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Resumo

A serpenteBothrops jararaca (Viperidae) é predominante no Brasil, onde o0s
acidentes ofidicos continuam a representar um @nudlde sadde publica. No Sudeste do
Brasil a serpentd. jararaca é responsavel por cerca de 90% dos acidentexasidi
Venenos de serpentes da familia dos Viperideo€roptoteinas que causam disturbios
hemostaticos, podendo causar efeitos locais cénsisbs.

O objetivo deste trabalho foi elucidar o perfil f@@mico do veneno d& jararaca,
apresentando um mapa de referéncia preliminar gratainas e peptideos, estabelecendo
desta forma, uma base para estudos comparativagitdes proteomas de venenos de
serpentes.

Em funcdo da complexidade do perfil do veneno, foempregadas diferentes
abordagens protedmicas, como: Fracionamento doweteB. jararaca por eletroforeses
uni (SDS-PAGE) e bidimensional (2DE), utilizanddedentes condi¢cOes e faixas de pH,
seguido de identificacdo das cadeias polipeptigioaespectrometria de massas (LC-ESI-
ION-TRAP e MALDI-TOF-TOF) e subfracionamento porcisdo molecular, do veneno,
previamente ao uso da 2DE e analise por espectiardetmassas.

Inicialmente as andlises dos géis de SDS-PAGE ca®ne betamercapto-etanol,
demonstraram o predominio das metaloproteases (38%@, respectivamente. Foram
detectados 337 e 357 spots para os géis de pH B-4@N respectivamente.

Na andlise por espectrometria de massas dos getéstados no gel de pH 4-7, um
total de 72 spots foram identificados sendo 40%ssti@ados na familia das
metaloproteases, 40% serinoproteases, 15% lectipasC simile, 3% |-aminoacido
oxidases e 1% relacionado a familia das CRISP.

O subfracionamento separou 0 veneno em 3 picozipais: Pools I, Il e lll
detectando-se 186, 208 e 60 spots, respectivamedse. resultados indicam o
enriguecimento em diferentes regides do gel (empeoagdo com todo veneno em gel),
bem como o aparecimento inesperado de componeatesixb peso molecular no Pool I,
indicando que estes componentes podem existir @igdmeros e/ou que possivelmente
interagem com componentes de alto peso moleculaedeno no estado nativo. Um total
de 18, 18 e 14 spots foram identificados para agsRpll e IlI, respectivamente.

As estratégias protedmicas utilizadas neste estedojo, cromatografia por
exclusdo molecular, eletroforese bidimensionalpeesometria de massas, mostraram ser
ferramentas para separar e identificar subpoputadéetoxinas, o que facilita ndo sé a
compreensdo da composicdo protéica dos venenosy também a busca por novas
moléculas com potencial biotecnolégico.
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Abstract

The snakeBothrops jararaca (Viperidae) is predominant in Brazil, where
snakebites continue to be a public health problemsoutheastern Brazil the snake
B. jararaca is responsible for 90% of snakebite. Venoms fromakes of the family
Viperidae contain proteins which cause hemostatsorders and may cause local or
systemic effects.

The objective was to elucidate the proteomic peofif B. jararaca snake venom
presenting a preliminary reference map for protams peptides, thereby setting a basis for
comparative studies of snake venom proteomes.

Depending on the complexity of the profile of theigon, were used proteomics
approaches, such as fractionation of the venoB draraca by electrophoresis uni (SDS-
PAGE) and two-dimensional (2DE) using different ditions and ranges of pH, followed
by identification of polypeptide chains by mass cdpemetry (LC-ESI-ION TRAP-and
MALDI-TOF-TOF) and fractionation by molecular exslon of poison, before the use of
2DE and analysis by mass spectrometry of all dedespots.

Initially, the analysis of SDS-PAGE gels with andtheut B-mercaptoethanol
showed the predominance of metalloproteinase (34 38%) respectively. 337 and 357
spots for the gels of pH 3-10NL and 4-7 respecyivetre detected.

In the analysis by mass spectrometry of spots textén the gel of pH 4-7, a total
of 72 spots were identified and classified in 40¢4h® metalloproteinase family, 40%
serinoproteases, 15% C type lectins, 3% |l-amind axidase and 1% related to the CRISP
family.

The size-exclusion chromatography separated themento 3 main peaks: Pools I,
Il and Il and counting spots totaled 186, 208 &t spots, respectively. The results
indicate the enrichment in different regions of g&t (as compared to whole venom gel) as
well as the appearance of unexpected low moleeugght components in the first eluting
fractions (pool 1), indicating that these composemight exist as oligomers and/or
possibly interact with high molecular weight venaemponents in their native state. A
total of 18, 18 and 14 spots in Pools I, Il andriéspectively were identified.

The strategies used in this proteomic study, sush nalecular exclusion
chromatography, two-dimensional electrophoresis avas$s spectrometry, proved to be
tools to separate and identify subpopulations adngy which facilitates not only the
understanding of the protein composition of venolg,also to search for new molecules
with biotechnological potential.

Xii



Introducao

1. Classificacao da SerpentBothrops Jararaca

A serpenteB. jararaca pertence a classe Reptilia, ordem Squamata, sigoror
Ophidia. Classificada na infra-ordem Caenophidiamifia Viperidae, subfamilia
Crotalinae, género Bothrops, espé&ahrops jararacaMebs, 1998 Com relacdo ao seu
aparato venenoso, utilizando a morfologia de seased maxilares como referéncia, € uma
serpente solenoglifa/éier & Stocker, 1996

O géneroBothrops compreende cerca de 19 espécies, distribuidas quor ¢
territorio brasileiro. A espéciBothrops jararacaé predominante em certas regides do
Brasil, sendo encontrada no sul da Bahia, Esfbatato, Rio de Janeiro, Minas Gerais, Sao
Paulo, Parana, Santa Catarina e Rio Grande dd=Sut¢s & Puorto, 1993

2. Epidemiologia

Os acidentes ofidicos continuam a representar oivigma de saude publica para a
coletividade, pela frequéncia com que ocorrem @ pebrbidade (vitimas acabam com
deficiéncia fisica permanente) e mortalidade g@sionam Pardalet al, 2004; Bochner &
Struchiner, 2008

De acordo com a Organizacdo Mundial de Saude (OM)imero anual de
acidentes ofidicos € pouco conhecido, porque armai@s vitimas procura o auxilio de
tratamentos tradicionais, podendo inclusive momser casa, ndo sendo registrado o
acidente, mas estima-se que o mesmo possa excedemalhdes, resultando em 125 mil
mortes Gtocket al.,2007; Kasturiratnet al.,2008.

Os maiores indices de acidentes ofidicos ocorrepeailmente, na Africa, Asia e
Américas Central e do Sul, e afetam principalmergetrabalhadores rurais e criancgas.
A OMS define o envenenamento, como uma “doencactibpegligenciada"Gutiérrezet
al., 2006; WHO, 200).

No Brasil, ocorrem cerca de 20 mil casos de acggenfidicos por ano com um
coeficiente de incidéncia de 10,4 acidentes / 10thabitantes {IS/FUNASA/CENEPI,
1999; Morencet al.,20095.



Aproximadamente 85% dos casos de acidentes ralificao Ministério da Saude
sdo causados pelo género BothroBsé¢iro & Jorge, 1997 No Sudeste do Brasil, a
serpenteB. jararacaé responsavel por 90% dos acidentes ofidi¢asré et al., 2009, fato
gue se correlaciona com a abundancia em que é temtare com a sua distribuicdo
geogréfica no Brasil.

Com relacdo ao género Bothropsgmafico 1 mostra os acidentes notificados no
Sistema dd nformacgéo dé\gravos deNotificagcdo (SINAN), no estado do Rio de Janeiro,
no periodo entre os anos 2001 até 2006, apresentandotal de 2380 acidentes ao longo

desses anositp://portal.saude.gov.br/portal/arquivos/pdf/casdidismo. pdf.
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Gréfico 1 - Acidentes por serpentes do género Bothrops noestad
Rio de Janeiro 2001 a 2006 — Notificacdes regiasamb Sistema de
Informacé&o de Agravos de Notificagdo - SINAN

Homens sé&o vitimados com maior freqiiéncia do queudiseres, aproximadamente
(75 e 22%), respectivamente; o que se explica fg@bode trabalho adotado por um e por
outro sexo (geralmente trabalhadores rurais). Qubres inferiores sdo os mais atingidos,
como observado em 75% dos casos, horario dos éetdearmalmente diurnos, ocorrendo

na maioria das vezes no periodo de novembro a(Bbiihner & Struchiner, 2003



3. Sintomatologia do envenenamento por serpentes

Envenenamentos por serpentes da familia dos Ygmesi se caracterizam por
induzir uma fisiopatologia complexa, que incluiigfe locais e, em casos mais graves,
alteracdes sistémicaS((tierrez & Lomonte, 1989

No caso particular de venenos botropicos, estessaptam efeitos locais como
mionecrose, hemorragias, reacdo de edema e doisdguéacamente neutralizados pela
soroterapia convencional antiveneno. Em casos s@&isros, estes efeitos locais podem
levar & perda permanente do tecido, bem como utneafamputacdoJutierrezet al.,
2005.

A magnitude dos efeitos locais em envenenamentosopicos depende
basicamente da quantidade de veneno inoculadagndpot entre a picada e o inicio da
soroterapia; do peso e idade do paciente; da regiatbmica onde ocorreu a picada e do
eventual uso de torniquet®ds-Santoset al., 1992. Mionecrosis (necrose do tecido
muscular) podem ocorrer devido a dois mecanisnjoac@o direta de miotoxinas sobre a
membrana plasmatica de células musculares; b)etadiente, como consequéncia da
isquemia que se desencadeia no tecido musculatutorale sérias alteracdes vasculares,
como, hemorragia, trombose, lesbes na parede ahrterilesenvolvimento da sindrome
compartimentalGutierrezet al.,2009.

Outra manifestacao local importante no acidentdiadj a hemorragia, é causada
fundamentalmente por toxinas hemorragicas ou hegioas, enzimas proteoliticas do tipo
metaloprotease que degradam proteinas presentesmirana basal das paredes dos vasos
sanguineos, induzindo a perda da integridade camlau a liberacdo dos mediadores
farmacologicos (histamina, serotonina, bradicinii@&)tierrez & Lomonte, 1989; Gutiérrez
& Rucavado, 1998

Os venenos botropicos também sdo capazes de indozire hiperalgesia,
fendbmenos aparentemente mediados por prostaglandéueotrienos, fatores de ativagédo
plaquetéria, bradicinina e/ou aminas vasoatiGadiérrezet al.,2009.

Manifestacdes sistémicas sdo caracterizadas painugmte por distarbios na
hemostasia, caracterizados por deficiéncia na d¢agimp alteracdo na agregacéo
plaquetéria e deplecdo de fibrinogénieafl et al., 1999. A sequéncia destes eventos

culmina em sangramentos de ferimentos cutaneosxstentes e hemorragias a distancia,



como por exemplo, a gengivorragia. Pode tambémpkservado: sudorese, hipotenséo
arterial e hipotermia Hjarnasonet al., 1988; Kamigutiet al, 1996). O processo
hemorragico € muito rapido e os efeitos locais Btémicos dependem das vias de
administracdo do veneno. Picadas de profundidadeadérmicas, subcutaneas ou
intramusculares produzem lesdes locais, enquargarjraperitoniais e intravenosas tém
uma maior tendéncia a produzir hemorragias sisEnmom lesdes em orgaos distantes do
sitio injetado flarsh, 199). A causa mais comum de 6bito é decorrente daedaé&enal

aguda (Ven Fan & Cardoso, 1995

4. Caracteristicas gerais dos venenos botrépicos

Venenos de serpentes sdo misturas complexaswjmwoentes que apresentam uma
variedade de acdes. A maioria desses componentes pedteinas e peptideos,
biologicamente ativos, que funcionam para matammbilizar a presa, bem como para
auxiliar na digestado da mesnie(rancet al.,2009.

As glandulas de veneno sé&ecidos altamente especializados, que possuem uma
grande capacidade de producao, armazenamentoeg&ecio veneno. Geralmente contém
20 ou mais diferentes classes de componentes, seadode 90% de seu peso seco
constituido de proteinas e peptideBgsa(nason & Fox, 1995 Outros componentes sdo
cations metalicos, carboidratos, nucleosideos, asnlsiogénicas, aminoacidos livres e
lipideos. O sodio é o cation mais encontrado n@wenO zinco e o calcio estdo presentes
na maioria das metaloproteases atuando como c@$atnzimaticos. Os carboidratos
aparecem principalmente na forma de glicoproteiaskland, 199%.

De acordo com Cidade e colaboradores (2006), #sando transcriptoma do
veneno deB. jararaca mostrou uma clara predominancia de transcritosficados para
toxinas ao invés de transcritos codificados paodejfmas envolvidas em funcdes celulares,
similarmente ao encontrado na andlise transcrig®mo veneno da serperBeinsularis
(Cidadeet al., 2006; Junqueira-de-Azevedo & Ho; 2002; Valestel., 2009. Dentre as
toxinas encontradas, o0s transcritos mais frequeritgam as metaloproteases e
desintegrinas, serinoproteinases, lectinas tipgpdptideos potenciadores de bradicinina
(BPPs), fosfolipases A L-aminoacido oxidases (LAOs), proteinas secretattzas em
cisteina (CRISPs) e fatores de crescimento de ag¢swWEGF) Cidadeet al.,2009.



4.1. Metaloproteases de venenos de serpentes (SVMPs

As SVMPs sdo enzimas proteoliticas zinco-dependergae pertencem a
superfamilia das Metzincinas. Essas proteinasetmmonma sequéncia conservada de
ligacdo de zinco (HEXXHXXGXXH), seguida de uma roatha essencial a manutencao
da integridade estrutural de seu sitio catalititde{-turn”). Essas enzimas sao inibidas por
agentes quelantes, como acido etilenodiamino setético (EDTA) e ortofenantrolina, que
sequestram o zinco, inibindo, tanto a atividadeqmiitica, como a atividade hemorragica.
As SVMPs sdéo sintetizadas na glandula do venen@ admogénios e sdo posteriormente
processadas para a forma ativex & Serrano, 2005

Hite e colaboradores (1994) realizaram estudosutastis das SVMPs e
classificaram-nas em 4 classes (Pl — P1V), de acooth a organizacédo dos seus dominios
estruturais Klite et al., 1994. A classe PI possui apenas o dominio metalogetgaouca
ou nenhuma atividade hemorragica e massas moleswatre 20 - 30kDa; a PII, além do
dominio metaloprotease, apresenta o desintegrin@ @oassas moleculares entre
30 - 50kDa; PIII, adicionalmente, possui um domiipo-desintegrina, € um dominio rico
em cisteina, classificadas como as mais hemorgggmam massas moleculares entre
50 - 80kDa, e, finalmente a classe PIV, com estausimilar a classe PIlll e com dois
dominios tipo lectina adicionais, ligados por psrdésulfeto, e massas moleculares entre
80 - 100kDa Jia et al., 1996. Os dominios pré- (sequéncia sinal), pro- (zinm@ée
metaloprotease sdo comuns a todas as metalop®{gasest al. 1999).

Recentemente, uma nova classificacdo das SVMPsruposta e 0S grupos
separados nas classes: Pl (P-la), Pll (Plla, Plllc, Plid, D-I1 e Plle) Pl (P-llla, P-llib,
P-llic e P-1lld). O critério para esta diferencadassificacdo baseia-se essencialmente na
presenca ou auséncia de diferentes dominios, @b atservado através de transcritos de
RNA mensageiro (RNAm) e proteinas isoladas do venaté a data, nenhum transcrito de
RNAmM da classe PIV foi observado e, portanto, etdgse poderia representar outra
modificagdo pos-translacional da estrutura da el& (P-Illd) (Fox & Serrano, 2008

Em sua maioria, as SVMPs sdo potencialmente hegicasa devido a sua
capacidade de degradar componentes da membranaebasmatriz extracelular, como
colageno tipo IV, laminina, fibronectina e protaoghos (Gutierrezet al., 2009. As

hemorragias induzidas pelas SVMPs podem acontece&lgis mecanismos: a) per rhexis —



toxinas rompem a integridade das células endatelpair onde eritrécitos escapam; b) per

diapedesis — toxinas induzem abertura das jungistertes entre as células endoteliais,

por onde escapam os eritrécitos, mas ndo afetamegridade das células&(tiérrez &

Lomonte, 198n Além da hemorragia local, as SVMPs podem estaoleidas na

patogénese da mionecrose local, danos teciduagsnaea outras reagbes associadas a

inflamacdo Gutierrez & Rucavado,

metaloproteases isoladas, a partir do veneno gargeB. jararaca

2000 Na tabela 1 sdo apresentadas as

e FY Classificacao da
Proteina molecular isoelétrico S Atividades Referéncia
metaloprotease
(kDa) (p)
_ Hemorragica
Jararagina 52 4,5 PIII L . - Paine et al.. 1992
Inibicdo da agregacao plaquetéaria '
Botropasina 48 Pl Atividade proteolitica e he  morréagica Mande'?ggg" etal,
Hemorragica e Inibicdo da
HF1 63 PIIl B o
agregacao Plaquetaria
) i =T Hemorragica e Inibicdo da Assakura. et al.,
agregacao plaquetéria 1986
Potencialmente hemorragica e
HF3 62 Pl - i
Inibicdo da agregacéo plaquetéaria
Jararafibrase | 52 4,5 Pl
Jararafibrase I 21 6,5 Pl Fibrinolitica
Maruyama et al.,
Jararafibrase IlI 20 Pl Hemorragica 1992/1993
Jararafibrase 1V 21 6,9 PI
Botrolisina 24 PI Hemorragica Tanisaki et al.,
1989/1998
Botrojaractivase 23 PI Fibrinolitica

Berguer et al., 2008

Tabela 1 - Metaloproteases isoladas do veneno daysente B. jararaca

Conveém ressaltar que, similaridades entre algudaadoxinas citadas acima foram

descobertas apds suas sequéncias completas dedaithirso serem determinadas. A

sequéncia N-terminal da Jararafibrase | e seusuppedde degradacdo sao idénticos a

regibes andlogas da Jararagina, e foi sugeridoegtes podem ser a mesma molécula

(Maruyamaet al., 2009. HF3 é a que menos apresenta homologia, com é5#resenta

tamanho molecular superior ao encontrado na Jamarégiing & Moura-da-Silva, 2005



4.2 Desintegrinas

Foram originalmente definidas como peptideos dexabainassa molecular
(geralmente 40 - 100 aminoacidos), contendo usudéme dominio RGD (Arginina-
Glicina-Aspartico) estabilizado por pontes disdolfque atuam inibindo a atividade das
integrinas. As integrinas sdo receptores da swperéelularque promovem interacoes
célula-célula e célula-matriz extraceluldiMiguti, 2009.

Desintegrinas contendo a sequéncia RGD sédo osrasliexemplos de inibidores
plaguetarios. Apresentam alta afinidade para Imtagenps e inibem a agregacao
plaguetaria, pelo bloqueio da ligagdo do fibrinagé&t ou do Fator de Von Willebrand a
esse receptoiCalveteet al., 2005. Podem inibir a migragdo de neutrdéfilos e adedd®
mesmos ao fibrinogénio; inibem a angiogénese deresre metastase de células tumorais;
e por ultimo, algumas desintegrinas foram vistasiziindo a quimiotaxia pela ativacéo de
receptores de integrinas. Desta forma, o estudo dkssntegrinas pode levar ao
desenvolvimento de novas drogas antitumorais,teortiboticas e antiinflamatérias, dentre
outras possiveis aplicacéesidadeet al.,2006).

As desintegrinas podem ser o produto da protedisearios precursores proteicos
da classe PIl das SVMPs. Estdo divididas em 5 grugsiruturais, de acordo com o
tamanho dos polipeptidios e o nUmero de pontesltiss; séo eles:

1° grupo — Desintegrinas compostas por 49-51 arnidog e por 4 pontes
dissulfeto.

2° grupo — Tamanho médio, com aproximadamente 7i@oacidos e 6 pontes
dissulfeto.

3° grupo — Aproximadamente 80 aminoéacidos e 7 palissulfeto.

As trés classes anteriores sdo provenientes ddomretizzases da classe PII, conhecidas
como as desintegrinas verdadeiras, possuindo &sequRGD.

4° grupo — Apresentam os dominios tipo-desintegrapeiesentando a sequéncia
XCD, com alto peso molecular, provenientes dase&Plll e PIV.

50 grupo — E composto de desintegrinas diméricamghe hétero-dimeros), com
aproximadamente 67 aminoacidos no total, com 1f@luwes de cisteina, envolvidos na
formacao de quatro pontes dissulfeto intracadeiasgercadeiasqernandeet al.,2009.

Natabela 2 sdo apresentadas desintegrinas descritas doovdaeserpentB. jararaca.



Proteina Grupo estrutural Sequéncia Atividades Referéncia

Botrostatina 2°grupo RGD Inibicdo da agregacao plaquetaria Fernandez et al., 2005
Jararacina o i = - Scarborough et al., 1993
2°grupo RGD Inibicdo da agregacao plaquetéria Fernandez et al., 2005
Jarastatina 2°grupo RGD Inibicio da agregacso plaguetaria Coelho et al., 1999
Jararina 2°grupo RGD Inibicdo da agregacéo plaquetéaria Fernandez et al., 2005
Jararagina C o ECD S = - Paine et al., 1992
g 4°grupo Inibicdo da agregacao plaquetaria Usami et al.. 1004
Jaracetina 4°grupo ECD Inibicdo da agregac&o plaquetaria Luca et al., 1995
BotrOjar:\g?a (1.2 4°grupo ECD Inibicdo da agregacao plaquetaria Cidade et al., 2006°
Botrojararina 4 4°grupo KCD Inibicio da agregacéo plaguetaria Cidade et al., 2006”

Tabela 2 - Desintegrinas descritas do veneno da penteB. jararaca

4.3 Serinoproteases de veneno de serpentes (SVSPSs)

As SVSPs apresentam um mecanismo catalitico comaon resto das
serinoproteases, caracterizado pelo residuo deasquie tem um papel importante na
formacédo transitdria do complexo enzima-acil, olg@aestabilizado na presenca de
histidina e de acido aspartico dentro do sitiocatizstas sdo sensiveis a reagentes que
modificam a serina, como fluoreto de fenilmetilsuaif (PMSF) e diisopropilfluorofosfato
(DFP) Serrano, 1999

Entre as SVSPs presentes no veneno botrépico, g@dencontrar as que
apresentam atividades tipo trombina e/ou fibrirgd#. Entretanto, a maioria destas exibe
atividade que leva a formacédo de um coagulo dsméanormal e nesse caso a coagulacao
nao ocorre de fatdarkland, 1998 Algumas serinoproteases de veneno de serpemte sa
capazes de ativar o Fator V de coagulacao, a peotej o plasminogénio e as plaquetas
(Saguchiet al.,2009. Natabela 3 sdo apresentadas SVSPs isoladas do veneno éatserp

B. jararaca



Massa

Proteina molecular isoeIZtcl)'E:tg (®) Atividades Referéncia
(kDa)
_ Agregacéo plaquetaria e atividade
Botrombina 35 5.5 L ” Nishida et al., 1994
fibrinogenolitica
PA-BJ 30 9,0 Agregacéo plaguetaria Serrano et al., 1995
BPA 25 35 Proteolitica Murayama et al., 2003
KN-BJ1 38 45-4.7 N
. 39 4347 Atividade coagulante Serrano et al., 1998
TL-BJ1 30
TL-BJ2 31 Atividade coagulante e fibrinogenolitica Serrano et al., 2000
TL-BJ3 32
Jararassina-| 30 Entre 7.4e 7.8 Atividade coagulan te e fibrinogenolitica Vieira et al., 2004

Tabela 3 - Serinoproteases isoladas do veneno dapsmte B. jararaca

4.4 Lectinas do Tipo C e simile.
Existem duas grandes classes de moléculas, redalziera lectinas em venenos de

serpentes:
a) as lectinas verdadeiras, geralmente homodinseeicaom atividade ligante de agucares
(normalmente galactose) de forma calcio dependente;
Descrita por Ozeki e colaboradores (1994B.gararaca lectina € um exemplo destas
lectinas tipo C. Homodimérica, composta de duasisidades de 14 kDa, de ligacdo a
galactose, que causa hemaglutinagdo calcio-dependeras ndo induz a agregacao
plaquetéria, na presenca, ou auséncia de calddre(@zekiet al.,1994.
b) as lectinas tipo C simile, que possuem ativigadieoagulante e sdo capazes de modular
a atividade plaquetaria, efeitos que as lectirngs @ verdadeiras ndo apresentam, mas que
ndo ligam aclcares. As sequéncias de aminoacidosudainidades das lectinas tipo C
simile sdo 15-40% idénticas, ao dominio que reammloecarboidrato das lectinas tipo C
verdadeiras, mas, ndo ligam carboidrato e, portaném sdo consideradas lectinas
verdadeirasl(u et al.,2005.

As lectinas do tipo C simile podem ser divididas €mrupos, de acordo com a sua
caracteristica de ligacado e sua atividade biolggica
1) InibicAo da conversdo de protrombina em trombinaa digacdo aos fatores de

coagulacéo IX e X;



2) Inibicéo direta da acdo da trombina e protrombina;

3) Inibicdo da agregacao plaquetaria devido a ligalgaglicoproteina Ib (GPIb) presente
na superficie das plaquetas;

4) Estimulacdo da agregacéao plaquetaria;

Na tabela 4 s&o apresentadas lectinas tipo C simile isolatayeneno da serpente

B. jararaca

Massa Ponto Grupo de

Proteina molecular  isoelétrico lectina tipo Atividades Referéncia
(kDa) (pl) C-simile

Bot i 30 i i Estimula agregacéo plaquetaria
otrocetina . i
Ligagé&o ao fator de Von Willebrand Usami et al., 1983
GPIb-BP 30 3 Inibe agregacao plaquetaria Kawasaki et al.,

1996

: . Inibe agregacao plaquetaria
Botrojaracina

(BIC) 27 4.2 2 Inibe a conversdo de protrombina em Zingali et al., 1993
trombina
Inibe a conversao de protrombina em
Jararaca IX/X-bp 30 1 Sekyia et al., 1993

trombina

Tabela 4 — Lectinas tipo C simile isoladas do venemla serpenteB. jararaca

4.5 Peptideos Potenciadores de Bradicinina (BPPSs)

Os BPPs sdo uma classe de inibidores naturais da enzimevecsora da
angiotensina (ECA), que apresentam efeito antirtepsivo Fernadezt al.,2009.

A ECA é expressa em células endoteliais, epi$elea neuroepiteliais e esta
envolvida na regulagédo da presséo sanguinea, da\sda dupla acéo, blogueia a liberacédo
da angiotensina Il e inativa o peptideo hipotensBradicinina. Rocha e Silva e
colaboradores (1949) descobriram que a Bradicinimapeptideo hipotensivo, é produzido
guando o veneno da serpeBtejararacaé injetado na circulacdo sanguinea de mamiferos
(Rocha e Silvaet al.,1949.

Em 1965, foi descoberto por Ferreira e colaboesigue o veneno ndo sé gerava
bradicinina, mas, também apresentava grande afizidas efeitos hipotensivos, devido a
formacéo dos BPP&¢rreiraet al.,1970.
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Ja na década de 80, os BPPs foram essenciais jpi@senvolvimento do primeiro
inibidor comercial da ECA, o Captopril, um farmaatlizado para o tratamento da
hipertensdo humana que domina o mercado interracioom um faturamento anual de
US$ 5 bilhdes de dolare®(idetti & Cushman, 1981

Murayama e colaboradores (1997) demonstraramstéexia de um precursor dos
peptideos potenciadores de bradicinina na glardtuleeneno d&. jararaca(Murayamaet
al., 1997. Esse precursor contém 7 cépias de BPPs, armmjaoch uma sequéncia em
rosario, possuindo ainda na sequéncia C-terminal paptideo de 22 aminoacidos,
homodlogo ao peptideo natriurético tipo —C (CNP).idVide 18 BPPs do veneno &e

jararaca ja foram descritos na literatur@iizeret al.,2004).

4.6 Fosfolipases A(PLA>)

PLA, sdo enzimas célcio dependentes, lipoliticas qivanl especificamente a
ligacdo sn-2-acyl dos fosfolipidios, para produzjuantidades equimolares de
lisofosfatideos e acidos graxos livres, principaltee o &acido araquiddnico. Estéo
associadas a inumeros efeitos farmacolégicos é@wigols, podendo desencadear danos
musculares, neuroldgicos, atividade anticoagulantéglamacéol(izanoet al.,1997. Elas
foram classificadas em 10 grupos (I-X), de acordon csuas estruturas primarias e
localizagbes das pontes de enxofre. As Pdé\venenos de serpentes da fanVieridae
estdo classificadas dentro do grupo Bllginde et al., 1999. Estas ainda podem ser
subdivididas em: PLAD49, com um residuo de acido aspartico num dasssite ligacao
ao calcio e com potente acdo enzimatica e mioriear@ em PLA K49, que possuem uma
lisina na posicédo 49 e apresentam pouca ou nenhtividade enzimatica, mas ativas na
inducdo de mionecrose, por mecanismos ainda napletamente elucidado®©(nby et
al., 1999.

O veneno deB. jararaca apresenta uma baixa atividade fosfolipasica quando
comparado com outros venenos botrépicos c@mopojenj B. jararacussu, B. neuwiedi e
B. pradoi(Moura-da-Silveet al.,1991). Moura-da-Silva e colaboradores (1991), isolafiam
fracbes com peso molecular de aproximadamente 1& kbDm diferentes atividades

fosfolipdsica e miotoxica, sendo estas fracfes meramasJAR 10, 11, 12 e 13As
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fracbes JAR 11 e 12 apresentaram maior atividasfelfpasica, enquanto a JAR 10 e 13
apresentaram maior atividade miotoxitéo(ira-da-Silveet al., 1991).

Uma fracdo com atividade fosfolipasica que inibegregacdo plaquetéria foi
descrita por Zingali e colaboradorésngali et al.,1990. Serrano e colaboradores (1999),
purificaram e caracterizaram esta fracdo, denorairgeiBJ-PLA2, como um fator de
inibicdo da agregacdo plaquetaria induzida tanto qmageno como por ADP, que
apresentou 124 aminoécidos, sendo pertencentesedladas PLA2Serrancet al.,1999.

4.7 L-aminoacido oxidases (LAOS)

LAOs sao flavoenzimas que catalisam a deaminacédo oxada# um L-aminoacido
no correspondente cetoacido, com a producdo deigerde hidrogénio e amoénia. As
enzimas L-aminoacido oxidases sdo encontradas feremties organismos, tais como:
bactérias, fungos, algas verdes e em venenos g@enses, sendo nesses Uultimos,
responsaveis por sua cor amaréla & Clemetson., 2002 A funcdo de LAOs de venenos
de serpentes ainda ndo esta totalmente esclarecittatanto, estudos mostram que essas
enzimas apresentam importantes atividades biol®gimamo as apoptéticas, citotoxicas,
hemorragicas, bactericidas e de inducéo ou inibighagregacéo plaquetarias(try et al.,
1996; Du & Clemetson., 2002

LAOs de venenos de serpentes sdo, geralmentepgiteénas homodiméricas com
peso molecular proximo de 110 kDa a 150 kDa, deteios por filtragdo em gel, sob
condi¢cdes ndo desnaturantes e com massa moleeutdr kDa a 70 kDa em SDS-PAGE,
em condicbes redutoras e nado redutoras, respeetitemnormalmente apresentam-se
como homodimeros associados ndo covalentemient& (Clemetson., 2002

Até o presente momento, ndo foram purificadas LAIOS venenos da serpente
B. jararacg mas o0s resultados da analise transcriptbmicavelteno da mesma
encontraram uma pequena por¢cdo dessas enzimasusteses analisadoSdadeet al.,
2008).

4.8 Proteinas ricas em residuos de cisteina (CRISPs

Estas proteinas foram primeiramente encontradagpdidimos de mamiferos e

sado expressas em diversos organismos e tecid@ss{enbaumet al., 1981). Séao
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amplamente distribuidas em venenos de serpentesistam em uma cadeia polipeptidica
com massa molecular de 20 a 30kDa, compreendendesidiios de cisteina, que formam
8 pontes de sulfeto. Entretanto, pouca informagi#meso mecanismo de acdo dessas
proteinas no envenenamento € conhecido. Até aghmig, tipos de atividades foram
encontrados: a inibicdo da contracdo de musculdisaae o bloqueio de canais de ions
(Yamazaki & Morita, 2004

4.9 Fatores de crescimento de nervos (NGF)

S&o proteinas solluveis que regulam a sobrevivéoogscimento e plasticidade
morfoldgica dos neurdnios, ou que atuam na simtegwoteinas importantes para funcdes
diferenciadas destas células. Os FCNs encontraa®yenenos da serperBe jararaca
possuem massa molecular de aproximadamente 15 d®&situidos de carboidratos.
Apresentam como efeito biolégico mais caractedstien aumento na permeabilidade
vascular Junqueira de Azevedat al.,2009. Entretanto, ainda pouco se sabe em relagéo a
atividade e a fungéo destas moléculas no veneno.

Cabe ressaltar que nem todas as proteinas kstaitaa,SVMPs e desintegrinas,
SVSPs, lectinas tipo C, BPPs, PLA LAOs, CRISPs e svWEGFestdo presentes no
veneno de diferentes espécies e podem variar bastarveneno de individuos da mesma
espécie, devido a fatores como: distribuicdo gdmgradieta, sazonalidade, habitat,

dimorfismo sexual e idad€{dadeet al.,2008.

5. Terapia antiveneno

A preocupacdo com o envenenamento ofidico e sdamento € bem antiga.
Phisalix Ehisalix & Bertrand, 1894e Calmette Calmette, 189 constataram, na mesma
época, que um animal poderia ser protegido con&avenenamento, se recebesse soro de
outros animais que haviam sido previamente imuogacbm o veneno. No entanto,
Calmette (1984) foi o primeiro a utilizar o antiemo no tratamento de pacientes picados
por serpentes. Apos verificar que a substanciatag@o curativa contra a peconha, deu-se
inicio a fabricacdo do primeiro soro antiofidicon d.ile, na FrancaAté hoje,0 Unico
tratamento efetivo para o envenenamento sistémao sprpentes é a administracdo

intravenosa de soro antiofidico. A producdo de smtiofidico foi iniciada no Brasil por
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Vital Brazil, no inicio do século 20. Foi em 1901 Instituto Serumtherapico do Estado de
Sédo Paulo (atual Instituto Butantan) que Vital Brdesmonstrou pela primeira vez que o
soro preparado contra veneno de jararaca era igr@kc em neutralizar os efeitos
provocados pelo envenenamento com cascavel, coammovassim que 0s antivenenos
sdo, pelo menos, género-especificos, o que cauead teoria original de Calmetté/¢n

& Cardoso, 199p Os antivenenos hoje em dia sédo produzidos nasilBrzelo Instituto
Butantan (S&o Paulo), Instituto Vital Brazil (Rie daneiro) e Fundacdo Ezequiel Dias
(Minas Gerais), sendo distribuidos gratuitamente ptnistério da Saude para os hospitais
em todo o paisdardoscet al.,1993.

Soros antiofidicos sédo preparados a partir do ser@animais de grande porte,
usualmente cavalos, hiperimunizados com um Unicenve (ou variedade deles), que
contém numerosas moléculas, muitas delas ndo $xitansequentemente, 0s soros
antiofidicos contém numerosos anticorpos desnemessgue diluem a acdo efetiva dos
anticorpos especificos antitoxina$afrisonet al.,2002).

A terapia antiveneno é normalmente o Unico tratdmaceito para envenenamentos
por picadas de serpentes. Entretanto, apresentaidadacdo para o potente dano local
causado pelo envenenamentGufierrez et al., 1999. Desta forma, metodologias
alternativas sdo necessarias, para complementaoros antiofidicos e tratar as lesfes

locais.

6. Venenos como ferramentas farmacoldgicas

Venenos de serpentes tém sido caracterizados comaorica fonte de enzimas,
entre os animais venenosos, demonstrando uma adeete atividades biolégicasan &
Ponnudurai, 1992

Pesquisas com toxinas de origem animal tém cantiibpara a compreenséo, por
exemplo, dos problemas vasculares, processos miifsins, mecanismos de dor e
processos alérgicos, dentre outridsy(ashi & Camargo, 2005

Existem varios exemplos relacionando a pesquiskddesta area a producao de
novos farmacos, como recentes pesquisas sobresdangiatrombadticas desenvolvidas a

partir de venenos de serpentes pela Genetech (BWsLh & Willians, 2009%.
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Drogas anticonvulsivantes foram geradas a partin@erotoxinas, presentes no
veneno de serpentes do género Dendroaspis (Mafibag)shi & Camargo, 2005

Um novo analgésico, obtido a partir do veneno daacascavel, tem um poder de
aliviar a dor 600 vezes maior que a morfina, um h@ss conhecidos medicamentos do
género. Obtida pelo Centro de Toxicologia AplicdGAT) a nova substancia ndo causa
dependéncia fisica, como a morfina, j& que ageesmptores diferentes. A substancia, ja
testada e aprovada em ratos de laboratérios, deeendais eficaz do que os analgésicos

hoje existentes para aliviar dores crbnicas pra¥asapor doengas como o cancer

(http://www.inova.unicamp.br/inventabrasil/camarganh

Evasin (Endogenous Vasopeptidases Inhibitors), agéo anti-hipertensiva, é um
farmaco inovador desenvolvido também pela equip€A® do Instituto Butanta, a partir
do veneno deB. jararaca Apresenta como uma de suas grandes vantagen® alda
provocar menos efeitos colaterais. Além dissojvadatie do Evasin é mais seletiva que a
do famoso Capoten (marca da Squibb para o Captopodendo tornar-se um forte
concorrente deste medicamento, que rende anualrkS®e5 bilhdes de faturamento a
Squibb¢http://www.inova.unicamp.br/inventabrasil/camargomh

Diversos trabalhos na area de hemostasis témzzdalia contribuicdo das toxinas
de venenos de serpentes na pesquisa basica dalagdagucontribuindo para o
desenvolvimento de reagentes para diagnostico bétanpara tratamento das desordens
hemostaticas\(arch & Willians, 200%.

Botrocetind (Pentapharm) é uma proteina aglutinadora de plasjuencontrada
em altas concentragbes no venenddgararaca Em virtude de que esta lectina requer
VWF para seu efeito em plaquetas, essa propriedaidaitilizada em ensaios de
guantificacdo de vVWHB(inkhouseet al.,1989.

Reptilaseuma serinoproteassncontrada em dois venenos botrépigararaca e
C.atrox),é comumente utilizada no diagnostico laboratorgabldsfibrinogenemia, que é a
condicdo clinica em que o nivel de fibrinogénicaediminuido no organismadviarch &
Willians, 2005.

O veneno dé. jararacafoi capaz de inibir o crescimento de véarios fungosio,
Candida albicansSacharomices cerevisiagentre outros. Um peptideo classificado como

de acéo antimicrobiana (AMPs); foi assim denomina@mo PepBj, que apresentou massa

15



molecular de 1370 Da, confirmado apds triagem deene de serpente por MALDI-TOF-
MS (Gomeset al.,2009.

Além destas funcde8. jararacaé uma serpente cujo veneno foi capaz de inibir o
crescimento de formas epimastigotas Tgpanossoma cruzicausando inchamento
mitocondrial e morte celular programada (apoptosis) necrosis. Observou-se que 0
crescimento do parasita foi inibido apds o tratameom veneno (10pg/mipeolindoet
al., 2003.

Cabe ressaltar também que o veneno derivado erges da familia dos
Viperideos também demonstrou ter eficicia na reddedtumoresNarcinkiewiczet al.,
2003. Os inibidores de integrinas, as desintegrind®, geptideos ricos em cisteina,
geralmente derivados do processamento enzimatianedaloproteases e estdo presentes
nos venenos de serpentes. Possuem a capacidadgaregel especificamente a integrinas
envolvidas em interagcbes célula-célula e célulaimainibindo desta forma, processos
essenciais para o desenvolvimento tumoral comoifgnatao celular, angiogénese e
metastase(alveteet al.,2009.

Foi descrito que a jarastatinadelhoet al., 1999 foi capaz de inibir a colonizacao
pulmonar nas células metastaticas de melan@inaa(et al.,2007).

Foi analisado pelo Instituto Butantan o efeitojataragina Paineet al., 1992 na
morfologia, adesdo, migracéo e invasao celularélidas de melanoma. Apresentou uma
importante reducdo nas metastases:(/www.inova.unicamp.br/inventabrasil/camargmh
Desta forma, a elucidacdo dos perfis protedmicpeaicos dos venenos de serpentes

podem apresentar grandes aplicac6es na medicina.

7. Proteoma

O termo proteoma foi introduzido, em 1995, paracdnger todas as proteinas que
sdo expressas por um genomadersonet al., 1996; Wilkinset al., 1996. Enquanto o
genoma representa a soma de todos os genes dedivituo, sendo, praticamente o
mesmo durante toda a sua vida, o proteoma ndo écanaateristica fixa e pode ser
definido como, o conjunto das proteinas expressasiq organismo, tecido ou célula em
um dado momentd/(ilkins et al.,1996.
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Protebmica é o conjunto de técnicas desenvolydas identificar, quantificar e
estudar o complexo arranjo espacial e modificap@sstraducionais das proteinas obtidas
de uma célula, tecido ou mesmo um organis¥iidk(ns et al.,1997)

Os resultados de uma analise proted6mica podem lwzadds, dependendo do
estado de desenvolvimento do organismo (idadayla€mtegro ou lesado) ou mesmo das
condi¢gbes nas quais o individuo se encontra (fatamnebientais). Investigar diretamente o
produto dos genes € uma forma de estudar doengasalguer problema biologico
complexo Wilkins et al.,1996)

Em suma, prote6mica pode ser vista como uma mieigidajue tem como objetivo
documentar a distribuicdo geral de proteinas dalagédentificar e caracterizar proteinas
individuais de interesse e, principalmente, elucadasuas associacoes e func@eslérson
& Anderson, 1996; Celist al.,1996; Wilkinset al.,1996; Wilkinset al.,1997).

Nos projetos protebmicos um dos objetivos € separaisualizar o maximo de
proteinas de uma determinada fonte. A eletrofdoetimensional em gel de poliacrilamida
(2DE) em conjunto com a espectrometria de massadis#s das tecnologias mais usadas
atualmente para a andlise protedmica. A 2DE é ajdicpara separacdo, deteccdo e
guantificacdo das proteinas; e a espectrometrimaksas é utilizada para identificacéo,
guantificacdo e determinacdo de modificacfes @uhttionais e interacbes moleculares
das proteinas, com o auxilio fundamental de femaasede bioinformética.

Quanto mais dados sdo gerados a partir de andiseranscriptomas e proteomas
de venenos de serpentes, mais se ganha na apoediacdsua complexidade. A
complexidade do veneno, no entanto, € derivadaspdda estrutura genémica, mas da
soma dos dados obtidos do transcriptoma com adfinaagiies pds-traducionais observadas

na analise protedmica do venehoX & Serrano, 2008

8. Analise protedmica do veneno da serpenBothrops jararaca
8.1 Banco de ESTs

No sentido de efetuar o Proteoma Be jararacg foi utilizado um banco de
“Expressed Sequence Tag” (ESTs), gerados a pargtahdula de veneno @ jararacg
com o apoio do Laboratorio de Genémica da Univadaeddo Estado do Rio de Janeiro
(Cidadeet al.,2009.
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8.2 Técnicas protedbmicas utilizadas neste trabalho
8.2.1 Eletroforese bidimensional (2DE)

A técnica de eletroforese bidimensional foi deaanitiginalmente, na década de 70,
por O’ Farrel O’ Farrell, 1974 e seu uso esteve limitado até pouco tempo, devido
principalmente a baixa reprodutibilidade dos gésados, assim como a inexisténcia de
técnicas eficientes para identificar as proteiegsmdas. Com o surgimento da técnica de
gradiente de pH imobilizado (IPGBj€llqvist et al., 1982, conseguiu-se uma maior
reprodutibilidade dos géis bidimensionais. Estanita; associada a espectrometria de
massas, permitiu que as proteinas pudessem setifildelas em concentracdes
fentomolares (10°M) ( Fey & Larsen, 2001

A 2DE combina duas técnicas de separacdo: a pansgparacdo (primeira
dimensdao) é a focalizacdo isoelétrica (IEF); equiséa dimenséo é a eletroforese em gel
de poliacrilamida, chamada de SDS-PAGE. Na |IERraginas ou cadeias polipeptidicas
sdo separadas em um campo elétrico, em um gradienfgH, imobilizado em gel de
poliacrilamida, onde as proteinas ou suas subuesdavimentam-se até alcancarem o pH
correspondente a seu ponto isoelétrico (pl) e gacéiquida da molécula é zero. H&
diversas faixas de pH disponiveis, desde amplad)3€bmo faixas estreitas (4 — 5, 5 —
5,6), sendo essa flexibilidade na escolha dasgalegpH, de grande utilidade, para separar
eficientemente o maior nimero de proteinas possigaimentar a focaliza¢do das proteinas
da amostra.

Na segunda dimensdo, as cadeias polipeptidicaseg@gradas por seu volume
molecular, em gel de poliacrilamida, contendo @ginte dodecil sulfato de sodio (SDS).
A mobilidade eletroforética se da de acordo coransainho da cadeia polipeptidica, sendo
restringida pelo poro da matriz de poliacrilamide,forma que as cadeias polipeptidicas
migrem a uma velocidade, inversamente proporci@wmlseu tamanho. As manchas
(“spots”) geradas, correspondem as diferentes espéte subunidades ou cadeias
polipeptidicas presentes na amostra, e a qualidagigantidade relativa de cada espécie
podem ser determinadas, através da revelacdo @domeatorantes e posterior densitometria
(Anderson & Anderson, 1996

Com relacdo aos métodos de coloracdo para protedisasnais usados sao a

coloracdo por azul de Coomassie e impregnacao nada gem o uso de formaldeido e
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glutaraldeido (protocolo compativel com Espectroimetle massas), devido ao custo,
facilidade de uso e compatibilidade com métodogatacterizacdo microquimica, como
sequenciamento automéatico de aminoacidos e espesttia de massas.

Assim, a 2DE é um método de separacao eficientgguee a maioria das proteinas
de uma amostra sdo separadas, simultaneamentecdado informacdes Uteis sobre pl,
massa molecular, expressdo e abundancia relaléa,de poder indicar modificagbes pos-

traducionais pela alteracdo da mobilidade elet&ia(Anderson & Anderson, 1996

8.2.2 ldentificacdo das proteinas por espectrometride massa

A identificacdo de cada “spot” do gel de poliagrilda bidimensional, devidamente
revelado pela técnica de coloracdo, coomassie ata,pé feita através de uma estratégia
impar que conjuga a precisdo com elevada sensitddidacuracia e rapidez de resposta.
Nesta abordagem, as proteinas sédo digeridas eiamante (normalmente tripsinizadas)
e sua identidade determinada por espectrometmaadsas.gteen & Mann, 2004

A espectrometria de massas baseia-se na dete&unipagcisa da massa molecular
de ions em fase gasosa. O avanco da técnica pieesibplicacdes no estudo de proteinas,
como, a determinacdo precisa da massa moleculajuaatificacdo de cisteinas, a
localizacdo de pontes dissulfeto, a determinacaamddificacdes pds-traducionais, a
determinacdo da sequéncia de aminoacidos e, pinwpte, a identificacdo de proteinas
(Larsen & Roepstorff, 2000 Os componentes béasicos do espectrometro de snassa
(Figura 1) sdo a fonte de ions (responsavel pela introddedoargas e volatilizacdo da
amostra), 0 analisador (separa os ions de acomoacrelacdo massa/carga) e o detector
(transforma a corrente de ions em sinais elétripas sdo processadosSt€en e Mann,
2004).

105a 108 torr

Fonte Analisador |
de "1 de — Detector |
fons Massa i
i

i i ‘
[ oeintad | Tratamento
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i WVacuo H de
_______________
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m/z

Figura 1 — Componentes basicos de um espectrémetro de massa
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Os tipos de fontes de ions mais comuns sdo: HBbhetrpse MALDI
(lonizagdo/Dessorcéo a Laser Assistida por Matein)s analisadores do tipo tempo de véo
(TOF), “ion trap”, quadrupolo, FT e seus hibridosno o orbitrap $teen & Mann, 2004

Os primeiros experimentos, usando a técnica iQagor “eletrospray”, foram

realizados por Chapman no final da década de_8a@{man, 1937 entretanto a utilizacdo
da técnica de “eletrospray”, como um método pratiomizando a amostra para a
espectrometria de massas, foi desenvolvida por BaelaboradoreDle et al., 1970).
O trabalho de Dole consistiu em definir os paraosegxperimentais basicos, além de
incluir com sucesso a ionizacdo de amostras campako molecular. A observacdo mais
importante foi a do fendmeno das multiplas cardascrito por Fenn e Mann, na década de
80, criando o modelo moderno da técnica de espeetria de massas por ionizagdo por
eletrospray (ESI/MS)Hennet al., 1989.

A espectrometria de massas calcula a massa daramaizando a relacdo de
massa/carga (m/z). A ionizagcdo por “eletrosprayagens com mudltiplas cargas. Desta
forma, os valores de massa/carga observados dearemudtiplicados pela carga que esta
relacionada ao niumero de prétons, podendo assoulaah massa molecular de um dado
peptideo $teen & Mann, 2004

Podemos encontrar acoplado ao espectrometro deamade ionizacdo por
“eletrospray” um cromatografo liquido de alta periance (HPLC), normalmente com
colunas capilares em microescala, de didmetrosOde B50pum, em uma coluna de fase
reversa. Os peptideos que sdo gerados pela digést@ooteinas ndo sao introduzidos
diretamente no espectrometro de massas e, singphags hidrofébicas do HPLC de fase
reversa. Peptideos mais hidrofilicos s&o poucodagtina coluna, sendo eluidos
rapidamente, e os mais hidrofébicos sdo retidoanQu os peptideos saem da coluna do
HPLC, de fase reversa, estes fluem por uma agséitayaporizados e subsequentemente
ionizados pelo uso de um forte potencial elétripmcesso chamado de ionizacdo por
“eletrospray” Gteen & Mann, 2004

Com relagéo a técnica de MALDI, foi demonstradmjmicio da década de 60, que
a irradiacdo de amostras organicas de massa redoaid um pulso de laser intenso,
produzia ions que poderiam ter sua massa analadasucesso, mas limitacbes com

relacdo a técnica ainda existiam. Em 1987, descaerique a utilizacdo de uma matriz na
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desorcéo a laser poderia reverter as limitagcdesegistiam com relacdo ao tamanho da
amostra que era analisadé(aset al., 1987. A matriz absorve no comprimento de onda
do laser, possibilitando desta forma a sublimagdoadalito Beavis & Chait, 198p

O mecanismo do MALDI ndo é completamente explicath@s acredita-se que este
funcione de acordo com as seguintes fases: a) A&calas do analito s&o co-cristalizadas
com a matriz na placa de metal, que seré introduzddMALDI; b) Excitacdo da Matriz —
O laser incide sua energia sobre os cristais rramafito, sendo absorvido pela matriz,
levando a uma rapida excitagdo, formando grupoandditos uniformes, envolvidos por
moléculas da matriz que logo evaporam e liberam@éculas do analito; ¢) lonizacdo do
analito — As moléculas do analito sédo ionizadasymoa simples protonacgdo pela matriz
foto excitada, levando a formacéo de moléculasegaras positivament&teen & Mann,
2004).

Déa-se o nome de MALDI-TOF a associacdo da fontmuieacdo do tipo MALDI
com o detector do tipo “time of flight” (TOFBgavis & Chait, 198p O analisador do tipo
TOF baseia-se no tempo que os ions levam paraecasavum campo elétrico formado
dentro de um tubo. Na fonte de ions, todos os &ds acelerados na mesma energia
cinética, voando até alcancarem o detector; neste, ® tempo de voo que 0s ions
apresentarem sera exclusivamente dependente d@caeteassa/carga do ion produzido
(Mamyrinet al.,1999.

Mann e colaboradores (1993) desenvolveram uméctépara identificar proteinas,
chamada impressao digital por mapa de peptideepfftfe mass fingerprinting, PMF”), a
partir de dados obtidos por espectrometria de mdsssnn et al.,, 1993. Neste
procedimento a proteina de interesse, em muitosscasirificada por eletroforese
bidimensional, € enzimaticamente clivada (geralmetitizando-se tripsina) e a mistura de
peptideos obtida € analisada por espectrometrimmaiksa. O mapa peptidico obtido &
processado, e, subsequentemente, seus dados sldsmatiprogramas que permitem
comparar o mapa da proteina que se quer idenfifigamado experimentalmente, com 0s
peptideos gerados “in silico” (tedricos), para ®wda sequencias presentes nos bancos de
dados. Esta técnica mostrou-se capaz de identficgeinas, oriundas de géis 2DE, em
baixas concentragfes, na ordem de pmoles, torrsmdibd na identificacdo de proteinas

com estrutura primaria conhecida. Entretanto, dcéndle insucesso na identificacdo
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aumenta a medida em que cresce 0 humero de seam@nai€icas depositadas nos bancos
de dados, utilizados na busca, pois aumenta abil@sile de se encontrarem peptideos
ambiguos para duas proteinas. E também devido dfficagdes pos-traducionais nos
peptideos que porventura possam existir.

Ap6s a anélise inicial dos dados de’ii@hde os valores de m/z e intensidade dos
picos dos peptideos sdo obtidos no espectro deamp8de-se colher mais dados que
permitam a determinacdo da estrutura primaria @wema) desses peptideos. Esta
estratégia, chamada MS em tandem, MS/MS o4, [4Sjue acopla dois estagios de anélise
de MS, requer equipamentos do tipo MS/MS. Nestai¢ac o ion-mae (ou precuror) é
selecionado no primeiro MS; e, no segundo, sofra fragmentacdo, geralmente com um
gas inerte, denominada de dissociacdo induzida guisdo (“Collision-Induced
Dissociation, CID"); ou ainda, pode sofrer fragnag@dto, devido aos peptideos estarem
metaestaveis (“Post Source Decay PSI[Bjeen & Mann, 2004 Os novos picos
produzidos pelos produtos gerados (ions-filhos)géas relacdes de m/z determinadas em
um segundo analisador. De um modo geral, cerca @e Zéries de ions aparecem nos
espectros de MS/MS (geralmente a, b e y), sob leiregia de colisdo. Ocorrem as séries
a, b, ¢, quando a carga permanece na porcao Natra molécula e as séries X, vy, z,
guando a carga permanece na por¢ao C-terminabr@smais comuns e informativos séo
os ions b e y, gerados pela fragmentacdo, em kaewgia, da ligacdo peptidica existente
entre os aminoacidos. Em analisadores do tipo gpatly, quadrupolo-TOF e TOF/TOF,

1114

os ions y sdo mais frequentemente observadossjéipas “ion-trap”, ambas as séries séo
observadas, aproximadamente na mesma intensiGédesér & Baker, 1999

No espectrébmetro do tipo ESI “ion-trap”, uma arfeide ions realiza a
fragmentacéo dos peptideos selecionados; desta,farmnelacdo massa/carga dos peptideos
selecionados pode ser analizag8igeén & Mann, 2004

Com relagdaao instrumento do tipo MALDI-TOF/TOF, este aprdaemma camara
de colisdo entre as duas secfes de TOF; desta, farnsgade uma Unica carga (m/z), sdo
selecionados na primeira secdo do TOF, fragmentaa@@3amara de Colisdo, e as massas
dos fragmentos sdo analisadas na segunda seca®kjoa$sim, chama-se o processo de

sequenciamento dos peptideos (MS/MS)ersold & Mann, 2003
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Convéem ressaltar que além do PMF outras estratéiabém podem ser utilizadas
para a identificagdo de proteinas por espectromgd¢rimassa.

A busca através de dados oriundos de MS/MS, naocegsados (MS/MS ion
search), que foi desenvolvida no anos 90, utilinasel dados de MS/MS, procurou resolver
as dificuldades do sequenciamento de peptideosjegia forma poderia ser convertido em
um problema de combinacdo com bancos de dadosakstdagem tornaria o problema
mais simples, visto que fazer uma busca em bancades € mais facil do que processar
os dados. Desta forma, existem varios algoritmos g@o usados para a busca de
sequéncias em bancos de dados com espectros mmesnde analises de MS/MS, néo
processados, como por exemplo, “SEQUEST”, “MASCQT™ProteinProspector”. Na
maioria destes programas € ainda possivel submgtdados de MS juntamente com o0s
dados de MS/MS. Uma limitacdo da busca em banabades usando somente dados de
MS e MS/MS sem processamento, € a necessidade t@e aesequéncia da proteina no
banco de dados ou a sequéncia de proteinas beimpsigara uma identificacdo cruzada
por homologia $teen & Mann, 2004

Busca por homologia de sequéncia (BLAST ou MS-BLASEso a sequéncia da
proteina analisada ndo esteja presente no bandadies, existe uma estratégia adicional
dependente da similaridade entre a proteina deegde e proteinas homdélogas de outras
espécies. Se a similaridade entre as sequénciaaltégr sera possivel a identificacéo,
mesmo que ela seja desconhecida, fazendo-se umadatke cruzada com o mapa
peptidico de outra proteina homadloga. Geralmentemostes deoftwarespara a realizagao
de interpretacdo automatica, sédo oferecidos jummoas espectrometros de massa.

Em articulacdo com essas técnicas, encontra-seoiaf@matica, uma area de
investigacdo na qual a biologia, a ciéncia compomat e a tecnologia da informagéo se
fundem numa uUnica disciplina. No ambito da prote@mia Bioinformatica pbe a
disposicao softwares para aplicacdes rotineirasoca analise dos perfis obtidos nos géis
2DE. Permite ainda processar, comparar e catalogar conjunto de informacgdes
complexas em bases de dados préprias e interkgapesmndo requerido, com as bases de
dados gendmicod/\(ilkins et al.,1997; Rabilloud, 2000
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9 — Breve resumo de abordagens protedmicas de veperja realizadas

Com a evolucdo das metodologias proted6micas nanailtdécada, como a
eletroforese bidimensional e a cromatografia minttehsional, juntamente com a
espectometria de massas, métodos de deteccdo emmpais aliados a dados gendmicos
disponiveis, tornou possivel a separacéo e idemgdio de centenas de proteinas em uma
Unica operacaov@lenteet al.,2009.

Nawarak e colaboradores separaram e identificacanponentes de 10 venenos de
serpentes, derivados das familias Elapidae e dperiForam analisados por diferentes
métodos bioquimicos, incluindo HPLC de fase reve®§2S-PAGE, 2DE e espectrometria
de massas\@awaraket al.,2003. As comparacdes entre os perfis proteicos dosnande
serpente serviram para identificar proteinas ek@gsle cada espécie, visando, com 0 uso
desta informacao, aplicacOes terapéuticas. Ostaedssl obtidos por espectrometria de
massas, por MALDI-TOF, e sequenciamento N-termfoaghm usados na procura em
bancos de dados de proteinas (NCBI e SWISS-PRQOilgzdU-se o sequenciamento N-
terminal, ap6s falha de identificacdo por Especttoilm de Massas de alguns spots
(Nawaraket al.,2003.

Nawarak e colaboradores (2004), também analisavemenos Elapidicos e
Viperideos, utilizando cromatografia de fase-rewefRP-HPLC), SDS-PAGE ou 2DE,
associados a andlise por espectometria de masseBIMXTOF MS. Também realizaram
com 0S mesmos venenos outro estudo, entretanti@antio uma coluna de afinidade Con
A, para a realizacdo da etapa cromatografica dearagfpo, visando analisar as
glicoproteinas dos venenos que se ligavam a lec@guido de analise por 2DE e MALDI
MS (Nawaraket al.,2009.

Li e colaboradores (2004), visando ao desenvolimde novas metodologias para
o tratamento dos acidentes ofidicos e a caract@idzbioquimica do veneno das serpentes,
visto que o tratamento adequado do envenenamerdompletamente dependente da
composicao do veneno, realizaram a caracterizagiegmica do veneno das serpentes
Naja naja atrae Agkistrodon haly$Li et al.,2004).

Estavam interessados no desenvolvimento de umadoiegia para distinguir

espécies de serpentes, baseando-se na caractenzatggdmica dos respectivos venenos.
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O critério para escolha foi a incidéncia de acidertfidicos e abundancia das mesmas na
regiao.
Utilizaram 3 tipos de estratégias:
1. Digestéo triptica do veneno total, seguida de Ctogmafia liquida e analise por
Espectrometria de Massas (SHOTGUN + LC-MS-MS).
2. SDS-PAGE + LC-MS-MS
3. Gel filtracdo, seguida de 2DE, utilizando duas it&s de Espectrometria de

Massas, LC-MS-MS e MALDI-TOF-MS, para a identifiéagdas proteinas.

Com o uso destas metodologias foi possivel ideatifa partir do veneno das serpentes,
124 e 74 (proteinas e peptideos) Maja naja atrae Agkistrodon halysrespectivamente
(Li et al.,2009.

Serrano e colaboradores (2005) utilizaram-se da @&a examinar a complexidade
do veneno de€rotalux atroxe Bothrops jararaca Utilizaram uma variedade de tipos de
protocolos de revelacao, para comparar e contrastperfis proteicos dos venenos. Dentre
eles estdo, Azul de Coomassie, Prata, Sypro-RErg-€Q-Emerald (Glicoproteoma). Além
disso, utilizaram anticorpos especificos nas aeglr Western blot dos géis oriundos da
2DE, os venenos foram observados, caracterizargkimacom o0 uso de anticorpos
policlonais especificos, como: anti-botropasinaapbter um perfil da metaloproteases do
veneno deB. jararaca e anti-atrolisina par&. atrox anti-MSP1/2 (anticorpo policlonal
para serinoproteinase @moojen); para obter um perfil proteico das serino prasate
ambos 0s venenos; e por ultimo, utilizou anticorpos-PLA;, para obter um perfil da
fosfolipases A encontradas em ambos os venenoB.dararacae C. atrox.Além desses
ensaios foi realizado um ensaio funcional, paremas a atividade gelatinolitica desses
venenos, sob condi¢cdes ndo redutoras, pela tédaiganografia ferrancet al.,2005.

As principais serpentes da Tunisia também tivesans venenos analisados por
técnicas protedmicaBBézaaet al., 2009. Os venenos d€erastes cerasteLerastastes
vipera e Macrovipera lebetindoram analisados por HPLC de fase reversa, egpeetria
de massas e sequenciamento N-terminal. Os autiscegichm as diferentes complexidades
destes venenos, mostrando que as toxinas encatpadienciam a poucas familias de

proteinas.
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A origem e evolucdo do proteoma de venenos deest foram estudadas pela
analise filogenética das sequéncias de aminoacit#ss toxinas e revelaram outros
componentes proteicos nédo classificados como texiiig, 2003.

Para explicar as reacdes adversas do acidentemfifdesmo apds a administragédo
de soro antiofidico, Kulkeaw e colaboradores (200Omalizaram o Proteoma e
Imunoproteoma do veneno da serpddéga kaouthiae procuraram encontrar explicacoes
para os efeitos causados nos pacientes que saframcidente ofidico, e mesmo apos o
tratamento ainda apresentavam problemas oriundogngenenamento. Realizaram o
proteoma do veneno da serpente, utilizando asrgeguestratégias: 2D-LC/MS-MS e 2DE
— LC/MS-MS + PMF, com busca seguida em banco desddds componentes antigénicos
(Imunoproteoma), de toda a fracdo do veneno, foestondados pela metodologia de
Western Blot, em géis de SDS-PAGE e 2DE, seguidondmorevelacdo com o soro
antiveneno biotinilado, derivado 8k kaouthia(Kulkeawet al.,2007.

Fox e Serrano (2008) descreveram, em uma recevigdio, as diferentes estratégias
aplicadas na andlise protedmica, a relacdo enttegmnas e transcriptomas de venenos e
algumas aplicacdes do estudo protedmico de ver{enast Serrano, 2008

Recentemente, Gutiérrez e colaboradores discubsawarios aspectos da producao
de antivenenos, no qual a analise protebmica dosnes de serpentes (Vendmica de
serpentes), pode dar um suporte relevante. Relgi@na informacéo obtida nestes estudos
apresenta impacto no controle da qualidade dosaeme venenos usados para produzir
os antivenenos; além disso, o desenvolvimento daomes misturas de venenos para a
imunizagdo, objetivando um aumento na eficaciaatapta do envenenamento, o que
definem como Antivendmicas(utierrezet al.,2009.

Risch e colaboradores (2009) mostraram que a cagdmodas toxinas do veneno
da vipera RussellDaboia russelli siamensisorrelaciona-se com a manifestacdo clinica
do acidente ofidico e explica efeitos patologicoveneno. Estudos protedmicos sobre este
veneno sdo relevantes, porque o acidente ofidit \ppera Russell é uma importante
causa de mortalidade nos paises do Sul da Asi@cEspente em Mianmar, onde esta
espécie é responsavel por 80% dos acidentes cfjdiesultando em mais de 1000 mortes
por ano. O conhecimento dos componentes do ver@rmacaminho para a preparacao do

antiveneno especifico, utilizando as principaisrtag como antigeno&ischet al.,2009.
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O estatuto taxondmico da serpemdethrops atroxendémica, na Venezuela, e
classificada comdothrops colombiensidoi realizado por Juan Calvete e colaboradores
(2009), aplicando abordagens protedmicas e antw@Eas. Uma comparacao do proteoma
do veneno deB. colombiensis e B. atromdo apoiou a sugestdo de sinonimia entre as
espécies. O mais proximoBa colombiensiparece ser as toxinas Beasper Este achado
pode ser relevante para a reconstrucdo da histétigal e cladogénese @mthrops e
sugere a possibilidade de utilizar indistintameariévenenos, gerados conBa asperou
B. colombiensispara a gestdo de acidentes ofidicos por qualgoer destas espécies
Bothrops mas nédo os antivenenos gerados cdhtitrox(Calveteet al.,2009.

Ao utilizarem uma abordagem transcriptdmica e joiea combinadas, Richard
H. Valente e colaboradores (2009), descreveram wpanpreliminar de referéncia de
proteinas e peptideos expressos pela glandula mEneeda serpentBothrops insularis
(Valenteet al.,2009.

Neste trabalho, o veneno da serpeftejararaca foi estudado, utilizando-se a
tecnologia protedmica com o intuito de obter-seaximo numero possivel de proteinas

identificadas e caracterizadas.
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Objetivos

O objetivo deste trabalho € elucidar o perfil pdotéco do veneno da serperBethrops
jararaca apresentando um mapa de referéncia preliminar garproteinas e peptideos

deste veneno.
Objetivos especificos:

» Separar, identificar e caracterizar as proteinagedeno;

» Determinar a presenca de isoformas de proteinasramo;
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C18 (SGE, Austrélia) de 15cm x 300 um (300 A; 3pés)amostras e a fase movel foram
bombeadas, utilizando-se um fluxo de 4,5 pl/mim eona bomba MS Surveyor (Thermo
Finnigan, USA), equipada com um loop de 20 pl geco (Rheodyne, USA). Fase movel
A 0,1% (v/v) de acido férmico em agua (dgua J.TkeBarau HPLC); a fase movel B foi
0,1% (v/v) de acido férmico em acetonitrila (gralPlt). O gradiente para separacéo
construido como descrito a seguir: fracdo ndoaetaada com 5% de B por 5 min; apés
esse periodo, a fracdo retida foi eluida, utilizase um gradiente linear até 40% de B, em
35min; até 60% em 45 min, e até 80% de B em 48 @peptideos eluidos da coluna
foram diretamente analisados em um espectrometnoadsas lonTrap LCQ Deca XP Plus
(Thermo Finnigan, USA). CES-lontrap mass spectrometer foi utilizado no modo
microspray (modulo ESI): voltagem de 3,30 kV norseugas flow 10 unidades arbitrarias
(range 0-100), condicbes do capilar 31.0 V e 180tGhe lens offset” para 45.0V,
“‘multipole 1 offset” para -6.75 V, “multipole 2 ci¢t’” para -12.0 V; “entrance lens”
-82.0 V. Os espectros de eluicdo dos peptideosnfatatidos primeiro um espectro total
(full MS), varrendo de 400 a 2000 m/z seguido por modo ZoonScan “ dos picos de
maior intensidade do “fullMS scan” previamente dbti“MS/MS scan” foram adquiridos
usando-se uma

» Ativagdoqgzde 0.25

* Tempo de ativacdo 30ms

* Energia de colisdo normalizada em 35%
Em todos os experimentos, o controle de ganho a&iioon(AGC) do instrumento foi
ligado com valores de alvo (target values) de 110°x4 x 10 e 1 x 16, paraMS, Zoom e
MS/MS scans, respectivamente.

As massas dos fragmentos gerados (MS/MS) foramestidlas a pesquisa no banco

de dados do NCBI (National Center for Biotechnoltfprmation), ndo redundante (nr), e
também, no banco de dados local, banco de “Exute3sguence Tag” (ESTs), gerados, a
partir da glandula de veneno d& jararaca, pelo Laboratério de Gendmica da
Universidade do Estado do Rio de Janeiro, quezmalo transcriptoma da glandula de
veneno da serpentB. jararaca (Cidadeet al., 200§, com o auxilio dos programas
MASCOT e SEQUEST. Os parametros usados na busamfaluas clivagens de tripsina
perdidas, 0,8 Da de erro no modo MS, + 0,6 Da de mv modo MS/MS, e as seguintes
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modificagbes variaveis: oxidacdo (Met), Carbamidiliangiio (Cys), fosforilagéo (Thr, Ser,
Tyr), e pyro-Glu (N-terminal Glu), amidacédo do Crténal e Acetilzacdo de N-terminal.

27 Etapa — Subfracionamento + Eletroforese 2D + Espectrometria de Massas
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Figura 3 - Esquema representativo da 22 etapa do proteomengme da serpenBsothrops jararaca.

35



Resultados e Discaiss

A utilizac&o de técnicas protebmicas no estudontlestras que apresentam uma
alta complexidade no seu conteudo protéico temaada vez maior, em virtude de sua
capacidade de analisar uma grande quantidade tina® ao mesmo tempo. Como 0s
venenos de serpentes sado misturas altamente casptex proteinas e peptideos,
decidiu-se utilizar estas técnicas no seu estudo.

De acordo com a prévia experiéncia do grupo, cstmde protedmico de uma
serpente relativamente proxinmothrops insularis), e, em fungdo da complexidade do
veneno desta serpente, empregou-se diferentesagfemisl protedmicad/élenteet al.,
2009:
1° Etapa do proteoma do veneno da serp@nji@raraca (Figura 2)- Fracionamento do
veneno deB. jararaca, em geéis de 18cm por 2DE, seguido de tripsinizagitndos os
spots encontrados e andlise por espectrometriaadsas (MALDI-TOF/TOF MS).
2° Etapa do proteoma do veneno da serp@ntgraraca (Figura 3) - Técnica de
subfracionamento, por exclusdo molecular, previdena@o uso da 2DE, seguida de
andlise por espectrometria de massas (LC-ESI-IONARIS e MALDI-TOF/TOF
MS).

O objetivo do subfracionamento foi diminuir a coeyptiade e tentar minimizar
o intervalo dinamico encontrado, visto que ambosfabgres sdo um problema na
maioria dos estudos protedmicos, que limitam cstamcialmente, a possibilidade de
deteccéo e identificacdo das proteinas menos esgxes

O fracionamento inicial do veneno Bejararaca pela 2DE em gel de 18 cm,
faixa de pH 3-10 NLKigura 4), indicou que a maioria dos spots de proteinas/ast
localizados na faixa de pH de 4-7. Portanto, pashorar a resolucdo dos géis
bidimensionais, foram utilizadas fitas de focalémagle 18cm, com intervalo de pH 4-7.
Como pbde ser observado, obteve-se uma boa fog@biza uma clara melhoria na
resolucéo do geHgura 5).

A contagem dos spots, utilizando o programa Imagast®t (Amersham
Bioscience), mostrou 337 e 357 spots para os géispd 3-10NL e 4-7,
respectivamente, indicando novamente uma maiorctigide de separacdo na faixa de
pH 4-7.
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Com relacdo ao perfil bidimensional do venenoBdgararaca, a distribuicao
das proteinas detectadas pela coloragcdo de anglodeassie, no gel 2DE, demonstrou
gue dos 357 spots, detectados no gel de pH 4-amfapresentados diversos spots bem
resolvidos e fortemente corados, principalmenti@aixa de massa molecular entre 43 e
20.1 kDa, com um total de 209 (59%) spots detestamloda com uma boa intensidade,
encontravam-se spots na faixa de baixo peso male¢gR0.1kDa), totalizando 104
spots (29%), e apenas 44 (12%) apresentavam masiegutar superior a 43kDa
(Planilha 1). A distribuicdo do ponto isoelétrico mostrou-saisnabundante na faixa

mais acida de 4-6.

2DE pH 4_7 de Veneno total de B. jararaca ‘
Total de spots Percentual
Acima de MM 43kDa - S AL
44 12% 43kDa

mEntred3e

209 59% 201k0a

Abaixo de 20.1kDa 104 29% B Abaivode

20.1kDa

Total 357

Planilha 1 - Relacéo das faixas de pesos moleculares encontradasilise da localizacdo dos spots e
planilha dos percentuais, apds analise, utilizas®lo-programa Image Master (Amersham Bioscience),

realizada em gel de 2DEB-jararaca, 1.8 mg de veneno total.
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Figura 4 - 2DE - B. jararaca, 1.8 mg de veneno. Primeira dimenséo em fitas d8 &m pH :-10NL; Secunda dimenséc
SDS-PAGE a 15%em condic¢des redutoras. Revelacdo azul de Coomas$toram detectado837 spots.




Figura 5 - 2DE - B. jararaca, 1.8 mg de veneno. Primra dimensédo em fitas de 18 ¢ pH 4-7 Segunda dimenséa
SDS-PAGE 15%em condic¢des redutoras. Revelagdo azul de Coomassi
357 spots detectados.




Figura 6 - 2DE - B. jararaca, 1.8 mg de veneno. Primeira dimenséo em fitas d8 &m pH 4-7 Segunda dimenséo SL-
PAGE 15% em condic¢des redutoras. Revelacdo azul de Coomassi
241 spots tripisinizados.




Relacdo dos espectros de massa
obtidos

m Espectros de MS/MS COM
identificagcdo nos bancos de
dados utilizados

m 30%

m Espectros MSMS de boa
qualidade SEM identificagéo
nos bancos de dados

u Espectros ruins sem

u12% identificacédo
Relacdo dos espectros obitidos
Espectros de MS/MS COM identificacéo 79
nos bancos de dados utilizados

30

139
TOTAL de spots tripsinizados 241

Planilha 2 - Relacao dos espectros MS/MS obtidos, apds andisespectrometria de massas MALDI-TOF/TOF MS.
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Figura 7 — Avaliacdo dos espectros de acordo comdentificacdo e qualidade observadas.
Spots em azul - ESPECTROS DE MS/MS COM IDENTIFICACAO;

Spots em vermelho - ESPETROS DE MS/MS DE BOA QUALIBDE SEM IDENTIFICACAO;
Spots em verde - ESPECTROS DE MS/MS RUINS SEM IDENFICACAO.




SERINEPROTEINASE

Figura 8 - 2DE - B. jararaca, 1.8 mg de venencOs spots coloridos foram identificados apés tripsinacao e analise po
MALDI-TOF/TOF MS (Tabela 5). 43




1° Etapa do proteoma do veneno da serpent®. jararaca - Fracionamento do
veneno em géis de 18cm por 2DE, seguido de tripgia¢do dos spots encontrados e

analise por espectrometria de massas (MALDI-TOF/TORMS).

As identificagbes dos diversos componentes do edarserpent8. jararaca,
analisado neste trabalho foram feitas por espeetrande massas. Inicialmente,
tentativas de identificacdo, usando-se apenas o RMHBALDI-TOF, ndo foram bem
sucedidas. Este problema ja havia sido relataderianhente por outros pesquisadores,
estudando venenos de serpentes, jA que as infoemamderca dos componentes
protéicos de venenos sdo escassas, tanto nos ncaslos gendmicos, como os de
proteinasfoxet al., 2002.

Quando passou-se a utilizar o MALDI-TOF/TOF no mdis/MS, conseguiu-
se grande rapidez e eficiéncia nas analises, umgueas identificacdes passaram a ser
baseadas nas sequéncias de aminoacidos de um eupemideos derivados das
proteinas de veneno sob investigacdo. Os spotadesi do gel bidimensional do
veneno da serpentB. jararaca foram previamente digeridos com tripsina. Apos
extracdo com acido férmico/metanol, os peptidefidos foram misturados a um
excesso de matriz composta de acigmano-4-hidroxinaminico e submetidos a andlise
no MALDI-TOF/TOF. Na identificacdo das proteinass a@ados oriundos da
espectometria de massas (MS/MS) foram empregaddmisea banco de dados nédo
redundantes NCBI e no banco de dados transcript@nieB. jararaca. Desta forma,
nas tabelas referentes a cada gel, estdo mosttadas as identificacdes feitas,
incluindo @ e a massa molecular (MM) experimental, calculadoa pada spot usando
o programa Image Master (Amersham Biosciences),e pMM tedrico, método
empregado (PMF e/lou MS/MS); as sequéncias detetlasnados peptideos;
identificacdo do Banco de dados (NCBI, bancoBdthrops jararaca) e a familia de
proteina identificada.

Dentre os 357 spots detectados no gel 2DE pH H&igura 5, foram
selecionados para serem tripsinizados 241 $pgtga 6, de acordo com a quantidade
relativa e intensidade do spot. Dentre os 241 gpptsnizados, #lanilha 2, relaciona
0s espectros de MS/MS de acordo com as identifesag@alizadas; foram obtidas 72
identificacdes de espectros de MS/MS utilizanddais bancos de dados descritos; 30
espectros de MS/MS de boa qualidade, entretantoidemificacdo nos bancos de

dados utilizados e 139 espectros ruins e sem fabagéio.
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Avaliando-se os spots tripsinizados de acordo coguaidade do espectro
obtido (igura 7), ficou claro que, os spots de maior abundancietensidade,
conseguiram obter bons espectros de MS/MS, totalzd 02 spots quando somados
(42.5%). Avaliando os 30 espectros que obtiveramndualidade, entretanto, ndo foram
identificados quando correlacionados com os badeodados utilizados; os mesmos
podem ser novas proteinas que ainda nao tiverarsesuegncia depositada em bancos
de dados e/ou apresentam modificacdes pos-tragusique nao foram contempladas
nos parametros de busca, ja que apenas foi utliradodo automatico de analise dos
espectros e busca dos peptideos; além disso, efisagespecificas realizadas pela
tripsina, e principalmente a auséncia do genomaptEim da serpent®. jararaca
depositado, podem ter sido algumas das explicggiaseste ocorrido. Adicionalmente,
a realizacdo de um sequenciamento manual destestresp podera fornecer novas
informagdes sobre estes espectros ainda nao idadosk.

Analisando os spots que tinham uma menor abund@&nicitensidade, pode-se
relacionar este resultado, aos espectros ruins,idemificacdo nos bancos de dados
utilizados. Algumas hipoteses podem ser salienfambeso, relativamente uma pequena
quantidade de peptideos presente nestes spotsngaede peptideos que ndo seriam
bem ionizados com a matriz utilizada; interferénd&a sal, mesmo apd0s etapa de
desalinizacao, utilizando colunas de zip-tip e @iimo, a presenca de peptidios com
poucas lisinas e argininas, desta forma, a tripsiéia encontraria o sitio de clivagem
dos peptideos, e assim o modo de analise dos eegtidilizado (reflector), ndo seria
capaz de detectar e obter bons espectros, apbizagao dos peptideos.

A Tabela 5 apresenta as identificacbes obtidas para os 72 sletectados na
analise por MALDI-TOF/TOF MS, do gel 2DE pH 4-7 geneno total da serpente
B.jararaca, onde, 29 (40%) foram classificados na familia degaloproteases; 29
(40%) classificadas nas familias das serinoprosedde(15%) como lectinas tipo C; 2
(3%) como l-aminoacido oxidases e 1 (1%) como CR{8&nilha 3). Estes dados
estdo em concordancia com o encontrado na anrs&ctiptbmica do mesmo veneno,
descrito por Cidade e colaboradores (2006), quee ergt transcritos mais frequentes
estavam as metaloproteases (52,6%), seguido-seru@®@oteases (28,5%), lectinas
tipo-C simile (ndo foram identificadas lectinasdesteiras na andlise transcriptdmica)
(8,3%), peptideos potenciadores de Bradicinina §B@®R2%), também encontraram
com percentuais bem inferiores, LAOs, BIACRISPsCidadeet al., 2006.
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Entretanto, nesta abordagem nao foram encontradpidpos referentes a
familia das BPPs, por serem pequenos fragmentosdpes, possivelmente foram
perdidos e/ou ndo puderam ser identificados corsoodas metodologias empregadas
neste estudo.

A familia das metaloproteases caracterizou-se paresantar seus spots
amplamente distribuidos ao longo do gel com MMe6i e 14.4kDa elgntre 5 e 7
(Figura 8).

Analisando-se a regido de metaloproteases da ddBs#o gel de 2DE pH 4-7
do veneno deB. jararaca, isto €, com MM entre 67 e 43kDa, 45% dos spots
caracterizados como metaloproteases foram encostraeste quadrante. Observaram-
se fileiras de spots de mesma masshdifprentes, sugerindo tratar-se de isoformas de
uma mesma proteina. Como nenhum deles foi integraknsequenciado, ndo se pode
descartar a existéncia de pequenas diferencas asnestruturas primarias, levando a
alteracdes de Ip Outra possibilidade bastante provavel é a exigéde diferentes
modificacbes poés-traducionais, como glicosilacdesstas metaloproteases, gerando
spots de MM similares d pliferentes. Dentre eles, destacam-se 0s spot$6293 13,
com ds entre 4.6 a 6, e MM entre 55.9 e 58.5kDa, descrdomo Bothropasin
(Mandelbaumet al., 1982 /[Jararhagin Haine et al., 1992, relativo ao cluster
JARO001002D11 apo6s analise nos bancos de dadoBdgraraca (Cidadeet al.,
2009. A Botropasina e Jararagina ja haviam sido isdado veneno da serpente
B. jararaca, como apresentado faabela 1 As mesmas possuem alta homologia, e
apenas pbde-se detectar alguma diferenca no domgtalo, j& que os dominios tipo-
desintegrina e rico em cisteina sdo idénticos. &Démima, quando nao era possivel
determinar a qual cluster d& jararaca, este homodlogo fazia parte, 0 mesmo era
classificado como Bothropasin /Jararhagind@deet al., 2006).

Estas proteinas agem pela clivagem do fibrinogémjoe leva a um aumento da
fibrindlise no plasma, resultando em hemorragiallecsistémicaaineet al., 1992.

Os peptideos sequenciados das metaloproteases faliahados contra a
sequéncia da Jararagina pelo programa Multalinpéamfoi utilizada a classificacdo de
seus dominios na identficacdo dos peptideos. Enmslgasos, foram sequenciados
apenas peptideos dos dominios desintegrina e/owenccisteina, o que pode indicar
que o dominio metaloprotease ndo estava preseptetanto, ndo se tratava realmente
de metaloproteases, mas sim de desintegrinas edminis ricos em cisteinas

originarios destas metaloenzimas.

46



Analisando-se as sequéncias de acidos aminadostedas, pode-se verificar a
presenca  de peptidios relativos ao pré-dominio nopot s 9
“NKGLFSKDYSEIHYSPDGR” ao dominio Metalo “ITVKPDVDYINSFAEWR”,
"MYELANIVNEI(LR)/FR”, nos spots 2, 6, 9 e 13; do ddnio rico em cisteina
“GNYYGYCR?”, nos spots 2 e 3, “MFYSNDDEHK” e “MFYSNDEHKGMVLPGT”,
nos spots 3 e 13 respectivamente.

Outro conjunto de spots, os de numero 19, 22,28, 21, com pentre 4.4 e 4.8
e MM entre 43.2 e 48.1kDa, também foram descritoacac Bothropasin /Jararhagin.
Apresentavam peptideos relativos ao pro-domfNKGLFSKDYSEIHYSPDGR', ao
dominio metaldITVKPDVDYTLNSFAEWR” e "MYELANIVNEIFR” , 0s spots 19, 22, 23
e 28. Entretanto, no spot 31, apenas foram encw#reptideos relativos ao dominio
rico em cisteina “GNYYGYCR”, “ENGKKIPCAPE”, “DHSPGQNNPCKMFY”,
“SNDDEHKGMVLPATK” e “MFYSNDDEHKGMVLPGT".

Além desses spots descritos, um pouco abaixo ga & MM da classificagdo
das PIIl, provavelmente em consequéncia do procesga proteolitico dos spots com
maior massa molecular correspondente as Plll madimadetectado um spot com a
mesma classificacdo, o spot 46 de&522 e MM 40kDa, que apresentava os peptideos
relativos ao pro-dominio “NKGLFSKDYSEIHYSPDGR”, ddéno metalo
“ITVKPDVDYTLNSFAEWR” e "MYELANIVNEIFR”, mas ndo apesentou peptideos
relativos a nenhum dos outros dominios.

Diversos spots identificados como metaloproteases apresentaram massas
moleculares compativeis com esta classe de toXPlRIV); muito provavelmente,
trata-se de fragmentos destas enzimas que exisg&malmente no veneno e/ou que
foram artificialmente gerados pela manipulacdo dmssmo. Para minimizar possiveis
artefatos, todos os procedimentos realizados comeneno foram feitos a 4°C e o
mesmo era estocado a -20°C, mas, ainda assim, feaggsentos peptidicos foram
produzidos.

Os spots 1 e 5 dd94.60 e 4.83, com MM de 58.5 e 56.6 kDa, foram wiesc
como Bothropasin precursorMéndelbaum et al., 1982, relativo ao cluster
JARO001016B04 apresentaram o0s peptideos “ITVKPDVDYTLNSFAEWR” e
“MYELANIVNEILR”, relativos ao dominio metalo, e 0s peptideos
“MFYSNDDEHKGMVLPGT” e “GNYYGYCR”, relativos ao donmio rico em
cisteina, adicionalmente 0 spot 5 apresentou 0 idespt
“HDNAQLLTAIDFNGPTIGYAYIGSMCHPK” relativo ao dominiometalo. Apenas
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foi possivel identificar este cluster como cardst@o de Botropasina devido a
presenca de um peptideo especifico desta protein&VELFIVVDQEMVTK”
caracteristico do dominio metalo da Botropasina.

A Botropasina foi a primeira SVMP da classe P-#l,ser descrita é, uma
metaloprotease de 48 kDa, que apresenta atividameornagica, também causa
mionecrose, e apresenta especificidade por enlpeptdicos, em que participam
leucina e fenilalanina. E uma enzima com alta @ige proteolitica, sua acdo € inibida
por quelantes de metais. Botropasina compartill¥a @8 identidade com a Jararagina
(Mandelbaunret al., 1982.

O spot 61 de Ip4.83 e MM 30.2kDa, foi descrito como precursoiJdearagina,
representado pelo clusteBARO001013HO03 seus peptideos identificados, néao
apresentaram homologia com o dominio metalo, masagcom o dominio, tipo-
desintegrina “ASMSECDPAEHCTGQSSECPADVFHK”, e comdominio rico em
cisteina “MFYSNDDEHKGMVLPGTK”.

No veneno dd. jararaca sdo encontradas duas formas de Jararagina, agenzim
integra PIIl e a Jararagina-C, uma forma que dteese do processamento da regido C-
terminal desta por protedlise, apresenta 28kDai @unficada a partir do veneno de
B. jararaca, constituida pelos dominios tipo-desintegrinaice em cisteina, idénticos
aos da Jararagina. Utilizando a MM apresentadaepte spot 61, 30.2 kDa, muito
provavelmente, pode-se ter identificado esta fgonoaessada da Jararagina, ja que néao
foi identificado nenhum dominio metalo.

A Jararagina-C, inibe a agregacao plaquetaria,ziddupelo coladgeno e por
adenosina difosfato; ndo apresenta o dominio tiatatias metaloproteases. Apresenta
uma sequéncia de ligacao a integrigd, composta pelos aminoacidos ECD (Glu-Cys-
Asp) e, ndo, pelo RGD, presente nas desintegridasicas Raineet al., 1992; Usami
et al., 1994; Moura-da-Silvat al., 1999.

Os spots 62, 113 e 118, comin484, 6.23 e 6.43, MM de 32.4 kDa, 28.4 kDa e
28.2 kDa, respectivamente, foram identificados ctrmmoélogos de metaloprotease de
Bothrops jararacussu BOJUMET Il (Kashima et al., 2009, relativo ao cluster
JARO001023D12 descritos na tabela apenas como pertencentesmdiafadas
metaloproteases. Os spots 113 e 118 apresentapaptideo “TLTSFGEWR” relativo
ao dominio e os trés spots apresentaram o peptBld®HAQLLTTIVFDNYVIGIT”,
entretanto o spot 62 ndo apresentou os dois pomgeptideos “IS”, da cadeia

peptidica, podendo este ter sofrido processameateqgitico.
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Comparativamente, na andlise do transcriptoma d@adgla de veneno da
serpenteB. jararacussu, um dos clusteres relacionados as metaloprotedses,
BOJUMET Il classificado como pertencente ao grdpe PlIl Kashimaet al., 20049).

Quanto aos spots 102, 103, 106, 109, 115, 1361447, com pentre 6.77 e
5.37, MM entre 27.7 e 17.1 kDa, respectivamenteanfo identificados, como,
“Insularinase/Insularin” clustedAROO01005F05 Todos os spots apresentaram o
peptideo “TLTSFGEWR”, relativo ao dominio metalos demais peptideos nao
obtiveram nenhuma homologia quando testados cargeguéncia de Jararagina.

A Insularinase/insularin € uma metaloprotease pPiésente no veneno da
serpentea. insularis, que apresenta 476 residuos de aminoacidos cond®58.3 kDa.
Este precursor de PI, insularinase/insularin, canénbos os dominios enziméatico e
desintegrina, que sofre processamento pds-tradalcilimerando a insularinase A, que
funciona como um ativador de protombidar{queira-de-Azevedo & Ho, 2002; Valente
et al., 2009. Provavelmente, em nosso caso, a proteina peeaenses spots seria uma
Pl deB. jararaca homologa a insularinase A.

O spot 117 de Ip6.37 e MM 27.1 kDa foi identificado, com@&othrops
jararaca “bothrostatin precursortluster JARO001003B09 apresentou os peptideos
“YFSDCSYIQCWDFIMK” e “DMINVQPAAPQTLDSFGEWR?”, relatros ao dominio
metalo, e os peptideos relativos ao dominio deginiz “YIELFLVVDHGMFMK” e
“HDTGSCSCGGYSCIMAPVISHDIAK®; devido a sua massa mallar, os peptideos
contidos neste spot, provavelmente sédo produto elgadacdo do precursor da
Botrostatina.

Entre as principais desintegrinas ja identificadasveneno deB. jararaca,
encontra-se a Botrostatina, clonada a partir ddiobéica de cDNA, oriundas de
metaloproteases da classe PII, mostrou-se bastéetiga na inibicdo da agregacao
plaquetaria induzida por colageno. E classificantaa desintegrina de tamanho médio,
com 73 aminoacidos (2° grupd)enandezt al., 2009.

Os spots 12 e 48, conl pge 5.60 e 6.54, MM de 60.7kDa e 39.3kDa, foram
identificados como vascular apoptosis-inducing ot (VAIP), cluster
JARO001012A02 E uma metaloprotease PIIl que apresenta os to#sinibs
caracteristicos desta enzima, zinco dependenteP \éAdapaz de degradar fibrinogénio
e induzir apoptose nas células do endotélio vas¢Uldadeet al., 200§. Novamente,
as cadeias polipeptidicas, encontradas na anaisgpat 48, devem ser produto do

processamento proteolitico da VAIP, presente nd $ppo que pode ser confirmado
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quando analisado o peptideo “GAGTECQAARSECDMADLCTGRjue estava
presente no spot 12, e novamente foi identificamlgpot 48, entretanto sem apresentar
0s 6 primeiros peptideos “GAGTEC”. Néao foi possiiggntificar a qual dominio
pertencia os peptideos, utilizando a sequénciamaajina como homologo.

Dentre as ultimas metaloproteases encontradas alseado gel 2DE pH 4-7,
encontra-se o spot 137 deé $.99 e MM de 22.5 kDa, identificado como “Zinc
metalloproteinase jerdonitin precursor”, clusi&R0001012B03sua identificacéo foi
baseada no anico peptideo encontrado para este spot
“FSDCSLNQYSSDLINYYGCLLNEPLR”, 0 mesmo, ndo apresanthomologia contra
a sequéncia de Jararagina.

“Jerdonitin” foi purificada do veneno da serperfiemeressurus jerdonii.
Apresenta massa molecular de 36 kDa em SDS-PAGHhea agregacao plaguetaria.
Sua clonagem e sequenciamento revelaram que ahi@nd pertencia a classe Pll das
SVMPs. Diferentemente de outras PIl, os seus dosimetaloprotease e desintegrina
nao sao separados, fato correlacionado a duameisteresentes adicionalmente na sua
estrutura, que, possivelmente, formam pontes detsud desta forma os dominios nao
sao separado€fienet al., 2003.

Além das metaloproteases, foi possivel tambémndrazoproteinas da familia
das serinoproteases, que apresentaram seus sp@isande MM entre 30 a 60 kDa,
aproximadamente.

Um grande namero de isoformas ja foi descrito garamoproteases de veneno,
no qual pequenas mudangas na sequéncia apresemgeade impacto na atividade
(Cidadeet al., 2006.

Um primeiro grande numero de spots foi identifiGadomo, “Serine protease
catroxase I’ da serpent€rotalus atrox, cujos clusteres de identificacdo foram
JAROO001046A06 relacionados aos spots 18, 21, 54, 64, 67, 70,e9Q03;
JAROO001006C08 relacionados aos spots, 38, 51, 52, 53, 55, 57, %8¢ 100, com
uma faixa de pentre 4.43 a 6.88, MM entre 43.2 e 27.3 kDa, croegio do spot 203,
cuja MM foi estimada em 14.4 kDa. Todos estes spatam classificados como
serinoprotease.

Outro grupo de spots 50, 56, 59, 60 e 73 de fdex@ entre 4.45 a 5.47, MM
entre 36.6 a 32.2kDa, clustdAROO001023E07 foram identificados como “serine

protease” da serpenBathropsjararacussu (Kashimaet al., 20049).

50



Adicionalmente, os spots 26, 27, 30, 63, 77 e 8M taixa de pentre 4.68 e
6.02, MM entre 43.2 a 32.7 kDa, clusg#&R0O001010G07 foram identificados como
Bothrops jararaca KN-BJ2.

De acordo com os dados transcriptémicos, foi o m#g@rupo mais abundante
(38 clusteres) de serinoproteases que apresentamanmlogia com KN-BJ2 idadeet
al., 2009. A variabilidade apresentada por estas serinegsets pode ser consequéncia,
tanto de processamento proteolitico, como de nuadifies na sequéncia de acidos
aminados e/ou modificacdes pos-traducionais, cdostorilacdes, glicosilacdes, dentre
outras.

KN-BJ 1 e KN-BJ 2(38 e 39 kDa respectivamente), apresentam a mesma
sequéncia, amino terminal, com atividade amidaljtatividade sobre a liberacdo de
cininas e atividade coagulante. Foram purificadssggienciadas, a partir de livrarias de
cDNA, de venenos dB. jararaca, apresentando atividade hidrolitica em substra¢os d
peptidil-p-nitroanilida, quininogénio canino e bowj e fibrinogénio humandgrrano
etal., 1998.

Por ultimo, o spot 68 de (5.33 e MM de 28.6 kDa, clust8ARO001035C09
foi caracterizado como “Venom serine proteinaseABothrops protease A (BPA) foi
isolada, como uma enzima proteolitica resistent@oaecimento até 86 por 10 min, e
estavel em pH entre 3 e 9. Essa enzima hidrolisiimas, como gelatina e protamina.
Massa molecular de aproximadamente 25,4 kDafyameaet al.,2003.

Nossos dados de identificacdo dos peptideos, cartengentes a familia das
serinoproteases, somados aos dados do transcrigtormaneno déB. jararaca, que
também identificou grande quantidade de cDNA codifdo para serinoproteases, sao
complementares e corroboram com os efeitos clinits®rvados derivados da acéo
desta familia de proteinas, nos acidentes caugsmiasstas espécies, cujo maior efeito
no envenenamento € o0 excessivo consumo dos faleresagulagdo e formacédo de
trombose de fibrinas anormais, resultando em dltimstdncia na auséncia de
coagulacéo do sanguggguchiet al., 2005 Cidadeet al., 2009.

No caso das serinoproteases, igualmente comodelptra as metaloproteases,
foi observado um grande namero de isoformas e oeipas e peptideos, produzidos
pelo processamento proteolitico.

Com relacdo as lectinas tipo C, descritas nestel@sb primeiro grupo, que
corresponde aos spots, 143, 166, 192, 196 e 28 faiMa de p compreendia 4.50 a
6.67, e a faixa de MM estava entre 19.7 e 12.5 kibgeve identidade com o cluster
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JAROO001004F10 e foram descritos como “Platelet Glycoproteinbibeing protein
alpha subunit” (GPIb-BP). A GPIb-BK#wasakiet al., 199 uma proteina d&0
kDa, pertencente ao grupo 3 das lectinas tipo Glesirage como um antagonista
especifico para GPIb. Esta toxina se liga ao GBltijueando a sua interacdo com o
VWF (Lu et al.,, 2009. Relacionando esses dados aos encontrados n&eanal
transcriptbmica, a maioria das lectinas tipo C atrealas foram homélogos a GPIb-BP,
previamente isolada do venenoRlgararaca (Cidadeet al., 2009.

O segundo grupo de Lectinas encontrado, quandssadas$ os spots, 181, 183,
184, 187, 191 e 195, de intervalo deeptre 4.71 e 5.38 e MM entre 15.6 a 15.2 kDa,
clusterJARO001005B08§ foi relacionado a “bothojaracin chain A”.

Estudada por Zingali e colaboradores (2001), adgoticina (BJC), uma lectina
tipo-C simile de 27 kDa composta por duas cadeibpgptidicas (15 e 13kDa), ligadas
por pontes dissulfeto, pl entre 4.0-4.2, perteread grupo 2, inibe a agregacéo
plaquetéria induzida pela trombina, e adicionalmepbssui um efeito anticoagulante
resultante de dois mecanismos sinergisticos enttistiEsta toxina forma um complexo
com a trombina, através dos sitios de ligacdo (gxdse Il), formando um complexo
nao-covalente. No processo de ligacao ao exositmble funcées como a formacéo do
coagulo de fibrinogénio, agregacdo plaguetarizagfio da proteina C e do fator V,
atuando como um potente e seletivo inibidor dageg@o plaquetaria induzida pela
trombina Zingali et al., 2001; Fentoret al., 1991). Esta toxina também age como um
eficiente anticoagulante, apos ativacdo das viagngecas de coagulacdo sanguinea,
interagindo com a protrombina e reduzindo a forrmag@o-trombina Eentonet al.,
1991).

N&o foram encontradas lectinas verdadeiras na sandfeanscriptomica do
veneno deB. jararaca, entretanto as mesmas ja foram descritas no vederi
jararaca (Ozekiet al., 1994. De acordo com Cidade e colaboradores (2006)sareia
pode ter ocorrido devido a variacdo individual nenposicédo de cada venefidade
et al., 2009. Também nao foram encontradas lectinas verdajemasta analise
protedmica, mesmo sendo utilizado um Pool de vedarserpent8. jararaca.

Com relacdo as l-aminoacido oxidases encontrages)aa foram detectados
dois spots, 0 45 del 5.18 e MM 44.8 kDa e o0 190 dé¢ .09 e MM de 16.5 kDa,
ambos apresentaram o clustthRO001003E08 e foram descritos como, “FAD-
containing L-amino acid oxidase Apoxin”. As l-am#@uido oxidases sao capazes de

induzir apoptose; afetam as plaguetas e apreseasftatns hemorragicog@ltry et al.,
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1996. Na analise transcriptdmica, apenas foi encoatrada frequéncia de 0.5% de
clusteres para estas toxin&sdadeet al., 2009, o que estaria de acordo com 0S N0SS0S
resultados protedmicos.

Por ultimo, apenas um spot foi relacionado as prageda familia CRISP.
O spot 89 de Ip6.57 e MM de 32kDa, cluste/AROO001006E12 e pode-se observar
peptideos referentes a CRISPs ja descritas, coni@a#in” de Crotalus atrox
(Yamazakiet al., 2003, em que as sequéncias de peptideos encontrdudia@sram alta
homologia, dentre eles os peptideos "WTEIIHAWHGEYKYFYVCQYCPAGNIR”,
e “YGTGAEPPTAVIGHYTQIVWYK”. “Catrin” inibe a despolarizacdo induzida da
contracdo do musculo liso arterial do rabo de ashamostrando propriedades de
toxinas que bloqueiam canais de caltiarfazakiet al., 2003. De acordo com o banco
de dados de EST, gerados a partir da glandula nengedeB. jararaca, na analise
transcriptomica do veneno 8ejararaca, foram encontrados alguns clusteres referentes
a familia das CRISP€(dadeet al., 2006.

N&o foram encontrados peptideos que fossem des@itmo pertencentes a
familia das fosfolipases Ae também, dos peptideos potenciadores de brawicini
Entretanto, outras abordagens foram realizadasacobijetivo de tentar detectar todas

as fragbes que sabidamente estéo presentes nm\daearpentB. jararaca.

Bothrops jararaca2DE pH 4_7

B Metaloproteases

W Serinoproteases

[ Lectinastipo C

B L-Aminoacido Oxidase

E CRISP

Botrops jararaca 2DE pH 4 7
29
29
11
L-Aminoacido Oxidase 2
CRISP 1
| TOTAL 72

Planilha 3 — Total de spots detectados e planilha dos percentiaai familias de proteinas
encontradas na analise por espectrometria de maesEALDI-TOF/TOF MS.
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I/ MM (kDa Identificacao
Spot - : : B G Peptideos sequenciados et L e (banco de d';adus Descrigao da Proteina
PO Experimental| Teérico | efou MS/MS) P q (NCBI) . ¢
B jararaca)
GNYYGYCR
MYELANIVHEILR
1 460/ 58.5 5.15( 70.4 MS/MS MFY SNDDEHKGMVLPGT gi|4895109 JARDOD1016B04 r;EI:LUPRF]TE”m‘SE Pl
ITVKPDVDYTLNSFAEWR othiropasin precursor
YWVELFIVVDQEMVYTH
GNYYGYCR )
2 464/57.9 5.15/70.3 MS/MS MYELANIVNEILR ,94'::;2;309 JAROD0O10020414 r';ETt‘:LLDP?‘O.IE”thE Pl
ITVKPDOVDYTLNSFAEWR gil othropasiniiararnagin
) . P, . GNYYGYCR gi|6246 METALLOPROTEINASE PIll
473/559 8.05/79.8 SR
3 ’ 0 TSNS MFYSHNODEHK gi|4395108 JARODD1002D11 Bothropasin/Jararhagin
MYELANIVNEILR
ITVKPDVDYTLNSFAEVWR
METALOPROTEINASE PIII
5 483/56.6 5151/ T0.4 MS/MS HOHNAQLLTAIDFNGPTIGYAYIGSMCHPK gi|4895109 JAROOD1016B04 T —————
GNYYGYCR Sl
YWELFIVVDOEMVTH
e e ) MYELANIVNEILR gi|6246 METALLOPROTEINASE PIlI
4980/57.3 5.21/668.1 MS/MS JAROD0O10020414
6 - ITVKPDVDYTLH SFAEVWR gi|4595109 Bothropasin/Jararhagin
MYELANIVHEIFR )
9 5.35/61.3 5.21/66.1 MS/MAS ITVKPDVDYTLNSFAEVR ,g‘i'!a?;%g JAROD01002014 r';ETt’:LLDPE‘O.IEmAhSE Pl
NKGLF SKDYSEIHY SPDGR gil othropasinijararhagin
[ - . i GAGTECQAARSECDMADLCTGR . METALLOPROTEINASE Pl
5.60/860.7 718136 WS
12 S5.60/60 1 2 MS/MS DYV SPRVCGNYFVEVGEECDCG SPR gi|11320555 JAROOO1012A02 VAIP
MYELANNNEIFR
ot . o ) ITVKPDVDYTLNSFAEVR gi|6246 METALLOPROTEINASE PIlI
4471617 6.05/79.8 MS/MS JAROD0O10020414
13 MFY SHDDEHKGMVLPGTK gi|4595109 Bothropasin/Jararhagin
HDONAGQLLTAIDFNGPTIGYAYIGSMCHPKR

Tabela 5 — Identificacdes obtidas apos tripsinizagddos spots do gel 2DE pH 4-7 do veneno da serpeBtgararaca e analise por

MALDI-TOF/TOF MS.
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pl / MM (kDa)

Identificagao

Metodo (PMF Identificagao
Spot . . . Peptideos sequenciados Descrigao da Proteina
P Experimental| Tedrico eflou MS/MS) P 4 (NCBI) :banclu de dados ¢
B.jararaca)
i LOSPVSHSEHIAPLSLPSSPREVGSVCR
18 445) 422 6.03/208 S/ 5 VSDYTEWIR gi[18652952 JARCOM 046406 SERINOPROTEINASE
VIDKDIMLIRLE
MYELANIVHEIFR )
19 4410432 5.22/56.4 M5/ S ITVEKPDVDYTLHSFAEWR ,gllanﬁ JAROOO1002011 METALLUPEU.TE”JASE F”I
HKGLF SKDY SEIHY SPOGR gi|4595109 Bothropasin/Jararhagin
F
LOSPVSHSEHIAPLSLPSSPREVGSVCR
21 455/472 6.03/208 S/ 5 VSDYTEWIR gi[18652952 JARCOM 046406 SERINOPROTEINASE
VIDKDIMLIRLE
MYELANIVNEIFR )
G246 METALLOPROTEINASE PIlI
22 4707455 6.05/208 M5/ S ITVEKPDVDYTLHSFAEWR giﬁillEElmEIB JAROOO1002011 Bothropasin/Jararhagin
HKGLF SKDY SEIHY SPDGR
MYELANIVHEIFR )
23 4687437 5.21/6881 M5/ S ITVEKPDVDYTLHSFAEWR ,gllanﬁ JAROOO1002011 METALLUPEU.TE”JASE F”I
HKGLF SKDY SEIHY SPOGR gi|4595109 Bothropasin/Jararhagin
r VSDYTEWIR
VWDEDITALIR
HSAHIAPISLPSSPRIVGSVCR ) SERINOPROTEINASE
46771432 868/285 KS/S 2130945 JARCODIM0GOT
26 - ‘ AAYPELPATSR ol Kinin-releasing and fibrinogen-clotting serine proteinase (KN-BJ 2)
IMGWGTISTSK
HYTHWDK
r VSDYTEWIR
WOHKDIMLIR
HSAHIAPISLPSSPPIVGSVCR ) SERINOPROTEINASE
692/545 BER/2BS S/ 5 2130945 JARCOMO10GOT
21 - - AAYPELPATSR ol Kinin-releasing and fikrinogen-clotting serine proteinase (KN-BJ 2)
IMGWGTISTSK
HYTHWDK
MYELANIVHEIFR )
o I ) gil6246 METALLOPROTEINASE PIII
4701455 521/ 66 M S/ Vi ) ) )
28 0 21 1 S/ 5 ITVKPDVDYTLHSFAEWR 4i4895109 JAROOD1002041 Bothropasin’Jararhagin

HKGLF SKDY SEIHY SPDGR

Continuacédo da Tabela 5 — Identificacfes obtidas ap tripsinizacao dos spots do gel 2DE pH 4-7 do veno da serpenteB. jararaca e
analise por MALDI-TOF/TOF MS.
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pl / MM (kDa)

Experimental

Tedrico

Método (PMF
efou MS/MS)

Peptideos sequenciados

ldentificagao
(NCBI)

ldentificagao

(banco de dados

B jararaca)

Descrigao da Proteina

i3

o
[
e
£
[1=]
)

()
)

IS8

VSDYTEWIR
NSAHIAPISLPSSPPIVGSVCR

gi|2130945

JARQOMM0GOT

SERINOPROTEINASE

Kinin-releasing and fibrinogen-clotting serine proteinase (KN-BJ 2)

—

(4=}
I
2]
3]
on
[*}

[57)
&

MSMAS

GNYYGYCR
CSIAALILK
ENGKKIPCAPE
DHSPGQNNPCHMFY
SHDDEHKGMVLPATK
IAFY SHDDEHKGMVLPGTK

gil6246
0il4395109

JAROODO1002011

METALLOPROTEINASE PIll
Bothropasin/Jararhagin

en
[=1
)
[
1]
[
en
[
(%)

I
o
in

IS8

AAYPELPAEYR
IMGWGSITPIGK
HNODALDKDLMLVR
THPDWVPHCANINLLDDAVCR

qi|15652952

JAROQOOM006C0S

SERINOPROTEINASE

2]

[

ETLSVTADYVIVCTT SR
VGEVNKDPGVLEYPVKPSEVGK
EGVWYANLGPMR
RFDEIVGGMDK
SAGULYEESLOK
ETODYEEFLEIAK

Qi|5565691

JARQOO1003IEDS

L-AMING ACID OXIDASE

[a7]

)

ra

B
=
=1

70113

M5MAS

MYELANIVHNEIFR
ITVKPDVDYTLN SFAEVWR
HKGLFSKDYSEIHY SPDGR

gil6246
gil4595109

JAROODO1002011

METALLOPROTEINASE PINI
Bothropasin/Jararhagin

T
::(:l
L%
e |
=
L
[=F]

%]

[

QAARSECDMADLCTGR
DV SPPVYCGHNYFVEVGEECDCGSPR

qil113205855

JAROOM M 2A02

METALLOPROTEINASE Pl
VAIP

n
5
1
o
o
o
1]

=)
i

ra

[

WADYTEWIK
HFQMOLGVHSK
EEASLCPNRKEK
IMGWGTISPTH

Qi|32396013

JAROQOO1023ENT

SERINOPROTEINASE

]
0
5
wn
[

&1
rd
=1
in

[

AAYPELPAEYR
IMGWGSITPIGK
HNODALDKDLMLVR
THPDVPHCANINLLDDAVCR

0i|13652952

JAROQOMM00G6C0S

SERINOPROTEINASE

I
en
=]
[
r
=]
en
=]
Pl

)
=
n

M55

AAYPELPAEYR
THPDVPHCANINLLDDAVCR
LDOSPVSDSEHIAPLSLPS SPPSVGSVCR
TLHNQDEQTR
VVGGDECHINEHR
KPVHDSTHIVPLSLPSSPPSVGSVCR
IMGWGSITPIOT

0i[18652952

JAROOO1006C0E

SERINOPROTEINA SE

analise por MALDI-TOF/TOF MS.

Continuacédo da Tabela 5 — Identificagcdes obtidas ap tripsinizagdo dos spots do gel 2DE pH 4-7 do e da serpenteB. jararaca e
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pl I M (kDa)

Spot Experimental| Teérico

Método (PMF
elou MS/MS)

Peptideos sequenciados

Identificacéo
{NCBI)

Identificagao
(banco de dados
E jararaca)

Descrigao da Proteina

(5,1
(=]
r
n
[&F]
e}
r~a
15
i
[&F]
r~a
=l
==}

IS5

KPEIGHEIVDLHNSLR
WTENHAVWHGEYK
YFYVCAYCPAGHIR
AAYPELPAEYR

gi|18652952

JAROOOM00GCOG

SERINOPROTEINASE

a4 4557334

er
e
n

3
ra
=1

INETRE:

AAYPELPAEYR
IMGWGSITPIAK
NDOALDHDLMLWR
THPDVPHCANINLLDDAVCR
LOSPVSHSEHIAPLSLPSSPPSVGSVCR

gil18652952

JAROOO1046A06

SERINOPROTEINASE

55 4641348

eri
e
wn

ra
~a
==

IS5

AAYPELPAEYR
IMGWGSITPIGK
THPDVPHCANINLLDDAVCR
IAPLSLP3SPPSVGSVCR

gi|18652952

JAROOOM00GCOG

SERINOPROTEINASE

56 4671337 533/

v
B
€
~a
==
[&F]

IS5

IMGWGTISPTH
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Continuacédo da Tabela 5 — Identificacfes obtidas ap tripsinizacao dos spots do gel 2DE pH 4-7 do veno da serpente. jararaca e
analise por MALDI-TOF/TOF MS.
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I/ MM (kDa ) . " |dentificagao
Spot - = Método (PMF Peptideos sequenciados |dentificagdo (banco de d';adus Descrigao da Proteina
PO Experimental| Teérico | elou MS/MS) P q (NCBI) . ¢
B jararaca)
62 4847324 5.53/279 IMS/MS HAQLLTTIVFDHYVIGITK Qi|32306930 JAROOD01023042 METALLOPROTEINASE PI
IMGWGETISPTK
SERINOPROTEINASE
63 4957322 5.33/2886 ISR S VSNSEHIAPLSLPSSPPSVGEVCR gil2130945 JARCOIMOGOT Kinin-releasing and fibrinogen-clotting serine proteinase (KN-BJ 2)
YTEWIRSIAGNTDVTCPP . . : 3
AAYPELPAEYR
IRMGWGESITPIGK
LDSPVSDSEHIAPLSLPSSPPSVGSVCR i
4590/338 5321285 WS/
64 0 212 ISP S THPDVPHCANINLLODAVCR Qi|18662952 JARCOD1046A06 SERINOPROTEINASE
IRMGWGESITPIAK
NDDALDKDLMLVR
GHIVIFLGVHSLK
67 5.01 7350 961226 SRS LOSPVSHSEHIAPLSLPSSLPSVGSVCR Qi|186562952 JARCOD046A06 SERINOPROTEINASE
NDEKDKDIMLIR
VSHNSEHIAPLSLPSSPPSVGEVCR ) SERINEPROTEINASE
5.00/354 5.33/286 IMS/MS 6691472 JARCOO1036C09
66 - ETYPDVPHCANINILDHAVCR il Venom serine proteinase A (BPA)
AAYPELPAEYR .
515/33.8 532/285 LA
70 1 202 IS5 L T e T 0i|15652952 JARDOO1046ADG SERINOPROTEINASE
73 5471331 5.33/2886 SRS VSHSEHIAPLSLPSSPPSVGSVCR Qi|32386013 JAROOO1023E07 SERINOPROTEINASE
IMGVIGTISPTK i SERINOPROTEINASE
588327 53312886 ISP S 2130945 JARCOIMM0GOT
1 - - VSHNSEHIAPLSLPSSPPSVGSVCR il Kinin-releasing and fibrinogen-clotting serine proteinase (KN-BJ 2)
IMGWETISPTR ) SERINOPROTEINASE
BRI R £ a9 o e TR
81 R e MSMS VSNSEHIAPLSLPSSPPSVGSVCR 0ij2130345 JARDO01010GOT Kinin-releasing and fibrinogen-clotting serine proteinase (KN-BJ 2)
VWTEIHAVWHGEYK
89 6.57/32.0 7.53/21.8 SRS YFYVCOYCPAGHIR 0i|28972958 JAROOO1006E12 Cysteine-rich secretory proteins (CRISP family)
YGTGAEPPTAVIGHYTQIVVIYK
AAYPELPAEYR
IRMGWGESITPIGK
90 6.88/31.7 5.32128.5 ISR S LOSPVSDSEHIAPLSLPSSPPSVGSVCR 0i|18652952 JARCOD1046A06 SERINOPROTEINASE
THPDVPHCANINLLDDAVCR
KPWVHDSTHIVPLSLPSSPPSVGSVCR
AAYPELPAEYR
IMGVIGSITPIOK
98 4959/ 28.7 5321285 ISMAS e Qi|18652952 JARCOD00BCOE SERINOPROTEINASE

THPDVPHCANINLLDDAVCR
NDDALDKDLMLYR
KPVHDSTHIVPLSLPSSPP S

Continuacédo da Tabela 5 — Identificacdes obtidas ap tripsinizagdo dos spots do gel 2DE pH 4-7 do e da serpenteB. jararaca e
analise por MALDI-TOF/TOF MS.
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pl / MM (kDa)

Identificagao

Metodo (PIF . . ldentificagao . . .
Spot . .. Peptideos sequenciados banco de dados Descri¢ao da Proteina
P Experimental| Tedrico efou MS/MS) P q (NCBI) ( : ¢
B jararaca)
AAYPELPAEYR
IMGWGSITPIOK
LDSPV SDSEHIAPLSLPSSPPSVGSVCR .
532/273 5324285 SN
100 5.32/2 212 M5/ 5 O I T e gi[18652952 JARCOOM00GC0S SERINCPROTEINASE
NDDALDKDLMLVR
KPVHOSTHIVPLSLPSSPPSVGSVCR
TLTSFGEWR . METALLOPROTEINASE
53727 7.82/227 SN
102 sETiarnd ofes TSNS YHSDSHKIR gil52428579 JARODD1005F05 Insularinase and insularin precursor
TLTSFGEWR
SVNVDASLANLEVWSK . METALLOPROTEINASE
5.L8/287 5.5/545 SN
103 eEes TSNS DCLCGASLCIMSPGLTDGPSYEFSDCSK gil52428579 JARODD1005F05 Insularinase and insularin precursor
¥HSHLNTIR
TLTSFGEWR
SVHVDASLANLEVWSK : METALLOPROTEINASE
555/241 55545 15/ 5 2426579 JARDOD1005FO5
106 . DCLCGASLCIMSPGLTDGPSYEFSDC SK oil Insularinase and insularin precursor
¥YHSHLNTIR
-
109 SBAITT 55545 15/ 5 TLTSFGEWR gi|52426579 JARDOD1005FO5 _r'qETALLOFROTEl_”ASE
YHSDSHKIR Insularinase and insularin precursor
113 §.23/284 5.53/279 M5/ 5 ISHDHAQLLTTIVFDNYVIGITK gi|32306931 JARDOOD1023D12 METALLOPROTEINASE PIlI
TLTSFGEVIR
T
115 534/28.4 5.5/545 M5/ 5 TLTSFGEWR Qi|52426579 JAROOD1005F05 _r'.fIETALLOEF'.UTEI_HASE
YHSDSHKIR Insularinase and insularin precursor
YFSDC SYIQCWDFIMEK
DMINVOAPAAPOTLDSFGEVWR . METALLOPROTEINASE
& 37 ' 27 5 A% /AT /I
17 gamiara e SIS YIELFLVWDHGMFMK gil13194759 JARDO01003B09 Bothrostatin precursor
HOTGSCSCGGEY SCIMAPVISHDIAK
118 5.43/282 5.53/278 M5/ 5 ISHDHAQLLTTIVFDNYVIGITK Qi|32306930 JARODOD1023D12 METALLOPROTEINASE PIll
TLTSFGEWR
TLTSFGEWR : METALLOPROTEINASE
55545 15/ 5 2426579 JARDOD1005FO5
136 YHSDSHKIR oll Insularinase and insularin precursor
137 48%/225 4661179 M5/ 5 FSDC SLNQY SSOLINYYGCLLNEPLR QildT245249 JARODOD1012B03 F.'IETAELOI:‘F‘.[?:EIHASE
erdonitin
T
141 5.14/230 5.5/545 M5/ S TLTSFGEWR Qi|52426579 JAROOD1005F05 _r.'IETALLDEF'.UTEI_HASE
YHSDSNKIR Insularinase and insularin precursor
¥YVWIGLR
C-TYPE LECTIN
143 5.01/19.7 44850174 M5/ S ESWDDVSWYDAER gil62131097 JARODOO1004F10 Platelet Clvcoprotein lb-binding protein alpha subunit
VUSDYSSVSYENLVR e 2L a
¥YVWIGLR
C-TYPE LECTIN
166 66T HMT.5 44850174 M5/ S ESWDDVSWYDAER gil62131097 JARODOO1004F10 Platelet Clvcoprotein lb-binding protein alpha subunit
VUSDYSSVSYENLVR e 2L a

Continuacédo da Tabela 5 — Identificacfes obtidas ap tripsinizacao dos spots do gel 2DE pH 4-7 do veo da serpente. jararaca e
analise por MALDI-TOF/TOF MS.
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pl / MM (kDa) ) . " Identificagao
Spot Laskia LI Peptideos sequenciados LR (banco de dl;adus Descrigao da Proteina
Experimental| Tedrico | efou MS/MS) (NCBI) .
E.jararaca)
™
167 G777 357545 SIS Bt 0i|52426579 JAROOD01005F05 lf'."IETALLOFRUTEI.NASE
YHNSDSHKIR Insularinase and insularin precursor
DF SWEWTDR
C-TYPE LECTIN
181 4711155 5.55/191 M SIS GOQSEVWIGLWDK gi|62131087 JAROOD01005B08 Bothojaracin chain A Drecursor
EFCVELVSDTGYR ! i
DFSWEWTDR
C-TYPE LECTIN
183 4771150 555/191 M SMAS GOSEVVWIGLWDK gi|62131097 JAROOD1005B08 Bothoiaracin chain A precursor
EFCVELVSDTGYR ! P
DF SVWEWTDR
C-TYPE LECTIN
184 4.82/15.0 5.55/191 M SIS GOSEVWIGLWDK gi|62131087 JAROOD01005B08 Bothoiaracin chain A precursor
EFCVELVSOTGYR ! P
DFSWEWTDR
C-TYPE LECTIN
187 4871158 555/191 M SMAS GOSEVVWIGLWDK gi|62131097 JAROOD1005B08 Bothoiaracin chain A precursor
EFCVELVSOTGYR ! P
oAz . . IYFAGEYTAQAHGWIDSTIK )
5.09/16.5 557/548 M SMAS 5565691 JAROOO1003E0S L-AMINO ACID OXIDASE
190 YAMGGITTFTPYQFQHFSEALTAPVDR i
DFSVWEWTDR
o e | GOSEVWIGLWIDK . C-TYPE LECTIN
5.11/15. 555/181 SIS 52131087 JARDODD1005B05
L - EFCVELVSDTGYR i Bothojaracin chain A precursor
YHKPGCHLASFHLYGE SPEIAEYISDYHK
YYVWIGLR
ESVWDDV SWYDAER . C-TYPE LECTIN
5074143 445171 SIS 52131087 JAROOO1004F10
192 VWEDYSSVSYENLVR i Platelet Glycoprotein Ib-binding protein alpha subunit
DTPFECPSDVISTHR
DFSVWEWTDR
o T | GOSEVWIGLWIDK . C-TYPE LECTIN
5.38/15. 555/181 SIS 52131087 JARDOD1005B08
195 - EFCVELVSDTGYR i Bothojaracin chain A precursor
YHPGCHLASFHLYGE SPEIAEYISDYHK
YYVWIGLR
ESVWDDV SWYDAER . C-TYPE LECTIN
5.34/149 445171 SIS 52131087 JAROOO1004F10
196 VWEDYSSVSYENLVR i Platelet Glycoprotein Ib-binding protein alpha subunit
DTPFECPSDVISTHR
NDDALDKDLMLWVR .
580/144 5 K WS/
203 | S.egd 1 01/ 1 ISP S SEFYAWIGLR gi|18662952 JAROOD1046A06 SERINOPROTEINASE
YYVWIGLR
ESVWDDW SVWYDAER ) C-TYPE LECTIN
4501125 4450171 M SIS 52131087 JAROOD01004F10
21 - VWSDYSSVSYENLYR gil Platelet Glycoprotein Ib-kinding protein alpha subunit
DTPFECPSDVISTHR

Continuacao da Tabela 5 — Identificacdes obtidas ap tripsinizacdo dos spots do gel 2DE pH 4-7 do weno da serpente. jararaca e
analise por MALDI-TOF/TOF MS.
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22 Etapa do Proteoma do veneno da serpentB. jararaca - Técnica de

subfracionamento por exclusao molecular + 2DE + Eggtrometria de massas.

Foi realizado um subfracionamento por exclusdo ocutde, previamente a
analise por 2DERigura 9). A cromatografia separou 3 picos principais; cssmos
foram identificados como, pools |, Il e lll. Foicehido da cromatografia um total de
50 tubos, entretanto, apenas foram analisadogos ttorrespondentes a area dos Pools
(tubos 26 a 43).

A Figura 10 mostra o perfil eletroforético do SDS-PAGE, gel &% em
condi¢cbes redutoras, das fragbes correspondentedifErentes pools, obtidos na
cromatografia de exclusdo molecular. Péde-se oasema distribuicdo das bandas em
variadas regides de MM. O pool | (raias 26 a 31¢sgntou suas bandas principalmente
na regido de alto peso, entre 97 e 45 kDa, comasabem coradas nas raias 29 e 30
(cada raia correspondia ao numero do tubo coletado)

Convém ressaltar que, o aparecimento de banda® potensas nas regides
entre 45 e 14.4 kDa, levou a pensar que pudesse esbrrendo problemas de
interferencia do pool | com fracbes do pool Il, ideva sobreposicdo de picos no
cromatograma, relacionado a um problema de resmldeatécnica; entretanto, esta
presenca também poderia ser explicada, devido@daiagentes redutores, que apés a
quebra das pontes de sulfeto, as proteinas queeapagam interacdes moleculares,
como oligbmeros ou dimeros, podem ter perdido ies¢é#acdo e apareceram, assim,
bandas em faixas ndo esperadas de MM.

O pool Il (raias 32 a 35) apresentou suas bandafaieas de MM, entre 66 e
20.1kDa, tendo suas bandas com maior intensidasleares 33 e 34; nestas raias, pode-
se observar bandas bem coradas na faixa de mak=szaulapentre 45 e 14.4 kDa.

Por ultimo, o pool Il (tubos 36 a 43) apresentaassbandas na faixa de MM,
abaixo de 30 kDa, obtendo como bandas mais intassesspectivas raias 37 e 38. As
raias 41 e 42 apresentaram bandas fracamente saradaixa correspondente a 14.4
kDa.

A contagem dos spots das 2DE, dos pools |, lll,eusando-se o programa
Image Master, totalizou 186, 208 e 60 spots, rés@msente. Os perfis bidimensionais
mostraram-se diferentes entre si, porém, seguiu eama distribuicdo de MM,
encontrada na analise pelo SDS-PAGE. Adicionalmemeesta metodologia, pode-se

avaliar a variagao ocorrida entre a faixa de pidati fracao.
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Utilizando o programa Image Master Platinum, fonaalizadas sobreposicoes
das imagens dos géis do pool | versus pool iguia 11), pool | versus pool lli
(Figura 12) e pool Il versus pool llIKigura 13).

Para sobrepor os géis, foram alinhados os padépssb molecular e as faixas
de d de cada gel, com o objetivo de identificar quaists haviam sido encontrados em
mais de um pool, adicionalmente spots que foranordredos em ambos o0s géis
também eram utilizados para uma melhor sobreposigGdmagens. Nkigura 11, a
sobreposicdo das imagens do gel 2DE do pool | sgpsol II demonstrou que com
excec¢do dos spots encontrados na faixa mais &wda,MM abaixo de 20.1 kDa, os
outros spots nao apresentaram o mesmo perfil quandmagens foram sobrepostas.
Esta regido corresponde a area do gel onde asdsctipo C simile e LAOs
normalmente sdo identificadas, de acordo com daf#oditeratura. Nossos dados
também comprovaram esta afirmativa, ja que a naaidds peptideos identificados
como lectinas tipo C simile estavam presentes riaista de MM quando utilizados os
resultados encontrados no gel 4-7 de veneno t@aselpenteB. jararaca, como
comparativo [Figura 8, Tabela 5.

NaFigura 12, foi feita a sobreposi¢céo das imagens do gel 20Rabl | versus
pool lll, e novamente encontraram-se poucos smiisepostos, apenas foi encontrada
sobreposicdo na porcao mais basica do gel, mostrgnd cada gel apresentou um
perfil bidimensional bem caracteristico a sua eti#paluicdo cromatogréfica.

Por altimo, naFigura 13, quando sobrepostas as imagens do gel 2DE ddlpool
versus pool lll, novamente poucos spots foram tami@nados, basicamente o0s
relativos a porcéo mais basica do gel, na faixislbfieentre 30 e 20.1 kDa.

De acordo com a analise das proteinas detectadadifecentes poold-{guras
14, 15 e 1§ aFigura 14 mostrou que no pool I, dos 186 spots detectadiis (33%)
encontravam-se na faixa de peso molecular acimé8deéDa; 46 (24%) estavam entre
43 e 20.1 kDa; e 42 (22%), abaixo de 20.1 kDapdstas proteinas distribuidas em sua
maioria na faixa mais acida do gel, pH entre 4eftn @ma menor quantidade na faixa
mais basica do gel.

No pool Il (Figura 15), dos 208 spots detectados, apenas 3 (1%) encantise
na faixa acima de 43kDa, com uma grande maioriasposs, 144 (69%) na regiao
compreendida entre 43 e 20.1kDa e 61 (29%) abax20dLkDa, pode-se observar que

0S spots estavam mais espacados, sem estaremamegstados em uma determinada
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faixa de pH, o que corresponde, assim, a spotsitiemsos por toda a faixa de pH do
gel 2DE de 4-7.

Por ultimo, o pool Il Figura 16), que teve menos spots detectados, apenas 60,
somente 1 spot foi revelado na regido de alto pssgyido de 35 (58%), na regido
compreendia entre 43 e 20.1 kDa e 24 (40%), naad® peso; com uma quantidade
relativamente grande dos spots, na faixa mais dad gel perto do pH 7,
adicionalmente estes eram, spots de coloracdoimeisa; esta regido foi a que pode-
se obter melhores resultados com relacédo a amdisespectrometria de massas. Ainda
foram detectados spots na regido mais aciddslenire 4 e 5, estes Ultimos com massa
molecular entre 20.1 e 14.4 kDa.

A Planilha 4, apresenta a relacdo das faixas de pesos mokesw@acontradas
na analise da localizacdo dos spots dos poolsel llll, juntamente com uma planilha
dos percentuais obtidos ap6s analise dos spdigantio-se o programa Image Master
(Amersham Bioscience).

Os spots foram identificados por sequenciameriiizando espectrometros de
massas do tipo, LC-ESI-ION TRAP MS e MALDI-TOF/T®FS, os dados obtidos
nesta etapa estao apresentadosTiadelas 6, 7 e 8correspondentes aos pools I, Il e
[ll, respectivamente. Como esperado, proteinas atailih das metaloproteases,
serinoproteases, lectinas do tipo-C e I-amino eaddoram novamente identificados;
adicionalmente nesta etapa, puderam-se identifiéarproteinas que ainda ndo haviam
sido identificadas na analise do veneno total;, pnodeina pertencente a familia das
metaloproteases do grupo das PIIl (HF3) identiicad pool I, uma serinoprotease
(Batroxobin), identificada no pool Il e por ultinmona proteina pertencente a familia das
fosfolipases A identificada no pool Ill. Nas tabelas referentescada pool, a
padronizacao utilizada neabela 5foi mantida.

Os espectros de massas obtidos também foram dosliga que relativamente
um pequeno numero de identificacbes foi consegui@ndo analisadas as
identificacdes dos spots de cada pool. Desta fodos,186 spots detectados no pool I,
58 spots, foram selecionados e tripsinizados, dedaccom a intensidade e abundancia
relativa. Os espectros obtidos, na sua maioria (6Y&6 foram de boa qualidade, néo
sendo possivel a identificacdo nos bancos de dedtados (NCBI e banco d&
jararaca). Po6de-se identificar 18 spots que obtiveram dspeae boa qualidade e
apenas 1 spot de boa qualidade, mas sem idendifiaags bancos de dados utilizados
(Figura 14).
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No pool Il a mesma abordagem foi empregada, e2@8s spots detectados,
foram selecionados para tripsinizacao 68 spotsaMente nao foram obtidos espectros
com qualidade, sem identificacdo nos bancos desdatilzados (73%), identificando
novamente, 18 spots com espectros de boa quakdapenas 2 spots de boa qualidade,
mas sem identificagdo nos bancos de dados utikz&tgura 15).

Por dltimo, o pool lll, que apresentou a menorcemtracdo de proteinas no gel
2DE, com um total de 60 spots detectados, foraptieglados 40 spots, com 47% dos
espectros ruins, identificando um total de 14 spota espectros de boa qualidade e 7
spots, que apresentaram bons espectros, mas r&@o fdentificados nos bancos de
dados utilizados; a maioria dos spots de intensi@gadbundancia relativa apresentaram
bons espectros, diferentemente, dos dados encostnad pools | e IIRigura 16).

Convém ressaltar que apenas foi utilizado o espeetro de massas do tipo,
LC-ESI-ION TRAP MS para poucos spots, que apresemts sequéncias de peptideos
em vermelho, conforme aabelas 6, 7 e 8Em alguns spots foram utilizado as duas
metodologias LC-ESI-ION TRAP MS e MALDI-TOF/TOF-M®$ara observar se, 0s
mesmos peptideos seriam identificados quando addizduas formas de ionizacdo
distintas, j& que na maioria dos experimentoszatiilo gel bidimensional utiliza-se a
metodologia de MALDI-TOF MS, para a identificacamsdpots.

Diferentemente dos resultados encontrados nasandb gel 2DE de veneno
total, que apresentou uma maioria de espectroodeaybalidade, quando relacionado
spots de intensidade e abundancia relativa, ocegperiundos das tripsinizagdes dos
spots dos Pools no geral, ndo foram de boa qualidad

Limitacbes da técnica poderiam explicar o namerospets que nao foram
identificados neste estudo, dentre algumas lim@sgdodemos citar: a auséncia do
genoma completo da serperBe jararaca, cortes inespecificos, modificacdes pos-
traducionais (desamidacgao, fosforilagdo, acetilagdim), interpretacdo errada do
espectro de massas MS/MS e contaminagdo com omfgasismos (micoplasma ou
outros).

A Tabela 6 apresenta as identificacOes obtidas para os 18 sletectados na
analise por espectrometria de massas do gel 2DE-pHdo pool | de veneno da
serpenteB. jararaca. Dentre eles, 5 spots (28%) foram classificadodanailia das
metaloproteases; 9 (50%), classificadas nas fasydha serinoproteases; 2 (11%), como

lectinas tipo C; e 2 (11%), identificados comarisaoacido oxidaseRlanilha 4).
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Analisando-se a regido das metaloproteases deed®sMM, entre 67 e 43
kDa, 100% dos spots, caracterizados como metakgses, encontram-se neste
quadrante de MM, caracteristica desta classe. Eardanaioria dos spots identificados
nesta analise tenham sido do grupo das serinopesteaparentemente, o numero total
de metaloproteases parece maior, quando analisatkegam do gel 2DE, utilizando os
dados ja discutidos, da andlise e identificacdosposs do gel 2DE de veneno total de
B. jararaca, como referéncia.

O spot 29 de Ip4.45 e MM de 78.9kDa, foi identificado como “Hemfagic
metalloproteinase HF3” d@. jararaca, cluster JAROO01013A02 apresentou 0s
peptideos “YFYCR?”, “YIELVILADYR?”, “NCRDPCCDAATCK” e
“IYEIVNILNEIFR”, que n&do obtiveram homologia quandalinhados contra a
sequéncia da Jararagina, para caracterizacdo daosinide caracteristicos as
metaloproteases.

Os fatores hemorragicd$F1, metaloprotease da classe RE2 e HF3 classe
P-Ill, com massas moleculares de 63, 49, 62 kDanalla acdo hemorragica sao
capazes de inibir a agregacéao plaguetaria dependerdolageno. Adicionalmente, HF3
€ considerada a toxina isolada Be jararaca com maior potencial hemorragico
(Assakuraet al., 1986; Silvaet al., 2009). Os peptideos identificados neste spot foram
apenas detectados pela metodologia de LC-ESI IONPTHS.

Dentre os spots encontram-se 0 56 e 87, corresptasda uma faixa dd pntre
4 e 4.87, com MM entre 56 e 78.9 kDa, descritos a;oBothropasin/jararhagin,
relativos ao clusteYARO001002D11 apds andlise no banco de dados do transcriptoma
deB. jararaca. Analisando-se as sequéncias de peptideos endasit@dde-se detectar
a presenca de sequéncias do dominio metalo “MYEMAMILR”, nos spots 56 e 87;

e “ITVKPDVDYTLNSFAEWR?”, referente ao dominio metalo e
“SGSQCGHGDCCEQCK” referente ao dominio tipo degritea somente no spot 87.
Adicionalmente, os spots 56 e 87 apresentaramdezystireferentes ao dominio rico em
cisteina “"GNYYGYCR”, e apenas no spot 87, o peutiddPCAPEDVK”.

O spot 77, de Ip4.86 e MM de 61.7 kDa, também foi descrito como
“Bothropasin precursor” Mandelbaum et al., 1982, relativo ao cluster
JARO001016B04 apresentou o0s peptideos “ITVKPDVDYTLNSFAEWR?,
“MYELANIVNEILR”, “NNGDLDKIK” e “KTDLLTR?” relativos ao dominio metalo, e
0S peptideos “MFYSNDDEHK”, “GNYYGYCR’, “KIPCAPEDVK;
“DNSPGQNNPCK” e “WCSNGHCVDVATAY” relativos ao domia rico em cisteina,
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convém relatar que, como dois métodos de analisegmectrometria de massas foram
utilizados, o mesmo peptideo foi detectado em algasos pelos dois métodos.

Por dltimo, o spot 157, del p1.90 e MM de 39 kDa, relativo ao cluster
JARO001041B03 apresentou apenas o peptideo “RYIELVIVADHRM”, quéo
apresentou homologia, quando comparado a sequéacidararagina, para poder
classificar de acordo com os dominios; foi idecdifio comoBothrops jararacussu
“Metalloprotease BOJUMET II”, e, descrito na tahelamo Metaloprotease.

Na anélise do transcriptoma da glandula de venansetpentd. jararacussu,
um dos clusteres relacionados as metaloproteas®&OJUMET |l classificado como
pertencente ao grupo das PHlaEhimaet al., 2009).

Com relacéo as serinoproteases detectadas, o maiwro de spots, 185, 188,
190 e 198, que estavam na faixa temtre 4.62 e 4.87, e tinham suas MM entre 33 e
45.5 kDa, foram relativos ao clustdARO001006C08 conforme os resultados ja
descritos acima, na analise dos spots do gel 4vémeno total d8. jararaca.

Os spots 125, 126 e 139 que estavam na faixh eletie 5.18 a 5.47 e MM entre
42.5 e 44.5 kDa, clustdARO001010G07 foram descritos como, “Kinin-releasing and
fibrinogen-clotting serine proteinase” (KN-BJ 2).@esmo cluster foi encontrado na
analise do gel 4-7 de veneno totalRlgararaca, usando-se a 12 etapa do proteoma do
veneno como referencia.

Por ultimo, o spot 187 del pt.75, e MM de 33 kDa, teve homologia com o
cluster JAROO001023EOQ7 identificado como, “serine protease”, da serpdtiarops
jararacussu (Kashimaet al., 2009, conforme ja descrito na analise do gel 4-7, de
veneno total d8. jararaca.

Com relacdo as lectinas tipo C, encontradas no popbde-se detectar as
lectinas do Tipo C- simile, spot 225 e clusi&R0O001004F10,identificadas como
“Platelet Glycoprotein Ib-binding protein alpha saii” (Kawasakiet al., 1996, bem
como o clustedARO001005B08 spot 246, identificado como “Bothojaracin chain A
precursor” Zingali et al., 2001; Fentoret al., 1991), ambas ja haviam sido descritas na
analise do veneno total.

Algumas hipoteses para a presenca de spots de bwigaa molecular, na
subfracdo do pool |, sdo novamente discutidas mpestegrafo. Primeiramente, pode-se
cogitar que as cadeias polipeptidicas, de baixasana®lecular, estejam interagindo
com as de alta massa molecular; desta forma is$® g&r explicado devido a presenca

de lectina do tipo-C, glicoproteina ligante de pleigs GPIb, que, na forma nativa, se
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apresenta como um heterodimero; entretanto, exidéetos que indicam que este tipo
de proteinas podem existir também como oligbmefFogji(nuraet al., 1999. Outra
possibilidade seria a interacdo das lectinas de@ipcom componentes do veneno de
alta massa molecular, como as metaloproteasesp®ifl gerar metaloproteases PIV
(Kashimaet al., 2009. Além disso, ndo pdde ser descartada, devidomblgnas de
resolucdo da técnica utilizada, a possibilidadeatdaminagdo do pool I, com fracdes
do Pool Il, devido a sobreposicao dos picos, nmatograma.

A Tabela 7 apresenta as identificacfes obtidas para os 18, gpetectados na
analise por espectrometria de massas do gel 2DB-pHlo pool I, de veneno da
serpenteB. jararaca, preferencialmente foram detectados membros ddlidamhas
serinoproteases, com um total de 15 (83%), segdelo2 (11%) e 1 (6%), de
metaloproteases e lectinas do tipo C, respective{@lanilha 4).

Os spots 176 e 197 del .52 e MM, entre 23 e 23.7 kDa, cluster
JAROOO01005F0% foram identificados como Insularinase and insalgsrecursor
(Junqueira-de-Azevedo & Ho, 2002; Valesteal., 2009.

As identificacbes das serinoproteases mantiveranclusteres que ja foram
mencionados na andlise dos outros géis, cdmBR0001006C08(spots 55, 59, 74, 88,
92, 94 e 112)]JAR0O001046A06(spots 83 e 103)]JARO001035C09(spots 96 e 102);
JARO001010G07(spot 21);JARO001023E07(spots 47 e 115).

Entretanto, peptideos especificos para trés dieseserinoproteases foram
encontrados no spot 47, de .62 e MM 322 kDa, “VSDYTEWIR”,
“VWGGDECNINEHR” e “EWVLTAAHCDSK?”, indicando que esk pertencem a
proteina (ou seus fragmentos), que apresentam maongse massa molecular ou, que
esta € uma serinoprotease do venen®.d@raraca que poderia apresentar todas as
caracteristicas, especificas aos trés diferentddgipeg de serinoproteases, como,
enzimas de coagulacédo, kininogenases e ativaderptadminogénio, respectivamente
aos peptideos apresentados, podendo tratar-seadeava serinoprotease.

O spot 37 apresentou homologia com o clus##d0001001F11 sendo descrito
comoB. atrox “Batroxobin” (itoh et al., 1989. Esta serinoprotease foi isolada, a partir
do veneno das serpentBsthrops atrox e Bothrops moojeni, por Itoh e colaboladores
(1988). E uma enzima tipo-trombina que, apenasoveno fibrinopeptideo A do
fibrinogénio. Esta enzima € geralmente usada emente para o tratamento de

doencas tromboéticas, visto que a administracdonpea desta enzima leva a
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conversao de fibrinogénio em fibrina, que é rapieiat®e degradada e eliminada na urina
(Itoh et al., 1989.

A Tabela § apresenta as identificacdes obtidas para os 14,spianalise por
espectrometria de massas do gel 2DE pH 4-7 do pbae veneno da serpente
B. jararaca; 8 (57%) spots foram identificados, como metaltgases; a seguir 3 (22%)
lectinas tipo C; 2 (14%) serinoproteases, e 1 (7&tle pertence a familia das
fosfolipases A(Planilha 5).

Convém ressaltar que, dos 8 spots identificadoa peataloproteases, 6 spots
(26, 34, 35, 36, 37 e 39) foram identificados, cqmecursores de Botrostatina, cluster
JARO001003B09 Foram também, detectados peptideos com um ou rdsiduos
diferentes, quando comparados as sequéncias dieponnos bancos de dados
utilizados, sugerindo a presenca de varias isofearala nao caracterizadas.

Os outros 2 spots, 24 e 33, foram identificados @gomsularinase/insularin
clusterJAROO01005F05

Com relacdo as lectinas tipo C encontradas, nots spih 57 e 68, todos
obtiveram homologia com o cluster JARO001004F16¢u® como GPIb-BP.

Adicionalmente, pode-se identificar analisando-spat 57, de Ip6.99 e MM de
17.8kDa, o clustedJARO001006F07 descrito como “Myotoxic phospholipase like”,
de Bothrops jararacussu. Estas sequéncias de &acidos aminados, apenas foram
detectados pela metodologia de LC-ESI ION TRAP MS. fosfolipases A sao
principais componentes, responsaveis pelo inteaso tbcal observado, apés alguns
acidentes botropicos; sendo capazes de induztogfeiflamatorios relacionados a um
aumento da permeabilidade vascular e recrutamentewtrofilos.

Apenas 0.7% dos transcritos de toxinas, na andlsdranscriptoma dé.
jararaca, foram relativos a PLA indicando uma menor participacdo desta familia no
envenenamento por esta espéCielfdeet al., 2006. Estes dados estdo de acordo com

0S Nossos resultados protedmicos.
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Figura 9 - Cromatografia do veneno &ejararaca (10mg/mL) em coluna
SUPERDEX 200 Eluente: 10mM de CaCb0mM de NaCl em agua MILLI-Q.
— 0.5 mL/min; 0.5 mL/tubo; loop 0.5 mL; 0.88Mpa.
Vermelho —Marcadores de massa molecular: Di BSA (134kDa), B&AkDa),
Ovalbumina (43kDa), Quimiotripsinogénio (25kDa) ieéthuclease (13,7kDa).
Azul —Pool | (tubos 24 a 3100l Il (tubos 32 a 35) ool Il (tubos 36 a 50)
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Figura 10 - SDS-PAGE, em condicdes redutoras, das fracdetadalena Cromatografia
por exclusdo molecular em coluna de SUPERDEX 2(des 26 a 43
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Veneno de B. jararaca Pool | |

100 53% = Acimade MM
46 249 43kDa
m Entre43e
20.1kDa
42 2299 .
& Abaixo de
Total 186 20.1kDa

Veneno de B. jararaca Pool Il |

3 19%9 _ 1% = Acimade MM
43kDa
144 69%9 mEntre43e
20.1kDa
0,
e e m Abaixo de
Total 208 20.1kDa
Veneno de B. jararaca Pool Il |
1 299 2%
i m Acimade MM
35 58%0 43kDa
u Entre43e
24 40% 20.1kDa
60 = Abaixo de
20.1kDa

Planilha 4 — Relacao das faixas de pesos moleculares encontradasilise da
localizacéo dos spots, e grafico dos percentupdss andlise utilizando o programa
Image Master (Amersham Bioscience), realizada hdg@DE dos Pools I, Il e .
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Figura 11 - Sobreposicdo dos géis 2DE, oriundos das fragcdes
cromatograficas do Pool | versus Pool .
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Figura 12 — Sobreposicao dos géis 2DE, oriundos das fraces
cromatograficas do Pool | versus Pool .
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Figura 13 — Sobreposicdo dos géis 2DE, oriundos das fracoes
cromatograficas do Pool Il versus Pool IlI.
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Spots em branco- espectros ruins, sem identificacdo no bancades]
Spots em rosa -espectros de boa qualidade, sem identificacd@nodode dados.
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MSMs

YFYCR
YIELVILADYR
NCROPCCDAATCK
IYEIVHILHEIFR

Qil31742524
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METALOPROTEINASE PIll
HF3
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en
P
@
o

MSMs

GNYYGYCR
KIPCAPEDVK
MYELANIVHNEILR
5GSQCGHGDCCEQCK

gil6246
gil4895109

JAROO001002D11

METALOPROTEINASE PIIl
Bothropasin/ Jararhagin
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MSMs

ITVKPDVDYTLNSFAEWR
IMFYSHDDEHK
YVELFIVVDQEMVTH
NHGDLDKIK
IMYELANIVNEILR
KTDLLTR
GNYYGYCR
KIPCAPEDVK
DHSPGANNPCK
LIFY SHDDEHK
VCSHGHCVDVATAY
MYELANIVHNEILR
5GSQCGHGDCCEQCK
YVELFIVVDQEMVTK

gil4895109

JAROO001016B04

METALOPROTEINASE PIIl
Bothropasin precursor

87

MSMs

GNYYGYCR
ITVKPDVDYTLNSFAEWR
MYELANIVHNEILR

qil6246
qil4895109

JAROO001002D11

METALOPROTEINASE PIll
Bothropasin/ Jararhagin
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MSMs

VIGGDECHINEHR
VSDYTEWIR

gil18652952

JAROO01006C08

SERINOPROTEINASE

125

MSMs

IHLGVHSK
SLALVK
DIMLIR
FFCLSSK
IHLGVHSK
VIDKDIMLIR
TLCAGILQGGK
AAYPELPATSR
IMGWGTISTSK

gil2130945

JAROO001010G07

SERINOPROTEINASE
Kinin-releasing and fibrinogen-clotting serine proteinase (KN-BJ 2)

Tabela 6 - Identificacdo dos spts do Pool | de veneno dB. jararaca - total de 1¢ spots identificados
Peptideos em preto — analise por MALDI-TOF/TOF
Peptideos em vermelho — analise por LC-ESI ION-TRAP
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pl I 1N (kDa) Método (PMF efou . . Identificagao Identificagao (banco de . .
e L o MSMS) Peptideos sequenciados (NCBI) dados Bararaca) Descrigao da Proteina
IHLGVHSK
SLALVK
DIMLIR
FrLLSSK SERINOPROTEINASE
126 547 7.18/362 Msms IHLGVHSK gil2130945 JARO001010G07 . . _ : . .
WOKDILILIR Kinin-releasing and fibrinogen-clotting serine proteinase (KN-BJ 2)
TLCAGILOGGK
AAYPELPATSR
IMGWGTIST 5K
19| serras 3203 SIS KISAHIAPISLPSSPPVGSVCRI 130045 JARODD010G0T . SERINOPROTEINASE
Kinin-releasing and fibrinogen-clotting serine proteinase (KN-BJ 2)
157 49073 5.22186 4 Msms RYIELVIVADHRIA gil32306926 JARD001041B03 METALOPROTEINASE
185 82133 533/28 MSIMS VVGGDECHINEHR gi[18652952 JAR0001006C08 SERINOPROTEINASE
TLHQDEQTR
o ion IMGWGSITPIGK )
187 133 532/285 MS/ms R gij32396013 JAROD01023E07 SERINOPROTEINASE
VVGGOECHINEHR
188 N OTRER: 511133 Msms VIGGDECHINEHR gil18652952 JARD001006C08 SERINOPROTEINASE
190 88143 530/32 Msms VIGGDECHINEHR gi[18652952 JARDO01006C08 SERINOPROTEINASE
T GMVLPGTK )
198 71432 5.07/256 MSIMS $GSQCGHGDCCEQCK gil18652952 JAROD01006C08 SERINOPROTEINASE
25 01188 Iy MSIMS GGHLVSIESDGEA gil62131097 JAROD01004F10 CTYPELECTN _
Platelet Glycoprotein Ib-binding protein alpha subunit
6 9I17E £E8/104 Msms KNIOSSOLYAVIGLRY gil62131097 JAR0001005B08 . C'T.YPE L.ECTIN
Bothojaracin chain A precursor
269 586/ 16.2 597/543 MSms RETDYEEFLEIAKN gil5565691 JAROD01003E08 L-AMINO ACID OXIDASE
70 56616 597/5438 MSIMS RETDYEEFLELAKN gil5565691 JAROD01003E08 L-AMINO ACID OXIDASE

Tabela 6 - Identificacdo dos spots do Pool | de veneno B. jararaca - total de 1¢ spots identificados
Peptideos em preto — analise por MALDI-TOF/TOF
Peptideos em vermelho — analise por LC-ESI ION-TRAP
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Figura 15 - 2DE - B. jararaca, exclusdomolecular— POOL Il pH 4-7; 75

Spots em branco- espectros ruins, sem identificacdo no bancaades]
Spots em rosa- espectros de boa qualidade, sem identificacdmnoo de dados.



pl / MM (kDa)

Método (PMF efou

Identificagao

Identificagao (banco de

SPot I F porimental | _Teérico nsims) Peptideos sequenciados (NCBI) dados B_jararaca) Descrigao da Proteina
AAYPELPATSR . SERINOPROTEINASE
21 5720387 868285 MS/MS i i[2130945 JAROO01010G07 . . . i . .
’ ’ o IMGWGTISTSK ai Kinin-releasing and fibrinegen-clotting serine proteinase (KN-BJ 2)
con . HAG SVANYDEVVR . SERINOPROTEINASE
k7 80/342 5211288 MSIMS EAYNGLPAK gil62463 JAROOD1001F11 Batroxobin
VSDYTEWIR
47 5.62/322 5.33/288 MSIMS VVGGDECHINEHR Qil32396013 JAROOD1023E07 SERINOPROTEINASE
EWVLTAAHCDSK
TLCAGILEGGK
o o mae VVGGDECNINEHR .
55 8.20/31 £32/28 MSMs TeaTa gil18652952 JAROOO1006C08 SERINOPROTEINASE
GOECHINEHRS
VGGDECNINEHRS
29 £.84/307 5321285 MSIMS RAAYPELPATSRT gil18652952 JAROOO1006C08 SERINOPROTEINASE
VVGGDECHINEHR
74 455297 532/285 MSIMS RAAYPELPAEYRT gi|18652952 JARO001006C08 SERINOPROTEINASE
HDDALDK
KTLNQDEQTR
83 489/29.3 6.08/20.8 Msms IMGWGSITPIOK gil18652952 JAROODD1046A06 SERINOPROTEINASE
FPHGLDKDIMLIR
RIMGWGSITPIGKT
88 432/29 233/388 MS/MS AAYPELPAEYR gi|18652952 JARO0D1006C08 SERINOPROTEINASE
92 5.08/28.8 532/285 MSMs AAYPELPAEYR gil18652952 JAROD01006C08 SERINOPROTEINASE
9% 4931287 £.32/28.5 MSMms VVGGDECHINEHRS gil18652952 JAROO001006C08 SERINOPROTEINASE
VL(IT)EDEQTR
o e o e VVGGDECHINEHR . SERINEPROTEINASE
96 217288 28 MS/MS CUC S mE gil6691472 JAROO01035C09 Venom serine protsinase A (BPA]
INIL(D/N)HAVCR
KVLHEDEQTR
102 5.12/286 5.33/286 MSMs VVGGDECHINEHR gil6691472 JAROO01035C09 Vv SER!NEPROTFINASE BPA
TLCAGILEGGK enom serine proteinase A (BPA)
103 | 228284 5221285 MS/MS eresore gil18652952 JAROD01046A06 SERINOPROTEINASE
. e anionc KVLNEDEQTR .
112 6 0 32128 MS/MS G T FT gil18652952 JAROOO1006C08 SERINOPROTEINASE
canian s VVGGDECHINEHR .
15| ss3izr. 5321288 MS/ms TLCAGILEGK gil32396013 JAROD01023E07 SERINOPROTEINASE
176 6.52/237 551545 MS/MS RSVNVDASLANLEVWSKK Qil52426579 JARO001005F05 |nsu|aITnEaIZLaan:IFi's::l-IraEr:E?erEcursc
r
197 .52/ 23 551545 MS/MS RSWNVDASLANLEVVSKK gil52426579 JARO001005F05 |nsu|alTnEa-:tLaan:lFi':sc:lraEr::ApfeEcurso
r
KYYVIGLEI C-TYPE LECTIN
218 6.83/186 4457171 MS/MS KESWDDRSEYDAERF gil62131097 JARO001004F10 . L . .
KIVSDYS SVSYENLVRG Platelet Glycoprotein |b-binding protein alpha subunit

Tabela 7 — Identificacdo dos spots do Pool Il de veneno B. jararaca - total de 18 spots idntificados.
Peptideos em preto — analise por MALDI-TOF/TOF
Peptideos em vermelho — anélise por LC-ESI ION-TRAP
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Spots em branco- espectros ruins, sem identificagdo no bancades]
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pl I MIM (kDa)

Metedo (PMF

Identificagao

Identificacao

el eancll] aloal5MS] Peptideos sequenciados (NCBI) | (banco de dados Descrigao da Proteina
J e am e .- ETYPDVPHCAK .
5 6.95/35.4 5.33/286 MSIMS s gil18652952 | JAROO01046A06 SERINOPROTEINASE
8 488/307 5321285 MSIMS TLNQDEQTR gi|18652952 | JAROO01006C08 SERINOPROTEINASE
YHNS(N/DILNTIR ]
24 6.4 /23 7820227 MSIMS SFGEWR gil52426573 | JAROO001005F05 !}IETMLOFTROTEI.MSE
TLT SFGEWR Insularinase and insularin precursor
KTDLLNR . METALLOPROTEINASE
4 473773 5 48/547 VSN
26 4372 5.48/54, MSIMS HQMVNIMK gil13194753 | JAROO01003B04 bothrostatin precursor
33 5707228 T.8222.7 TS/MS KTLTSFGEVVRE gi[a2426579 JAROOD1005F05 !IJ‘ET‘&LLOEROTEI.N‘&SE
Insularinase and insularin precurser
HOTGSCSCGEY SCIMAPVISHDIAK
R, im i . KTDLLNR . METALLOPROTEINASE
M 665/228 431547 MSIMS ENPQCILIK gil13194759 | JAROO01003B09 bothrostatin precursor
IHGRMWNITAK
IHGIAVHITAK
DHPQCILNK
memen AT 1 . METALLOPROTEINASE
35 5261223 43/547 MS/MS HDTGSCSCGGYSCIMAPVISHDIAK gil13194759 | JAROC01003B09 bothrostatin precursor
KTOLLNR
ENPQCILNK
= = . . IHAMWHILK . METALLOPROTEINASE
£.423 7 L AR /54 TEN
36 483122 MSIMS i gil13194753 | JAROO01003B09 bothrostatin precursor
HOTGSCSCGRYSCIMAPVISHDIAK
KTDLLNR . METALLOPROTEINASE
§.36/227 5.48/547 s
i 36022, MSIMS DNPQCILNK gil13194753 | JAROO01003B04 bothrostatin precursor
SCIMAPVISHDIAK
IHQRAVHITAK
iiime e esn .- DNPGCILHK . METALLOPROTEINASE
» BT ress BT MSmS HDTGSCSCGGYSCIMAPVYISHDIAK e bothrostatin precursor
KTOLLNR
OTPFECPSOVYSTHR
T T ,. . C-TYPE LECTIN
S s MSIHS FEFSEE:KK e I Platelet Glycoprotein Ib-binding protein alpha subunit
P - - . KSYGAYGCNCGVLGRG . Phospholipase A2
895/178 8.8/16.7 SN
5 = I MSIS KHIQSSOLYAWIGLRY e St LI R IMyotoxic phospholipase A2-like [Bothrops jararacussu]
e P .- e . C-TYPE LECTIN
2 =2/ ST MSIHS DTPFECPSDUSTHRA R Platelet Glycoprotein Ib-binding protein alpha subunit
. fie 1 .- \ . C-TYPE LECTIN
- T <=7 MSIHS HESVDDRSEYDAERF e e Platelet Glycoprotein Ib-binding protein alpha subunit

Tabela 8 - Identificacdo dos pots doPool 11l

de veneno d¢B. jararaca - total de 14 spots idntificados.
Peptideos em preto — analise por MALDI-TOF/TOF
Peptideos em vermelho — analise por LC-ESI ION-TRAP
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Bothropsjararaca Poadl |

B 11% | 28%

D 11% BM etaloproteases
M Serinoprot eases
mlectinastipo C
HL-Aminoacido Oxidase
B 50%

‘ Botrois jararaca Pool |

Lectinas tipo C
L-Aminoacido Oxidase
TOTAL 1

Q0 IN N ©O|UT

Bothropsjararaca Pool Il
W 6% = 11%

EMetaloproteases
WSerinoproteases

DLectinas tipo C

B 83%
Botrops jararaca Pool Il
2
15
Lectinas tipo C 1
TOTAL 18
Bothropsjararaca Pool 11l

" 79

W Metaloproteases

B Serinoproteases

H Lectinastipo C
m Fosfolipase A2
Botrops jararaca Pool Il
8
2
Lectinas tipo C 3
Fosfolipase A , 1
TOTAL 14

Planilha 5 - Total de spots detectados e planilha dos percentiagi familias de proteinas
encontradas, na andlise por espectrometria de syaksaPools |, Il e Ill do veneno de
B. jararaca, por MALDI-TOF/TOF MS e LC-ESI ION-TRAP. 79



De um modo geral, os estudos protedmicos de vendmaerpentes visam a
descricdo da complexidade protéica destas impesasecrecdes bioldgicas, com o
objetivo de contribuir para a melhor compreensao sdeis efeitos bioldgicos.
A aplicacdo da espectrometria de massas, como éenaa prote6mica para o estudo
de venenos animais e toxinas, vem sendo extensmtanukscutida alente et al.,
2009.

As estratégias protedmicas utilizadas neste promimo, cromatografia por
exclusdo molecular, eletroforese bidimensionalpeesometria de massas, mostraram
ser ferramentas para separar e identificar subpopes de toxinas, o que facilita ndo so
a compreensdo da composi¢cado protéica dos venemos, também a busca por novas
moléculas com potencial biotecnolégico, conformegomesentado no tépico de venenos,
como ferramentas farmacoldgicas.

O estudo fornece um mapa de referéncia prelimiaga ps proteinas presentes
no veneno total da serperdejararaca, estabelecendo bases para estudos comparativos
com outros proteomas de venenos, o qual pode apadausca de novos medicamentos,
e levar a uma melhoria na terapéutica do envenertam& comparacao de conteudos
de toxinas de diferentes venenos pode, por exenaplayibuir para a escolha mais
racional do Pool de venenos utilizado, na fabricagé soro antiofidico polivalente

comercial.
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Conclusoes

1. A andlise protedbmica do veneno d& jararaca, mostrou a existéncia de
relativamente poucas familias de proteinas nesteengg principalmente,
metaloproteases, serinoproteases e lectinas tigdmile, além de L-aminoacido
oxidases, proteinas ricas em cisteinas e fosfelgp#8. Apenas a familia dos
peptideos potenciadores de bradicinina néo foi tililkada pelos métodos
utilizados.

2. Dentre as familias de peptideos e proteinas, fammtas, a familia das
metaloproteases e serinoproteases mostraram-saiasabundantes, seguida das,

lectinas tipo-C simile, l-aminoacido oxidasesfdbpases & e CRISPs.

3. As familias das proteinas mais abundantes apreaentama grande diversidade,
com diferentes representantes de uma mesma farodap foi observado nas

metaloproteases Pl e PIII.

4. Igualmente foi comprovada a variabilidade de pratei especificas como
consequéncia de processamentos poés-traducionaigippimente a degradacao
proteolitica, como foi claramente evidenciado nasetatoproteases e

seri noproteases.

5. A presenca de diversas isoformas demonstradas,npad® consequéncia de
diferentes modificacdes pos-traducionais e/ou nuadibes na sequéncia de acidos

aminados.

6. O Subfracionamento, por exclusdo molecular do venetal nos Pools I, 1l e Il

mostrou que existem muitas interacdes entre pegelo veneno.
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7. Os dados apresentados estdo em concordancia coeparsados previamente no
transcriptoma e também, por outros trabalhos, destsma serpente. Entretanto,
eles sdo complementares, no que se refere a paeden@riacdes pos-traducionais

nao detectaveis nos estudos transcriptdmicos.

8. Este trabalho contribui para uma melhor compreenddocomplexidade na
composi¢cado do veneno desta importante serpentengdodservir como um ponto

inicial para correlagfes de estrutura-funcéo dmésx por técnicas protedmicas.
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