a partir da relacdo da soma das areas dos picos de inversdo de fases
cromatograficas contendo proteinas da mesma familia com a 4rea total de proteinas do

veneno. Seguiu-se 0 mesmo procedimento para as amostras de veneno de serpentes J e F.

3.10. CROMATOGRAFIA POR EXCLUSAO MOLECULAR

Cerca de 50 mg de veneno bruto de Bothrops atrox A foram solubilizados em 1 mL de
tampao Tris-HCI a 50 mM, pH 7,4. O material insoluvel foi removido por centrifugagao
(Eppendorff 5804R) a 13.000xg durante 10 min. a temperatura ambiente. O solubilizado foi
aplicado em uma coluna de Superdex Peptide 10/300 GL, previamente equilibrada com o
mesmo tampdo, no aparelho AKTA purifier™ da GE. As amostras foram eluidas em um
fluxo de 1 mL/min, monitoradas em comprimentos de onda de 215 e 280 nm, liofilizadas e
armazenadas em freezer -20°C. O mesmo procedimento foi realizado para a amostra de

veneno de 5. atrox ).
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3.11. ESPECTROMETRIA DE MASSA

A espectrometria de massa foi realizada no equipamento de espectrometria de massa
por dessor¢do assistida por ioniza¢do a laser da matriz MALDI, com dois analisadores TOF
(AXIMA TOF-TOF Shimadzu Biotech). As amostras foram preparadas em &cido
trifluoracético 0,1% (TFA), e aplicadas na placa do aparelho, adicionou-se a matriz de
ionizac¢do acido-a-ciano-4-hidroxicindmico (CHCA) para baixa massa e acido sinapinico (SA)
para alta massa. Apds a secagem das amostras na placa, esta foi elevada a camara de vacuo do
aparelho AXIMA TOF-TOF e analisadas (MANUAL SHIMADZU, 2008).

Os espectros foram obtidos em modo ESI-MS de ion positivo com uma massa Qqg-
0aTOF hibrido Espectrometro-Xevo G2 QTof MS (Waters, Manchester, UK). ESI-MS tipicos
foram realizados em modo positivo nas seguintes condi¢des: temperatura da fonte 80 °C,
capilar 2,8 kV de tensdo, em cone de tensdo de 35 V, com um conversor de modo analdgico
para modo de resolugdo digital (ADC), detector a 2825 V anteriormente ajustado com solugao
Leucina-encefalina (Leu-Enk) a 2 ng/mL. O instrumento foi calibrado automaticamente com
solucdo de iodeto de sodio através do IntelliStart, parte integrante do software de aquisi¢ao de
4.1V MassLynx (Waters, Manchester, UK) (SOUZA et al., 2008). As amostras foram
ressuspensas em frasco com uma solucdo que continha partes iguais de agua e de metanol
com 0,1% de acido formico para cada amostra a proceder a analise ESI(+)-MS. Estas
solugdes foram em seguida injetadas com fluxo de 500 nL/min, utilizando-se o sistema de
fluido instalado no painel Xevo QTof G2 MS controlado pelo software IntelliStart pagina
sintonia MS. Todos os espectros de MS foram adquiridos ao longo da 50-2000 m/z. MS/MS
de aquisi¢do foi realizado utilizando o quadrupolo com uma discriminacdo elevada para cada
m/z de interesse. A energia de colisdo foi aplicada ao ion precursor selecionado e uma
dissociacdo induzida por colisdo (collision induced dissociation — CID) na célula de colisdo
T-Wave preenchida com gas argdnio. Foi aplicada 25 eV a célula, dependendo da colisdo no

ion precursor, apresentando dissociacdo caracteristica (SOUZA et al., 2008).

3.11.1 SEQUENCIAMENTO — método De Novo

O modelo utilizado para sequenciamento de novo € descrito por varios autores
(ROEPSTORFF; FOHLMAN 1984; BIEMANN 1988; JOHNSON; MARTIN et al., 1988;
PAPAYANNOPOULOS 1995; STEEN; MANN 2004; CANTU et al., 2008). Para sequenciar

proteinas € preciso obter o espectro MS/MS de seus peptideos. Isso significa 2 etapas de MS
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acopladas. Depois de fazer o MS da molécula inteira, esta ¢ fragmentada dentro do aparelho
por colisdo com gases. A liga¢do peptidica se quebra formando fragmentos tipicos, como os
ions b e y mostrados na figura 4, que terdo massas diferentes de acordo com o radical R de
cada aminoacido. Os fragmentos sdo entdo separados e analisados por MS. O método tem
como base a andlise da fragmentacdo por espectrometria de massas e sua precisdo varia de
acordo com o tipo de ensaio ms/ms, podendo iniciar-se da N-terminal (b) ou do C-terminal
(v). Utilizou-se o software MAxEnt 3 (Waters, Manchester, UK) e transferido para o PepSeq
BioLynx software, utilizou-se ainda Microsoft Excel dados com até 120 contagens, a fim de
proceder a avaliagdo manual. A identificacio dos mais comuns ions de peptideos de
diagnostico dos fragmentos (a’, b, y' -tipo), observada atualmente em colisdes de baixa
energia e ions immonium, foi obtida manualmente para seqiienciamento de novo de peptideos,
utilizando o programa Microsoft Excel com os dados de massa monoisotopica frequentes e
residuos de aminodcidos menos frequentes, os grupos terminais e as modificagdes pos-
traducionais para a utilizagdo da espectrometria de massas calculadas usando as seguintes
massas atdmicas do isotopo mais abundante dos elementos: C = 12.0000000, H = 1.0078250,
N = 14.0030740, O = 15.9949146, F = 18.9984033, P = 30.9737634, S = 31.9720718, CL =
34.9688527, Br = 78,9183361. Fragmentos com intensidades superiores a 200 contagens e
precisdo de massa entre 0 a + 17 ppm, de acordo com a equacdo abaixo, foram utilizados para

a sequenciamento de novo para peptideo.

Exatiddo de massa (ppm) = 1.000.000 x (massa tedrica - massa medida) / massa teorica

Aplicagdo MassSeq e da analise por sequenciamento de novo sdo ferramentas de
interpretacdo do pacote de sofiware BioLynx, utilizado de forma a confirmar a analise manual,
utilizando os seguintes parametros de sequenciamento para peptideos: M/z tolerancia de 0,03
para peptideos e fragmentos e limiar de intensidade de 0,003% (COUTINHO-NETO et al.,
2013).
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4. RESULTADOS

Dosagem de proteinas

Apos a pesagem de 1 mg de cada veneno, verificou-se que as amostras, apresentaram
953,0; 937,0 e 884,0 pg/mL de proteina nos venenos brutos de B. atrox adulta, jovem e

filhote, respectivamente (tabela 1).

Tabela 1. Teor protéico do veneno bruto de Bothrops atrox adulto, jovem e filhote.

Veneno bruto (mg) Proteinas totais (ug/mL)* Recu(%/el)“agao
0
B. atrox A 1,0 953,0 + 0,03 95,3
B. atrox] 1,0 937,0 £ 0,09 93,7
B. atrox F 1,0 884,0 = 0,02 88,4

* Dosagem de protéinas totais pelo método de Bradford. Os valores representam a média + desvio padrao.

4.2. Atividades Biologicas e Enzimaticas

Ensaio de atividade miotoxica
A atividade miotdxica, dosada pela liberagao de CK, produto de degradagdo muscular,
apresentou-se mais ativa no veneno de B. atrox F que nas amostras de J e A, sendo este

aproximadamente 5 vezes maior, apresentando valores de atividade 1610 U/L (Fig. 5). O

controle utilizado foi solugao fisioldgica que apresentou 180 U/L.
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Figura 5. Atividade miotdéxica de 50 pg dos venenos brutos de B. atrox A, J e F, medidos por
dosagem da CK. Os 50 pg de veneno bruto em 50 pL foram injetados por via i.m. no musculo
gastrocnemius de camundongos (28-32 g). Como controle NaCl 0,9% (50 uL). Realizou-se o
procedimento para os trés grupos de serpentes. Os resultados foram expressos pela média = SD
(n=5). A analise estatistica foi feita por ANOVA e comparagdo multipla por Turkey’s sendo

p<0,01.
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Ensaio de atividade hemorragica

Nos ensaio de avaliacdo o potencial hemorragico, o veneno de F foi mais ativo. A
Figura 6 mostra o efeito hemorragico do veneno bruto de B. atrox (50 pg). O resultado foi um
alto grau de hemorragia nos animais que receberam o veneno de F, a drea media foi de 511 +
66,11 mm®, contra medias entre 234 + 44,15 e 249 + 31,16 mm’ de J ¢ A, respectivamente. O
controle negativo com salina (NaCl 0,154 M) ndo apresentou hemorragia.

Na Figura 7 podemos observar os halos hemorragicos produzidos pelo veneno de F,

que induziu maior hemorragia, cerca de 2 vezes maior em relagdo ao veneno bruto de A e J.

600

T
|

500
450
E
€ 400
£
Q
@ 350
®
& 300 * *
5 |
[
I 250 [
5 I
T
§ 200 J
<
150
100
50
0
Salina Adulto Jovem Filhote

Figura 6. Determinacdo da atividade hemorragica minima dos venenos brutos de B. atrox.
Aplicou-se 50 pg em 50 pL de salina das diferentes amostras dos venenos brutos (A, J e F), sendo
estes injetados via i.d. no dorso de camundongos (28-32 g). A hemorragia foi quantificada através da
média da 4rea dos halos hemorragicos. Os resultados foram expressos pela média mm” + DP (n=>5).
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Figura 7. Avaliacido da hemorragia nas peles de camundongos. Efeito hemorragico produzido por
50 pg de venenos brutos de A, J e F, injetados via i.d. no dorso de camundongos (28-32 g). Apds 2 h,
os animais foram submetidos a eutanasia e as peles removidas para analise.

Ensaio de hemolise indireta
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Os venenos testados em placas contendo agarose mostraram halos de hemolise
consideraveis importantes, apresentando diametros maiores que 10 mm. O maior halo foi
apresentado pelo veneno de J, medindo 20 mm. Os outros venenos apesar de apresentarem
halos menores também foram responsaveis por hemolise positiva. O controle salino, a dgua
ultra pura e a BPP sintética, ndo apresentaram atividade hemolitica, sendo, portanto controles

negativos (Tabela 2).

Tabela 2. Avaliagdo da atividade fosfolipasica dos venenos de B. atrox adulta, jovem e filhote.

Halo de hemolise*

Amostras 0 mm Dose (1 pg/puL)**
B. atrox A 15 3ul
B. atrox ] 20 3ul
B. atrox F 17 3uL
Soro fisiologico 0 3ul
H,O ultra pura 0 3ul

* A placa de agarose contendo eritrocitos humanos e gema de ovo. Aplicou-se 3 uL de veneno de B.
atrox, A, J, F, e dos controles negativos, a solugdo salina 0,154 M (soro fisiologico) e dgua ultra pura.
** quantidade de veneno bruto por pL aplicada;

Atividade de fosfolipases A,

Fosfolipase A, (PLA;) atividade foi avaliada através da hidrdlise de fosfolipidios
fluorescentes sintéticos, NBD-PC e NBD-PA. O ensaio foi realizado utilizando um
espectrofluorimetro (Shimadzu, RF-5301PC) com excitagdo e emissdao de comprimentos de
onda de 460 e 534, respectivamente. A atividade enzimdtica foi avaliada durante 250
segundo, a temperatura ambiente, apds a adicdo de cada substrato (3,3 pg/ml, concentraciao
final) num meio de reagdo contendo 50 mM de Tris-HCI, com 8§ mM de CaCl;, e pH 7.5, nas
diferentes concentragoes de cada um dos venenos de B. atrox.

A influéncia do pH foi avaliada por incubacdo dos venenos das serpentes por 5
minutos utilizando tampdes com diferentes valores de pH (3,5 — 11), em seguida avaliou-se a

atividade da PLA,, pela adicao de substratos, conforme descrito acima.

Todos os trés grupos avaliados de venenos de B. atrox, sendo de filhotes, jovens e

adultos, respectivamente, hidrolisaram os fosfolipidios fluorescentes NBD-PC (Fig. 8A) e
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NBD-PA (Fig. 8B), mas com doses diferentes como observado na figura 8. NBD-PC pareceu
ser o substrato mais hidrolisado pelos venenos. Também observou-se que o veneno de Filhote
de B. atrox foi mais potente do que os outros venenos sobre ambos NBD-PC e NBD-PA
substratos (Tabela 3).

Todos os venenos de B. atrox foram capazes de hidrolisar PC-NBD dentro de um

intervalo de pH estreito (6,0-11) (Figura 9), apresentando um pH 6timo de cerca de 7,5.
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Figura 8. A hidroélise dos fosfolipidios fluorescentes por venenos de B. atrox. Atividade
de PLA, do veneno de serpentes B. atrox (filhotes, jovens e adultos) sobre os fosfolipidios
fluorescentes (3,3 pg/mL) NBD-PC (painel A) ou NBD-PA (Painel B) apds 250 segundos de
reagdo a pH 7,5. Os dados estdo expressos como médias = SEM de uma experiéncia
individual (n = 3).

Tabela 3. Hidrélise dos fosfolipidios fluorescentes por venenos de B. atrox.

PLA, Atividade ECso (ug/mL)*

Veneno de B. atrox

NBD-PC NBD-PA
Filhotes 0,125 0,300
Jovens 0,165 0,485
Adultos 0,200 0,540

* ECso representa a concentracdo efetiva de venenos capazes de exercer 50% da atividade da PLA,
sobre os substratos fluorescentes ap6s 250 segundos de reagéo.
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Figura 9. Efeito do pH sobre a atividade da PLA, dos
venenos de B. atrox A, J, F. Efeito do pH na hidrolise do
NBD-PC (3,3 pg / pL) de 0,33 pg / pL dos venenos de B.
atrox (filhotes, jovens e adultos) ap6s 250 segundos de reagéo.
Os dados estdo expressos como médias £+ SEM de uma
experiéncia individual (n = 2).

Ensaio de coagulacio

O efeito do veneno bruto B. atrox na coagulag¢do do sangue, foi investigado. Todos os
trés venenos de B. atrox avaliados (filhotes, jovens e adultos) apresentaram atividade pro-
coagulante de maneira dependente da concentragdo, como ilustrado na reduciao do tempo de
coagula¢do do plasma humano no painel A e fibrinogénio de bovino no painel B (Fig. 10). A
DCM em plasma foi de 1,2 pg/mL, 5,3 pg/mL, 9,7 pg/mL para os venenos de B. atrox de
filhotes, jovens e adultos, respectivamente. Quando o fibrinogénio foi testado, a DCM foi de
3,2 pg/mL, 3,8 pg/mL, 4,7 pg/mL para os venenos de B. atrox filhote, jovens e adultos,
respectivamente. Os venenos de Bothrops atrox aprentaram atividade proteolitica sobre o
fibrinogenio bovino, provavelmente liberando fibrinopeptideo A através da degradacdo da
cadeia Aa, em baixas concentragdes (0,6 pg/mL), tendo em vista que a atividade foi
observada apds poucos segundos de reagdo do substrato com o veneno. Ficando evidente o

melhor resultado para o veneno de filhotes.
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Figura 10. Efeitos dos venenos de B. afrox no tempo de coagulacio. Efeitos de diferentes
concentra¢les de B. atrox (1,2-18 pg/mL de F (W), J (®) ¢ A (A)) testados no plasma (Painel A) e
também no fibrinogénio (0,6-9 pg/mL (Painel B)). Dados expressos como média £+ DP de duas

experiéncias individuais (n = 3).

Como mostra a figura 11 os inibidores foram incubados previamente durante 30

minutos a temperatura ambiente com 1,2 pg/mL de veneno de B. atrox filhote para

coagula¢do do plasma (fig. 11A) e com 3 pg/mL de veneno de B. atrox filhote para a

coagula¢do do fibrinogénio (Fig. 11B), em seguida, o tempo da coagulacdo foi medido.
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Figura 11. Efeito de inibidores sobre a atividade de coagula¢do induzida pelo veneno de
B. atrox filhote. Grupo 1: veneno de B. atrox filhote com NaCl (1), Grupo 2: veneno de B.
atrox filhote com 1% de DMSO (coluna cinzenta) e DMSO a 3% (coluna branca), Grupo 3:
Benzamidina 5 mM (coluna cinzenta) ¢ 10 mM (coluna branca) e Grupo 4: EDTA SmM
(coluna cinza) e 10mM (coluna branca); Grupo 5: PMSF 1mM (coluna cinza) e 3mM
(coluna branca). Dados expressos como média = DP de dois experimentos individuos (n =
3). *O nivel de significancia (p <0,05), quando comparado aos grupos 1 e 2.
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Os inibidores foram capazes de inibir a coagulagdo do plasma e fibrinogénio (Fig. 12)
induzida pelo mveneno de B. atrox jovem, exceto PMSF. Os inibidores foram incubados
previamente durante 30 minutos a temperatura ambiente com 6 pg/mL de veneno de B. atrox
jovem para a coagulacdo do plasma (Fig. 12A) e de 4,8 pg/mL de veneno de B. atrox jovem

para a coagulacdo do fibrinogénio (Fig. 12B), em seguida, o tempo da coagulacio foi medido.
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Figura 12. Efeito de inibidores sobre a actividade de coagulacdo induzida pelo veneno de B.
atrox jovem. Grupo 1: veneno de B. atrox jovem com NaCl (1), Grupo 2: venom de B. atrox jovem,
com DMSO 1% (coluna cinzenta) e DMSO a 3% (coluna branca), Grupo 3: Benzamidina 5 mM
(coluna cinzenta) e 10 mM (coluna branca) e Grupo 4: EDTA 5mM (coluna cinza) e 10mM (coluna
branca); Grupo 5: PMSF ImM (coluna cinza) e 3mM (coluna branca). Dados expressos como média +
DP de dois experimentos individuos (n = 3). *O nivel de significancia (p <0,05) quando comparado
com os grupos 1 e 2.

Os inibidores foram capazes de inibir a coagulagdo do plasma e fibrinogénio induzido
(Fig. 13) por veneno de B. atrox adulta. Os inibidores foram incubados previamente durante
30 minutos a temperatura ambiente com 9,6 ug/mL de veneno de B. atrox adulta para
verificar o efeito sobre a coagulacdo do plasma (Fig. 13A) e de 4,8 pg/mL de veneno de B.

atrox adulta para o fibrinogénio (Fig. 13B), em seguida, o tempo da coagulacdo foi medido.
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Figura 13. Efeito de inibidores sobre a atividade de coagulaciio induzida pelo veneno de B. atrox
adulta. Grupo 1: veneno de B. atrox adulta com NaCl (1), Grupo 2: veneno de B. atrox adulta com
DMSO a 1% (coluna cinzenta) e DMSO a 3% (coluna branca), Grupo 3: Benzamidina 5 mM (coluna
cinzenta) ¢ 10 mM (coluna branca) e Grupo 4: EDTA 5mM (coluna cinza) ¢ 10mM (coluna branca);
Grupo 5: PMSF 1mM (coluna cinza) e 3mM (coluna branca). Dados expressos como média + DP de
dois experimentos individuos (n = 3). * O nivel de significancia (p <0,05) quando comparado com os
grupos 1 e 2. (A) S-2238; (B) S-2288.

Atividade hidrolitica sobre substrato cromogénico

O veneno bruto de B. atrox (50 mg/mL) foi capaz de hidrolisar tanto o S-2238 (0,5
mM) quanto S-2288 (0,5 mM) (dados ndo mostrados). Estes substratos sdo regularmente
usados para verificar a presenga de proteases trombina-like ou serinoproteases,
respectivamente. Atividade enzimatica do veneno de B. atrox filhote sobre S-2238 e S-2288
(Fig. 14) foi inibida por PMSF, benzamidina e EDTA. A benzamidina eficientemente inibiu a
atividade do veneno sobre S-2238 e S-2288. PMSF foi capaz de inibir parcialmente a
atividade do veneno sobre S-2238 ¢ cerca de 90% da atividade sobre S-2288. Por outro lado,
EDTA inibiu 25% da atividade do veneno de B. atrox filhote sobre S-2238 e S-2288. Os
inibidores foram incubados durante 30 minutos a temperatura ambiente com 50 pg/mL de

veneno de B. atrox filhote, em seguida, realizou-se a atividade enzimatica. Painel A: Efeito de
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inibidores em cima do substrato S-2238. Painel B: efeito dos inibidores sobre o substrato S-

2288.
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Figura 14. Atividade do veneno de B. atrox filhote sobre substratos sintéticos (0,5 mM) - efeito
dos inibidores. Benzamidina: SmM (coluna preta) e 10 mM (coluna cinza); EDTA: SmM (coluna
preta) e 10 mM (coluna cinza); PMSF: 1mM (coluna preta) ¢ 3mM (cinza coluna). Dados expressos
como média = DP de dois experimentos individuos (n = 3). (A) S-2238; (B) S-2288.

Atividade enzimatica do veneno de B. atrox jovem sobre S-2238 e S-2288 (Fig. 15)
foi inibida por PMSF, benzamidina e EDTA. Benzamidina e PMSF eficientemente inibiram a
atividade do veneno sobre S-2238 e S-2288, em contraste com a inibi¢do parcial quando
utilizou-se o EDTA. Os inibidores foram incubados durante 30 minutos a temperatura

ambiente com 50 pg/mL de veneno de B. atrox jovem e entdo a atividade enzimatica foi

realizada.
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Figura 15. Atividade do veneno de B. atrox jovem, sobre substratos sintéticos (0,5 mM) - efeito
dos inibidores. Painel A: Efeito de inibidores sobre o substrato S-2238. Painel B: efeito dos inibidores
sobre o substrato S-2288. Benzamidina: SmM (coluna preta) e 10 mM (coluna cinza); EDTA: 5SmM
(coluna preta) e 10 mM (coluna cinza); PMSF: 1mM (coluna preta) e 3mM (cinza coluna). Dados
expressos como média + DP de dois experimentos individuos (n = 3).

Atividade enzimatica do veneno de B. atrox adulta, sobre S-2238 e S-2288 (Fig. 16)
foi inibida por PMSF, benzamidina ¢ EDTA. Benzamidina e PMSF eficientemente inibida a
atividade do veneno sobre S-2238 e S-2288, em contraste com a inibi¢do parcial quando
EDTA foi utilizado. Os inibidores foram incubados durante 30 minutos a temperatura
ambiente com 50 pg / mL de veneno de B. atrox adulto, em seguida, a atividade enzimatica

foi realizada. Painel A: Efeito dos inibidores sobre o substrato S-2238. Painel B: efeito dos

inibidores sobre o substrato S-2288.
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Figura 16. Atividade de B. atrox adulta sobre substratos sintéticos (0,5 mM) - efeito dos
inibidores. Painel A: Efeito de inibidores sobre do substrato S-2238. Painel B: efeito dos inibidores
sobre o substrato S-2288. Benzamidina: 5SmM (coluna preta) e 10 mM (coluna cinza); EDTA: 5SmM
(coluna preta) ¢ 10 mM (coluna cinza); PMSF: ImM (coluna preta) e 3mM (cinza coluna). Dados
expressos como média + DP de dois experimentos individuos (n = 3)

4.3. Perfil proteico analisado por eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

A eletroforese monodimensional realizada em condi¢ao redutora e nao redutora
possibilitou a visualizagdo do perfil das diferengas proteicas entre os pools de venenos de
Bothrops atrox A, J e F, respectivamente.

Nota-se no perfil ndo reduzido do veneno de B. atrox J a presenga de banda na faixa
aproximada de 30 e 71 kDa, ausentes nos venenos de A e F, grande concentragdo de proteinas
nas regidoes de 21, 37 e 50 kDa de A e J (Fig. 9). Observou-se ainda sob condi¢des nao-
redutoras, no veneno de B. atrox A a presenga de banda na regido de 19 e 150 kDa, ndo sendo
visiveis nas outras amostras. No entanto, a amostra de veneno de F apresentou bandas
proteicas nas faixas de 27, 53, 56 e 64 kDa. No perfil submetido a redu¢do com DTT,
observou-se maior concentragdo nas bandas de aproximadamente 23, 37 e 52 kDa. Também
notou-se a presenca de proteinas nas regides de aproximadamente 41 e 69 kDa no veneno de J
e F. A faixa aproximada de 14 kDa apresentou bandas, porem em menor intensidade se
comparado ao perfil reduzido. O veneno de B. atrox A, J e F, sob condi¢cdes ndo redutoras,
apresentou bandas proteicas majoritarias nas faixas de aproximadamente 80, 48, 23 e 21 kDa,

e bandas de 52, 23 e abaixo de 17 em condi¢des redutoras, como pode ser verificado na

Figura 17.
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Figura 17. Perfil eletroforético dos venenos brutos de B. atrox. Amostras em SDS-
PAGE: (PM) — peso molecular, (Ar) — Veneno Bruto de Adulto reduzido e (A) ndo
reduzido, (Jr) Veneno Bruto de Jovem reduzido e (J) ndo reduzido e (Fr) Veneno Bruto de
Filhote reduzido e (F) ndo reduzido.

Nos géis 2D SDS-PAGE podemos observar claramente os diferentes grupos das
classes de proteinas, demonstrando que ocorre variagdo ontogenética do perfil protéico nos
diferentes estagios de desenvolvimento dos espécimes da B. atrox, A, J e F.

Utilizou-se a 2-DE a fim de melhorar a separagdo de proteinas de B. atrox, em strip de
pH 3-10 NL utilizada para a focalizagdo isoelétrica (IEF).

Os padrdes de proteinas visualizadas por coloracdo com coomassie blue G250 foram
diferentes entre os perfis protedmicos de venenos obtidos a partir de adultos, jovens e filhotes
da B. atrox. A andlise de imagem também identifica diferencas substanciais relativas a varias
proteinas correspondentes nos perfis obtidos, sendo observado nos venenos de F e J grande
aumento de proteinas e isoformas nas faixa de 13 a 17 kDa, e no veneno de F a presenga
maior de grupos proteicos e isoformas nas faixas 30 a 70 kDa, entre os pIs 4,4 ¢ 5,9 (Fig. 18).

Os mapas dos proteomas dos venenos de B. atrox em trés diferentes estagios de
desenvolvimento, ou seja, F, J e A, apresentam andlise preliminar e comparativa das proteinas

dos géis obtidos confrontando-os entre si (Fig. 18).

Os grupos proteicos foram marcados por similaridade, como mostra a tabela 5.
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Tabela S. Classifica¢do proteica dos grupos presentes nos venenos de B. atrox.

1 2 3 4 5 6
k]l;.aatrox 1;5; - ]fa atroxp,i lei. atroxpl; GRUPOS *(i:]l)é,:cjo 2006 Classe Proteica
48-62 4,4-5,0 48-62 4,6-5,0 48-62 4,4-5.1 A 52 5,0
48-51 6,4-7,3 49-52 6,7-7,3 47-52 6,7-7,3 C 40-51 7,1-7,5
21-23 5,1-6,1 21-23 5,6-6,1 21-23 5,8-6,1 D 23-245,3-6,4
58-66 4,4-5.8 58-62 5,0-5,5 57-62 4,7-5,5 L 61-66 5,0-5,9 Metaloproteinase
48-52  5,0-5,4 46-52 5,0-5,6 49-53 4,7-5,6 M 51-53 5,4-5,7
31-39 7,4-5,3 30-36 4,7-5,5 30-36 4,7-5,6 (o) 36-37 5,2-5,4
41 5,1-56 41 5]1-56 41 5,1-5,6 P 38-40 5,8-6,2
58-62 5,5-5,8 60-66 5,6-59 58-62 5,6-5,9 B 55-61 5,9-6,2 LAAO
24-25 59-7,3 24-26 5,9-7,3 24-26 59-73 E 28-29 6,3-6,4
26-29 4,7-5,2 26-29 4,7-52 26-29 4,7-5,2 N 29-30 5,0-5,3 .
Serinoprotease
24-34 59-7,3 24-34 59-73 24-34 59-73 Q 32-34 6,3-7,4
27-28 6,0 26-28 5,9-6,3 24-36  5,9-6,3 R 29 6,5
27-30 6,3-7,3 26-28 6,3-7,3 26-28 6,3-7,3 F 28-29 7,1-8,1 CRISP
6,1-6,3 6,3-6,7 6,1-6,7 G 16 8,1
6,3-7,3 - - J 17 7.8
<17 7,3 <17 - <17 - K 17 7,8 Fosfolipases A,
- 5,6-5,8 6,7-8,0 Y 15 6,7
- 6,7-8,0 9,2-10,1 A 16 6,4-8,1
4,8 4,0-4,6 4,0-4,6 H 17 48
5,1-5,8 4,7-7,3 4,7-7,3 I 15 5,3
- 4,4-5,0 4,4-4,7 S 17 48
<17 - <17 4447 <17 4,447 T 15 4,8  Lectina tipo C
5,3-5,6 4,6-5,7 4,7-5,1 U 14 5,1-54
5,6-5,8 4,7-5,5 4,7-5,5 A\ 14 5,1-54
5,8-5,9 6,3-6,7 6,3-6,7 W 15 5,9-64
- - 13 5,9-64 13 6,3-8,0 X 13 5,6-6,3 VEGF
<17 - <17 7380 <17 92 z 17 78 |lectinatipoC

e NGF

As colunas 1, 2 e 3 mostram os dados obtidos dos serpentes de PVH-RO; coluna 4
classifica os grupos marcados no gel 2D; coluna 5 mostra os dados de perfil 2D de

serpentes das regides fronteirigas; coluna 6 classifica os grupos proteicos. *Adaptado de
Guércio e colaboradores (2006).

O grupo de seis pontos na regidao de 21 a 23 kDa, com pl entre 5,1-6,1, mais

abundantes nos adultos, grupo D, conjuntamente com o grupo de 48 a 66 kDa, com pl entre

4,4-5,8 dos grupos A, B, L e M. Nestas mesmas faixas de massa observam-se que nos filhotes
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e jovens ocorrem uma variacdo significativa quanto a expressdo de tais proteinas e suas
isoformas (figs. 19 e 20). O grupo P aparece no veneno de F na faixa de peso
aproximadamente de 41 kDa com pl entre 5,1-5,6.

A presenca de polipeptidios e isoformas com massa molecular proxima a 17 kDa
demonstra maior potencial bioativo no arsenal do veneno de filhotes e jovens. Nesta regido
encontra-se, provavelmente, as fosfolipases A, (PLA;), peptideos potencializadores de
bradicinina (BPPs), lectinas do tipo-C, fator de crescimento de endotélio vascular (VEGF), e
fator de crescimento de nervo (NGF).

O VEGF do grupo X apresenta massa proxima de 13 kDa, com pl entre 5,6-8,0,
evidenciando-se sua presenca em venenos de J e F, caracteristica de variagdo ontogenética e
sua abundancia diminui durante o processo de desenvolvimento da serpente, ndo sendo
aparente no gel de veneno de serpentes de Adultas (Fig. 22).

As proteinas secretoras ricas em cisteina (CRISPs) foram observadas em maior
quantidade no veneno de F com peso entre 26-28 kDa e pl entre 6,3-7,3.

Proteinas do grupo C, cujas massas moleculares sdo proximas as do grupo A,
apresentam valores mais elevados de pl 6,7-7,3, quando comparado aos pls do grupo A.
Diferentemente do grupo A, as proteinas do grupo C sdao muito mais abundantes em filhotes
que adultos, como mostrado na figura 21.

Observa-se também que o grupo N apresenta variacdo com relagdo ao seu peso
molecular, entre 26-29 kDa em venenos de F e J, com pl entre 4,7-5,2, € em veneno de A com
peso molecular entre 32-38 kDa com pl entre 4,4-5,0. Ainda na mesma classe de proteinas os

grupos E, Q e R, se apresentam entre 24-34 kDa, com pl entre 5,9-7,3

Figura 19. Detalhes do gel 2D-SDS-PAGE do grupo D (metaloproteinases), com 21-23kDa e pl
5,1-6,1 em veneno de A ¢ pl 5,6-6,1 em venenos de J ¢ F.
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Figura 20. Detalhes do gel 2D-SDS-PAGE do grupos A, L e M (metaloproteinases), com 48-
62kDa e pl 4,4-5,8. Grupo B (LAAO) 58-66kDa e pl 5,5-5.9.

PM
P64 67 c5
48
-

A
pll6,4 67 5
49

J

1 67 7,3

47

F

Figura 21. Detalhes do gel 2D-SDS-PAGE do grupo C (metaloproteinases), com 47-56kDa e pl
6,7-7,3.

pI 5,5 5,7 5,9 6,3 PM
13
- - J| 13
— —_
pl 5,7 5,29 6.3 6,2 7,3 13
: F

Figura 22. Detalhes do gel 2D-SDS-PAGE do grupo X (VEGFs). As ampliacdes mostram as
variagdes proteicas nas bandas de acordo com a idade das serpentes, o grupo X € caracteristico de
variagdo ontogenética. Apresentando 13kDa e pl 5,6-8,0, nos venenos de J e F.
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4.3. Cromatografia Liquida de Alta Performace de Fase Reversa

Fracionou-se o veneno bruto de Bothrops atrox em Cromatografia Liquida de Alta
Performace de Fase Reversa (RP-HPLC) e obteve-se perfis reprodutiveis, resultando nas
eluicdes de 29 fragdes de veneno de A e J, e 28 fragdes de veneno de F. As fragdes
majoritarias nas figuras 23, 24, 25, referem-se aquelas que podem apresentar algum tipo de
atividade bioldgica e farmacologica. O perfil cromatografico obtido de 5 mg de veneno bruto,
em coluna C18 de fase reversa foi similar entre os venenos brutos de A, J e F de Bothrops
atrox, revelando diferencas hidrofilica / hidrofébica e diferencas quantitativas entre as
fragdes, como ¢ mostrado na figura 14. Na andlise dos perfis cromatograficos das amostras
nota-se que ocorre um deslocamento das proteinas para a parte mais hidrofilica da amostra de
veneno de F para a amostra de veneno de A, e também observou-se os diferentes arranjos
proteicos apresentados nas figuras 23, 24, 25 e 26.

Nos perfis dos venenos de B. atrox A, J e F, pode-se observar a presenca de
determinados grupos de proteinas com a ajuda do SDS-PAGE e seu respectivo pico
cromatografico.

No perfil do veneno de A observou-se a presenga de PIII-SVMP por similaridade do
SDS-PAGE nos picos 28 e 29 que aparecem com massas entre 48 e 51 kDa, nos picos 15, 25
e 27 observamos a presenca de PI-SVMP com massa entre 23 e 25 kDa. Nos picos 16, 18, 22,
23 e 24 observamos a presenca de serinoproteases com massas entre 25 e 41 kDa. As lectinas
sdo observadas no pico 17 com massa proxima de 32 kDa. Nos picos 22, 23 e 25 presencia-se
a LAAO com massa entre 52 e 60 kDa. As CRISPs sdo observadas nos picos 12, 13 e 14 com
massas entre 25 e 27 kDa. As PLA;s aparecem nos picos 18, 28 e 29 com massa proxima de
17 kDa.

No veneno de J observa-se a presenca das classes PI e PIII de metaloproteases por
similaridade do SDS-PAGE nos picos 17 € 26 com massa entre 23 e 25 kDa, e nos picos 23 e
29 aparecem com massas entre 48 e 51 kDa, respectivamente. Nos picos 15, 19, 22, 23, 28 ¢
29 observou-se a presenca de serinoproteases com massas entre 25 e 41 kDa. As lectinas sdao
observadas no pico 22 com massa proxima de 32 kDa. Nos picos 23 e 29 presencia-se
também a LAAO com massa entre 52 ¢ 60 kDa, além das SVMP. As CRISPs sao observadas
no pico 14 e 15 com massas entre 25 e 27 kDa. As PLA;s aparecem nos picos 15-17, 23, 25-
29 com massa entre 13 e 17 kDa.

No veneno de F observa-se a presenca de PIII-SVMP por similaridade do SDS-PAGE

nos picos 21, 23-28 aparecem com massas entre 48 ¢ 51 kDa, nos picos 16 e 21 observamos a
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presenca de PI-SVMP com massa entre 23 e 25 kDa. Nos picos 11, 13, 18-20 e 26 observou-
se a presenga de serinoproteases com massas entre 25 e 41 kDa. As lectinas sdo observadas
nos picos 18, 19 com massa proxima de 32 kDa. Nos picos 23 e 26 presenciamos a LAAO
com massa entre 52 e 60 kDa. As CRISPs sdo observadas nos picos 11 e 15 com massas entre
25 e 27 kDa. As PLA;s, provavelmente, aparecem nos picos 14, 15, 19, 23, 24, 27 e 28 com
massa entre 13 de 17 kDa.
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Concentracao de B (%)
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Na andlise dos perfis cromatograficos das amostras notamos que ocorre deslocamento
hidrofobico das proteinas em decorréncia do desenvolvimento ontogenético das serpentes,
também observamos os diferentes arranjos proteicos variando a classe das proteinas e
peptideos produzidos (Figuras 23; 24; 25 e 26). A parte inicial do gradiente de acetonitrila
(ACN) da cromatografia de fase reversa resolve peptideos e proteinas pequenas (0,4 - 7 kDa),

que ndo seriam recuperados a partir de uma separacao bidimensional de eletroforese.

Na analise dos graficos observa-se as porcentagens dos picos relativos em cada
corrida, esta apresenta um deslocamento hidrofébico com o desenvolvimento das serpentes,
que fica demonstrado uma mudanga nas -caracteristicas proteicas e peptidicas dos
componentes dos venenos. Tais alteracdes podem ser visualizadas nos perfis cromatograficos

pelo tempo de reteng@o dos picos proteicos (Fig. 26).
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4.2.1 Cromatografia Por Exclusao Molecular

A eluicdo em coluna Superdex Peptide 10/300 GL apresentou o cromatograma
representado nas figuras 27 e 28, que mostra as fragdes obtidas em uma corrida de 60 min, na
primeira fracdo (A7-B12) estdo as proteinas de alta massa e restante originando 6 fragdes
(B11-B9; B8-B7; B6-BS5; B4; B3-B1 e C1-C7) onde predominam os peptideos.

A fracdo B11-B9 inicialmente foi a que apresentou o peptideo de massa 1384,7 m/z,

que foi sequenciado e caracterizado por similaridade com os BPPs de outras serpentes do

género Bothrops.

-

b [ =G 200 250 EEG) S

Figura 27. Fracionamento de 50 mg do veneno de B. atrox A em coluna peptide 10/300 GL,
com tampao Tris-HC1 20 mM, pH 7,4, com fluxo de 1 mL por minuto. Obtendo-se 7 fragdes
distintas e analisando-se a fragdo B11-B9 (28-34 min). O conjunto de BPPs foi identificado
nesta fra¢do (area em destaque). Em azul mostra perfil em 215nm e em vermelho 280nm.
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Figura 28. Fracionamento de 50mg do veneno de B. atrox J em coluna peptide 10/300 GL,
com tampdo Tris-HCI 20 mM, pH 7,4, com fluxo de 1 mL por minuto. Obtendo-se 7 fragdes
distintas e analisando-se a fracdo B11-B9 (28-34 min). O conjunto de BPPs foi identificado nesta
fragdo (area em destaque). Em azul mostra perfil de 215nm e em vermelho de 280nm.
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4.3. Espectrometria de Massa — MALDI

Espectrometria de Massa (MS) ¢ uma técnica usada para determina¢do da massa
molecular de peptideos e proteinas. Nestas andlises iniciais temos o valor de m/z e intensidade
dos picos das fracdes peptidicas previamente purificadas do veneno de A e J (Figs. 27 e 28).

Os perfis de massas moleculares caracteristicos dos venenos de B. atrox A e J, foram
obtidos por meio de andlises de espectrometria de massa em sistema MALDI-TOF de cada
uma das fragdes cromatograficas obtidas dos respectivos fracionamentos. A tabela 4 apresenta
os cinco peptideos detectados no veneno de A e J, separados por faixas de massa (m/z).

As massas obtidas por fragdo cromatografica em fracionamento por RP-HPLC/C-18
do veneno bruto de B. atrox A, J e F, geraram dados obtidos a partir de analise utilizando
espectrometro de massa MALDI-TOF/TOF, nos modos refletor (matriz a-ciano-4-hidroxi-
cindmico) e linear (matriz acido sinapinico), com intervalo de faixa de 500 a 7.000m/z ¢ 6.000
a 70.000 m/z.

O espectro de massa (MALDI-TOF?) dos venenos de Bothrops atrox A (fig. 29) e J,
previamente fracionados em sistema HPLC em coluna de exclusdo, apresentou valores em
m/z de possiveis peptideos presentes no veneno ionizadas, entre elas os peptideos de
interesse, matriz de ionizagdo acido-a-ciano-4-hidroxicindmico, operado no modo reflectron,
power 85. O espectro mostrou peptideo de massa 1384,84 Da, que foi sequenciado e

caracterizado por homologia com outras BPPs. Os demais peptideos serdo analisados

posteriormente.
90
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Figura 29. Espectro de massa (MALDI-TOF?) do veneno de Bothrops atrox A previamente
fracionado em sistema HPLC. O espectro mostra valores em m/z possiveis de peptideos presentes
no veneno ionizadas, entre elas os peptideos de interesse. O espectro mostra peptideo(*) de massa
1384,84 Da foi caracterizado por homologia como um BPP.
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No sequenciamento pelo método De novo, no sofiware pep-seq. Pode-se verificar a
apresentacdo da fragmentacdo do ion de 1384,73 m/z com seus respectivos aa representados
em azul a série B e em vermelho a série Y. O peptideo identificado possui 12 aa, e seu N-
terminal ¢ bloqueado, com o 4cido piroglutdmico (Z) (Fig. 30). Por homologia (Tabela 6)
identificou-se um BPP (Fig. 31). Ao todo foram identificados 5 BPPs, como mostra a tabela
5. A andlise por espectrometria de massa das fragcdes cromatogréaficas revelam um pico de alta
intensidade de ion duplamente protonado a 692,8732 m/z [M** H]. O ion foi selecionado e
submetido a colisdo induzido por dissociacdo (CID) com gas argdnio resultando num espectro
de massa (Fig. 30), o qual foi submetido a identificagdo de A", B", e y" do tipo de fragmentos
de diagndstico e ions imoOnios para sequenciamento do peptideo pelo método de novo (ver
Tabelas 1 e 2 do anexo). A andlise revelou um peptideo de 12 residuos rico em prolina [Pyr-
Lys-Trp-Pro-Arg-Pro-Gly-Pro-Glu-Ile/Leu-Pro-Pro] com dois residuos de prolina
consecutivos conservados na regido C-terminal, uma caracteristica do BPP da familia de
inibidores da ECA, e um N-terminal do &cido piroglutdmico (Pyr), o que pode ser derivado a
partir de residuos de acido glutamico ou glutamina, tal como observado em outros estudos dos
BPPs dos venenos descritos de serpentes da espécie Bothrops. A massa medida do peptideo
monoisotdpico (1.384,7386) e teodrica (1.384,7378) foram muito semelhantes, mostrando uma
exatiddo de massa de 0,6 ppm, o que também foi observado para o diagndstico de fragmentos
de ions identificados (ver tabela 1 e 2 do anexo), mostrando assim a elevada precisdo da
andlise. O BPP foi nomeado BPP-BAX12 sendo o primeiro peptideo pertencente a familia
BPP, um inibidor da ECA, descrito para Bothrops atrox.

Tabela 6. Massa dos cinco novos BPPs da espécies Bothrops atrox de PVH.

Veneno de A (Da) Veneno de J (Da)
691,21 1074,99
1116,54 1116,56
1146,55 1146,55
1384,39% 1384,67*

* BPP que apresenta-se sequenciada.
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Figura 30. Espectro da Dissociagiio induzida por colisido espectro de BPP-BAX12. A sequéncia
deduzida é mostrada na parte superior do perfil de MS/MS. A inser¢do mostra a sequéncia do peptideo
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Figura 31. Sequenciamento pelo método De novo,

no software PepSeq. Apresentacdo

da

fragmentacdo do ion de 1384,7 m/z com seus respectivos aa representando em azul a série B e em
vermelho a série Y. Possui 12 aa, e seu N terminal ¢ bloqueado, com o acido piroglutdmico.



70

Tabela 7. Alinhamento de sequéncias entre BPP-BAXI12 e Piroglutamato/peptideos
potencializadores de bradicinina (BPPs) sequéncias de outras espécies do género Bothrops.

BPP Nome Sequencia Espécie Bothrops Referéncia
BPP-BAX12 ZKWPRPGPEIPP Bothrops atrox COUTINHO-NETO
- ZKWPRPGPEIPP B. moojeni MENIN et al., 2008
- ZNWPRPGPEIPP B. moojeni MENIN et al., 2008
BPP3 BOTNU, WERMELINGER
BPP13_BOTLC, B. neuwiedi, B. moojeni, B. 1998: SOUZA et al
- ZGGWPRPGPEIPP ’ -
BPP13_BOTER, leucurus, B. erythromelas, B. 2008; CINTRA et al.,
BPP13_BOTAL, BNP_BOTIN, alternatus, B. insularis, B. jararaca, 1990; HAYASHI et
BNP2_BOTJA, BNP1_BOTIJA, B. insularis, B. jararacussu al., 22103?2(1;01ng et
Q8QGY0_BOTIN, BNP_BOTJR S
#
BPP-13a ZGGWPRPGPEIPP B. cotiara, B. fonsecai Ti?Hél(\)/[l’; et
BPP-13b ZGGLPRPGPEIPP B. cotiara, B. fonsecai

"Nome de entrada no UniProtKB.
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5. DISCUSSAO

A dosagem de proteinas pelo método de Bradford demonstrou uma recuperagdo
proteica da ordem de 88 a 100% em relagdo aos venenos pesados da espécie B. atrox. Como
descrito por FURTADO e colaboradores em 1991, o teor proteico verificado foi de 90% de

recuperagdo e similar ao apresentado para diferentes venenos botropicos.

Os venenos de serpentes evoluiram a partir de um conjunto restrito de genes comuns
recrutados e transformados em toxinas na glandula de veneno, precocemente durante a
evolugao de répteis Squamata (FRY et al., 2006; 2009). Consequentemente, os proteomas de
venenos de serpentes existentes pertencem a apenas um grupo de familias de proteinas
importantes (CALVETE et al., 2007; 2009; CALVETE, 2010a), e assim a fenotipagem do
veneno permite a rapida comparacao de perfis de toxinas e a classificacdo precisa das fragdes
cromatograficas em familias de toxinas, sem a necessidade de caracterizagdo estrutural

extensa (CALVETE, 2010b).

A serpente Bothrops atrox ¢ endémica da regido amazodnica sendo encontrada no
perimetro da zona de Porto Velho. Os espécimes estudados foram capturados na regido das
hidrelétricas de Rondonia e proximas a capital, entre 2009 e 2011. Os ensaios de atividades
biologicas demonstraram que os venenos de animais em desenvolvimento, sendo J e F,
possuem alto potencial hemolitico, miotoxico e hemorrdgico, sendo duas vezes mais potentes
que o veneno de B. atrox Adulta. Em humanos, o envenenamento por mordedura pela B.
atrox provoca efeitos locais tais como edema, hemorragia e necrose local, além de efeitos
sistémicos, incluindo alteragdes na coagulagdo do sangue e véarios tipos de sangramento
distante do local da picada (SILVA et al., 2003). Alteragdo da hemostasia arterial e trombose
sdo em grande parte causadas por proteinases, especialmente metalo e serinoproteinases que
correspondem a um dos principais componentes de venenos de serpentes do género Bothrops
(MATSUI et al., 2000). Mudangas ontogenéticas na dieta ¢ na composi¢do do veneno sdo
caracteristicas frequentemente observadas em espécies deste género (ANDRADE et al.,

1996).

Os venenos de B. atrox F e J sdo mais hemorragicos, apresentando maior atividade do
que os de espécimes adultos, enquanto o jovem tem maior atividade hemolitica indireta, ou

seja, maior atividade de fosfolipase A,. Ainda apresentam maior numero de bandas com
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moléculas de altas massas no perfil eletroforético do que venenos de exemplares adultos.
Estes resultados estao de acordo com observacdes anteriores efetuadas com o veneno de B.

atrox do Brasil (MEIER, 1996).

O veneno altera o tempo de coagulagdo (TC) por possuir uma agao sobre os fatores de
coagulacdo. Os componentes do veneno clivam o fator X ou fator II (protrombina) da cascata
de coagulacdo, denominados como ativadores do tipo pro-coagulantes, gerando trombina, que
por sua vez hidrolisa o fibrinogénio em fibrina. No entanto, os ativadores do tipo trombina-
simile sdo aqueles que clivam diretamente o fibrinogénio em fibrina, sem a necessidade de
geracdo de trombina. Serpentes do género Bothrops apresentam tais caracteristicas em seus
venenos, eles diminuem o TC, por atuarem sobre fatores da cascata de coagulacdo, sobre a
trombina ou sobre o fibrinogénio diretamente (GUTIERREZ; CHAVES, 1980c;
GUTIERREZ et al., 1984; QUEIROZ; PETTA, 1984; BRAUD et al., 2000). Evidenciando a

melhor atividade do veneno de B. atrox F, sobre os demais venenos testados.

O perfil eletroforético dos venenos de B. atrox revelaram sob condig¢des ndo redutoras
a presenca de bandas proteicas majoritarias nas faixas de 92, 52, 37 e 21 kDa nos venenos
estudados. As bandas mais intensas no veneno de espécimes adultos de B. atrox
corresponderam a proteinas de 23 e 50 kDa, que sdo provavelmente as metaloproteinases. Nos
filhotes e jovens, observa-se ainda maior quantidade de proteinas na faixa dos 30 kDa e nas
faixas abaixo de 17 kDa, como previamente demonstrado por SDS-PAGE por outros autores
(LOPEZ-LOZANO et al., 2002; GUERCIO et al., 2006). Confirmou-se na analise realizada
que o perfil protéico de B. atrox altera-se significativamente com o envelhecimento do animal
e sua localizacdo geografica, em decorréncia da diferenciacdao do seu habitat e dieta alimentar.
A variagdo ontogenética na composi¢do do veneno de serpente foi demonstrada numa série de
espécies. Em alguns casos, venenos de espécimes filhotes e jovens tém maior toxicidade do
que aqueles provenientes de amostras de adultos, como demonstrado, em Crotalus durissus na
América Central (LOMONTE et al., 1983; GUTIERREZ et al., 1991; SALDARRIAGA et al.,
2003). Outras espécies de Bothrops do Brasil apresentam maior toxicidade em espécimes

adultos (FURTADO et al., 1991).

As metaloproteinases de veneno de serpente (SVMPs) sdo classificadas em quatro
grupos (PI para PIV) com base em sua massa molecular, estrutura de dominios e intensidade

hemorragica. Grupo PI-SVMPs consiste de metaloproteinases que contém apenas o dominio
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de protease, tém massas moleculares variando de 20-30 kDa e atividade hemorragica fraca. O
grupo PII-SVMPs ¢é composto de 30-60 kDa proteinas que contém tanto o dominio protease o
semenhante a desintegrina. Proteinas do grupo PIII-SVMPs incluem um dominio rico em
cisteina, e as proteinas PIV-SVMPs contém um dominio adicional de lectina-/ike (FOX e
BJARNASON, 1995; FOX e SERRANO, 2005; DU et al, 2006). Os venenos de B. atrox de
F e J apresentam uma maior atividade hemorragica, demonstrando a presenga, por SDS-
PAGE, de proteinas entre 30 e 70 kDa, o que pode sugerir predominio de metaloproteases
hemorragicas das classes PII e PIII. Na literatura as PI-SVMPs sdo descritas como proteinas
de baixa atividade hemorragica por exibirem um unico dominio proteolitico apresentando
massas moleculares a partir de 20 a 30 kDa (LOPES et al., 2009). Alguns exemplos sao
representados pelas Batroxase de 22,9 kDa de Bothrops atrox (CINTRA et al., 2012); BnP1
de 24 kDa de B. neuwiedi (BALDO et al., 2008), BlaH1 de 28 kDa de B. lanceolatus
(STROKA et al., 2005), leucurolysin-A de 23 kDa de B. leucurus (GREMSKI et al., 2007),
atroxlysin-I de 23 kDa de B. atrox (SANCHEZ et al., 2010), e a BJSSUMP-II de 24kDa de B.
jararacussu (MARCUSSI et al., 2007).

E possivel que a variagdo da localizagio geografica influencie na composi¢io do
veneno pela sele¢do natural de presas na alimentagdo local (DALTRY et al., 1996; PIFANO e
RODRIGUEZ-ACOSTA, 1996). Outros autores relataram que uma mesma espécie de
serpente, que vive em diferentes locais difere na sua composicdo quimica e toxicidade do
veneno (YANG et al., 1991). Por exemplo, o veneno de serpente tigre (Notechis scutatus) de
Mount Gambier e Melbourne e também, uma outra populacdo no Lago Alexandrina no sul da
Australia, teve componentes neurotdxicos (notexin e scutoxin) pré-sinapticos, que variaram
em suas quantidades proporcionais, assim como observado para as B. atrox dispersas no eixo
fronteirigo transamazonico abrangendo o Brasil, Colombia, Venezuela, Equador e Pert

(NUNEZ et al., 2009; CALVETE et al., 2011).

Demonstrou-se claramente em trabalhos anteriores (YANG et al., 1991; COVINATO
et al., 1998; NUNEZ et al., 2009; CALVETE et al., 2009; CALVETE et al., 2011) que a
variagdo da localizagdo geografica tem notoria contribui¢do para a diferenciagdo da
quantidade proteica presente nos venenos das serpentes estudadas neste trabalho, e

corroboram para a apreciagcdo das variagdes ontogenéticas intra e inter espécimes.
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Além disso, a SDS-PAGE e perfis de proteinas de HPLC dos venenos variaram entre
os trés estagios de desenvolvimento analisados (fig. 18). Duas proteinas de 23 e 50 kDa,
respectivamente, que estavam presentes em maiores quantidades em venenos de B. atrox A,
foram identificadas como metaloproteinases (fig. 19). Observou-se ainda que o veneno de B.
atrox J e A, no gel ndo reduzido, apresentaram bandas na faixa de 37 kDa em quantidade
maior que nos venenos de Filhote. Entre outros fatores, a composi¢ao de venenos de serpentes
¢ afetada pela idade dos animais. Um estudo comparativo da atividade proteolitica e perfis de
proteinas de venenos de F, J e A de espécimes de Bothrops atrox capturados na floresta
amazoOnica brasileira foi relatado previamente (GUERCIO et al., 2006; KOHLHOFF et al.,
2012) sendo observado a variagcdo relevante nas quantidades de proteinas e suas isoformas
expressas na peconha dos animais com diferentes idades. Lopez-Lozano e colaboradores
(2002) demonstraram que venenos de B. atrox F e J apresentaram maior atividade de
coagulacdo do plasma humano em comparacdo com venenos de espécimes Adultas. Os trés
venenos de B. atrox avaliados hidrolisam os substratos NBD-PC e NBD-PA, sendo o veneno
de espécimes F o mais potente sobre ambos os substratos de fosfolipidios fluorescentes, os
venenos apresentaram melhor atividade para hidrolisar NBD-PC em pH de 7,5, que esta de
acordo com o trabalho de diversos autores (STOCKER ¢ BARLOW, 1976; HOLLEMAN e
WEISS, 1976; BANERIJEE et al., 1960; LEITE et al., 1992).

Um estudo independente de espécimes de B. atrox da floresta amazdnica colombiana
mostrou que venenos de espécimes F e J causaram maior letalidade e possuiam maiores
atividades hemorragica e coagulante, do que venenos de espécimes Adultas. As diferencas nas
atividades foram atribuidas ao aumento da quantidade de proteinas de elevado peso
molecular, provavelmente, também metaloproteinases (SALDARRIAGA et al., 2003).
Analisando em conjunto, estas e outras evidéncias publicadas indicaram que alteracdes no
proteoma do veneno durante o desenvolvimento ontogenético pode influenciar sua atividade
biologica (CHIPPAUX et al., 1991; DALTRY et al., 1996; CALVETE 2009; FRY et al.,
2009; CALVETE et al., 2011). Neste trabalho, apresentou-se uma andlise comparativa do
proteoma do veneno de B. atrox de espécimes F, J e A, que permite identificar as proteinas,
cuja expressao diferencial durante o desenvolvimento ontogenético pode ser correlacionada
com as propriedades previamente relatadas do veneno (LOPEZ-LOZANO et al., 2002;
SALDARRIAGA et al., 2003).
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A andlise comparativa protedmica detalhada do veneno de B. atrox F, J e A da regido
de Porto Velho revelou mudangas ontogenéticas significativas nessas populagdes geograficas.
A variagdo ¢ particularmente notavel, em relagdo ao equilibrio entre duas das familias de
proteinas de venenos mais comuns, isto €, metaloproteinases e PLA,s (Figs. 17 e 18). Entre as
serpentes B. atrox, as amostras de filhotes expressaram no seu veneno, maior quantidade de
PIII- e PI-SMVP, uma proporc¢ao maior de PLA;s, apresentando também algumas moléculas
que ndo foram observadas nos adultos na faixa molecular abaixo de 17 kDa e entre 23 e 35
kDa. A variacdo ontogenética do veneno pode dotar as serpentes adultas com a capacidade
para se adaptar a diferentes nichos ecologicos e disponibilidade de presas. A mudanga
ontogenética correlaciona-se com as caracteristicas bioquimicas e perfil farmacologico dos
venenos de espécimes recém-nascidos e juvenis, para os quais a alimenta¢do com presas de
grande porte pode ser perigosa para uma serpente pequena, se esta ndo for liberada
imediatamente ap6s a mordedura. Bothrops Jovens (B. asper € B. atrox) apresentaram maior
letalidade, atividade hemorragica, edematogenica e coagulante do que venenos de serpentes
adultas, as quais apresentam maior atividade de fosfolipase A, (SALDARRIAGA et al.,
2003). Essa variacdo ontogenética vem mostrando que a exigéncia de veneno para subjugar a
presa pode mudar com a idade da serpente. O teor mais elevado de PIII-SMVP nos venenos
de filhotes do que naqueles de espécimes adultos estd de acordo com a sua atividade
hemorragica mais potente, como previamente relatado (GUTIERREZ et al., 1980; CHAVES
et al., 1992) e o menor teor de PLA,s homdlogas basicas, relacionado com sua menor
atividade miotoxica (GUTIERREZ et al., 1980). No entanto, no veneno dos filhotes de B.
atrox de PVH, a atividade miotdxica foi maior em comparacdo com a atividade de exemplares
adultos (Fig. 5). Provavelmente porque a quantidade de isoformas destas proteinas

miotdxicas apresentaram maior quantidade.

Apenas um pequeno numero de sequéncias completas de proteinas de B. atrox estdo
atualmente disponiveis em base de dados, e, por conseguinte, o ambito da identificacdo de
proteinas é ainda muito limitado (GUERCIO et al., 2006). As 29 fracdes isoladas por RP-
HPLC a partir dos venenos de B. atrox A, J e F (Fig. 26), constituem pelo menos de 21
proteinas e algumas isoformas (Figuras 23, 24, 25), que pertencem a 7 grupos diferentes de
proteinas (Fig. 18, Tabela 5). As familias de proteinas principais sio SVMPs, incluindo as
classes PI e PIII, que sdo proteinas majoritarias do veneno total. Em um sentido estrito, os
montantes calculados pela relacdo corresponde a "uma porcentagem do total de ligagdes

peptidicas na amostra", que ¢ uma boa estimativa da percentagem em peso (g/100 g)
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particularmente de um componente do veneno (CALVETE et al., 2007). Este procedimento
permite a recuperagdo quantitativa de todos os componentes do veneno compreendidos na
faixa de massa molecular aparente de 7-150 kDa que podem ser separados por 2D-SDSPAGE
convencional (CALVETE et al, 2007). Grupos de outras proteinas encontradas em
proporgoes significativas sao as PLAss, serinoproteinases (SVSPs) e LAAOs, e trés familias
de proteinas menores: desintegrinas, CRISP e Lectinas tipo C. Este resultado esta de acordo
com alguns estudos protedmicos previamente realizados com o veneno de B. atrox do Estado
da Amazonia, no Brasil (GUERCIO et al., 2006; NUNEZ et al., 2009; KHOLHOFF et al.,
2012). Sabe-se que algumas populagdes de Bothrops tém variagdo ontogenética presentes nos
Seus venenos (GUERCIO et al., 2006; LOPEZ-LOZANO et al., 2002) que ¢ particularmente
evidente entre as espécies que possuem uma ampla distribuicdo geografica. Com base na
analise dos peptideos por PMF foram classificados os pontos dos mapas 2-DE em 27 grupos
(GUERCIO et al., 2006). A maior parte dos grupos e aqueles com maior nimero de pontos
correspondem a SVMP e SVSPs. Este resultado concorda com o fato de que venenos de
espécies de Bothrops sdao hemotoxicos e promovem hemorragia, edema local e extensa

necrose (OROPEZA et al., 2000).

A composi¢do protedmica de venenos de serpentes modificam-se com a idade e,
portanto, o estagio de desenvolvimento do organismo que doou a amostra, deve ser levado em
consideragdo. Para este fim, realizou-se uma andlise comparativa de proteomas de B. atrox em
trés estdgios de maturidade. Para nosso conhecimento, esta andlise vem corroborar para o
entendimento do proteoma do veneno de serpentes associado com o desenvolvimento
ontogenético, embora outros estudos protedmicos em venenos dessa espécie e de outras
serpentes tenham sido publicados anteriormente (LI et al., 2004; SERRANO et al., 2005;
GUERCIO et al., 2006).

Utilizou-se a 2-DE a fim de otimizar a separacdo de proteinas de B. atrox, fita-gel de
gradiente ndo-linear de pH 3-10 executado-se os procedimentos da focalizacdo isoelétrica
(IEF). O gradiente nao linear, apresenta uma resolucdo de proteinas 4acidas melhor
(GUERCIO et al., 2006). O aparelho IPGphor da GE Healthcare foi utilizado para a etapa de
IEF. Para a segunda dimensao, os géis de gradiente utilizados para obtencdo do mapa 2-DE

foram de 12% em acrilamida, que apresentaram uma boa resolugao das proteinas em seus pls.
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Primeiramente, a andlise dos géis 2-DE mostraram que os venenos de B. atrox da
regido de PVH, apresentam proteomas diferentes em determinadas faixas de pl e massa. Nas
faixas de 23, 50 e 52 kDa entre os pls 5,5-6,1; 6,3-8,0 e 4,7-4,9, ha indicativo da presenca de
metaloproteinases, possivelmente PI- e PIII-SVMP, nas trés amostras, essas proteinas podem
ser consideradas marcadores moleculares do veneno de B. atrox, sendo que as proteinas com
23 e 52 kDa estdo mais abundantes no veneno de A, as proteinas com 50 kDa estdo mais
evidenciadas no veneno de F. Outros marcadores ontogenéticos, como os VEGFs com massa
aproximada de 13 kDa aparecem somente nos venenos de J e F, entre os pls 5,9-6,3 e 6,3-7,3
respectivamente. Estes dados estdo de acordo com os resultados obtidos por Guércio e
colaboradores (2006), entretanto ocorrem variagdes dos pIs mencionados. O perfil do veneno

de F de PVH ¢ rico em isoformas apresentando um perfil diferenciado intra e inter espécimes.

A identificacdo de cinco BPPs presentes no veneno de B. atrox adultas e jovens indica
que pouca atengdo foi atribuida para tais moléculas até o momento. A sequéncia confirmada
de forma inédita: ZKWPRPGPEIPP, com 1384,65 m/z, apresenta alta precisdo na elucidagdo
dos residuos de AAs. Nunez e colaboradores (2009) descreveram por shotgun a seguinte
sequéncia: ZKWPRPGPEIPP, 1385,1 m/z, pertencente a B. atrox das regides de Medellin,
Colombia e Amazdnia brasileira. Portanto, quatro novas BPPs foram identificadas neste
trabalho, e uma foi sequenciada minuciosamente e nomeada como BAX12 (COUTINHO-
NETO et al., 2013). Os BPPs interferem na homeostase da circulagdo sanguinea, a principio
inibindo a atividade da ECA. Dessa forma, a aquisicdo de tal diversidade de isoformas de
BPPs bioativas no veneno deve proporcionar uma vantagem evolutiva além de refletir as

variagdes ambientais, como, por exemplo, as experiéncias alimentares.

No entanto, o papel adaptativo das variacdes ontogenéticas observadas na composi¢ao
dos venenos e acdes, permanece indefinida. A B. atrox ¢ considerada uma generalista, em sua
dieta  principal inclui pequenos mamiferos e aves, mas também sapos e lagartos
(CAMPBELL e LAMAR, 2004; MARTINS et al 2002). A maioria das espécies de Bothrops
juvenis alimentam-se de animais ectotérmicos principalmente, mas mudam para presas
endotérmicas quando atingem um tamanho suficiente para engolir roedores, marsupiais, aves
e outras presas maiores (CAMPBELL e LAMAR, 2004). Mudangas na letalidade do veneno
para certos tipos de presas seguem esta tendéncia geral (MARQUES et al., 2002).
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No Brasil, as doengas cardiovasculares tém causado um impacto negativo na
qualidade de vida da populacdo. Essas doengas sdo responsaveis por 65% dos obitos
ocorridos, segundo a Sociedade Brasileira de Hipertensao Arterial. Apesar da disponibilidade
no mercado de mais de 75 agentes anti-hipertensivos divididos em 9 classes, o controle da
pressdo arterial de cada paciente estd ainda aquém do desejado (ISRAILI et al., 2007). O
captopril foi desenhado com base na estrutura dos BPPs, potentes inibidores da ECA,
descobertos no veneno de serpente brasileira Bothrops jararaca (FERREIRA et al., 1970). A
biotecnologia vem buscando a cada ano produtos bioativos provenientes de moléculas
bioldgicas, como por exemplo: veneno de serpentes, com potencial farmacologico a fim de
obter drogas mais eficientes e que possam induzir menos efeitos colaterais visando melhorar a
qualidade de vida das pessoas acometidas por patologias, como as decorrentes da hipertensdo

e problemas vasculares.

Por outro lado, necessita-se de um aprimoramento dos antivenenos, segundo Gutiérrez
e colaboradores (2009) e Segura e colaboradores (2010), apesar das diferengas nas misturas
de venenos utilizados na imunizagdo de animais para a producdo destes antivenenos, estudos
pré-clinicos revelaram um grau elevado de protecdo cruzada, de varios antivenenos anti-
botropicos contra venenos heterdlogos ndo incluidos nas misturas imunizantes. No entanto,
Queiroz e colaboradores (2008) relataram evidéncia in vitro, indicando que o soro utilizado
para terapia humana no Brasil ndo pode neutralizar completamente as atividades tdxicas
presentes em todos os venenos de serpentes do género Bothrops, sugerindo que para a
preparacdo de um antidoto universal botrdpico, outros venenos devem ser incluidos na
mistura de imuniza¢do. Dada a ampla variagdo geografica de B. atrox e a variabilidade
quimica do seu veneno, os pesquisadores e médicos sdo aconselhados a especificar a origem
geografica dos espécimes/venenos investigados e os sintomas relatados para o envenenamento
ofidico. Os antivenenos podem ser melhorados utilizando-se abordagens vendmicas que
possam selecionar candidatos para imunizagdo (GUTIERREZ et al., 2009) ou epitopos
selecionados baseados na estrutura para concepcdo de anticorpos de elevada afinidade

(FERREIRA et al., 2006).

Segura e colaboradores (2010) observaram uma elevada extensdo de neutralizacdao
cruzada de antivenenos “poliespecifico viperideo”, fabricados em sete laboratérios de seis
paises da América Latina, contra os venenos de cinco espécies de Bothrops clinicamente

relevantes na regido. Sobretudo, faz-se necessario o estudo para desenvolver uma rede
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regional de laboratérios publicos que trabalhem no controle de qualidade, producdo e
pesquisa toxicologica na América Latina. Visando, avaliar as capacidades adicionais de
neutralizacdo dos antivenenos contra estes e outros venenos de serpentes clinicamente

relevantes na regido.
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6. CONCLUSAO

Os venenos de B. atrox Jovem e Filhote apresentaram atividades miotdxicas,
hemorrégicas, hemoliticas e pro-coagulantes maiores que os individuos Adultos. A amostra
do veneno de Filhote possui maior atividade de Fosfolipase A,, de serinoproteases e
trombine-simile.

Foram identificados os principais grupos de proteinas presentes nos geis
bidimensionais, sendo, PIII-SVMP, PI-SVMP, SVSPs, PLA;s, CRISPs, svWEGF, LAAO,
Lectinas tipo C e NGF.

As proteinas majoritdrias dos venenos apresentaram 14, 23 e 52 kDa, sendo
marcadores do perfil botropico. Aparecendo nos picos em A: 25-27 e 28-29, respectivamente,
em J: 16-17,26-27 e 29, respectivamente e em F: 14-15, 23-26 e 27-28, respectivamente.

O veneno de B. atrox apresenta uma grande diversidade de isoformas nas classes de
toxinas mais representativas dos venenos, sendo mais abundante no veneno de Filhote e
Jovem, no entanto os marcadores ontogenéticos desaparecem com o avancar da idade do
animal.

Os perfis cromatograficos comprovam as variagdes ontogenéticas, bem como a
presenca de svWEGF no veneno de B. atrox Filhote e Jovem, demonstradas nos géis
bidimensional.

O fracionamento do veneno de B. atrox Adulta e Jovem na coluna de gel filtragao
peptide10/300 GL, favoreceu a analise do MALDI e posterior identificagdo e sequenciamento
dos BPPs no espectrometro XEVOS-Waters. Os BPPs encontrados seguem o padrdo
caracteristico destas moléculas.

Foram descobertas 5 BPPs para o género Bothrops, sendo especificamente para a
espécie B. atrox da regido de PVH. Identificados quatro novos peptideos BPPs e o quinto foi
minuciosamente confirmado pela primeira vez. As BPPs identificadas apresentam massas de
691,21; 1074,99; 1116,54; 1146,55 e 1383,65 m/z, a ultima com a seguinte sequéncia:
ZKWPRPGPEIPP, sendo peptideo denominado de BAX12.

As andlises espectrométricas evidenciaram a riqueza de peptideos presentes nos
venenos bruto de Bothrops atrox. Também foi possivel observar a quantidade de conteudo
peptidico presente no veneno, o que demonstra a alta diversidade molecular encontrada nessa
espécie em particular. Portanto, ainda existem muitas moléculas proteicas a serem estudas e

caracterizadas pela grande variedade presente nas amostras analisadas.
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Tabela 8. Estrutura primaria dos principais peptideos potenciadores de bradicinina encontradas em diferentes espécies
Nomencla
Espécies tura Ano Nomenclatura BPPs Peptideo Referéncia
antiga
Agkistrodon
piscivorus BPPF : . (http://www.uniprot.or
piscivorus AGKPI luly 1, 2008 APS-10 BPP-F QUWPRPHIPP g/uniprot/POC7R6 )
May 20, .
Bothrops BPP11 (http://www.uniprot.or
alternatus BOTAL 2008 RAS-11 BPP-11 QWPDPSSDIPP gluniprot/POC717)
Bothrops BPP13 luly 1, 2008 i : (http://www.uniprot.or
alternatus BOTAL RAS-13 BPP-13a QGGWPRPGPEIPP g/uniprot/POC7R7)
Bothrops i
BPP13 July 1, 2008 BES-13 (http://www.uniprot.or
erythromelas o BPP-13a QGGWPRPGPEIPP gluniprot/POC7R8)
Bothrops BPP4 April T, (http://www.uniprot.or
i g : . .
insularis BOTIN 1993 BIS-11 BPP-54,1,2 QGGPPRPQIPP g/uniprot/P30424)
Bothrops BPP8 April 1, (http://www.uniprot.or
: . .
insularis BOTIN 1993 BIS-10 BPP-55.1 QWGQHPNIPP g/uniprot/P30426)
*Ferreira et al.
(1970); *Murayama
Bothrops BPP-5a 1970 BIA-5A BPP-5a QKWAP etal. (1997);
Jararaca " ;
Hayashi et al.
(2003)
*Ondetti and Cushman
Bothrops BPP-5b 1981 BIA-5B BPP-5b QWPRP (1981).
Jararaca
1981 *Ferreira et al.
| . K i
B’othrops BPP-6a BIA-6A BPP-6a QSWPGP (1970); *Ondetti and
Jjararaca Cushman (1981).
Bothrops p ip
BPP7A June 26, (http://www.uniprot.or
Jararaca BOTIA 2007 BIA-7A BPP-7a QDGPIPP ofuniprot/P85160 )
*Ferreira et al.
Bothrops BPP-9 (1970); *Ondetti and
Jararaca 1970 BJA-9A BPP-9a QWPRPQIPP Cushman (1981);
*lanzer et al. (2004)
*Ferreira et al.
(1970); *Murayama
Bothrops BPP-10a ) . etal. (1997);
jararaca 1970 BJA-10A BPP-10a QSWPGPNIPP *Ondetti and Cushman
(1981);
*lanzer et al. (2004)
Bothrops BPPAB July 21, i . (http://www.uniprot.or
Jararaca BOTIA 1986 BIA-108 BPP-10b QNWPRPQIPP g/uniprot/P01022)
*Ferreira et al.
(1970); *Murayama
etal. (1997);
Bothrops BPP-10 1970 BIA-10C BPP-10c QNWPHPQIPP *Hayashi et al.
Jararaca (2003); *Ondetti and
Cushman (1981);
*lanzer et al.(2004)
Bothrops BPP11 May 20, BIA-11 BPP-1 1 QGGAGWPPIPP (http://www.uniprot.or
Jararaca BOTIA 2008 g/uniprot/POC718 )
*Ondetti and Cushman
E?":hr"”’s BPP-11a 1981 BIA-11A BPP-11a QUPRPTPQIPP (1981); *lanzer et al.
Jararaca (2004)
*Murayama et al.,
- . K i
Bothrops BPP-11b 1981 BIA-11B BPP-11b QGRAPGPPIPP (1997); *Ondeti and
jararaca Cushman (1981).
Bothrops BPP-Tic 2003 BIA-11C BPP-11c QGRAPHPPIPP Hayashi et a. (2003).
Jararaca .
Bothrops BPPBD June 26, QGRPPGPPIPP (http://www.uniprot.or
jararaca BOTIA 2007 BIA-11D BPP-11d g/uniprot/P85161 )



Bothrops
Jararaca

Bothrops
Jararaca

Bothrops
Jararaca

Bothrops
Jararaca

Bothrops
jararaca

Bothrops
Jararaca

Bothrops
Jararaca

Bothrops
neuwiedi

Bothrops
neuwiedi

Bothrops
neuwiedi

Bothrops
neuwiedi

Bothrops
neuwiedi

Bothrops
atrox

Bothrops
leucurus

Bothrops
moojeni

Buthus
Occitanus
Crotalus
adamanteus

Crotalus
adamanteus

Crotalus atrox

Crotalus viridis
viridis
Crotalus viridis

viridis

Crotalus viridis
viridis

Gloydius halys

Lychas
mucronatus

Lychas
mucronatus

Lychas
mucronatus

BPPBE
BOTIA

BPPCA
BOTIA

BPP-12b

BPPCC
BOTIA

BPP-13a

BPPDB
BOTIA

BPPEA
BOTIA

BPP2
BOTNU

BPP3
BOTNU

BPP5
BOTNU

BPP9
BOTNU

BPP11
BOTNU

BPP12
BOTAT

BPP13
BOTLC

BPP13
BOTMO

BPK12
BUTOI

BP11A
CROAD
BP11B
CROAD

BPP36
CROAT

BP11A
CROWV

BP11B
CROWV

BP11C
CROWV

BPP
GLOHA

BPK12
LYCMC

BPK25
LYCMC

BPK6
LYCMC

June 26,
2007

June 26,
2007

2003

June 26,
2007

1981

June 26,
2007
June 26,
2007

July 1, 2008

July 1, 2008

July 1, 2008

July 1, 2008

July 1, 2008

October 5,
2010

July 1, 2008

July 1, 2008

July 1, 2008

May 20,
2008

May 20,
2008

July 1, 2008

May 20,
2008

May 20,
2008

May 20,
2008

August 13,
1987

January 11,
2011

January 11,
2011

January 11,

BIA-11E

BIA-12A

BIA-12B

BIA-12C

BIA-13A

BIA-13B

BIA-14A

BNI-10

BNI-13

BNI-11

BNI-10

BNI-11

BAX-12

BLS-13A

BMI-13A

B0OS-12

CAS-11a

CAS-11b

CAX-10

CW-11a

CW-11b

CW-11c

GHS-11

LMs-87

LMS-86

LMS-72

BPP-11e

BPP-12a

BPP-12b

BPP-12¢

BPP-13a

BPP-13b

BrPP-14a

BPP-2

BPP-3

BPP-5

BPP-9

BPP-11

BPP-12a

BPP-13a

BPP-13a

BPP-K12

BPP-11a

BPP-11b

BPP-POL-
236

BPP-11a

BPP-11b

BPP-11c

BPP

BPP-
NDBP12

BPP-25.12

BPP-
NDBP6

QARPPHPPIPP

QGWAWPRPQIPP

QWGRPPGPPIPP

QWAQWPRPQIPP

QGGWPRPGPEIPP

QGGLPRPGPEIPP

QWAQWPRPTPQIPP

EEGGRPPPPI

QGGWPRPGPEIPP

EEGGSPPPWVI

QWPRPQIPP

QWPRPTPQIPP

QWPRPGPEIPP

QGGWPRPGPEIPP

QGGWPRPGPEIPP

LRDYANRVINGGPVEAAGPPA

QQWPPGHHIPP

QGGWPRNPIPP

QLWPRPQIPP

QGPSPRHPIPP

QGGAPWNPIPP

QSAPGNEAIPP

QGRPPGPPIPP

MNKRVLLVIFFVTLLVADEVNSFSFFRKAKGFLKKIW
KSKIARRLREKGMKALKNYANDVLNGPAEAPAPAAA
APEEPPVEQRRRRR
MNKRVLLVIFFVTLLIADEVNSFSFFRKAKGFLKKIWK
SKIARRLREKGMKALKNYANDVINGPAEAPAAAAAPE
EPPVEQRRRRR

MNKKTLLVIFFVTMLIVDEVNSFRFGSFLKKVWKSKL
AKKLRSKGKQLLKDYANRVLNGPEEEAAAPAERRR
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(http://www.uniprot.or
g/uniprot/P85167)

(http://www.uniprot.or

g/uniprot/P85168)
*Hayashi et al.

(2003).

(http://www.uniprot.or
g/uniprot/P85162)

*Hayashi et al.
(2003); *Ondetti and
Cushman (1981).

(http://www.uniprot.or
g/uniprot/P85169)
(http://www.uniprot.or
g/uniprot/P85163)

(http://www.uniprot.or
g/uniprot/POC7S1)

(http://www.uniprot.or
g/uniprot/POC7S2)

(http://www.uniprot.or
g/uniprot/POC7S3)

(http://www.uniprot.or
g/uniprot/POC754)

(http://www.uniprot.or
g/uniprot/POC755 )

(http://www.uniprot.or
g/uniprot/P86721)

(http://www.uniprot.or
g/uniprot/POC7R9)

(http://www.uniprot.or
g/uniprot/POC7S0)

(http://www.uniprot.or
g/uniprot/Q9TWD3 )

(http://www.uniprot.or
g/uniprot/POC719 )
(http://www.uniprot.or
g/uniprot/POC7KO )

(http://www.uniprot.or
g/uniprot/POC756 )

(http://www.uniprot.or
g/uniprot/POC7K1)

(http://www.uniprot.or
g/uniprot/POC7K2)

http://www.uniprot.org
[uniprot/POC7K3

(http://www.uniprot.or
g/uniprot/P04562)

(http://www.uniprot.or
g/uniprot/D9U2B7)

(http://www.uniprot.or
g/uniprot/POCI93)

(http://www.uniprot.or
g/uniprot/D9U2B5)



Lycosa
erythrognatha

Mesobuthus
martensii

Phasmahyla
Jandaia

Phyllomedusa
burmeisteri
Phyllomedusa
hypochondriali
s
Protobothrops
mucrosquamat
us

Tityus
discrepans

Tityus
serrulatus

Vipera aspis

BPPS
LYCER

BPK3
MESMA

BPPXA
PHAIA

BPPBP
PHYBU

BPPXA
PHYHY

BPPF
PROMU

BPP TITDI

BPT TITSE

BPP
VIPAS

2011

July 1, 2008

July 1, 2008
February 8,
2011
July 7, 2009
June 26,
2007

July 1, 2008

April 20,
2010

July 1, 2008

July 1,1993

LEA-11

MMI-72

PIA-10

PBI-11

PHS-10

PMS-11

TDS-77

TSS-13

VAS-10

BPP-S

BPP-BmK3

BPP-Phypo
Xa

BPP-Pb

BPP-Phypo
Xa

BPP-TmF

BPP

BPP-T

BPP_VIPAS

QAPWPDTISPP

MNKKTLLVIFFVTMLIVDEVNSFRFGSFLKKVWKSKL
AKKLRSKGKQLLKDYANKVLNGPEEEAAAPAERRR

QFRPSYQIPP

QTLLQELPIPP

QFRPSYQIPP

QGRPLGPPIPP
MNKKTLLVIFIVTLLIADEVNSFKFGGFLKKMWKSKLA
KKLRAKGKQMLKEYANKVLSPEEEAPAAVPAGAPER

RRR
KKDGYPVEYDRAY

QGWPGPKVPP
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(http://www.uniprot.or
g/uniprot/POC7S8 )

(http://www.uniprot.or
g/uniprot/Q9Y0X4 )

(http://www.uniprot.or
g/uniprot/P86643)

(http://www.uniprot.or
g/uniprot/P86284 )

(http://www.uniprot.or
g/uniprot/P85165 )

(http://www.uniprot.or
g/uniprot/POC7S7)

(http://www.uniprot.or
g/uniprot/C9X4J0 )

(http://www.uniprot.or
g/uniprot/Q9TWR4 )

(http://www.uniprot.or
g/uniprot/P31351 )

*FERREIRA et al., Biochemistry, v. 9, p. 2583-2593, 1970;
ONDETTI; CUSHMAN, Biochemical Regulation of Blood Pressure, p. 165-204, 1981;
MURAYAMA et al., Proc. Natl Acad. Sci., v. 4, p. 1189-1193, 1997;
HAYASHI et al., J. Neurochem., v. 85, p. 969-977, 2003;

IANZER et al., Peptides, v. 25, p. 1085-1092, 2004;
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8. ANEXOS

ANEXO 1 — Tabela de Aminoacidos

Tabela de Aminoacidos

Aminodcido Simbolo de uma letra  Simbolo de trés letras Massa monoisotépica

Acido aspértico D Asp 115.026
Acido glutamico E Glu 129.042
Alanina A Ala 71.0371
Arginina R Arg 156.101
Asparagina N Asp 114.042
Cisteina C Cys 103.009
Fenilalanina F Phe 147.068
Glicina G Gli 57.0214
Glutamina Q Gin 128.058
Histidina H His 137.058
Isoleucina | Iso 113.084
Leucina L Leu 113.084
Lisina K Lys 128.094
Metionina M Met 131.040
Prolina P Pro 97.052
Serina S Ser 87.032
Tirosina Y Tyr 163.063
Treonina T Thr 101.047
Triptofano w Trp 186.079
Valina Vv Val 99.0684
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ANEXO 2 — Paper ESI-MS/MS identification of a bradykinin-potentiating peptide from
Amazon Bothrops atrox snake venom using a hybrid Qq-0aTOF mass spectrometer.
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Abstract: A bradykinin-potentiating peptide (BPP) from Amazon Bothrops atrox
venom with m/z 1,384.7386 was identified and characterized by collision induced
dissociation (CID) using an ESI-MS/MS spectra obtained in positive ion mode on
a hybrid Qg-0aTOF mass spectrometer — Xevo G2 QTof MS (Waters,
Manchester, UK). De novo peptide sequence analysis of the CID fragmentation
spectra showed the amino acid sequence ZKWPRPGPEIPP, with a pyroglutamic
acid and theoretical monoisotopic m/z 1,384.7378, which is similar to
experimental data, showing a mass accuracy of 0.6 ppm. The peptide is
homologous to other BPP from Bothrops moojeni and was named as BPP-

BAX12.
Keywords: bioactive peptide, BPP, pyroglutamic acid, pyrrolidonecarboxylic acid, de novo
peptide sequencing.
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1. Introduction

Snake venoms have been recognized as an extensible source of bioactive peptides with
potential biotechnological applications in medicine [1]. Due to their high degree of target
specificity, venom toxins have been increasingly used as lead compounds in the development
of drug prototypes [2]. One of the most successful examples has been Captopril®, an
antihypertensive drug based on a bradykinin-potentiating peptide (BPP) isolated from
Brazilian Bothropoides (Bothrops) jararaca venom [3, 4]. The BPP family comprises a class
of angiotensin-I converting enzyme (ACE) inhibitors with different lengths (5 to 14 amino
acid residues) found in venoms produced by snakes, scorpions, spiders and amphibians [5].
Generally, BPPs have a conserved N-terminal pyroglutamate residue (Z) and two consecutive
proline residues at the C-terminal region [6,7]. This work aims the identification and

characterization of a new BPP from Amazon Bothrops atrox snake venom.

2. Materials and Methods

2.1. Venom

Bothrops atrox specimens collected around the city of Porto Velho, State of Rondonia,
Brazil were kept at Fiocruz Ronddnia bioterium in order to be used for venom production
under authorization emitted by IBAMA (licence number 27131-1) and CGEN (licence
number 010627/2011-1). The crude venom was dehydrated and stored at a temperature of -20
°C in the Amazon Venom Bank at CEBio.

2.2. Peptide Isolation

The purification of BPP-BAX12 was performed using 50 mg of crude venom, which was
divided fractioned into two fractions on a size exclusion chromatography column using a
Superdex peptide-10/300GL column (GE Healthcare) equilibrated with 50 mmol/L Tris-HCI
buffer (pH 7.4) and carried out at a flow rate of 0.5 mL/minutes. The second fraction
produced, which was related to peptides, was re-chromatographed under the same conditions
resulting in eight fractions. The fourth fraction (37-43 min) was then lyophilized and stored
for MS/MS analysis.

2.3. MS Parameters and Data Acquisition

ESI-MS spectra were obtained in positive ion mode on a hybrid Qg-0aTOF mass
spectrometer — Xevo G2 QTof MS (Waters, Manchester, UK). Typical ESI-MS conditions
were done in positive mode as follow: source temperature 80 °C, capillary voltage 2.8 kV,
and cone voltage 35 V, resolution mode with an analogic-to-digital converter (ADC) mode,
detector at 2,825 V previously adjusted with leukine enkephalin (Leu-Enk) solution at 2
ng/uL. The instrument was automatically calibrated with sodium iodide solution through
IntelliStart, integral part of MassLynx 4.1v acquisition software (Waters, Manchester, UK).
Samples were re-suspended in a vial with a solution containing equal parts of water and
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methanol with 0.1 % of formic acid for each sample to proceed ESI(+)-MS analysis. These
solutions were then injected at a flow rate of 500 nL/min using the fluid system installed in
the Xevo G2 QTof MS panel controlled by the IntelliStart software and MS tune page. All
MS spectra were acquired over the m/z 50-2,000. MS/MS acquisition was performed using
the quadrupole with high discrimination for each m/z of interest. The collision energy was
applied to the selected precursor ion and a collision-induced dissociation (CID) at the T-Wave
collision cell filled with argon gas was used. 25 eV was applied to the collision cell depending
on the precursor ion dissociation characteristics.

2.4. MS/MS analysis

The MS/MS spectra were de-convoluted using MaxEnt 3 software (Waters, Manchester,
UK) and then transferred to a PepSeq application into BioLynx software package and a
Microsoft Excel file with data up to 120 counts in order to proceed manual evaluation. The
identification of the most common diagnostic peptide fragment ions (a’, b", y" -type) currently
observed in low energy collisions and immonium ions for de novo peptide sequencing were
performed manually using the program Microsoft Excel with data of monoisotopic mass of
common and less common amino acid residues, terminal groups and post-translational
modifications for the use in mass spectrometry calculated using the following atomic masses
of the most abundant isotope of the elements: C=12.0000000, H=1.0078250, N=14.0030740,
0=15.9949146, F=18.9984033, P=30.9737634, S=31.9720718, CL=34.9688527,
Br=78.9183361. Fragments with intensity higher than 200 counts and mass accuracy between
0 to £ 17 ppm, according to the equation 1, was used for de novo peptide sequencing.

Mass accuracy (ppm) = 1,000,000 x (theoretical mass — measured mass) / theoretical mass

(M

MassSeq application and de novo sequencing analysis and interpretation tool of the
BioLynx software package was used in order to confirm manual analysis using the following
peptide sequencing parameters: M/z tolerance of 0.03 for peptide and fragments and intensity
threshold of 0.003%.

3. Results and Discussion

The mass spectrometric analysis of the fourth chromatographic fraction reveals a high
intensity doubly protonated ion peak at m/z 692.8732 [M+2H]™. The ion was selected and
submitted to collision-induced dissociation (CID) with argon gas resulting in a mass spectrum
(Figure 1), which was submitted to the identification of a’, b’, and y" type diagnostic
fragments and immonium ions for de novo peptide sequence (Table 1 and 2) [8]. The analysis
revealed a 12 residue proline-rich peptide [Pyr-Lys-Trp-Pro-Arg-Pro-Gly-Pro-Glu-Ile/Leu-
Pro-Pro] with a conserved consecutive two proline residues at the C-terminal region, a
characteristic of the BPP family of ACE inhibitors [6,7], and a N-terminal pyroglutamic acid
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(Pyr), which could be derived from glutamine or glutamic acid residues, as observed in others
current described snake venom BPPs from Bothrops species. The measured peptide
monoisotopic mass (1,384.7386) and theoretical (1,384.7378) was very similar, showing a
mass accuracy of 0.6 ppm, which was also observed for the identified diagnostic fragment
ions (Table 1 and 2), thus showing the high precision of the analysis. Sequence similarity
showed that the peptide is homologous to other BPP described for B. moojeni venom [6] and
similar to others from Bothrops neuwiedi [1,9], B. leucurus, B. erythromelas, B. alternatus
[10], B. insularis [1,10,11], B. jararaca [12,14], B. jararacussu [1,10,13], B. cotiara [14], and
B. fonsecai [14] (Table 3). This peptide was named as Bradykinin-potentiating peptide
BAXI12.

4. Conclusion

Recent papers on venomics [15], proteome [16] and transcriptome [17] of B. atrox snake
have shown an absence of BPP structures. However, only a single cluster that matched a 5’
untranslated region of a BPP mRNA from B. jararacussu snake was found [11]. The BAX12
is the first peptide belonging the BPP family of ACE inhibitor described for Bothrops atrox.
The complete homology between BPP-BAX12 and other BPP from Bothrops moojeni [6] and
others BPPs could provide interesting information regarding the evolutionary relationship
between Bothrops snake species.
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Figure 1. Collision-induced dissociation spectra of BPP-BAX12. The deduced sequence is
shown at the top of the MS/MS profile. The inset shows the assigned peptide sequence.
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Table 1. Diagnostic peptide fragments (b, a and y-type ions) obtained by collision-induced

dissociation with argon gas used for de novo peptide sequencing of BPP-BAX12.

(]
= ~ ~ ~ ~ ~
2 S ~ & = X ~ 2 = N = 8 =
& £ = E g £ = E g £ E E g
9 € 2 st > 2| € 2 st > 2| € 2 st > &
Q 5] = = < o 5] = = < o 5] = = <
g E 5 2 2 5| g 5 2 g 5| g 5 2 g 5
E 2 3 g g 3|2 2 g g 3|2 2 g 8 5
< £ = p= R= < | £ = p= R= < | £ = p= R= <
Z b 112.0399 - - a 84.0688 - - yi, 1384.7377 1384.7548 1.6x10° 117
K b* 2231083 223.1082 27x10° 02 | a* 1951134 1951134 4.0x10° -02 | y,, 1273.7057 1273.6853 1.6x10°  16.0
b,  240.1348  240.1348 52x10* 0.1 | a, 212.1399  212.1405 6.1x10° 2.9 | yu* 1256.6792 - - -
W by 4262141 4262140 12x10° 03 | a; 3982192 3982188 33x10° 1.0 | yi 11456107 1145.6276 2.0x10°  14.8
P b, 5232669 5232667 29x10° 0.4 | a, 4952720 4952684 3.1x10* 72 | yo  959.5314  959.5308 9.9x10* 0.6
R bt 6623415 6223417 7.0x10° -0.4 | as* 6343466 6343317 3.7x10* 234 | ys 8624786  862.4774 1.3x10* 1.4
bs  679.3680  679.3676  9.3x10* 0.6 | as  651.3731  651.3705 1.2x10* 4.0 | yg* 8454520 8454680 6.0x10° -18.9
P by 7764208 776.4209 1.7x10* -02 | a,  748.4259 7484175 3.0x10* 112 | y, 7063775 706.3775 2.3x10* 0.0
G b, 8334422 8334417 19x10* -06 | a; 8054473  805.4473 1.8x10° 0.0 | ys  609.3248  609.3238  3.6x10° 1.6
P bs 9304950 9304941 84x10° 1.0 | az 9025001  902.5016 12x10° -1.7 | ys 5523033  552.3032 4.8x10° 0.2
g bi# 10415273 1041.5265 20x10° 0.8 | a# 1013.5321 1013.5197 4.4x10° 122 | y, 4552505 4552492 3.7x10° 2.8
by 1059.5376 1059.5365 5.0x10° 1.0 | a, 1031.5427 1031.5427 49x10* 0.0 | yi# 4372399 4372360 6.3x10° 9.0
I/L by 1172.6206 11726207 6.6x10° -0.1 | a,, 1144.6257 1144.6255 2.1x10° 02 | y; 3262081 3262079 4.9x10* 0.7
P by 1269.6734 - - - | an 1241.6785 - - - | y» 2131241 213.1241 3.8x10°  -0.1
P b, 1366.7261 - an 13387312 - - yi 1160712 116.0713  1.6x10° -1

Immonium ion

s detected Theoret

ical m/z, measured m/z [accuracy

(ppm)]: Z 84.04496,

84.0446 [4.3]; K(-NH;) 84.08129, 84.08144 [-1.3]; R(-NH3) 112.08746, 112.0877 [-2.2]; W

159.09220, 159.0922 [0.0]; P 70.06568, 70.0659 [3.1]; I/L 86.09698, 86.0970 [-0.2]. * loss of
a neutral ammonia (NH3) molecule from K or R side chains. # loss of a neutral H,O molecule
from E side chain.

Table 2. Diagnostic internal fragments (b and a-type ions) ions obtained by collision-induced
dissociation with argon gas used for de novo peptide sequencing of BPP-BAX12.

Fragments b-type ions a-type ions

Theoretical Measured  Intensity =~ Accuracy | Theoretical Measured Intensity Accuracy

(m/z) (m/z) (counts) (ppm) (m/z) (m/z) (counts) (ppm)
KWPRPGP 819.4629 - - - | 791.46799 - - -
KWPRPGP* 802.4364 802.4401 2.3x10 -4.6 | 774.44149 - - -
KWPRPG 722.4102 - - - | 694.41529 - - -
KWPRPG* 705.3836 705.3939 8.2x10° -14.6 | 677.38869 677.3793 1.0x10° 13.9
KWPRP 665.3887 - - - | 63739379 - - -
KWPRP* 648.3622 - - - | 62036729 - - -
KWPR 568.3359 - - - | 540.34099 540.3436 1.7x10 -4.8
KWPR* 551.3094 - - - | 52331449 - - -
KWP 412.2349 412.2426 4.9x10 -18.7 | 384.23999 - - -
KWP* 395.2083 - - - | 367.21339 - - -
KW 315.1821 315.1797 2.2x107 7.6 | 287.18719 - - -
KW* 298.1556 298.1567 6.3x10 -3.7 | 270.16069 270.1608 1.9x10° -0.4
WPRPGPEIP 1030.5474  1030.5469 1.0x10° 0.5 | 1002.5525 1002.5590 1.3x10 -6.5
WPRPGPEIP* 1013.5209 1013.5197 4.4x10 1.1 985.5259 - - -
WPRPGPEI 933.4946 933.4941 2.8x10* 0.5 905.4997 905.4992 5.0x10° 0.5
WPRPGPET* 916.4681 916.4681 2.5x10° 0.0 888.4731 888.4796 9.8x107 -71.3
WPRPGPE 820.4106 820.4102 1.5x10* 0.5 792.4157 792.4160 3.4x10° -0.4
WPRPGPE* 803.3841 803.3862 1.5x10° -2.7 775.3891 775.3857 6.3x10 44
WPRPGP 691.3680 691.3715 7.7x107 -5.1 663.3731 - - -
WPRPGP* 674.3415 - - - 646.3465 646.3524 3.0x10 9.1
WPRPG 594.3152 594.3206 2.4x10° -9.1 566.3203 - - -



WPRPG* 577.2887
WPRP 537.2938
WPRP* 520.2673
WPR 440.2410
WPR* 423.2145
WP 284.1399
PRPGPEIP 844.4681
PRPGPEIP* 827.4416
PRPGPEI / RPGPEIP 747.4153
PRPGPEI* / RPGPEIP* 730.3888
PRPGPE 634.3313
PRPGPE* 617.3048
PRPGP 505.2887
PRPGP* 488.2622
PRPG / RPGP 408.2359
PRPG* / RPGP* 391.2094
PRP 351.2145
PRP* 334.1880
PR/RP 254.1617
PR/RP* 237.1352
RPGPEI 650.3626
RPGPET* 633.3361
RPGPE 537.2785
RPGPE* 520.2520
RPG 311.1832
RPG* 294.1567
PGPEI / GPEIP 494.2614
PGPE 381.1774
PGP 252.1348
PG/ GP 155.0820
GPEI 397.2087
GPE 284.1246
PEIP 437.2400
PEI/EIP 340.1872
PE 227.1032
EI 243.1345
1P 211.1446

577.2831

440.2399
423.2138

844.4672
827.4381
747.4150
730.3976
634.3317
617.3059
505.2886
488.2668
408.2354

351.2112
334.1869
254.1616

237.136
650.3616
537.2814
520.2515

294.1559
494.2662
381.1775
252.1336
155.0794
397.2104
284.1254
437.2360
340.1877
227.1032
243.1356
211.1445

1.9x10°

4.6x10°
2.2x10°

7.8x10°
1.6x10°
5.1x10*
4.4x10°
3.7x10*
3.4x10°
1.6x10°
1.4x10°
2.2x10°

2.1x10°
6.7x10°
2.2x10*
2.8x10°
4.7x10°

2.9x10°
9.3x10°

2.4x10°
7.3x10*
2.9x10*
7.0x10°
3.2x10°
3.6x10°
2.7x10°
6.2x10°
6.5x10°
5.0x10°
3.7x10°
3.1x10°

2.6
-9.7
-0.3

4.8
16.8
-4.3
-2.8

9.1
-1.5

0.0
-4.5

0.5

549.2937
509.2989
492.2723
412.2461
395.2195
256.1450
816.4732
799.4466
719.4204
702.3938
606.3364
589.3098
477.2938
460.2672
380.2410
363.2144
323.2196
306.1930
226.1668
209.1402
622.3677
605.3411
509.2836
492.2570
283.1883
266.1617
466.26649
353.18249
224.13989
127.08709
369.21379
256.12969
409.24509
312.19229
199.10829
215.13959
183.14969

492.2757
395.2174
256.1468

719.4196
702.4028
606.3362
589.3193

477.295

380.2346

209.1388

605.3397
509.2862
492.2552

466.2599
353.1827
224.1421
127.0866
369.2137
256.1284
409.2417
312.1927
199.1078

183.1503

1.6x10°

8.6x10?
5.5x10°

1.3x10*
1.4x10°
1.1x10*
2.2x10°
3.9x10°

5.6x10°

4.1x10°

1.2x10°
2.2x10°
6.2x10°

2.8x10*
7.3x10°
3.6x10°
7.4x10°
2.0x10°
3.5x10°
6.2x10°
1.5x10°
2.5x10°

1.2x10°
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*loss of a neutral ammonia (NH3) molecule from K or R side chains.

Table 3. Sequence alignment between BPP-BAX12 and Pyroglutamate peptides/Bradykinin-
potentiating (BPPs) sequences from others Bothrops species.

BPP Name Sequence Bothrops specie Reference
BPP-BAXI12 ZKWPRPGPEIPP Bothrops atrox

_ ZKWPRPGPEIPP B. moojeni [6]

- ZNWPRPGPEIPP B. moojeni (6]
BPP3 BOTNU, BPP13_ BOTMO, B. neuwiedi, B. moojeni, B. [1,9,10,11,12,13]
BPP13 BOTLC, BPP13_BOTER, 7ZGGWPRPGPEIPP leucurus, B. erythromelas,
BPP13_BOTAL, BNP_BOTIN, B. alternatus, B. insularis,

BNP2 BOTJA, BNP1 BOTIJA, B. jararaca, B. jararaca, B.

Q8QGY90 BOTIN, BNP_BOTIR # insularis, B. jararacussu

BPP-13a ZGGWPRPGPEIPP B. cotiara, B. fonsecai [14]
BPP-13b ZGGLPRPGPEIPP B. cotiara, B. fonsecai [14]

"Entry name from UniProtKB.



