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RESUMO

OLIVEIRA, 1. S. Proteoma de peconhas de serpentes Crotalus durissus collilineatus:
analise de variacOes individuais. 2016. 126f. Dissertacdo (Mestrado). Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas de Ribeirdo Preto — Universidade de Sdo Paulo, Ribeirdo Preto, 2016.

As peconhas ofidicas apresentam uma grande diversidade de componentes proteicos e estes
podem variar dependendo de diversos fatores, como espécie, habitos alimentares e
comportamentais, ontogenia e até mudancas sazonais. Este alto grau de variabilidade pode
levar a mudancas na fisiopatologia do envenenamento ofidico. No Brasil, as serpentes da
espécie Crotalus durissus sdo capazes de habitar varias regides do pais e sua peconha esta
sujeita a variabilidade, levando a uma grande dificuldade no tratamento do envenenamento,
que é realizado por infusdo do soro antiofidico. O estudo protedmico permite conhecer os
componentes expressos pela glandula de peconha. Sendo assim, este trabalho teve como
objetivos realizar uma anélise comparativa das diferencas intraespecificas na composicao
proteica das peconhas de 22 espécimes de Crotalus durissus collilineatus através de técnicas
Omicas, avaliar a capacidade neutralizante do soro antiofidico produzido pelo Instituto
Butantan contra essas peconhas, avaliar a atividade hialuronidasica de cada peconha e
comparar as alteragdes bioquimicas e imunolédgicas de camundongos apds o0 envenenamento
crotalico experimental. Para isto, as peconhas de 22 serpentes da espécie C. d. collilineatus,
da regido de Cataldo — GO, foram fracionadas em uma coluna de fase reversa C-18 acoplada a
um sistema de cromatografia liquida rapida de proteinas e analisadas por eletroforese em gel
de poliacrilamida e métodos de espectrometria de massas. Inicialmente, foi observado que as
peconhas destas 22 serpentes variaram entre as cores branca e amarela. Os perfis
cromatograficos foram semelhantes, entretanto, apresentaram diferencas qualitativas e
guantitativas significativas de alguns componentes, por exemplo, apenas duas das peconhas
apresentaram a proteina crotamina. Outros componentes previamente relatados em outros
estudos também foram identificados, como, o complexo da crotoxina, serinoproteases,
metaloproteases e convulxina. Pela primeira vez foi possivel evidenciar por técnicas
protedmicas alguns componentes para a subespécie C. d. collilineatus, como: fator de
crescimento neural, enzima conversora de angiotensina, fosfodiesterase, 5’-nucleotidase,
carboxipeptidase, glutaminil ciclase, glutationa peroxidase, NADH desidrogenase e
fosfolipase B. Através do método de ELISA, constatou-se que o soro anticrotalico produzido
pelo Instituto Butantan foi capaz de reconhecer todas as peconhas utilizadas, embora algumas
fracOes isoladas ndo tenham sido reconhecidas com tanta eficacia. A atividade hialuronidasica
também foi avaliada, evidenciando que as peconhas de algumas serpentes ndo apresentaram
atividade detectavel desta enzima. Por fim, o envenenamento crotalico experimental em
camundongos Balb/c revelou que peconhas diferentes sdo capazes de produzir alteracGes
bioquimicas e imunoldgicas distintas. Assim, as vitimas do envenenamento podem necessitar
de tratamentos diferenciados. Este trabalho mostrou que existem varia¢@es intraespecificas
importantes nas pegonhas de C. d. collilineatus, sendo que algumas podem ser mais
miotdxicas que outras, evidenciadas por induzirem grandes aumentos dos niveis de creatina
quinase. Alem disso, este estudo protebmico revelou a presenca de novos componentes
proteicos na peconha de C. d. collilineatus, contribuindo significativamente para o
conhecimento de sua composic¢do. Adicionalmente, estes dados indicam que quanto mais
diversificado for o pool de pegonhas utilizado para a imunizacdo de cavalos, melhor sera o
soro anticrotalico produzido, de forma que o Unico tratamento para este acidente seja ainda
mais eficaz.

Palavras-chave: Crotalus durissus collilineatus, peconha de serpente, proteoma, venémica,
variagoes individuais.
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ABSTRACT

OLIVEIRA, 1. S. Proteome of Crotalus durissus collilineatus venoms: analysis of
individual variations. 2016. 126f. Dissertation (Master). Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas de Ribeirdo Preto — Universidade de Sao Paulo, Ribeir&o Preto, 2016.

Snake venoms present a wide variety of protein components and these can vary depending on
several factors such as species, eating and behavioral habits, ontogeny and even seasonal
changes. This high degree of variability can lead to changes in the pathophysiology of snake
bite envenoming. In Brazil, snakes of the species Crotalus durissus are capable of inhabiting
various regions of the country and its venom is subject to variability, leading to a high
difficulty in treating envenoming, which is performed by the infusion of an antivenom.
Proteomic studies allow the knowledge of the components expressed by the venom gland.
Thus, this study aimed to perform a comparative analysis of intraspecific differences in the
protein composition of the venoms of 22 specimens of Crotalus durissus collilineatus through
omics techniques, to evaluate the neutralizing capacity of antivenom produced by Instituto
Butantan against these venoms, to evaluate the hyaluronidase activity of each venom and to
compare the biochemical and immunological changes of mice after experimental crotalic
envenoming. In this way, the snake venoms of the 22 species of C. d. collilineatus, from
Cataldo — GO region, were fractionated on a reverse phase column C-18 coupled to a fast
protein liquid chromatography system and analyzed by polyacrylamide gel electrophoresis
and mass spectrometry methods. Initially, it was observed that the venoms of these 22 snakes
varied between white and yellow colors. The chromatographic profiles were similar, however,
presenting significant qualitative and quantitative differences of some components, for
example, only two venoms showed the protein crotamine. Other components previously
reported in other studies were also identified, such as crotoxin, serine proteases,
metalloproteases and convulxin. For the first time, it was possible to demonstrate, by
proteomic techniques, some components not found thus far in the subspecies C. d.
collilineatus, such as nerve growth factor, angiotensin converting enzyme, phosphodiesterase,
5'-nucleotidase, carboxypeptidase, glutaminyl cyclase, glutathione peroxidase, NADH
dehydrogenase, and phospholipase B. By ELISA method, it was found that the crotalic serum
produced by the Instituto Butantan was able to recognize all the venoms used, although some
isolated fractions have not been recognized effectively. The hyaluronidase activity was also
evaluated, showing that the venom of some snakes do not presented detectable activity of this
enzyme. The experimental crotalic envenoming in Balb/c mice revealed that different venoms
are able to produce different biochemical and immunological changes. Thus, the victims of
envenoming may need different treatments. This study demonstrated that there are significant
intraspecific variations in the venom of C. d. collilineatus, and some of them may be more
myotoxic than others, evidenced by an increasing of creatine kinase levels. Furthermore, the
proteomic study revealed the presence of new protein components in the venom of C. d.
collilineatus, significantly contributing to the knowledge of its composition. In addition, these
data indicate that the more diverse the pool of the venoms used for the immunization of
horses, better will be the anticrotalic serum produced, so that the only treatment for this
accident will be even more effective.

Key-words: Crotalus durissus collilineatus, snake venoms, proteome, venomic, individual
variations.
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1.1. Toxinas naturais e aplicagdes

Desde o inicio da histéria da humanidade, os venenos de animais ou plantas tém sido
amplamente utilizados. Eles eram usados na caca, em guerras e, também, para assassinatos.
Portanto, desde a pré-histdria, plantas, bem como serpentes e outros animais, tém sido
classificados como perigosos ou ndo (GALLO, 2008).

Toxinas naturais, de origem animal ou vegetal, ttm sido alvo de pesquisas desde
épocas mais remotas, devido ao grande interesse em descobrir 0s mecanismos pelos quais
esses componentes levam a efeitos toxicos quando interagem com organismos vivos. Com o
passar dos anos, esses compostos foram utilizados com diversas finalidades, como armas
indigenas (secrecdo da pele de rds em flechas) e ferramentas moleculares para estudos de
diversos sistemas bioldgicos, tornando-se importantes alvos de pesquisa, mesmo quando
produziam efeitos maléficos. O estudo de suas estruturas e a compreensdao de seus
mecanismos de ac¢ao permitiram o desenvolvimento de tratamentos mais efetivos das vitimas
de envenenamentos, bem como a identificacdo de substancias capazes de antagoniza-las
(CERNI, 2012).

O interesse do homem por serpentes existe desde a antiguidade, visto que sempre
tiveram que conviver. Estes animais exerceram enorme fascinio sobre a humanidade desde os
tempos dos babil6nios, estando sempre relacionados as atividades médicas, fazendo parte de
uma gama de simbolos relacionados a saude, como é o caso do simbolo da Medicina. Este é
constituido por um caduceu alado com duas serpentes enroladas. As serpentes, neste caso, sdo
simbolos de sagacidade e rejuvenescimento, devido as constantes trocas de pele, além de
serem consideradas simbolos do bem e do mal, representando a salde e a doenca,
respectivamente  (PRATES, 2002; NASCIMENTO; DE OLIVEIRA RAMOS;
LICHTENSTEIN, 2006).

O motivo do fascinio e medo que as serpentes causam nos seres humanos encontra-se
em sua peconha. No passado, muitos acreditavam que as consequéncias da picada de
serpentes peconhentas eram forcas além da natureza, imaginando que divindades vingativas
estavam incorporadas as serpentes. Devido a violéncia dos efeitos causados pela picada
ofidica, serpentes e suas peconhas foram envolvidas por supersticGes e mitos (RUSSELL,
2001).

Embora produzam maleficios ao homem, venenos e pegonhas animais sao importantes
ferramentas de estudo, sendo capazes de se ligarem a diversos receptores com grande

afinidade e especificidade. Peconhas de serpentes, escorpides, centopéias, conus e venenos de
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sapos vém se destacando em inumeras aplicacdes farmacoldgicas (BALDO et al., 2015;
HAKIM; YANG; LAI, 2015; ORTIZ et al., 2015; CHAN et al., 2016; MIR et al., 2016).

As peconhas de serpentes sdo misturas complexas, constituidas por componentes
enzimaticos, lipideos, proteinas de alta e baixa massa molecular, aminoacidos livres,
esteroides, histamina, além de outros componentes que tém a capacidade de interagir com
enzimas, membranas celulares, proteinas de membranas, receptores e canais idnicos de
diversos organismos (MENEZ; STOCKLIN; MEBS, 2006).

Toxinas animais também sdo usadas como farmacos. Da pegconha da serpente
brasileira Bothrops jararaca foram isolados peptideos inibidores da enzima conversora de
angiotensina (ECA), o que levou ao desenvolvimento de um dos medicamentos mais
prescritos para o tratamento de hipertenséo, o Captopril (FERREIRA; BARTELT; GREENE,
1970). O Tirofiban e o Eptifibatide sdo duas drogas antiplaquetarias disponiveis no mercado,
que foram baseadas em desintegrinas de peconhas ofidicas (KOH; KINI, 2012). A fibrolase é
uma metaloprotease isolada de Agkistrodon contortrix contortrix, utilizada como uma droga
fibrinolitica (BAJWA et al., 1982; RANDOLPH et al., 1992).

1.2. Serpentes peconhentas no mundo e no Brasil

As serpentes pertencem a classe Reptilia, ordem Squamata (Opell, 1811) e subordem
Serpentes (Linnaeus, 1758) (CALDWELL et al., 2015), a qual compreende mais de 3.400
espécies conhecidas (HSIANG et al., 2015). Habitando diversas partes do globo terrestre, as
serpentes peconhentas de importancia médica pertencem a 4 familias (WARRELL, 2012):

e Atractaspidinae — viboras buraqueiras;

e Colubridae — cobras arbdreas com presas posteriores;

e Elapidae — cobras, najas, cobras corais, mambas, serpentes australianas e maritimas;
e Viperidae — viboras asiaticas, cascavéis americanas e viboras do velho mundo.

A designacdo de “pegonhentos” refere-se a animais que produzem toxinas em
glandulas especializadas e possuem aparatos capazes de inoculd-las em outro organismo
(BERNARDE, 2009). Nas serpentes estes aparatos sdo constituidos por dois dentes
modificados, que inoculam a peconha na presa, associados a duas glandulas de peconha, as
guais produzem e armazenam as toxinas. Este sistema € utilizado pelas serpentes para se
defenderem de outros animais, bem como para matar e digerir presas (KARDONG, 1982;
MELGAREJO; CARDOSO, 2003).



Introducdo | 4

No Brasil, foram catalogadas até o0 momento 10 familias, 75 géneros, compreendendo
392 espécies (COSTA; BERNILS, 2015), sendo que destas, apenas trés familias s&o
consideradas peconhentas, a Elapidae, Colubridae e Viperidae. Estas familias incluem um
total de 62 espécies, cuja mordida causa acidentes que necessitam de tratamento médico
(CAMPBELL; LAMAR, 1989; LIRA-DA-SILVA et al., 2009; BERNARDE, 2014).

Serpentes da familia Viperidae podem ser facilmente identificadas por possuirem uma
cabeca triangular recoberta por pequenas escamas de aspecto semelhante as escamas do
restante de seu corpo (Fig. 1) (MELGAREJO; CARDOSO, 2003).

Figura 1. Serpente da familia Viperidae. A espécie Crotalus durissus collilineatus (Arquivo do Laboratério de
Toxinas Animais — LTA).

Essas serpentes possuem um aparelho inoculador solendglifo, ou seja, cada maxila
possui apenas um dente funcional, sendo este, por sua vez, agudo, grande e oco
(MELGAREJO; CARDOSO, 2003). Associadas a este aparato inoculador, encontram-se as
glandulas de peconha, que se localizam na regido pos-orbital. Quando estas glandulas sdo
comprimidas por musculos acessorios, a peconha € injetada na presa (JACKSON, 2007; FRY
et al., 2008; VONK et al., 2008).

Incluidas na familia Viperidae, estdo as subfamilias Viperinae e Crotalinae (WUSTER
et al., 2008). A subfamilia Crotalinae apresenta a fosseta loreal, um 6rgdo termorreceptor, que

se localiza entre o olho e a narina da serpente, sendo capaz de detectar pequenas flutuacées de
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radiacdo termal, detectando assim a presenca e a direcdo de presas endotérmicas (BULLOCK;
COWLES, 1952; BAKKEN; KROCHMAL, 2007).

Esta subfamilia € composta por diversos géneros, dentre eles, Bothrops e
Bothrocophias, anteriormente denominado apenas Bothrops (FENWICK; EVANS;
PARKINSON, 2009), Crotalus (WUSTER; BERNILS, 2011) e Lachesis (FERNANDES;
FRANCO; FERNANDES, 2004). Esses géneros podem ser diferenciados pela cauda: o
género Bothrops possui uma cauda simples, sem modificagcbes, apenas com escamas
subcaudais em pares; o género Crotalus, apresenta uma estrutura denominada chocalho ou
guizo, na terminacdo da cauda, que produz um ruido quando a serpente se encontra pronta
para o ataque ou irritada; e o género Lachesis tem as ultimas escamas subcaudais ericadas e
modificadas, que terminam num espinho (MELGAREJO; CARDOSO, 2003). Bothrops e
Bothrocophias sdo géneros que podem ser diferenciados por sua filogenia, entretanto, estudos
anteriores demonstraram que este tipo de diferenciacdo ndo estd muito claro, levando a
incertezas na nomenclatura de espécies de importancia médica (CARRASCO et al., 2016).

As serpentes do género Crotalus sdo, popularmente, conhecidas como cascavéis,
maracamboia, cobra-de-quatro-ventas (VALLE; BRITES, 2012) e boicininga, ou serpente
tininte, na lingua indigena (AMARALL, 1973). Esse género também € caracterizado por ser
predador ativo, o qual se alimenta de pequenos mamiferos (LEMA; ARAUJO; AZEVEDO,
1983), passaros e lagartos (MACARTNEY, 1989).

No Brasil, as serpentes do género Crotalus sdo representadas apenas pela espécie
Crotalus durissus, sendo subdividida em 5 subespécies: C. d. collilineatus, que é encontrada
no centro-oeste, Minas Gerais e Sdo Paulo (norte); C. d. terrificus, na regido sul meridional e
oriental, em zonas altas e secas; C. d. marajoensis, na regido da Ilha de Marajo; C. d. ruruima,
encontrada no norte do pais; e C. d. cascavella, em regifes da caatinga do nordeste do pais
(CAMPBELL; LAMAR, 1989; PINHO; PEREIRA, 2001).

Existe ainda uma sexta subespécie reconhecida por alguns autores, C. d. trigonicus,
que sdo encontradas em algumas regides do estado de Roraima (CAMILLO, 1998; AUTO,
1999). Entretanto, as alteragcGes climaticas, sucessdes vegetais, bem como atividades
humanas, podem levar a mudangas na distribuicdo/abundancia destas espécies em diversas
regides (MENDELSON I111; JENNINGS, 1992).

1.3. A peconha crotélica e seus componentes
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As peconhas das serpentes do género Crotalus sdo consideradas mais toxicas do que
as do género Bothrops, pois apresentam maiores nimeros de casos letais no Brasil. Os
acidentes botropicos, por sua vez, ocorrem com maior frequéncia (aproximadamente 10 vezes
maior) que os crotalicos. Estes géneros sdo 0s responsaveis pelos casos mais graves de
envenenamento no pais (BRAZIL, 1911; BELLUOMINI, 1984; FERREIRA JUNIOR, 2003).

As peconhas crotélicas sdo compostas majoritariamente por proteinas (90% a 95%)
(DA SILVA ARAUJO et al., 2016), carboidratos, cations metalicos, aminas biogénicas,
nucleosideos e uma pequena fracdo lipidica e de aminoacidos livres (CAPRONI, 2009). Os
componentes proteicos podem ser divididos em componentes enzimaticos, como
serinoproteinases, metaloproteinases, L-aminoacido oxidases e fosfolipases Az e ndo
enzimaticos como as desintegrinas, fatores de crescimento endotelial e neural, miotoxinas e
peptideos natriuréticos (CALVETE; JUAREZ; SANZ, 2007).

Entre os componentes proteicos da peconha crotalica, destaca-se a crotoxina, primeira
toxina isolada e cristalizada por Slotta e Fraenkel-Conrat (1938) (GRALEN; SVEDBERG,
1938). Ela corresponde entre 65% a 68% da peconha crotélica (DA SILVA; BIER, 1982),
sendo o componente mais toxico da peconha (HENDON; FRAENKEL-CONRAT, 1971). A
crotoxina é composta por duas subunidades, uma basica (fosfolipase Az) e outra &acida
(crotapotina), esta sem atividade enzimatica, mas capaz de inibir a atividade enzimatica e
aumentar a letalidade da fosfolipase A». Esta fosfolipase apresenta, especialmente, acoes
miotdxicas e neurotdxicas, sendo capaz de inibir a liberacdo de neurotransmissores na placa
motora. Porém, esta acdo sO é realizada se a fosfolipase A, estiver complexada com a
crotapotina, pois esta atua como chaperona, prevenindo ligacGes inespecificas da fosfolipase
A, certificando que esta atue na juncdo pré-sinaptica (CHANG; SU, 1981; BON et al., 1988;
CHOUMET et al., 1993; CLISSA, 1997).

A crotamina, isolada pela primeira vez por Goncalves e Vieira (1950), € uma proteina
com acdo miotoxica, que atua nas membranas das fibras musculares, despolarizando as
células (OGUIURA; BONI-MITAKE; RADIS-BAPTISTA, 2005). Essa toxina pode estar
presente ou ndo em serpentes brasileiras, dependendo da regido que habitam (SCHENBERG,
1959).

A giroxina, toxina que também faz parte da composi¢do da pegonha crotélica, é uma
enzima trombina-simile (ALEXANDER et al., 1988), capaz de agir sobre proteinas
plasmaticas, levando a distarbios hematoldgicos (SERRANO; MAROUN, 2005). Essa toxina
causa uma lesdo no labirinto e induz o animal envenenado a girar em torno do seu proprio
eixo (BACILA, 1961; BARRABIN et al., 1978; SEKI; VIDAL; BARRIO, 1980).
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A convulxina é um heterodimero de cadeias o e B (MARLAS, 1985), isolado pela
primeira vez por Prado-Franceschi e Vital-Brazil (1981). Essa toxina é um potente ativador da
agregacdo plaquetaria (VARGAFTING et al., 1980; FRANCISCHETTI et al., 1997).

Além desses quatro componentes, existem muitos outros pouco estudados, devido as
suas baixas quantidades nas peconhas crotalicas, tais como metaloproteases (JIA et al., 1996),
L-amino&cido oxidases (DU; CLEMETSON, 2002), hialuronidase (BORDON et al., 2012),
lectinas tipo — C (OGAWA et al., 2005), serinoproteases (BOLDRINI-FRANCA et al., 2015),
desintegrinas (CALVETE et al.,, 2005) e peptideos potencializadores de bradicinina
(HIGUCHI et al., 2006).

Atualmente ja foram descritos componentes com atividades terapéuticas, como a
crotalfina, peptideo capaz de promover analgesia (KONNO et al., 2008) e enzimas trombina-
simile, utilizadas como “selante de fibrina” para a sutura de feridas (BARROS et al., 2009).

Além de contribuirem para o acidente crotalico, estes componentes proteicos foram
essenciais para a evolugdo das serpentes, imobilizando, paralisando, matando e digerindo
animais maiores que as serpentes, fazendo com que este evento predatério deixasse de ser
mecanico, passando a ser quimico (CALVETE; JUAREZ; SANZ, 2007).

Todos estes componentes estdo suscetiveis a variacdo qualitativa e quantitativa,
sujeitando as peconhas a alteracbes em suas propriedades e atividades bioldgicas
caracteristicas. Por consequéncia, pode haver alteracfes na toxicidade, a qual é representada
pelas manifestacdes clinicas ocasionadas pela composicdo da peconha, poténcia e
toxicocinética de cada toxina (DA SILVA ARAUJO et al., 2016).

1.4. Acidentes ofidicos e a producéo do soro antiofidico

Os acidentes ofidicos em regides tropicais sdo considerados um grave problema de
salde publica, devido a sua frequéncia e a relacdo morbidade/mortalidade, entrando no rol de
condigcdes negligenciadas pertencentes a lista do Departamento de Doencas Tropicais
Negligenciadas (DTN) pela Organizagdo Mundial da Saide (OMS), em janeiro de 2007
(PINHO; PEREIRA, 2001; WHO, 2007; CRUZ et al., 2009; GUTIERREZ; PEREANEZ,
2016). Esse problema afeta principalmente trabalhadores rurais, com destagque para 0s
homens, e criangas de paises pobres e em desenvolvimento da América Latina e Oceania, bem
como do continente africano e asiatico (WHO, 2007).

Com relagdo a epidemiologia do ofidismo, verifica-se que existe uma subnotificagcdo

dos acidentes em todas as partes do globo terrestre. Isto ocorre porque, muitas vezes, 0S
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pacientes ndo procuram atendimento médico, ou sdo atendidos e transferidos, ndo sendo
registrados pelo sistema de satde. Além disso, existe a falha de notificagdo (CUPO, 2015).
Pouco conhecidas, porém impactantes, sdo as sequelas anatdbmicas e funcionais
causadas pelo acidente ofidico, que, apesar de ndo ser conhecido o nimero de ocorréncias, é
maior que 0s casos de Obito. Aproximadamente, mil pacientes por ano sdo vitimas deste
problema, com gravidade ainda desconhecida (GUTIERREZ et al., 2010; CHIPPAUX, 2015).
A partir dos dados epidemiolégicos obtidos através do Sistema de Informagbes de
Agravos de Notificacdo (SINAN), entre os anos de 2011 e 2015 ¢é perceptivel a oscilacdo
entre 0s nimeros de acidentes ofidicos, variando entre 18 mil e 30 mil casos notificados por
ano até o momento (os dados entre os anos de 2013 e 2015 ainda estdo sujeitos a revisao),
além dos nimeros de acidentes que nao foram notificados. Os acidentes crotalicos oscilaram

entre 1.400 a 2.500 casos notificados por ano (Tab. 1).

Tabela 1. Acidentes ofidicos no Brasil entre os anos de 2011 e 2015.

Néao

Ano Bothrops Crotalus Lachesis Micrurus  N&o-peconhentas . e Total
identificadas
2010 21.584 2.378 1.031 210 1.185 3.275 29.663
2011 21.791 2.487 1.002 227 1.247 3.338 30.092
2012 21.062 2.295 894 246 1.296 3.513 29.306
2013*  20.530 1.934 939 252 1.376 3.363 28.394
2014*  19.404 1.911 835 213 1.403 3.404 27.170
2015*  13.373 1.422 524 139 897 2.210 18.565

Fonte: Sistema de Informagdes de Agravos de Notificacdo
*Dados sujeitos a revisao

No Brasil, a notificacdo compulsoria dos acidentes ofidicos levou a criacdo de um
sistema de troca de informacdes epidemioldgicas e soros antiofidicos entre as Secretarias
Estaduais de Saude e o Ministério da Salde. Desta forma, houve um melhor
dimensionamento do ofidismo na populagdo brasileira, possibilitando, assim, o
aprimoramento no controle desse tipo de acidente (CARDOSO; WEN, 2003).

O envenenamento crotdlico tem uma acdo neurotoxica devido, principalmente, a
presenca de neurotoxinas como a crotoxina, atingindo o sistema nervoso central e periférico.
Sua acdo é semelhante a do curare, induzindo uma paralisia devido a inibicao da liberagédo de
acetilcolina na fenda sinaptica (TOKARNIA et al., 2014). Entre os efeitos do envenenamento,
destacam-se a ptose palpebral, parestesia de musculos faciais (face miasténica) e paralisia
gradual dos masculos respiratorios (AZEVEDO-MARQUES, CUPO; HERING, 2003).

A crotoxina, bem como a crotamina, causam os efeitos miotdxicos, levando a uma

lesdo tecidual sistémica de musculos esqueléticos. Consequentemente, o processo de
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rabdomidlise é desencadeado, seguido de mioglobindria (TOKARNIA et al., 2014). Uma
lesdo tubular renal pode surgir devido & mioglobindria, o que pode ocasionar insuficiéncia
renal aguda (IRA) e consequente oligUria ou anuria, sendo uma das principais causas de 6bito
do paciente, assim como o choque cardiovascular (WHO, 2007; TOKARNIA et al., 2014).

Além disso, a vitima apresenta um quadro de dor difusa e valores aumentados de
lactato desidrogenase (LDH), aspartato aminotransferase (AST), aldolase e creatinoquinase
(CK) (AZEVEDO-MARQUES, CUPO; HERING, 2003).

Semelhante a acdo da trombina, a peconha crotalica consome os fatores da coagulacéo,
em especial, o fibrinogénio, levando a um quadro de hipofibrinogenemia, o que torna o
sangue incoagulavel (THOMAZINI; BARRAVIERA; BARRAVIERA, 1994; SAUDE, 1998;
TOKARNIA et al., 2014).

O unico tratamento existente para o acidente ofidico € o soro antiofidico, ou seja,
imunoglobulinas hiperimunes obtidas a partir de animais imunizados com a peconha
especifica (WHO, 2010). Mais de um século depois de sua introducdo na clinica dos
envenenamentos por Albert Calmette, em 1895, este tipo de tratamento é essencial, porém
sempre é necessario que o paciente seja reavaliado e, também, limitacGes dos pacientes devem
ser consideradas. Por exemplo: pacientes com problemas cardiacos, respiratérios e que
apresentem o quadro de insuficiéncia renal devem ser tratados com o soro e técnicas de
emergéncia devem ser utilizadas (WARRELL, 2010).

Desde 1986, com a implantacdo do Programa Nacional de Controle de Acidentes
Ofidicos pelo Ministério da Saude no Brasil, ampliado para outros animais pe¢onhentos em
1988, a producdo do soro antiofidico foi padronizada. Atualmente, é realizada apenas por trés
instituicOes: Instituto Vital-Brazil, Instituto Butantan e Fundacdo Ezequiel Dias, as quais
distribuem o soro gratuitamente para institui¢ces de saide (WEN et al., 2015).

A producdo do soro antiofidico inicia-se com a extracdo das peconhas ofidicas, na qual
uma mistura de peconhas de diferentes subespécies do mesmo género € preparada e
denominada antigeno. Este antigeno € inoculado em cavalos, seguido de uma sangria
exploratdria, em que é realizada a titulacdo de anticorpos especificos, sangria de producéo e
plasmaferese. O plasma é colhido e fracionado para extracdo e purificacdo de
imunoglobulinas ativas. Dependendo da técnica de fracionamento, podem ser obtidas trés
diferentes preparacdes de imunoglobulinas (PARRA et al., 2009; GUTIERREZ; LEON;
BURNOUF, 2011):

e Fab monovalente — plasma digerido com papaina e fracionado com sulfato de aménio

(AL-ABDULLA et al., 2003);
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e Fragmentos de F(ab’), — plasma digerido com pepsina e fracionado com sulfato de

amonio ou &cido caprilico (RAW et al., 1991; GRANDGEORGE et al., 1996);

e 1gG inteira — plasma fracionado com sulfato de aménio e 4cido caprilico (BOLANOS,

1977; ROJAS; JIMENEZ; GUTIERREZ, 1994).

Apo6s algum destes processos, os antivenenos (AV) sdo mantidos liquidos ou podem
ser liofilizados, o que garante sua estabilidade (WHO, 2010).

Atualmente existem cinco tipos de AV produzidos no Brasil: Bothrops AV, Crotalus
AV, Micrurus AV, Bothrops-Crotalus AV e Bothrops-Lachesis AV, sendo o Crotalus AV
produzido por peconhas de C. d. terrificus (50%) e C. d. collilineatus (50%) (WEN et al.,
2015).

Antigamente, para essa producdo, os aspectos bioquimicos e imunoquimicos das
toxinas do envenenamento ndo eram levados em consideracdo. Apesar dos avancos em
relacdo a eficicia e seguranca, a producdo do soro nao foi significativamente modificada,
faltam medidas para que haja melhorias no desenvolvimento e fabricacdo, a fim de atender
esses, e outros parametros de qualidade (GUTIERREZ; LEON; BURNOUF, 2011).

Os componentes de uma peconha ofidica sofrem variacdes de acordo com a espécie,
género, idade, habitat, habitos alimentares, comportamentais, além de variarem conforme
mudancas climaticas. Devido a estas variacOes, € dificil selecionar as peconhas que véo
compor o antigeno a ser usado na producdo do soro antiofidico (WILLEMSE, 1978;
CHIPPAUX; WILLIAMS; WHITE, 1991; FERREIRA et al., 1992; LOURENCO et al.,
2013). Desta forma, estudos de variaces intraespecificas tornam-se necessarios para uma
melhor compreensdo dos quadros de envenenamento, além de auxiliar no desenvolvimento de

um soro antiofidico mais eficaz.

1.5. Protedmica, vendmica e vendmica de C. d. collilineatus

A partir de diferentes metodologias para elucidar mecanismos bioguimicos e
fisiolégicos de determinadas patologias, foi criada a protebmica. Esta abordagem permite
realizar comparacOes quantitativas e qualitativas de componentes proteicos expressos por
células, tecidos ou oOrgdos, identificando-os individualmente, para que possam ser
caracterizados e relacionados aos estados fisiologicos ou patolégicos do organismo estudado
em determinadas condiges (NOVOA-HERRAN; SANCHEZ-GOMEZ, 2011; SIQUEIRA-
BATISTA et al., 2012).
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Wasiinger e colaboradores (1995) introduziram o conceito de proteoma e, a partir
disso, a anélise protedbmica foi sendo caracterizada, a qual faz uso, principalmente, de técnicas
de eletroforese bidimensional (2D) e espectrometria de massas, fundamentais na
caracterizacdo de marcadores biologicos, identificacdo de moléculas e descoberta de vias
metabolicas de etapas celulares (SIQUEIRA-BATISTA et al., 2012). Com o advento de
técnicas protedmicas, Calvete e colaboradores (2007) iniciaram o projeto “Snake Venomics”,
realizando estudos protedmicos de peconhas de serpentes da familia Viperidae (Fig. 2) e, a
partir deste projeto, abordagens sobre a protedmica e o transcriptoma das glandulas de
peconha de mais de 120 taxa foram realizados (GAO et al., 2014).

O protocolo proposto no projeto “Snake Venomics” para o estudo protedmico inicia
com o fracionamento das peconhas ofidicas através de cromatografia liquida de alta presséo,
utilizando uma coluna de fase reversa C-18 (RP-HPLC), seguida de eletroforese em gel de
poliacrilamida com tampdao contendo dodecil sultafo de sodio (SDS-PAGE), sequenciamento
aminoterminal ou N-terminal, determinacdo de massas moleculares por espectrometria de
massas e determinacdo do contetdo de cisteinas (S-S ou SH). Assim, é feita a caracterizacéo
inicial do contetudo proteico de cada fracdo da peconha. As fracbes que apresentarem uma
Unica banda eletroforética, massa molecular e sequéncia aminoterminal podem dar inicio a
caracterizacdo do proteoma da peconha. Entretanto, fracbes que apresentam N-terminal
blogueado ou conteudo eletroforético heterogéneo, tém as bandas de interesse extraidas do gel
e estas sdo reduzidas, alquiladas e digeridas com tripsina. Os peptideos gerados serdo
analisados por espectrometria de massas, a fim de obter a identidade de cada proteina. Desta
forma, € possivel obter a identidade de proteinas que representam mais de 0,05% da peconha
e, assim, determinar a composicdo dessa peconha (CALVETE; JUAREZ; SANZ, 2007).

Sequenciamento — Composicao da
aminoterminal peconha

2 - RP-HPLC em Sequenciamento
Eegonba;ofidics coluna C-18 por MS/MS

l |

SDS-PAGE ‘ Digestio em gel ‘ Esl:ieec;:.:::::na

Figura 2. Projeto “Snake Venomics”. Esquema simplificado da abordagem protedmica de peconhas ofidicas
(CALVETE; JUAREZ; SANZ, 2007; LOMONTE et al., 2014).
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Com a introducéo dessa técnica, algumas vantagens em relacdo ao estudo de peconhas
ofidicas foram reveladas, por exemplo, além de determinar os componentes presentes na
peconha, a abundancia semi-quantitativa dos mesmos também pode ser estimada (LOMONTE
et al., 2014). Outra vantagem € a determinacdo da capacidade do soro antiofidico em
reconhecer e neutralizar os componentes proteicos existentes na peconha, denominada
“Antivendmica”, a qual combina a técnica protedmica com técnicas de imunologia
(CALVETE et al., 2009b).

A vendmica das peconhas de serpentes do género Crotalus ja foi determinada por
diversos autores de forma indireta através do transcriptoma da glandula de peconha, associado
a bioinformética ou diretamente, utilizando técnicas protedmicas propriamente ditas (Tab. 2)
(CALVETE, 2013b).

Tabela 2. Peconhas ofidicas do género Crotalus as quais foram submetidas a andlises
transcriptdmicas e protedmicas (adaptada de Calvete (2013b), com atualizagdes).

Espécie Transcriptoma Proteoma

ROKYTA et al., 2011

Crotalus adamanteus ROKYTA et al.. 2012

MARGRES et al., 2014

FOX et al., 2006

Crotalus atrox CALVETE etal., 2009a

Crotalus durissus cascavella BOLDRINI-FRANCA et al., 2010
Crotalus durissus collilineatus BOLDRINI-FRANCA et al., 2009 BOLDRINI-FRANCA et al., 2010
Crotalus durissus cumanensis CALVETE et al, 2009¢c
Crotalus durissus durissus CALVETE et al, 2009¢c
Crotalus durissus ruruima CALVETE et al, 2009¢c

CALVETE et al, 2009¢c

Crotalus durissus terrificus GEORGIEVA et al., 2010

ROKYTA; WRAY; MARGRES,

Crotalus horridus ROKYTA etal., 2015

2013
Crotalus scutulatus scutulatus MASSEY et al., 2012
Crotalus simus DURBAN et al., 2011 CALVETE et al, 2009¢c
Crotalus tigres CALVETE etal., 2012
Crotalus vegrandis VIALA et al., 2015 VIALA et al., 2015
Crotalus viridis viridis SAVIOLA et al., 2015

Em relacdo a vendmica de C. d. collilineatus, Boldrini-Franga e colaboradores (2009)
realizaram o transcriptoma da glandula de peconha, demonstrando que a crotoxina representa
88% do total de transcritos desta peconha. Nesse trabalho, foram identificadas toxinas que

também s@o expressas na peconha de C. d. terrificus, como o fator de crescimento neural
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(NGF), bem como toxinas desconhecidas para a espécie C. durissus, como o fator de
crescimento vascular endotelial (VEGF) e a cardiotoxina.

Boldrini-Franga e colaboradores (2010) também determinaram o proteoma destas
peconhas, bem como o da subespécie C. d. cascavella, com o intuito de comparar o perfil
proteico expresso por estas subespécies. Esse estudo demonstrou que a peconha de C. d.
collilineatus apresenta crotamina em sua composicdo, enquanto a de C. d. cascavella
apresentou altas concentracdes de uma fosfolipase A. miotdxica. As pegonhas destas
subespécies se assemelham a da subespécie C. d. terrificus, sendo que as diferencas
encontradas podem ser devido a localizacdo geografica onde estas trés subespécies sdo
encontradas.

O estudo protebmico também permite a comparacdo entre individuos pertencentes a
uma mesma espécie. No caso de serpentes, atraves do conhecimento da peconha individual, o
soro antiofidico podera ser produzido com maior especificidade, aumentando sua eficacia
frente ao envenenamento (MENDOZA et al., 2009; GUTIERREZ, 2011).

Desta forma, estudos mais aprofundados sobre a composicao das peconhas ofidicas
puderam ser realizados. Entretanto, as varia¢fes individuais entre peconhas de serpentes da
mesma espécie sdo raramente documentadas, apesar da ciéncia de muitos pesquisadores sobre
a ocorréncia destas. Essas variagdes individuais podem ser um fator de impacto nos estudos
de peconhas ofidicas (KOPPER et al., 2015).

Frente aos poucos estudos protedmicos realizados com peconhas de C. d. collilineatus,
serpente que habita a regido sudeste do pais, a ocorréncia de varia¢@es individuais que podem
inferir na eficacia do soro antiofidico, Unico antidoto utilizado na terapia do envenenamento, a
proposta deste trabalho foi analisar comparativamente o proteoma dessa subespécie,
utilizando a peconha de 22 individuos, bem como verificar as diferencas bioquimicas e
imunoldgicas que poderiam ocorrer diante do envenenamento por estes individuos.
Comparacles qualitativas e quantitativas de componentes proteicos da peconha sédo
importantes para a compreensdo do envenenamento, bem como para a escolha de serpentes
utilizadas para a producdo do soro utilizado na terapéutica (CHIPPAUX; WILLIAMS;
WHITE, 1991; THEAKSTON; WARRELL; GRIFFITHS, 2003).



2. Objetivos
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Os objetivos do presente trabalho foram a analise das diferencas intraespecificas na
composicdo proteica das pegonhas de 22 espécimes de Crotalus durissus collilineatus, a
avaliacdo da especificidade do soro antiofidico produzido no Brasil contra essas peconhas e
comparacdo dos diferentes efeitos bioquimicos e imunoldgicos ap6s 0 envenenamento
crotalico experimental.

Para isto, foram realizadas as seguintes etapas:

e Caracterizacdo do proteoma das peconhas de 22 espécimes adultos de serpentes C.

d. collilineatus e anélise das variacdes intraespecificas na composi¢do de toxinas
das mesmas;

e Avaliagdo o reconhecimento das peconhas e seus componentes pelo soro

anticrotalico comercial produzido no Brasil;

e Avaliacdo da atividade hialuronidasica de cada pegonha;

e Comparacao dos efeitos bioquimicos e imunoldgicos produzidos pela peconha de

cinco espécimes de C. d. collilineatus durante o envenenamento experimental

(camundongos Balb/c).



3. Material e Métodos
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3.1. Peconhas ofidicas

Para a realizacdo deste trabalho, as peconhas de 22 serpentes da subespécie Crotalus
durissus collilineatus foram doadas pelo serpentario da Faculdade de Medicina de Ribeirdo
Preto (FMRP/USP). Estas serpentes foram coletadas na regido de Cataldo — GO e mantidas no
serpentario. A extracdo das peconhas foi realizada por funcionérios especializados do Biotério
da FMRP/USP através de compressdo das glandulas de peconha. As peconhas foram
dessecadas a vacuo a temperatura ambiente durante 6 horas e armazenadas a -20 °C até o
momento do uso. Um pool destas peconhas foi preparado a partir de uma mistura de
quantidades iguais de cada peconha (1 mg). O Anexo A apresenta o Certificado de
Regularidade do Biotério Central emitido pelo IBAMA.

Dentre os individuos analisados todos eram adultos e encontravam-se ambos 0S

géneros, macho e fémea, que pesavam entre, aproximadamente, 400 g e 1.200 g (Tab. 3).

Tabela 3. Peso dos 22 individuos da subespécie C. d. collilineatus ap6s a coleta das
peconhas.

’\:rt:é?sirguio Numero do chip Peso (g) Geénero
1 438 1.227,5 Macho
2 422 852,3 Macho
3 449 1.094,2 Macho
4 447 1.221,8 Fémea
5 434 769,3 Macho
6 440 1.116,3 Macho
7 439 965,8 Macho
8 421 930,1 Macho
9 424 1.274,7 Macho
10 427 901 Macho
11 428 1.038,1 Fémea
12 429 1.066,1 Macho
13 430 968,9 Macho
14 431 1.222,6 Fémea
15 435 1.029,8 Macho
16 436 1.067,6 Fémea
17 441 1.057,9 Fémea
18 442 693,8 Fémea
19 443 844,3 Fémea
20 444 990,8 Macho
21 446 492,2 Fémea
22 448 940,6 Macho
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3.2. Andlise do pool de peconha bruta por cromatografia liquida acoplada a

espectrometria de massas (LC — MS)

3.2.1. Digestao triptica do pool de peconhas

Para a analise por cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas (Liquid
Chromatography — Mass Spectrometry — LC — MS), foram secos 3 mg de peconha bruta
(pool) em centrifuga rotatdria a vacuo (Speed-Vac, Savant). A amostra do pool de peconhas,
foram adicionados 20 pL de uma solucdo de acetonitrila (ACN) 50% (V/V) e bicarbonato de
amonio (NHsHCO3) 0,1 M, 2,5 uL de NHsHCO3z 1 M e 2,5 L de hidréxido de aménio 100%.
Em seguida, foram adicionados 5 pL de ditiotreitol (DTT) 45 mM e as amostras foram
incubadas a 57 °C, por 1 hora. Apds a incubacdo, foram adicionados 5 pL de iodoacetamida
100 mM e as amostras foram deixadas em repouso, no escuro, a temperatura ambiente, por 3
horas. Apos esse periodo, o volume final foi diluido quatro vezes com NH4sHCO3 0,1 M. Os
peptideos e proteinas das amostras foram entdo digeridos com 10 pL de tripsina (Promega,
USA - 0,2 pg/pL) a 37 °C, por 24 horas. Ao final deste processo, foi adicionado hidroxido de
amonio até a solucdo atingir o pH desejado (pH > 7) e, em seguida, foram adicionados mais
10 pL de tripsina (Promega, USA - 0,2 pg/pL). Esta solugdo foi incubada a 37 °C, por 24
horas. Posteriormente, a reacdo de digestdo foi interrompida pela adicdo de 2 uL de &cido

formico 100 % (V/V) e centrifugada a 8.500 x g, por 5 minutos.

3.2.2. Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC) do pool de peconhas

Uma aliquota (150 pL) da amostra digerida com tripsina foi misturada com 100 pL de
formiato de amodnio 5 mM, pH 3,2 e ACN 20% (V/V) e injetada automaticamente em uma
coluna de troca catidnica (Polysulfoethyl A, 100 mm x 4,6 mm, 5 pm, 200 A — PolyLC, USA)
acoplada ao sistema de HPLC LKB-LCC 2252 (Pharmacia). A elui¢do foi realizada com
gradiente linear, sob vazdo de 1 mL/min, tendo como solugdo A, formiato de aménio 5 mM e
ACN 20% (V/V), pH 3,2, e solugédo B, formiato de aménio 500 mM e ACN 20% (V/V), pH
3,2. O gradiente foi realizado por 10 minutos em 0% de B e por 60 minutos de 0% a 60% de

B, coletando 1 mL/tubo. A absorbancia foi monitorada automaticamente em 280 nm.
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3.2.3. Espectrometria de massas do pool de peconhas

As fracOes eluidas foram secas em centrifuga rotatoria a vacuo (Speed-Vac, Savant),
ressuspendidas em 25 uL de ACN 5% (V/V) e acido formico 0,1% (V/V) e centrifugadas. As
amostras (20 uL) foram aplicadas nos vials do espectrdmetro de massas, que contém uma
coluna de fase reversa para Cromatografia Liquida de Ultra Eficiéncia (Ultra Performance
Liquid Chromatography — UPLC) com lonizacdo por Eletrospray (Eletrospray lonization —
ESI), acoplado ao analisador hibrido do tipo QTOF (Quadrupole — time of flight) (API-US,
Waters, Manchester, UK).

3.2.4. Analise in silico das sequéncias de aminoacidos dos peptideos

Os espectros obtidos foram interpretados pela verséo licenciada do algoritmo Mascot
(http://www.matrixscience.com/), utilizando os dados depositados em bancos de dados online
(NCBI e SwissProt) e bancos de dados criados pelo Prof. Dr. José César Rosa (Centro de
Quimica de Proteinas - FMRP/USP), gerados a partir do UniProtKB
(http://lwww.uniprot.org/uniprot/) de sequéncias proteicas encontradas em peconhas de
Crotalus durissus e de outras serpentes. A tolerancia de massas dos espectros MS/MS foi
ajustada para £ 0,8 Da e cisteinas carbamidometiladas foram selecionadas como modificacoes
fixas e metioninas oxidadas como modificacGes variaveis. Os resultados que apresentaram p <

0,05 foram significativos.

3.3. Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) das peconhas brutas

As peconhas brutas dessecadas (incluindo o pool de peconhas) foram submetidas a
eletroforese em gel de poliacrilamida a 12,5%, com tampao contendo dodecil sulfato de sodio
(SDS-PAGE), seguindo o método proposto por Laemmli (1970), em condi¢cOes desnaturantes,
na presenca de SDS. Cada pegonha bruta (50 pg) foi dispersa em agua deionizada e acido
trifluoroacético (TFA) 0,1% (V/V), em meio neutro e meio acido, respectivamente, sendo esta
ultima a condicdo inicial do processo cromatografico que sera discutido posteriormente. Os
géis foram corados com Coomassie Brilliant Blue R-350 e descorados com solucéo
descorante de acido acético 10% (V/V). Foram utilizados os marcadores de massa molecular
de 97,0 kDa — 14,4 kDa (17-0446-01, GE Healthcare) e de 26,60 kDa — 1,06 kDa (M3546-
1VL, Sigma).
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3.4. Fracionamento das pegonhas de C. d. collilineatus

Inicialmente, 22 mg de cada peconha bruta dessecada (incluindo o pool) foram
ressuspendidos em 1100 pL de TFA 0,1% (V/V) e 11 pL de acido férmico (V/V),
centrifugados a 13.000 x g por 10 minutos, a 4 °C.

O fracionamento da peconha foi realizado seguindo o método proposto por Calvete e
colaboradores (2007), em uma coluna de fase reversa C-18 semipreparativa (250 x 10 mm de
dimensdes e particulas de 5 pm, 300 A, Phenomenex, USA) conectada ao sistema de
Cromatografia Liquida Répida de Proteinas (Fast Protein Liquid Chromatography — FPLC,
Akta Purifier UPC 900 — GE Healthcare — Suécia). A eluicdo das fracdes foi realizada com
gradiente segmentado de TFA 0,1% (V/V), como solucdo A, e ACN 80% (V/V) em TFA
0,1% (V/V), como solucdo B, sob vazdo de 5 mL/min, realizando medidas de absorbancia em
214 nm.

As fracOes eluidas foram coletadas, congeladas e liofilizadas para anélises posteriores.

3.5. Estimativa da concentracao proteica das fragdes obtidas

As fragOes obtidas na cromatografia de fase reversa com colunas C-18 semipreparativa
foram ressuspendidas em agua deionizada e a concentracdo de proteinas foi estimada
utilizando espectrofotémetro (Nanodrop 2000, Thermo Scientific), e leitura da absorbancia no

comprimento de onda de 280 nm.

3.6. Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) das fracdes obtidas por FPLC

Cada fracdo (2 pg) eluida da cromatografia de fase reversa foi submetida a analise
eletroforética Tricina-SDS-PAGE (16,5%), como descrito por Shagger e Von Jagow (1987).
A mesma quantidade de cada fracao foi submetida a SDS-PAGE (12,5%), como descrito no
item 3.3. Ambas as eletroforeses foram realizadas em condig¢Oes desnaturantes e reduzidas, na
presenga de SDS e p-mercaptoetanol, respectivamente. Os géis foram corados com
Coomassie Brilliant Blue R-350 e descorados com solucdo descorante de acido acético 10%
(V/V). Foram utilizados os marcadores de massa molecular de 97,0 kDa — 14,4 kDa (17-0446-
01, GE Healthcare) e de 26,60 kDa — 1,06 kDa (M3546-1VL, Sigma). As massas
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aproximadas foram determinadas atraves do software Image Lab, versdo 5.2.1, utilizando o
fotodocumentador Gel Doc XR (BioRad).

3.7. ldentificacé@o de proteinas

3.7.1. Sequenciamento amino-terminal

As fracbes que apresentaram banda eletroforética Unica foram submetidas a
sequenciamento amino-terminal, de acordo com o método de degradacdo de Edman
(EDMAN; BEGG, 1967), em um sequenciador automatico de proteinas (PPSQ-33A,
Shimadzu), conforme instrucGes do fabricante. As sequéncias obtidas foram submetidas a
analise in silico, comparadas com sequéncias ja conhecidas em banco de dados (BLAST), em

busca de similaridades.

3.7.2. Analise das fragdes obtidas em FPLC por espectrometria de massas

Para as analises por espectrometria de massas, as fracbes obtidas por FPLC foram
secas em centrifuga rotatdria a vacuo (Speed-Vac, Savant), subsequentemente dispersas em
10 pL de &gua deionizada e fervidas por 5 minutos. A essas amostras, foram adicionados 20
puL de ACN 50% (V/V) e NH4HCO3 0,1 M e 5 pL de DTT 45 mM e as mesmas foram
incubadas por 15 minutos a 56 °C. Em seguida, foram adicionados 5 pL de iodoacetamida 100
mM nas amostras, as quais foram incubadas em agitador, no escuro, a temperatura ambiente
por 3 horas. Apds este periodo, o volume final foi diluido quatro vezes com NHsHCO3 0,1 M.
A este volume, foram adicionamos 2,5 pL de tripsina (Promega, USA - 0,2 pg/pL) e, em
seguida, esta solucdo foi incubada por 24 horas a 37 °C, para a digestdo das proteinas e
peptideos da amostra. Esta reacdo foi interrompida com a adicdo de 5 pL de acido férmico.
Os peptideos tripticos resultantes foram dessalinizados por Reversed-phase Zip Tip C18. O
volume final deste processo (50 pL) foi aliquotado em duas partes (20 pL e 30 pL) e seco em
centrifuga rotatéria a vacuo (Speed-Vac, Savant). As aliquotas de 20 pL foram dispersas em
25 pL de ACN 5 % (V/V) e acido férmico 0,1 % (V/V), centrifugadas e, destas, 20 yuL foram
aplicadas nos vials do espectrémetro de massas do tipo UPLC-ESI-QTOF (API-US, Waters,
Manchester, UK). As aliquotas de 30 pL foram dispersas em 6 pL de matriz acido 4-hidroxi-
cindmico (CHCA — 5 mg/mL) em TFA 0,1% (V/V) e ACN 50 % (V/V) e aplicada na placa do

espectrOmetro de massas com lonizagdo e Dessorcao a Laser Assistida por Matriz (MALDI),
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acoplado ao analisador do tipo TOF (Time of light) (Axima Performance, Kratos-Shimadzu,

Manchester, UK). O equipamento foi programado para analisar em modo refletido.

3.7.3. Analise in silico das sequéncias de aminoacidos dos peptideos obtidos

Os espectros obtidos foram analisados como descrito no item 3.2.4.

3.8. Reconhecimento dos componentes ofidicos e das pegonhas pelo soro anticrotalico

comercial

Para a avaliacdo do reconhecimento das peconhas de C. d. collilineatus pelo soro
anticrotalico comercial foi realizado ensaio imunoenzimatico de ELISA (Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay) indireto.

Microplaca de 96 pocos de fundo plano (Costar®, Corning Incorporated, NY, EUA)
foi sensibilizada com 2 pg de proteina (fragbes ou peconhas) diluidas em tampdo
carbonato/bicarbonato 0,05 M pH 9,6 (volume total por poco de 100 pL) e incubada a 4 °C,
por 16 horas. Como controle positivo, pocos da placa foram sensibilizados com
imunoglobulina heteréloga contra peconha de Crotalus (soro anticrotalico, lote 1208195,
Instituto Butantan), diluida 1:1.000 em tampao carbonato/bicarbonato 0,05 M pH 9,6. Como
controle negativo, foram utilizados po¢os nédo sensibilizados.

Apds a incubacéo, o contelido dos pocos foi descartado e a placa foi lavada trés vezes
com tampéo fosfato salino (Phosphate buffered saline — PBS) pH 7,2. Em seguida, 0s pocos
foram blogueados com 250 pL de leite em pé (Molico, Sdo Paulo, SP, Brasil) 2 % diluido em
PBS (MPBS) a 37 °C, por 2 horas. A placa foi lavada trés vezes com PBS-Tween (PBS-T)
0,05 % e trés vezes com PBS. A placa foi incubada a 37 °C, por uma hora, com 100 pL de
soro anticrotalico comercial diluido 1:100 em MPBS 1%. A placa foi novamente lavada como
descrito anteriormente. Apos esta lavagem, a placa foi incubada com 100 pL de anticorpos
policlonais anti-cavalo marcados com peroxidase (anti-horse, IgG - HRP, A6917, Sigma-
Aldrish, St. Louis, MO, EUA) diluidos 1:3.000 em MPBS 1%. Ap06s uma hora de incubacédo a
temperatura ambiente, a placa foi novamente lavada trés vezes com PBS-T e trés vezes com
PBS. Em cada poco foram adicionados 100 pL de substrato OPD — H,O> (SIGMAFAST OPD
tablet, SLBM4528V, Sigma-Aldrish, St. Louis, MO, EUA), diluido em 20 mL de agua
deionizada e uréia (SIGMAFAST Buffer with urea H.O2, 021M8224, Sigma-Aldrish, St.

Louis, MO, EUA), conforme instrucbes do fabricante, e aguardou-se 15 minutos para o
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desenvolvimento de cor ao abrigo de luz, sendo esta reacdo interrompida com 50 uL de
H2S0s 1 M (Merck®, Sdo Paulo, Brasil). A leitura da absorbancia foi realizada em 490 nm,
em leitor de microplacas (Sunrise-basic Tecan, Swiss). O ensaio foi realizado em
quadruplicata. Os resultados foram analisados por anélise de variancia (ANOVA) seguida de

uma analise post-hoc por meio do teste de Tukey (p < 0,05).

3.9. Determinagéo da atividade hialuronidasica por turbidimetria

A atividade hialuronidasica foi determinada turbidimetricamente por modificacdes do
método de Di Ferrante (1956) segundo Pukrittayakamee e colaboradores (1988), mas
adaptado para microplacas de 96 pogos, como descrito a seguir.

As massas de 2,5 ug e 5 ug de cada peconha foram incubadas individualmente com
tampdo acetato de sddio (AcNa) 200 mM e cloreto de sodio (NaCl) 150 mM, pH 6,0, a 37 °C,
por 15 minutos, em microplacas de 96 pogos com fundo plano. Em seguida, foram
adicionados 20 pL de é&cido hialurénico (0,5 mg/mL) em cada pogo, seguido de nova
incubacdo a 37 °C por 45 minutos (volume final de 100 pL por poco). Para a interrupgdo da
reacao, foi adicionado brometo de cetiltrimetilaménio (BCTA) 2,5% (m/V) em hidroxido de
sodio (NaOH) 2% (m/V). A leitura da absorbancia foi realizada em 400 nm, até 10 minutos
apos interromper a reagdo, em leitor de microplacas (Sunrise-basic Tecan, Swiss). O ensaio
foi realizado em duplicata.

A atividade enzimética foi determinada em porcentagem de hidrolise do 4acido
hialurénico calculada com base em curva padrdo de &cido hialurénico, na qual, o padrdo em
que ndo foi adicionado o &cido hialurdnico foi considerado como 100% de hidrdlise e, o
padrdo que continha maior concentracdo de acido hialurdnico (20 pL), foi considerado como
0% de hidrolise.

3.10. Ensaios in vivo

Os ensaios em animais descritos neste item foram realizados de acordo com
orientacbes dos Principios Eticos na Experimentagdo Animal adotadas pelo Comité de Etica
no Uso de Animais (CEUA) da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto
(FCFRP-USP), sob o protocolo n° 15.1.1190.60.8, conforme Certificado de Aprovacédo
(Anexo B).
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3.10.1. Animais

Foram utilizados 62 camundongos machos da linhagem Balb/c (19 — 25 g) oriundos do
Biotério de Criacdo da Universidade de Sdo Paulo, campus de Ribeirdo Preto (Central). Os
animais foram mantidos no Biotério de Criacdo da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de
Ribeirdo Preto, em gaiolas com filtros em ambiente climatizado (23 + 1 °C, 55 £ 5 % de
umidade). O periodo claro-escuro foi de 12 h (7:00 AM — 7:00 PM) e a racdo e agua foram

disponibilizadas ad libitum.

3.10.2. Padronizacdo da dose de peconha de C. d. collilineatus para a inducdo do

envenenamento experimental

Grupos de camundongos (n=5) machos Balb/c foram desafiados intramuscularmente
(im) com 3 diferentes doses ndo-letais do pool de peconhas de C. d. collilineatus (0,01, 0,02 e
0,04 pg/g de animal), baseadas no estudo de Santoro e colaboradores (1999), diluida em
solucdo fisioldgica estéril 0,9% em um volume final de 0,1 mL. Grupo de animais controle
(n=5) recebeu apenas solucao fisioldgica.

Para a avaliacdo do quadro de envenenamento dos animais, os sinais classicos (Tab. 4)
foram observados durante o periodo de 12 horas. A dose ndo-letal, que apresentou maior

namero de sinais de envenenamento, foi utilizada no ensaio seguinte.

Tabela 4. Sinais classicos de envenenamento pelo género Crotalus apresentados pelos
animais envenenados.

Animais

SINAIS Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4 (controle)

112|3|4|5|1(2|3|4|5(1|2|3|4|5|1]|2|3|4]|5

Edema
Prostracdo
Sudorese
Sonoléncia
Inquietacéo
Ptose palpebral
unilateral

Ptose palpebral
bilateral
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3.10.3. Envenenamento dos animais por inoculacéo das peconhas de C. d. collilineatus

Grupos de camundongos (n=6) machos Balb/c foram desafiados im com diferentes
peconhas (as 5 que apresentaram maior variacdo na composicdo e 0 pool de pegonhas). A
dose utilizada foi de 0,04 pg/g, por ndo ser letal e induzir o maior nimero de sinais de
envenenamento (item 3.10.2), diluida em solucéo fisioldgica estéril 0,9%. O grupo de animais
controle recebeu apenas solucgdo fisioldgica.

Ap0s 6 horas do desafio, os animais foram anestesiados intraperitonealmente com 60
mg/Kg de ketamina (Dopalen, Agripands Brasil Ltda®, Paulinia, SP, Brasil) e 8 mg/Kg de
xilazina (Rompun, Bayer Animal Health®, Porto Alegre, RS, Brasil) para coleta das amostras
de 500 pL de sangue pela cavidade retro-orbital. Apds a coleta do material, os animais foram
rapidamente eutanasiados por decapitacéo.

Os 500 pL de sangue foram centrifugados a 10.000 x g, 4 °C por 10 minutos, para a
obtencéo do soro, o qual foi congelado (- 20 °C) até o momento das subsequentes analises.

3.10.4. Avaliacdo bioguimica laboratorial do soro de animais envenenados pela peconha

de C. d. collilineatus

Os parametros bioquimicos do soro dos animais envenenados foram determinados em
até 24 horas ap0s a coleta do material e incluiam as dosagens de alanina aminotransferase
(ALT), aspartato aminotransferase (AST), acido urico, creatina cinase (CK), creatinina,
glicose, lactato desidrogenase (LDH) e uréia.

Estas analises foram realizadas pelo Servico de Analises Clinicas da FCFRP-USP,
utilizando o analisador automatico CT600i (Wiener, Rosario, Argentina) e seus respectivos
kits: GPT (ALT) UV AA liquida, GOT (AST) UV AA liquida, URICOSTAT enzimatico AA,
CK- NAC UV AA liquida, CREATININA Cinética AA liquida, GLICEMIA Enzimatica AA
liquida, LDH-P UV AA liquida e UREIA UV Cinética AA (Wiener, Rosario, Argentina).

Os resultados foram analisados por anélise de variancia (ANOVA) seguida de uma

analise post-hoc por meio do teste de Tukey (p < 0,05).
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3.10.5. Avaliacdo de citocinas e 6xido nitrico no soro de animais envenenados pela

peconha de C. d. collilineatus

As analises de citocinas foram realizadas utilizando leitor automatico de microplacas
MAGPIX® Luminex® (Thermo Fisher Scientific), seguindo instrucdes do fabricante, e os kits
com microesferas magnéticas conjugadas com anticorpos especificos para cada citocina
(ProcartaPlex®, Affymetrix, eBioscence, Vienna, Austria). Foram avaliadas as citocinas IL -
1B, IL -2, 1L -4,IL-5,IL-6,IL- 10, IL - 12p70, IL - 13, IL - 173, TNF —a e IFN —v. Os
resultados foram analisados por analise de variancia (ANOVA) seguida de uma analise post-
hoc por meio do teste de Fisher’s LSD (p < 0,05).

Também foi avaliada a presenca de nitrito (NO?) no soro dos animais envenenados
através do método de Griess (GREEN; GOLDMAN, 1981). A producdo de oxido nitrico
(NO) é avaliada através de indicador de NO, no caso NO?%, produzido durante o ensaio. A
concentracdo de nitrito nas amostras foi determinada através de curva padrdo, utilizando
dilui¢bes de nitrito de sddio (NaNO-). A leitura da absorbancia foi realizada em 540 nm. Os
resultados foram analisados por analise de variancia (ANOVA) seguida de uma analise post-

hoc por meio do teste de Tukey (p < 0,05).



4. Resultados e Discussao
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4.1. Analise das variacgdes individuais

4.1.1. Inspecéo visual das pegonhas

No presente trabalho, analisou-se a ocorréncia de variagdes na composicdo das
peconhas de 22 individuos da subespécie C. d. collilineatus (Tab. 3). Todas as peconhas
apresentaram aspecto cristalino e coloragdo variando entre as cores branca e amarela (Fig. 3).

E importante ressaltar que todos os animais sd0 provenientes da mesma regido
(Cataldo — GO) mantidos no serpentario da FMRP/USP e alimentados com camundongos.
Estas caracteristicas conferem maior homogeneidade as amostras, por reduzir as alteracfes

decorrentes de alimentacéo e de regido geogréafica de procedéncia do animal.
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Figura 3. Peconhas dessecadas a vacuo extraidas de 22 espécimes de Crotalus durissus collilineatus. Todas
apresentaram aspecto cristalino, apesar de apresentarem diferencas de coloragdo entre si. Peconhas (A) 1; (B) 2;
(©)3;(D) 4; (E) 5; (F) 6; (G) 7; (H) 8; (1) 9; (J) 10; (K) 11; (L) 12; (M) 13; (N) 14; (O) 15; (P) 16; (Q) 17; (R)
18; (S) 19; (T) 20; (U) 21; (V) 22. As etiquetas acima de cada microtubo indicam o nimero do chip do espécime
utilizado na extracéo.
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O numero de peconhas (22) avaliadas corresponde ao numero de Crotalus durissus
collilineatus mantidas no serpentario da FMRP/USP. Esse nimero é adequado para este tipo
de estudo, visto que propiciara uma andlise representativa da pegonha desta populacdo de
serpentes. Outros estudos sobre variagfes individuais utilizaram peconhas a partir de 5
individuos (MENEZES et al., 2006; ALAPE-GIRON et al., 2008; KOPPER et al., 2015)

Observa-se na figura 3 que todas as pegonhas dessecadas apresentaram aspecto
cristalino, das quais 14 apresentaram cor branca (serpentes 1, 2, 4,5, 6, 7, 8, 9, 12, 13, 14, 15,
17 e 19), 7 apresentaram cor amarelada (serpentes 3, 10, 11, 16, 18, 20 e 22) e apenas 0
individuo 21 apresentou a peconha com coloracdo amarela bastante evidente.

As peconhas ofidicas podem variar entre as cores branca e amarela (SCHENBERG,
1959). A coloracdo amarela da peconha ofidica pode ser um indicador da presenca da enzima
L-aminodacido oxidase (LAAO) (TU, 1982). Esta enzima ¢ um homodimero (BORDON et al.,
2015) que apresenta o cofator dinucleotideo de flavina — adenina (FAD) ou mononucleotideo
de flavina (FMN), responsavel pela coloracdo amarela das pe¢onhas (IZIDORO et al., 2014).

A presenca desta enzima pode ser um mecanismo de protecdo contra patégenos,
levando a apoptose desses através da producdo de peroxido de hidrogénio (H202), gerado pela
deaminacdo oxidativa de aminoacidos hidrofobicos (ANDE et al., 2008; 1ZIDORO et al.,
2014).

Embora, nas peconhas brancas das espécies Vipera russelli (DIMITROV;
KANKONKAR, 1968) e Vipera ammodytes (KORNALIK; MASTER, 1964) também ser
detectada a presenca de LAAO, a concentracdo dessa enzima era menor do que na peconha
amarela. As peconhas destas duas coloracBes podem ser produzidas no mesmo individuo,
como em C. viridis helleri (DEORAS, 1963; KARDONG; OWNBY, 1987). Para a
subespécie C. d. ruruima constatou-se que a peconha branca é mais tdxica que a amarela, ja
que apresentou menor DLsp (DOS SANTOS et al.,, 1993). Ambas possuem atividades
fibrinogenolitica, hemolitica, mionecrética e edematogénica semelhantes, mas a pe¢onha

amarela apresentou maiores atividades necrética e hemorragica (DOS SANTOS et al., 1993).
4.1.2. SDS-PAGE
As peconhas dessecadas (Fig. 3) foram submetidas a analise em SDS-PAGE, como

descrito no item 3.3. O perfil eletroforético de todas as peconhas, inclusive do pool de

peconhas, é mostrado na figura 4.
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Figura 4. Perfil eletroforético das peconhas de C. d. collilineatus (50 pg) em gel desnaturante de
poliacrilamida a 12,5%. As peconhas ofidicas foram ressupendidas em agua deionizada (géis A-C) ou em TFA
0,1% (géis D-F). M1 — marcador de massa molecular (17-0446-01, GE Healthcare); M2 — marcador de massa
molecular (M3546-1VL, Sigma); pool — mistura de quantidades iguais de cada uma das 22 peconhas. Apds a
eletroforese, o gel foi corado com Coomassie Brilliant Blue R-350 (GE Healthcare).

As peconhas ressuspendidas em agua deionizada (Fig. 4 A-C) formaram precipitado e
0s componentes que foram mais evidentes apresentavam massas moleculares entre 26 kDa e
30 kDa, sendo que todas as pegonhas apresentaram 2 ou mais bandas proteicas nesta faixa de
massa molecular, variando em intensidade. Em contrapartida, ndo houve a formacdo de
precipitado nas peconhas dissolvidas em TFA 0,1% (V/V), e o perfil eletroforético dessas
peconhas (Fig. 4 D-F) apresentou bandas proteicas majoritarias entre 14,4 kDa e 20,1 kDa.

O precipitado observado nas peconhas ressuspendidas em agua pode corresponder ao
complexo da crotoxina. Andriani (1995) verificou que quando o pH do meio era igual ao pl
(4,7) do complexo da crotoxina, ocorria a formacdo de precipitado. O autor conseguiu
solubilizar esse complexo em solucéo salina acidificada com &cido cloridrico (HCI), pH 3.
Portanto, como a solucdo de TFA 0,1% (V/V), utilizada para solubilizar as pegonhas
aplicadas nas eletroforeses apresentadas na figura 4 D-F, apresenta o pH ente 1,8 e 2,0, ndo
houve a precipitacdo do complexo da crotoxina e a banda correspondente & mesma foi
evidenciada no gel, indicando ser a mesma o0 componente majoritario da pegonha crotélica.

Geralmente, componentes proteicos sdo mais solliveis em pHs maiores ou menores
gue seus pls. Cargas iguais aumentam a repulsdo entre moléculas, levando a uma maior
solubilidade. Entretanto, quando o pH de uma solucdo é igual ao ponto isoelétrico (pl) da
proteina, ou seja, quando a proteina apresenta carga liquida nula no sistema aquoso, as forcas

eletrostaticas de repulsdo sdo reduzidas, 0 que aumenta a interacdo proteina-proteina, havendo
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menor interacdo de proteinas com a agua, favorecendo a aproximacdo de proteinas, que
podem se agregar ou precipitar. Assim, quanto mais préximo o pH da solucdo do pl da
proteina, menor sera a solubilidade desta (PELEGRINE; GASPARETTO, 2003).

Outras variacdes também foram nitidamente perceptiveis, como a peconha 3, que
apresentou um componente muito evidente com massa molecular menor que 14 kDa (Fig. 4
A) e as peconhas 12, 17, 18 e 19 (Fig. 4 B e C), que apresentaram componentes entre 20 kDa
e 14 kDa. A peconha 21 também apresentou um componente nitidamente visivel entre 45 kDa
e 66 kDa (Fig. 4 C), podendo ser a enzima LAAO, pois esta apresenta massa molecular entre
50 kDa e 70 kDa, quando avaliada por SDS-PAGE (DU; CLEMETSON, 2002), justificando a
cor amarela da peconha 21. A massa molecular do mondémero da LAAO de C. d. terrificus foi
estimada em 53 kDa por SDS-PAGE (BORDON et al., 2015).

Em relacdo aos perfis eletroforéticos das peconhas ressuspendidas em TFA 0,1% (Fig.
4. D, E e F), aléem do componente majoritario, que deve ser a crotoxina, como citado
anteriormente, e as mesmas variagOes citadas em relagdo aos perfis eletroforéticos das
peconhas ressuspendidas em agua, também foi observado em todas as amostras a presenca de
varios componentes de alta massa molecular (acima de 97 kDa). Estes estdo nitidamente

visiveis nos geis e apresentam grande variabilidade entre as peconhas avaliadas.

4.1.3. Variac@es individuais por analise protedmica

Técnicas de espectrometria de massas tem sido de grande importancia em pesquisas de
interesse bioldgico, ja que sdo capazes de identificar nas amostras analisadas a presenca de
proteinas ja depositadas em bancos de dados com muita eficiéncia (CALVETE, 2011). Para
tal identificacdo, dois dados sdo utilizados, sendo o primeiro a informacdo sobre a massa
molecular dos peptideos provenientes de digestdo enzimatica (Peptide Mass Fingerprint -
PMF) e o segundo é a fragmentac&o e sequenciamento dos peptideos obtidos (CANTU et al.,
2008).

Cantu e colaboradores (2008) descreveram o estudo protedmico em apenas Seis
passos:

1. As proteinas de interesse devem ser isoladas;
2. As proteinas de interesse devem ser convertidas em peptideos utilizando enzimas que
promovem a clivagem das proteinas em locais especificos. Por exemplo, a enzima tripsina

promove a clivagem de proteinas quando encontra um aminoéacido arginina e/ou lisina;
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3. Estes peptideos devem ser separados através de cromatografia liquida acoplada ou ndo ao
espectrOmetro de massas. Os peptideos serdo ionizados por ESI ou por MALDI, sendo que
por ESI, os peptideos recebem duas ou mais cargas positivas, e por MALDI, os peptideos
recebem apenas uma carga positiva. Apos a ionizagdo, os peptideos sdo transferidos para o
analisador de massas;
4. Os espectros de massas desses peptideos sdo obtidos, indicando a relagdo massa/carga (m/z)
e, também, a massa molecular dos peptideos, ou seja, este passo é o PMF;
5. Estes peptideos detectados em PMF, também chamados de ions precursores, sao
submetidos a colisdo com moléculas de gas inerte. Em outras palavras, sdo submetidos a
fragmentacéo, resultando em espectros de fragmentacdo ou MS/MS;
6. Por ultimo, estes resultados combinados sdo analisados utilizando softwares, como Mascot
ou Sequest, para identificar homologias com as proteinas depositadas em bancos de dados.

Outra técnica de espectrometria de massas que, também, é utilizada para a
identificacdo de proteinas é a Shotgun Proteomic ou cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massas (LC-MS), onde a identificacdo de proteinas é realizada diretamente
a partir de uma mistura complexa. Esta mistura é digerida por uma enzima e, posteriormente,
separada por dois meétodos cromatograficos, sendo o primeiro uma troca catidnica, e 0
segundo, uma fase reversa. Ap0s a separacao, a amostra é transferida para o espectrémetro de
massas e a analise é realizada como descrito acima para 0 MS/MS (NESVIZHSKII;
AEBERSOLD, 2005; CARNIELLI, 2013).

Considerando a eficiéncia do Shotgun Proteomic para a caracterizacdo de misturas
complexas de proteinas, o pool de peconhas foi analisado, como descrito no item 3.2, com 0
intuito de se obter uma visdo global dos componentes presentes nas 22 pegonhas. Os

resultados obtidos estdo apresentados na tabela 5.
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Tabela 5. Identificacdo de proteinas encontradas no pool de peconhas de C. d. collilineatus a partir da técnica de LC-MS.

; i *MM da proteina Peptideos *MM do peptideo
Proteina (Especie) Acesso (Dg) 123456769012345015501234567890 (Dg)p Carga m/z
Convulxina subunidade o (Crotalus durissus 093426 18.141,10 GLHCPSDWYYYDQHCYR 2.318,71 3+ 773,91
terrificus) IFNEEMNWEDAEWFCTK 2.247,93 2+ 1.124,97
MVTQNIEESFSHVSIGLR 2.046,07 3+ 683,03
VTQNIEESFSHVSIGLR 1.915,01 3+ 693,34
WEVASCIGK 1.066,24 2+ 534,28
WSDGSSVSYDNLLDLYITK 2.175,03 2+ 1.088,25
Convulxina subunidade B (Crotalus durissus 093427 17.402,3 CNWQWSDGTKPEYKEWHEEFECLISR 3.414,17 4+ 854,55
terrificus) EWHEEFECLISR 1.633,74 2+ 817,88
STFFWIGANNIWNK 1.696,75 2+ 849,38
CNWQWSDGTKPEYK 1.797,81 3+ 600,28
Crotamina (Crotalus durissus terrificus) 073799 7.391,40 ICIPPSSDFGK 1.219,55 2+ 610,78
Crotocetina (Crotalus durissus terrificus) Q719L9 18.198,80 ETEFLOQWYNTDCEEK 1.990,84 2+ 996,43
WSDGSSVNYENLLK 1.610,73 2+ 806,37
Enzima bilineobina semelhante a trombina Q9PSN3 26.478,90 WDKDIMLIR 1.188,65 2+ 595,33
(Agkistrodon bilineatus) SEHIAPLSLPSSPPIVGSVCR 2.202,19 3+ 735,07
IAPLSLPSSPPIVGSVCR 1.848,94 2+ 925,48
SLPSSPPIVGSVCR 1.454,75 2+ 728,38
PSSPPIVGSVCR 1.254,67 2+ 628,34
PPIVGSVCR 983,55 2+ 492,78
VFDHLDWIQSIIAGN 1.726,87 2+ 864,44
Enzima contortrixobina semelhante a trombina P82981 25.413,00 LDSRVSNSEHIAPLSLPSSPPSVGSVCH 2.929,39 3+ 977,47
(Agkistrodon controtrix contortrix) NDEVLDKDIMLIK 1.544,84 2+ 773,43
Enzima conversora de angiotensina (Ophiophagus VBNKAG 143.625,50 ALDPDLTDTMAK 1.289,65 2+ 645,83
hannah)
Enzima semelhante a trombina (Trimeresurus ATLAC6 29.150,20 ~MVLITVLANLLILQLSYAQKSSELVIDD 2.985,65 4+ 747,42
albolabris) WDKDIMLIR 1.188,65 2+ 595,33
Fator de crescimento neural (Naja sputatrix) Q5YF89 27.030,30 EDSLNRNIRAKR 1.453,69 3+ 485,57
ALTMEGNQASWR 1.362,52 2+ 682,27
Fator de crescimento neural (Crotalus durissus Q9DEZ9 27.118,60 ALTMEGNQASWR 1.362,52 2+ 682,27
terrificus) IDSACVCVISR 1.278,63 2+ 640,32
HWNSYCTTTNTFEVK 1.757,79 2+ 879,9
Fosfodiesterase (Crotalus adamanteus) J3SEZ3 96.376,00 AGYLENWDSLMPNINK 1.863,86 2+ 932,94
EQSSPLSCPFGPVPSPDVSGCK 2.331,07 2+ 1.166,54
IDKVNLMVDQQWMAVR 1.945,02 2+ 973,52
KTFLPIFVNPVN~ 1.387,80 2+ 694,91
LWNYFHTTLIPK 1.531,79 2+ 766,9
NPAWWGGQPIWHTATY 1.883,90 2+ 942,96
NPAWWGGQPIWHTATYQGLK 2.310,05 3+ 771,02

QAIFLAHGPGEFNEK 1.527,81 2+ 764,91
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QPLPETLQLK 1.165,68 2+ 583,85
SMQAIFLAHGPGFNEK 1.745,87 2+ 873,94
SQDILMPLWSSYTIYR 1.971,97 2+ 986,99
TESEAHNLPYGRPQVLQNHSK 2.404,10 3+ 802,37
VLSFILPHRPDNSESCADTSPENLWVEER 3.396,59 4+ 850,15
VNLMVDQQWMAVR 1.588,80 2+ 795,41
WNYFHTTLIPK 1.418,76 2+ 710,39
Fosfolipase Az (Crotalus durissus terrificus) P08878 15.272,80 AAAICFR 807,43 2+ 404,73
CCFEHDCCYAK 1.548,58 2+ 775,3
CGAGGQGWPQDASDR 1.560,65 2+ 781,33
GCYCGAGGQGWPQDASDR 1.940,73 2+ 971,37
GSLVEFETLMMK 1.383,70 2+ 692,86
LTGCDPTTDVYTYR 1.660,65 2+ 831,33
NSMDTYDYK 1.135,48 2+ 568,75
SLVEFETLMMK 1.326,56 2+ 664,29
SSYGCYCGAGGQGWPQDASDR 2.277,87 2+ 1.139,94
YCGAGGQGWPQDASDR 1.723,72 2+ 862,87
Fosfolipase Az (Crotalus scutulatus scutulatus) P18998 15.210,90 ARAAICFR 807,44 2+ 404,73
CCFEHDCCYAK 1.531,53 2+ 766,77
CGAGGQGWPQDASDR 1.560,65 2+ 781,33
GCYCGAGGQGWPQDASDR 1.940,73 2+ 971,37
LTGCDPTTDVYTYR 1.660,65 2+ 831,33
RFSPENCQGESQPC~ 1.694,72 2+ 848,37
SSYGCYCGAGGQGWPQDASDR 2.277,87 2+ 1.139,94
YCGAGGQGWPQDASDR 1.723,72 2+ 862,87
YGCYCGAGGQGWPQDASDR 2.103,82 2+ 1.052,92
Fosfolipase Az (Crotalus durissus ruruima) P86169 14.199,70 AFYGCYCGWGGR 1.452,58 2+ 727,3
CCFVHDCCYGK 1.504,59 3+ 502,54
CNTKWDIYPYSLK 1.686,84 2+ 844,43
GTWCEEQICECDR 1.741,52 2+ 871,77
~HLLQFNK 898,52 2+ 450,27
KNAIPFYAF 1.069,56 2+ 535,79
KNAIPFYAFY 1.232,67 2+ 617,34
KNAIPFYAFYGCYCGWGGR 2.285,99 3+ 763
KYGYMFYPDSR 1.425,66 2+ 713,84
NAIPFYAFYGCYCGWGGR 2.157,81 2+ 1.079,91
SGYITCGK 884,42 2+ 443,22
VAAECLR 817,44 2+ 409,73
WDIYPYSLK 1.183,49 2+ 592,75
YAFYGCYCGWGGR 1.615,61 2+ 808,81
YGYMFYPDSR 1.297,54 2+ 649,78
Fosfolipase Az (Crotalus durissus terrificus) P24027 15.968,60 CCFVHDCCYGK 1.504,59 3+ 502,54

KNAVPEYAFYGCYCGWGGQGR 2.457,14 3+ 820,05



Fosfolipase Az (Crotalus durissus terrificus)

Fosfolipase Az (Crotalus durissus ruruima)

Fosfolipase Az (Crotalus durissus terrificus)

Fosfolipase Az &cida (Calloselasma rhodostoma)

Fosfolipase Az &cida (Lachesis stenophrys)
Fosfolipase Az &cida (Sistrurus catenatus
tergeminus)

Fosfolipase Az &cida (Trimeresurus gramineus)

Fosfolipase Az basica (Lachesis muta muta)

POCG56

POCAS3

POCAS5

QIPVF1

P84651
QBEANG

P70088

P0C942

14.167,40

14.334,70

14.480,00

14.369,80

13.901,90
15.429,10

15.722,50

14.278,70

KNAVPFYAFYGCYCGWGGQGRPK
NAVPFYAFYGCYCGWGGQGR
NAVPFYAFYGCYCGWGGQGRPK
NEYMFYPDSR

SGYITCGK
SLSTYKNEYMFYPDSR
VAAECLR

CCFVHDCCYGK
GTWCEEQICECDR

~HLLOFNK
KNAVPFYAFYGCYCGWGGQGR
KNAVPFYAFYGCYCGWGGQGRPK
KNGYMFYPDSR
LSTYKNGYMFYPDSR
NAVPFYAFYGCYCGWGGQGR
NAVPFYAFYGCYCGWGGQGRPK
NGYMFYPDSR

SGYITCGK
SLSTYKNGYMFYPDSR
VAAECLR

KNAIPFYAF

KNAIPFYAFY
NAIPFYAFYGCYCGWGGQGRPK
VAAECLR

YGYMIYPDSR

CCFVHDCCYGK
PFYAFYGCYCGWGGQOR
VAAECLR

GSLVQFETMIMK
SLVQFETMIMK
~HLLQOFGDLIDK
SSYGCYCGTGGQGWPQDASDR
CCFRHDCCYAK
YGSYGCYCGKGGQGLPQDASDR
CCFVHDCCYGK

AAAICFR

KNAIPFYAF

KNAIPFYAFY
KNAIPFYAFYGCYCGWGGR
NAIPFYAFYGCYCGWGGR
YAFYGCYCGWGGR
AFYGCYCGWGGR
CCFVHDCCYGK

Resultados e

2.682,02
2.328,99
2.554,15
1.320,51
884,42
1.999,92
817,44
1.504,59
1.741,52
898,52
2.457,14
2.682,02
1.377,60
1.839,86
2.328,99
2.554,15
1.248,54
884,42
1.928,90
817,44
1.069,56
1.232,67
2.568,18
817,44
1.279,55
1.487,40
1.987,90
817,44
1.383,70
1.326,61
1.298,70
2.306,93
1.531,49
2.393,95
1.487,40
807,44
1.069,56
1.232,67
2.285,99
2.157,81
1.615,61
1.452,58
1.487,40

Discussdo |

4+
2+
3+
2+
2+
2+
2+
3+
2+
2+
3+
4+
2+
2+
2+
3+
2+
2+
3+
2+
2+
2+
3+
2+
2+
2+
2+
2+
2+
2+
2+
2+
2+
2+
2+
2+
2+
2+
3+
2+
2+
2+
2+

671,51
1.165,5
852,39
661,26
443,22
1.000,97
409,73
502,54
871,77
450,27
820,05
671,51
689,8
920,94
1.165,5
852,39
625,28
443,22
643,98
409,73
535,79
617,34
857,07
409,73
640,78
744,71
994,96
409,73
692,86
664,31
650,36
1.154,47
766,75
1.197,98
744,71
404,73
535,79
617,34
763
1.079,91
808,81
7273
744,71
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Giroxina B1.3 (Crotalus durissus terrificus)

Giroxina B1.4 (Crotalus durissus terrificus)

Glutationa Peroxidase (Ophiophagus hannah)

Hialuronidase (Crotalus adamanteus)

Hialuronidase (Echis ocellatus)

Hialuronidase (Protobothrops flavoviridis)

BOFXM1

BOFXM2

V8P395

J35820

A3QVN2

AOQAO077L860

29.347,00

29.261,90

29.588,50

52.486,20

52.545,30

60.401,60

Resultados e

SGYLTCGK

GTWCEEQICECDR

VAAECLR

KYGYMFYPDSR

YGYMFYPDSR
CAGVLEGGIDTCHR
DKDIMLIR

HILIYVGVHDR
IAPLSLPSSPPIVGSVCR
ILCAGVLEGGIDTCHR
LNKPVSYSEHIAPLSLPSSPPIVGSVCR
PPIVGSVCR

PSSPPIVGSVCR
PVSYSEHIAPLSLPSSPPIVGSVCR
SEHIAPLSLPSSPPIVGSVCR
SLPSSPPIVGSVCR
SPOETLPDVPHCANINLLDYEVCR
SYSEHIAPLSLPSSPPIVGSVCR
WDKDIMLIR

DKDIMLIR
ILCAGVLEGGIDTCNR
NNEHIAPLSLPSSPPSVGSVCR
SLPSSPPSVGSVCR
THFLIYVGVHDR
VFDHLDWIQSIIAGN
WDKDIMLIR
LVILGFPCNQFGK
QEPGONSEILQGIK
HVRPGGGFVPNFQLFQOK
FLVNPQGKPVMR
APMYPNEPFLVFWNAPTTQCR
DLHPELSEDEIKR
DYALPVFPYAR
HSDSNAFLHLFPDSFR
KDYALPVFPY

NNQLLWLWR
TFHGLGVIDWENWR
TFHGLGVIDWENWRPQWDR
APMYPNEPFLVFWNAPTTQCR
TFHGLGVIDWENWR
TFHGLGVIDWENWRPQWDR
NDQLLWLWR
APMYPNEPFLVEWNAPTTQCR

884,41
1.741,52
817,44
1.425,66
1.297,54
1.543,71
1.002,58
1.320,71
1.848,94
1.769,90
3.003,52
983,55
1.254,67
2.648,41
2.202,19
1.454,75
2.839,32
2.452,29
1.188,57
1.002,58
1.746,78
2.317,12
1.428,71
1.455,67
1.726,87
1.188,65
1.491,81
1.539,72
1.926,99
1.384,77
2.538,18
1.579,81
1.310,70
1.888,72
1.211,63
1.241,66
1.728,83
2.410,92
2.538,18
1.728,83
2.410,92
1.241,66
2.538,18

Discussdo |

2+
2+
2+
2+
2+
2+
2+
2+
2+
2+
4+
2+
2+
3+
3+
2+
3+
3+
2+
2+
2+
2+
2+
3+
2+
2+
2+
2+
3+
3+
3+
3+
2+
4+
2+
2+
2+
3+
3+
2+
3+
2+
3+

443,22
871,77
409,73
713,84
649,78
772,86
502,3
661,36
925,48
885,96
751,89
492,78
628,34
883,81
735,07
728,38
947,45
818,44
595,29
502,3
874,4
1.159,57
715,36
486,23
864,44
595,33
746,91
770,87
643,34
462,6
847,07
527,61
656,36
473,19
606,82
621,84
865,42
804,65
847,07
865,42
804,65
621,84
847,07
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L-aminodcido oxidase (Crotalus durissus
cumanensis)

Membro da familia fosfodiesterase/pirofosfatase
ectonucleotideo (Ophiophagus hannah)
Membro da familia fosfodiesterase/pirofosfatase
ectonucleotideo (Ophiophagus hannah)

Metaloprotease - desintegrina (Crotalus atrox)

Metaloprotease - desintegrina (Crotalus viridis
viridis)

Metaloprotease - desintegrina (Crotalus
adamanteus)

Metaloprotease semelhante a desintegrina
(Deinagkistrodon acutus)

Metaloprotease semelhante a desintegrina
(Macrovipera lebetina)

Metaloprotease - desintegrina (Trimeresus
gramineus)

Metaloprotease jerdonitina (Protobothrops
jerdonii)

Metaloprotease P1I (Crotalus durissus
collilineatus)

KION7B7

V8PBN7

V8P682

P34182

C9E1R9

F8S108

QIW6MS5

Q4VMO7
P15503
P83912

COL2T8

56.829

26.513,00

100.917,10

53.638,10

53.813,50

67.909,60

68.542,60

68.843,50
53.494,10
54.613,80

53.639,10

Resultados e

TFHGLGVIDWENWRPQWDR
TKPDQYTGECPDIEMSR
NNQLLWLWR

DYMDGPLGR

HSDSNAFLHLFPDSFR

DWYANLGPMR

ETDYEEFLEIAR
NNPGILEYPVKPSEEGK
YAMGGITTFTPYQFQHEFSEALTAPFKR
FVSPLTLVAEER

WWGGQPIWITAAK
AGTFEWSNVIPYER
RIEDIHLLVER
IECDCGSLENPCCYATTCK
IENDADSTASISACNGLK
ITTNPSVEDHCYYHGR
PSVEDHCYYHGR
YEDTMQYELK
EPLKFPDSEAHAVFK
ESGNVNDYEVVYPR
IENDADSTASISACNGLK
ITILESGNVNDYEVVYPR
ILESGNVNDYEVVYPR
ESGNVNDYEVVYPR
IENDADSTASISACNGLK

ILESGNVNDYEVVYPR
MYDIVNVITPIYHR
ILESGDVNDYEVVYPR

ESGDVNDYEVVYPR
VNGKPVVLHLEK

IENDADSTASISACDGLK

ESGNIDDYEVVYPR

DLINVQPAAPNTLK
IECDCGSIENPCCYATTCK
IENDADSTASISACNGLK
ITTNPSVEDHCYYHGR
LRPGSQCAEGMCCDQCR
MCGVTONWESNEPIK

2.410,92
2.025,88
1.241,68
1.022,48
1.888,72
1.221,59
1.513,72
1.869,97
3.108,58
1.359,76

1.512,80
1.685,80
1.391,69
2.336,90
1.864,86
1.947,69
1.518,51
1.318,54
1.716,83
1.639,77
1.864,86
1.978,97
1.865,93
1.639,77
1.864,86

1.865,93
1.732,93
1.865,93

1.639,75
1.331,77

1.864,86
1.639,77

1.492,84
2.336,90
1.864,86
1.947,69
2.083,89
1.791,76

Discussdo |

3+
2+
2+
2+
4+
2+
2+
3+
4+
2+

2+
2+
3+
2+
2+
3+
2+
2+
2+
2+
2+
2+
2+
2+
2+
2+
3+
2+

2+
2+

2+

2+

2+
2+
2+
3+
3+
2+

804,65
1.013,95
621,85
512,25
473,19
611,8
757,87
624,33
778,15
680,89

757,41
843,91
464,9
1.169,46
933,44
650,24
760,26
660,28
859,42
820,89
933,44
990,49
933,97
820,89
933,44
933,97
578,65
933,97

820,88
666,89

933,44
820,89

747,43
1.169,46
933,44
650,24
695,64
896,89
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NADH desidrogenase (Crotalus culminatus)

Peptideo Glutaminil-ciclotransferase (Boiga
dendrophila)

Peptideo glutaminil-ciclotransferase (Gloydius
blomhoffii)

Serinoprotease (Crotalus atrox)

Serinoprotease (Crotalus adamanteus)

Serinoprotease (Crotalus adamanteus)

Serinoprotease (Crotalus durissus durissus)

Q58XS2
ATISW2

Q90YA8

Q8QHK2

J3RY93

J3SDW9

Q2QA04

24.278,80
41.991,30

42.268,70

27.909,30

28.727,80

27.414,80

28.271,00

Resultados e

MCGVTONWESNEPIKK
VNGQPVVLHLEK
VSLVNKNDDTCTGQSADCPR
YEDTMQYELK
~LKQGGYGIIR

MWONDLHPIL

MWONDLHPILIER
ONDLHPILIER
LOGLQAGWLVEEDTFQSHTPYGYR
LIFFDGEEAFVR
NPVFPVYFLNTAR
RGVPILHLIPSPFPR
GVPILHLIPSPFPR
PILHLIPSPFPR

MWONDLHPIL

MWONDLHPILIER

ONDLHPILIER
LOGLOAGWLVEEDTFQSHTPYGYR
LIFFDGEEAFVR
NPVFPVYFLNTAR
NLYDLGLLNNYSSER
HPVEDDHIPFLR
RGVPILHLIPSPFPR
GVPILHLIPSPFPR
PILHLIPSPFPR

DDVLDKDIMLIK

KDDVLDKDIMLIK
LLDDAVCQPPYPELPATSR
SLPSSPPSVGSVCHIMGWGSITPIEK
TLPDVPYCANIK

FLVALYDPDR
LDSPVSNSEHIAPLSLPSSPPSVGSVCR
SLPSSPPSVGSVCR
VFDHLDWIQSIIAGN

WDKDIMLIR

CADINIFDYEVCR

GDILVLLGVHR
IAPLSLPSNPPSVGSVCR
LDSPVNNSTHIAPLSLPSNPPSVGSVCR
CADINIFDYEVCR

DKDIMLIR

GDILVLLGVHR

1.919,92
1.381,77
2.237,02
1.318,54
1.102,69

1.265,62

1.663,88
1.346,77
2.794,36
1.441,74
1.536,84
1.698,00
1.541,93
1.385,84
1.265,83

1.663,88
1.346,77
2.794,36
1.441,74
1.536,84
1.769,81
1.473,63
1.698,0
1.541,93
1.385,84
1.416,75
1.544,84
2.141,06
2.722,37
1.389,71
1.207,60
2.888,44
1.428,71
1.726,87
1.188,65
1.673,71
1.190,71
1.849,93
2.913,55
1.673,71
1.002,58
1.190,71

Discussdo |

3+
2+
3+
2+
2+

2+
2+
2+
3+
2+
2+
3+
2+
2+
2+

2+
2+
3+
2+
2+
2+
3+
3+
2+
2+
2+
2+
3+
3+
2+
2+
3+
2+
2+
2+
2+
2+
2+
3+
2+
2+
2+

640,98
666,89
746,68
660,28
552,35

633,82

832,95
674,39
932,46
721,88
769,43
567,01
771,97
693,93
633,82

832,95
674,39
932,46
721,88
769,43
885,91
492,22
567,01
771,97
693,93
709,38
773,43
714,69
908,46
695,86
604,81
963,82
715,36
864,44
595,33
837,86
596,36
925,97
972,19
837,86
502,3
596,36
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Serinoprotease (Gloydius brevicaudus) Q9YGJ9
Serinoprotease (Bothrops jararaca) Q5W958
5'-nucleotidase (Crotalus adamanteus) F8S0z7

PREVISTA: Carboxipeptidase (Python bivittatus)  gi|602664721

PREVISTA: Carboxipeptidase isoforma X1 0i|602655746
(Python bivittatus)
PREVISTA: Enzima conversora de angiotensina 0i|602635271
(Python bivittatus)

28.180,40
27.815,90

64.683,30

53.967,30
55.045,20

129.728,80

Resultados e

IAPLSLPSNPPSVGSVCR 1.849,93
SNSAHIAPLSLPSSPPSVGSVCR 2.318,18
NSEHIAPLSLPSNPPSVGSVCR 2.318,15
IAPLSLPSNPPSVGSVCR 1.849,93
ALGHSGFSEDQR 1.302,63
ALGNHEFDNGLAGLLDPLLK 2.106,16
DISEDQDIKAEVNK 1.602,80
ETPVLSNPGPYLEFR 1.717,84
ETPVLSNPGPYLEFRDEVEELQNHANK 3.124,48
FHECNLGNLICDAVIYNNVR 2.420,15
HANFPILSANIRPK 1.576,79
HGEGMGELLQVSGIK 1.553,73
HPDDNEWNHVSMCIVNGGGIR 2.405,87
ITALGHSGFSEDQR 1.528,79
LLLPSFLAAGGDGYHMLK 1.901,97
LPSFLAAGGDGYHMLK 1.675,87
NVIFDDKGNVIK 1.360,75
PSFLAAGGDGYHMLK 1.562,73
SFELTILHTNDVHAR 1.751,87
YDAMALGNHEFDNGLAGLLDPLLK 2.586,29
YLGYLNVIFDDK 1.458,77
NSLISYIEQIHR 1.471,81
VDFDLESLSER 1.308,63
YASPSQGDPGQPLFLTPYIESGK 2.451,28
LLYAWEGWHNSAGNPLR 1.983,01

Discussdo |

2+
3+
3+
2+
2+
3+
3+
2+
4+
3+
3+
2+
3+
3+
2+
2+
2+
2+
3+
3+
2+
3+
2+
3+

3+

925,97
773,73
773,72
925,97
652,32
703,06
535,28
859,93
782,13
807,72
526,6
777,87
802,97
510,6
951,99
838,94
681,38
782,39
584,96
863,11
730,39
491,61
655,32
818,1

662,01

40

*MM: massa molecular. Os dados de massas moleculares (Da) foram buscados no UniProtKB.
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A partir da técnica de LC — MS, como descrito no item 3.2, foram identificadas 16
familias de proteinas, entre elas estdo a carboxipeptidase, convulxina, crotamina, crotocetina,
enzima conversora de angiotensina (ECA), fosfodiesterase, fosfolipase Ao, glutationa
peroxidase, glutaminil ciclotransferase, hialuronidase, LAAO, metaloprotease, NADH
desidrogenase, NGF, serinoprotease ¢ 5’-nucleotidase, que serdo discutidas posteriormente,
bem como, pode-se estimar a abundéncia relativa de cada uma dessas familias, evidenciando
que o complexo da crotoxina é realmente majoritario nestas peconhas, o que corrobora com
dados protebmicos de Boldrini-Franca e colaboradores (2010) (Fig. 5).

Os peptideos tripticos encontrados apresentaram homologia com proteinas presentes
no género Crotalus, como é o caso de crotamina, hialuronidase, LAAO, fosfolipase A,
NADH desidrogenase, crotocetina, convulxina, 5’-nucleotidase, fosfodiesterase,
serinoprotease e NGF, embora, apenas alguns peptideos apresentaram homologia com
proteinas da subespécie C. d. collilineatus, como a metaloprotease (Tab. 5).

Além disso, os peptideos tripticos também apresentaram homologia com proteinas de
outros géneros de serpentes, como Lachesis, Bothrops, Naja, Trimeresurus, Boiga,
Ophiophagus, Agkistrodon, Calloselasma, Deinagkistrodon, Demansia, Gloydius,
Macrovipera, Echis, Protobothrops, Sistrurus e Python, de forma que estes componentes
presentes nestas pegonhas crotalicas apresentam residuos conservados, aumentando a

similaridade entre as proteinas (Tab. 5).

Carboxipeptidase (7,88%) 5°_nucleotidase

(0,40%)

Glutationa peroxidase (7,51%)

Hialuronidase

Metaloprotease (2,38%) (0,37%)
, (4

Serinoprotease (1,17%)

- NGF (0,36%)

Crotamina (0,18%)

Crotocetina (0,15%)

Fosfodiesterase (0,12%)

) R ECA LAAO (O,.ll%)
C;gtg);;la ~~/ (0,81%) NADH-desidrogenase (0,04%)
(76,92%) Glutaminil ™~
ciclotransferase
(0,46%)

Figura 5. Perfil protedmico quantitativo do pool de pegonhas de C. d. collilineatus. Os gréaficos apresentam a
abundancia relativa de cada familia proteica obtidas através da técnica de LC-MS ou Shotgun Proteomic do pool
das 22 pegonhas de C. d. collilineatus. NGF: Fator de crescimento neural; LAAO: L-aminoacido oxidase; ECA:
Enzima conversora de angiotensina.
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Foi a primeira vez que esta técnica foi utilizada para a identificacdo de proteinas na
peconha da subespécie C. d. collilineatus e, desta forma, podemos ter uma visao geral sobre
as proteinas que fazem parte da composi¢do das 22 peconhas crotalicas analisadas e que
podem inferir na fisiopatologia do envenenamento.

Este estudo também evidencia componentes que ndo foram descritos nas peconhas de
C. d. collilineatus at¢é o momento, mostrando o quanto estas peconhas sdao complexas e
também, podendo aumentar o conhecimento das peconhas crotalicas e os dados presentes em
bancos de dados desta subespécie de serpente.

Adicionalmente ao ensaio Shotgun Proteomic, que evidenciou a grande complexidade
da composigédo da peconha de C. d. collilineatus, as 22 pegonhas, bem como o pool destas 22
peconhas, foram analisadas por RP-FPLC, seguindo a metodologia proposta por Calvete e
colaboradores (2007) no projeto “Snake Venomics”. Estes ensaios foram realizados
objetivando a identificacdo de variacBes individuais relevantes na composicdo das peconhas.

Os perfis cromatograficos estdo apresentados nas figuras 6 a 17.
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Figura 6. Perfil cromatografico do fracionamento do pool de peconhas de Crotalus durissus collilineatus em coluna de fase reversa C-18. A peconha bruta (22 mg) foi
fracionada em coluna C-18 semipreparativa (250 x 10 mm, particulas de 5 pm, 300 A, Phenomenex) conectada a um sistema FPLC Akta Purifier UPC-10, sob vazdo de 5
mL/min. A eluicdo das fracdes foi realizada com gradiente segmentado de TFA 0,1% (V/V), como solucdo A, e ACN 80% (V/V) e TFA 0,1% (V/V), como solucdo B

(representado pela linha pontilhada rosa). Inserto: perfil cromatografico geral sem ampliacéo.
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Figura 7. Perfil cromatografico do fracionamento das peconhas 1 (A) e 2 (B) de Crotalus durissus
collilineatus em coluna de fase reversa C-18. A pegonha bruta (22 mg) foi fracionada em coluna
semipreparativa C-18 (250 x 10 mm, particulas de 5 um, 300 A, Phenomenex) conectada a um sistema FPLC
Akta Purifier UPC-10, sob vazéo de 5 mL/min. A eluicdo das fracGes foi realizada com gradiente segmentado de
TFA 0,1% (V/V), como solucdo A, e ACN 80% (V/V) e TFA 0,1% (V/V), como solucdo B (representado pela
linha pontilhada rosa). Inserto: perfil cromatogréfico geral sem ampliac&o.
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Figura 8. Perfil cromatografico do fracionamento das peconhas 3 (A) e 4 (B) de Crotalus durissus
collilineatus em coluna de fase reversa C-18. A peconha bruta (22 mg) foi fracionada em coluna C-18
semipreparativa (250 x 10 mm, particulas de 5 pm, 300 A, Phenomenex) conectada a um sistema FPLC Akta
Purifier UPC-10, sob vazdo de 5 mL/min. A eluicdo das fragdes foi realizada com gradiente segmentado de TFA
0,1% (V/V), como solugdo A, e ACN 80% (V/V) e TFA 0,1% (V/V), como solucdo B (representado pela linha
pontilhada rosa). Inserto: perfil cromatografico geral sem ampliagao.
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Figura 9. Perfil cromatografico do fracionamento das peconhas 5 (A) e 6 (B) de Crotalus durissus
collilineatus em coluna de fase reversa C-18. A peconha bruta (22 mg) foi fracionada em coluna C-18
semipreparativa (250 x 10 mm, particulas de 5 pm, 300 A, Phenomenex) conectada a um sistema FPLC Akta
Purifier UPC-10, sob vazéo de 5 mL/min. A eluicdo das fracdes foi realizada com gradiente segmentado de TFA
0,1% (V/V), como solugdo A, e ACN 80% (V/V) e TFA 0,1% (V/V), como solucdo B (representado pela linha
pontilhada rosa). Inserto: perfil cromatografico geral sem ampliagao.
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Figura 10. Perfil cromatografico do fracionamento das peconhas 7 (A) e 8 (B) de Crotalus durissus
collilineatus em coluna de fase reversa C-18. A peconha bruta (22 mg) foi fracionada em coluna C-18
semipreparativa (250 x 10 mm, particulas de 5 pm, 300 A, Phenomenex) conectada a um sistema FPLC Akta
Purifier UPC-10, sob vazéo de 5 mL/min. A eluigdo das fragbes foi realizada com gradiente segmentado de TFA
0,1% (V/V), como solugdo A, e ACN 80% (V/V) e TFA 0,1% (V/V), como solucdo B (representado pela linha
pontilhada rosa). Inserto: perfil cromatogréfico geral sem ampliacéo.
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Figura 11. Perfil cromatografico do fracionamento das pegonhas 9 (A) e 10 (B) de Crotalus durissus
collilineatus em coluna de fase reversa C-18. A peconha bruta (22 mg) foi fracionada em coluna C-18
semipreparativa (250 x 10 mm, particulas de 5 pm, 300 A, Phenomenex) conectada a um sistema FPLC Akta
Purifier UPC-10, sob vazéo de 5 mL/min. A eluigdo das fracGes foi realizada com gradiente segmentado de TFA
0,1% (V/V), como solucéo A, e ACN 80% (V/V) e TFA 0,1% (V/V), como solucdo B (representado pela linha
pontilhada rosa). Inserto: perfil cromatografico geral sem ampliagao.
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Figura 12. Perfil cromatogréafico do fracionamento das peconhas 11 (A) e 12 (B) de Crotalus durissus
collilineatus em coluna de fase reversa C-18. A peconha bruta (22 mg) foi fracionada em coluna C-18
semipreparativa (250 x 10 mm, particulas de 5 pm, 300 A, Phenomenex) conectada a um sistema FPLC Akta
Purifier UPC-10, sob vazdo de 5 mL/min. A eluicdo das fragdes foi realizada com gradiente segmentado de TFA
0,1% (V/V), como solugdo A, e ACN 80% (V/V) e TFA 0,1% (V/V), como solucdo B (representado pela linha
pontilhada rosa). Inserto: perfil cromatogréfico geral sem ampliacéo.
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Figura 13. Perfil cromatogréafico do fracionamento das peconhas 13 (A) e 14 (B) de Crotalus durissus
collilineatus em coluna de fase reversa C-18. A peconha bruta (22 mg) foi fracionada em coluna C-18
semipreparativa (250 x 10 mm, particulas de 5 pm, 300 A, Phenomenex) conectada a um sistema FPLC Akta
Purifier UPC-10, sob vazdo de 5 mL/min. A eluicdo das fragdes foi realizada com gradiente segmentado de TFA
0,1% (V/V), como solugdo A, e ACN 80% (V/V) e TFA 0,1% (V/V), como solucdo B (representado pela linha
pontilhada rosa). Inserto: perfil cromatografico geral sem ampliagao.
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Figura 14. Perfil cromatografico do fracionamento das peconhas 15 (A) e 16 (B) de Crotalus durissus
collilineatus em coluna de fase reversa C-18. A peconha bruta (22 mg) foi fracionada em coluna C-18
semipreparativa (250 x 10 mm, particulas de 5 pm, 300 A, Phenomenex) conectada a um sistema FPLC Akta
Purifier UPC-10, sob vazéo de 5 mL/min. A eluicdo das fracdes foi realizada com gradiente segmentado de TFA
0,1% (V/V), como solugdo A, e ACN 80% (V/V) e TFA 0,1% (V/V), como solucdo B (representado pela linha
pontilhada rosa). Inserto: perfil cromatografico geral sem ampliagao.
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Figura 15. Perfil cromatogréafico do fracionamento das peconhas 17 (A) e 18 (B) de Crotalus durissus
collilineatus em coluna de fase reversa C-18. A peconha bruta (22 mg) foi fracionada em coluna C-18
semipreparativa (250 x 10 mm, particulas de 5 pm, 300 A, Phenomenex) conectada a um sistema FPLC Akta
Purifier UPC-10, sob vazéo de 5 mL/min. A eluigdo das fragbes foi realizada com gradiente segmentado de TFA
0,1% (V/V), como solugdo A, e ACN 80% (V/V) e TFA 0,1% (V/V), como solucdo B (representado pela linha
pontilhada rosa). Inserto: perfil cromatogréfico geral sem ampliacéo.
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Figura 16. Perfil cromatografico do fracionamento das peconhas 19 (A) e 20 (B) de Crotalus durissus
collilineatus em coluna de fase reversa C-18. A peconha bruta (22 mg) foi fracionada em coluna C-18
semipreparativa (250 x 10 mm, particulas de 5 pm, 300 A, Phenomenex) conectada a um sistema FPLC Akta
Purifier UPC-10, sob vazéo de 5 mL/min. A eluigdo das fragbes foi realizada com gradiente segmentado de TFA
0,1% (V/V), como solugdo A, e ACN 80% (V/V) e TFA 0,1% (V/V), como solucdo B (representado pela linha
pontilhada rosa). Inserto: perfil cromatografico geral sem ampliagao.
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Figura 17. Perfil cromatografico do fracionamento das peconhas 21 (A) e 22 (B) de Crotalus durissus
collilineatus em coluna de fase reversa C-18. A peconha bruta (22 mg) foi fracionada em coluna C-18
semipreparativa (250 x 10 mm, particulas de 5 pm, 300 A, Phenomenex) conectada a um sistema FPLC Akta
Purifier UPC-10, sob vazéo de 5 mL/min. A elui¢do das fragdes foi realizada com gradiente segmentado de TFA
0,1% (V/V), como solugdo A, e ACN 80% (V/V) e TFA 0,1% (V/V), como solucdo B (representado pela linha
pontilhada rosa). Inserto: perfil cromatogréfico geral sem ampliacéo.
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O monitoramento da absorbancia das fracbes eluidas foi realizado em 214 nm, tendo
em vista que as ligagdes peptidicas absorvem luz entre 190 e 230 nm (CALVETE, 2011).

Os perfis cromatograficos das fracGes eluidas (Figs. 6-17) apresentaram-se
semelhantes, mas contendo diferencas significativas, principalmente em relacdo a proporcéo
de algumas toxinas. O cromatograma do pool das 22 peconhas apresentou 44 fracdes (Fig. 6).
A numeracdo das fragdes foi feita considerando estes 44 picos de absorbancia, visto que o
pool contém todos os componentes presentes em todas as 22 peconhas avaliadas. Todos 0s
perfis cromatograficos resultantes sdo semelhantes ao perfil obtido por Boldrini-Franca e
colaboradores (2010), que utilizaram uma coluna C-18 de fase reversa acoplada a um sistema
de cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC), para o fracionamento da pegonha de C. d.
collilineatus.

As fracdes eluidas de cada uma das 22 peconhas foram comparadas utilizando o tempo
de retencdo e a amplitude de cada pico de absorbancia. Verificou-se que existem variacdes
significativas tanto quantitativas quanto qualitativas. Ou seja, algumas fracdes estdo presentes
em algumas peconhas, enquanto estdo ausentes em outras. Por exemplo, as fragcbes 1, 2 e 3
estdo presentes apenas na peconha 3 (Fig. 8), a fracdo 4 estd presente apenas na peconha 9
(Fig. 11) e a fracdo 37 é encontrada apenas nas peconhas 4, 9, 12 e 16 (Figs. 8, 11, 12 e 14).

Considerando-se que foi injetada a mesma quantidade de pegonha (22 mg) e as
porcentagens de recuperacdo proteica para uma mesma fracdo foram diferentes entre as 22
peconhas avaliadas, pode-se afirmar que as propor¢cdes com que as toxinas Sao expressas
também variaram muito e algumas diferencas sdo muito evidentes (Tab. 6). Por exemplo, a
fracdo 19 representa quase 13% do total de proteinas eluidas na peconha 13 (Fig. 13A),
enquanto que em outras peconhas, representa uma porcentagem muito pequena, 0,17% na
peconha 22, ou ndo é encontrada, como na peconha 1. A fracdo 20 variou de 15,47% na
peconha 3 a 44,56% na peconha 2. Ja a fracdo 21 variou de 1,13% na peconha 2 a 26,13% na
peconha 5 (Tab. 6).
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Tabela 6. Recuperagdo proteica (%) das frac6es eluidas no processo de purificagdo (RP-FPLC) das pegonhas de C. d. collilineatus.
Fracdes Peconhas
(FPLC) Pool 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22
0 2,38 2,89 0,74 3,89 3,30 3,55 3,14 2,95 3,59 4,13 3,04 0,57 4,63 3,24 3,70 4,39 3,18 3,89 3,84 3,52 3,13 3,73 5,31
1 0,17 - - 0,44 - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
2 0,44 - - 9,66 - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
3 0,30 - - 3,15 - - - - - - - - - - - - - - - - - - -
4 0,08 - - - - - - - - 0,13 - - - - - - - - - - - - -
5 0,22 0,60 0,49 0,47 0,94 0,26 - 0,35 0,33 0,25 0,36 0,69 0,43 1,05 0,20 0,37 0,23 0,38 0,64 0,19 0,34 0,27 0,24
6 0,46 0,79 0,30 0,41 0,58 0,37 0,57 0,63 0,40 0,48 0,41 0,40 0,59 0,67 0,48 0,36 0,17 0,46 0,34 0,23 0,45 0,29 0,23
7 0,48 1,45 0,81 0,55 1,39 0,35 0,71 0,67 0,88 0,38 0,47 1,30 0,91 1,26 0,53 1,08 0,99 0,68 1,09 0,50 0,48 0,60 0,78
8 1,36 2,23 1,30 1,56 1,24 1,25 1,56 1,69 1,22 1,77 1,13 1,44 1,39 0,66 1,91 1,83 0,67 1,07 1,70 0,68 1,47 1,12 1,52
9 2,10 4,32 1,32 2,92 5,07 1,69 1,42 1,06 1,22 0,78 0,74 1,12 3,82 1,08 1,64 6,15 1,18 - 4,45 0,61 3,13 1,52 2,03
10 11,55 11,94 17,95 6,81 8,10 14,05 19,83 19,48 15,39 19,20 8,35 16,06 12,27 7,32 6,16 9,94 10,44 13,22 18,58 4,82 11,15 14,54 18,74
11 12,03 5,87 7,15 13,20 12,28 7,82 - - 9,85 - 12,41 8,69 12,83 11,75 16,16 10,16 2,16 11,89 2,30 17,44 9,58 8,82 5,76
12 1,04 1,54 - - 1,33 1,53 1,13 1,45 0,82 - 2,89 2,46 1,43 5,86 1,94 1,22 1,16 151 1,41 2,26 1,52 1,09 1,64
13 2,91 2,39 1,73 - 1,56 3,23 2,52 2,39 2,29 6,89 1,11 2,62 1,52 2,04 2,49 1,93 9,46 2,11 1,88 6,53 1,56 3,24 1,16
14 1,91 0,89 2,09 1,89 1,29 - - - 1,44 0,85 2,23 0,54 1,98 1,76 0,84 2,00 3,58 1,20 0,94 1,30 2,66 0,65 3,21
15 0,59 1,21 0,72 1,13 - 1,08 0,95 1,13 0,22 0,50 0,81 0,67 - 0,33 0,77 - 4,54 0,23 0,38 1,07 0,66 0,66 0,51
16 0,44 0,88 - 0,28 0,44 0,30 0,23 0,44 0,33 0,39 0,44 0,41 0,36 0,32 0,41 0,67 2,71 0,25 0,89 0,42 0,32 0,17 0,75
17 0,11 0,52 0,26 0,08 0,18 0,14 0,18 0,24 0,16 0,22 0,39 0,31 - - 0,15 0,26 0,25 0,07 0,19 0,15 0,23 0,12 0,07
18 0,46 0,80 0,38 0,19 0,61 0,63 0,49 0,74 0,54 0,53 0,73 0,57 0,30 0,37 0,55 0,57 0,35 0,41 0,55 0,51 0,68 0,33 0,28
19 3,03 - - - - - - - 0,75 - - - - 12,44 - - 0,42 0,27 0,74 0,32 0,28 - 0,17
20 25,16 26,64 4456 1547 2949 22,16 18,63 20,44 2499 27,78 27,29 19,98 44,03 2156 20,07 30,73 22,65 31,92 2891 32,21 28,07 30,21 43,88
21 15,44 12,39 1,13 1761 12,90 26,13 2250 24,46 21,93 1844 13,38 25,87 - 13,17 25,40 13,41 20,16 16,89 16,47 1160 13,41 14,50 -
22 0,35 0,87 0,44 0,44 0,54 0,33 0,37 0,51 0,48 0,42 0,52 0,76 0,19 0,39 0,56 0,61 0,65 0,33 0,36 0,36 0,47 0,42 0,29
23 3,06 3,96 3,85 4,02 3,62 2,26 2,11 2,74 2,76 4,09 4,32 3,19 2,28 3,06 3,00 3,34 3,25 3,51 3,87 3,27 3,19 2,69 2,61
24 1,12 1,02 1,05 0,77 0,75 0,91 0,64 1,26 0,86 1,01 1,47 1,70 151 0,64 1,43 1,02 2,06 1,72 1,05 1,11 1,11 1,14 1,50
25 0,33 0,52 0,69 0,69 0,17 0,43 0,36 0,54 0,18 - 1,36 0,34 0,22 0,24 0,34 0,17 0,43 - 0,27 0,26 0,36 0,65 0,37
26 0,14 0,31 0,32 0,30 0,17 0,23 0,23 0,30 0,24 0,20 0,42 0,38 0,11 - 0,23 0,19 0,24 0,14 0,24 0,17 0,34 0,27 0,23
27 0,19 0,74 0,42 0,51 0,27 0,28 0,20 0,42 0,16 0,19 0,59 0,45 0,07 0,34 0,25 0,33 0,36 0,13 0,26 0,31 0,26 0,28 0,30
28 0,34 0,73 0,73 0,71 0,38 0,37 0,27 0,65 0,43 0,32 0,91 0,58 0,30 0,47 0,28 0,28 0,45 0,19 0,37 0,28 0,38 0,36 1,75
29 1,64 1,66 1,52 2,09 1,56 1,58 1,99 1,87 1,13 1,64 1,94 1,25 1,75 1,30 1,78 1,27 1,33 1,36 1,60 1,76 1,74 1,55 0,39
30 0,44 1,03 0,49 0,67 0,54 0,47 0,52 0,59 0,29 0,37 0,92 0,43 0,29 0,36 0,63 0,47 0,47 0,36 0,39 0,56 0,67 0,81 0,83
31 0,86 1,01 1,02 0,91 0,80 0,69 1,18 1,42 0,70 0,89 0,95 0,97 0,70 0,59 0,66 0,88 0,67 0,54 0,59 0,85 0,79 0,88 0,47
32 0,23 0,35 0,46 - 0,28 0,38 - - 0,34 - 0,51 - 0,18 0,31 0,40 0,25 0,34 0,21 0,49 0,39 0,35 0,34 0,55
33 0,80 0,55 0,57 1,41 0,28 - - - 0,36 0,25 0,65 - 0,64 0,47 - - 0,57 0,49 - 0,31 0,65 0,94 0,12
34 0,86 0,96 1,53 1,38 0,36 2,22 2,39 2,14 0,44 0,20 1,74 2,47 0,84 1,13 1,87 2,05 0,80 0,69 1,71 1,26 1,18 1,00 1,94
35 0,24 - 1,09 - 0,43 - - - - 0,49 - 0,41 0,90 - - - - - - - - - -
36 0,20 - 0,50 - 0,62 - - 0,45 - 0,59 - - 0,55 - - - - - - - - - -
37 0,15 - - - 0,51 - - - - 0,43 - - 0,19 - - - 0,30 - - - - - -
38 0,48 0,63 - 0,39 0,57 0,36 0,33 0,62 0,42 0,33 - 0,80 0,34 0,52 0,33 0,45 0,31 0,27 0,23 0,50 0,69 0,84 0,10
39 0,77 0,80 1,40 0,95 0,39 0,76 0,78 1,05 0,99 0,26 - 0,90 0,70 0,71 0,88 0,90 0,92 0,86 1,15 0,78 0,95 1,01 0,75
40 0,46 0,93 0,68 0,50 1,34 0,59 0,35 0,59 0,41 1,46 - 0,45 0,01 0,47 0,18 0,48 0,51 0,30 0,06 0,45 0,58 0,50 0,38
41 0,26 0,52 - 0,33 0,35 - 0,29 0,55 0,16 0,47 1,32 0,10 0,09 0,26 0,37 0,15 0,24 0,28 0,21 0,19 0,55 0,30 0,19
42 0,40 0,67 0,50 0,58 0,45 0,58 0,42 0,66 0,31 0,66 0,50 0,26 0,34 0,38 0,50 0,32 0,18 0,32 0,25 0,30 0,42 0,42 0,30
43 0,50 0,52 0,33 0,42 0,43 0,47 0,34 0,52 0,42 0,61 0,47 0,32 0,28 0,37 0,40 0,37 0,32 0,33 0,35 0,28 0,55 0,55 0,32
44 3,55 4,89 1,46 3,22 4,49 2,55 3,48 5,01 2,57 2,40 5,24 0,55 1,04 3,10 2,53 1,41 1,33 1,50 1,22 2,24 5,62 3,18 0,88
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As fracdes eluidas foram submetidas a andlise por SDS-PAGE (Fig. 18), como

descrito no item 3.6. As massas moleculares aproximadas foram calculadas como descrito no

item 3.6.
A :\—Ilg\{‘l) 0 1 2 3 435 pﬁl B 3123‘11970 6 7 8 9 10 11 12 pool C ;\3937{% 13 14 15 16 17 18 19 pﬂ’l
-66,0 -66’0 66,0
e ds0 . 45:0 45,0
30,00 o 26,6 N300 30,0 i -
20,18 20,1 20,1
- 17,0 17,0 17,0
14,4 o, 142 1420 w144 ' 14,40 o 142 = Y
6.5 . - ! 6.5 o~ -a® - 6.5 ;-
3,496 3,496
iﬁg LY Lo 1,060
M2 M1 20 21 22 23 24 25 26 pool MI1M2 27 28 29 30 31 32 33 pool M2 M1 34 35 36 37 38 39 40 pool
D E pocl F <
7,0 97.0 8 97,0 sumn
j6,0 66,0 66,0 s b -
5.0 4500 45,0
26,6 .. 30,0 30,0 - 26,6 S )~
20,1 o - 20,1 -
170 174 = 17,0 -
2 5 17,0 i
;45,2-‘ —_— . = 14, i 14,2 ‘ - 14,2'“-’4 - -
i 6.5 = 6,50 - =
G M1 M2 41 42 43 44  pool
- - - e ~ -
07, 0u Figura 18. Perfil eletroforético das fragdes obtidas do pool das 22 peconhas
i de C. d. collilineatus. Tricina-SDS-PAGE em condi¢Bes desnaturantes, na
- presenca de SDS e p-mercaptoetanol e poliacrilamida a 16,5% (géis A-C) ou
.0 12,5% (géis D-G). M1 — marcador de massa molecular (97,0 a 14,4 kDa); M2 —
e marcador de massa molecular (26,6 a 1,060 kDa); pool — pool das pegonhas.
14,4 142 - -
65 -

Nas fracGes iniciais (de 0 a 19) sdo eluidos os componentes de baixa massa molecular,
aqueles entre, aproximadamente, 4 kDa a 9 kDa. Neste intervalo de massas moleculares
podem ser encontradas as proteinas crotamina, desintegrina e a cadeia A do complexo da
crotoxina ou, crotapotina (BOLDRINI-FRANCA et al., 2010). Portanto, a eletroforese foi
realizada em gel de poliacrilamida a 16,5% (Fig. 18A-C), pois nesta concentracdo de
acrilamida a malha do polimero forma poros menores, o que melhora a resolugdo para
proteina que apresentam massa molecular inferior a 20 kDa (SHAGGER; VON JAGOW,
1987). Assim, a separacdo de proteinas de baixa molecular é melhor do que em gel de
poliacrilamida a 12,5% (Fig. 18D-G), mais adequado para proteinas maiores (LAEMMLI,
1970).



Resultados e Discussdo | 58

Tabela 7. Massas moleculares aproximadas das bandas proteicas reveladas para cada uma das
fracdes aplicadas em SDS-PAGE.

Fracoes (FPLC) Massas moleculares aproximadas nos géis (kDa)*
0 abaixo de 1 kDa até 3,5 kDa
1 4,40
2 4,78
3 4,40
4 6,28 4,22
5 6,55
6 9,61
7 9,13
8 8,80
9 9,37
10 9,98 554 3,77
11 10,63 6,03 3,80
12 10,63
13 10,16 5,95
14 9,00
15 8,55
16 8,52
17 30,10 12,02 9,42
18 30,02 12,65 10,26
19 3145 27,33 13,69 8,99
20 1549 6,50
21 1533 6,50
22 15,49
23 14,78 6,5
24 19,89 14,93
25 32,45
26 33,86
27 38,85 32,57
28 35,57
29 32,00
30 31,63 28,00
31 30,71
32 29,63 14,40
33 29,63 2550 14,40
34 70,88 32,79 27,92 14,61
35 4475 14,83
36 33,52 14,83
37 25,53 14,98
38 >97,00 57,04 32,25 2493 1520
39 >97,00 63,06
40 >97,00 60,25 15,12
41 >97,00 66,88 63,19 1505 12,61
42 >97,00 49,09 15,05
43 >97,00 5594 49,09 39,99 14,80
44 >097,00 61,03 5450 47,41 40,40 3158 23,69 14,80 6,50

*QOs dados de massas moleculares estdo apresentados na ordem em que sdo evidenciadas no perfil eletroforético,
ou seja, da maior para a menor.

A partir desses resultados foi verificado que os componentes presentes nas fracdes
iniciais da cromatografia (fragdes de 0 a 16) apresentavam componentes menores que 10 kDa

e as proteinas maiores foram eluidas principalmente nas fragcdes subsequentes (Fig. 18 e Tab.
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7). Estes resultados indicam que a escolha dos protocolos de eletroforese utilizados foram
adequados para a deteccdo dos principais componentes proteicos das fracoes.

Considerando o perfil eletroforético, as fracbes que apresentaram apenas uma banda
eletroforética (fracbes de 1 a 3, de 5 a 8, 14, 20, 22, 25, 28, 29 e 31) foram submetidas a
sequenciamento aminoterminal, seguindo a metodologia de degradacdo de Edman (EDMAN;
BEGG, 1967), como descrito no item 3.7.1. As demais fragdes que apresentaram duas ou
mais bandas eletroforéticas foram submetidas a espectrometria de massas para deducdo de
sequéncias de aminoacidos, a fim de identificar proteinas presentes nas mesmas, como
descrito no item 3.7.2. Para isso foram utilizados espectrémetros de massas com ionizagdo
tanto do tipo ESI, quanto MALDI, para se ter uma cobertura maior de identificagdo de
peptideos tripticos. Os resultados obtidos com estes dois ensaios para a identificacdo de
proteinas foram agrupados e estdo apresentados na tabela 8.

O sequenciamento de proteinas por degradacdo de Edman € iniciado pelo aminoacido
N-terminal, que é marcado, removido da proteina e identificado, ndo interferindo em outras
ligaches peptidicas da cadeia de aminoacidos. Este ensaio envolve a reagdo do
fenilisotiocianato com o peptideo em condicdes alcalinas, levando a geracao de um aduto de
feniltiocarbamoil (PTC) no aminoacido aminoterminal. Proximo a este aduto, a ligacdo
peptidica é clivada em TFA anidrico, removendo o aminoécido aminoterminal como um
derivado anilinotiazolinona. Esse aminoacido é extraido por solventes organicos e convertido
para uma forma mais estavel (derivado de feniltiodantoina) em solucdo aquosa &cida, para
posterior identificacgio (NELSON; COX, 2014; STRACK, 2015). Estas reacGes sao
automatizadas em um sequenciador de proteinas PPSQ-33A.
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Tabela 8. Identificacdo de proteinas nas fragdes obtidas por RP-FPLC das peconhas de C. d. collilineatus.
~ Sequenciamento Peptideo Proteina
Fraao N-terminal* MS/MS** - MM***
(FPLC)  15345678901234567890123456  12345678901234567890123456789  Cargd miz Familia ACesso (Da)
O = — o o - = =
1-3 YKQCHKKGGHCFPKEKICIPPSSDFG  ICIPPSSDFGK 1+ 1.220,55 Crotamina P63327 4.890,00
KMDC
4 = IECDCGSIENPCCYATTCK 2+ 1.169,48 Metaloprotease COoL2T8 53.639,00
P-11 (409-427)
- ICIPPSSDFGK 2+ 610,82 Crotamina P63327 4.890,00
5-7 AREECDCGSIENPCCYATTCKLR IECDCGSIENPCCYATTCK 1+ 2.338,01 Metaloprotease COL2T8 53.639,00
LRPGSQCAEGMCCDQCR 1+ 2.084,93 P-11 (407-444)
8 SSYGCYCGAGGQGWP SSYGCYCGAGGQGWPQDASDR 1+ 2.278,90 Crotoxina A P08878 15.273,00
SYGCYCGAGGQGWPQDASDR 1+ 2.191,78 (subunidade &cida)
CCFEHDCCYAK 1+ 1.549,56
LTGCDPTTDVYTYR 1+ 1.661,78
9-13 - SSYGCYCGAGGQGWPQDASDR 1+ 2.278,90 Crotoxina A P08878 15.273,00
SYGCYCGAGGQGWPQDASDR 1+ 2.191,78 (subunidade &cida)
CCFEHDCCYAK 1+ 1.549,56
LTGCDPTTDVYTYR 1+ 1.661,78
14 SSYGCYCGAGGQGWPQDASDRCCFEH = - - Crotoxina A P08878 15.273,00
DCCYAKLTGCDPT (subunidade &cida)
15-16 - SSYGCYCGAGGQGWPQDASDR 1+ 2.278,90 Crotoxina A P08878 15.273,00
SYGCYCGAGGQGWPQDASDR 1+ 2.191,78 (subunidade &cida)
CCFEHDCCYAK 1+ 1.549,56
LTGCDPTTDVYTYR 1+ 1.661,78
KNAIPFYAFYGCYCGWGGR 3+ 763,02 Fosfolipase Az P62022 15.907,00
17,19e21 - NAIPFYAFYGCYCGWGGR 2+ 1.079,98
WDIYPYSLK 2+ 592,81
GTWGEEQICECDRR 3+ 871,83
YGYMFYPDSR 2+ 649,79
18 - NAIPFYAFYGCYCGWGGR 2+ 1.080,02 Fosfolipase Az P62022 15.907,00
WDIYPYSLK 2+ 592,83
YGYMFYPDSR 2+ 657,80
- EMLVSILDEYPSEVAHLFRPSCVTVLR 4+ 790,95 Fator de COK3N3 16.126,00
crescimento
endotelial vascular
- QYFFETK 2+ 481,74 Fator de Q9DEZ9 27.199,00
NPNPVPTGCR 2+ 556,31 crescimento neural
IDSACVCVISR 2+ 640,35
ALTMEGNQASWR 2+ 682,28
HWNSYCTTTNTEVK 2+ 879,86
HWNSYCTTTQTYVRALTMEGNQASWR 4+ 794,89 R4FIR0 29.063,00



20

22

23

24

25

26

HLLOQFNKMIKFETRKNAIPFYAFYGC
YCGWGGRGRPKDATDRCCEVHDCCYG
KLAKCNTK

HLLOQFNKMIKFETRKNAIPEFYAFYGC
YCGWGGRGRPKDAT

VVGGDECNINEHRSLVAIFYSTEFFC
SGDLINQEWV

EYFFETK
ALTMEGSRASWR
HWNSYCTTTQSFVK
NPNPLPSGCR
KNAIPFYAFYGCYCGWGGR
NAIPEFYAFYGCYCGWGGR
WDIYPYSLK
GTWGEEQICECDRR
YGYMFYPDSR

EMLVSILDEYPSEVAHLFRPSCVTVLR

LTGCDPTTDVYTYR
YLOQFSPENCQGESQPC
KNAIPFYAFYGCYCGWGGR
NAIPFYAFYGCYCGWGGR
WDIYPYSLK

YGYMFYPDSR

LTGCDPTTDVYTYR
YLQFSPENCQGESQPC
QEDGEIVCGEDDPCGTQICECDK
SGISYYSSYGCYCGAGGQGWPQDASDR
EMLVSILDEYPSEVAHLFRPSCVTVLR

LTGCDPTTDVYTYR
YLQFSPENCQGESQPC
QEDGEIVCGEDDPCGTQICECDK
SGISYYSSYGCYCGAGGQGWPQDASDR
FEFCLSSK

TLCAGILEGGK

EKFFCLSSK

WDKDIMLIR

WNKDIMLIR

GDILVLLGVHR

TLCAGILQGGK
LDSPVKNSAHIAPISLPSSPPIVGSVCR
EKFFCVSTK

QKFFCLSSK

2+
2+
2+
2+
3+
2+
2+
3+
2+

4+

2+
2+
3+
2+
2+
2+
2+
2+
3+
3+
4+

2+
2+
3+
3+
2+
2+
2+
2+
3+
2+
2+
3+
2+
2+

481,73
682,28
879,86
556,31
763,02
1.079,98
592,81
871,83
649,79

790,95

831,37
972,43
763,05
1.080,00
592,82
649,82
831,35
972,42
905,38
983,78
790,95

831,38
972,43
905,39
983,77
444,73
559,79
573,32
595,34
402,57
596,39
559,79
966,83
573,32
573,32

Resultados

Fosfolipase A2

Fosfolipase Az

Fator de
crescimento
endotelial vascular
Crotoxina A
(subunidade &cida)
Fosfolipase A2

Crotoxina A
(subunidade &cida)

Fator de
crescimento
endotelial vascular
Serinoprotease

Crotoxina A
(subunidade écida)

Serinoprotease

e
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P61898 13.064,00
F8RKW5 27.282,00
A6MFL5 27.209,00
R4G7F0 27.752,00
P62022 15.907,00
P86169 14.199,00
COK3N3 16.126,00
P08878 15.273,00
P62022 15.907,00
P08878 15.273,00
COK3N3 16.126,00
Q8QHK2 27.909,00
P08878 15.273,00
Q7T229 28.654,00
B0ZT25 28.794,00
J3SDW9 27.414,00
013069 27.894,00
J3S3W6 28.909,00
E5AJX2 28.216,00



27

28
29

30

VIGGDECNINEH
VIGGDECNINEHNFLVALYEYWSQSF
LCGG

TLCAGILKGGK
EMLVSILDEYPSEVAHLFRPSCVTVLR

YGYMFYPDSR
GTWCEEQICECDR
NAIPFYAFYGCYCGWGGR
IDSACVCVISR
HWNSYCTTTNTEVK
LTGCDPTTDVYTYR

YGYMFYPDSR
GTWCEEQICECDR
NAIPFYAFYGCYCGWGGR
GTWCKEQICECDR
TLCAGILEGGK
IMGWGTISPTK
AVYPELPATSR
IMGWGTISPTK
LDRPVSNSEHIAPLSLPSSPPSVGSVCR
IAPISLPSNPPSVGSVCR
FICPNR

GDILVLLGVHR
SLALVYITSGFLCGGTLINK
LDSPVNNSTHIAPLSLPSNPPSVGSVCR
NFOMLEGVHSK
LDSPVSNSEHIAPLSLPSSPPSVGSVCR
TLCAGILEGGKDTCR
DMEIYLGVHSK
ETYPDVPHCANINILDHAVCR
IMGWGTITPSK
TLPDVPYCANIK
LLDDAVCQPPYPELPATSR
ILCAGVLEGGIDTCHR
WDKDIMLIR

VMGWGTIK

YFFNCR

WDKDIMLIR

HILIYVGVHDR
ILCAGVLEGGIDTCHR
LPATSRILCAGVLEGGIDTCHR
VEDHLDWIQNIIAGSETVNCPS

2+
4+

2+
2+
2+
2+
2+
2+

2+
2+
2+
2+
2+
2+
2+
2+
4+
2+
2+
2+
2+
3+
2+
3+
3+
2+
3+
2+
2+
3+

1+
1+
2+
2+
2+
3+
2+
3+
3+

559,79
790,95

657,81
871,87
1.080,01
640,34
879,93
831,37

657,81
871,85
1.080,01
871,85
559,79
595,82
602,31
603,83
740,41
925,98
403,73
596,38
1.064,12
972,22
654,35
963,86
550,96
654,35
832,09
595,82
695,87
714,72

1.770,94
1.189,67
445,72
453,70
603,33
441,27
885,92
799,45
839,09

Resultados

Fator de
crescimento
endotelial vascular
Fosfolipase A2

Fator de
crescimento neural
Crotoxina A
(subunidade &cida)
Fosfolipase Az

Serinoprotease

Serinoprotease
Serinoprotease

Serinoprotease

e
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POC5B4 28.616,00
COK3N3 16.126,00
P62022 15.907,00
Q9DEZ9 27.199,00
P08878 15.273,00
P62022 15.907,00
POCAS5 14.480
Q9DG84 28.321,00
Q8QHK3 28.625,00
AlE2S1 25.179,00
Q2QA04 28.271,00
J3SDW9 27.414,00
E5LOES 28.078,00
Q91053 28.908,00
Q91507 28.099,00
Q072L6 28.019,00
Q5W958 27.815,00
Q8QHK2 27.909,00
CEJ25501 26.664,00
CEJ25501 26.664,00
BOFXM1 29.347,00



31

32

VIGGDECNINEHNFLVALYEYWSQSF
LCGGTLINGEWVLT

SPQETLPDVPHCANINLLDYEVCR
LNKPVSYSEHIAPLSLPSSPPIVGSVCR
TLCAGILEGGK

FLVALYDPDR
VEDHLDWIQSIIAGNTDATCPEVNFEF
DSGGPLICNGEFQGIVSWGDGSCAQPDKP
ALYSK
VEDHLDWIQSIIAGNTDATCPEVNFEF
WNKDIMLIR

CANINLLDYEVCR
ILCAGVLEGGIDTCNR
NNEHIAPLSLPSSPPSVGSVCR
IAPISLPSNPPSVGSVCR
LDSPVNNSARIAPISLPSNPPSVGSVCR
VEFDHLDWIQSIIAGNTTVTCPHENL
LTGCDPTTDVYTYR

EMLVSILDEYPSEVAHLEFRPSCVTVLR

WEVASCIGK
WSDGSSVSYDNLLDLYITK
IFNEEMNWEDAEWECTK
EADFVAWMVTQONIEESFSHVSIGLR
GTWCEEQICECDR
NAIPFYAFYGCYCGWGGR
LVILGFPCNQFGK
QEPGONSEILQGIK

WDKDIMLIR

THFLIYVGVHDR
ILCAGVLEGGIDTCNR
NNEHIAPLSLPSSPPSVGSVCR
VEDHLDWIQSIIAGNTIVNCPP
VMGWGQTTSPONTLPDVPHCANINLLDYE
VCR

ILCAGVLEGGIDTCHR
SPOQETLPDVPHCANINLLDYEVCR
LNKPVSYSEHIAPLSLPSSPPIVGSVCR
NSEHIAPLSLPSNPPSVGSVCR
VEDHLDWIQSIIAGNTDATCPEVNFEF
ILCAGVLEGGIDTCKR

3+
4+
2+
2+
3+
4+

3+
3+
2+
2+
2+
2+
4+
3+
2+

4+

2+
2+
2+
3+
2+
2+
2+
2+

2+
2+
2+
2+
3+
4+

2+
3+
4+
2+
3+
2+

947,44
751,91
559,79
604,85
960,80
903,46

960,80
402,56
820,41
874,46
1.159,63
925,56
726,65
960,80
831,37

790,95

534,29
1.088,57
1.133,02

955,83

871,86
1.080,01

746,92

770,92

595,36
728,92
874,40
1.159,55
837,10
922,22

885,96
947,48
751,94
1.160,08
960,83
881,47

Resultados

Crotoxina A
(subunidade écida)
Fator de
crescimento
endotelial vascular
Convulxina
(subunidade o)

Fosfolipase A2
Glutationa
peroxidase

Serinoprotease

Serinoprotease

e

Discussado | 63
F8S118 29.041,00
Q58G9 26.585,00
J3SBQ3 28.578,00
Q91508 28.149,00
BOFXM2 29.262,00
AlE2S1 25.179,00
T2HPG7 5.338,00
P08878 15.273,00
COK3N3 16.126,00
093426 18.141,00
P62022 15.907,00
V8P395 29.588,00

CEJ25501 26.664,00
BOFXM2 29.262,00
BOFXM1 29.347,00
U5YCRS8 27.783,00
J3SBQ3 28.578,00

Q9PSN3

26.479,00
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CANINLLDYEVCR 2+ 820,41 Q91508 28.149,00
WEVASCIGK 2+ 534,29 Convulxina 093426 18.141,00
KWFVASCIGK 2+ 598,34 (subunidade o)

WSDGSSVSYDNLLDLYITK 2+ 1.088,57

IFNEEMNWEDAEWEFCTK 2+ 1.125,02

EADFVAWMVTQONIEESFSHVSIGLR 3+ 955,83

EWHEEFECLISR 2+ 817,90 Convulxina 093427 17.403,00
STFFWIGANNIWNK 2+ 849,44 (subunidade B)

CNWQWSDGTKPEYK 2+ 899,93

TFDNQWLSAPCSDTYSFVCK 3+ 809,38

CNWQWSDGTKPEYKEWHEEFECLISR 4+ 854,62

LVILGFPCNQFGK 2+ 746,92 Glutationa V8P395 29.588,00
QEPGQNSEILQGIK 2+ 770,92 peroxidase

HVRPGGGEVPNFQLFQK 3+ 643,37

WEVASCIGK 2+ 534,30 Convulxina 093426 18.141,00
WSDGSSVSYDNLLDLYITK 2+ 1.088,54 (subunidade a)

IFNEEMNWEDAEWEFCTK 2+ 1.133,00

EADFVAWMVTQONIEESFSHVSIGLR 3+ 955,83

EWHEEFECLISR 2+ 817,88 Convulxina 093427 17.403,00
STFFWIGANNIWNK 2+ 849,43 (subunidade B)

CNWQWSDGTKPEYK 2+ 899,93

TFDNQWLSAPCSDTYSEFVCK 3+ 809,37

CNWQWSDGTKPEYKEWHEEFECLISR 4+ 854,61

WDKDIMLIR 2+ 595,31 Serinoprotease BOFXM2 29.262,00
YFFNCGNNETK 2+ 706,31

EKYFFNCGNNETK 2+ 834,90

ILCAGVLEGGIDTCNR 2+ 874,40

NNEHIAPLSLPSSPPSVGSVCR 2+ 1.159,56

LPATSRILCAGVLEGGIDTCNR 3+ 792,10

VFDHLDWIQSIIAGNTIVNCPP 3+ 837,10

VMGWGQTTSPONTLPDVPHCANINLLDYE 4+ 922,22

VCR

ILCAGVLEGGIDTCHR 3+ 590,99 BOFXM1 29.347,00
VFDHLDWIQNIIAGSETVNCPS 3+ 839,10

SPQETLPDVPHCANINLLDYEVCR 3+ 947,45

LNKPVSYSEHIAPLSLPSSPPIVGSVCR 4+ 751,92

CANINLLDYEVCR 2+ 820,40 Q91508 28.149,00
NSEHIAPLSLPSNPPSVGSVCR 3+ 773,36 U5YCRS8 27.783,00
IMGWGAITSPNETFPDVPHCANINLENYT 4+ 928,47 Q9DG83 28.664,00
VCR

VDFDLESLSER 2+ 655,34 Carboxipeptidase V8NCB4 27.084,00
LVILGFPCNQFGK 2+ 746,89 Glutationa V8P395 29.588,00

QEPGONSEILQGIK 2+ 770,92 peroxidase



34

35

HVRPGGGEVPNFQLFQK
WEVASCIGK
WSDGSSVSYDNLLDLYITK
IFNEEMNWEDAEWECTK
EADFVAWMVTQONIEESFSHVSIGLR
SAKEADFVAWMVTQONIEESESHVSIGLR
VEFKQEMTWADAEK

EWHEEFECLISR
STEFFWIGANNIWNK
TEFDNQWLSAPCSDTYSFEFVCK
FCTQQHTGSHLVSFHSTEEVDEVVK
CNWQWSDGTKPEYKEWHEEFECLISR
WDKDIMLIR

YFFNCGNNFEFTK

EKYFFNCGNNETK
ILCAGVLEGGIDTCNR
NNEHIAPLSLPSSPPSVGSVCR
VEDHLDWIQSIIAGNTIVNCPP
VMGWGQTTSPONTLPDVPHCANINLLDYE
VCR

VEDHLDWIQNIIAGSETVNCPS
SPOETLPDVPHCANINLLDYEVCR
LNKPVSYSEHIAPLSLPSSPPIVGSVCR
NSEHIAPLSLPSSPPIVGSVCR
VLSLNVLCTECR
HGEGMGELLQVSGIK
LLLPSFLAAGGDGYHMLK
YLGYLNVIFDDKGNVIK
FHECNLGNLICDAVIYNNVR
YDAMALGNHEFDNGLAGLLDPLLK
HGQGMGELLQVSGIK
VDFDLESLSER

LVILGFPCNQFGK
HVRPGGGEVPNFQLFQK
WEVASCIGK

KWEFVASCIGK
WSDGSSVSYDNLLDLYITK
IFNEEMNWEDAEWECTK
EADFVAWMVTQONIEESFSHVSIGLR
SAKEADFVAWMVTQONIEESEFSHVSIGLR
QEMTWADAEK

EWHEEFECLISR
STEFFWIGANNIWNK

3+
2+
2+
2+
3+
4+
3+
2+
2+
3+
3+
4+
2+
2+
2+
2+
2+
3+
4+

3+
3+
4+
2+
2+
2+
3+
2+
3+
3+
2+
2+
2+
3+
2+
2+
2+
2+
3+
4+
2+
2+
2+

643,36
534,29
1.088,53
1.124,99
955,82
788,67
528,28
817,88
849,39
809,38
974,17
854,61
595,32
706,31
834,88
874,45
1.159,56
837,11
922,22

839,09
947,44
751,91
1.159,60
732,38
777,92
635,03
986,13
807,75
863,11
777,92
655,34
746,93
643,35
534,26
598,34
1.088,50
1.124,99
955,81
788,67
604,78
817,87
849,40
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Convulxina 093426
(subunidade a)

Convulxina 093427
(subunidade B)

Serinoprotease BOFXM2
BOFXM1
Q9PSN3
5’-nucleotidase F8S0Z7
AOAQ77LEM5
Carboxipeptidase V8NCB4
Glutationa V8P395
peroxidase
Convulxina 093426

(subunidade o)

Convulxina 093427
(subunidade B)

18.141,00

17.403,00

29.262,00

29.347,00

26.479,00
64.682,00

64.640,00
27.084,00
29.588,00

18.141,00

17.403,00
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CNWQWSDGTKPEYK
TEFDNQWLSAPCSDTYSFEVCK
FCTQQHTGSHLVSFHSTEEVDEVVK
CNWQWSDGTKPEYKEWHEEFECLISR
WDKDIMLIR

ILCAGVLEGGIDTCNR
NNEHIAPLSLPSSPPSVGSVCR
VEDHLDWIQSIIAGNTIVNCPP
VLSLNVLCTECR
HGEGMGELLQVSGIK
HANFPILSANIRPK
ETPVLSNPGPYLEFR
YLGYLNVIFDDKGNVIK
FHECNLGNLICDAVIYNNVR
YDAMALGNHEFDNGLAGLLDPLLK
ETPVLSNPGPYLEFRDEVEELQNHANK
HGQGMGELLQVSGIK
HRHVLLLDAGDQYQGTIWESFFK
FHECNLGNLICDAVVYNNLR
DLINVQPAAPNTLK

IYTFLK

LVILGFPCNQFGK
QEPGONSEILQGIK
HVRPGGGEVPNFQLFQK
VDFDLESLSER

WEVASCIGK

KWEFVASCIGK
WSDGSSVSYDNLLDLYITK
IFNEEMNWEDAEWECTK
EADFVAWMVTONIEESFSHVSIGLR
QEMTWADAEK

EWHEEFECLISR
STEFFWIGANNIWNK
TEFDNQWLSAPCSDTYSFEVCK
CNWQWSDGTKPEYKEWHEEFECLISR
ILCAGVLEGGIDTCNR
VEDHLDWIQSIIAGNTIVNCPP

VLSLNVLCTECR
ITALGHSGFSEDQR
HANFPILSANIRPK
FHECNLGNLICDAVIYNNVR
YDAMALGNHEFDNGLAGLLDPLLK

3+
3+
4+
4+
2+
2+
2+
3+
2+
2+
3+
2+
3+
3+
3+
4+
2+
4+
3+
2+

1+
2+
2+
2+
2+
2+
2+
2+
2+
3+
2+
2+
2+
3+
4+
2+
3+

2+
3+
3+
3+
3+

600,29
809,37
730,62
854,62
595,34
874,41
1.159,61
837,09
732,38
777,94
526,66
859,95
657,71
807,74
863,11
782,17
777,94
695,33
807,74
747,42

784,46
746,87
770,91
964,54
655,34
534,25
598,34
1.088,51
1.124,95
955,81
604,78
817,89
849,43
809,37
854,63
874,41
837,10

732,39
510,62
526,66
807,75
863,10

Resultados e Discussdo | 66

Serinoprotease BOFXM2
5’-nucleotidase F8S0Zz7
AO0A077L6M5
U3FYP9
Metaloprotease CoL2T8
P-Il
Glutationa V8P395
peroxidase
Carboxipeptidase V8NCB4
Convulxina 093426

(subunidade o)

Convulxina 093427
(subunidade B)
Serinoprotease BOFXM2
5’-nucleotidase F8S0Z7

29.262,00

64.682,00

64.640,00

62.983,00
53.639,00

29.588,00

27.084,00

18.141,00

17.403,00

29.262,00

64.682,00
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ETPVLSNPGPYLEFRDEVEELQNHANK
WEVASCIGK

KWFVASCIGK
WSDGSSVSYDNLLDLYITK
IFNEEMNWEDAEWFCTK
EADFVAWMVTQNIEESFSHVSIGLR
QEMTWADAEK

EWHEEFECLISR
STFFWIGANNIWNK
TFDNQWLSAPCSDTYSFVCK
CNWOWSDGTKPEYKEWHEEFECLISR
FWEDDGIR

ETDYEEFLEIAR
DCADIVINDLSLIHQLPK
RFDEIVGGMDQLPTSMYEAIK
YAMGGITTFTPYQFQHFSEALTAPFK
IFFAGEYTAHAHGWIDSTIK
DCADIVINDLSLIHELPK
WDIYPYSLK

YGYMFYPDSR

GTWCEEQICECDR
NAIPFYAFYGCYCGWGGR
YGYMFYLDSR

GTWCKEQICECDR
ILCAGVLEGGIDTCNR
NNEHIAPLSLPSSPPSVGSVCR
VFDHLDWIQSIIAGNTIVNCPP
IIALGHSGFSEDQR
HANFPILSANIRPK
ETPVLSNPGPYLEFR
YDAMALGNHEFDNGLAGLLDPLLK
FLVNPQGKPVMR
LVILGFPCNQFGK
QEPGONSEILQGIK
HVRPGGGFVPNFQLFQK
DLINVQPAAPNTLK

QPLPETLQLK
EQSSPLSCPFGPVPSPDVSGCK
VLSFILPHRPDNSESCADTSPENLWVEER
WDKDIMLIR

ILCAGVLEGGIDTCNR
NNEHIAPLSLPSSPPSVGSVCR

4+
2+
2+
2+
2+
3+
2+
3+
2+
3+
4+
2+
2+
2+
3+
3+
2+
3+
2+
2+
2+
2+
2+
2+
2+
3+
3+
3+
3+
2+
3+
3+
2+
2+
3+
2+

2+
2+
4+
2+
2+
2+

782,16
534,29
598,34

1.088,49

1.124,99
955,80
604,78
545,59
849,40
809,36
854,61
519,27
757,87

1.032,57
800,74
985,16

1.133,00
688,71
592,82
657,80
871,85

1.079,98
657,80
871,85
874,43
773,41
837,10
510,61
526,65
859,97
863,12
462,61
746,92
770,90
643,35
747,40

583,86
1.166,56
850,19
603,33
874,39
1.159,58

Resultados

Convulxina
(subunidade a)

Convulxina
(subunidade )

L-aminoacido
oxidase

Fosfolipase Az

Serinoprotease

5’-nucleotidase

Glutationa
peroxidase

Metaloprotease
P-Il
Fosfodiesterase

Serinoprotease

e

Discussao | 67
093426 18.141,00
093427 17.403,00
KON7B7 56.827,00
AOAQ077L6L4 57.375,00
093364 58.662,00
P62022 15.907,00
Q6EER2 15.884,00
POCAS5 14.480,00
BOFXM2 29.262,00
F8S0Z7 64.682,00
V8P395 29.588,00
COoL2T8 53.639,00
J3SEZ3 96.373,00
BOFXM2 29.262,00



VEDHLDWIQSIIAGNTIVNCPP
VMGWGQTTSPONTLPDVPHCANINLLDYE
VCR

NSEHIAPLSLPSNPPSVGSVCR
WEVASCIGK
WSDGSSVSYDNLLDLYITK
IFNEEMNWEDAEWECTK
EADFVAWMVTQONIEESFSHVSIGLR
STEFFWIGANNIWNK
TEDNQWLSAPCSDTYSEVCK
FCTQQHTGSHLVSFHSTEEVDEVVK
CNWOQWSDGTKPEYKEWHEEFECLISR
FWEDDGIR

NPLEECFR

KFWEDDGIR

DWYANLGPMR

SAAQLYVESLR

SAAQLYVESLRK

YILDKYDTYSTK

ETDYEEFLEIAR
NNPGILEYPVKPSEEGK
DCADIVINDLSLIHQLPK
FDEIVGGMDQLPTSMYEAIK
RFDEIVGGMDQLPTSMYEAIK
NPLEECFRETDYEEFLEIAR
KFGLOQLNEFFQENENAWYFIK
YAMGGITTFTPYQFQHFSEALTAPFK
NNPGLLEYPVKPSEEGK
DCADIVINDLSLIHELPK
NPLEQCFRETDYEEFLEIAR
ETNYEEFLEIAR
NPLEECFRETNYEEFLEIAR
TLGMLMEGLK

QPLPETLQLK

TFLPIFVNPVN

AATYFWPGSEVK

DEYTFDSEGIVK

LWNYFHTTLIPK
AGYLENWDSLMPNINK
NPAWWGGQPIWHTATYQGLK
EQSSPLSCPFGPVPSPDVSGCK
NGLNVISGPIFDYNYDGHEFDSYDTIK
VLSFILPHRPDNSESCADTSPENLWVEER

3+
4+

3+
2+
2+
2+
3+
2+
3+
4+
4+
2+
2+
2+
2+
2+
3+
2+
2+
2+
2+
2+
3+
3+
3+
3+
2+
2+
3+
2+
3+
2+
2+
2+
2+
2+
2+
2+
3+
2+
3+
4+

837,09
922,21

773,72
534,28
1.088,53
1.124,97
955,80
849,44
809,37
730,62
854,64
519,24
532,75
583,29
611,79
618,83
455,61
755,38
757,85
935,98
1.032,55
1.122,52
800,74
854,07
889,12
990,49
935,98
1.032,55
854,07
757,87
854,07
546,80
583,85
630,88
678,35
710,85
766,93
932,96
771,40
1.166,55
988,81
850,17

Resultados

Convulxina
(subunidade a)

Convulxina
(subunidade PB)

L-aminoéacido
oxidase

Fosfodiesterase

e Discussdao | 68
U5YCRS8 27.783,00
093426 18.141,00
093427 17.403,00
KON7B7 56.827,00
P56742 58.767,00
093364 58.662,00
POC2D2 6.561,00
POC2D6 2.931,00
J3SEZ3 96.373,00
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LVILGFPCNQFGK
QEPGONSEILQGIK
HVRPGGGEVPNFQLFQK
WDIYPYSLK

YGYMFYPDSR

GTWCEEQICECDR
NAIPFYAFYGCYCGWGGR
YGYMFYLDSR

GTWCKEQICECDR
HSDSNAFLHLFPDSFR
KHSDSNAFLHLFPDSFR
TKPDQYTGECPDIEMSR
TFHGLGVIDWENWRPQWDR
APMYPNEPFLVEWNAPTTQCR
DSTALFPNIYLETVLR
VDFDLESLSER
VLSLNVLCTECR
ETPVLSNPGPYLEFR
YDAMALGNHEFDNGLAGLLDPLLK
DLINVQPAAPNTLK
GHFKLQGEMYIIEPLELSDSEDHAVFK
YGPVSGEIIK

TLGMLMEGLK

NPEYTPSPAK

QPLPETLQLK

TFLPIFVNPVN

AATYFWPGSEVK
DEYTFDSEGIVK
LWNYFHTTLIPK
STSTSVPPSASDCLR
VNLMVDQQWMAVR
DVELLTGLNFYSGLK
SMQATIFLAHGPGEFNEK
AGYLENWDSLMPNINK
VRDVELLTGLNFYSGLK
NPAWWGGQPIWHTATYQGLK
EQSSPLSCPFGPVPSPDVSGCK
NEVTSFENIEVYNLMCDLLK
YISAYSQDILMPLWSSYTIYR
NLHNCVNLILLADHGMEEISCDR
CASSGATQCPAGFEQSPLILFSMDGER
NGLNVISGPIFDYNYDGHEFDSYDTIK
IPIPTHYFVVLTSCENQINTPLNCLGPLK

2+
2+
3+
2+
2+
2+
2+
2+
2+
3+
3+
3+
3+
3+
2+
2+
2+
2+
3+
2+
3+
2+
2+
2+
2+
2+
2+
2+
2+
2+
2+
2+
3+
2+
2+
3+
2+
3+
3+
3+
3+
3+
4+

746,86
770,89
643,34
592,82
657,79
871,84

1.079,99
657,79
871,84
630,64
673,35
676,32
804,74
847,09
926,51
655,32
732,38
859,96
863,12
747,43

1.045,15
531,79
546,78
561,29
583,81
630,85
678,29
710,83
766,89
782,88
795,40
834,95
582,96
932,96
962,52
771,04

1.166,47
811,07
857,44
908,42
978,79
988,78
835,45
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Glutationa V8P395
peroxidase

Fosfolipase A2 P62022
Q6EER2

POCAS5

Hialuronidase AOA077L860
J35820
Carboxipeptidase V8NCB4
5’-nucleotidase F8S0Z7
Metaloprotease CoL2T8
P-I1

Fosfodiesterase J3SEZ3

29.588,00

15.907,00

15.884,00
14.480,00
60.400,00

52.484,00
27.084,00
64.682,00
53.639,00

96.373,00
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VLSFILPHRPDNSESCADTSPENLWVEER
NPAWWGGQPIWHTATYQGLKAATYFWPGS
EVK

IANVLCSCSEDCLEK
CASPSATQCPAGFEQSPLILFSMDGER
CASPSATQCPAGFEESPLILFSMDGER
TFLPIFVNPVD
NEVTSFDNIELYNLMCDLLK
WEVASCIGK
WSDGSSVSYDNLLDLYITK
IFNEEMNWEDAEWFCTK
EADFVAWMVTQNIEESFSHVSIGLR
NNQLLWLWR

DSTALFPNIYLETVLR
HSDSNAFLHLFPDSFR
KHSDSNAFLHLFPDSFR
TFHGLGVIDWENWRPQWDR
APMYPNEPFLVFWNAPTTQCR
TKPDQYTGECPDIEMSR

NDQLLWLWR

NDQLIWLWR

ILCAGVLEGGIDTCNR
VFDHLDWIQSIIAGNTIVNCPP
QVPVVQAYAFGK

VLSLNVLCTECR
HGEGMGELLQVSGIK
YLGYLNVIFDDKGNVIK
YDAMALGNHEFDNGLAGLLDPLLK
DLINVQPAAPNTLK

LVILGFPCNQFGK
QEPGONSEILQGIK
HVRPGGGFVPNFQLFQK
VAVPFSPAIR
VDFDLESLSER
GVIHWIMDIPFVLSANLHGGDLVANYPYD
ETR

ETDYEEFLEIAR
DCADIVINDLSLIHQLPK
ETNYEEFLEIAR
NNQLLWLWR
DLHPELSEDEIK
DLHPELSEDEIKR

4+
4+

2+
3+
3+
2+
3+
2+
2+
2+
3+
2+
2+
2+
4+
3+
3+
2+
2+
2+
2+
3+
2+
2+
2+
3+
3+
2+

2+
2+
3+
2+
2+
4+

2+
3+
2+
2+
2+
3+

850,14
912,71

899,35
997,78
997,78
630,85
811,06
534,27
1.088,53
1.124,98
955,82
621,86
926,48
945,47
505,26
804,70
847,07
1.013,96
621,86
621,86
874,41
837,09
653,87
732,36
777,90
657,71
863,11
747,41

746,89
770,91
643,36
528,82
655,32
903,97

757,86
688,71
757,86
621,81
712,86
527,61

Resultados

Convulxina
(subunidade o)

Hialuronidase

Serinoprotease

5’-nucleotidase

Metaloprotease
P-11
Glutationa
peroxidase

Carboxipeptidase

L-aminoéacido
oxidase

Hialuronidase

e

Discussao | 170
T2HP62 96.588,00
U3TAI7 96.239,00
AOAO0B8RUS55 100.732,00
093426 18.141,00
J35820 52.484,00
AOA077L860 60.400,00
A3QVN2 52.543,00
U3FYQ4 52.078,00
BOFXM2 29.262,00
F8S0Z7 64.682,00
COoL2T8 53.639,00
V8P395 29.588,00
V8NCB4 27.084,00
KION7B7 56.827,00
POC2D6 2.931,00
J35820 52.484,00



DSTALFPNIYLETVLR
HSDSNAFLHLFPDSFR
KHSDSNAFLHLFPDSFR
TFHGLGVIDWENWRPQWDR
APMYPNEPFLVFWNAPTTQCR
LELENLIFLINNFMCQCYQGWK
VKDYMDGPLGR
TKPDQYTGECPDIEMSR
NDQLLWLWR

VKTYMNGPLGR
VKDYMNGPLGR

NDQLIWLWR

NDKINWLWR

TLGMLMEGLK

NPFYTPSPAK

QPLPETLQLK

TFLPIFVNPVN
AATYFWPGSEVK
DFYTFDSEGIVK
LWNYFHTTLIPK
VNLMVDQOWMAVR
DVELLTGLNFYSGLK
SMOAIFLAHGPGFNEK
AGYLENWDSLMPNINK
VRDVELLTGLNFYSGLK
NPAWWGGQPIWHTATYQGLK
EQSSPLSCPFGPVPSPDVSGCK
NEVTSFENIEVYNLMCDLLK
CASSGATQCPAGFEQSPLILFSMDGER
NGLNVISGPIFDYNYDGHFDSYDTIK
IPIPTHYFVVLTSCENQINTPLNCLGPLK
VLSFILPHRPDNSESCADTSPENLWVEER
IANVLCSCSEDCLEK
VPTYVPLEK

QVPVVQAYAFGK
YLGYLNVIFDDK
VLSLNVLCTECR
IIALGHSGFSEDQR
HGEGMGELLQVSGIK
HANFPILSANIRPK
ETPVLSNPGPYLEFR
LLLPSFLAAGGDGYHMLK
YLGYLNVIFDDKGNVIK

2+
2+
2+
3+
3+
3+
3+
3+
2+
3+
3+
2+
2+
2+
2+
2+
2+
2+
2+
2+
2+
2+
3+
2+
2+
3+
2+
3+
3+
3+
4+
4+
2+
2+
2+
2+
2+
3+
2+
3+
2+
2+
2+

926,47
945,43
1.009,51
804,75
847,07
950,47
417,56
676,28
622,34
417,56
417,56
622,34
622,34
554,80
561,30
583,82
630,86
678,33
710,84
766,91
795,41
834,96
588,31
940,95
962,53
771,04
1.166,52
811,07
978,79
988,80
835,46
850,17
899,39
523,29
653,84
730,38
732,31
510,60
777,89
526,64
859,93
952,01
986,03

Resultados

Fosfodiesterase

5’-nucleotidase

e Discussdo | 71

AO0A077L860 60.400,00
A3QVN2 52.543,00
A3QVN9 52.312,00
coL2w4 17.752,00
U3FYQ4 52.078,00
I0CME7 51.427,00
J3SEZ3 96.373,00
AOAQ77LAG4 91.899,00
F8S0z7 64.682,00
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HPDDNEWNHVSMCIVNGGGIR
FHECNLGNLICDAVIYNNVR
YDAMALGNHEFDNGLAGLLDPLLK
ETPVLSNPGPYLEFRDEVEELONHANK
HGQGMGELLQVSGIK
ILCAGVLEGGIDTCNR
NNEHIAPLSLPSSPPSVGSVCR
VFDHLDWIQSIIAGNTIVNCPP
WEVASCIGK
WSDGSSVSYDNLLDLYITK
IFNEEMNWEDAEWFCTK
EADFVAWMVTONIEESFSHVSIGLR
LVILGFPCNQFGK
QEPGONSEILQGIK
HVRPGGGFVPNFQLFQK

WDIYPYSLK

YGYMFYPDSR

GTWCEEQICECDR
NAIPFYAFYGCYCGWGGR
GTWCKEQICECDR

VDFDLESLSER

DLINVQPAAPNTLK
GHFKLQGEMYIIEPLELSDSEDHAVFK
YGPVSGEIIK

TLGMLMEGLK

NPFYTPSPAK

QPLPETLQLK

TFLPIFVNPVN

AATYFWPGSEVK

DFYTFDSEGIVK

LWNYFHTTLIPK

VNLMVDQQOWMAVR
DVELLTGLNFYSGLK
AGYLENWDSLMPNINK
VRDVELLTGLNFYSGLK
NPAWWGGQPIWHTATYQGLK
EQSSPLSCPFGPVPSPDVSGCK
NLHNCVNLILLADHGMEEISCDR
CASSGATQCPAGFEQSPLILFSMDGER
NGLNVISGPIFDYNYDGHFDSYDTIK
IPIPTHYFVVLTSCENQINTPLNCLGPLK
VLSFILPHRPDNSESCADTSPENLWVEER
SYSEILSLK

3+
3+
3+
4+
2+
2+
2+
3+
2+
2+
2+
3+
2+
2+
2+
2+
2+
2+
2+
2+
2+
2+
3+
2+
2+
2+
2+
2+
2+
2+
2+
2+
2+
2+
2+
3+
2+
3+
3+
3+
4+
4+
2+

803,38
808,06
863,10
782,13
777,89
873,93

1.159,60
837,10
534,27

1.088,53

1.124,98
955,81
746,90
770,89
964,52
592,81
657,78
871,84

1.079,99
871,84
655,33
747,43

1.044,86
531,80
546,79
561,30
583,84
630,85
678,33
710,84
766,90
795,40
834,96
932,95
962,53
771,03

1.166,52
908,44
978,78
988,80
835,45
850,16
520,30

Resultados

Serinoprotease

Convulxina
(subunidade o)

Glutationa
peroxidase

Fosfolipase Az

Carboxipeptidase
Metaloprotease
P-11
Fosfodiesterase

e

Discussao | 172
AOAO077L7M9 65.019,00
BOFXM2 29.262,00
093426 18.141,00
V8P395 29.588,00
P62022 15.907,00
POCAS5 14.480,00
V8BNCB4 27.084,00
CoL2T8 53.639,00
J3SEZ3 96.373,00
V8P682 100.914,00



ILGQLMDGLK

IEDIHLLVER

TYLHTFESEI

RIEDIHLLVER

DIEQLTGLDFYR

WWGGQPIWITAAK
DIDKILGQLMDGLK
AGTFFWSNVIPYER
VRDIEQLTGLDFYR
INSMQTVFLGYGPSFK
YDAFLITNVIPMYPAFK
OMSYGFLFPPQLSSSVETK
TPECPAGFLHPPLIIFSVDGFR
NGVNVISGPIFDYDFDGLHDTPDK
CDGPLSVLAYIFPHRPDNDESCNNSSEDE
SR

IANVLCSCSEDCLEK
CASPSATQCPAGFEQSPLILFSMDGFR
CASPSATQCPSGFEESPLILFSMDGFR
CASPSATQCPAGFEESPLILFSMDGFR
VPTYVPLEK

QVPVVQAYAFGK

YLGYLNVIFDDK

VLSLNVLCTECR

IIALGHSGFSEDQR
HGEGMGELLQVSGIK
HANFPILSANIRPK
ETPVLSNPGPYLEFR
LLLPSFLAAGGDGYHMLK
YLGYLNVIFDDKGNVIK
HPDDNEWNHVSMCIVNGGGIR
FHECNLGNLICDAVIYNNVR
YDAMALGNHEFDNGLAGLLDPLLK
ETPVLSNPGPYLEFRDEVEELQONHANK
HGQGMGELLQVSGIK
FHECNLGNLICDAVVYNNLR
WEVASCIGK

KWFVASCIGK
WSDGSSVSYDNLLDLYITK
IFNEEMNWEDAEWFCTK
EADFVAWMVTQNIEESFSHVSIGLR
EWHEEFECLISR

STFFWIGANNIWNK

2+
2+
2+
2+
2+
2+
2+
2+
2+
2+
2+
2+
3+
3+
4+

2+
3+
3+
3+
2+
2+
2+
2+
3+
2+
3+
2+
2+
2+
3+
3+
3+
4+
2+
3+
2+
2+
2+
2+
3+
2+
2+

544,32
618,85
620,30
696,92
735,36
757,39
779,96
843,91
862,96
894,95
1.010,02
1.073,54
824,10
879,09
895,90

899,39
997,78
997,78
997,78
523,29
653,86
730,39
732,32
510,60
777,88
526,63
859,93
952,01
986,03
803,03
807,71
863,10
782,15
777,88
807,71
534,26
598,33
1.088,52
1.124,97
955,81
817,88
849,42

Resultados

5’-nucleotidase

Convulxina
(subunidade o)

Convulxina
(subunidade B)

e

Discussdao | 13
T2HP62 96.588,00
AOAQ77LAG4 91.899,00
U3TAI7 96.239,00
F8S0Z7 64.682,00
AO0A077L7M9 65.019,00
U3FYP9 62.983,00
093426 18.141,00
093427 17.403,00
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TEDNQWLSAPCSDTYSFEVCK
CNWQWSDGTKPEYKEWHEEFECLISR
NNQLLWLWR
DLHPELSEDEIKR
DSTALFPNIYLETVLR
HSDSNAFLHLEFPDSFR
KHSDSNAFLHLEFPDSFR
TFHGLGVIDWENWRPQWDR
APMYPNEPFLVEWNAPTTQCR
TKPDQYTGECPDIEMSR
NDQLLWLWR

NDQLIWLWR
ILCAGVLEGGIDTCNR
NNEHIAPLSLPSSPPSVGSVCR
VEDHLDWIQSIIAGNTIVNCPP
DLINVQPAAPNTLK

SAAQLYVESLR

ETDYEEFLEIAR
YAMGGITTFTPYQFQHFSEALTAPFK
ETNYEEFLEIAR
LVILGFPCNQFGK
QEPGONSEILQGIK
HVRPGGGEVPNFQLFQK
WEVASCIGK

KWEFVASCIGK
WSDGSSVSYDNLLDLYITK
IFNEEMNWEDAEWECTK
EADFVAWMVTQONIEESFSHVSIGLR
EWHEEFECLISR
STEFFWIGANNIWNK
TEDNQWLSAPCSDTYSEVCK
MTHQSLKSTFFWIGANNIWNK
CNWQWSDGTKPEYKEWHEEFECLISR
YPGSPGSYAVR

WSPSDSLYGSR

LIFFDGEEAFVR

HPVEDDHIPFLR
NPVFPVYFLNTAR
GVPILHLIPSPFPR
MWONDLHPILIER
NLYDLGLLNNYSSER
VEVGATDSAVPCAMMLELAR

3+
4+
2+
3+
2+
2+
3+
4+
3+
3+
2+
2+
2+
3+
3+
2+

2+
2+
3+
2+
2+
2+
2+
2+
2+
2+
2+
3+
2+
2+
3+
3+
4+
2+
2+
2+
3+
2+
2+
2+
2+
2+

809,37
854,61
621,85
527,60
926,49
945,46
673,34
603,80
847,08
676,31
621,85
621,85
874,42
773,40
837,10
747,42

618,85
757,86
985,16
757,86
746,87
770,89
964,52
534,253
598,327
1.088,52
1.124,97
955,81
817,87
849,42
809,36
847,08
854,61
577,29
627,79
721,86
492,25
769,39
771,95
832,93
885,94
1.069,53

Resultados

Hialuronidase

Serinoprotease

Metaloprotease
P-11
L-amino&cido
oxidase

Glutationa
peroxidase

Convulxina
(subunidade o)

Convulxina
(subunidade PB)

Glutaminil
ciclase

e

Discussao | 74
J35820 52.484,00
AOA077L860 60.400,00
A3QVN2 52.543,00
U3FYQ4 52.078,00
BOFXM2 29.262,00
COoL2T8 53.639,00
KIN7B7 56.827,00
POC2D6 2.931,00
V8P395 29.588,00
093426 18.141,00
093427 17.403,00
U3TBM3 40.742,00



LOGLOAGWLVEEDTFQSHTPYGYR
DHQEFLIK

LYCFPNSPENK

DECDMADVCTGR
LFLVADYIMYLK
NPCNIYYSPNDEDK
MYDIVNVITPIYHR
QGAQCAEGLCCDQCR
NPCNIYYSPNDEDKGMVLPGTK
THDLVAIAIAHEMGHNLGMDHDK
MYDIDNVITPIYHR

VPTYVPLEK

QVPVVQAYAFGK
YLGYLNVIFDDK
VLSLNVLCTECR
HGEGMGELLQVSGIK
HANFPILSANIRPK
ETPVLSNPGPYLEFR
LLLPSFLAAGGDGYHMLK
YLGYLNVIFDDKGNVIK
HPDDNEWNHVSMCIVNGGGIR
FHECNLGNLICDAVIYNNVR
YDAMALGNHEFDNGLAGLLDPLLK
ETPVLSNPGPYLEFRDEVEELONHANK
HGQGMGELLQVSGIK
FHECNLGNLICDAVVYNNLR
YDAMALGNHEFDNGLNGLLDPLLK
YGPVSGEIIK

TLGMLMEGLK

QPLPETLQLK

TFLPIFVNPVN

DFYTFDSEGIVK
LWNYFHTTLIPK
VRDVELLTGLNFYSGLK
NPAWWGGQPIWHTATYQGLK
EQSSPLSCPFGPVPSPDVSGCK
YISAYSQODILMPLWSSYTIYR
CASSGATQCPAGFEQSPLILFSMDGER
VLSFILPHRPDNSESCADTSPENLWVEER
IEDIHLLVER

DIEQLTGLDFYR
DIDKILGQLMDGLK
AGTFFWSNVIPYER

3+
2+
2+
2+
2+
2+
2+
2+
3+
4+
3+
2+
2+
2+
2+
2+
3+
2+
2+
2+
3+
3+
3+
4+
2+
3+
3+
2+
2+
2+
2+
2+
2+
2+
3+
2+
3+
3+
4+
2+
2+
2+
2+

932,44
515,27
684,77
714,78
744,91
864,85
867,44
906,87
838,03
635,07
583,97
523,30
653,86
730,39
732,35
777,89
526,65
859,94
952,01
986,04
803,37
807,72
863,11
782,15
777,89
807,72
882,46
531,80
546,80
583,84
630,87
710,84
766,92
962,54
771,05
1.166,53
857,44
978,79
850,16
618,84
735,38
779,94
843,92

Resultados

Metaloprotease

5’-nucleotidase

Fosfodiesterase

e Discussdo | 15
C5H5D1 46.165,00
Q076D1 46.565,00
F8S0z7 64.682,00

AQ0A077L7M9 65.019,00
U3FYP9 62.983,00
J3SEZ3 96.373,00
V8P682 100.914,00



Resultados e Discussdo | 16
INSMQTVFLGYGPSFK 2+ 894,96
YDAFLITNVIPMYPAFK 2+ 1.002,03
TPECPAGFLHPPLIIFSVDGEFR 3+ 824,10
NGVNVISGPIFDYDFDGLHDTPDK 3+ 879,42
CDGPLSVLAYIFPHRPDNDESCNNSSEDE 4+ 895,90
SR
IANVLCSCSEDCLEK 2+ 899,39 T2HP62 96.588,00
CASPSATQCPAGFEQSPLILFSMDGFR 3+ 997,80
CASPSATQCPAGFEESPLILFSMDGFR 3+ 997,80 U3TAI7 96.239,00
ILCAGVLEGGIDTCNR 2+ 874,43 Serinoprotease BOFXM2 29.262,00
NNEHIAPLSLPSSPPSVGSVCR 3+ 773,40
VEFDHLDWIQSIIAGNTIVNCPP 3+ 837,10
VVPESLFAWER 2+ 666,86 Fosfolipase B AOAQ77L7ET 64.115,00
FTAYAINGPPVEK 2+ 703,88
HGLEFSYEMAPR 2+ 718,85
SLEDGTLYIIEQVPK 2+ 852,94
DLHPELSEDEIKR 3+ 527,61 Hialuronidase J35820 52.484,00
DSTALFPNIYLETVLR 2+ 926,51
HSDSNAFLHLFPDSFR 3+ 630,63
TFHGLGVIDWENWRPQWDR 3+ 804,73
TKPDQYTGECPDIEMSR 3+ 676,31 AO0A077L860 60.400,00
VDFDLESLSER 2+ 655,32 Carboxipeptidase V8NCB4 27.084,00
LVILGFPCNQFGK 2+ 746,88 Glutationa V8P395 29.588,00
QEPGONSEILQGIK 2+ 770,91 peroxidase
HVRPGGGFVPNFQLFQK 3+ 643,34
IAFLPFGYLIDQWR 2+ 869,97 Enzima conversora VBNKAG6 143.619,00
IAFLPFGYLIDQWR 2 869,97 de angiotensina
KIIGSIQTLGPSNLPLEK 2+ 953,99
LLEHLEDNIESDINYLMSIALDK 3+ 902,12
SAAQLYVESLR 2+ 618,84 L-aminoécido KON7B7 56.827,00
ETDYEEFLEIAR 2+ 757,86 oxidase
YAMGGITTFTPYQFQHFSEALTAPFK 3+ 985,16
ETNYEEFLEIAR 2+ 757,86 POC2D6 2.931,00
AWSAEPECIVSK 2+ 688,82 Crotocetina Q719L8 16.728,00
WEVASCIGK 2+ 534,25 Convulxina 093426 18.141,00
WSDGSSVSYDNLLDLYITK 2+ 1.088,52 (subunidade a)
IFNEEMNWEDAEWECTK 2+ 1.124,97
EADFVAWMVTQONIEESFSHVSIGLR 3+ 955,79
EWHEEFECLISR 2+ 817,89 Convulxina 093427 17.403,00
STFFWIGANNIWNK 2+ 849,40 (subunidade B)
LIFFDGEEAFVR 2+ 721,88 Glutaminil U3TAD9 34.563,00
WQNDLHPILIER 2+ 767,41 ciclase

NPVEFPVYFLNTAR 2+ 769,36
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MWONDLHPILIER
NLYDLGLLNNYSSER
VFVGATDSAVPCAMMLELAR
LOGLOAGWLVEEDTFQSHTPYGYR
HGEGMGELLQVSGIK
ETPVLSNPGPYLEFR
HGQGMGELLQVSGIK

YYVWIGLR

ETEFLOWYNTDCEEK

LLSLPNIR

FLPTVPWGK

QVGEFYQVIVR

VDFDLESLSER
IAFLPFGYLIDQWR
LLEHLEDNIESDINYLMSIALDK
LVILGFPCNQFGK
HVRPGGGFVPNFQLFQK
ILCAGVLEGGIDTCNR
VVPESLFAWER

WEVASCIGK

KWFVASCIGK
WSDGSSVSYDNLLDLYITK
IFNEEMNWEDAEWFCTK
EADFVAWMVTQNIEESFSHVSIGLR
EWHEEFECLISR
STFFWIGANNIWNK
FCTQQHTGSHLVSFHSTEEVDEVVK
CNWOWSDGTKPEYKEWHEEFECLISR
YLGYLNVIFDDK
VLSLNVLCTECR
HGEGMGELLQVSGIK
ETPVLSNPGPYLEFR
LLLPSFLAAGGDGYHMLK
YLGYLNVIFDDKGNVIK
HPDDNEWNHVSMCIVNGGGIR
FHECNLGNLICDAVIYNNVR
YDAMALGNHEFDNGLAGLLDPLLK
HGQGMGELLQVSGIK

FWEDDGIR

SAAQLYVESLR

ETDYEEFLEIAR
DCADIVINDLSLIHQLPK
IYFAGEYTAQFHGWIDSTIK

2+
2+
2+
3+
2+
2+
2+
2+
2+
2+
2+
2+
2+
2+
3+
2+
3+
2+
2+
2+
2+
2+
2+
3+
2+
2+
4+
4+
2+
2+
2+
2+
2+
2+
3+
3+
3+
2+
2+
2+
2+
2+
3+

832,90
885,89
1.077,51
932,42
777,89
859,94
777,89
535,31
996,41
463,28
522,79
669,36
655,32
869,95
896,80
746,90
643,33
874,42
666,85
534,28
598,32
1.088,51
1.124,97
955,79
817,84
849,40
730,61
854,61
730,38
732,35
777,89
859,93
952,01
986,03
803,03
807,72
863,10
777,89
519,25
618,85
757,86
1.032,54
783,07

Resultados

5’-nucleotidase

Crotocetina

Carboxipeptidase

Enzima conversora
de angiotensina
Glutationa
peroxidase
Serinoprotease
Fosfolipase B
Convulxina
(subunidade o)

Convulxina
(subunidade B)

5’-nucleotidase

L-aminoéacido
oxidase

e

Discussao | 17
F8S0z7 64.682,00
U3T7C6 55.517,00
Q719L9 18.199,00
V8P5W4 48.962,00
VBNCB4 27.084,00
VBNKAG6 143.619,00
V8P395 29.588,00
BOFXM2 29.262,00
T2HQ75 64.133,00
093426 18.141,00
093427 17.403,00
F8S0Z7 64.682,00
AO0AO077L7M9 65.019,00
KIN7B7 56.827,00



RFDEIVGGMDQLPTSMYEAIK
YAMGGITTFTPYQFQHFSEALTAPFK
ETNYEEFLEIAR
DCADIVINDLSLIHELPK
LIFFDGEEAFVR
NPVFPVYFLNTAR
GVPILHLIPSPFPR
MWONDLHPILIER
LOGLOAGWLVEEDTFQSHTPYGYR
NLYDLGLLNNYSSER
VAVPFSPAIR

VDFDLESLSER
GVIHWIMDIPFVLSANLHGGDLVANYPYD
ETR

WDIYPYSLK

YGYMFYPDSR
NAIPFYAFYGCYCGWGGR
LVILGFPCNQFGK
QEPGONSEILQGIK
HVRPGGGFVPNFQLFQK
QPLPETLQLK

TFLPIFVNPVN
NPAWWGGQPIWHTATYQGLK
YYVWIGLR

TWEDAEWFCTKQAK
ETEFLOWYNTDCEEK
GAHLVSVESAGEADFVAQLVAENIK
AWSAEPECIVSK
ILCAGVLEGGIDTCNR
VFDHLDWIQSIIAGNTIVNCPP
DLINVQPAAPNTLK

3+
3+
2+
2+
2+
2+
2+
3+
3+
2+
2+
2+
4+

2+
2+
2+
2+
2+
3+
2+
2+
3+
2+
2+
2+
3+
2+
2+
3+
2+

800,73
985,15
757,86
1.032,54
721,86
769,41
771,96
555,63
932,45
885,94
528,82
655,32
903,96

592,80
649,79
1.079,96
746,86
770,88
643,35
583,85
630,87
771,07
535,31
900,88
996,42
852,12
688,82
874,43
837,10
747,42

Resultados

Glutaminil
ciclase

Carboxipeptidase

Fosfolipase Az

Glutationa
peroxidase

Fosfodiesterase

Crotocetina

Serinoprotease

Metaloprotease
P-11

Discussdao | 178
POC2D6 2.931,00
093364 58.662,00
U3FZHO0 42.150,00
AOA077LDO07 42.305,00
VBNCB4 27.084,00
P62022 15.907,00
V8P395 29.588,00
AOAQ077LAG4 91.899,00
Q719L9 18.199,00
Q719L8 16.728,00
BOFXM2 29.262,00
CoL2T8 53.639,00

*N-terminal: obtido através do método de degradacdo de Edman
**MS/MS: sequéncias peptidicas determinadas por espectrometria de massas através de equipamentos do tipo MALDI e ESI, sendo que os peptideos que apresentaram carga

1+ foram obtidas por MALDI.

***MM: massa molecular. Os dados de massas moleculares (Da) foram buscados no UniProtKB.



Resultados e Discussdo | 79

Os resultados apresentados neste estudo protedmico corroboram com os resultados
apresentados por Boldrini-Franca e colaboradores (2010) quando determinaram o proteoma
da peconha da mesma subespécie (C. d. collilineatus). No presente estudo apenas uma
proteina ja descrita para esta peconha nao foi detectada. No entanto, outras 9 foram
identificadas pela primeira vez e serdo discutidas posteriormente. A diferenca entre esses
resultados confirma a ocorréncia de varia¢des individuais relevantes, ja que em ambos o0s
trabalhos as serpentes séo originadas da regido de Goias (GO).

A Unica proteina que ndo foi identificada no presente estudo € a proteina secretoria
rica em cisteina (CRISP). Esta proteina tem massa molecular entre 20 kDa e 30 kDa,
contendo 16 residuos de cisteina, formando 8 pontes dissulfeto (YAMAZAKI; MORITA,
2004). Suas propriedades biologicas ainda ndo foram totalmente elucidadas. Estudos
anteriores mostram que as CRISPs podem bloquear canais para calcio do tipo L
(YAMAZAKI et al., 2002) e sdo capazes de inibir a angiogénese (LECHT et al., 2015), ndo
apresentaram atividade enzimética e ndo se mostraram téxicas para ratos (UTKIN; OSIPOV,
2007).

As proteinas encontradas no presente trabalho e por Boldrini-Franca e colaboradores
(2010) sao:

e Crotamina — esta proteina foi encontrada nas fragbes 1, 2, 3 e 4, sendo que apenas a
peconha 3 possui as 3 primeiras fracbes (Fig. 8), enquanto a fracdo 4, s esteve presente
na peconha 9 (Fig. 11). Schenberg (1959) analisou a frequéncia de crotamina em
serpentes da subespécie C. d. terrificus em Minas Gerais, Sdo Paulo e Parana. Seu estudo
revelou que a frequéncia de crotamina nesta subespécie aumentou de acordo com o eixo
leste-oeste, sendo que, as serpentes do leste ndo secretavam crotamina e as do oeste,
secretavam. Porém, a regido mais central deste eixo, mostrava ambos o0s tipos de
serpentes, 0 que indicava que a variagdo de crotamina nas peconhas de serpente era de
carater Mendeliano. Boldrini-Franca e colaboradores (2010) demonstraram que a
frequéncia de crotamina também aumentou de acordo com o eixo norte-sul. Esta
miotoxina leva a extensdo e induz paralisia das patas traseiras de camundongos, pois atua
bloqueando canais para potassio (PEIGNEUR et al., 2012). Esta proteina apresenta
atividade antimicrobiana contra Escherichia coli (OGUIURA et al., 2011) e antimalarica
(EL-CHAMY-MALUF et al., 2016);

e Metaloproteases — estas enzimas foram encontradas nas fragdes 35, 37 a 42 e 44 (Tab. 8).

Estas enzimas so capazes de causar hemorragia (GUTIERREZ et al., 2016), alterando a
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integridade capilar. Elas possuem também atividade fibrinolitica, fibrinogenolitica,
ativam o fator X da cascata de coagulacdo e também a protrombina, inibem a agregacao
plaquetéria e induzem a apoptose (FOX; SERRANO, 2005). Desta forma, desempenham
um papel importante na fisiopatologia do envenenamento crotalico (FOX; SERRANO,
2009);

Desintegrinas — sdo proteinas relacionadas ao termo ADAM (do inglés, A Disintegrin
And Metalloprotease), sendo metaloproteases ancoradas na membrana, que possuem um
dominio extracelular com a por¢do aminoterminal de metaloproteases e um dominio de
desintegrina (MOURA-DA-SILVA; THEAKSTON; CRAMPTONL, 1996; CALVETE
et al., 2009d; CALVETE, 2010), sendo inibidores de integrinas (CALVETE et al., 2005)
e inibidores da agregacdo plaquetaria (MARKLAND, 1998). Estas proteinas podem estar
livres na peconha ofidica devido a um processo proteolitico de precursores de
metaloprotease do tipo P-1l (KINI; EVANS, 1992). Possuem um residuo de aspartato (D)
conservado em seu dominio (KGD, MGD, MLD, RGD, VGD ou WGD), que pode ser
responsavel pela interacdo dessa proteina com receptores de integrina (CALVETE,
2013a). Por apresentarem uma massa molecular baixa (menor que 10 kDa) e a sequéncia
encontrada por espectrometria de massas estar contida no dominio desintegrina, podemos
dizer que nas fracdes de 4 a 7, temos a proteina desintegrina sem a por¢cdo aminoterminal
de metaloproteases (Tab. 8 e Fig.18). Estudos atuais mostram que as desintegrinas podem

induzir a apoptose em células de melanoma humano (HAMMOUDA et al., 2016);

LAAO - esta enzima esta presente nas fragdes 37, 38, 39, 41, 42 e 44, de acordo com
dados de espectrometria de massas (Tab. 8). Entretanto, como ja dito anteriormente, sua
massa molecular é alta (~60 kDa) e pode néo ter sido evidenciada pela eletroforese (Fig.
18) em algumas fragbes, como na fracdo 37, pois, esta toxina pode estar em quantidades
muito menores do que as outras proteinas encontradas na fracdo. Dessa forma, a
guantidade aplicada na eletroforese ndo foi suficiente para evidenciar todos os
componentes da amostra. A enzima LAAO apresenta atividades citotdxicas (RIBEIRO et
al., 2016), apoptdtica, bactericida, antiparasitaria, edematogénica e de agregacéao
plaquetaria (BREGGE-SILVA et al., 2012). Estas acdes sdo devidas, principalmente, a
deaminacdo oxidativa de L-amino&cidos, liberando H203, levando a producéo de espécies

reativas de oxigénio e, consequentemente, ao estresse oxidativo. Apesar disto, a atividade
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da LAAO na clinica do envenenamento ainda ndo foi muito bem determinada (FOX,
2013);

Proteinas do complexo da crotoxina — As duas proteinas que formam o complexo da
crotoxina (fosfolipase A2 e crotapotina) foram encontradas nas pegonhas, em muitas das
fracdes, exceto nas 1 a 7, 25, 28, 29, 31 a 36, 39 e 41 a 43 (Tab. 8). A crotapotina e a
fosfolipase A2 sdo 0s componentes majoritarios da peconha de C. d. collilineatus, sendo
eluidas principalmente nas fragdes 9 a 14 e 19 a 21, respectivamente (Fig. 18). Estas
proteinas quando associadas fazem com que a atividade enzimatica da fosfolipase
diminua, mas eleva o grau de letalidade do complexo em dez vezes (CHANG; SU, 1981,
RADVANYI et al.,, 1989). Estas proteinas sdo responsaveis pela nefrotoxicidade
(MARTINS et al., 2002; AMORA et al., 2006) e neurotoxicidade (HAWGOOD, 1990)
observadas no envenenamento crotalico. Estudos recentes revelaram que a crotoxina é
capaz de atenuar a colite em camundongos, causando um efeito imunomodulatorio
potente (ALMEIDA et al., 2015);

Convulxina — esta proteina é formada por duas subunidades, o e B, formando uma
estrutura tetramérica, capaz de ativar plaquetas, mas ndo tem atividade hemaglutinante
como as lectinas (TOYAMA et al., 2001; ARLINGHAUS; EBLE, 2012). Essa toxina foi
encontrada nas fracGes 30 e 32 a 44 (Tab. 8);

Serinoprotease — enzima encontrada a partir da fracdo 25 (Tab. 8), que é capaz de afetar o
sistema hematoldgico, interferindo na agregacdo plaquetéria, fibrindlise e coagulacéo
sanguinea (SERRANO; MAROUN, 2005). Estudos recentes mostram que esta enzima,
qguando é submetida a PEGlacdo (técnica a qual conjuga polietilenoglicol a molécula de
interesse, resultando em melhora da farmacocinética e farmacodindmica da molécula,
diminuindo sua depuracdo renal, aumentando a solubilidade em &gua e a protegendo de
degradacdo enzimatica) pode ser um potente biofarmaco (DA-SILVA-FREITAS;
BOLDRINI-FRANCA; ARANTES, 2015). Entre as serinoproteases encontra-se a enzima
giroxina, que possui agcdo como as serinoproteases, porém, possui este nome devido a
sindrome gerada em animais que a recebem, pois estes comegam a girar em torno de seu
proprio eixo (SILVA et al., 2012);
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e VEGF - esta proteina foi encontrada nas fragdes 18, 23, 24, 26 e 30 (Tab. 8) e possui
acao angiogeénica e linfangiogénica (YAMAZAKI et al., 2009). Este fator de crescimento
também possui atividade hipotensora e proliferativa do endotélio vascular por se ligar em
receptores que contem o dominio de inser¢do a quinase (KDR) (YAMAZAKI et al.,
2003).

Além destas toxinas, foi verificada a presenca de outro fator de crescimento, NGF, nas
fracOes 18 e 27 (Tab. 8), proteinas as quais também sdo visiveis nos perfis eletroforéticos
dessas fracOes (Fig. 18). Esta proteina possui massa molecular entre 30 kDa (SIIGUR et al.,
1985) e 27 KkDa, de acordo com o banco de dados UniProtKB
(http://lwww.uniprot.org/uniprot/). Essa proteina havia sido identificada apenas em dados do
transcriptoma dessa subespécie (BOLDRINI-FRANCA et al., 2009) e até 0 momento nédo
havia trabalho algum relatando que era expressa na peconha. Portanto, nosso estudo é o
primeiro que mostra que o NGF é expresso na peconha de C. d. collilineatus. Essa proteina
possui atividade pro-apoptotica e contribui para a difusdo de outros componentes da peconha
durante o envenenamento, de forma que libera mediadores quimicos, levando ao aumento da
permeabilidade vascular e inflamagdo (SUNAGAR et al., 2013).

Embora ja existam estudos sobre vendmica da peconha de C. d. collilineatus, algumas
proteinas foram identificadas pela primeira vez no presente estudo. Estes dados mostram a
grande contribuicdo do mesmo para o conhecimento da composigédo proteica desta pegonha.
Séo elas:

e ECA - enzima capaz de converter angiotensina | em angiotensina Il, sendo capaz,
também de degradar bradicinina e outros peptideos vasoativos. Sendo assim, esta
enzima é capaz de modular a pressao arterial, tornando-se um promissor alvo para o
tratamento de insuficiéncia cardiaca, hipertensdo e diabetes nefropatica (NG; VANE,
1967; IMIG, 2004; ZHANG; WU; XU, 2013). Em relacdo as pegonhas ofidicas, no
banco de dados UniProtKB existem apenas 2 depositos de sequéncias de aminoacidos
de ECA, ambas da espécie Ophiophagus hanna. No presente estudo, esta enzima foi

encontrada nas fragdes 42 e 43 (Tab. 8);

e Hialuronidase — esta enzima foi encontrada nas fracdes de 38 a 42 (Tab. 8) e possui
atividade de “espalhamento”, devido a hidrélise de acido hialurénico da matriz
intersticial, ou seja, de uma barreira dérmica, 0 que permite a difusdo dos outros

componentes da pegonha pela pele (HECHTER, 1947). Esta toxina € encontrada em
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diversas peconhas das familias Viperidae (GIRISH et al., 2002), e na espécie C.
durissus, essa toxina ja foi identificada nas peconhas de C. d. terrificus (BORDON et
al., 2012) e C. d. collilineatus (CASTANHEIRA; BRANDEBURGO, 2008), sendo
que, no presente estudo, as sequéncias peptidicas encontradas pela primeira vez para a

essa peconha, ndo havendo depdsitos no banco de dados UniProtKB;

Fosfodiesterase — estas enzimas sdo catalisadores da hidrolise de ligac6es fosfodiéster,
gerando 5’-mononucleotideos (DHANANJAYA; D’SOUZA, 2010) e, também,
possuem atividades de inibicdo da agregacdo plaquetaria (SANTORO et al., 2009) e
causam hipotensdo e depressdao locomotora da presa (RUSSELL; BUESS; WOO,
1963). No presente estudo, esta enzima foi encontrada nas fracGes 37 a 42 e 44 (Tab.
8). Em estudos anteriores, esta proteina ja foi encontrada nas peconhas de Vipera
lebetina (TRUMMAL et al., 2014) e Pseudonaja textilis (MCCLEARY et al., 2016);

5’-nucleotidase — toxina capaz de catalisar a clivagem de 5°-AMP e liberar adenosina
(TRUMMAL et al.,, 2015), podendo levar a inibicdo da agregacdo plaquetaria
(OUYANG; HUANG, 1983; CHEN et al., 2008; HART et al., 2008). Ela pode
também, por sinergia, aumentar os efeitos anticoagulantes de desintegrinas, ADPases e
fosfolipases (DA SILVA; AIRD, 2001). No presente estudos, essa toxina foi
identificada nas fracdes 35 a 44 (tabela 8), sendo que também ja foi encontrada nas
peconhas de Pseudonaja textilis (MCCLEARY et al., 2016) e Naja naja karachiensis
(BIN et al., 2016);

Carboxipeptidase — esta enzima foi encontrada nas fragdes 33 a 35, 38 a 40 e 42 a 44
(Tab. 8). Ela tem acéo de liberar residuos de arginina e lisina da por¢do C-terminal do
peptideo, podendo estar envolvida nos processos de modificaces pos-traducionais e ja
foi encontrada no proteoma de C. vegrandis (VIALA et al., 2015). Essa proteina pode
ser utilizada como biomarcador para metastase em tumores neuroendocrinos (LEE et

al., 2011) e biomarcador para tumores hepatocelulares (HUANG et al., 2016);

Glutaminil ciclase — esta toxina € responsavel pela ciclizacdo de glutamina na porcgao
N-terminal de toxina, sendo que esta modificacdo pos-traducional pode contribuir

indiretamente para a toxicidade do acidente ofidico, pois essa modificacdo pode alterar
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a atividade biologica de outras toxinas, bem como, torna-las resistentes a proteo6lise
(PAWLAK; KINI, 2006). No presente estudo, essa enzima foi detectada nas fracoes
42 a 44 (Tab. 8). Outros estudos revelam que essa enzima esta presente nas glandulas
de peconha de Sistrurus catenatus edwardsii (CHAPEAUROUGE et al., 2015) e
Bothrops jararaca (GONCALVES-MACHADO et al., 2016), no proteoma de C.
atrox (FOX et al., 2006) e C. d. terrificus (GEORGIEVA et al., 2010);

e Crotocetina — esta toxina apresenta homologia com a convulxina, pode induzir a
agregacdo plaquetaria e tem acdo antimicrobiana contra bactérias gram-negativas e
positivas, podendo ser isolada da peconha de C. durissus, especialmente de C. d.
cascavella (RADIS-BAPTISTA et al., 2006), mas também foi encontrada no
proteoma de C. vegrandis (VIALA et al., 2015) e de Daboia russelii (SHARMA et al.,
2015). No presente estudo, essa proteina se encontra entre as fracfes 42 e 44 (Tab. 8);

e Glutationa peroxidase — enzima capaz de catalisar a redugdo de hidroxiperdxidos pela
glutationa, evitando danos oxidativos desses compostos, sendo que sua agdo no
acidente ofidico ainda néo foi elucidada (VIALA et al., 2015). No presente estudo foi
identificada nas fracdes 30, 32 a 35 e 37 a 44 (Tab. 8). Esta enzima ja foi identificada
nas pegonhas de C. d. terrificus (MELANI et al., 2015), C. vegrandis (VIALA et al.,
2015), Micrurus clarki, correspondendo a 0,2% da peconha (LOMONTE et al., 2016),
e Naja melanoleuca, correspondendo a 0,9% da peconha (LAURIDSEN et al., 2016).

Essas proteinas foram identificadas a partir das duas metodologias utilizadas neste
estudo (LC-MS e venbmica). No entanto, a NADH desidrogenase foi identificada apenas
através da técnica LC-MS (Tab. 5), como descrito no item 3.2, enquanto a fosfolipase B,
através da vendmica (Tab. 8), como descrita por Calvete e colaboradores (2007).

A enzima NADH desidrogenase ja foi identificada em abundancia na glandula de
Deinagkistrodon acutus, sendo uma das enzimas que atendem as necessidades energéticas da
sintese proteica, ou seja, da producdo de toxinas pela glandula e, também, necesséria para a
contragcdo da mesma (ZHANG et al., 2006).

A fosfolipase B foi identificada nas fracbes 42 e 43 (tabela 8). Essa toxina foi
identificada, recentemente, nas peconhas de Lachesis muta rhombeata (WIEZEL et al., 2015),
de C. d. terrificus (MELANI et al., 2015) e, também, de Sistrurus catenatus edwardsii,

possuindo acdo de clivar ligacbes éster de glicerolipideos, na posicdo sn-1 e sn-2
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(CHAPEAUROUGE et al., 2015), porém, sua acdo no envenenamento ainda ndo esta
elucidada (WIEZEL et al., 2015).

As proteinas ECA, fosfodiesterase, 5’-nucleotidase, carboxipeptidase, glutaminil
ciclase, crotocetina, glutationa peroxidase, NADH desidrogenase e fosfolipase B, ja foram
descritas em estudos anteriores de peconhas ofidicas. No entanto, é importante ressaltar que a
identificacdo dessas proteinas por técnicas 6micas na pegonha de C. d. collilineatus é descrita
pela primeira vez neste estudo. Estas informagdes ampliam significativamente o
conhecimento sobre a composicdo desta peconha, 0 que o torna muito relevante.
Adicionalmente, estas informacdes podem contribuir para o conhecimento da sintomatologia

do envenenamento crotalico, bem como para a melhoria do soro antiofidico.

4.2. Reconhecimento das peconhas e dos componentes ofidicos pelo soro anticrotalico

comercial

O método de ELISA é um ensaio imunoenzimatico que tem se mostrado o ensaio mais
especifico, barato, simples, sensivel e de rapida execucdo para a deteccdo de toxinas e
peconhas ofidicas (SELVANAYAGAM; GOPALAKRISHNAKONE, 1999). Essa
metodologia foi utilizada pela primeira vez para detectar peconhas ofidicas e anticorpos
antiofidicos em 1977 (THEAKSTON; LLOYD-JONES; REID, 1977).

Nas Gltimas décadas, essa metodologia tem sido utilizada para diversas finalidades,
como determinar a poténcia do soro antiofidico (BARBOSA et al., 1995) e detectar niveis de
antigenos e anticorpos em fluidos corporais de pacientes vitimas do envenenamento
(BARRAVIERA et al., 1996).

Considerado o Unico tratamento existente para o acidente ofidico (WHO, 2010), o soro
antiofidico por ser produzido em cavalos, pode levar a reacdes indesejadas ao paciente
(BARRAVIERA; PERACOLI, 1994), que podem ocorrer entre 10 a 180 minutos apds a
infuséo do soro, séo ditas as reacdes imediatas, as que ocorrem nas primeiras 24 horas, séo as
reacOes precoces e as que ocorrem entre 5 e 14 dias ap0s a soroterapia, sdo as chamadas
reacOes tardias ou doenca do soro (CUPO et al., 1991).

As 22 peconhas ofidicas e suas fragdes foram incubadas com o soro anticrotalico do
Instituto Butantan, como descrito no item 3.8, para avaliar, através do metodo de ELISA, se o
soro era capaz de reconhecer todas as peconhas e todos 0s componentes presentes nas

peconhas.
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O soro utilizado para o presente trabalho foi produzido pelo Instituto Butantan, o qual
conta com, aproximadamente, 800 cavalos, localizados na Fazenda S&o Joaquim, no
municipio de Aragariguama, no estado de Sdo Paulo. Para ter garantia do bem estar dos
animais e boa qualidade do produto, os animais sdo submetidos a rigoroso acompanhamento
médico-veterinario e o plasma equino ja coletado tem que passar por rigoroso controle de
qualidade, desde a fase de purificagdo de imunoglobulinas, até a liberacdo dos lotes
produzidos, desta forma, todo o processo para a produgéo de soro ocorre em sistema fechado,
semi-automatizado, capaz de produzir até um milhdo de ampolas por ano. A producao deste
antidoto para o envenenamento ofidico € a tnica no mundo validada como experimentalmente
segura na eliminacdo de varios tipos de virus no decorrer do fracionamento do plasma, de
forma que, o soro produzido seja livre de virus (BUTANTAN, 2016).

A partir dos resultados apresentados, pode ser afirmado que o soro anticrotalico
produzido pelo Instituto Butantan foi capaz de reconhecer nitidamente todas as 22 peconhas.
Entretanto, em relacdo as fracfes eluidas do processo cromatogréfico, esse soro ndo foi capaz
de reconhecer com alta eficiéncia as fragdes 0, 35, 36 e 37 (Fig. 19). Isso pode ter acontecido
pelo fato das proteinas presentes nessas fracfes (Tab. 8) ndo serem tdo imunogénicas ou nao
terem sido inoculadas nos cavalos utilizados para a producdo deste lote de soro. Isso é
possivel caso estas proteinas ndo estivessem presentes nas peconhas crotélicas utilizadas na
hiperimunizacéo dos cavalos. Deve-se considerar também que elas estdo presentes em baixas
proporgdes nesta peconha.

Nesse estudo o soro anticrotalico do Instituto Butantan foi capaz de reconhecer as
fracOes de 1 a 4, nas quais foram identificadas a crotamina. Esse resultado se opde aos dados
obtidos dos estudos de antivendmica publicados por Boldrini-Franca e colaboradores (2010),
em que a crotamina ndo foi reconhecida pelo soro anticrotalico do Instituto Butantan. Assim,
apos o ano de 2010, pode ser que o Instituto Butantan tenha melhorado a qualidade do soro
produzido, de forma que, o pool peconhas de serpentes escolhido para a imunizacdo dos
cavalos apresente crotamina em sua peconha. Portanto, provavelmente quase todos os
componentes da pegconha crotalica foram inoculados nos cavalos e o soro do lote utilizado no

presente estudo apresentava imunoglobulinas capazes de se ligar a crotamina.
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Figura 19. Analise do reconhecimento das peconhas
e das fracoes eluidas pelo soro anticrotalico
comercial através do método de ELISA. As 22
peconhas foram incubadas com soro anticrotalico
comercial, a fim de avaliar a capacidade do soro em
reconhecer as peconhas, e anticorpos policlonais anti-
cavalo marcados com peroxidase, para realizacdo do
método de ELISA, tendo como controle positivo (+)
pogos sensibilizados com imunoglobulina heteréloga
contra peconha de Crotalus e como controle negativo
(-), pocos ndo sensibilizados. (A) Pegonhas; (B)
Fragdes; "p < 0,05 quando comparado ao controle
negativo (-); ™p < 0,01 quando comparado ao controle
negativo (-); ™p < 0,0001 quando comparado ao

controle negativo (-); #p < 0,05 quando comparado ao
controle positivo (+); #p < 0,01 quando comparado ao
controle positivo (+); #p < 0,0001 quando comparado
ao controle positivo (+).

‘O
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4.3. Determinacdo da atividade enzimética de hialuronidase nas peconhas de C. d.

collilineatus

Boldrini-Franca e colaboradores (2007) afirmaram que, dentre as pegonhas botrdpicas
e crotlicas, a peconha de C. d. collilineatus possui maior atividade enzimatica de
hialuronidase. Essa enzima possui aproximadamente 70 kDa e é expressa na pegonha desta
subespécie em quantidades muito pequenas, em torno de 0,21% (CASTANHEIRA;
BRANDEBURGO, 2008). Na peconha de C. d. terrificus a porcentagem de recuperacdo desta
proteina foi 0,23% (BORDON et al., 2012), enquanto na pegonha laquética, este valor chega a
ser ainda menor, sendo 800 vezes menor que o valor encontrado da peconha de C. d. terrificus
(WIEZEL et al., 2015).

Devido a sua baixa expressdo nas peconhas em comparacdo aos outros componentes
(FOX, 2013), essa proteina tem poucos estudos até o momento. Técnicas de biologia
molecular podem permitir que estudos de toxinas animais pouco expressas sejam realizados,
visto que a toxina pode ser produzida por expressao heterdloga através da tecnologia do DNA
recombinante (AMORIM, 2015).

Os resultados do estudo protedmico obtidos neste trabalho identificaram a
hialuronidase nas fracfes 38, 39, 40, 41 e 42 (Tab. 8), que estdo presentes em quase todas as
peconhas. No entanto, a peconha 2 ndo apresenta as fracbes 38 e 41, a peconha 5 ndo
apresenta a fracdo 41 e a peconha 10 ndo apresenta as fracGes 38, 39 e 40 (Tab. 6).
Adicionalmente, a partir do ensaio enzimatico para determinacdo da atividade da enzima,
verificou-se que algumas peconhas apresentam atividade hialuronidasica, enquanto que em
outras ndo foi detectada atividade enzimatica. Isso foi observado para as pegonhas 13 e 14. A
ndo deteccdo de atividade hialuronidasica pode ser explicada pela baixa quantidade da enzima
expressa pela glandula (menor que a capacidade de deteccdo do ensaio) ou pela auséncia da
mesma na pegonha (Fig. 20).

Embora algumas pegonhas ndo tenham apresentado tal atividade enzimatica, ou
apresentem de forma muito baixa, algumas peconhas apresentam uma atividade muito maior,
considerando que todo o ensaio foi realizado com a mesma quantidade de peconha, no caso 5
pg. Como exemplo pode-se citar a peconha 3, que foi capaz de hidrolisar aproximadamente
80% de &cido hialurdnico e as peconhas 5, 6, 7 e 22 foram capazes de hidrolisar mais que
50% do &cido hialurénico utilizado. Essas peconhas podem causar envenenamentos mais

severos, tendo em vista que a hialuronidase € capaz de degradar o acido hialurdnico, 0 maior
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glicosaminoglicano da matriz extracelular (KREIL, 1995), sendo assim capazes de acelerar a
difusdo e absorcdo da peconha (PUKRITTAYAKAMEE et al., 1988).

Quando a quantidade de peconha utilizada no ensaio foi reduzida pela metade,
verifica-se que ndo foi possivel detectar a hidrolise do acido hialurénico, como é caso das
peconhas 4, 10, 11, 12 e 15. Desta forma, pode ser que estas pegconhas apresentem
quantidades, realmente, muito baixas de hialuronidase. Assim, com essa quantidade de

amostra, 0 ensaio ndo foi capaz de evidenciar a presenca de tal enzima.
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Figura 20. Determinacao da atividade hialuronidésica nas peconhas de C. d. collilineatus. As 22 peconhas
de C. d. collilineatus foram incubadas a 37 °C por 45 minutos com o acido hialurénico (0,5 mg/mL). A reacao
foi interrompida com a adicdo brometo de cetiltrimetilamdnio (BCTA) 2,5% (m/V) em hidréxido de sodio
(NaOH) 2% (m/V). A leitura da placa foi realizada em até 10 minutos ap6s o fim da reacdo em de leitor de
ELISA, sob comprimento de onda de 400 nm. (A) 5 ug de peconha; (B) 2,5 ug de peconha.
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4.4. Ensaios in vivo

Como as 22 peconhas utilizadas apresentaram diferencas intraespecificas evidentes no

presente estudo, foi sugerido a avaliacdo das diferencas bioquimicas e imunoldgicas que as

peconhas poderiam causar durante o acidente ofidico. Assim, para esta avaliagcdo, as 5

peconhas que mostraram diferencas mais relevantes em relacdo a coloracdo (Fig. 3), perfis

eletroforeéticos (Fig. 4) e cromatograficos foram utilizadas para simular o acidente crotalico

em camundongos machos Balb/c, como descrito no item 3.10.3. O pool de peconhas também

foi avaliado, pois este possui todos 0s componentes das 22 pegonhas.

As peconhas escolhidas para este ensaio foram:

Peconha 3 — Unica peconha que apresenta as fragdes 1, 2 e 3, que contém a toxina
crotamina (Fig. 8 e Tab. 8) e que apresentou a maior porcentagem de atividade da
enzima hialuronidase (Fig. 20);

Peconha 10 — apresenta, entre as peconhas, grande quantidade de fracdo 25 (1,36%),
no caso, serinoprotease, e de fracdo 41 (1,32%), sendo composta por fosfodiesterase,
5’-nucleotidase, convulxina, hialuronidase, serinoprotease, metaloprotease, LAAO e
glutationa peroxidase (Fig. 11 e Tabs. 6 e 8);

Peconha 12 — apresenta uma banda eletroforética entre 20 kDa e 14 kDa (Fig. 4) e as
fragdes de 35, 36 e 37 mais evidentes (Fig. 12), que apresentam as toxinas convulxina,
serinoprotease, 5’-nucleotidase, metaloprotease, glutationa peroxidase,
carboxipeptidase, LAAO, fosfolipase A e fosfodiesterase (Tab. 8);

Peconha 16 — apresenta maiores quantidades das fracOes entre 10 a 16, no caso, a
crotoxina A (Fig.14 e Tabs. 6 e 8);

Peconha 21 — apresenta a cor muito amarela (Fig. 3) e, em relacdo as outras peconhas,
esta apresenta uma banda eletroforética entre 45 kDa e 66 kDa, diferente das demais
peconhas (Fig. 4), além de apresentar a maior quantidade da fracdo 38 (0,84%), que
contém as toxinas serinoprotease, convulxina, LAAO, fosfodiesterase, glutationa
peroxidase, fosfolipase A, hialuronidase, carboxipeptidase, 5’-nucleotidase e
metaloprotease (Tabs. 6 e 8).

Além da escolha das peconhas, para este ensaio determinou-se o local da injecéo, que

foi uma das patas traseiras dos animais, pois na maioria dos acidentes ofidicos, a picada
ocorre nos membros inferiores (BOCHNER; STRUCHINER, 2003), de forma intramuscular.
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4.4.1. Padronizacéo da dose

Para a realizacdo deste ensaio, era necessario saber qual dose seria ideal para que néo
houvesse morte dos animais, mas que eles apresentassem 0s sinais clinicos mais frequentes no
envenenamento crotélico, como edema, prostracdo, sudorese, sonoléncia, inquietacdo e ptose
palpebral unilateral ou bilateral (PINHO; PEREIRA, 2001), como descrito em 3.10.2.

Para a peconha de C. d. collilineatus, a literatura aponta que a dose letal média (DLso)
é de 0,0866 pg/g de animal, quando a peconha € injetada intraperitonealmente (SANTORO et
al., 1999). Baseado nesses dados, foi definido que as doses de 0,01, 0,02 e 0,04 ug/g de
animal seriam testadas (doses 8,66, 4,33 e 2,165 vezes menores que a DLsp, respectivamente)
e as pegonhas seriam injetadas intramuscularmente, ao invés de intraperitonealmente, pois
esta Gltima apresenta uma rapida absorcdo, tendo em vista que a area de absorcdo é grande
(VASQUEZ et al., 2009). Desta forma, as doses de escolha ndo eram letais aos animais.

A simulacdo do envenenamento foi realizada com o pool de peconhas, pois este
contém todos os componentes das 22 peconhas, € 9 horas apds a inoculacdo da pecgonha,
somente 0s animais que receberam a maior dose, ou seja, 0,04 pg/g de animal, apresentaram
paralisia das patas traseiras. Desta forma, a dose 0,04 ug/g de animal foi selecionada para a

realizacdo das analises bioquimicas e imunoldgicas deste estudo.

4.4.2. Analise bioquimica laboratorial do envenenamento crotalico

Durante o processo do envenenamento crotélico, os componentes da pe¢onha podem
causar lesdes no figado e nos rins (AMORA, 2005). Assim, 0os componentes enzimaticos
podem aumentar ou diminuir sua liberacdo no plasma, indicando processos patoldgicos
(MOTTA, 2000).

No presente estudo, foram avaliadas as diferencas bioquimicas laboratoriais que as
peconhas mais distintas poderiam causar, como descrito em 3.10.4. A partir dos resultados
obtidos, os niveis de acido Urico, creatinina, glicose e uréia ndo apresentaram alteracGes
significativas, em relacdo ao controle. Em relacdo a uréia, &cido Urico e creatinina, sabe-se
que esses analitos apresentam elevado aumento na fase oligurica da IRA, ou seja, de 6 a 24
horas apos o acidente ofidico (LEIS; CHEBABO, N/A; PINHO; PEREIRA, 2001), desta
forma, os animais foram eutanasiados antes que estes analitos sofressem grandes alteragdes.

Entretanto, os niveis séricos dos analitos, creatina quinase (CK), aspartato

aminotransferase (AST, transaminase glutamica-oxalacética, GOT), alanina aminotransferase
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(ALT, transaminase glutamica-piravica, GPT) e lactato desidrogenase (LDH) apresentaram-se
significativamente aumentados em relagéo ao controle (Fig. 21).

O aumento significativo dessas proteinas corroboram com achados laboratoriais de
estudos anteriores, 0 que pode sugerir um quadro de miotoxicidade (FERNANDES;
AGUIAR; DAHER, 2008; LOPES et al., 2012; SANTOS et al., 2013), pois 0 aumento destas
enzimas esta relacionado a lesdes da musculatura esquelética.

Interessantemente, os valores de CK dos animais injetados com a peconha 3, quando
comparados ao controle, foram mais elevados, seguido do pool de peconhas, peconhas 10 e
16. Este resultado pode ser devido a presenca da proteina crotamina na peconha 3, seguido do
pool de peconhas, enquanto nas outras peconhas testadas, esta toxina ndo € encontrada. A
proteina crotamina, como ja dito anteriormente, juntamente a crotoxina, causa a
miotoxicidade observada no envenenamento crotalico, com consequente aumento dos niveis
de CK (AZEVEDO-MARQUES; HERING; CUPO, 2003; TOKARNIA et al., 2014). Estes
resultados indicam que a miotoxicidade produzida pela peconha 3, seguida do pool de
peconhas, deve ser muito mais severa do que a miotoxicidade produzida pelas outras
peconhas testadas.

Curiosamente, todos os resultados laboratoriais significativos da peconha 12, CK,
LDH, AST e ALT, foram inferiores aos encontrados nas outras pegonhas. Este fato pode estar
relacionado a auséncia da fracdo 21 na peconha 12 (Tab. 6), fracdo que apresenta a crotoxina
B, de forma que a miotoxicidade foi menos agressiva, quando comparada as outras peconhas.

Estes resultados mostram que as variacdes intraespecificas causam diferencas quanto

ao quadro clinico do envenenamento crotalico.
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Figura 21. Avaliacdo bioquimica laboratorial do envenenamento crotalico. A anélise bioquimica foi
realizada por quimioluminescéncia, em até 24 horas ap6s o experimento, utilizando o analisador bioquimico
CT600i (Wiener Laboratdrios) e os kits: URICOSTAT enzimatico AA, CK- NAC UV AA liquida,
CREATININA Cinética AA liquida, GLICEMIA Enziméatica AA liquida, LDH-P UV AA liquida, GOT (AST)
UV AA liquida, GPT (ALT) UV AA liquida e UREIA UV Cinética AA (Wiener Laboratérios, Rosario,
Argentina). Os resultados foram analisados por analise de variancia (ANOVA) seguida de uma analise post-hoc
por meio do teste de Tukey (p < 0,05). Como controle, foi inoculada apenas solugdo salina nos animais. ; "p <
0,05 quando comparado ao controle; ™p < 0,01 quando comparado ao controle; *p < 0,0001 quando comparado
ao controle; *p < 0,05 quando comparado ao pool de peconhas; #p < 0,01 quando comparado ao pool de
peconhas; ##p < 0,0001 quando comparado ao pool de pegonhas.

4.4.3. Avaliagao de citocinas e 6xido nitrico no envenenamento crotélico

As peconhas ofidicas sdo conhecidas, também, por induzir o processo inflamatorio,
levando a producéo de citocinas e causando morte celular (RIBEIRO et al., 2014).

Citocinas sd@o mediadores proteicos ou polipeptideos que, durante o0 processo
inflamatdrio, sdo sintetizados e liberados por células do sistema imunologico, sendo capazes
de regular a resposta inflamatéria. As citocinas podem ser divididas em interleucinas,
interferonas, quimiocinas e fatores estimuladores de col6nia (RANG et al., 2011).

Esses mediadores podem levar a alteragdes na atividade, diferenciacéo, proliferacéo e
sobrevivéncia celular imunolégica, podendo influenciar na producdo e atividade de outras

citocinas, aumentando, tendo uma resposta pro-inflamatéria ou Thl, ou diminuindo,
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caracterizando a resposta anti-inflamatoria ou Th2 (OLIVEIRA et al., 2011). As citocinas que
regulam a resposta Thl sdo IL — 1, IL — 2, IL — 6, IL — 7 e TNF, enquanto as citocinas da
resposta Th2 sdo IL — 4, IL -5, IL - 10 e IL — 13 (MOSMANN; COFFMAN, 1989; CURFS;
MEIS; HOOGKAMP-KORSTANJE, 1997; SOMMER; WHITE, 2010).

No presente estudo foi avaliado o perfil de citocinas de animais envenenados, como
descrito em 3.10.5. As citocinas IL - 1B, IL - 2, IL -4, IL - 10, IL - 13, IL - 173, TNF—-a ¢
IFN — y dos animais envenenados ndo apresentaram alteracdes significativas em relagdo aos
animais controle (Fig. 22).

Estudos anteriores mostram que os niveis de TNF — a ¢ IFN — y eram muito altos em
camundongos Balb/c envenenados com peconha de C. d. terrificus, mas estes valores
diminuiram apo6s duas horas da inoculacdo da peconha. O mesmo aconteceu com as citocinas
IL —4 e IL — 10, porém os valores diminuiram ap6s 4 horas da inoculagdo (HERNANDEZ
CRUZ et al., 2008). No presente estudo, pode ser que os niveis de citocinas tenham
diminuido, tendo em vista que os animais foram eutanasiados 6 horas apés a inoculacdo da
peconha. Entretanto, estes resultados corroboram com estudos anteriores, que mostraram que
a peconha de C. d. collilineatus ndo foi capaz de induzir a producdo de IL — 2, IL —4 e IFN —
y invitro (RIBEIRO et al., 2014).

Em relacdo a citocina IL — 6, os animais injetados com o pool das peconhas e as
peconhas 3 e 10 mostraram diferencas significativamente maiores em relagdo ao controle. Por
outro lado, os animais injetados com a peconha 12 apresentaram niveis significantemente
menores desta citocina quando comparados aos animais injetados com o pool de peconhas.
Este resultado pode estar relacionado a crotoxina, j& que em estudos anteriores, esta toxina
demonstrou elevar os niveis séricos desta interleucina (CARDOSO et al., 2001). Esta citocina
faz parte da resposta Thl, podendo ser induzida por IL — 1 e TNF — o, sendo capaz de
promover a maturacdo de macrofagos e neutréfilos, sendo este Gltimo também ativado, levam
a diferenciacdo e manutencdo de linfécitos T citotdxicos e células natural Kkiller. Ap6s o
processo de lesdo, o pico plasmatico dessa citocina ocorre em até 6 horas (OLIVEIRA et al.,
2011). Dessa forma, no presente estudo, a concentracdo plasmatica aumentada desta citocina
ainda pode ser detectada.

Ja a citocina IL — 5 apresentou diferenca significativa em relagcdo ao controle somente
nos animais injetados com a peconha 16. Os valores obtidos foram menores que o controle.
Esta interleucina faz parte da resposta Th2 (ABBAS; LICHTMAN, 2005). Assim,
aparentemente, a resposta Thl estava desencadeada, de forma que a resposta Th2 ainda nédo

havia sido iniciada.
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E por ultimo, os niveis séricos de IL - 12p70 dos animais injetados com as pegonhas
16 e 21 foram significantemente menores que o controle. Até o0 momento, ndo existem
estudos relacionando a peconha crotalica com esta interleucina. Porém, existem estudos
mostrando que a peconha botropica € capaz de aumentar os niveis séricos dessa interleucina
em 4 horas apds a inoculagdo da peconha (MOREIRA et al., 2012). Quanto a IL-12, foi
demonstrado que a crotoxina poderia diminuir seus niveis sericos (RICARDI, 2010).

A partir desses resultados, observa-se que a resposta Thl foi desencadeada apés a
inoculacdo das peconhas e pode-se inferir que as peconhas crotalicas podem modular a
resposta imune, sendo que esta também pode variar de acordo com a variabilidade dos
componentes ofidicos.
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Figura 22. Avaliacdo de citocinas no envenenamento crotalico. As analises imunologicas foram realizadas
utilizando leitor automatico de microplacas MAGPIX® Luminex®, seguindo instru¢des do fabricante, e os Kits
com microesferas magnéticas conjugadas com anticorpos especificos para cada citocina. Os resultados foram
analisados por andlise de variancia (ANOVA) seguida de uma andlise post-hoc por meio do teste de Fisher’s
LSD (p < 0,05). Como controle, foi inoculada apenas solucéo salina nos animais. ; "p < 0,05 quando comparado
ao controle; ™p < 0,01 quando comparado ao controle; p < 0,0001 quando comparado ao controle; #p < 0,05
quando comparado ao pool de pegonhas; #p < 0,01 quando comparado ao pool de peconhas; #p < 0,0001
quando comparado ao pool de peconhas.
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J& foi comprovado que as peconhas crotélicas sdo capazes de inibir a difusdo e a
fagocitose realizada por macrofagos, isto se d& por acdo da crotoxina (SAMPAIO et al.,
2003), bem como, induzem a producdo de 6xido nitrico (NO) e H20, estimulando o
metabolismo de glutamina e glicose e a atividade antimicrobiana, ambas as acdes realizadas
por essas células (SAMPAIQ et al., 2001).

O oxido nitrico € uma molécula incolor, gasosa e inorganica, que possui um elétron
desemparelhado, sendo considerado um radical livre (BECKMAN; KOPPENOL, 1996). Este
composto é considerado um relaxador de vasos sanguineos, além de realizar outras funcdes,
tais como prevencédo da agregacao plaquetaria, regula a pressdo sanguinea, inibe a adesao de
mondcitos e neutréfilos ao endotélio vascular (DUSSE; VIEIRA; CARVALHO, 2003). Esse
mediador é decomposto em nitrato (NO*) e nitrito (NO?), em sistema bioldgico
(HERNANDEZ CRUZ et al., 2008), assim, a dosagem desses compostos podem indicar,
indiretamente, a concentracdo de Oxido nitrico presente no organismo (DUSSE; VIEIRA;
CARVALHO, 2003).

Em relacdo a dosagem deste fator no presente estudo, apenas animais injetados com a
peconha 16 apresentaram valores de nitrito significantemente maiores que o controle. Nao
foram evidenciados aumentos significativos de NO em animais injetados com as outras
peconhas (Fig. 23).

Costa e colaboradores (2013) verificaram que a crotoxina foi capaz de aumentar 0s
niveis de NO in vitro. No presente estudo, a analise protebmica mostrou que a peconha 16
apresentou maiores quantidades das fracGes entre 10 a 16 (34,05%), no caso, a crotoxina A
(Fig. 13 e Tabs. 6 e 8). Esta pode ser a explicacdo para niveis tdo aumentados de NO no soro
dos animais inoculados com a pegonha 16.

Oxido Nitrico

Figura 23. Avaliagdo de oOxido nitrico no 20-
envenenamento crotalico. A dosagem de o6xido
nitrico foi realizada através do método de Griess,
determinando a concentragdo de nitrito por curva
padrdo de nitrito de sodio (NaNO) e realizando
leitura de absorbéncia em 540 nm. Os resultados
foram analisados por andlise de variancia (ANOVA)
seguida de uma analise post-hoc por meio do teste
de Tukey (p < 0,05). Como controle, foi inoculada
apenas solucdo salina nos animais; ™™ p < 0,0001
guando comparado ao controle.
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As peconhas de serpentes sdo compostas por diferentes componentes que agem
imobilizando, matando e digerindo presas (FRY et al., 2006). Esses componentes podem
sofrer variagdes entre suas composicdes e potencialidade, dependendo da familia, género e
especie de serpente (KOH; ARMUGAM; JEYASEELAN, 2006; KOPPER et al., 2015). A
variabilidade destas peconhas esta relacionada com a complexidade da sintomatologia do
envenenamento, despertando o interesse de herpetologistas e toxinologistas (GAO et al.,
2014). Tendo em vista que esta variabilidade pode ocorrer entre serpentes de mesma familia,
género, especie e subespécie (CHIPPAUX; WILLIAMS; WHITE, 1991), o estudo de
variagOes individuais é essencial para assegurar a eficacia do soro antiofidico e para o
tratamento do envenenamento (SAVIOLA et al., 2015).



5. Conclusodes
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O acidente ofidico é uma das doencas ocupacionais negligenciadas em todo o mundo,
em especial no Brasil, onde existe a ocorréncia de, aproximadamente, 30 mil casos de
envenenamento por ano. Sendo assim, estudos relacionados aos acidentes ofidicos tem se
tornado muito relevantes, em relacdo a melhoria do tratamento e profilaxia destes acidentes,
bem como, em relacéo a busca de novas ferramentas biotecnoldgicas a partir das pegonhas de
serpentes.

O presente estudo fez uso de tecnicas 6micas para a identificacdo de proteinas
presentes nas peconhas de 22 serpentes da subespécie Crotalus durissus collilineatus, de
forma que o proteoma desses individuos foi elucidado, evidenciando proteinas pela primeira
vez na peconha desta subespécie.

Os resultados demonstraram que existem variacfes intraespecificas entre os 22
individuos desta subespécie, sendo que estas variacdes sdo qualitativas, mostrando que apenas
dois desses individuos apresentaram a proteina crotamina, e quantitativas, as quais mostram
que todos os componentes da peconha variam entre os individuos. Estas diferencas podem
levar a alteracfes quanto a toxicidade das peconhas dessas serpentes, interferindo no
tratamento do acidente ofidico.

A toxina hialuronidase, além de apresentar sequéncias peptidicas que ndo estdo
depositadas no banco de dados UniProtKB, também mostrou que diferentes peconhas podem
conter diferencas quantitativas importantes desta enzima. Desta forma, a toxicidade pode
também ser diferente.

Apesar de todas as diferencas intraespecificas, as imunorreatividades do soro
anticrotalico do Instituto Butantan com as peconhas desses 22 individuos foram semelhantes,
mostrando que o soro produzido por esta instituicdo é adequado para o tratamento do
envenenamento crotalico, pois foi capaz de reconhecer todas as pegonhas. Porém ndo foi
capaz de reconhecer com tanta eficiéncia todos os componentes das peconhas.

As anélises do soro de animais envenenados por peconhas de diferentes individuos de
C. d. collilineatus mostraram que estas peconhas podem produzir diversos efeitos
imunoldgicos e bioquimicos nas vitimas, dependendo da variabilidade dos seus componentes,

0 que pode interferir na sintomatologia deste tipo de envenenamento.
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ANEXO A. Certificado de Regularidade do serpentario da Faculdade de Medicina de
Ribeirdo Preto (FMRP/USP) para utilizacdo de diferentes venenos animais emitido pelo
IBAMA.

fa2Me

|BAMA - Serviges On-Une - Ceriificado de Regularidade

Ministério do Meio Ambiente
Instituts Brasileiro do Meio Ambiente & dos Recursos Naturais Renovaveis
ASTRO TECHICO FEDERAL
COMNSULTA FUEILIC.A A CERTIFICADO DE REGULARIDADE - CR
MM A
S08748 Datada consuta: |03/10/2016 CR emifido em:  03/10/2018 CRvaido até: D3/M1/2017
Dados basicos
CHPJ: £3.025.530/0028-62
Razdo social FACULDADE DE MEDICINA DE RIBEIRAQ PRETO - USP
Mome fantasiaz  FMRF - CRIADOURC CIENTFICO DA USF
Diata de abertura: 21/05/1052

Enderego
Logradourc: AV BANDEIRANTES 3200 Complemento:  CAMPLUS DA USSP
[ s 2e00 Municipio: RIBEIRAD PRETO
Bairro: MONTE ALEGRE UF: 5P
CEP: 14043-000
Cadastro Técnico Federal de Atividades Potencialmente Poluidoras e Utilizadoras de Recursos Ambientais — CTFIAFP
Lalzgona Raialne
20 - Uso de Recurses Maturais 45 - criagéo':emffca dgfa_ma 5iveslrepara fns depesqusa_ ., _— L
20 - Uso de Recursos Maturais 41 - utiizagao do patrmenic genstico natural - coleta de matenial bioiogico com finalidade cientrfica cu didatica

Cenforme dados dispenives na presents data, a pessea juridica acma poszu Carfoado de Regularidade em conformidade com as obrigagbes cadastrais e de prestagdo de informagdes
ambrentas sobre a5 atwidades desenvohvidas sob controle & fiscalzagdo do Ibama, por meio do CTFRIAPR

O cerfificado de regulanidade emido pelo CTFIAFF nio deschriga, a pes=0a inscrita de chter icengas, a.u‘mrlzagces permissdes, concesstes, alvaras e demais documentos exigiveis por
insttuigtes federais, estatuals, dstritais ou municipais para o exercicio de suas atividades.

0 Certificads de Regularidade do CTFIAPP ndo habifia ¢ transpors 2 produios & subprodutos florestais & faunisticos.
Fechar

itps-#ts2rvlcos.1bam 3. gov brictipublicoicertileada_Teguiaridads._consullapng ]
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ANEXO B. Certificado de aprovacio emitido pelo Comité de Etica no Uso de Animais
(CEUA) da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto (FCFRP-USP).

UNIVERSIDADE DE SAO PAULO TCYP
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeiriio Preto A )

COMISSAO DE EX1CA NO USO DE ANIMAIS

CERTIFICADO

Certificamos que o projeto intitulado “Proteoma de pegonhas de serpentes
Crotalus durissus collilineatus: andlise de variagdes individuais™, protocolo n® 15.1.1190.60.8,
sob a responsabilidade de Isadora Sousa de Oliveira ¢ da Profa. Dra. Eliane Candiane Arantes,
que envolve manutengdo ¢ u(ilizacao' de animais pertencentes ao filo Chordata. subfilo
Vertebrata (exceto o homem) para fins de pesquisa cientifica encontra-se de acordo com os
preceitos da Lei n® 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto © 6.899, de 15 de julho de 2009,
¢ com as normas cditadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentagdo Animal
(CONCEA). ¢ foi aprovado ad referendum pela Comissio de Ftica no Uso de Animais da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto (CEUA FCFRP) na data de 12/04/2016.

Vigéncia do Projeto Fevi2016 a Dez/16
Espécie/Linhagem Rato isogénico Balb/c
N® de animais 62
Peso/ldade 19-25g
Sexo Macho
Origem Biotério Central USP RP

Ribeirdo Preto, 12 de abril de 2016.
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