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RESUMO

A serpente Bothrops atrox é a principal causadora de acidentes ofidicos na Amazénia
brasileira. A composicdo da peconha dessa espécie sofre variacfes em funcao do crescimento
e localizacdo geografica, sendo que as metaloproteinases de peconha de serpentes (SVMPS)
sdo0 0s componentes mais abundantes dessa pegconha. As SVMPs sdo responsaveis pela
hemorragia, o sintoma mais caracteristico do envenenamento botropico. Nesse estudo, foram
avaliados dois pools de peconha total de B. atrox, provenientes de ambiente natural (Floresta
Nacional do Tapajos- PA, Brasil) e de cativeiro (serpentéario do Instituto Butantan-SP, Brasil).
As diferencas na composicao dos dois pools de peconha foram avaliadas por cromatografia de
fase reversa. Além disso, foram isoladas duas isoformas de SVMPs de classe PIIlI por
cromatografia de interacdo hidrofobica e troca aniénica dos pools avaliados. Os pools de
peconhas exibiram perfis cromatograficos similares, porém com diferengas quantitativas na
expressdo de fosfolipases Az, SVMPs classe P-1 e serinoproteinases, que predominaram na
peconha da area de floresta. Em ambos os casos, as SVMPs foram as toxinas majoritarias nas
peconhas de serpentes dos dois ambientes. As SVMPs-PIII isoladas exibiram atividade
hemorragica elevada e capacidade de degradar a fibrina de maneira dose dependente. No
entanto, apenas a isoforma presente na pegonha oriunda de espécimes de cativeiro exibiu
atividade pro-coagulante em presenca de calcio. Apos o isolamento das SVMPs de classe P-
Il e sequenciamento com mais de 50% de cobertura, ndo foi possivel detectar diferencas
estruturais entre elas ou com a jararagina (SVMPs-PIIl de Bothrops jararaca). Quando
comparadas as SVMPs de B. atrox e B. jararaca, apenas a jararagina foi capaz de inibir a
agregacao plaquetéria induzida por colageno, o que sugere a presenca de diferencas entre as
moléculas, seja nas regides que ndo foram sequenciadas ou glicosilagdo. Assim foi isolada
uma nova SVMP de classe PIIl da peconha de B. atrox muito similar em estrutura com a
jararagina, porém sem atividade de inibicdo agregacao plaquetaria.

Palavras-chave: Bothrops atrox; SVMPs-PIII; hemorragia; cativeiro; floresta.
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ABSTRACT

The Bothrops atrox, is the main cause of snakebites in the Brazilian Amazon. The venom’s
composition of this species suffer variations due to growth and geographic location, but the
snake venom metalloproteinases (SVMPs) are the most abundant components of this venom.
The SVMPs are responsible for hemorrhage, the most characteristic symptom of Bothrops
poisoning. In this study, two pools of full venom of B. atrox were evaluated, from the
natural environment (Floresta Nacional do Tapajés, PA, Brazil) and captive (serpentarium of
Instituto Butantan, SP, Brazil). The differences in the composition of the two pools of
venom were evaluated by reverse phase chromatography. In addition, two SVMPs isoforms
from PIII class were isolated by hydrophobic interaction chromatography and anion
exchange of the pools evalueted. The pools of venoms showed similar chromatographic
profiles, but with quantitative differences in expression of phospholipase A;, SVMPs Pl
class and serino proteinases, which predominated in the venom of forest area. In both cases,
the majority were SVMPs toxins in snake venoms of the two environments. The SVMPs-
PIII isolated exhibited hemorrhagic activity and high ability to degrade fibrin in a dose-
dependent way. However, only the isoform present in the venom of deriving captive
specimens exhibited procoagulant activity in the presence of calcium. After isolation of
SVMPs P- 1l class and sequencing of more than 50 % coverage, we could not detect
structural differences between them or with jararhagin (SVMPs-PIII Bothrops jararaca).
Though only the jararhagin was able to inhibit platelet aggregation induced by collagen,
suggesting the presence of differences between the molecules, or in regions that have not
been sequenced or glycosylation. So was isolated a new class of SVMP- PIIl venom of B.
atrox very similar in structure with jararhagin, but without inhibiting platelet aggregation
activity.

Keywords: Bothrops atrox; SVMPs - PI1I; hemorrhage; captivity; forest.
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INTRODUCAO GERAL

O envenenamento causado por serpentes € um problema médico-social relevante.
Apesar dos dados epidemiolégicos com relacdo ao envenenamento por serpentes ndo serem
precisos, a Organizacdo Mundial de Salde considera o ofidismo como uma doenca tropical
negligenciada, que afeta milhares de individuos seja na forma de mortalidade e/ou morbidade
(sequelas) (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2009). No Brasil, segundo dados do
Ministério da Saude no ano de 2012 ocorreram 27.719 acidentes com serpentes peconhentas,
0 género Bothrops foi responsavel por 75% desses acidentes (MINISTERIO DA SAUDE,
2014 <http://dtr2004.saude.gov.br/sinanwebr>). A regido Norte responde por 32% dos
acidentes registrados, e o Para é o Estado onde mais ocorreram acidentes ofidicos, com 4.823
casos notificados. A cidade de Santarém € o municipio paraense com 0 maior nimero de
notificacBes de acidentes com serpentes do género Bothrops, com 1841 casos notificados no
periodo de 2001 a 2011 (MINISTERIO DA  SAUDE, 2014
<http://dtr2004.saude.gov.br/sinanwebr>).

Os envenenamentos botropicos sdo caracterizados por efeitos locais, sistémicos ou
ambos. Efeitos locais frequentemente incluem dor, hemorragia, edema, mionecrose e
inflamacéo no local da picada (WARRELL, 2004). Efeitos sistémicos resultam em alteracoes
na coagulacdo sanguinea com quadro de coagulopatia de consumo, alteragdes
cardiovasculares, choque hipovolémico, alteracdes renais e hemorragias distantes do local da
picada (WARRELL, 2004). Estas alteracdes sdo manifestadas logo ap6s o acidente e resultam
da acdo sinérgica das diferentes toxinas que compdem a peconha (GUTIERREZ &
RUCAVADO, 2000; GUTIERREZ et al., 2005).

As peconhas de serpentes surgiram no processo evolutivo como importante vantagem
para a imobilizacio rapida da presa e a defesa contra predadores (LOPEZ-LOZANO et al.
2002). Para isso incluem-se nas pegonhas toxinas extremamente ativas direcionadas a
importantes alvos fisiologicos de mamiferos ou invertebrados, principalmente no sistema
nervoso e no controle da hemostasia (CALVETE et al,. 2009). Dentre as toxinas, as
metaloproteinases presentes na peconha sdo as principais responsaveis pelo quadro
hemorragico caracteristico do envenenamento botropico (GUTIERREZ et al.,, 2005;
MOURA-DA-SILVA et al., 2007).
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Dentro deste contexto, e como parte do projeto de pesquisa, “Bothrops atrox no Oeste do
Pard - habitos alimentares, composicdo do veneno e envenenamento experimental de
espécimes coletados em areas de floresta, savana e cultivo de soja (CAPES Processo AUX-
PE-TOXINOLOGIA-1217/2011)”, o presente trabalho avaliou a composi¢do da pegonha de
Bothrops atrox de dois ambientes diferentes, ambiente natural (Floresta Nacional do Tapajds-
PA, Brasil) e de cativeiro (serpentario do Instituto Butantan-SP, Brasil). Além disso, foi
realizado o isolamento e a caracterizacdo das atividades bioldgicas de metaloproteinases

hemorragicas da peconha de B. atrox.

1. Revisdo Bibliografica

1.1 Familia Viperidae

As serpentes peconhentas estdo incluidas na superfamilia Colubroidea (CUNDALL &
GREENE, 2000) e esta subdivida em sete familias: Colubridae, Elapidae, Homalopsidae,
Lamprophiidae, Pareatidae, Viperidae e Xenodermatidae (PYRON et al., 2011). No Brasil, as
familias Viperidae e Elapidae representam o grupo de maior importancia para a satde publica,
sendo que Viperidae é a responsavel pela maioria e 0os mais graves acidentes ofidicos
registrados (MELGAREJO, 2009).

As serpentes pertencentes a familia Viperidae possuem denticdo tipo solendglifa, na
qual o maxilar é reduzido e mével com presas muito desenvolvidas na regido anterior. As
presas sdo canaliculadas e ligadas por meio de ductos a glandulas de peconha (LOCK, 2008).
Os viperideos de pequeno porte e juvenis de espécies grandes se alimentam de lagartos e
anfibios, enquanto que as espécies maiores se alimentam de mamiferos. No entanto, as dietas

algumas vezes podem ser extremamente variadas (POUGH et al., 2004).

Os representantes de Viperidae estdo distribuidos nas Américas, Africa (exceto
Madagascar), Europa, Asia, Indonésia, Filipinas. N4o ocorrem na Austréalia e em Papua-Nova
Guiné (FRANCO, 2009). A maioria das espécies sdo terricolas, porém alguns representantes
sdo arboricolas, sendo encontradas em ambientes de floresta tropical, desertos e até em
regibes montanhosas. Viperidae apresenta aproximadamente 228 espécies (POUGH et al.,
2004), distribuidas nas subfamilias Azemiopinae, Viperinae, Crotalinae (FRANCO, 2009;
PYRON et al., 2011).
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A subfamilia Azemiopinae € composta apenas por Azemiops feae, uma espécie rara do
Sudeste Asiatico (FERRAREZZI, 1994), considerada por muitos autores como mais primitiva
(POUGH et al., 2004). A serpente Azemiops feae é ovipara, apresenta cerca de 70 cm de
comprimento, cabeca achatada e eliptica, cauda curta, corpo robusto e recoberto com escudos
grandes, dentes curtos, glandulas de pegonha pequenas, e hiberna durante o inverno
(MALOOW et al., 2003).

Figura 1. Azemiops feae. Foto lvan Hendrkx. Fonte:iwanhx.blogspot.com.br/2010/10/azemiops-update.html
Acessado em 18-04-14.

A subfamilia de Viperinae esta distribuida na Africa, Europa, Asia e Ilhas Indonésias,
com aproximadamente 9 al2 géneros, cerca de 72 espécies. Os géneros mais representativos
desta subfamilia sdo: Atheris, Bitis, Causus, Cerastes, Daboia, Echis, Eristocophis,
Macrovipera e Vipera (POUGH et al., 2004). Os representantes ndo apresentam fosseta
loreal, com as placas labiais separadas do olho, escamas dorsais geralmente quilhadas e com
cabeca recoberta dorsalmente por escamas pequenas com raras excessoes (FERRAREZI,
1994). As espécies podem ser viviparas ou oviparas, e 0 comprimento do corpo pode variar
desde 1,0 m até espécies maiores que 1,7 m (Daboia russelii) (POUGH et al., 2004).

A subfamilia Crotalinae apresenta cerca de 18 géneros, 156 espécies distribuidas pelas
Américas, leste da Asia (Japdo e India), Filipinas e Ilhas da Indonésia. Os géneros mais
representativos de Crotalinae sdo: Agkistrodon, Bothriechis, Bothrops, Calloselasma,
Cerrophidion, Crotalus, Deinagkistrodon, Gloydius, Hypnale, Lachesis, Ovophis,
Porthidium, Sistrurus, Trimeresurus, Tropidolaemus (POUGH et al., 2004). A caracteristica
exclusiva da subfamilia é a presenca de fosseta loreal, orgdo termossensivel que permite a

captacdo de variacGes de temperatura no ambiente (WUSTER et al., 2008). Os maiores


http://pt.goldenmap.com/Crotalinae
http://pt.goldenmap.com/Bothriechis
http://pt.goldenmap.com/Bothrops
http://pt.goldenmap.com/Crotalinae
http://pt.goldenmap.com/Crotalinae
http://pt.goldenmap.com/Crotalus
http://pt.goldenmap.com/Crotalinae
http://pt.goldenmap.com/Crotalinae
http://pt.goldenmap.com/Crotalinae
http://pt.goldenmap.com/Lachesis
http://pt.goldenmap.com/Crotalinae
http://pt.goldenmap.com/Crotalinae
http://pt.goldenmap.com/Crotalinae
http://pt.goldenmap.com/Trimeresurus
http://pt.goldenmap.com/Crotalinae
http://iwanhx.blogspot.com.br/2010/10/azemiops-update.html
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crotalineos ultrapassam o comprimento de 3,5 metros (Lachesis), e geralmente sdo viviparos
exceto Calloselasma, Ovophis, Lachesis e Trimeresurus que sédo oviparos (POUGH et al.,
2004).

1.1.1 Género Bothrops

Os botropoides sul-americanos (Viperidae) compreendem um grupo de serpentes
muito diverso que, inicialmente, eram incluidos no género Bothrops e depois foram
classificados em cinco géneros: Botrocophias, Bothriopsis, Bothropoides, Rhinocerophis e
Bothrops. A filogenia do grande grupo de botropdides sul-americanos ja passou por diversas
revisdes taxondmicas (WERMAN, 1992; SALOMAO et al., 1997; PARKINSON, 1999;
WUSTER et al., 2002; FENWICK et al., 2009; CARRASCO et al. 2012), mas ainda ndo esta
totalmente elucidada. De acordo com a ultima revisdo taxonémica, proposta por Carrasco e
colaboradores (2012), apenas a linhagem correspondente ao género Botrocophias foi
considerada como um grupo monofilético na base dos botropoides sul-americanos. Por
conseguinte, 0s autores propuseram a sinonimizacdo de Bothriopsis, Bothropoides e
Rhinocerophis com Bothrops. O género Bothrops foi entdo considerado como um grupo
monofilético suportado por cinco sinapomorfias: espaco interorbital/largura maxima da
cabeca, largura minima entre escamas frontais, comprimento da escama frontal, escamas
internasais em contato e escama parietal em forma quadrangular.

O género Botrhops atualmente compreende 42 espécies (Carrasco et al., 2012), com
caracteristicas morfoldgicas e ecoldgicas bem diversificadas. Os representantes deste género
possuem a cauda sem maiores modificacOes, geralmente com escamas subcaudais em pares
(MELGAREJO, 2009), e os juvenis de algumas espécies apresentam a cauda com coloracao
clara, que geralmente escurece com o amadurecimento (CAMPBELL & LAMAR, 2004). As
espécies apresentam denticdo do tipo solendglifa, fosseta loreal e grande variagdo no padrédo
de coloragdo (MELGAREJO, 2009). As serpentes do género possuem habito noturno, no
entanto, algumas espécies que habitam regiGes em altitudes elevadas sdo ativas durante o dia
(CAMPBELL & LAMAR, 2004).

As serpentes botropicas sdo conhecidas comumente como jararacas e amplamente
distribuidas nas regiGes tropicais da América Latina, partes do sul das ilhas menores do
Caribe, Santa Lucia e Martinica (CAMPBELL & LAMAR, 2004). O habito generalista da
maioria das espécies é um dos fatores responsaveis pela alta abundancia nos mais diversos
habitats (MARTINS et al., 2002). Algumas espécies com distribui¢des relativamente largas

sdo a principal causa de acidentes ofidicos no continente (WARRELL, 2004), dentre essas B.
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atrox é o viperideo mais frequente na regido amazobnica, e certamente é considerada a

principal causadora de acidentes ofidicos na Regido Norte do Brasil (MELGAREJO, 2009).

1.1.2. Bothrops atrox

Bothrops atrox (Figura 1) é encontrada nas planicies tropicais da América do Sul e
leste dos Andes, no sudeste da Coldmbia, sul e leste da Venezuela, Guiana, Suriname, Guiana
Francesa, leste do Equador, leste do Peru, norte da Bolivia e no norte do Brasil, e também
ocorre na ilha de Trinidad (CAMPBELL & LAMAR, 2004).

Quanto a dieta alimentar de B. atrox esta € bem diversificada, e inclui pequenos
mamiferos, aves, sapos e lagartos (MARTINS et al., 2002). B. atrox € encontrada com maior
frequéncia em areas proximas a rios, corregos e igarapés (MELGAREJO, 2009), habita
principalmente o chdo das matas, embora os juvenis sejam mais abundantes sobre a vegetacéo
baixa (OLIVEIRA & MARTINS, 2001). Além disso, esta serpente pode ser encontrada com
frequéncia em areas cultivadas, campos Umidos e em torno de habitacbes humanas
(CAMPBELL & LAMAR, 2004).

Os adultos de B. atrox apresentam comprimento entre 75-125 cm. A coloracdo dorsal
é extremamente variavel e pode ser oliva, marrom, cinza, amarelo ou, raramente amarelo
enferrujado (CAMPBELL & LAMAR, 2004). O padrdo ventral encontrado varia entre
branco, creme, cinza ou amarelado, com manchas escuras que aumentam posteriormente e
manchas escuras paraventrais em escalas alternadas. A faixa pos-ocular geralmente sem
margem branca, focinho ligeiramente agudo, supralabiais geralmente com pintas escuras.
(CAMPBELL & LAMAR, 2004).
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Figura 02. A) Juvenil e adulto de Bothrops atrox (extraido de TURCI et al, 2009). B) Distribui¢do da
espécie no norte da América do Sul (extraido de CAMPBELL E LAMAR, 2004).

1.2 Pegonha de Serpentes

As serpentes peconhentas no decorrer do processo evolutivo dos colubroides
adquiriram a capacidade de produzir, secretar e inocular toxinas capazes de subjugar suas
presas. A peconha das serpentes é produzida por um par de glandulas exdcrinas localizadas

junto a margem inferior da mandibula superior destes animais (FOX & SERRANO, 2008),
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que evoluiu a partir de células serosas da glandula oral posterior (KOCHVA, 1987). Em
adicdo a evolucdo quimica das peconhas, diversas modificacdes na denticdo e morfologia
cranial surgiram para o desenvolvimento de um mecanismo extraordinario de injecdo
hipodérmica (POUGH et al., 2004). Assim a sofisticacdo do aparato inoculador juntamente
com a evolucdo de toxinas letais proporcionaram as serpentes uma grande vantagem no
processo evolutivo (RAMOS & SELISTRE-DE-ARAUJO, 2006), no qual a dieta alimentar
desempenhou um papel central na radiacdo adaptativa dessas serpentes (CALVETE et al.,
2009).

A glandula de pegonha secreta uma mistura complexa de moléculas de diferentes
naturezas quimicas adaptadas pela selecdo natural para atuar em sistemas vitais da presa
(CALVETE et al., 2009). As peconhas constituem conjuntos de peptideos e proteinas (mais
de 90% do peso seco), compostos organicos com baixo peso molecular e alguns ions, como
calcio, cobalto, ferro, fosforo, potassio, magnésio, manganés, sédio e zinco (MARKLAND,
1998; RAMOS & SELISTRE-DE-ARAUJO, 2006).

De acordo com os efeitos toxicos mais intensos as peconhas de serpentes sao
classificadas em neurotdxicas ou hemorragicas. O primeiro grupo compreende as peconhas de
serpentes elapidicas (mambas, cobras e serpentes australianas), e o segundo grupo as de
viperideos (CALVETE et al., 2005). Entre as familias de proteinas presentes nas peconhas de
viperideos se destacam: metaloproteinases, serinoproteinases (SVSPs), L-aminoacido
oxidases (LAOOs), fosfolipases A, (PLA), lectinas tipo-C (CLEC), dentre outras
(CALVETE et al., 2009).

A maioria das familias de proteinas que comp&dem as peconhas de viperideos participa
do quadro hemorragico, interferindo de diferentes formas na coagulagdo sanguinea e na
agregacao plaguetaria. As metaloproteinases degradam os componentes da membrana basal
dos capilares sanguineos, com consequente extravasamento de sangue pelo rompimento dos
capilares (GUTIERREZ et al., 2005). As PLA; causam lesdes e necrose nas fibras musculares
(GUTIERREZ E RUCAVADO, 2000) e juntamente com as metaloproteinases estimulam a
resposta inflamatoria local com inducéo da producéo de citocinas, inducdo de edema e influxo
leucocitario (TEIXEIRA et al., 2003; MOURA-DA-SILVA et al., 2007; ZYCHAR et al.,
2010) que estariam indiretamente envolvidos na necrose tecidual ocorrente nos
envenenamentos (LAING et al., 2003). As SVSPs afetam a agregagdo plaquetaria, clivam o
fibrinogénio e atuam na ativacéo de protrombina (CHUDZINSKI-TAVASSI et al., 2009). As
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CLEC ligam-se aos fatores Il, IX e X da coagulacdo e formam complexos que blogueiam a
ativagdo dos fatores subsequentes da coagulacdo (CASTRO et al., 2003; LI et al., 2005). As
LAOOs influenciam a agregacdo plaquetaria, ativam (RODRIGUES et al., 2009) ou inibem a
agregacdo (SUN et al., 2010).

1.2.1 Metaloproteinases de peconhas de serpentes (SVMPs)

As metaloproteinases de peconha de serpente (SVMPs- Snake Venoms
Metalloproteinases) sdo um dos principais alvos de pesquisas, pois desempenham um papel
fundamental no envenenamento por viperideos. As SVMPs constituem um grande grupo de
proteases metais-dependentes. Os metais, principalmente os cations divalentes, como o célcio
e 0 zinco, desempenham um papel critico na atividade proteolitica e consequentemente na
atividade bioldgica dessas proteases (FOX & SERRANO, 2009). As SVMPs juntamente com
as ADAMs (A Disintegrin  And  Metalloproteinase) formam a  familia
adamalisinas/reprolisinas (M12b), pertencente ao cla das Metzincinas (BALABAN et al.,
2012). Essas enzimas possuem em comum um dominio de ligacdo de zinco, e um residuo
conservado de metionina que esta localizado na porcédo C-terminal do sitio de ligacdo com o
zinco (HEGE & BAUMANN, 2001). O sitio ligante de zinco do grupo Metzincina (Figura 3)
tem uma sequéncia de aminoacidos comum em todas as subfamilias (HEBXHXBGBXHZ) no
qual H representa a histidina; E, o acido glutamico; G, a glicina; B, um residuo hidrofébico;
X, um aminodcido qualquer e Z, um aminoacido diferente entre as quatro subfamilias, mas é
conservado dentro de cada subfamilia especifica (MARKLAND, 1998).

Usualmente G, exceto nas astacinas

¢ Reprolisinas
8§ Astacinas
A MMPs

g Seralisinas
D Reprolisinas
E Astacinas
S MMPs

P Serralisinas

Figura 3: Representacdo esquematica da estrutura do sitio ativo das metaloproteinases do cld das
metzincinas (Adaptada de FOWLKES e WINKLER (2002).

De acordo com a organizacdo de seus dominios e a presenca ou auséncia destes, as
SVMPs sdo classificadas em trés classes: Pl, Pll e Plll (Figura 4) (FOX & SERRANO, 2008).
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A classe Pl tem apenas um dominio metaloproteinase, a PIl apresenta o dominio
metaloproteinase e um dominio disintegrina, a classe PII1 possui um dominio rico em cisteina
(Cys-rich) em adicdo aos dominios metaloproteinase e tipo disintegrina (Disintegrin-like).
Evolutivamente a formacdo das estruturas das SVMPs de viperideos é caracterizada pela
perda repetida de dominios, a perda do dominio rico em cisteina de P-111 precede a formacéo
de uma estrutura P-11, que por sua vez precede a evolucdo de estrutura Pl, com a perda do
dominio disintegrina (MOURA-DA-SILVA et al., 1996).

As SVMPs sdo sintetizadas no citoplasma das células secretorias, transferidas para o
reticulo endoplasmético, em seguida para o complexo de Golgi e depois transportadas para o
limen da glandula de peconha através de vesiculas secretorias (FOX & SERRANO, 2008).
Durante o transporte pelo reticulo endoplasmaético o peptideo sinal das proteinas é removido,
ja no complexo de Golgi ocorrem as modificacdes pds-traducionais como ativacdo enzimatica
pela remocdo do segmento pro-proteina (Pro), e clivagem entre os dominios metaloprotease e
disintegrina, que geram as diferentes subclasses (Pla, Plla, PlIb, Pllc, Plid, Plle, Pllla, Pllib,
Plllc e PlIld) como mostrado na figura 2 (FOX & SERRANO, 2008).

Pla @3 Proulmu{ s m Atrolysin B, C, D
7 —_— Atrolysin E
L [EY P RN Proteinasel s Proteinase( S | I e e
210X P BN Proteinase! S | Jerdonitin
Pdlc x (e Bilitoxin
pdid -Prohi ( p— ? + Homodimeric RGD=Dis
~  Dis Contortrostatin
D4 ' P
c o 4 + Heterodimeric RGD-Dis
Pdle @3 -thlnuc( s - - Acostatin
yS:

LZUEY P BB Proteinase( S (ke Rith

&ga.v.‘-‘,

XY P (NBEEIN Proteinase( s (el Rith PProteinasel s (el Ki

Figura 4. Estrutura das classes de SVMPs e suas subclasses apds modificagdes pos-traducionais (FOX &
SERRANO, 2008). P: peptideo sinalizador; Pro: segmento da pro-proteina, removido durante sua ativagio; S:
espacgador; Proteinase: sequéncia HEBXHXBGBXH; Dis: dominio disintegrina; Dis-like: dominio semelhante
a disintegrina; Cys-rich: dominio rico em cisteina; Lec: lectina tipo-C; (?): produto processado, mas ndo
identificado na pegonha.
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As metaloproteinases da classe I (PI) apresentam na forma madura entre 20 e 30 kDa,
e podem ter diversas atividades biologicas como fibrino(geno)litica, hemorragica,
mionecrotica, inflamatéria, pré-apoptética, ativadora de protrombina, além de inibicdo da
agregacio plaquetaria (RAMOS & SELISTRE-DE-ARAUJO, 2006; MOURA-DA-SILVA et
al., 2007). Diversas SVMPs de classe Pl ja foram isoladas da peconha de B. atrox, como a
atroxlysin-l, com massa molecular de 23 kDa, que foi purificada da peconha proveniente do
Peru (SANCHEZ et al., 2010). A atroxlysin-1 desempenha papel na digestdo e degradacdo dos
tecidos, além de ter especificidade seletiva para proteinas plasmaticas, colageno tipo | e IV,
laminina e outros. A batroxase uma isoforma da atroxlysin-1 foi isolada da pegonha de B.
atrox proveniente do Brasil (Estado do Para), com forte atividade fibrinolitica (CINTRA et
al., 2012). Patino e colaboradores (2010) purificaram da peconha de B. atrox proveniente da
Colémbia a Batx-l, por meio das técnicas cromatograficas por troca idnica e afinidade. A

Batx-1 é uma SVMPs-PI com fraca atividade hemorragica e fibrinogenolitica.

As SVMPs da classe PIl sdo distinguidas por possuirem na forma ndo processada o
dominio metaloprotease ligado ao dominio disintegrina que, na maioria dos casos, apds o
processamento proteolitico sdo encontrados na peconha de forma independente (FOX &
SERRANO, 2008). A massa molecular da classe P-1l com atividade catalitica varia entre 30 e
60 kDa. As disintegrinas livres monomeéricas podem apresentar de 40 a 84 aminoacidos e as
diméricas, em torno de 67 residuos em cada subunidade (CALVETE et al., 2005). As
disintegrinas possuem uma sequéncia conservada de aminoacidos RGD (arginina-glicina-
asparagina) e inibem a agregagdo plaquetaria ao se ligarem a integrina apPs que tem papel

fundamental na agregacao plaquetaria (ANDREWS et al., 2001).

A classe Pl geralmente pode ser encontrada na forma processada com a presenca dos
trés dominios, e apresenta massa molecular entre 60 e 100 kDa, ou ainda apenas com 0s
dominios disintegrina e rico em cisteina (FOX & SERRANO 2008; MARKLAND &
SWENSON, 2012). Além disso, esta classe pode apresentar duas cadeias polipeptidicas
conectadas por ligacdes dissulfeto, sendo que uma das cadeias é constituida pelos trés
dominios caracteristicos das enzimas PIII e a outra por lectina tipo-C (FOX & SERRANO,
2008). As toxinas da classe Pl sdo altamente hemorragicas, atuando em células endoteliais,
possuem atividade pré-inflamatdria e inibem a agregacdo plaquetaria dependente de colageno
(MOURA-DA-SILVA et al., 2007). Da peconha de B. atrox foi isolado uma SVMP de classe
PIIl, com massa molecular de 55 kDa, que sofre degracdo proteolitica e gera um fragmento

proteico com apenas 0s dominios tipo disintegrina e rico em cisteina (PETRETSKI et al.,
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2000). Tavares e colaboradores (2008) descreveram trés sequéncias de SVMPs-PIII
(Batroxtatin 1, 2 e 3), provenientes do RNAm da glandula de peconha de um dnico espécime

de B. atrox coletado na Serra de Itapipoca (Ceara/Brasil).

1.2.2 Variabilidade na composicao da peconha de B. atrox

A composicdo das peconhas aparentemente € o reflexo da sua funcdo (CASEWELL et
al., 2013), na qual quando utilizadas para o forrageamento apresentam alto grau de variacdo
(FRY et al., 2009), o que possibilita as serpentes peconhentas a capacidade de adaptacéo a
diferentes nichos ecoldgicos (GIBBS et al., 2011). A variabilidade das peconhas pode ser
verificada entre as diferentes espécies, mas também de forma intraespecifica, representada por
variagbes ontogenéticas (SALDARRIAGA et al., 2003, GUERCIO et al., 2006), ligadas ao
sexo (MENEZES et al., 2006), ou conforme a distribuicio geografica (ALAPE-GIRON et al.,
2008). Embora os mecanismos de selecdo genética estejam envolvidos nos indices de
variabilidade intra-especificas (GIBBS et al., 2009), fatores ambientais como o tipo de
alimentacéo utilizado pelas serpentes, podem influenciar na abundancia relativa de classes
distintas de toxinas (GIBBS et al., 2011).

Nunez e colaboradores (2009) apresentaram uma analise comparativa dos proteomas
de amostras da pegconha de B. atrox da Colémbia, Brasil, Peru e Equador, onde os resultados
evidenciaram a existéncia de duas peconhas (norte e sul) com fenétipos geograficamente
diferenciados. Na peconha proveniente da Colombia as SVMPs da classe Pl e PLA;
representam as toxinas mais abundantes. No entanto, as pe¢onhas oriundas do Brasil, Equador
e Peru possuem um predominio de SVMPs da classe PIIl. Neiva e colaboradores (2009)
analisaram transcriptomas da glandula de pegonha de espécimes de B. atrox capturados na
regido de Manaus (Amazonas-Brasil) e confirmaram o mesmo padrdo descrito por Nunez e

colaboradores (2009) na composic¢do da pecgonha.

As diferencas na composicdo da peconha de B. atrox, também foram encontradas por
Calvete e colaboradores (2011). Os autores analisaram o perfil cromatografico de pegonhas
provenientes dos seguintes locais: Colémbia (Magdalena Medio (Antioquia “Department”));
Venezuela (El Pauji (Orinoquia) e Puerto Ayacucho (Amazoénia)); e Brasil (Sdo Gabriel da
Cachoeira e Presidente Figueiredo (Amazonas), Sdo Bento (Maranhdo) e Monte Alegre,
Ananindeua, Santa Isabel, Tucurui, Icoaraci, Barcarena, Acard, Belém, Ilha de Mosqueiro, e

Santarém (Pard)). As peconhas das serpentes coldmbianas e venezuelanas analisadas
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demonstraram possuir um fenotipo com perfil ontogenético, com predominancia de SVMPs
classe P-1 e PLA;s, enquanto que as peconhas obtidas de serpentes coletadas nas diferentes
regides brasileiras apresentaram fenétipos pedomorficos, com predominancia de SVMPs

classe P-III.

As peconhas coletadas nos Estados brasileiros do Amazonas (S&do Gabriel de
Cachoeira, e Presidente Figueiredo), Maranhdo (Sdo Bento) e Para (Monte Alegre, Santarém,
Ananindeua, Santa Isabel, Tucurui, Icoaraci, Barcarena, Acard, Belém, e Ilha de Mosqueiro)
apresentaram um perfil cromatografico muito similar e composicdes relativas de toxinas das
mesmas familias. Estas peconhas partilham seis classes de toxinas: SVMPs das classes Pl e
PI, PLA;, SVSPs, LAOOs e proteina secretéria rica em cisteina (CRISP). Em adicdo, as
peconhas oriundas de Acard, Icoaraci e Sdo Gabriel da Cachoeira contém CLEC. As SVMPs-
PIIl sdo as toxinas mais representativas em todas essas peconhas, e compreendem mais de
50% do total de proteinas. Em particular, as amostras de serpentes coletadas em Santarém
apresentaram 69% dessas toxinas (CALVETE et al., 2011). Sousa e colaboradores (2013)
também avaliaram a composicdo da peconha proveniente da regido Oeste do Para (Floresta

Nacional do Tapajos) e verificaram a presenca de 42% de SVMPs de classe PlII.

Vale salientar que a maioria das SVMPs isoladas nos trabalhos anteriores sio da classe
P-I, que embora mantenham a atividade catalitica, ndo possuem atividade hemorragica
consideravel. Dessa forma, dada a abundancia de SVMPs da classe P-Ill nas peconhas
oriundas de Santarém, a grande participacdo das mesmas no quadro hemorragico e a alta
incidéncia de acidentes ofidicos na regido o isolamento dessas toxinas é extremamente

importantes na compreensdo dos envenenamentos da regiéo.

2. Objetivos
2.1 Objetivo Geral

o Isolar e avaliar as atividades bioldgicas de SVMPs da classe P-I1l da pe¢onha
de B. atrox, proveniente da Floresta Nacional do Tapajds e do serpentéario do

Instituto Butantan.
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2.2 Objetivos Especificos

o Comparar os perfis eletroforético e cromatograficos de dois pools de pegonha
de B. atrox extraidos de espécimes provenientes da Floresta Nacional do
Tapajos e do serpentario do Instituto Butantan;

o Isolar SVMPs (PIlI) da pegonha de B. atrox extraida de espécimes provenientes
da Floresta Nacional do Tapajos e do serpentario do Instituto Butantan, por
meio das técnicas cromatograficas por interacdo hidrofobica e por troca
anionica;

o Determinar a sequéncia das SVMPs isoladas por espectrometria de massas;

o Avaliar as atividades bioldgicas das SVMPs isoladas: atividade hemorragica,

atividade fibrinolitica, inibicdo da agregacéo plaquetaria e atividade coagulante.
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RESUMO

A serpente Bothrops atrox € a principal causadora de acidentes ofidicos na Amaz6nia
brasileira. A composic¢do da peconha dessa espécie sofre variagdes em funcdo do crescimento
e localizagdo geografica, sendo que as metaloproteinases de pegonha de serpentes (SVMPS)
s80 0s componentes mais abundantes dessa peconha. As SVMPs sdo responsaveis pela
hemorragia, o sintoma mais caracteristico do envenenamento botrépico. Nesse estudo, foram
avaliados dois pools de peconha total de B. atrox, provenientes de ambiente natural (Floresta
Nacional do Tapajos- PA, Brasil) e de cativeiro (serpentario do Instituto Butantan-SP, Brasil).
As diferencas na composicdo dos dois pools de peconha foram avaliadas por cromatografia de
fase reversa. Alem disso, foram isoladas duas isoformas de SVMPs de classe PIIlI por
cromatografia de interacdo hidrofobica e troca aniénica dos pools avaliados. Os pools de
peconhas exibiram perfis cromatograficos similares, porém com diferencas quantitativas na
expressdo de fosfolipases A,, SVMPs classe P-1 e serinoproteinases, que predominaram na
peconha da area de floresta. Em ambos os casos, as SVMPs foram as toxinas majoritarias nas
peconhas de serpentes dos dois ambientes. As SVMPs-PIII isoladas exibiram atividade
hemorragica elevada e capacidade de degradar a fibrina de maneira dose dependente. No
entanto, apenas a isoforma presente na peconha oriunda de espécimes de cativeiro exibiu
atividade pro-coagulante em presenca de calcio. Apés o isolamento das SVMPs de classe P-
Il e sequenciamento com mais de 50% de cobertura, ndo foi possivel detectar diferencas
estruturais entre elas ou com a jararagina (SVMPs-PIIl de Bothrops jararaca). Quando
comparadas as SVMPs de B. atrox e B. jararaca, apenas a jararagina foi capaz de inibir a
agregacao plaquetaria induzida por coladgeno, o que sugere a presenca de diferencas entre as
moléculas, seja nas regifes que ndo foram sequenciadas ou glicosilacdo. Assim foi isolada
uma nova SVMP de classe PIII da pegonha de B. atrox muito similar em estrutura com a
jararagina, porém sem atividade de inibicdo agregacdo plaquetaria.

Palavras-chave: Bothrops atrox; SVMPs-PIII; hemorragia; cativeiro; floresta.

1. Introducéo

O género Bothrops (Familia Viperidae, Subfamilia Crotalinea) compreende 42 espécieS
de serpentes (Carrasco et al., 2012), distribuidas pela América Latina, desde o nordeste do

México a Argentina, e partes do sul das ilhas do Caribe (Campbell e Lamar, 2004). No Brasil,
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segundo dados do Ministério da Satde no ano de 2012 o género Bothrops foi responsavel por
75% dos acidentes ofidicos, e a Regido Norte do pais apresentou cerca de 34% de todos 0s
acidentes botrépicos notificados (MINISTERIO DA SAUDE, 2014
<http://dtr2004.saude.gov.br/sinanwebr>). Bothrops atrox é o viperideo mais frequente na
regido amazonica, e certamente é considerada a principal causadora de acidentes ofidicos na
Regido Norte do Brasil (Melgarejo, 2009).

Acidentes ocasionados por espécies do género Bothrops sdo caracterizados por efeitos
patolégicos locais que se desenvolvem rapidamente apds a picada, e dependendo da
severidade do caso podem resultar em dano tecidual e algumas sequelas (Rucavado et al,
2008). Os efeitos locais frequentemente incluem dor, hemorragia, edema, mionecrose e
inflamacéo no local da picada (Warrell, 2004). A hemorragia um dos principais sintomas é
ocasionada pela acdo de metaloproteinases presentes nas pegonhas de serpentes, que atuam
degradando componentes da membrana basal dos capilares (Gutierrez et al., 2005; Moura-da-
Silva et al., 2007).

As metaloproteinases de peconha de serpentes (SVMPs- Snake Venom
Metalloproteinases) sdo enzimas zinco-dependentes, e juntamente com as ADAMs (A
Disintegrin And Metalloproteinase) formam a familia adamalisinas/reprolisinas (M12b),
pertencente ao cl@ das Metzincinas (Balaban et al., 2012). As metzincinas sdo caracterizadas
pela presenca de um residuo conservado de metionina, localizado na porcdo C-terminal do
sitio de ligacdo com o zinco (Hege e Baumann, 2001). O sitio ligante de zinco do cla
metzincina tem uma sequéncia de aminoacidos comum em todas as familias
(HEBXHXBGBXHZ) (Markland, 1998). De acordo com a organizagdo de seus dominios e a
presenca ou auséncia dos dominios ndo-protease, as SVMPs sdo distribuidas em trés classes:
PI, P1l e PIII (Fox e Serrano, 2008). A classe Pl tem apenas um dominio metaloprotease, a Pll
apresenta o dominio metaloprotease e um dominio disintegrina, a classe PIIl possui um
dominio rico em cisteina, em adicdo aos dominios metaloproteinase e tipo disintegrina (Fox e
Serrano, 2008).

A capacidade de produzir hemorragia, uma caracteristica das SVMPs de classe PIII, é
considerada a assinatura das peconhas de viperideos (Fox e Serrano, 2005). A peconha de
Bothrops atrox mantém essa predominancia, porém algumas variaces ontogenéticas e

geograficas na sua composicdo foram descritas para a espécie (Lopez-Lozano et al., 2002;
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Saldarriaga et al., 2003; Salazar et al., 2007; Alape-Girdn et al., 2008, Neiva et al., 2009;
Calvete et al., 2011). O tipo de alimentacdo das serpentes também pode ser uma fator que
influencia na abundancia relativa de classes distintas de toxinas (Gibbs et al., 2011). Neste
trabalho, avaliou-se a composicdo da peconha de B. atrox de dois ambientes diferentes,
natural (Floresta Nacional do Tapajos- PA, Brasil) e de cativeiro (serpentario do Instituto
Butantan-SP, Brasil). Além disso, foi realizado o isolamento e a caracterizacéo das atividades

biolégicas de metaloproteinases hemorragicas da peconha de B. atrox.

1. Material e Métodos

2.1 Pegonha

Neste trabalho foi utilizado um pool de peconhas da serpente B. atrox proveniente da
Floresta Nacional do Tapajos (FLONA), Para, Brasil, (Licenca SISBio 32098) coletada pelo
grupo de pesquisa do Laboratério de Pesquisas Zoologicas- LPZ das Faculdades Integradas
do Tapajos-FIT, o qual é coordenado pelo prof. Hipocrates Chalkidis. Um segundo pool
peconha proveniente do biotério do Laboratorio de Herpetologia do Instituto Butantan (1B),
S&o Paulo, Brasil foi utilizado. Neste ultimo, as serpentes utilizadas na coleta da pegonha
nasceram em cativeiro e os espécimes que originaram a col6nia foram trazidos de Sdo Bento,

Maranhao, Brasil.

2.2 Fracionamento cromatografico da peconha de B. atrox
2.2.1 Fracionamento em coluna de fase reversa

As peconhas de B. atrox foram fracionadas em coluna de fase reversa semipreparativa
(Coluna C-18, Vydac, 10 pum, 4,6 mm i.d. x 250 mm), em sistema de Cromatografia Liquida
de Alta Eficiéncia-CLAE (Shimadzu, Japdo). Amostras de 5 mg da peconha dos espécimes
tanto da FLONA quanto do IB foram dissolvidas em 500 pL de 0,1% de &cido trifluoroacético
(TFA) em agua. Em seguida, a mistura foi centrifugada a 18.400 g por 10 minutos e 0
sobrenadante foi aplicado na coluna previamente equilibrada com a mesma solugdo. Os
parametros para eluicdo foram fluxo de 2 mL/min, detec¢do UV214nm, € Sistema gradiente com
a concentragdo de 0 a 100% da solugdo B (acetonitrila), durante 100 minutos. O gradiente foi
segmentado em 6 etapas:

1- 0a5min:5% de B
2- 5al15min:5%a 15% de B
3- 15a 75 min: 15% a 45 % de B
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4- 75a85min:45%a70% de B
5- 85290 min: 70 % a 100 % de B
6- 90 a 100 min: 100 % de B
As fracOes foram coletadas manualmente e submetidas ao um speed vac (evaporador
centrifugo a vacuo) por 30 min para evaporacdo da acetonitrila, e analisadas pela massa
molecular relativa por eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE) em presenca de dodecil

sulfato de sddio (SDS) em condicdes ndo redutoras.

2.2.2 Isolamento das metaloproteinases (SVMPS)

O isolamento das toxinas de interesse foi realizado em cromatégrafo liquido (GE,
modelo AKT Aexplorer 10S) equipado com detector UV-VIS. Foram utilizadas as técnicas de
separacdo cromatografica por interacdo hidrofobica e por troca idnica, em diferentes sistemas
de tampao e gradientes de elui¢do, sob monitoramento da absorbancia a UV 2gonm. Os métodos
utilizados para isolamento de SVMPs da pegonha de B. atrox foram realizados conforme
metodologia descrita por Paine e colaboradores (1992) e Moura-da-Silva e colaboradores

(2003) e sdo descritos abaixo.

2.2.2.1 Primeira etapa de purificagdo

Cerca de 86 mg da peconha de B. atrox do IB e FLONA foram dissolvidas em 1,075
mL de agua milli-Q e o material centrifugado a 13.780 g por 10 min. Apds a centrifugacdo, ao
sobrenadante foi adicionado 1,075 mL do tampéo de diluicdo em pH 7,4 (20 mM de Tris-HCI
+ 2 M de (NH;),SO4 + 1 mM de CaCly,), no qual ficou em uma concentracdo de 1 M de
(NH4)2SO4. A amostra foi injetada manualmente no cromatédgrafo (loop de 2 mL). Para esta
etapa foi utilizada a coluna Hitrap Phenyl FF low sub (5 mL 1,6 x 2,5 cm, GE Healthcare)
como fase estacionaria, e como fase movel o tampédo A (20 mM Tris-HCI + 1,2 M (NH,)2SO,4
+ 1 mM CaCl;, pH 7,4) e o tampao de eluicdo B (20 mM Tris-HCI + 1 mM CaCl, pH 7,4). Os
parametros para eluicdo foram fluxo de 1 mL/min, deteccdo UVagonm, € Sistema de eluicdo
com gradiente de 0 a 100% do tampdo B, durante 80 minutos. Durante todo o processo de
purificacdo as amostras de peconha e fragdes isoladas foram mantidas em gelo.

As fragBes resultantes da eluicdo cromatografica foram avaliadas quanto a presenca ou
auséncia da atividade hemorragica como descrito no item 2.7.2, e analisadas pela massa

molecular relativa por SDS-PAGE, em condi¢Ges néo redutoras.
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2.2.2.2. Segunda etapa de purificacao

As fracdes eluidas na primeira etapa de purificagdo que apresentaram atividade
hemorragica foram dialisadas contra tampao de dialise (20 mM Tris-HCI + 1 mM CaCl, pH
6,8). Apods a didlise as amostras foram injetadas manualmente (loop 2mL) no cromatografo,
acoplado a coluna de troca anidnica Mono Q™ 5/50 GL (1 mL 5x50 mm, GE Healthcare) e
como fase movel foram utilizados o tampédo A (20 mM Tris-HCI + 1 mM CaCl,) e o tampao
de eluicdo B (20 mM Tris-HCI + 1M NaCl + 1 mM CacCl,) ambos no mesmo pH do tampéo
de dialise. Os parametros para eluicdo foram fluxo de 1 mL/min, deteccdo UVogonm, € Sistema
de eluicdo com gradiente de 0 a 100% do tampdo B, durante 61 minutos. O gradiente foi
segmentado em 4 etapas:

7- 0allmin:0%deB

8- 11a51 min: 0% a 25% de B

9- 51 a56 min: 25% a 100 % de B
10-56 a 61 min: 100 % de B

As fracdes resultantes da eluicdo cromatografica foram analisadas pela massa
molecular por SDS-PAGE, e avaliadas a presenca ou auséncia da atividade hemorragica como

descrito no item 2.7.2.

1.3 Determinacdo quantitativa de proteinas
A concentracdo de proteinas presente na peconha e nas fragbes isoladas foi
determinada pelo método de Bradford (1976), e a albumina sérica bovina (BSA) como padréao

para quantificacdo.

1.4 Eletroforese em gel de poliacrilamida em presenca de SDS (SDS-PAGE)

A determinacdo da massa molecular das proteinas de interesse foi realizada por meio
de SDS-PAGE, conforme metodologia descrita por Laemmli (1970). As amostras de pegonha
e SVMPs isoladas foram diluidas em tampdo de amostra (Fosfato de Na 1M; 10% de SDS;
50% de glicerol; 0,1% de azul de bromofenol) na presenca ou auséncia de agente redutor
(ditiotreitol-DTT), fervidas em banho-maria durante 5 minutos e aplicadas em um gel de
poliacrilamida (4% para o gel de empilhamento e 12,5% para o gel de resolucdo). A seguir, as
mesmas foram submetidas a eletroforese com amperagem constante de 35 mA e voltagem de
180 V. O gel resultante foi corado com azul de Comassie (0,1% de brilhant blue R-250; 25%
de metanol; 5% de acido acético) e descorado com solucéo descorante (metanol 37% + &cido

acético 10%). O padrdo de massa molecular (GE Healthcare) utilizado para comparacao
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apresentava as seguintes proteinas: fosforilase B (97 kDa), albumina sérica bovina (66 kDa),
ovoalbumina (45 kDa), anidrase carbonica (30 kDa), inibidor de tripsina (20,1 kDa) e a-
lactalbumina ( 14,4 kDa).

1.5 Autolise das SVMPs isoladas

A avaliacdo da autdlise das SVMPs isoladas foi baseada na metodologia descrita por
Moura-da-Silva e colaboradores (2003). As amostras foram incubadas a 37 °C na
concentracao de 0,5 mg/mL em tampdo pH 6,8 (20mM Tris/HCI + 150 mM de NaCl + 1 mM
CaCly) , por 72 h. Aliquotas das amostras foram retiradas em diferentes intervalos de tempo e
a reacdo interrompida com a adigdo do tampéo de amostra com ou sem DTT, e em seguida
foram fervidas em banho-maria por 5 min. Para avaliar os produtos de autélise as aliquotas

foram submetidas a SDS-PAGE (12,5%) realizada como descrito no item 2.4.

2.6 Analise por espectrometria de massas

As SVMPs isoladas foram submetidas a SDS-PAGE. Apds os processos de coloracdo
e descoloragdo do gel, as bandas proteicas foram recortadas e transferidas para um tubo, onde
foram cortadas em fragmentos menores. Os fragmentos foram digeridos in gel com tripsina
conforme o procedimento proposto por Hanna e colaboradores (2000) com algumas
modificagdes. Todos os reagentes utilizados foram preparados no momento do uso. As
amostras foram ressuspendidas em 15 pL de acido férmico (0,1%) e analisadas em um
espectrometro de massas sequencial (MS/MS) Linear Trap Quadrupole (LTQ) VELOS
ORBITRAP (Thermo Scientific) acoplado a um sistema de cromatografia liquida EASY-nLC
Il (Proexon Biosystems). A separacdo cromatografica em fase reversa foi realizada em coluna
C18 (75 pm x 100 pm x 1,7 um) com uma pré-coluna C18 (75 pm x 5 mm x 10 um). Para as
corridas foi utilizado um gradiente de 5-40% de acetonitrila em 0,1% de acido formico em 45

minutos sob um fluxo de 300 nL/min.

A aquisicao dos dados foi realizada no modo positivo, e 0s espectros de MS e MS/MS
foram adquiridos na faixa de massa de 200-2000 Da, com fragmentagdo por CID (dissociagdo
induzida por colisdo do inglés collision-induced dissociation) dos 10 ions mais intensos por
scan, com exclusdo dinamica dos ions mais intensos por scan com duragdo de 15 segundos
com repeticbes a cada 30 segundos. A busca no banco de dados e identificacdo de
peptideos/proteinas foi realizada por meio do programa Mascot (Matrix Science) acessado por

meio de um servidor instalado no CAT-Cepid (Mascot Server versdo 2.2). Essas analises
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foram realizadas no Centro de Toxinologia Aplicada do Instituto Butantan, em colaboracao

com a Dr? Solange Serrano.

2.7 Atividades Biologicas
2.7.1 Modelos animais utilizados

Para este projeto foram utilizados camundongos da linhagem Swiss (Mus musculus),
de ambos os sexos, com idade aproximada de dois meses e peso entre 34 e 41g, e ratos da
linhagem Wistar (Rattus norvegicus), machos, com idade aproximada de trés meses e peso
entre 250 e 350 g. Os animais foram mantidos sob condi¢Bes padrdo de biotério (21°C + 2,
foto periodo artificial de 12/12 horas) com livre acesso a dgua e ao alimento. A utilizacdo dos
animais foi aprovada pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade
Federal do Oeste do Para (Protocolo n° 09.002/12).

2.7.2 Atividade hemorragica

A determinacdo da atividade hemorragica das fracGes resultantes de cada eluicdo
cromatografica foi baseada no método descrito por Kondo e colaboradores (1960),
modificado por Gutiérrez e colaboradores (1985). A triagem das SVMPs foi realizada com a
injecdo de 10 pg das fracdes cromatograficas sob a pele da regido dorso-central dos
camundongos por via intradérmica (i.d), em um volume final de 50 pL, sendo que para a
triagem de cada fragdo foram utilizados n=3. Apds trés horas, os animais foram eutanasiados
por inalacdo de CO, a pele do dorso retirada e escaneada para a avaliagdo da éarea
hemorragica por meio de ferramentas de morfologia matematica (Dougherty, 2002). Apés o
isolamento das SVMPs foram testadas as doses de 2, 5, 7,5, 10, 12 e 15 pg para a
determinacdo da dose minima hemorragica (DMH), definida como a menor quantidade de
peconha capaz de induzir um halo hemorragico de 10 mm de diametro (Kondo et al., 1960).
Foram utilizados grupos de trés animais para a determinacdo da DMH dos componentes
purificados. A atividade hemorragica foi expressa pela média e desvio padrdo dos didametros

da area hemorragica (mmg2).

2.7.2.1 Determinacédo do didmetro médio da lesdo hemorragica

A medida do halo hemorragico foi realizada por meio de ferramentas de morfologia
matematica de acordo com Dougherty (2002). A imagem foi digitalizada e salva no formato

RGB, com a sua resolucao e as dimensdes do pixel conhecidas. Um Script Matlab (Gonzalez
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et al., 2009) foi utilizado de forma a ler a imagem e separar as componentes RGB. Cada
componente sofreu ajuste de contrastes e filtragens, de forma a destacar o objeto alvo (halo
hemorragico) em relacdo ao fundo (tecido e lamina). A componente que melhor destaca o
objeto em relagdo ao fundo foi escolhida para ser processada. A seguir um operador de
Limiarizacdo (Guerra et al., 2011) foi aplicado sobre a componente escolhida de forma a
localizar e isolar os pixels que caracterizam o halo hemorragico, e o resultado obtido foi uma
imagem binaria com o objeto isolado. Para eliminar pequenas particulas dispersas e corrigir a
forma do objeto destacado, um operador de abertura foi aplicado sobre a imagem binaria.
Finalmente, o operador de gradiente morfologico é aplicado a imagem binaria tratada, de
forma a destacar o contorno do objeto. O contorno € colocado sobre a imagem original
(formato RGB) de forma a destacar o halo. Ja a &rea e o diametro maior sdo obtidos do objeto,
na imagem binéria, pela contagem de pixels e do célculo de distancias (Dougherty e Lotufo,

2003), e a area do halo hemorragico é expressa em mm2,
2.7.3 Atividade fibrinolitica

A atividade fibrinolitica das proteinas isoladas foi avaliada em placas de fibrina-
agarose de acordo com Jespersen e Astrup (1983) com algumas modificacdes.
Aproximadamente 30 mg de fibrinogénio humano (SIGMA-ALDRICH) foram diluidos em
10 mL de tampéo Tris-HCI 0,05 M, pH 7,3 com 0,2 M de NaCl e 0,05 M de CaCl,. A esta
solucdo foi adicionada trombina bovina (SIGMA-ALDRICH) na concentracdo final de 2000
U/mL e 10 mL de uma solucdo de 2% de agarose diluida no mesmo tampdo. A mistura foi
depositada rapidamente em placas plasticas (100 x 20 mm), mantida em temperatura ambiente
sobre uma superficie previamente nivelada até a polimerizacdo da agarose e a formacédo da
rede de fibrina. Em seguida, doses de 2, 5, 7,5, 10, 12 e 15 pg das proteinas isoladas foram
aplicadas em orificios previamente feitos nas placas de fibrina polimerizada. Apds a
incubacdo por 18 horas a 37°C, os didmetros perpendiculares das areas de lise foram
mensurados, e a area dos halos determinada. A atividade fibrinolitica das proteinas foi
considerada como a area de lise subtraida da area do circulo correspondente ao orificio de
aplicacdo da amostra. Os resultados foram expressos pela média e o desvio padrdo dos

diametros da atividade fibrinolitica (mm?) de trés experimentos independentes.

2.7.4 Atividade Coagulante

A atividade coagulante das fracdes isoladas foi analisada por tromboelastometria por

meio do ROTEM® com quatro canais (Pentapharm GmbH). A coagulacéo foi mensurada por
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meio da representacdo grafica da formacdo e subsequente lise do codgulo. O sangue foi
coletado pela artéria cardtida de ratos machos sedados com uretana (SIGMA-ALDRICH) por
via intraperitonial, com seringas com citrato de sédio 3,8% na razdo de 1/10 (v/v). No teste de
coagulacdo, aliquotas de 300 pL do sangue citratado foram incubadas com 10 pg da peconha
ou fracOes, na presenca ou auséncia de 20 uL de CaCl, (200 mM ), sendo o PBS (tampdo
fosfato-salino) empregado como controle negativo para ambas as condigdes. Cada ensaio foi
realizado durante 30 min e foram medidos 0s seguintes parametros:

- CT (s): tempo de coagulacdo, é o tempo desde o inicio do ensaio até a formacdo de
um codgulo com uma amplitude de 2 mm,;

- CFT (s): tempo de formacdo do coagulo, é o tempo contado a partir do final do CT
até o coagulo atingir uma amplitude de 20 mm;

- a (°): angulo alfa € o angulo da tangente quando a amplitude é de 2 mm;

- MCF (mm): firmeza maxima do coagulo, resultante da interacdo de fibrina,
plaquetas ativadas e fator XIII;

- ML (%): lise maxima é a reducdo maxima da firmeza do coagulo observada apds
estabilizacdo da MCF (dada como uma porcentagem do valor de MCF).

Os dados mostrados sdo representativos de trés experimentos independentes. Esses
experimentos foram realizados no Laboratério de Farmacologia do Instituto Butantan, em

colaboracdo com o Dr. Benedito Carlos Prezoto.

2.7.5 Teste de Inibicdo da agregacao plaquetaria

A capacidade de inibicdo da agregacédo plaquetaria induzida por colageno pelas fracdes
foi avaliada com plaquetas lavadas (PL) de doadores humanos saudaveis. Aproximadamente
60 mL de sangue foram colhidos com 3,8% de citrato de sddio (1/10 v/v) e centrifugados a
130 g por 20 minutos a 24 °C, para a obtencdo do plasma. Para obtencdo das plaquetas
lavadas, o plasma rico em plaquetas (PRP) foi centrifugado por 15 min a 325 g, e apos a
centrifugacdo o sobrenadante foi descartado. Ao pellet foi adicionado 10 mL de tampé&o de
lavagem pH 6,8 (140 mM de NaCl + 10 mM de NaHCO3 + 1 mM de Na;HPO,4 + 2,5 mM de
KCI + 2 mM de MgCl; + 25 mM de NasCgHsO7 + 0,5 mM de CgH12,06 + 1,75 g de BSA) e
centrifugado por 15 min a 325 g, o sobrenadante foi descartado e o processo foi repetido mais
uma vez. A seqguir, foi adicionado ao pellet 10 mL do tampéo Tyrode (10 mM de CgH1sN,04S
+ 134 mM de NaCl + 12 mM de NaHCO3 + 0,75 mM de Na;HPO, + 3 mM de KCI + 2 mM
de MgCl; + 1 mM de CaCl,+ 55 mM de CgH1,06). Para os ensaios, 400 puL das PL foram

incubadas com 90 pL fragdes isoladas durante 3 minutos a 37 °C sob agitacdo, apds a
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incubacdo foi adicionado 2 pL de colageno em uma concentracdo final de 2ug/mL. A
transmissdo de luz foi monitorada em agregdmetro (CHRONO-LOG Corporation/ 490 2D),
calibrado para 100% da transmitancia com a solucdo Tyrode e para 0% de transmitancia com
as plaquetas lavadas. O percentual de agregacdo plaquetaria mensurado apds incubacdo das
PL apenas com PBS foi considerado como 100% de agregacdo, enquanto que a inibicdo foi

estimada pela diminuicdo da porcentagem de transmisséo de luz.

2.8 Analise estatistica

Os resultados das atividades bioldgicas foram apresentados graficamente por meio do
programa GraphPad Prism 6.03. Os valores foram expressos como media + desvio padrao.
Para comparagao das médias foi utilizado Anélise de Variancia (ANOVA) One-Way ou Two-
Way conforme o caso, seguido do pos-teste de Tukey (para multiplas comparacdes). O nivel

de significancia adotado foi de p < 0,05.

3. Resultados
Os pools de peconhas de B. atrox foram inicialmente fracionados em coluna de fase
reversa para a comparacdo dos perfis cromatograficos dos seus constituintes. Para o
isolamento das SVMPs de classe PlII, os pools foram fracionados em coluna de interacao
hidrofobica e de troca anidnica. As sequéncias das proteinas resultantes foram determinadas

por espectrometria de massas e suas atividades bioldgicas determinadas.

3.1 Comparacéo dos perfis cromatograficos dos pools de peconha

A comparacdo entre os pools de peconhas de B. atrox proveniente da Floresta
Nacional do Tapajos (FLONA) e do serpentario do Instituto Butantan (IB) foi realizada por
meio de cromatografia liquida de alta eficiéncia em fase reversa e por SDS-PAGE e estd
demonstrada na figura 1. Os perfis cromatograficos dos pools de peconha analisados foram
similares entre si e também com os perfis descritos na literatura para B. atrox (Calvete et al.,
2011; Sousa et al., 2013). Entretanto, houve uma diferenca marcante entre os cromatogramas
na area dos picos e sua distribuicdo, principalmente entre os tempos de eluigdo de 50 a 85
min. A concentracdo de peconha utilizada foi a mesma para os dois pools avaliados, no
entanto, algumas fracbes do cromatograma do pool FLONA apresentaram uma area de
absorcdo maior e, por conseguinte, estdo em maiores concentragdes na peconha da FLONA.
O perfil eletroforético das fraces analisadas também foi similar entre os dois pools

utilizados. A massa molecular relativa dos componentes proteicos presente nas fracdes variou
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de aproximadamente 97 kDa a 14 kDa, com um predominio de bandas na regido entre 66 a 20
kDa, e bandas minoritarias em torno de 14 kDa e 97 kDa. As fragdes 1 e 2 dos dois pools ndo
foram visualizadas no gel de poliacrilamida (Fig. 1A e 1B, ja as fracbes 4 e 15 do pool da
FLONA ndo foram coletadas durante a eluicdo cromatografica e assim estdo ausentes no
perfil eletroforético apresentado (Fig. 1B). O componente majoritario (fracdo 20) da pegonha
de B. atrox foi eluido em torno de 70% da concentracdo de acetronitrila (solucdo B) e pela

massa molecular relativa provavelmente trata-se de uma SVMP de classe PIII.

3.2 Isolamento das SVVMPs classe PlII

A primeira etapa de purificacdo das SVMPs dos pools de peconhas da FLONA e do IB
foi realizada em uma coluna de interacdo hidrofobica e esta apresentada nas figuras 2A e 2C.
O perfil de eluicdo cromatografica das peconhas analisadas foi muito semelhante, e
apresentaram um total de quatro fracdes (1-4), na qual as fraces (2mL) localizadas na regido
central de cada pico foram reunidas para formar as 4 fracdes principais. As fracdes isoladas
exibiram o0 mesmo padrdo de massa molecular relativa. A fracdo 1 apresentou duas bandas em
torno de 25 kDa e 50 kDa, a fragdo 2 exibiu bandas de aproximadamente 25 kDa, 30kDa, 45
kDa e 50 kDa, a fracdo 3 além da banda de 25 kDa apresentou bandas com cerca de 14kDa e
45 kDa, e a fracdo 4 uma banda de cerca 25 kDa, uma de 50 kDa e uma acima de 97 kDa (Fig.
2B e 2D). A hemorragia induzida por SVMPs de classe PIIl é considerada a principal
atividade da classe, dessa forma as fracdes foram monitoradas quanto a presenca de atividade
hemorragica quando injetadas na regido dorsal de camundongos. As fracdes 3 e 4
apresentaram atividade hemorragica expressiva na dose de 10 pg em comparacdo com as
fracOes 1 e 2 de ambas as peconhas. Ao analisarmos a massa molecular relativa e a presenca
de atividade hemorragica, selecionamos a fracdo 4 para dar prosseguimento com 0 processo

de purificagéo.
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Figura 1: Perfil cromatogréfico e eletroforético da pegonha de Bothrops atrox de espécimes do
serpentéario do Instituto Butantan (A) e coletados na Floresta Nacional do Tapajés (FLONA) (B),
localizada na regido Oeste do Para-Brasil. Amostras de peconha foram aplicadas em uma coluna
Coluna C-18 (Vydac, 10 um, 4,6 mm x 250 mm), acoplada em um sistema de Cromatografia Liquida
de Alta Eficiéncia-CLAE (Shimadzu). Os parametros para eluicdo foram fluxo de 2 mL/min,
detec¢cdo UVy14nm, € Sistema gradiente em passos de 0 a 100% da solucdo B (acetonitrila) e a solugdo
A 0,1% de &cido trifluoracético, durante 100 minutos. As fragBes coletadas foram analisadas por
SDS-PAGE (12,5%) em condi¢des ndo redutoras, M (padrGes de massa molecular), V (pegonha
total), os nimeros de 1 a 20 representam 10 pg de cada fracéo coletada.
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Figura 2: Perfil cromatografico em coluna de interacdo hidrofébica (A e C) e eletroforético (B e D) da pegonha
de Bothrops atrox proveniente do serpentario do Instituto Butantan (A) e da Floresta Nacional do Tapajés
(FLONA) (C) localizada na regido Oeste do Pard-Brasil. Foram injetados cerca de 86 mg de peconha em
coluna Hitrap Phenyl FF low sub (5 mL 1,6 x 2,5 cm), acoplada a um sistema de cromatografia liquida. Os
pardmetros para elui¢do foram fluxo de 1 mL/min, detec¢do UV gonm, € Sistema de elui¢do gradiente de 0 a
100% da solugdo B (20mM Tris-HCI + 1 mM CaCl, pH 7,4), durante 80 minutos. As fracBes foram
monitoradas quanto & presenca de atividade hemorragica, por meio da injecdo de 10 pg no dorso de
camundongos, e analisadas por SDS-PAGE (12,5%) em condi¢Bes ndo redutoras, M (padrGes de massa
molecular (kDa)), V (pegonha total (10 pig), e os nimeros de 1 a 4 representam as fragdes coletadas (10 pg).

As fracdes 4 do cativeiro (IB) e do ambiente natural (FLONA) foram submetidas
inicialmente ao processo de dialise, para posteriormente serem aplicadas em coluna de troca
anidnica. A segunda etapa de purificacdo esta demonstrada na figura 3. A eluicdo

cromatografica resultou em dois picos para ambas as fracdes 4, um com o material da amostra
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que ndo teve interacdo com a fase estacionaria denominado P4a, e outro eluido com
aproximadamente 150 mM de NaCl (solu¢do B) denominado de P4b que conservou a
atividade hemorragica. O perfil eletroforético das fracGes P4b (Fig 3B e 3D) apresentou uma
banda com massa molecular relativa de 50 kDa em condicBes ndo redutoras. Apos reducao,
uma banda em torno de 30 kDa foi acrescentada ao perfil. O rendimento obtido com o
processo de purificacdo das SVMPs a partir do pool do IB foi de 11,62% em relacdo a

concentracdo proteica da peconha total, e a partir do pool da FLONA obteve-se um
rendimento de 16,31%.
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Figura 3: Perfil cromatografico em coluna de troca anibnica (A e C) e eletroforético (B e D) da fragéo 4 da
peconha de Bothrops atrox proveniente do serpentario do Instituto Butantan (A) e da Floresta Nacional do
Tapajés (FLONA) (C) localizada na regido Oeste do Para-Brasil. A fracdo 4 (P4) obtida por cromatografia
de interacdo hidrofébica foi injetada em uma coluna Mono Q™ 5/50 GL (1 mL 5x50 mm), acoplada a um
sistema de cromatografia liquida. Os parametros para elui¢do foram fluxo de 1 mL/min, detec¢do UV g0nm, €
sistema de eluigdo gradiente de 0 a 100% da solucéo B (20mM Tris-HCI + 1 M de NaCl + 1 mM CaCl, pH
6,8), durante 61 minutos. As fracdes foram monitoradas quanto a presenca de atividade hemorrégica, por
meio da inje¢do de 10 pg no dorso de camundongos, e analisadas por SDS-PAGE (12,5%) em condigdes

redutoras e ndo redutoras, M (padrdes de massa molecular (kDa)), V (pegonha total ), fracdo 4 (P4) fragdo
4a (P4a), fracdo 4b (P4b).
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3.3 Autodlise das SVMPs isoladas

As SVMPs da subclasse P-111b sofrem autdlise in vitro e liberaram um fragmento com
cerca de 30 kDa com os dominios disintegrina e rico em cisteina (Fox e Serrano, 2005). Para
analisar se as proteinas presentes nas fragdes P4b IB e P4b FLONA podem sofrer autélise in
vitro, as amostras foram incubadas a temperatura de 37 °C por um periodo de 72 h. A reagao
de autdlise foi interrompida com a adicdo do tampédo de amostra com a presenca ou auséncia
de um agente redutor, e posterior fervura das amostras. A figura 4 exibe os perfis
eletroforéticos de ambas as condicbes analisadas. A taxa de aut6lise das proteinas aumenta
com relacdo ao tempo. Em condic¢Bes ndo redutoras os géis apresentam uma banda em torno
de 50 kDa bem difusa, em todos os tempos testados, quando as amostras foram reduzidas
além da banda de 50 kDa (nessa condi¢do ndo esté difusa) esta acrescentado uma banda na
regido de 30 kDa (em todas os tempos). O fragmento em torno de 30 kDa tem massa
molecular correspondente ao dominio tipo disintegrina e rico em cisteina das proteinas que
sofreram redugéo das ligacOes dissulfeto, no qual foi confirmado a identidade pela analise de
espectrometria de massas. O dominio metaloproteinase resultante, de massa molecular de

aproximadamente 25 kDa ndo foi visualizado no gel.
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Figura 4: Autélise dos P4b IB (A) e P4b FLONA (B). As amostras foram incubadas a 37°C por 72 h, em
20mM de Tris-HCI pH 6,8 contendo 1mM de CaCl,. A autélise foi interrompida pela adicdo do tampdo de
amostra (Fosfato de Na 1M; 10% de SDS; 50% de glicerol; 0,1% de azul de bromofenol) na presenca ou
auséncia de agente redutor (ditiotreitol-DTT) e analisadas por SDS-PAGE 12,5%. M- padrfes de massa
molecular (kDa).
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3.4 Caracterizacdo das SVMPs por espectrometria de massas

A eletroforese realizada com as fragbes isoladas P4b FLONA e P4b IB em
condicdes redutoras apresentou bandas majoritarias em torno de 50 kDa, e esses fragmentos
foram recortados do gel para a analise por espectrometria de massas. O sequenciamento
revelou que as fracbes P4b FLONA e P4b IB sdo idénticas, e ndo diferiram em nenhum
aminoacido nos peptideos sequenciados (Fig. 5). Os fragmentos peptidicos sequenciados por
MS/MS totalizaram 187 aminoacidos para o P4b IB e 238 para o P4b FLONA. As sequéncias

obtidas correspondem as regides dos dominios catalitico, tipo disintegrina e rico cisteina.

As sequéncias das SVMPs das fragfes do IB e da FLONA foram comparadas com
sequéncias de outras SVMPs ja descritas (Fig. 5), a Batroxtatin 1, 2 e 3 (EU733639,
EU733640 e EU733641 numeros de acesso no GeneBank) caracterizadas a partir do RNAmM
da glandula de peconha de um Unico espécime de B. atrox (Tavares et al., 2008). Esta analise
indicou que a SVMP isolada do IB apresentou apenas 50%, 56% e 51% de identidade com
Batroxtatin 1, 2 e 3 respectivamente, e a do pool da FLONA exibiu 54%, 59% e 54% de
identidade nessa mesma ordem. Os peptideos sequenciados também foram alinhados com a
jararagina, uma SVMP de classe PIlIb isolada da peconha de Bothrops jararaca (Paine et al.,
1992), que revelou um alto grau de similaridade com 97% de identidade para ambas as
fragdes (Fig. 6), com uma cobertura de 44% para a SVMP do IB e 57% para a da FLONA. As
substituicbes encontradas nas sequéncias das proteinas do P4b IB e P4b FLONA em
compara¢do com a jararagina estdo destacadas em vermelho. Na posicdo 4 had uma
substituicdo de arginina por lisina, posicdo 7 &cido glutamico por asparagina, posi¢cdo 9
tirosina por fenilalanina, posicdo 55 valina por alanina, e na posi¢do 391 &cido aspartico por
acido glutamico para ambas as proteinas isoladas. A proteina isolada do pool da FLONA
diferiu na posi¢do 266 da jararagina, com uma substituicdo de serina por treonina. Pela massa
molecular relativa, a presenca de atividade hemorragica, e a similaridade com outras SVMPs,
as proteinas isoladas dos pools da FLONA e IB foram caracterizadas como SVMPs da classe
PIII.
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Figura 5: Sequéncia parcial das fragGes P4b 1B e P4b FLONA obtidas por LC-MS/MS alinhadas por meio do programa
CLUSTAL W (Thompson et al., 1994) com sequéncias de outras SVMPs P-l1l1l homologas: Batroxstatin-1, -2, e -3
(EU733639, EU733640, e EU733641 nimeros de acesso no GeneBank) encontradas no RNAm da glandula da peconha
de Bothrops atrox proveniente da Serra de Itapipoca, Ceard, Brasil. Os tragos (--) indicam espagos inseridos entre 0s
peptideos sequenciados para facilitar o alinhamento.
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Figura 6: Sequéncia parcial das fragdes P4b IB e P4b FLONA obtidas por LC-MS/MS e alinhadas com
a sequéncia da jararagina (X68251.1 nimero de acesso no GeneBank) isolada da pegonha de Bothrops
jararaca (Paine et al., 1992), utilizando o programa CLUSTAL W (Thompson et al., 1994). As
substituicdes de aminoacidos estdo real¢adas em vermelho, os tracos (--) indicam espacos inseridos
inseridos entre os peptideos sequenciados para facilitar o alinhamento.
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3.5 Determinacéo das atividades biologicas

3.5.1 Atividade Hemorragica

A caracterizacdo da atividade hemorragica das fracfes purificadas foi realizada por
meio da injecdo de diferentes doses na regido dorsal de camundongos, e esta apresentada na
figura 7. Ndo houve diferenca significativa entre a agdo das proteinas em nenhuma das doses

testadas.
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Figura 7: Atividade hemorragica das fracdes P4b IB e P4b FLONA, isoladas da peconha de Bothrops
atrox proveniente do serpentario do Instituto Butantan (IB) e da Floresta Nacional do Tapajos
(FLONA), localizada na regido Oeste do Pard-Brasil. Os resultados foram expressos pela média e o
desvio padrdo, grupos de animais com n=3 para cada dose.

3.5.2 Atividade Fibrinolitica

A capacidade de hidrolisar o fibrinogénio e a fibrina ja foi descrita para diversas SVMPs
(Swenson e Markland, 2005). Assim, foi avaliada a atividade fibrinolitica das fracfes isoladas
em placas de fibrina/agarose (Fig. 8). As fracGes P4b IB e P4b FLONA foram capazes de
hidrolisar a fibrina de maneira dose dependente (Fig. 9), e quando comparadas néo

apresentaram diferencas significativas (p <0,05) (Fig. 10).
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Figura 08: Comparagdo da atividade fibrinolitica da peconha e fracdes cromatogréaficas (P4b FLONA e P4b IB)
de Bothrops atrox proveniente da Floresta Nacional do Tapajos (FLONA), localizada na regido Oeste do Para-
Brasil, e do serpentéario do Intituto Butantan (IB). A- Apenas PBS (1), P4b FLONA nas doses de 7,5 ug (2 e 3)
e 10 g (4 e 5), e apenas 10 pg da peconha FLONA (6). B- Apenas PBS (1), P4b IB nas doses de 7,5 ug (2 e 3) e
10 ug (4 e 5), e apenas 10 ug da peconha IB (6). A atividade fibrinolitica foi realizada em placas de fibrina-
agarose e avaliada pelo diametro (mm?) do halo de lise, ap6s 18 h de incubagéo.
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Figura 9: Comparagdo da atividade fibrinolitica dos pools 4b IB e 4b FLONA, isolados da pegonha de Bothrops
atrox proveniente da Floresta Nacional do Tapajés (FLONA), localizada na regido Oeste do Para-Brasil, e do
serpentario do Instituto Butantan (IB). A atividade fibrinolitica foi realizada placas de fibrina-agarose e avaliada
pelo didmetro (mm?) do halo de lise, apds 18 h de incubagéo. Foram realizados 3 experimentos independentes.
Os resultados mostram a média e o desvio padréo da triplicata de um experimento representativo.

3.5.3 Atividade Coagulante

A tromboelastometria fornece a representacdo grafica da formacao e subsequente
lise do codgulo sanguineo, 0 que a torna uma ferramenta Gtil na avaliacdo da atividade
coagulante de toxinas isoladas. Os experimentos de coagulacdo foram realizados em

tromboelastografo com o sangue citratado de ratos Wistar (Rattus norvegicus) na presenca ou
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auséncia de calcio como cofator. As fragdes P4b IB e P4b FLONA e as pegonhas totais ndo
foram capazes de induzir a coagulagdo na auséncia de célcio. Na presenca de calcio as
peconhas totais e fracdo P4b IB reduziram o tempo de coagulacdo em relacdo ao controle
(PBS), como demonstram as figuras 10 e 11. A fracdo P4b FLONA na presenca de calcio,
quando comparada com o controle, ndo apresentou diferenca significativa (p <0,05) (Fig. 13).
A peconha total proveniente do serpentario do IB e sua fragdo isolada visualmente parecem
aumentar a firmeza maxima do coagulo, mas estatisticamente os valores ndo foram diferentes
do grupo controle (Fig. 12).

angulo-a m PBS
MCF = Firmeza maxima do coagulo (mm)
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ML = Lise Maxima
do coagulo (%)

—> CT=Tempo de coagulacao (s)
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Figura 10: Representacdo grafica do processo de coagulacdo induzida pela peconha de Bothrops atrox,
proveniente da Floresta Nacional do Tapajos (FLONA) e do serpentario do Instituto Butantan (IB) e suas
fragBes cromatogréaficas (P4b FLONA e P4b IB). Ao sangue citratado de rato foi adicionado 200 mM de CaCl,,
10 pg das amostras ou PBS (controle). Foram avaliados os parametros: CT (tempo de coagulagdo), CFT
(tempo de formacéo do coagulo), a (angulo), MCF (firmeza maxima do coagulo) e ML (lise maxima), durante
30 min.
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Figura 11: Tempo de coagulagdo em sangue citratado de ratos (Rattus norvegicus) induzido pela peconha de
Bothrops atrox, proveniente da Floresta Nacional do Tapajos (FLONA) e do serpentério do Instituto Butantan
(IB) e suas fracBes cromatograficas (P4b FLONA e P4b IB). Ao sangue citratado de rato foi adicionado 200
mM de CaCl,, 10 pg das amostras ou PBS (controle). *p < 0,05 vs. Controle, teste Tukey, n=3.
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Figura 12: Firmeza maxima do coagulo em sangue citratado de ratos Wistar (Rattus norvegicus) induzido
pela peconha de Bothrops atrox, proveniente da Floresta Nacional do Tapajos (FLONA) e do serpentario do
Instituto Butantan (IB) e suas fra¢Bes cromatograficas (P4b FLONA e P4b IB). Ao sangue citratado de rato
foi adicionado 200 mM de CaCl,, 10 g das amostras ou PBS (controle), n=3.
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5.4 Atividade de inibicdo da agregacao plaquetaria

O teste de inibicdo da agregacdo plaquetaria pelas fracdes isoladas P4b 1B e P4b
FLONA esta apresentado na figura 14. A agregacdo plaquetaria esta representada por uma
curva de transmitancia obtida de plaguetas humanas lavadas desafiadas com colageno (Fig.
13A). O P4b IB e P4b FLONA nédo foram capazes de inibir a agregacdo plaquetaria em
relacdo ao controle (Fig. 13B e 13C). A jararagina, utilizada como controle positivo do teste,
nas mesmas doses testadas foi capaz de inibir a agregacdo plaquetaria 100% (Fig. 13C), como
ja havia sido demonstrado por Kamiguti e colaboradores (1991). Foram testadas doses acima
e abaixo de 50ug (Fig. 13), para ambas as fracGes e a jararagina e o resultado foi 0 mesmo

que o citado anteriormente.
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Figura 13: Ensaio de inibicdo da agregacdo plaquetaria com as fragdes cromatograficas (P4b FLONA e P4b IB)
da peconha de Bothrops atrox proveniente da FLONA (Floresta Nacional do Tapajés) e do serpentario do
Intituto Butantan (IB). A- Controle negativo (400 pL de sangue + 90 pL PBS + 2 uL de colageno (1mg/mL); B-
P4b FLONA (400 pL de sangue + 90 pL de P4b FLONA (50 pg) + 2 pL de colageno); C- P4b IB (400 pL de
sangue + 90 pL de P4b IB (50 pg) + 2 pL de colageno); D- Controle Positivo (400 pL de sangue + 90 pL de
Jararagina (50 pg) + 2 UL de colageno). Os gréficos representam as curvas de transmitancia de luz através de
uma suspensao de plaquetas ap6s adicéo de colageno.

4. Discussao

A composicdo da pegonha de B. atrox pode sofrer variagdes de acordo com o
crescimento dos individuos (Lopez-Lozano et al.,, 2002; Gueércio et al., 2006) e sua
localizagdo geografica (Nufiez et al., 2009; Calvete et al., 2011). Além desses fatores, a dieta
das serpentes pode estar relacionada com a variacdo encontrada na composicdo de diversas
peconhas. A relacdo entre a producdo de fosfolipases A, e a alimentagdo com diferentes
presas por espécies do género Sistrurus ja foi relatada (Gibbs e Rossiter, 2008; Gibbs et al.,
2011). No caso de B. atrox, os perfis cromatograficos obtidos das pegonhas de serpentes
coletadas na natureza (FLONA) foram semelhantes em relacdo a peconha de serpentes

mantidas em biotério (IB), principalmente nas fracdes predominantes das peconhas, de maior



57

retencdo na fase estacionaria, que correspondem as SVMPs da classe P-Ill (Sousa et al.,
2013). Entretanto, nas fracOes eluidas entre 55 e 85 minutos foram verificadas diferencas
importantes entre os cromatogramas, principalmente com relagdo a abundancia das mesmas
nas peconhas, que predominaram nas amostras da FLONA. Nessa regido do cromatograma
sdo eluidas principalmente as SVMPs da classe P-I, serinoproteinases e as fosfolipases A
(Calvete et al., 2011), o que sugere que estas proteinas, embora em menor concentracao nas
peconhas, sdo as que sofrem maior efeito quanto as variacdes ambientais. No trabalho de
Gibbs e colaboradores (2011), as fémeas adultas de Sistrurus miliarius barbouri, que se
alimentavam apenas de camundongos apresentaram um incremento substancial na abundancia
relativa das principais classes de toxinas, em relagdo as que se alimentavam de lagartos ou ras.
As fosfolipases A, serinoproteinases, disintegrinas e SVMPs de classe PI, foram as familias

com 0s maiores incrementos na concentragao total da pegonha.

As SVMPs de classe PIII sdo os componentes majoritarios da peconha de B. atrox
proveniente do Brasil, e respondem por cerca de 50% do contetido proteico (Nufiez et al.,
2009; Calvete et al. 2011; Sousa et al., 2013). Neste trabalho foram isoladas duas isoformas
de uma SVMP de classe PIll da peconha de B. atrox coletadas de espécimes da Floresta
Nacional do Tapajés (Para-Brasil) e do serpentéario do Instituto Butantan. O rendimento no
processo de purificagdo das fragdes isoladas foi alto, os P4b IB e P4b FLONA representaram

cerca de 11 e 16% das proteinas presentes nos pools de pe¢onha respectivamente.

Os peptideos aqui sequenciados, a partir das fragdes isoladas da peconha de B. atrox
demonstraram um alto nivel de identidade com a jararagina. As SVMPs isoladas assim como
a jararagina parecem suscetiveis a um processamento proteolitico, que libera um fragmento de
cerca de 30 kDa, identificado por espectrometria de massas como o dominio tipo disintegrina
e rico em cisteina. Lopez—Lozano e colaboradores (2002) demonstraram a presenca de trés
isoformas de uma SVMP-PIII na peconha de B. atrox que podem sofrer protedlise e gerar um
fragmento de 27 kDa. Na peconha de B. jararaca sdo encontradas trés isoformas da
jararagina, uma forma que é rapidamente processada em jararagina-C (dominios tipo
disintegrina e rico em cisteina), uma forma resistente ao processamento da pegonha e autélise
in vitro e uma forma que pode sofrer autélise, na qual os dominios tipo disintegrina e rico em
cisteina sdo conectados ao dominio catalitico por ligagbes dissulfeto (Moura-da-Silva et al.,
2003). Assim, as variacGes no processamento proteolitico de muitas SVMPs desempenham

um papel importante na complexidade bioldgica das peconhas, a partir da geracdo de
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diferentes formas de uma mesma SVMP que contribuem para a atividade biologica (Moura-
da-Silva et al., 2003; Fox e Serrano, 2008).

As fracOes aqui isoladas demonstraram ser capazes de hidrolisar a fibrina e foram
altamente hemorragicas, assim como diversas SVMPs de classe PIII descritas na literatura,
como por exemplo, B-JussuMP-I de Bothrops jararacussu (Mazzi et al., 2006), BaH4 de
Bothrops asper (Franceschi et al., 2000) e a jararagina ( Moura-da-Silva et al., 2012). O
processo hemorragico desencadeado no envenenamento esta diretamente relacionado com a
degradacdo dos componentes da membrana basal, proteinas plasmaticas e de superficie
celular pelas SVMPs (Bjarnason e Fox, 1994; Gutierrez e Rucavado, 2000; Gutierres et al.,
2005). No entanto, a atividade catalitica é similar em SVMPs hemorragicas e nao
hemorragicas, o que indica que a hidrolise da membrana basal ndo é o Unico mecanismo que
atua no dano vascular (Baldo et al., 2008). Baldo e colaboradores (2010) demonstraram uma
distribuicdo e acumulacdo tecidual particular das SVMPs-PIII na membrana basal, e
sugeriram que essa acumulacao esta relacionada pela ligacdo ao colageno. A importancia da
ligagdo com o colageno para a acdo hemorragica das SVMP-PIII ja havia sido demonstrada
por Tanjoni e colaboradores (2003), quando bloquearam a ligacdo da jararagina com o
colageno e assim aboliram sua atividade hemorragica. Dessa forma a acumulacao particular
das SVMPs-PII1 hemorragicas nos vasos capilares, por meio de propriedades adesivas dos
dominios ndo enzimaticos, permitem a hidrélise dos componentes da membrana basal e

consequente extravasamento de sangue (Baldo et al., 2010).

A capacidade de ativar componentes da cascata de coagulacao, tais como o fator X e
I, € uma caracteristica de diversas SVMPs de classe PlIl prd-coagulantes (Savejic, 2011).
Algumas SVMPs descritas na literatura sdo capazes de ativar o fator X, tais como a RVV-X e
VLFXA, que necessitam de calcio para a ativacdo (Takeya et al., 1992; Siigur et al., 2001). Ja
as ativadoras de protrombina sdo classificadas em dois grupos A e B, baseado nas
caracteristicas estruturais e na presenca ou auséncia de um cofator para ativagdo da
protrombina (Kini, 2005). O grupo A nao necessita de cofator, enquanto que o grupo B
necessita da presenca de algum cofator para ativar o fator 1. No presente estudo apenas a
fracdo P4b IB foi capaz de diminuir o tempo de coagulacdo na presenca de calcio, e assim

considerada pré-coagulante.

As plaquetas sdo um dos alvos principais das SVMPs na perturbacdo da hemostasia, e

a maioria das SVMPs da classe PIII investigadas possuem atividade inibidora da agregacao de
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plaquetas induzida pelo coldgeno (Kamiguti, 2005). A jararagina é uma das SVMP-PIII mais
estudadas quanto a elucidagdo do mecanismo de inibicdo da agregacao plaquetaria dependente
de colageno. Apesar das fracbes P4b IB e P4b FLONA serem similares a sequéncia da
jararagina, ambas nao apresentaram atividade de inibicdo da agregacdo plaquetaria nas doses
testadas. A jararagina inibe a agregacdo plaquetaria induzida pelo colageno ao interagir com a
integrina ayP; (Kamiguti, 2005) por um motivo conformacional presente na por¢do C-terminal
do dominio tipo disintegrina (Moura-da-Silva et al., 2008) ou via motivos estruturais
presentes no dominio rico em cisteina (Serrano et al., 2007). Interessantemente, essa duas
regibes tiveram cobertura nos sequenciamentos e se mostraram idénticas as regioes
homologas da jararagina, indicando que outras regides da molécula ou o tipo/teor de

glicosilacdo possam colaborar para essa atividade presente apenas na jararagina.

5. Concluséo

Neste trabalho foram isoladas duas provaveis isoformas de SVMP da classe PIII
(P4b IB e P4b FLONA) da peconha de B. atrox proveniente de ambiente natural e de
cativeiro. As enzimas apresentaram atividade hemorragica e atividade fibrinolitica, mas nao
foram capazes de inibir a agregacdo plaquetaria induzida pelo coldgeno. Apenas a isoforma
isolada da pegonha proveniente do serpentario do Instituto Butantan foi considerada pro-
coagulante por diminuir o tempo de coagulacdo em presenca de calcio. Com relacdo as
diferencas entre peconhas de serpentes coletadas na natureza ou provenientes de biotério,
neste trabalho foram verificadas diferencas principalmente quantitativas na expressdo de
fosfolipases A2, SVMPs classe P-1 e serinoproteases, que predominaram na pegonha da
FLONA. Em ambos os casos, as SVMPs foram as toxinas majoritarias nas peconhas de
serpentes dos dois ambientes. Apds o isolamento das SVMPs classe P-Ill e sequenciamento
com mais de 50% de cobertura, ndo foi detectado diferencas estruturais entre elas, que foram
idénticas a jararagina. Entretanto, a SVMP isolada da peconha de serpentes do biotério se
mostrou mais pré-coagulante e apenas a jararagina foi capaz de inibir a agregacgao plaquetéaria.
Esses dados sugerem que apesar da identidade de estrutura priméria, pode haver diferencas
entre as moléculas, seja nas por¢des ainda nao sequenciadas ou na glicosilacdo das mesmas,

que justifique essas diferencas de atividade.
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ANEXOS

ANEXO A - Autorizagdo de coleta e manutencdo de serpentes em cativeiro, bem como o
transporte de amostras bioldgicas (Licenca SISBio 32098).

ANEXO B - Autorizacio do Comité de Etica no uso de Animais, do Instituto de
Biodiversidade e Floresta/Universidade Federal do Oeste do Para.

ANEXO C — Normas do periodico Toxicon (ISSN 0041-0101) para elaboracdo do artigo.
Disponivel em:< http://www.journals.elsevier.com/toxicon/>.
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