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RESUMO

A serpente Lachesis muta rhombeata (Viperidae), popularmente conhecida como surucucu
pico-de-jaca, € uma subespécie de Lachesis muta endémica na Mata Atlantica brasileira,
podendo ser encontrada do Ceara até o Rio de Janeiro. O género Lachesis apresenta uma
peconha complexa que engloba diferentes proteinas que possuem uma ampla variedade de
atividades biologicas, como por exemplo, aquelas que afetam os fatores da coagulacédo
sanguinea, agem na fibrindlise, provocam uma acdo inflamatéria no local da picada, e
induzem um choque hipotensivo. Com o auxilio de técnicas protebmicas e de Bioinformatica,
este projeto teve como objetivo principal analisar o proteoma da peconha de L. m. rhombeata,
identificando as principais familias proteicas presentes. Para isso, 200ug da peconha desta
serpente foram aplicados em géis bidimensionais-2D. As proteinas obtidas foram extraidas
dos géis, tratadas, e posteriormente identificadas e analisadas por meio de espectrometria de
massas (MALDI-TOF/TOF). Os arquivos brutos provenientes dessas analises foram aplicados
no programa MASCOT utilizando para a identificacdo proteica o banco de dados SwissProt e
como especificacdo taxondmica o banco de dados SNAKES contido no site do NCBI. Foram
identificadas 11 familias proteicas: PLA,s (37,93%), inibidores de proteases (22,41%),
proteinas de sinalizagdo intracelular (13,79%), NGFs (5,17%), metaloproteases (3,45%),
fatores associados a DDB1 e CUL4 (3,45%), oxidorredutases (3,45%), proteinas de
transducdo de sinal (1,72%), componentes do complemento (1,72%), proteinas NipSnap
(1,72%) e proteinas lin-7 (1,72%), das quais a grande maioria é de funcdo metabolica e ajuda
na difusdo/entrada dos componentes toxicos no organismo da vitima/presa. Cerca de 1-5mg
da mesma peconha também foram analisados por meio de FPLC e sequenciamento proteico e
as proteinas obtidas foram identificadas por meio de busca no banco de dados nr (non-
redundant protein sequences) do NCBI utilizando a ferramenta blast-p. As seguintes familias
proteicas foram encontradas: serinoproteases (30,03%), metaloproteases (24,17%), BPPs
(19,64%), PLAs (14,95%), lectinas tipo C (1,94%), LAAOs (1,40%) e metaloendopeptidases
(0,73%), ressaltando a toxicidade da peconha. Os dois resultados obtidos foram comparados
com proteomas de outras serpentes do género Lachesis encontrados na literatura. Observou-se
gue hd uma grande similaridade entre os proteomas das peconhas deste género, mas que
alguns componentes proteicos sdo diferenciais e assim, podem ajudar na taxonomia destas
serpentes, mantendo-as em suas respectivas espécies e subespécies. Além disso, a pe¢onha
também foi analisada por eletroforese unidimensional (SDS-PAGE) para avaliar se o
espécime em estudo era um neonato, um juvenil ou um adulto. A presenca de uma proteina
similar & mutalisina Il (metaloprotease) confirmou que a L. m. rhombeata utilizada neste
estudo era uma adulta. O conhecimento do proteoma da peconha de L. m. rhombeata auxiliara
(1) os estudos envolvendo a Sistematica do género e (2) a producdo de novos farmacos que
poderdo ser desenvolvidos para o tratamento de diversas doencas.

Palavras-chave: Lachesis muta rhombeata. Lachesis. Proteoma. Eletroforese bidimensional.
Espectrometria de massas. FPLC. Sequenciamento proteico. blast-p. Pegonha de serpente.
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1 INTRODUCAO

As serpentes sdo animais fascinantes que cativam e/ou amedrontam a
maioria dos seres humanos. Elas apresentam uma simbologia incontestavel dentro da cultura
humana, estando envolvidas nos mais diversos mitos, rituais e historias ao redor do mundo.
Esses animais rastejantes, desprovidos de membros, sdo fonte inesgotavel de supersticdes, e
também possuem glandulas de peconha com inestimaveis e complexos componentes
(proteinas, peptideos, aminoacidos livres, compostos inorganicos, lipidios, carboidratos, etc.)
que constituem uma fonte riquissima de compostos bioativos importantes para a descoberta de

novos farmacos para o tratamento de diversas doencas.

1.1 ASIMBOLOGIA DAS SERPENTES

As serpentes sdo bastante famosas por representarem um simbolo de
dualismo, ora sendo temidas, ora sendo adoradas pela humanidade. Essa dualidade é muito
antiga e fez com que estes répteis fossem tidos como o simbolo ideal da cura, sabedoria,
imortalidade, rejuvenescimento, amor, sensualidade, pecado e morte (ANTONIOU et al.,
2011).

Na Psicologia, a serpente simboliza o raro, o incompreensivel e o
misterioso, além de ser associada as atitudes sexuais e ao falico (PIZZATTO, 2003). Para 0s
babil6nios, ela representava a juventude, assim como € visto na lenda do principe Gilgamés,
em que uma serpente ap0s comer a erva da vida, despiu-se de sua pele velha e rejuvenesceu
(NASCIMENTO; RAMOS; LICHTENSTEIN, 2006). Na Grécia Antiga, na regido de
Thessalia, a autorrenovagdo e o rejuvenescimento eram personificados pela “Grande Deusa”
Diktynna (Figura 1) que é retratada segurando uma serpente em cada mao, indicando seus
poderes imortais (ANTONIOU et al., 2011).



Figura 1. Estatua da “Grande Deusa” grega Diktynna segurando uma serpente em cada mao. As
serpentes representam a autorrenovacao e o rejuvenescimento. Fonte: <http://arthistoryresources.net/
snakegoddess/minoanwomen.html>. Acesso em 20 de novembro de 2012.

Em outras mitologias, a serpente é tida como simbolo da preservagdo, como
por exemplo, na forma do deus hindu Vishnu, representado pela serpente Ananta e na forma
do deus sumérico Ningishizidu, representado por duas serpentes nascidas de seus ombros
(NASCIMENTO; RAMOS; LICHTENSTEIN, 2006). Na mitologia egipcia, o deus do rio
Nilo era um deus-serpente, simbolizando o poder do Farad (ALVES et al., 2012). Na cultura
asteca, o ouroboro é simbolizado por uma serpente mordendo a propria cauda, indicando um

ciclo, a autorrenovacéo e a imortalidade (Figura 2) (PIZZATTO, 2003).

Figura 2. Representacdo do ouroboro asteca simbolizado por uma serpente mordendo a prépria cauda.
Fonte: < http://en.wikipedia.org/wiki/Ouroboros>. Acesso em 20 de novembro de 2012.



O culto & serpente é um ritual mitico que ainda ocorre na india, na Africa
Central, na Oceania, na Grécia, no Egito e em outros locais do leste, onde as serpentes séo
veneradas e deuses-serpentes sdo protetores, simbolos da fecundidade e do infinito (ALVES
et al., 2012). Curandeiros africanos utilizam peles de serpentes como amuletos méagicos para
assegurar salde e sucesso as pessoas (LUGIRA, 2009). Em algumas tradi¢Ges africanas, esses
répteis sdo associados ao arco-iris, tendo o poder de controlar as chuvas e os rios (Cansdale’,
1955 apud ALVES et al., 2012). Além disso, ao redor do mundo, principalmente na Africa
Equatorial, € comum encontrarmos imagens de serpentes representando sabios espiritos
protetores das florestas (Cascudo?, 1962 apud ALVES et al., 2012).

Diversas divindades da mitologia greco-romana sdo representadas por
serpentes: as Erinias (Furias) possuiam as cabecas cobertas de serpentes tendo um aspecto
ameacador (Figura 3) e eram deusas que puniam os crimes de pessoas que fugiam da justica
publica (BULFINCH, 2005); j& Equidna era um monstro metade mulher, metade serpente,
made de criaturas como a Esfinge de Tebas e a Hidra de Lerna (RIBEIRO JR., 2012).

Figura 3. Quadro “Orestes perseguido pelas Furias” por Adolph William Bouguereau em 1862. Fonte:
< http://diariodegoldmundo.blogspot.com.br/2006_01_01_archive.html>. Acesso em 21 de novembro
de 2012.

O simbolo da Medicina também é representado por serpentes: tanto pelo
caduceu de Mercurio (Hermes) quanto pelo bastdo de Esculapio (Asclepius) (Figura 4).
Mercurio, filho de Japiter e de Maia, era o deus do comércio (BULFINCH, 2005), mensageiro
dos deuses e guia dos mortos para o Inferno (ANTONIOU et al., 2011). Ele sempre segurava

! CANSDALE, G. S. Reptiles of West Africa. Penguin, 1955.
2 CASCUDO, C. L. Dicionario do folclore brasileiro. Ed. do Instituto Nacional do Livro, 1962.
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em sua mao uma haste com duas serpentes enroladas, seu famoso caduceu de ouro (figura 4-
1) (ANTONIOU et al., 2011; BULFINCH, 2005; PRATES, 2002). Esculapio, filho de Apolo,
em uma visita a pacientes, foi surpreendido por uma serpente que se enrolou em seu bastéo e
ai permaneceu (Figura 4-2) (PRATES, 2002). Além disso, é tido que o deus Esculapio,
assumindo a forma de uma serpente, liberou Roma de uma praga, curando os cidadaos
romanos com seu poder (ANTONIOU et al., 2011). A serpente, por representar um simbolo
de cura, terapia e redencao, foi considerada o simbolo da atividade médica e especula-se que
seu primeiro uso oficial, como simbolo na Medicina Moderna, ocorreu em 1857 pelos
ajudantes hospitalares do Exército dos Estados Unidos (ANTONIOU et al., 2011; HART,
1972).

A Farmécia também possui como simbolo uma serpente; neste caso, a
serpente aparece enrolada em uma taca, também representando a cura e a sabedoria (Figura 4-
3). Esse simbolo teve origem a partir de Higia, filha do deus Esculépio, que zelava pela saude
e bem-estar dos homens, sendo sempre representada junto de uma serpente (PRADO, 2012).

(2)

Figura 4. Representacbes do caduceu de Mercario (1), do bastdo de Esculapio (2) (ambos
representando o simbolo da Medicina) e do célice de Higia (3) representando o simbolo da Farmécia.
Fonte: PRADO, 2012 e PRATES, 2002.

No Cristianismo, a serpente representa a maldade, o demdnio, o pecado e a
tentacdo. Na tradicdo judaica e no Velho Testamento Cristdo, Ad&o e Eva foram tentados pela
serpente, que incentivou Eva a comer o fruto do conhecimento, traindo as ordens de Deus
(ALVES et al., 2012; ANTONIOU et al., 2011; PIZZATTO, 2003). A serpente aparece mais
uma vez quando Moiseés lidera os Israelitas pelo deserto e Deus envia serpentes peconhentas
contra aqueles que falaram mal Dele (ANTONIOU et al., 2011), reforcando a crenca e a

associacao desses animais com o ‘mal’ e a ‘doenga’.



Como pode ser visto, as serpentes sdo um simbolo ambiguo, levando a
dualidades, representando tanto o bem na forma de cura, rejuvenescimento e terapia, quanto o
mal, na forma de doencas, traicdo e pecado. Entretanto, elas estdo sempre presentes na

imaginacéo, na cultura e nas histérias da humanidade, sendo temidas e/ou adoradas.

1.2 SERPENTES: CARACTERISTICAS E ORIGEM

As serpentes sdo animais cordados, pertencentes ao subfilo Vertebrata,
classe Reptilia, ordem Squamata, subordem Serpentes (INTEGRATED TAXONOMIC
INFORMATION SYSTEM, 2012) que apresentam as seguintes caracteristicas: escamas
epidérmicas, corpo alongado (SHINE, 1991), sendo apodas (sem membros) e ectotérmicas
(ndo conseguem controlar a temperatura corpérea) (KLEIN, 2006; MULLIN; SEIGEL, 2009),
sem orificio auditivo externo e sem palpebras moéveis (GONZALEZ-RIVERA et al., 2009).
Trocam de pele (muda) periodicamente, substituindo a pele velha, livrando-se de parasitas,
tais como &caros e carrapatos (SINGAPORE ZOOLOGICAL GARDENS DOCENTS, 2012).

Devido a auséncia de membros anteriores e posteriores, as serpentes
capturam, manipulam e consomem suas presas usando somente seu corpo e boca (ZUG;
VITT; CALDWELL, 2001). Sdo carnivoras, alimentando-se de invertebrados (principalmente
artropodes) e de vertebrados (peixes, anfibios, répteis, incluindo outras serpentes, aves,
mamiferos e roedores) (BUTANTAN, 2010; MEHRTENS, 1987), e sdo encontradas em todos
0s continentes com excecdo da Antartida (KASTURIRATNE et al.,, 2008; MULLIN;
SEIGEL, 2009; PYRON et al., 2011; ZUG; VITT; CALDWELL, 2001). A presenca de
numerosas vertebras (entre 120 e 240) em seu tronco e pesco¢o faz com que uma serpente
tenha um corpo realmente flexivel, permitindo uma eficiente locomocéo ondulatéria na agua,
dentro da terra, na superficie, em arbustos e em arvores (SHINE, 1991; ZUG; VITT,;
CALDWELL, 2001).

As serpentes possuem uma grande variedade de estruturas oculares,
envolvendo cones e bastonetes na retina, e sabe-se que algumas diurnas tém receptores para as
cores vermelha e verde (SHINE, 1991). As noturnas geralmente utilizam outros sentidos
como o olfato e a temperatura corporea de suas presas, e tendem a ter olhos menores (SHINE,
1991). A quimiorrecepcdo (deteccdo de odores) € muito mais utilizada por esses répteis. Suas

linguas bifurcadas ‘coletam’ tragos quimicos no ar que sdo carregados para dentro da boca da



serpente e analisados por uma estrutura complexa no palato, o 6rgdo de Jacobson, que
consegue identificar odores de presas, de potenciais pares para acasalamento, de rivais e
predadores (SHINE, 1991). Algumas serpentes conseguem detectar radiacdo infravermelha
devido a preseng¢a de ‘pocos’ sensoriais em seus maxilares, que sdo receptores de calor
capazes de detectar diferencas minimas de temperatura, ajudando as serpentes a localizarem
suas presas numa noite escura (SHINE, 1991).

As serpentes possuem dois modos reprodutivos: (a) a oviparidade, onde
ocorre a postura de ovos com casca, contendo embrides pouco desenvolvidos e (b) a
viviparidade, onde temos o parto do filhote totalmente desenvolvido, independente da
retencdo de ovos no Gtero (Figura 5) (Shine®, 1985 apud PIZZATTO; ALMEIDA-SANTOS;
MARQUES, 2006).

A SV et T 2

Figura 5. Modos reprodutivos das serpentes: oviparidade (a esquerda) e viviparidade (a direita).
Fonte: <http://www.flogao.com.br/serpentescomopet/91292713>. Acesso em 22 de novembro de
2012.

Outra caracteristica interessante é a existéncia de dimorfismo sexual entre
machos e fémeas, que se pode manifestar nas diferengas entre as dimensdes corporais, entre o
numero e formato das escamas e entre a posicdo e o tamanho de érgdos e glandulas
(PIZZATTO; ALMEIDA-SANTOS; MARQUES, 2006). Na maioria das espécies, a fémea
apresenta o corpo maior que o do macho, pois ela precisa ter um maior sucesso reprodutivo,
tendo um grande nimero de filhotes; j& o macho precisa ter um corpo menor para uma

locomocgdo mais rapida, porém ele possui uma cauda mais longa para a acomodacdo do

3 SHINE, R. The evolution of viviparity in reptiles: an ecological analysis. In: GANS, C.; BILLET, F. (eds.).
Biology of repetilian. Wiley, New York, v. 15, p. 605-694, 1985.



hemipénis (6rgdo sexual masculino) e seus musculos retratores (PIZZATTO; ALMEIDA-
SANTOS; MARQUES, 2006).

As serpentes apareceram na Era Cenozoica (GONZALEZ-RIVERA et al.,
2009; PYRON et al., 2011) e ha duas hipdteses com relacdo a origem desses répteis: (1) a
hipotese de lagartos ‘escavadores’ ancestrais e (2) a hipdtese de mosassauros aquaticos
ancestrais (MADRIGAL et al., 2012) (Figura 6). A primeira hipdtese é sustentada por
achados fdsseis e diz que as serpentes se originaram de lagartos que viviam em tuneis na terra
(como os varanideos) (O’SHEA, 2008), o que pode ser evidenciado nas serpentes pela
presenca de palpebras fundidas e perda de orelhas externas, caracteristicas tipicas de animais
fossoriais (MERTENS, 1961). Wiens et al. (2012) observaram, em um estudo filogenético
utilizando dados moleculares de 161 espécies de escamados (ordem Squamata), sendo 44
genes nucleares para cada espécie, que as ‘cobras-cegas’ estdo na base da filogenia de
serpentes, sugerindo, portanto, que as serpentes ancestrais eram fossoriais e evoluiram,
retornando para uma vida na superficie. A segunda hipétese é sustentada por caracteres
morfolGgicos e sugere que 0s ancestrais das serpentes sao 0S mosassauros, répteis agquaticos
extintos no Cretaceo (O’SHEA, 2008; SANCHEZ, 2012). De acordo com essa hipotese, a
presenca de pélpebras fundidas, nas serpentes, evoluiu para combater as condi¢cdes marinhas e
a perda de orelhas externas ocorreu pelo desuso em ambiente aquatico (SANCHEZ, 2012). O
debate com relagdo a essas duas hip6teses ainda continua e mais estudos precisam ser feitos

para desvendar essa questao.

Figura 6. Imagens do varanideo Lanthanotus borneensis (acima) e do mosassauro Hainosaurus
bernardi (abaixo) representando 0s possiveis ancestrais das serpentes. Fontes: <http:
/fanimaldiversity.ummz.umich.edu/collections/contributors/Grzimek_herps/VVaranidae/Lanthanotus_b
orneensis/> e <http://dino-mania.blogspot.com.br/2011/01/hainossauro.html>. Acesso em 22 de
novembro de 2012.



Segundo o ITIS (Sistema de Informacdo Taxondmica Integrada), um site
resultante da parceria de agéncias federais formado para satisfazer as necessidades mutuas de
informacdo taxondmica cientificamente credivel, a subordem Serpentes descrita por Lineu em
1758 é subdividida em duas infraordens: Scolecophidia e Alethinophidia. A primeira
infraordem engloba as chamadas cobras-cegas, enquanto que a segunda infraordem engloba
as serpentes tipicas (ndo peconhentas e peconhentas) (Tabela 1). Essa subdivisdo é baseada
em caracteristicas morfoldgicas e similaridades de sequéncias de DNA mitocondrial (POUGH
etal., 2002).

Tabela 1. Classificagcdo taxondmica da Subordem Serpentes. Modificado de ITIS. Fonte: < http://
www.itis.gov/>. Acesso em 22 de novembro de 2012.

Subordem Serpentes Linnaeus, 1758
Infraordem Scolecophidia Cope, 1864
Familia Anomalepididae Taylor, 1939
Familia Leptotyphlopidae Stejneger, 1892
Familia Typhlopidae Merrem, 1820
Infraordem Alethinophidia Nopcsa, 1923
Familia Acrochordidae Bonaparte, 1831
Familia Aniliidae Stejneger, 1907
Familia Anomochilidae Cundall, Wallach & Rossman,
1993
Familia Atractaspididae Glnther, 1858
Familia Boidae Gray, 1825
Familia Bolyeriidae Hoffstetter, 1946
Familia Colubridae Oppel, 1811
Familia Cylindrophiidae Fitzinger, 1843
Familia Elapidae F. Boie, 1827
Familia Loxocemidae Cope, 1861
Familia Pythonidae Fitzinger, 1826
Familia Tropidophiidae Brongersma, 1951
Familia Uropeltidae Mdiller, 1832
Familia Viperidae Oppel, 1811

Familia Xenopeltidae Bonaparte, 1845




1.3 DIVISAO EM SERPENTES NAO PECONHENTAS E PECONHENTAS

Uma classificagdo bastante utilizada (Boulenger®, 1893 apud ZUG; VITT;
CALDWELL, 2001) divide as serpentes em ndo pegonhentas e peconhentas (que inoculam
peconha). Ha alguns critérios para essa divisao: (1) presenca nas serpentes peconhentas de
fosseta loreal, um orificio entre o olho e a narina utilizado para perceber a presenca de calor (a
Unica excecao € a cobra-coral, Micrurus sp., que ndo apresenta essa fosseta) (BUTANTAN,
2010), e (2) tipo de denticéo (Figura 7).

As serpentes ndo peconhentas apresentam uma denticdo mais simples
chamada de aglifa (dentes fixos, pequenos e maci¢os), enquanto que as serpentes peconhentas
apresentam trés tipos de denticdo: (a) a opistoglifa (tipo mais primitivo de ‘sistema de entrega
de peconha’, onde temos além dos dentes pequenos e macicos, a presenca de um par de dentes
mais longos, com sulcos, no fundo da boca, por onde a peconha escorre); (b) a proterdglifa
(com a presenca de um par de dentes dianteiros, fixos, pequenos e semi canaliculados que
injetam pegonha, como pode ser visto em todas as serpentes peconhentas australianas); e (c) a
solendglifa (o par de dentes dianteiros é longo, completamente canaliculado e retrétil, se
movendo para frente no momento do bote) (BUTANTAN, 2010; SHINE, 1991).

Figura 7. Cranios de serpentes mostrando os tipos de denticdo existentes: aglifa (acima do lado
esquerdo), opistoglifa (acima do lado direito), proterdglifa (abaixo do lado esquerdo) e solendglifa
(abaixo do lado direito). Fonte: <http://vinnybiologia.blogspot.com.br/ 2012/05/tipos-de-denticao-
serpentes.html>. Acesso em 22 de novembro de 2012.

* BOULENGER, G. A. Catalogue of the snakes in the British Museum (Natural History). Vols
I-111. British Museum (Nat. Hist.), London, 1893.
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Existe outra maneira de se classificar as serpentes em ndo peconhentas e
peconhentas que também leva em consideracdo a denticdo desses répteis e esta sendo muito
utilizada na literatura atual. Segundo essa classificacdo, as serpentes ndo peconhentas sao
chamadas de serpentes basais sem presas (dentes inoculadores), enquanto que as serpentes
peconhentas estdo subdividas em (a) serpentes com presas dianteiras e (b) serpentes com
presas traseiras (VONK et al., 2008).

1.4 SERPENTES PECONHENTAS: UM BREVE HISTORICO

As serpentes pegonhentas apareceram durante o Mioceno (25 milhdes de
anos atras) (KARDONG; WEINSTEIN; SMITH, 2009; WARRELL, 2010), época em que
houve uma imensa diversificacdo das serpentes do norte do super continente Laurasia,
possivelmente devido a grande disponibilidade de pequenos mamiferos (presas) e a abertura
de numerosos habitats e nichos ecoldgicos (O’SHEA, 2008). Essa diversificacdo foi tdo
rapida que esse periodo foi chamado de ‘A Idade das Serpentes’ (O’SHEA, 2008).

Dentre as quase 3000 espécies de serpentes no mundo, as peconhentas
perfazem um total de 20% e estdo classificadas em quatro familias: (1) Viperidae (viboras,
adders (serpentes da Europa e do nordeste da Asia) e jararacas), (2) Elapidae (cobras,
mambas, kraits (Bungarus sp.), corais, serpentes pegonhentas australianas e serpentes
marinhas), (3) Atractaspididae (cobras estilete africanas) e (4) Colubridae (serpentes tipicas)
(GONZALEZ-RIVERA et al., 2009; INTEGRATED TAXONOMIC INFORMATION
SYSTEM, 2012; PYRON et al., 2011; WARRELL, 2010). Todas estas serpentes tém a
habilidade de injetar ou inocular peconha, que é secretada por meio de glandulas orais, usando
dentes modificados (presas) (WARRELL, 2010).
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1.5 GLANDULAS VENENIFERAS

1.5.1 CARACTERISTICAS PRINCIPAIS E TIPOS

As glandulas veneniferas das serpentes peconhentas derivam de glandulas
salivares especializadas, e localizam-se atras dos olhos, na regido temporal, na maxila
superior (KARDONG; WEINSTEIN; SMITH, 2009; MELGAREJO, 2003; TUCKER,;
MILETICH, 2010; VITORINO-CARDOSO, 2005; VONK et al., 2008). Constituem-se de
tecidos especializados que produzem e armazenam a peconha, secretando-a por meio de
contra¢cdes musculares no momento da picada (VITORINO-CARDOSO, 2005).

Os viperideos e os elapideos possuem uma glandula venenifera principal,
que se mantém pressurizada por musculos estriados adjacentes durante o ataque (picada), e
uma glandula acessoria com ductos que se conectam a uma presa oca, enquanto que 0S
atractaspidideos possuem somente uma glandula venenifera principal que também ¢é
pressurizada por musculos estriados adjacentes; ambos 0s sistemas produzindo uma repentina
descarga de alta pressdo da peconha para um reservatério dentro da glandula (KARDONG;
WEINSTEIN; SMITH, 2009; VONK et al., 2008). Os colubrideos, por sua vez, possuem um
sistema de baixa pressdao baseado numa glandula venenifera que ndo contém um grande
reservatorio, liberando a peconha vagarosamente dentro de um epitélio oral adjacente até o
dente (presa), que muitas vezes € bastante sulcado, mas nunca oco (KARDONG,;
WEINSTEIN; SMITH, 2009; VONK et al., 2008).

As glandulas veneniferas sdo ligadas ao cranio da serpente por meio de
ligamentos e muasculos que se inserem na mandibula, principalmente o0 musculo compressor
da glandula (M. compressor glandulae) em viperideos e 0 musculo adutor mandibular externo
superficial (M. adductor mandibulae externus superficialis) em elapideos (MELGAREJO,
2003).
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1.5.2 GLANDULAS VENENIFERAS DE ELAPIDEOS E VIPERIDEOQOS

Como citado brevemente no subtopico anterior, em diversas espécies de
elapideos e viperideos, a glandula venenifera pode ser dividida morfologicamente em quatro
regides: (1) glandula principal — parte secretora que ocupa toda a regido posterior; (2) ducto
primario — forma uma alca na regido suborbital; (3) glandula acesséria — estrutura ovalada que
contribui com secre¢des durante a passagem da peconha; e (4) ducto secundario — localizado
na base da presa (dente inoculador) (Figura 8) (KARDONG; WEINSTEIN; SMITH, 2009;
MELGAREJO, 2003; TUCKER; MILETICH, 2010).

A glandula principal é formada por tdbulos ramificados compostos pelo
epitélio produtor de peconha, sendo esta produzida e armazenada no Iimen de diversos ductos
coletores (MELGAREJO, 2003), e por células epiteliais secretoras, células ricas em
mitocdndrias, células horizontais e células escuras (MACKESSY, 1991).

Glandula venenifera Ducto
acessoria

secundario

Ducto primario

Pegonha armazenada

Ducto primario

Glandula venenifera Glandula venenifera
acessoria

principal
Figura 8. Glandula venenifera de um viperideo. O epitélio secretor libera a pegonha que fica estocada
no limen da glandula e estd pronta para ser utilizada durante a picada. Durante o ataque, a contragdo
do muasculo compressor da glandula forca a peconha pelos ductos para dentro da presa. Fonte:
modificado de KARDONG; WEINSTEIN; SMITH, 20009.
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1.5.3 SINTESE E ARMAZENAMENTO DE PECONHA

As glandulas veneniferas passam por diversas mudancas fisioldgicas,
bioquimicas e histoquimicas apds a extracdo manual da peconha estocada ou apds a
inoculagdo da pegonha por meio da picada. As células secretoras epiteliais que revestem os
tubulos da glandula venenifera iniciam rapidamente a sintese proteica, devido a estimulacéo
do sistema nervoso autbnomo (MACKESSY; BAXTER, 2006). Apds aproximadamente 8
dias, a proliferagdo do reticulo endoplasmatico rugoso e os niveis de mMRNA chegam ao
maximo com a subsequente exocitose merdcrina reabastecendo de peconha o0s ductos
epiteliais e o grande lumen basal (MACKESSY; BAXTER, 2006). A sintese e secrecao de
peconha completam-se ap6s 16 dias (KARDONG; WEINSTEIN; SMITH, 2009) e durante
todo este periodo, as células mudam de cubdides para colunares, voltando a forma cuboide no
final do processo. Finalmente, a pegonha é estocada no limen basal e nos ductos da glandula
venenifera por muito tempo, estando disponivel quando for necessaria (MACKESSY;
BAXTER, 2006).

As serpentes pegonhentas possuem mecanismos de protecdo contra suas
préprias toxinas, fazendo com que a peconha estocada continue potente e estadvel mesmo sob
uma gama variavel de condi¢cbes (MACKESSY; BAXTER, 2006). Essa estabilizacdo é
acompanhada pela regulacdo dos niveis de pH, pois células ricas em mitocéndrias da glandula
principal acidificam a mistura e inibidores enddgenos inibem a atividade enzimatica da
peconha durante seu armazenamento (KARDONG; WEINSTEIN; SMITH, 2009). Quando
injetada na vitima, a peconha é ativada espontaneamente (MACKESSY'; BAXTER, 2006).

Muitas espécies de serpentes, principalmente as pertencentes a familia
Viperidae, apresentam inibidores de proteases (como a cistatina) e fosfolipases no sangue,
evitando danos ao proprio organismo caso ocorra uma inoculacdo acidental de pegonha
(MELGAREJO, 2003). Os viperideos podem regular a quantidade de peconha que aplicam,
desde uma mordida de adverténcia sem injecdo, até um ataque com descarga total da glandula
venenifera (MELGAREJO, 2003).
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1.6 PECONHAS DE SERPENTES

1.6.1 COMPOSICAO E ACOES NO ORGANISMO

Segundo Fry et al. (2012), peconha é toda secrecdo, produzida num tecido
especializado (geralmente encapsulada dentro de uma glandula) em um animal e liberada em
um animal-alvo através da imposicao de uma ferida.

As peconhas de serpentes sdo misturas complexas de proteinas e peptideos
(CUNHA,; FULY; ARAUJO, 2011; LI et al., 2004; WARRELL, 2010), englobando enzimas
(serinoproteases, metaloproteases, L-aminoacido oxidases, fosfolipases A;), componentes
proteicos ndo-enzimaticos (lectinas tipo C, peptideos natriuréticos, miotoxinas, toxinas
CRISP, VEGFs, cistatina, inibidores de proteases tipo-Kunitz) e proteinas nao-toxicas
(FRANCA; MALAQUE, 2003; LEMOS et al., 2009; SANZ et al., 2008), que podem
diferenciar-se entre as familias, géneros e espécies, dentro de uma Unica espécie ou até dentro
do mesmo individuo, em relacdo a fase de desenvolvimento deste (ontogenia), além de
variarem conforme a dieta e o habitat de cada espécime (CISCOTTO et al.,, 2011; DA
ROCHA; FURTADO, 2005; MADRIGAL et al., 2012). Além de proteinas e peptideos, as
peconhas de serpentes possuem componentes inorganicos (Ca**, Cu®*, Fe**, K*, Mg®*, Mn?*,
Na*, P>, Co®* e Zn®"), carboidratos (glicoproteinas), lipidios (fosfolipidios), aminas
biogénicas, citrato, nucleotideos e aminoacidos livres (BJARNASON; FOX, 1994; DA
CUNHA; MARTINS, 2012; FRANCA; MALAQUE, 2003; LEMOS et al., 2009). Todos
esses componentes interrompem processos fisiologicos e bioquimicos importantes,
permitindo que a pe¢onha auxilie na captura, mobilizacao e digestdo de presas (CISCOTTO et
al., 2011; SANZ et al., 2008; TUCKER; MILETICH, 2010) e na defesa da prépria serpente
contra predadores (CISCOTTO et al.,, 2011; KARDONG, 1982; TUCKER; MILETICH,
2010).

As toxinas contidas na peconha podem agir sinérgica ou individualmente
(SANCHEZ et al., 2003) e evoluiram de um pequeno conjunto de proteinas com funcgdes
fisiologicas normais (MADRIGAL et al., 2012). Pressdes evolutivas selecionaram as toxinas
que sdo especificas e tém muitos alvos nos tecidos animais e que afetam varios sistemas do
corpo humano, principalmente os sistemas nervoso central, cardiovascular, muscular e
vascular (KOH; ARMUGAM; JEYASEELAN, 2006; WARRELL, 2010), perturbando a
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atividade de enzimas, receptores ou canais idnicos, interferindo na coagulacdo sanguinea
(SAJEVIC; LEONARDI; KRIZAJ, 2011) e na hemostase (CALVETE, 2011b).

As neurotoxinas de peconhas de serpentes bloqueiam ou excitam juncdes
neuromusculares periféricas, agindo em diferentes sitios, podendo fazer com que a vitima da
picada tenha sonoléncia, sugerindo uma acdo sedativa do sistema nervoso central
(WARRELL, 2010). Muitos componentes das peconhas causam hipotensdo na vitima,
acarretando em um aumento no numero de fatores de permeabilidade que causam
hipovolemia devido ao extravasamento do plasma (WARRELL, 2010). Ja outros
componentes acarretam em distdrbios hemostaticos, ativando ou inibindo fatores de
coagulacdo ou plaquetas, perturbando o endotélio vascular, ligando-se aos receptores de
plaquetas e assim induzindo ou inibindo a agregacdo, podendo promover uma severa
hemorragia na vitima (WARRELL, 2010). Ha também os componentes miotéxicos e
citoliticos que contribuem para a necrose tecidual local da regido da picada (Figura 9)
(WARRELL, 2010).
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Figura 9. Dermonecrose extensiva em uma garota, trés semanas apds ela ter sido picada por uma
serpente da espécie Naja ashei em Kilifi, no Quénia. Fonte: WARRELL, 2010.

No topico 1.9 serdo vistos com mais detalhes as caracteristicas de algumas

familias de proteinas presentes na peconha de serpentes.
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1.6.2 ENVENENAMENTO POR PECONHA OFIDICA

O envenenamento € considerado um relevante problema de saude publica
mundial e foi incluido pela Organiza¢do Mundial da Saide (OMS/WHO) no rol de condices
negligenciadas pertencentes a lista do Departamento de Doengas Tropicais Negligenciadas
(DTN) (CALVETE, 2011a, 2011b; CHACON et al., 2012; CISCOTTO et al., 2011; DE
MORAIS et al.,, 2013; GUTIERREZ, 2011; GUTIERREZ; THEAKSTON; WARRELL,
2006; KARDONG; WEINSTEIN; SMITH, 2009; KASTURIRATNE et al., 2008;
WARRELL, 2010). Picadas de serpentes causam significativa mortalidade e incapacidade
(fisica e psicologica) humana, porém seu reconhecimento internacional como algo danoso a
satide é prejudicado por falta de dados epidemioldgicos (GUTIERREZ, 2011; GUTIERREZ;
THEAKSTON; WARRELL, 2006; KASTURIRATNE et al., 2008; WARRELL, 2010).

Desde a década de 50, varios pesquisadores tem tentado fazer estimativas
globais do numero (1) de acidentes ofidicos, (2) de envenenamentos e de (3) mortes
ocasionadas por acidentes com serpentes. Swaroop e Grabb (1954) reconheceram que a
estimativa global anual de 30.000-40.000 mortes por picada de serpentes foi subestimada
devido 4 falta de dados hospitalares e a exclusio da Europa central e do norte da Asia durante
as pesquisas. Chippaux (1998) extrapolou as estimativas globais anuais, obtendo um total de
5.400.000 acidentes ofidicos, mais que 2.500.000 de envenenamentos por peconha ofidica e
aproximadamente 125.000 mortes. Kasturiratne et al. (2008) obtiveram uma estimativa global
anual de 421.000-1.841.000 de envenenamentos por peconha ofidica e de 20.000-94.000
mortes.

De acordo com Warrell (2010), o sul e o sudeste da Asia foram
identificados como tendo o maior indice de envenenamento por peconha ofidica. O maior
namero de acidentes ofidicos ocorre em paises tropicais e subtropicais subdesenvolvidos (na
Africa, Asia e América Latina) com falta de conscientizagdo, baixo acesso ao soro antiofidico
(unico ‘tratamento’ até entdo efetivo contra picadas de serpentes peconhentas), falta do
antiveneno especifico, retardo na administracdo do soro antiofidico e seu uso incorreto
durante o tratamento. Na savana africana, por exemplo, de cada 100.000 pessoas, 500 sdo
vitimas de picadas de serpentes e aproximadamente 40 delas morrem (WARRELL, 2010). No
Nepal (Asia) de cada 100.000 pessoas, 162 morrem por ano devido a acidentes ofidicos com
serpentes peconhentas (GUTIERREZ; THEAKSTON; WARRELL, 2006). Na Europa, nos
Estados Unidos e no Canad4, o envenenamento por peconha ofidica é relativamente raro ja
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que cerca de 90% dos 8.000 casos ocorridos anualmente sdo hospitalizados, resultando em
cerca de 15 a 30 mortes (LEMOS et al., 2009).

E necessério que os habitantes de areas com maior incidéncia de acidentes
ofidicos saibam como evitar esse problema: conhecer os habitats preferidos das serpentes
mais perigosas e seus picos de periodos reprodutivos (hora do dia, estagdo do ano, etc.) pode
ajudar a evitar o aumento no nimero de acidentes. Mulheres, criangas e trabalhadores rurais
de comunidades pobres sdo os mais acometidos (CHIPPAUX, 1998; GUTIERREZ;
THEAKSTON; WARRELL, 2006), sendo que nas criancas os efeitos da picada sdo mais
severos do que nos adultos por causa de seus baixos pesos corpéreos (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2010).

Nos continentes, as espécies de serpentes que causam o0 maior numero de
envenenamentos e mortalidades sdo: (1) Echis sp. no norte da Africa, (2) Bothrops sp. nas
Américas Central e do Sul, e (3) Naja sp. e (4) Bungarus sp. na Asia (Figura 10)
(GUTIERREZ; THEAKSTON; WARRELL, 2006).
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Figura 10. Serpentes que causam alta incidéncia de envenenenamentos na Africa, na Asia e na
América Latina. (A) Echis ocellatus (Viperidae, presente na Nigéria); (B) Naja naja (Elapidae,
presente no Sri Lanka) e (C) B. asper (Viperidae, presente na Costa Rica) Fonte: GUTIERREZ;
THEAKSTON; WARRELL, 2006. Fotos (A) e (B) tiradas por D. A. Warrell e foto (C) tirada por
Mahmood Sasa.

Na América Latina (Central, Sul, Andina e Tropical) foi estimado um total
de 80.329 a 129.084 casos anuais de acidentes ofidicos por peconha de serpente e um total de
mortes anuais entre 540 e 2.298 (Tabela 2) (KASTURIRATNE et al., 2008).
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Tabela 2. Numero anual de casos de acidentes ofidicos e mortes por peconha de serpentes na América
Latina. Modificado de KASTURIRATNE et al., 2008.

Numero de acidentes ofidicos Numero de Mortes
Baixa estimativa Alta estimativa Baixa estimativa Alta estimativa
América Andina 6.548 27.653 243 533
América Centra 42.087 67.373 193 1.461
América do 2.058 2.163 4 5
América Tropica 29.636 31.895 100 299

1.6.3 ENVENENAMENTO POR PECONHA OFIDICA NO BRASIL

Vital Brazil foi o primeiro pesquisador a realizar um estudo epidemiolégico
de acidentes ofidicos aqui no Brasil, quando levantou o nimero de mortes por picadas de
serpentes peconhentas no Estado de S&o Paulo, registrando 63 mortes em 1897, 88 em 1899 e
104 em 1900 (Brazil®, 1901 apud BOCHNER; STRUCHINER, 2003).

Em 1986, com a criacdo do Programa Nacional de Ofidismo, tornou-se
obrigatdrio notificar a ocorréncia de acidentes ofidicos no nosso pais, permitindo uma troca
de informacgbes epidemioldgicas entre o Ministério da Salde e as Secretarias Estaduais
(LEMOS et al., 2009), tentando-se obter o maior namero possivel de dados relacionados as
serpentes peconhentas, para uma maior prevencao e controle dos acidentes e da producédo de
soro antiofidico.

De 2000 a 2011, o namero de acidentes ofidicos brasileiros notificados
(englobando serpentes peconhentas e ndo pegonhentas) aumentou (Figura 11) (BRASIL,
2012). Em 2011 foram registrados 30.836 acidentes (Figura 11), correspondendo a uma
incidéncia de 16,0 casos a cada 100 mil habitantes brasileiros (BRASIL, 2012).

® BRAZIL, V. Contribuicdo ao estudo do veneno ofidico. Revista Médica de Sao Paulo, Sdo Paulo, vol. 4, p.
255-260, 1901.
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Figura 11. Casos de acidentes por serpentes ocorridos no Brasil entre 2000 e 2011, com 0 maior
nimero de acidentes ocorrendo em 2011 (30.836). *Dados preliminares sujeitos a revisdao (2010 e
2011). Fonte: Sinan/SVS/MS — atualizado em 21 jun. 2012.

O Ministério da Salde registrou, em 2009, que o género de serpentes
Crotalus (cascavéis) foi responsavel pelo maior indice de letalidade (1,25%; 26/2078),
seguido dos géneros Micrurus (corais-verdadeiras, 1,02%; 2/192), Lachesis (surucucus, 0,7%;
6/871) e Bothrops (jararacas, urutus, 0,35%; 77/20.299) (BRASIL, 2010a).

No Brasil, os envenenamentos por peconha ofidica geralmente ocorrem em
maior nimero nas épocas de calor e chuvas (LEMOS et al., 2009) e os adultos jovens do sexo
masculino (trabalhadores agricolas entre 15 e 49 anos) sdo os mais acometidos (BERNARDE,
2011; BOCHNER; STRUCHINER, 2003; BRASIL, 2010), além de mulheres e criancas que
moram em 4éreas rurais (GUTIERREZ, 2011; LEMOS et al., 2009). Os membros inferiores
foram os mais atingidos pelas picadas, em cerca de 75% dos casos observados (BOCHNER;
STRUCHINER, 2003; LEMOS et al., 2009). De acordo com dados do Ministério da Saude
(BRASIL, 2012), ha variagdes significativas no nimero de acidentes por regido brasileira,
com o Norte, Sudeste e Nordeste tendo 0 maior numero de casos de acidentes por serpentes,
com 88.727; 81.763 e 79.494 acidentes respectivamente (Figura 12) (dados englobando os
anos de 2000 a 2011).



21

88.727

90.000 81.763 79.454

80.000
:

70.000 4
&
¥ 50.000 -
§ 50.000
8
§ 40.000 31592 31.277
®
o 30.000
2
§ 20.000 4
g 10.000 A .

0 &
Norte Sudeste Nordeste Centro-Oeste

Figura 12. Total de casos de acidentes por serpentes por regido do Brasil (Norte, Sudeste, Nordeste,
Sul e Centro-Oeste). O grafico engloba dados obtidos de 2000 a 2011. Fonte: Sinan/SVS/MS —
atualizado em 21 jun. 2012.

1.7 CLASSIFICACAO DAS PECONHAS OFIDICAS

As peconhas podem ser classificadas como neurotoxicas e hemorragicas de
acordo com o maior efeito toxico promovido durante o envenenamento (CALVETE et al.,
2005). Elas também podem ser divididas em quatro categorias de acordo com o género da
serpente ao qual pertencem: (a) pegonha crotalica, (b) peconha botrdpica, (c) peconha

elapidica e (d) peconha laquética.

1.7.1 PECONHA CROTALICA

No Brasil, o género Crotalus (cascavéis) é representado por uma Unica
espécie, a Crotalus durissus (PINHO; PEREIRA, 2001), com ampla distribuicdo geogréafica
(BRASIL, 2010b) (atualmente, as cascavéis foram alocadas ao género Caudisona, e C.
durissus passou a ser denominada de Caudisona durissa) (BERNARDE, 2011).

A peconha crotalica (Figura 13) produz dor e edema discretos e restritos ao
redor da picada (BRASIL, 2010b). Possui atividade neurotoxica, causando paralisia da
musculatura esquelética, levando a um quadro de insuficiéncia respiratoria aguda (DAMICO
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et al., 2005); atividade coagulante, provocando sangramentos e distlrbios da coagulacdo e
atividade miotdxica sisttmica, podendo evoluir para insuficiéncia renal aguda (PINHO;
PEREIRA, 2001). Sabe-se que a peconha da subespécie C. d. ruruima apresenta acoes
hemorragicas e proteoliticas com sintomatologia diferente das subespécies de outras regides
do Brasil, ndo sendo bem neutralizada pelo soro anticrotdlico (BERNARDE, 2011). A
subespécie C. d. durissus tem uma pegonha bastante neurotdxica e que também acarreta em
miotoxicidade sistémica, podendo causar desfibrinogenacdo e insufiéncia renal aguda
(GUTIERREZ, 2011).

O complexo crotoxina é o componente mais abundante na pegonha crotalica
(65% da composicdo desta peconha) (DA CUNHA; MARTINS, 2012) e é formado por 2
subunidades: A (&cida), denominada crotapotina, e B (basica) com alta atividade fosfolipasica
denominada crotactina (HABERMANN; BREITHAUPT, 1978). A crotoxina possui agdo
miotoxica e neurotoxica, inibindo a liberagdo de neurotransmissores, interferindo no processo
de neurotransmissdo (DA CUNHA; MARTINS, 2012). A peconha de cascavéis também
contém crotamina (uma miotoxina que causa mionecrose do tecido muscular, induzindo a
paralisia espasmodica de musculos esqueléticos), convulxina (uma neurotoxina responsavel
por perda de equilibrio, alteracBes gastrointestinais e visuais e convulsdes), giroxina (uma
glicoproteina tdxica que age no sistema nervoso central levando a lesdo do labirinto) (DA
CUNHA; MARTINS, 2012) e croftalfina (um potente analgésico que atua em receptores
opioides) (KONNO et al., 2008), além de outros componentes.

Figura 13. Crotalus horridus. Crotalidae. Fonte: <http://www.arkive.org/timber-rattlesnake/crotalus-
horridus/image-G74090.html>. Acesso em 09 de dezembro de 2012.
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1.7.2 PECONHA BOTROPICA

O género Bothrops engloba um grupo de serpentes pegonhentas com cerca
de 32 espécies distribuidas em todo o territorio brasileiro (DA CUNHA; MARTINS, 2012).
Atualmente, essas espécies estdo distribuidas em cinco géneros: Bothriopsis, Bothrocophias,
Bothropoides, Bothrops e Rhinocerophis (FENWICK et al., 2009). A espécie Bothrops
jararacussu é a segunda maior serpente peconhenta brasileira (podendo ter mais de 2 metros
de comprimento), além de ser a com maior producdo e inoculagdo de peconha (BERNARDE,
2011).

A peconha botropica (Figura 14) é responsavel por ac@es locais e sistémicas
(DE MORAIS et al., 2013; FONSECA et al., 2004). As manifestacGes locais evidenciam-se
pela presenca de edema, sangramento, dor severa e equimose na regido da picada (BRASIL,
2010; DAMICO et al., 2005; DE MORAIS et al., 2013), podendo ocorrer necrose dos tecidos
moles (PINHO; PEREIRA, 2001). As manifestacdes sistémicas incluem hemorragias como
gengivorragias, hematémese e hematuria, podendo ocorrer nduseas, vOmitos, sudorese,
hipotensdo arterial e choque (DA SILVA et al., 2012; PINHO; PEREIRA, 2001),
contribuindo para a instalagdo de insuficiéncia renal aguda (BRASIL, 2010; DE MORAIS et
al.,, 2013). Esses efeitos sdo mediados por diversas toxinas que agem sinérgica ou
individualmente como metaloproteases, fosfolipases A,, L-aminoacido oxidases e enzimas
que afetam a cascata de coagulacdo (mais detalhes dessas toxinas serdo apresentados no
topico 1.9) (DE MORAIS et al., 2013).
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Figura 14. Bothrops asper. Viperidae. Fonte: <http://www.nature.com/news/ 2008/080716/
full/news.2008.954.htm|>. Acesso em 09 de dezembro de 2012.

De Morais et al. (2013), por exemplo, ao fazerem a perfusdo de peconha de
B. leucurus (10pg/mL) em rins de ratos Wistar adultos machos observaram um decréscimo da
resisténcia vascular renal, do fluxo urinario e da taxa de filtracdo glomerular, assim como a
diminuicdo do transporte de sodio e de cloreto, confirmando a nefrotoxicidade das pegonhas
botropicas. J& Da Silva et al. (2012) purificaram e caracterizaram uma proteina nao
hemorréagica (BJ-PI12) de B. jararaca que tem papel importante na resposta inflamatdria e no
edema local apés o envenenamento por esta serpente, mostrando a migracdo de células

inflamatdrias aos tecidos danificados.

1.7.3 PECONHA ELAPIDICA

As corais-verdadeiras estdo classificadas em trés géneros: Leptomicrurus
com trés espécies de pequeno tamanho, Micruroides (CHACON et al., 2012) e Micrurus com
representantes distribuidos por todo o territério brasileiro (BERNARDE, 2011), como a
Micrurus corallinus (Sudeste, Sul e litoral baiano), a Micrurus ibiboboca (interior do
Nordeste) e a Micrurus spixii (bacia Amazénica) (BRASIL, 2010). Envenenamentos por essas

serpentes sdo relativamente raros devido aos seus habitos subfossoriais; porém, quando
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ocorrem, sdo graves, provocando paralisia respiratoria na maioria das vitimas, 5-6 horas apos
a picada (CHACON et al., 2012; GUTIERREZ, 2011; LEAO; HO; JUNQUEIRA-DE-
AZEVEDO, 2009; PARDAL et al., 2010; TANAKA et al., 2010). Um estudo de caso de um
jovem de 18 anos, residente em Belém do Para, picado por uma M. surinamensis mostrou que
0 rapaz apresentou visdo borrada, dificuldade de falar, andar e manter os olhos abertos, 20
minutos apo6s o acidente ofidico, apresentando posteriormente uma grande dificuldade ao
respirar, precisando ser entubado antes da administracdo do soro antielapidico (PARDAL et
al., 2010). Apos aproximadamente 12 horas, 0 jovem ja estava praticamente normal, e apos 48
horas ele foi liberado do hospital sem sequelas (PARDAL et al., 2010).

A principal caracteristica da peconha elapidica (Figura 15) € conter
neurotoxinas (TAN; PONNUDURAI, 1992; TANAKA et al., 2010), substancias de baixa
massa molar que sdo rapidamente absorvidas pelo organismo, produzindo blogueio
neuromuscular (PINHO; PEREIRA, 2001) ao se ligarem aos receptores de acetilcolina
(PARDAL et al., 2010). Todavia, ja foram reportados casos de que esta peconha induziu
miotoxicidade e lesdes no local da picada (CHACON et al., 2012; PARDAL et al., 2010;
TANAKA et al., 2010).

Diversos estudos mostraram que as pegonhas de Micrurus sdo cardiotdxicas,
miotoxicas, hemoliticas, hemorragicas e edematogénicas, além de poderem apresentar uma
acdo anticoagulante (CHACON et al., 2012; CISCOTTO et al., 2011; TAN; PONNUDURAI,
1992; TANAKA et al., 2010). Ledo, Ho e Junqueira-de-Azevedo (2009), ao analisarem o
transcriptoma da glandula venenifera de M. corallinus, observaram que existem trés principais
familias de toxinas nesta peconha: (a) neurotoxinas, (b) toxinas “three-finger”/3FTx e (c)
fosfolipases A, além de outras toxinas como lectinas tipo C, peptideos natriuréticos,
metaloproteases e LAAQOs. Todas essas familias de toxinas (proteinas) variam
consideravelmente de espécie para espécie, indicando a grande complexidade da peconha

elapidica.
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Figura 15. Micrurus fulvius tener. Elapidae. Fonte: <http://bugsinthenews.info/?p=1769>. Acesso em
09 de dezembro de 2012.

1.7.4 PECONHA LAQUETICA

Os acidentes com o género Lachesis correspondem a 1,6-2,4% do total de
acidentes com serpentes no Brasil (DAMICO et al., 2012; DE PAULA, 2010; STEPHANO et
al., 2005). A peconha laquética (Figura 16) possui acdo proteolitica acarretando em lesdo
tecidual; alta acdo coagulante com o desenvolvimento de incoagulabilidade sanguinea
(AGUIAR et al., 1996; DE PAULA, 2010; MADRIGAL et al., 2012); acdo hemorragica e
acdo neurotoxica com estimulacdo vagal e alteragdes de sensibilidade (DE PAULA, 2010;
PINHO; PEREIRA, 2001).

Apesar de ter baixa toxicidade e atividade letal, se comparada a de outros
viperideos, a peconha do género Lachesis é inoculada em grande quantidade no momento da
picada (200-400mg), acarretando efeitos extremamente severos no organismo, podendo levar
até mesmo a morte (MADRIGAL et al., 2012; STEPHANO et al., 2005). E uma peconha que
pode causar: intensa dor local, sangramento abundante e necrose na regido da picada, inchaco,
diarréia e dor abdominal, vémito, bradicardia, hipotensdo, dor ao tentar engolir, disfagia,
faléncia renal e choque (CAMPOS et al., 2009; DAMICO et al., 2005, 2012; FERREIRA et
al., 2009; JORGE et al., 1996; MADRIGAL et al., 2012; OTERO et al., 1998; ROSENTHAL
et al., 2002; RUCAVADO et al.,, 1999; SANZ et al., 2008; STEPHANO et al., 2005).
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Diferencia-se da pe¢onha botropica por poder causar sindrome da excitagdo vagal em algumas
de suas vitimas (DE PAULA, 2010).

Figura 16. Lachesis muta muta. Viperidae. Fonte: RIPA, 2007. Foto por Regina Ripa. Cape Fear
Serpentarium.

Segundo Ripa (2007), a acdo letal da peconha da surucucu deve-se ao fato
de sua habilidade em produzir uma rapida e fatal ‘sindrome de choque’, conhecida como
“Sindrome Lachesis”, resultando em uma hipotenséo irreversivel. O Unico tratamento atual
contra o acidente laquético € a administracdo intravenosa de soro antilaquético ou
antibotropico-laquético (10-20 ampolas) na pessoa acidentada (DE PAULA, 2010).

Ferreira et al. (2009) demonstraram que a peconha bruta de Lachesis muta
induz edema de pata em ratos e extravasamento de proteinas do plasma na pele dorsal de
ratos, levando a formacdo de um edema inflamatério no local. Otero et al. (1998), ao
analizarem um pool da peconha de L. m. rhombeata, comprovaram que este tipo de peconha
leva a inducdo de atividades hemorragica, miotdxica, coagulante, proteolitica e formadora de
edema. Essa andlise foi feita utilizando testes in vivo em camundongos Swiss-Webster.

Estudos observaram que usualmente a peconha laquética consome
protrombina e fibrinogénio, resultando em uma coagulopatia do tipo ‘Coagulacdo
Intravascular Disseminada’ com um aumento na coagulacéo e nas quantidades de hemorragia
(MADRIGAL etal., 2012).

Por meio de estudos protedmicos, foi visto que a pegonha laquética contém
proteinas que afetam fatores da coagulagdo sanguinea (como ativadores dos fatores V, X e de
protrombina, enzimas tipo-trombina, ativadores de proteina C, fosfolipases A, e

metaloproteases hemorragicas), que agem na fibrin6lise (como enzimas fibrinoliticas e
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ativadores de plasminogénio) (DAMICO et al., 2012; JORGE et al., 1996), que produzem
hemolise (como lectinas tipo C), e que causam miotoxicidade (como enzimas e proteases
especializadas em conjunto com leucdécitos e macréfagos do organismo da vitima) (RIPA,
2007). E uma peconha que também provoca uma acéo inflamatéria no local da picada, por
conter serotonina, éxido nitrico, fosfolipases A,, metaloproteases e histamina, e que induz um
quadro de choque hipotensivo devido & presenca de serinoproteases tipo calicreina e
cininogenina que liberam bradicinina e calidina ocasionando uma rapida hipotensao (RIPA,
2007).

1.8 GENERO DE SERPENTE EM ESTUDO: LACHESIS (DAUDIN, 1803)

O género Lachesis (DAUDIN, 1803), pertencente a familia Viperidae, inclui
as espécies Lachesis stenophrys, Lachesis melanocephala, Lachesis acrochorda e Lachesis
muta, sendo esta Gltima subdividida nas subespécies Lachesis muta muta e Lachesis muta
rhombeata (FERNANDES; FRANCO; FERNANDES, 2004; MADRIGAL et al.,, 2012;
SANZ et al., 2008; TURNER; CARMICHAEL; SOUZA, 2008; ZAMUDIO; GREENE,
1997). Este género engloba as maiores serpentes peconhentas das Américas que podem medir
de 2,0 a 2,5 metros de comprimento, com o maior espécime descrito chegando a 3,65 metros
(AGUIAR et al., 1996; BERNARDE, 2011; DAMICO et al., 2012; DE PAULA, 2010;
FERREIRA et al., 2009; JORGE et al., 1996; JUNQUEIRA-DE-AZEVEDO et al., 2006;
MADRIGAL et al., 2012; ROSENTHAL et al., 2002; RUCAVADO et al., 1999).

Popularmente conhecidas como surucutingas, surucucus (do tupi-guarani,
serpentes que atacam muito) (STEPHANO et al., 2005) e surucucus-pico-de-jaca, devido a
presenca de protuberancias afiadas em suas peles, que se assemelham a fruta jaca (JORGE et
al., 1996), elas sdo as Unicas serpentes neotropicais que pdem ovos (Figura 17) (O’SHEA,
2008; SANZ et al., 2008). Sabe-se que quanto maior a temperatura de incubacdo dos ovos,
maior € a quantidade de neonatos fémeas, e quanto menor essa temperatura, maior a
quantidade de neonatos machos, mostrando que a temperatura € um possivel influenciador do
género em Lachesis (TURNER; CARMICHAEL; SOUZA, 2008). Essas serpentes habitam
preferencialmente areas florestais remotas nas Américas do Sul e Central (MADRIGAL et al.,
2012).
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Figura 17. Um neonato de Lachesis muta rhombeata nascendo de um ovo. Fonte: <
http://www.lachesisbrasil.com.br/galeria_nsg_en.html>. Acesso em 11 de dezembro de 2012. Foto por
Rodrigo Souza.

A espécie L. stenophrys é encontrada na costa caribenha da América
Central; a L. melanocephala tem distribuicéo restrita no Parque Nacional Corcovado na costa
pacifica do sudoeste da Costa Rica e no extremo oeste do Panama; a L. acrochorda habita as
costas atlantica e pacifica do oeste do Panama e o noroeste da Colémbia e do Equador
(MADRIGAL et al., 2012) e a L. muta é encontrada na América do Sul, desde os Andes até a
Colbmbia, leste do Equador, Peru, norte da Bolivia, leste e sudeste da Venezuela, Guiana,
Suriname, Guiana Francesa e Brasil (Figura 18) (AGUIAR et al., 1996; ROSENTHAL et al.,
2002; SANZ et al., 2008).
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Figura 18. Distribuicdo geografica do género Lachesis nas Américas Central e do Sul. Ls
stenophrys (delimitado em amarelo); Lme = L. melanocephala (delimitado em preto); La
acrochorda (delimitado em laranja); Lmm = L. muta muta (delimitado em verde) e Lmr = L. muta
rhombeata (delimitado em roxo). Fotos das serpentes por M. Sasa. Fonte: MADRIGAL et al., 2012.

Zamudio e Greene (1997) utilizando a evolugdo de DNA mitocondrial como
reldgio molecular calibrado para ‘taxas reptilianas’, estimaram o tempo em que ocorreram 0s
maiores eventos de divergéncia entre o género Lachesis. Seus resultados mostraram que a
divergéncia entre os espécimes das Ameéricas Central e do Sul pode ter ocorrido ha 18-6,5
milhdes de anos, provavelmente devido ao ‘levantamento’ dos Andes, enquanto que as duas
espécies da América Central podem ter divergido ha 11-4 milhGes de anos devido ao
‘nascimento’ da Serra montanhosa Talamanca que as separam na Costa Rica atualmente. A
divergéncia entre as linhagens da América do Sul s6 aconteceu ha 800 — 300 mil anos
(ZAMUDIO; GREENE, 1997). A diferenciacdo entre as populagdes de L. muta pode ser
explicada pelas sucessivas expansOes e retragcOes da floresta Neotropical que ligava as
florestas amazonica e atlantica durante certos periodos do Quaternario (MADRIGAL et al.,
2012). Fluxo génico entre populacGes contiguas ao redor da regido do Mato Grosso pode ter
prevenido uma total diferenciacdo entre os grupos amazénico e atlantico de Lachesis

(MADRIGAL et al., 2012). O grande porte (facil de ser visualizada), comportamento nédo
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agressivo e baixa densidade fazem com que a L. muta esteja envolvida em uma baixa
frequéncia de acidentes (BERNARDE, 2011).

1.8.1 SUBESPECIE DE SERPENTE EM ESTUDO: LACHESIS MUTA RHOMBEATA
(ZAMUDIO; GREENE, 1997)

A subespécie Lachesis muta rhombeata (ZAMUDIO; GREENE, 1997),
utilizada neste trabalho, é endémica da Mata Atlantica brasileira, indo do Ceara até o Rio de
Janeiro (FERNANDES; FRANCO; FERNANDES, 2004; GIOVANNI-DE-SIMONE et al.,
1997; MADRIGAL et al., 2012; OTERO et al., 1998; ROSENTHAL et al., 2002) e estd na
lista vermelha de espécies ameacadas de extincdo da IUCN (Unido Internacional pela
Conservacdo da Natureza), sendo classificada como uma subespécie vulnerdvel devido aos
recentes declinios em sua populacdo por culpa da fragmentacdo de seu habitat original
(O’SHEA, 2008; TURNER; CARMICHAEL; SOUZA, 2008).

Seu corpo apresenta um padrdo caracteristico de desenhos em forma de
diamante, alternando entre as cores amarela e preta (Figura 19) e sua cauda tem escamas
modificadas na ponta, com a presenca de um espinho terminal (BREGGE-SILVA, 2011,
MELGAREJO, 2003; O’SHEA, 2008).

Figura 19. Padrdo corporal caracteristico da serpente Lachesis muta rhombeata. Fonte:
<www.lachesisbrasil.com.br>. Acesso em 19 de novembro de 2012. Foto por Rodrigo Souza.


http://www.lachesisbrasil.com.br/
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A L. m. rhombeata possui uma cabeca arredondada diferente dos demais
viperideos, cuja cabega é mais triangular, e se alimenta de ratos, outros roedores e gambéas
(O’SHEA, 2008). Seu alimento preferido é o pequeno roedor marrom conhecido como “paca”
(Oryzomys sp.) (TURNER; CARMICHAEL; SOUZA, 2008). E uma serpente nio agressiva
de hébitos noturnos (JORGE et al., 1996) que se move constantemente & procura de presas
‘leves’ (90g) se alimentando mais de uma vez por semana (TURNER; CARMICHAEL;
SOUZA, 2008). As surucucus (Lachesis) sdo serpentes extremamente seletivas com relacdo a
alimentacdo, e mesmo as que medem mais de 2,4 metros ndo tentam se alimentar de presas ao
redor de 220g (TURNER; CARMICHAEL; SOUZA, 2008).

A surucucu s ataca quando ameacada. Nesse caso, ela ergue seu corpo,
infla seu pescogo e vibra sua cauda, batendo-a no solo (O’SHEA, 2008). Foram reportados
somente 25 casos de envenenamento humano por picada de Lachesis até meados de 2002
(ROSENTHAL et al.,, 2002) confirmando a ndo-agressividade destas serpentes. Os

envenenamentos animais tambhém sdo relevantes, mas ndo ha estatistica sobre eles.

1.9 EXEMPLOS DE FAMILIAS DE PROTEINAS ENCONTRADAS EM PECONHAS
OFIDICAS, PRINCIPALMENTE NO GENERO LACHESIS

1.9.1 SERINOPROTEASES

As serinoproteases sdo moléculas que atuam principalmente no sistema
hemostatico da vitima (VITORINO-CARDOSO, 2005). Apesar de compartilharem
caracteristicas estruturais similares, as serinoproteases de peconhas de serpente possuem um
perfil farmacol6gico altamente diversificado, tendo acdo sobre proteinas da cascata de
coagulagdo, na ativacdo do fator V e da proteina C, na fibrinogenodlise, na ativacdo do
plasminogénio e na inducdo de agregagdo plaquetaria (VILCA-QUISPE, 2010). Elas tém a
capacidade de hidrolisar ligacdes peptidicas por meio de uma triade de residuos formada por
histidina, acido aspartico e serina (His, Asp e Ser ou H, D e S) que se organizam formando
um sitio catalitico muito bem caracterizado (DA CUNHA; MARTINS, 2012).

Como exemplos de serinoproteases, temos: (a) enzimas trombina-simile

(batroxobina de B. atrox), (b) ativadores de fator X presentes nas peconhas de B. jararaca e
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B. atrox (DE LIMA et al., 2005), (c) cininogenina (28kDa) presente na peconha do género
Lachesis, que induz um efeito hipotensivo ao liberar bradicinina do cininogénio (RIPA,
2007), e (d) serinoproteases calicreina-simile presentes nas peconhas de Viperidae, causando
hipotensdo na vitima de envenenamento (WARRELL, 2010), dentre outros.

A calicreina é uma serinoprotease encontrada na peconha de Lachesis e,
além de causar hipotensdo (com o aumento da permeabilidade vascular), ela estimula um
quadro inflamatorio (FRY et al., 2012) e aumenta a contragdo da musculatura lisa
(WEINBERG et al., 2004). A enzima calicreina-simile LMR-32, purificada da peconha de L.
m. rhombeata, induziu edema em camundongos Swiss e apresentou um efeito hipotensivo em
ratos Wistar (GIOVANNI-DE-SIMONE et al., 1997). Felicori et al. (2003) purificaram a
serinoprotease LV-Ka da peconha de L. m. muta, uma enzima com atividade calicreina-simile
gue na concentracdo de 0,8ug/g (injecdo intravenosa) provocou a diminuicdo da pressdo
sanguinea em ratos Wistar. LV-Ka apresenta atividade liberadora de cinina e ativadora de
plasminogénio, mas ndo tem atividade coagulante (WEINBERG et al., 2004).

1.9.2 FOSFOLIPASES A;

As PLA;s ou fosfatidil-acil-hidrolases sdo enzimas que catalisam
especificamente a hidrélise de fosfolipidios, liberando quantidades equimolares de acidos
graxos livres e lisofosfolipidios (CHACUR, 2004; DA CUNHA; MARTINS, 2012; LEAO;
HO; JUNQUEIRA-DE-AZEVEDO, 2009). Esse processo libera acido araquidénico,
precursor de prostaglandinas, leucotrienos e tromboxanos, iniciando uma cascata inflamatoria
(DA CUNHA; MARTINS, 2012).

As PLA;s podem ser divididas em cerca de 15 grupos de acordo com suas
estruturas, funcdes e localizacdo (KANG et al., 2011). Os grupos | e Il sdo encontrados em
peconhas de serpentes e consistem de PLA,s secretdrias de baixa massa molar (FERREIRA et
al., 2009).

As PLA;s encontradas em serpentes da familia Viperidae apresentam massa
molar de 13 a 17kDa, sendo constituidas por aproximadamente 120 residuos de aminoacidos
contendo 6 ou 7 pontes dissulfeto, e apresentando estruturas de a-hélice e barril-f (CHACUR,
2004; LEAO; HO; JUNQUEIRA-DE-AZEVEDO, 2009). Estdo envolvidas na digestdo de
presas (CUNHA; FULY; ARAUJO, 2011), e sdo relacionadas com a paralisia da vitima ao
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bloquearem presinapticamente ou destruirem os nervos terminais (WARRELL, 2010),
impossibilitando a liberacdo de neuromediadores (LEAO; HO; JUNQUEIRA-DE-
AZEVEDO, 2009), além de causarem miotoxicidade, hemdlise, inflamacdo, necrose (ao
despolarizarem as membranas de células musculares), efeitos plaquetarios (CAMPOS et al.,
2009; WARRELL, 2010), cardiotoxicidade, citotoxicidade, convulsdo, hipotensdo (CAMPOS
et al., 2009; CISCOTTO et al.,, 2011; DA CUNHA; MARTINS, 2012) e injdrias na
membrana celular (DE MORAIS et al., 2013).

A LmTX-I é um exemplo de PLA; béasica contendo Asp na posicéo 49 que
foi isolada da peconha de L. m. muta e que induz extravasamento proteico no plasma e edema
em pele dorsal e patas de ratos Wistar, respectivamente (FERREIRA et al., 2009). LM-PLA,-I
é uma fosfolipase A, de L. muta que promove a sobrevivéncia de células ganglionares da
retina de ratos Lister Hooded e inibe a agregacdo plaquetéaria, a inducdo de edema e a
miotoxicidade (CUNHA; FULY; ARAUJO, 2011).

1.9.3 L-AMINOACIDO OXIDASES

As L-aminoacido oxidases de peconhas de serpente (sv-LAAQOs) sdo
flavoenzimas (cofator FAD) funcionalmente homodiméricas que catalizam a deaminacéo
oxidativa de L-aminoécidos com a subsequente producédo de a-ceto &cidos, amonia e peroxido
de hidrogénio (BREGGE-SILVA et al., 2012; CISCOTTO et al., 2011; DU; CLEMETSON,
2002; FOX, 2013; LEAO; HO; JUNQUEIRA-DE-AZEVEDO, 2009; MADRIGAL et al.,
2012). S&o largamente distribuidas nas peconhas de serpentes das familias Viperidae e
Elapidae e cada subunidade possui trés dominios: um dominio de ligagdo ao FAD, um
dominio de ligacdo ao substrato e um dominio a-helicoidal (Figura 20) (FOX, 2013; LU;
CLEMETSON; CLEMETSON, 2005), podendo ser acidas, basicas ou neutras (DU,
CLEMETSON, 2002). Segundo Du e Clemetson (2002), as LAAQOs de pegonhas de serpentes
tém 110-150kDa quando determinadas por purificacdo em gel filtracdo ou 50-70kDa quando
determinadas por eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE).
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Figura 20. Modelo da estrutura tridimensional de LmLAAO advinda da pegonha de Lachesis muta.
Os dominios de ligacdo ao FAD (rosa), de ligacdo ao substrato (azul) e o-helicoidal (bege) estdo
representados. A molécula de FAD esté representada em amarelo e o sitio de glicosilacdo (Asnl172)
em vermelho. Fonte: BREGGE-SILVA et al., 2012.

Estudos observaram que as LAAOs contribuem para a toxicidade da
peconha devido a producdo de peroxido de hidrogénio durante a reacdo de oxidacao
(MADRIGAL et al., 2012), resultando num stress oxidativo (FOX, 2012), e sabe-se que a
LAAO de Bothrops alternatus (atual Rhinocerophis alternatus) induz a agregacdo plaquetéria
em humanos através da formacdo do perdxido de hidrogénio (LU; CLEMETSON;
CLEMETSON, 2005), podendo induzir também apoptose celular (WARRELL, 2010) e
citotoxicidade. As LAAOs tém uma potente atividade catalitica, tendo um consideravel efeito
bactericida (KARDONG; WEINSTEN; SMITH, 2009). Induzem ou inibem a agregacao
plaquetaria, possuem atividade anticoagulante, estimulam a formacdo de edema e do
mecanismo de apoptose celular (CISCOTTO et al.,, 2011). Bregge-Silva et al. (2012)
observaram uma leve mionecrose em ratos apds a injecdo intravenosa de 100ug de LmLAO
(LAAO de peconha de L. muta), além da inducdo de toxicidade em células AGS
(adenocarcinoma gastrico, 1Cso: 22,7ug/mL) e em células MCF-7 (adenocarcinoma mamario,
ICs0: 2,22ug/mL).



36

1.9.4 LECTINAS TIPO C E PROTEINAS SIMILARES A LECTINA TIPO C

As lectinas tipo C constituem um grupo de proteinas ndo enzimaticas que
tém a capacidade de se ligarem especifica e reversivelmente a alguns carboidratos de uma
maneira dependente de Ca** (DE CARVALHO, 1997; LEAO; HO; JUNQUEIRA-DE-
AZEVEDO, 2009).

Podem ser classificadas em 7 grupos de acordo com suas caracteristicas
estruturais: o grupo | contém um dominio lectina tipo C; o grupo Il apresenta um dominio
transmembrana; o grupo 11 contém um dominio colédgeno na por¢do N-terminal e um dominio
lectina tipo-C na porcao C-terminal; o grupo 1V esta envolvido na interacdo de adesdo entre
os leucocitos e as células endoteliais vasculares; o grupo V apresenta um dominio
transmembrana Il; o grupo VI contém uma regido extracelular com os dominios rico em
cisteina e fibronectina; e o grupo VII apresenta um dominio que reconhece carboidratos
(OGAWA et al., 2005).

As lectinas tipo C de peconhas de serpentes estdo agrupadas dentro do
grupo VII, sendo agonistas ou antagonistas da agregacdo plaquetaria, interferindo nos fatores
de coagulacdo sanguinea (fatores 1X e X) e afetando a hemostase e a trombose (OGAWA et
al., 2005). Podem ser homodimeros ou heterodimeros compostos por uma unidade A(a) ¢ uma
B(B) (OGAWA et al., 2005).

Ligam-se a p-galactosideos, induzindo agregacdo plaquetaria (DE
CARVALHO, 1997; FRY et al., 2012; LEAO; HO; JUNQUEIRA-DE-AZEVEDO, 2009:
WARRELL, 2010), precipitacdo de polissacarideos e outras glicoproteinas (KASSAN, 1999)
e hemaglutinacdo dependente de Ca®** in vitro (MADRIGAL et al., 2012). Na presenca de
Ca®*, as lectinas tipo C iniciam processos como a adesdo, a aglutinacdo, a endocitose e a
neutralizagio de patdgenos (LEAO; HO; JUNQUEIRA-DE-AZEVEDO, 2009; OGAWA et
al., 2005).

1.9.5 CRISPs

As CRISPs, proteinas secretorias ricas em cisteina, conhecidas antigamente

como helveprinas (MCCLEARY; KINI, 2013), séo encontradas em uma grande variedade de
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tecidos animais, sendo primeiramente descritas em epididimos de mamiferos (HEYBORNE;
MACKESSY, 2010; YAMAZAKI; MORITA, 2004). S&o polipeptideos de cadeia unica com
massa molecular em torno de 20 a 30kDa, apresentando 16 cisteinas altamente conservadas
(YAMAZAKI & MORITA, 2004) e sdo altamente expressas em tecidos pancreaticos,
glandulas salivares, tratos reprodutivos e ductos de peconha de répteis (SUNAGAR et al.,
2012).

Estudos relatam que a maioria das peconhas de serpentes contém pelo
menos uma isoforma dessa proteina (HEYBORNE; MACKESSY, 2010). Sabe-se que as
CRISPs possuem uma diversidade de atividades bioldgicas, incluindo inibi¢do de varios tipos
de canais idnicos (principalmente os canais para calcio, potassio e rianodina), indugdo de
hipotermia em presas animais (FRY et al.,, 2012; HEYBORNE; MACKESSY, 2010),
paralisia da musculatura lisa periférica (FRY et al., 2012; WARRELL, 2010; YAMAZAKI,
MORITA, 2004) e participagdo nas respostas inflamatérias (MCCLEARY; KINI, 2013).

Pesquisas realizadas por Yamazaki et al. em 2002 identificaram 4 CRISPs
em peconhas de serpentes: (1) tigrina de Rhabdophis tigrinus tigrinus, (2) ablomina de
Gloydius blomhoffi, (3) triflina de Protobothrops flavoviridis, e (4) latisemina de Laticauda
semifasciata. Em outro estudo, as CRISPs pseudequetonina (Pseudechis australis) e
pseudecina (P. porphyriacus) foram caracterizadas, e observou-se que elas blogueiam a
subunidade-o. homotetramérica dos canais ciclicos da retina e do olfato, respectivamente
(YAMAZAKI; BROWN; MORITA, 2002).

1.9.6 BPPs

Os BPPs, peptideos potencializadores de bradicinina, sdo proteoliticamente
liberados a partir de precursores maiores (~180 residuos) por um processamento do tipo furina
(MADRIGAL et al., 2012), e inibem a atividade da enzima conversora de angiotensina |
(ECA) (FERNANDEZ; NESHICH; CAMARGO, 2004; KARDONG; WEINSTEIN; SMITH,
2009; WARRELL, 2010). A ECA cliva o peptideo vasodilatador angiotensina-1 gerando o
peptideo vasoconstritor angiotensina-1l, e sua inibicdo por BPPs leva a um quadro de
hipotensdo nas vitimas de envenenamento por serpentes (MCCLEARY; KINI, 2013).

Esses potencializadores de bradicinina foram essenciais para o0

desenvolvimento do primeiro inibidor comercial da ECA, o captopril, utilizado no tratamento
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da hipertensdo humana (FERNANDEZ; NESHICH; CAMARGO, 2004). Além do captopril,
outros medicamentos foram desenvolvidos baseados nestes peptideos (MCCLEARY; KINI,
2013).

1.9.7 VEGFs

A familia proteica VEGF (fator de crescimento endotelial vascular) engloba
7 membros: VEGF-A, VEGF-B, fator de crescimento placentério (PIGF), VEGF-C, VEGF-D,
VEGF viral ou VEGF-E e VEGF de peconha de serpente ou VEGF-F (YAMAZAKI et al.,
2009). Os VEGF-Fs funcionam como potentes fatores de permeabilidade vascular, facilitando
a penetracao da toxina no corpo da vitima e induzem angiogénese, promovendo a proliferacdo
de células endoteliais in vitro (SUTO et al., 2005; TAKAHASHI et al., 2004; YAMAZAKI et
al., 2003). Ligam-se a heparina e também causam hipotensdo e choque (FRY et al., 2012).
Sdo altamente variaveis em estrutura e funcdo entre as diferentes espécies de serpentes
(YAMAZAKI et al., 2009).

Os VEGFs possuem 8 residuos de cisteina que formam um “n6” de cistina,
estrutura conservada em todos os membros da familia (YAMAZAKI et al., 2009). Possuem
como receptores o0 VEGFR-1 (ou Flt-1), o VEGFR-2 (ou KDR), o0 VEGFR-3 (ou Flt-4) e
como correceptores, a neuropilina-1 (NP-1) e a heparina (MCCLEARY; KINI, 2013;
YAMAZAKI et al., 2003, 2009).

Yamazaki et al. (2003) identificaram e caracterizaram dois VEGFs, vamina
(110 residuos de aminoacidos) (Figura 21) e VR-1 (109 residuos) das peconhas das serpentes
Vipera ammodytes ammodytes e Daboia russelli russelli , respectivamente. Eles se ligam com
alta afinidade a0 VEGFR-2 (YAMAZAKI et al., 2003). A administracdo intravascular de
0,3ug/g de vamina em cobaias resultou em uma répida e drastica hipotensdo, que chegou ao
seu maximo apds 3-5 minutos (YAMAZAKI et al., 2003). Também foram descritos o Tf-
sVWEGF e o Pm-VEGF, VEGF-Fs das peconhas de Trimeresurus flavoviridis e
Protobothrops mucrosquamatus. Ambos se ligam preferencialmente ao receptor VEGFR-2,
diferentemente de vamina e VR-1 (YAMAZAKI et al., 2009).
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Figura 21. Estrutura tridimensional da vamina, um VEGF-F encontrado na pegconha de Vipera
ammodytes ammodytes, obtida por cristalografia de raios-X. Fonte: MCCLEARY; KINI, 2013.
Modificado de SUTO et al., 2005.

1.9.8 METALOPROTEASES

As metaloproteases de pegonhas de serpente (SVMPs) sdo enzimas zinco-
dependentes (DA CUNHA; MARTINS, 2012) que induzem principalmente hemorragia
(MARKLAND JR; SWENSON, 2013) ao afetarem diretamente os capilares dos vasos
sanguineos e suas interacdes com as células endoteliais (DE LIMA et al., 2005). S&o
classificadas em trés classes (P-1 a P-I1l) de acordo com seu tamanho (massa molar) e sua
organizacdo estrutural, ou seja, em relagdo aos dominios adicionais ao dominio
metaloprotease (Figura 22). As SVMPs da classe P-I (20-30kDa) possuem apenas o
prodominio e o dominio metaloprotease que contém um sitio de ligacdo ao metal e um sitio
catalitico para a atividade de proteinase (SANCHEZ et al., 2003). As P-11 (30-60kDa) contém
0 prodominio, o dominio metaloprotease e um dominio desintegrina adicional onde se
encontra a sequéncia adesiva K/RGD capaz de se ligar a integrinas de plagquetas ou células
endoteliais (DA CUNHA; MARTINS, 2012; DA SILVA et al., 2012; FOX; SERRANO,
2008b; LEAO:; HO; JUNQUEIRA-DE-AZEVEDO, 2009). E as P-IlIl (60-100kDa)
apresentam o prodominio, o dominio metaloprotease e um dominio tipo-desintegrina,

contendo a sequéncia adesiva D/ECD ligada ao dominio denominado de rico em cisteina (DA
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SILVA et al., 2012; FOX & SERRANO, 2008b; MARKLAND JR; SWENSON, 2013).
Alguns autores também consideram a existéncia da classe P-IV que engloba as SVMPs que
possuem o dominio metaloprotease e os dominios adicionais tipo desintegrina, rico em
cisteina e lectina tipo C (DA CUNHA; MARTINS, 2012; MARKLAND JR; SWENSON,
2013), enquanto outros consideram essa classe uma modificagdo pos-traducional da classe P-
I1l, classificando-a dentro desta (MARKLAND JR; SWENSON, 2013). O dominio
metaloprotease contém a sequéncia conservada de aminoacidos HEXXHGXXHD e um “Met-
turn”, uma estrutura com um residuo Met conservado que forma uma base hidrofdbica para as

trés histidinas ligantes de zinco da sequéncia conservada (DA SILVA et al., 2012).
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Figura 22. Representacdo esquematica das classes de SVMPs. Os pontos de interrogacéo (?) indicam
que o produto processado ainda ndo foi identificado na pegonha. Fonte: modificado de FOX;
SERRANO, 2008.
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As metaloproteases também podem causar proteolise da matriz extracelular,
perturbacdes entre a matriz e a célula (DE MORAIS et al., 2013) e o rompimento da
membrana basal celular (AVILA et al., 2011). Elas possuem atividade fibrin(ogen)olitica e
apoptdtica, agem como ativadores de protrombina, ativam o fator X de coagulacdo sanguinea,
inibem a agregacdo plaquetaria, sdo proinflamatorias e inativam os inibidores de
serinoproteases (MARKLAND JR; SWENSON, 2013).
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Foram encontradas duas metaloproteases na peconha de L. m. muta: LHF-1 e
LHF-II, correspondentes & mutalisina-I (classe P-1V) e mutalisina-Il (classe P-1) (AVILA et
al., 2011). As mutalisinas degradam componentes da matriz extracelular como o fibrinogénio,
a laminina, a fibronectina e o colageno tipo-1V, causando hemorragia local e sisttémica (RIPA,
2007). Estudos mostraram que a mutalisina-1 inibe seletivamente a agregagdo plaquetaria
induzida por colageno (AVILA et al., 2011), e produz edema e inflamagdo (RIPA, 2007).
Sanchez et al. (2003) mostraram que a mutalisina-11 degrada fibrina e fibrinogénio in vitro,
clivando preferencialmente as cadeias Aa.

As SVMPs podem variar de aproximadamente 11% a 65% da quantidade de
proteina total presente na peconha de um viperideo, mostrando a grande importancia dessas
proteases (MARKLAND JR; SWENSON, 2013).

1.9.9 DESINTEGRINAS

As desintegrinas sdo peptideos derivados do processamento proteolitico das
SVMPs (BJARNASON; FOX, 1994). Possuem baixa massa molar e tém de 40-100
aminoacidos (CALVETE, 2013; DA CUNHA; MARTINS, 2012). Apresentam em sua
estrutura uma alca saliente de 11 residuos de aminoacidos na porcdo C-terminal que ajuda a
expor a sequéncia de um tripeptideo ativo, possibilitando a interacdo com integrinas
reconhecedoras desse motivo (CALVETE, 2013; FUJI et al., 2003). Assim, as desintegrinas
blogueiam a ligacdo das integrinas (proteinas da superficie celular) com outras células,
interferindo nos processos de proliferacdo, diferenciacdo e ativacdo celular (CALVETE,
2013; DA CUNHA; MARTINS, 2012). Ao se ligarem as integrinas allbB3, avp3 e o5p1, as
desintegrinas podem ser utilizadas como agentes terapéuticos na trombose arterial, na
angiogénese, na metéastase tumoral, na inflamacdo e em outras doencas relacionadas as
integrinas (HUANG?®, 2010 apud CALVETE, 2013).

Funcionalmente, podem ser divididas em trés grupos de acordo com as
integrinas pelas quais tém afinidade e pela presenca de motivos ativos especificos (Figura 23)
(KOH; ARMUGAM; JEYASEELAN, 2006). O primeiro grupo engloba as desintegrinas que

contém o motivo RGD (bloqueiam o8f1, 0581, avp1, allbB3 e av33) e as com motivos similares

® HUANG, T.-F. The Discovery of disintegrins. In: Toxins and Hemostasis: from Bench do Bedside. Springer,
Amsterdam, p. 269-284, 2010.
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KGD (bloqueiam allbf3), MVD (bloqueiam a5B1, allbf3 ¢ avp3), MGD (bloqueiam a5p1) e
WGD (bloqueiam o581, allbB3 e avP3); o segundo grupo é representado pelas desintegrinas
com motivo MLD que interagem com as integrinas a4P1, a4P7, a3p1, a6p1, a7pfle a9p1; € 0
terceiro grupo, consiste de desintegrinas com os motivos KTS e RTS, potentes inibidores
seletivos da integrina a1p1 (CALVETE, 2013; KOH; ARMUGAM; JEYASEELAN, 2006).
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Figura 23. Diagrama mostrando as integrinas e os diferentes motivos (tripeptideo) de desintegrinas
que se ligam a elas, blogqueando suas interacOes especificas a outros ligantes. Os heterodimeros de
integrinas antagonizadas pelas desintegrinas de peconhas de serpentes estdo circulados. Modificado
de: CALVETE, 2013.

As desintegrinas com o motivo RGD bloqueiam a integrina allbf3, inibindo
a agregacdo plaquetaria e contribuindo para o efeito hemorragico provocado pelas SVMPs
(GOULD et al.,, 1990). Isso foi visto pela primeira vez por Huang et al. (1987) ao
caracterizarem a desintegrina trigamina da peconha de T. gramineus. A trigamina liga-se a
integrina allbB3 de plaquetas, inibindo a ligagdo desta ao fibrinogénio, sendo utilizada como
um potente agente antitrombdtico ao prolongar o tempo de sangramento (HUANG et al.,
1987). Outro exemplo é a DisBa-01, uma desintegrina recombinante de 12kDa com motivo
RGD, que foi isolada de uma biblioteca de cDNA construida a partir de RNAs mensageiros
(RAMOQOS, 2005) da glandula venenifera da serpente brasileira Rhinocerophis alternatus
(FENWICK et al., 2009; KAUSKOT et al., 2008; NUNES, 2006; RAMOS, 2005; RAMOS et
al., 2008). Pesquisas indicaram que a DisBa-01 tem forte ligacdo com integrinas [3
(KAUSKOT et al., 2008; RAMOS et al., 2008), principalmente com a a3 € a aypPs, que
estdo envolvidas, respectivamente, na formacdo de tumores e trombose (RAMOS, 2005),
mostrando a potente atividade antimetastatica, antiangiogénica e antitrombdtica desta
desintegrina (KAUSKOT et al., 2008).
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Também foi observada a existéncia de desintegrinas P-I11, ou desintegrinas-
similes, que apresentam em sua alca 0 motivo XCD (normalmente D/ECD). As desintegrinas-
similes reconhecem a integrina af1, ligante de colageno (MAHIMKAR et al., 2005; ZHOU
et al., 2001). Um exemplo é a alternagina-C (ALT-C) de R. alternatus, que tem o motivo
ECD e foi descrita inicialmente por Souza et al. (2000), uma forte indutora da proliferacédo de
HUVECs in vitro (COMINETTI et al., 2004).

As desintegrinas também podem ser divididas em quatro subfamilias de
acordo com seu tamanho (40-100 residuos) e numero de pontes dissulfeto (4-8): desintegrinas
grandes (84 residuos de aminoacidos e 7 pontes dissulfeto), medias (~70 residuos de
aminoacidos e 6 pontes dissulfeto), homo e heterodiméricas (~67 residuos e 4 pontes
dissulfeto), e pequenas (41-51 residuos de aminoacidos e 4 pontes dissulfeto) (CALVETE et
al., 2003; CALVETE, 2013).

1.10 PROTEOMICA: FERRAMENTA CHAVE PARA O MAIOR CONHECIMENTO DA
PECONHA DE SERPENTES

O conhecimento da composi¢éo proteica (proteoma) de uma pegonha auxilia
nos estudos de variacbes ontogenética, individual e geogréafica envolvendo as serpentes,
possibilitando um melhor efeito no tratamento dos acidentes ofidicos e na selecdo de
espécimes para a geracao de eficientes antidotos contra o envenenamento (CALVETE, 2011a,
2011b; GUTIERREZ, 2011; MENDOZA, et al., 2009).

Observou-se através de estudos protedmicos que a composicao da peconha
sofre alteracGes durante o desenvolvimento da serpente, ocorrendo uma grande variacao nas
concentracdes das toxinas com o passar do tempo (MADRIGAL et al., 2012). Isso reflete no
tipo de sintomatologia apresentado apdés um acidente ofidico, sendo essencial esse
conhecimento para o correto tratamento da vitima. Gutiérrez et al. (1990) reportaram um
aumento de toxinas proteoliticas, hemorragicas e miotdxicas, principalmente metaloproteases
e fosfolipases A,, em serpentes adultas de Lachesis quando comparadas com as neonatas e
juvenis. Madrigal et al. (2012) descreveram mudangas ontogenéticas na peconha de L.
stenophrys de uma peconha rica em serinoproteases em neonatos para outra rica em
metaloproteases em adultos. Ripa (2007) mostrou que neonatos e juvenis de L.

melanocephala apresentam uma pecgonha rica em liberadores de bradicinina (vasodilatador)
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como proteases tipo calicreina e cininogenina, sendo responsaveis pela sindrome de choque e
provavel morte de suas presas/vitimas. Essas proteases estdo em maiores quantidades em
neonatos/juvenis, enquanto a peconha de serpentes adultas apresenta mais proteases
hemorragicas como a mutalisina-11 (metaloprotease) e fosfolipases A,, as quais estdo ausentes
ou em menor quantidade, respectivamente, em neonatos/juvenis (RIPA, 2007). Esses estudos
contribuem para um melhor conhecimento da pegonha de serpentes com relacdo a sua
ontogenia, 0 que possibilita um tratamento mais adequado para a vitima picada por uma
serpente neonata, juvenil ou adulta desse género.

E de suma importancia estudar os componentes proteicos presentes na
peconha ofidica, pois a partir deles novos farmacos poderdo ser desenvolvidos para o
tratamento de diversas doencas como, canceres e doencas relacionadas as perturbacdes da
homeostase do organismo (ESCOUBAS; QUINTON; NICHOLSON, 2008; JUNQUEIRA-
DE-AZEVEDO et al., 2006). Crescenti et al. (2003) ao administrarem 4ng/mL de peconha de
Lachesis muta em combinacdo com Mn®*, Zn?* e Se** (4ug/mL cada) em camundongos nude
gue desenvolveram tumores, comprovaram gue a peconha desta serpente inibe o crescimento
tumoral e a angiogénese, induzindo apoptose e modulando a atividade de enzimas
antioxidantes. Posteriormente, em 2011, utilizando o mesmo procedimento de 2003, Crescenti
et al. observaram que a combinagéao entre oligoelementos e a peconha de L. muta inibe o dano
histolégico no intestino delgado de ratos machos Sprague-Dawley, restaurando o numero de
criptas e o peso das vilosidades intestinais que foram diminuidos previamente por radiacdo
gama. Sanz et al. (2008) também observaram que a administracdo subcutanea de 4ng/ml (num
total de 0,5mL) da peconha de L. muta aumenta a sobrevivéncia de ratos com tumores em 37
dias (de 66 para 103 dias), quando comparada com a de animais controle ndo-tratados. Esses
pesquisadores também comprovaram que a peconha desta espécie inibe em 50-70% a
proliferacdo celular nas linhagens celulares MDA-MB-231 (cancer de mama), MCF-7 (cancer
de mama), PANC-1 (carcinoma pancreatico), WM35 (melanoma), HT168 (melanoma) e
U937 (linfoma histiocitico).

Além disso, o proteoma da peconha é uma grande ferramenta em estudos
envolvendo a Sistematica de serpentes (ESCOUBAS; QUINTON; NICHOLSON, 2008),
podendo facilitar a classificacdo de especimes dentro de subespécies, espécies, géneros, etc. A
composigdo da peconha tende a refletir a historia evolutiva dos taxa relacionados e permite a
diferenciacdo entre espécies relacionadas e a elucidacdo de linhagens filogenéticas
(ESCOUBAS; QUINTON; NICHOLSON, 2008; GUTIERREZ, 2011). Nawarak et al. (2003)

usando varias técnicas protedbmicas, analisaram as peconhas de 10 espécies de serpentes das
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familias Elapidae e Viperidae, o que revelou diferencas especificas nas proteinas das
peconhas intraespécies, assim como entre espécies e familias.

Outra contribuicdo deste tipo de estudo diz respeito ao entendimento de
como as peconhas funcionam, quais proteinas estdo relacionadas com quais tipos de acdo no
organismo da vitima e como utilizar algumas dessas mesmas proteinas no retardo do
envenenamento. Esse entendimento, conhecido como “toxinologia” da pegonha, ajuda-nos a
identificar quais os caminhos e as maneiras com que cada componente toxico contribui para
as patologias associadas ao envenenamento (FOX, 2013).

Para que tudo isso ocorra, ha a necessidade de avangos na tecnologia e na
pesquisa sobre as peconhas. A protebmica das pegonhas de serpentes tem ajudado no
desenvolvimento de métodos importantissimos, que podem ser utilizados ndo somente na
caracterizacdo dessas peconhas, como também na andlise da capacidade dos soros antiofidicos
em neutralizar seus efeitos letal, hemorragico, miotdxico, coagulante e desfibrinogenante
(GUTIERREZ, 2011). As técnicas de separacio de proteinas de alta performance, como
HPLC e eletroforese bidimensional, os sensiveis sequenciadores automaticos de DNA e
proteinas e o surgimento da espectrometria de massas, sdo ferramentas protedbmicas essenciais
para o estudo da complexa composicdo da peconha (Figura 24) (CALVETE, 2011a;
ESCOUBAS; QUINTON; NICHOLSON, 2008; FOX; SERRANO, 2008).

Peconha de serpente

‘ Eletroforese bidimensional ‘ 4{ HPLC fase reversa }7

Digestdo in gel Sequenciamento MALDI-TOI,:/MS SDS-PAGE
(tripsina) por Edman das proteinas
MALDI- MALDI- MALDI-
TOF/MS TOF/MS/MS TOF/MS
ESI/MS/
MS
Buscaem Biisca &
bancos de dados bancosdedados

Figura 24. Diagrama mostrando algumas estratégias utilizadas para a analise de proteomas de
peconhas de serpentes. Modificado de: FOX; SERRANO, 2008.
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Os primeiros estudos comparativos de peconhas de Viperidae utilizando
eletroforese bidimensional (2D PAGE) associada a espectrometria de massas (LC/MS/MS)
ocorreram em 2002, quando Fox et al. compararam as peconhas de Crotalus atrox e Bothrops
jararaca. Em 2003, Creer et al. demonstraram variagdes intraespecificas entre espécimes de
Trimeresurus stejnegeri por meio de MALDI-TOF/MS e eletroforese bidimensional (2D-
PAGE). Sanz et al. (2008) utilizando HPLC, sequenciamento N-terminal e espectrometria de
massas (MALDI-TOF e CID-MS/MS), compararam as peconhas de Lachesis muta e Lachesis
stenophrys.

Atualmente, a maior dificuldade em estudos protedmicos de peconhas de
serpentes € a correta identificacdo de suas proteinas devida a falta de bancos de dados com
sequéncias proteicas de peconhas (FOX; SERRANO, 2008). Poucas espécies de serpentes
possuem bancos de dados com sequéncias proteicas publicadas, o que dificulta a vida do
pesquisador neste campo. Porém, avancgos estdo sendo alcancados com a publicacdo de
trasncriptomas de glandulas veneniferas de alguns géneros de serpentes.

Saber a composicdo da peconha de uma serpente € tentar elucidar sua
variacdo e assim relacionar essa variagdo com o habitat, a dieta, a idade e o dimorfismo sexual
existente entre especimes, subespécies, espécies, familias, entre outros aspectos, permitindo
uma maior visualizagdo da importancia dessa peconha nos mais diversos estudos bioldgicos e
biotecnoldgicos.

Assim sendo, para se ter uma visdo mais realista da complexidade de uma
peconha, seu proteoma tem sido estudado por meio de eletroforese bidimensional e
espectrometria de massas das proteinas presentes ou HPLC e sequenciamento proteico (FOX;
SERRANO, 2008) de uma forma bem sucedida, provendo resultados bastante favoraveis que
podem ser utilizados na comparacdo de diversos proteomas, além de possibilitarem acesso a
proteinas individuais que podem ser relacionadas com certas fungdes de cunho téxico na
sintomatologia de vitimas acometidas por picadas de serpentes, favorecendo o tratamento
antiofidico destas.
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2 OBJETIVOS

Este trabalho teve os seguintes objetivos:

Analisar o proteoma da pegonha da serpente Lachesis muta rhombeata com
0 auxilio de técnicas protedmicas (eletroforese bidimensional-2D, espectrometria de massas,
FPLC e sequenciamento proteico amino-terminal) e de Bioinformatica (BLAST e uso de
bancos de dados).

Identificar as principais familias proteicas presentes neste proteoma.

Correlacionar os resultados obtidos com proteomas de outras serpentes do
género Lachesis encontrados na literatura.

Com isso, espera-se que este proteoma auxilie os mais variados estudos

bioldgicos e biotecnoldgicos existentes.
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3 METODOLOGIA

3.1 OBTENCAO DA PECONHA DE LACHESIS MUTA RHOMBEATA

A peconha de um espécime de Lachesis muta rhombeata foi extraida
manualmente, liofilizada e mantida a -20°C até o uso. Esta peconha foi cedida gentilmente
pela Profa. Dra. Eliane Candiani Arantes Braga da FCFRP-USP. O espécime analisado
pertencia ao serpentario Bosque da Saude de Americana sob o registro de nimero 647.998,

mas tinha como habitat original a Regido de llhéus, na Bahia.

3.2 ELETROFORESE BIDIMENSIONAL (2D SDS-PAGE)

De um total de 5mg de pecgonha liofilizada de L. m. rhombeata, uma
quantidade equivalente a 400ug foi purificada seguindo o protocolo do kit 2-D Clean-Up Kit
(GE Life Sciences), para a remocdo de sais, sendo ressuspendida em tampé&o de rehidratacao-
TR (Uréia 8M, CHAPS 3%, IPG Buffer pH 3-10 1%, Azul de Bromofenol 0,002%).

Posteriormente, replicatas de 200ug da peconha foram submetidas a
focalizacdo isoelétrica (FI) das proteinas, segundo 0s seus respectivos pontos isoelétricos,
utilizando fitas (strips) de 13cm de variagdo de pl 3-10 (Immobiline Drystrip pH 3-10; GE
Life Sciences) com o auxilio do programa Ettan™ IPGphor™ 3.

Apbs a corrida de eletroforese (EF) na primeira dimensdo, as proteinas ja
separadas pelo pl foram reduzidas e alquiladas por meio de incubacéo sequencial com solucéo
de equilibrio (SE) composta de: Tris-HCI 75mM pH 8,8, Uréia 6M, Glicerol 29,3%, SDS 2%,
Azul de Bromofenol 0,002%), 10mg/mL de DTT (ditiotreitol) em SE e 25mg/mL de IAA
(iodoacetamida). Em seguida, as proteinas foram submetidas a EF em gel de poliacrilamida,
contendo dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE), cujas concentracdes estdo descritas na
Tabela 3, para a separacdo segundo suas massas molares, obtendo a segunda dimensao e o
perfil proteico (spots) da peconha de Lachesis muta rhombeata. As EFs foram realizadas em

equipamentos Hoefer SE 600sries Electrophoresis Unit e Electrophoresis Power Supply — EPS
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601. Os géis obtidos foram corados com Coomassie Phastgel Blue R 0,2% (GE Life
Sciences).

Tabela 3. Reagentes para a preparacdo do gel de poliacrilamida 10% (SDS-PAGE) utilizado para
eletroforese e obten¢do da segunda dimensdo do gel 2D.

Concentracao final do gel 10%
Solucdo do monémero 30mL
Tris 1,5mmol/L 22,5mL
SDS 10% 900pL
Agua milli-Q 36,20mL
TEMED 29,70pL
Persulfato de aménio 10% 450pL
Volume total 90mL

3.3 DETECCAO DOS SPOTS OBTIDOS A PARTIR DO PROTEOMA DA PECONHA DE
L. M. RHOMBEATA

Os géis corados, obtidos apds eletroforese bidimensional da peconha de L.
m. rhombeata, foram escaneados utilizando o equipamento ImageScanner (GE Life Sciences)
e 0 programa LabScan (GE Life Sciences) para captura das imagens. Posteriormente, 0
software ImageMaster 2D Platinum (GE Life Sciences) foi utilizado para a detecc¢do dos spots
proteicos. Esse software permite uma precisa deteccdo e visualizacdo de todos 0s spots de um
gel bidimensional, facilitando a selecdo desses spots para futura extracdo (recorte manual) e
tratamento. Além disso, com a utilizacdo da ferramenta Scatter Plots tem-se acesso a
reprodutibilidade dos géis, as similaridades existentes entre as replicatas e as informacdes

adicionais como os pls, as massas molares e as porcentagens de volume de todos 0s spots.

3.4 DIGESTAO IN SITU, no GEL DOS SPOTS PROTEICOS

Os spots proteicos detectados e selecionados pelo software ImageMaster 2D

Platinum (GE Life Sciences) foram extraidos do SDS-PAGE e passaram por uma digestao in
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situ para posterior analise no espectrémetro de massas. Essa digestdo foi realizada segundo
Celedon et al. (2007) com algumas modificacdes.

Os spots recortados manualmente foram descorados com lavagens
sucessivas utilizando uma solucdo Destain (metanol 50% em éacido acético 2,5%).
Posteriormente, eles foram desidratados com 100% de acetonitrila e reduzidos com 10mM de
ditiotreitol. Apds incubacdo, esses spots foram alquilados com uma solugdo de IAA 50mM,
lavados com bicarbonato de amonio 100mM, desidratados com acetonitrila 100%,
rehidratados com bicarbonato de aménio 100mM e desidratados novamente com acetonitrila
100%. A digestdo proteica ocorreu com a adicdo de 20ng/ulL de tripsina aos spots
desidratados. Apds meia hora essa tripsina foi retirada e os spots foram incubados overnight
com bicarbonato de amdnio 50mM & 37°C.

No dia seguinte os peptideos foram extraidos dos spots por meio de
solucBes de extragdes contendo &cido férmico 5% em agua e acido formico 5% em
acetonitrila 50%. As amostras peptidicas foram concentradas e armazenadas em -20°C até

posterior purificacao.

3.5 PURIFICACAO DAS AMOSTRAS PEPTIDICAS EXTRAIDAS DOS SPOTS

Todas as amostras obtidas foram purificadas utilizando o protocolo da
Reverse-Phase ZipTip C18 Millipore (Zip-Tips), para posterior analise pela espectrometria de
massas. As ZipTips sdo ponteiras de 10puL que contém ‘beads’ de C18 imobilizadas em suas
pontas. Elas funcionam como micro colunas de cromatografia de fase reversa (geralmente
C18) e sdo utilizadas para dessalinizar e concentrar 0s peptideos antes da andlise pela

espectrometria de massas.

3.6 ESPECTROMETRIA DE MASSAS (EM)

Apos digestdo e purificacdo, as amostras peptidicas obtidas pela eletroforese
bidimensional foram analisadas pela determinacdo de suas massas e sequéncias por EM em
espectrometro SCIEX TOF/TOF™ 5800 System no Laboratério Max Feffer, do grupo de
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Genética de Plantas da ESALQ, USP-Piracicaba. 1uL de cada amostra peptidica (eluida em
50% de acetonitrila) foi misturada a 1puL de matriz composta por acido a-ciano-4-
hidroxicinamico. Dessa mistura, 1uL foi ‘espotado’ em uma placa propria e o solvente
organico foi evaporado. Durante a evaporagdo, a matriz formou pequenos cristais e a amostra
peptidica foi incorporada a esses cristais. ApoOs esta etapa, a placa foi levada para dentro do
espectrometro (na fonte idnica MALDI), onde foi ‘atingida’ por laser. A matriz absorveu luz
no comprimento de onda do laser, permitindo com que a amostra fosse protonada, gerando
ions. Esses ions foram acelerados por alta voltagem até um primeiro analisador (TOF), onde
ions de interesse (chamados ions precursores) foram selecionados.

Os ions precursores selecionados passaram por uma célula de colisdo (CID),
colidindo com moléculas do gas de colisdo, sendo fragmentados, produzindo ‘produtos
ionicos’. Estes, por sua vez, passaram para um segundo analisador (TOF), onde foram
resolvidos e, posteriormente, detectados por um detector que gerou um espectro para cada ion.
Cada espectro forneceu dados para a determinacdo da massa e da sequéncia peptidica,
ressaltando que as massas foram medidas de acordo com o tempo de v6o do ion dentro do
tubo de vdo dos analisadores (TOF).

Um espectrometro do tipo MALDI-TOF/TOF possui uma alta sensibilidade
e alta resolucdo, permitindo uma sensivel andlise posterior por programas computacionais
(WESTERMEIER; NAVEN, 2002).

3.7 ANALISE DOS RESULTADOS ORIUNDOS DA ESPECTROMETRIA DE MASSAS
(BIOINFORMATICA)

Os arquivos brutos provenientes das analises obtidas pela EM foram
aplicados no programa MASCOT Sequency Query (http://www.matrixscience.com/
search_form_select.ntml), utilizando para a identificacdo dos spots o banco de dados
SwissProt, de alta qualidade, composto de sequéncias ndo-redundantes, e que também fornece
resultados experimentais.

O MASCOT ¢ uma ferramenta que usa dados de espectrometria de massas
para a identificacdo de proteinas contidas em bancos de dados primarios. O Sequency Query é

uma ferramenta de busca dentro do MASCOT, na qual uma ou mais massas moleculares de


http://www.matrixscience.com/%20search_form_select.html
http://www.matrixscience.com/%20search_form_select.html
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peptideos sdo combinadas com dados de sequéncia e composi¢do, potencializando o0s
‘matches’ nos bancos de dados.

Somente os peptideos com probabilidade <0,05 foram considerados aptos e
identificados pelo MASCOT e a busca no SwissProt foi realizada no Laboratério Max Feffer
de Genética de Plantas da ESALQ, USP-Piracicaba, utilizando como especificacdo
taxondmica o banco de dados SNAKES contido no site do NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/?term=txid8570%5bOrganism:exp%5d).

Os dados foram organizados em tabelas e graficos para visualizacdo das
principais familias proteicas presentes na pegonha de L. m. rhombeata. Esses resultados foram
comparados com 0s proteomas de peconhas de outras serpentes do género Lachesis existentes

na literatura.

3.8 FAST PROTEIN LIQUID CHROMATOGRAPHY (FPLC)

Amostras de 1 a 5mg da peconha de Lachesis muta rhombeata foram
dispersas em 90-100uL de uma solucdo de TFA 0,05% e acetonitrila 5%, centrifugadas a
13.000 x g por 10 minutos e aplicados em coluna de fase reversa (C18, 250 x 4,6mm,
particulas de 5um, Vydac) acoplada ao equipamento AKTA Purifier UPC-10 (GE Life
Sciences), utilizando um comprimento de onda igual a 214nm.

A aplicagéo foi feita seguindo o protocolo de purificacdo proposto por Sanz
et al. (2008) e as amostras eluidas por um gradiente linear de TFA 0,1% em &gua (solucdo A)
e TFA 0,1% em acetonitrila (solucdo B) (5% de B por 10 minutos, seguido de 5-15% de B por
20 minutos, 15-45% de B por 120 minutos e 45-70% de B por 20 minutos). Para obtencdo do
perfil cromatografico e da tabela de recuperacdo foi utilizado o programa Unicorn 5.0 (GE
Life Sciences).

3.9 SEQUENCIAMENTO PROTEICO E ANALISE DOS DADOS

As fragdes obtidas pelo fracionamento da peconha de L. m. rhombeata em

coluna cromatografica de fase reversa C18 foram liofilizadas (Liofilizador Benchtop K, Virtis)


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/%20protein/?term=txid8570%5bOrganism:exp%5d
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e suas sequéncias amino-terminal foram determinadas posteriormente por degradagdo de
Edman em Sequenciador PPSQ-33A, Shimadzu.

As sequéncias obtidas foram comparadas com sequéncias disponiveis no
banco de dados nr (non-redundant protein sequences) do NCBI, por meio de buscas
utilizando os seguintes termos como organismos-chave: Lachesis muta rhombeata e Lachesis.
Essa analise foi comparada com aquela feita por meio de gel bidimensional e espectrometria

de massas, esperando-se uma complementacédo dos resultados obtidos.

3.10 ELETROFORESE UNIDIMENSIONAL (SDS-PAGE)

Um gel de poliacrilamida 15% (SDS-PAGE) foi feito sob condigdes
redutoras para a visualizacdo da composicéo proteica da peconha de L. m. rhombeata (Tabela
4).

Com isso, espera-se verificar a idade da serpente utilizada neste projeto
devido a maior presenca de proteinas hemoliticas e proteoliticas (adultas) ou proteinas
causadoras de choque hipotensivo (neonatas-juvenis). Essa analise foi confrontada com os
resultados da comparagédo das peconhas de serpentes neonatas, juvenis e adultas de serpentes

do género Lachesis obtidos por Ripa (2007).

Tabela 4. Reagentes para a preparacdo do gel de poliacrilamida 15% (SDS-PAGE) utilizado para a
visualizagdo da composicéo proteica da pegonha de L. m. rhombeata.

Reagentes Gel de corrida 15% Gel de empilhamento

Agua milli-Q 2,13mL 1,725mL
Acrilamida 30% 2,75mL 300uL
1,5M Tris pH 8,8 1.03mL
1,0MTrispH68 e 125uL
SDS 10% 55uL 20pL
Persulfato de aménio 10% 50pL 40pL

TEMED 13pL 12uL
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 ELETROFORESE BIDIMENSIONAL DA PECONHA

Replicatas de 200ug de peconha liofilizada de L. m. rhombeata foram
preparadas conforme descrito no tépico 3.2. Duas strips de 13cm (pl entre 3-10), contendo a
mesma amostra, foram submetidas simultaneamente a focalizacdo isoelétrica das proteinas,
sendo posteriormente reduzidas, alquiladas e separadas segundo diferencas de massas molares
na eletroforese em gel de poliacrilamida 10% (SDS-PAGE), obtendo-se a segunda dimensao e
o perfil proteico (spots) da peconha de Lachesis muta rhombeata.

Logo em seguida, os géis bidimensionais foram corados com corante
PhastGel Blue R 0,2% (20mL) em 54mL de metanol, 18mL de &cido acético e 108mL de
agua destilada por 1 hora e 30 minutos. Para descorar os géis, foram feitas lavagens
sucessivas com solucao descorante (etanol 20% em &cido acético 5%). Os géis bidimensionais

podem ser vistos nas figuras 25 e 26.
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Figura 25. Perfil proteico (spots) da pegonha da serpente L. m. rhombeata obtido por eletroforese
bidimensional-2D. A imagem mostra a replicata 1A. O gel foi corado com Coomassie Phastgel Blue R
0,2%. A faixa de pH varia de 3 a 10. Foi visualizado o marcador de massa molar: 29kDa = anidrase
carbonica e 12kDa = citocromo C.
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Figura 26. Perfil proteico (spots) da peconha da serpente L. m. rhombeata obtido por eletroforese
bidimensional-2D. A imagem mostra a replicata 2A. O gel foi corado com Coomassie Phastgel Blue R

0,2%.

4.2 DETECCAO DOS SPOTS OBTIDOS A PARTIR DO PROTEOMA DA PECONHA DE
L. M. RHOMBEATA

Foram detectados e selecionados 111 spots por meio do software
ImageMaster 2D Platinum (GE Life Sciences): 58 no gel bidimensional 1A e 53 no 2A
(Figuras 27 e 28).
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Figura 27. Deteccdo e selecdo dos spots proteicos da pegonha da serpente L. m. rhombeata por meio
do software ImageMaster 2D Platinum. Replicata 1A contendo 58 spots (marcados de 1 a 58). A faixa
de pH varia de 3 a 10. Foi visualizado o marcador de massa molar: 29kDa = anidrase carbdnica e
12kDa = citocromo C. Os numeros 1, 2 e 3 (retangulos azuis) referem-se aos land markers.
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Figura 28. Detec¢éo e selecdo dos spots proteicos da peconha da serpente L. m. rhombeata por meio
do software ImageMaster 2D Platinum. Replicata 2A contendo 53 spots (marcados de 61 a 113). A
faixa de pH varia de 3 a 10. Foi visualizado o marcador de massa molar: 29kDa = anidrase carbonica e
12kDa = citocromo C. Os nlmeros 1, 2 e 3 (retdngulos azuis) referem-se aos land markers.

Também foi feita uma correlacdo para mostrar o nivel/grau de semelhanca
entre as duplicatas utilizando o software ImageMaster 2D Platinum (GE Life Sciences). A
correlacdo obtida foi de 0,9827, indicando a alta reprodutibilidade do experimento e a grande
semelhanca entre os dois géis bidimensionais (Figura 29), o que é um resultado étimo, pois
indica a confiabilidade da técnica, apds padronizacdes prévias referentes (1) a quantidade de
amostra a ser aplicada nos géis, (2) a purificacdo da amostra para retirada de sais e outras
substancias, para diminuir o background nos géis e (3) a duracdo das etapas de focalizagédo
isoelétrica e eletroforese em gel (SDS-PAGE) para correta separacdo das proteinas e também

para a diminuicdo do background.
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Figura 29. Curva de correlacdo, obtida por meio do software ImageMaster 2D Platinum, entre as
replicatas dos géis bidimensionais da peconha de L. m. rhombeata. A correla¢do de 0,9827 indica uma
alta reprodutibilidade experimental.

Os spots, preferencialmente selecionados do gel 1A (nimero de spots igual
a 58), foram digeridos segundo Celedon et al. (2007) com algumas modificacBes (tdpico 3.4.)
e purificados/concentrados por meio de ZipTips para posterior analise por espectrometria de
massas. As etapas de digestdo e purificacdo/concentracdo das amostras peptidicas extraidas
dos spots sdo criticas para a obtencdo de resultados proveitosos e, por isso, foram realizadas
minuciosamente, tendo-se o cuidado de evitar a0 méaximo possiveis contaminagfes (0 uso de

mascara, luvas, jaleco e bancadas limpas foi essencial).
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4.3 ANALISE DOS DADOS OBTIDOS POR ESPECTROMETRIA DE MASSAS

As 58 amostras peptidicas extraidas, purificadas e concentradas a partir dos
spots do gel bidimensional 1A da peconha de L. m. rhombeata foram levadas para anélise por
espectrometria de massas (SCIEX TOF/TOF™ 5800 System) no Laboratério Max Feffer, do
grupo de Genetica de Plantas da ESALQ, USP-Piracicaba. L4, as amostras foram preparadas
conforme citado no topico 3.6. Apenas 1uL de cada amostra foi ‘espotado’ em uma placa
prépria para espectrdmetros do tipo MALDI (Figura 30) juntamente com 1uL de 3 padrbes
para calibracdo do equipamento.

Figura 30. Placa propria para espectrometros do tipo MALDI onde foram ‘espotadas’ as amostras
peptidicas extraidas dos spots do gel bidimensional 1A da peconha de L. m. rhombeata. Fonte: <http://
en.wikipedia.org/wiki/Matrix-assisted_laser_desorption/ionization>. Acesso em 17 de dezembro de
2012.

Apds todas as etapas de espectrometria citadas no tépico 3.6, 0s arquivos
brutos provenientes das analises dos espectros foram aplicados no programa MASCOT
Sequency Query (http: //www.matrixscience.com/search_form_select.html), utilizando para a
identificacdo dos spots o banco de dados SwissProt contido dentro do proprio MASCOT e,
como especificacdo taxondmica, o banco de dados SNAKES (http://www.ncbi.nlm.nih.gov
/protein/  ?term=txid8570%5bOrganism:exp%5d) contido no site do NCBI. Foram
consideradas tolerancias de +0,5Da para a massa do peptideo e +0,5Da para os fragmentos de
peptideos obtidos.

Damico et al. (2012) também utilizaram o acoplamento do banco de dados

SNAKES juntamente de suas analises, e conseguiram isolar e caracterizar parcialmente uma


http://www.matrixscience.com/search_form_select.html
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fosfolipase A, basica (nomeada de LmrTX) da peconha de L. m. rhombeata. 1sso mostra que a
utilizacdo de um banco de dados categorizado (0 banco de dados SNAKES apresenta 35.185
entradas de proteinas toxicas e ndo toxicas de serpentes) em conjunto com o banco estipulado
pelo proprio programa de analises (SwissProt no MASCOT) delimita a identificacdo proteica,
diminuindo o numero de eventuais aleatoriedades. Exemplo ressaltando este aspecto foi
obtido numa analise prévia dos 58 spots da peconha de L. m. rhombeata realizada durante este
trabalho sem a utilizacdo deste acoplamento e os resultados obtidos ndo foram biologicamente
condizentes com o esperado, jA que os spots foram identificados contendo ndo apenas
proteinas de serpentes e sim dos mais diversos organismos como mamiferos, aves e
principalmente bactérias. Com a conjungdo do banco de dados SNAKES, a nova analise de
identificacdo dos spots desta peconha forneceu somente resultados significativos,
interessantes e de grande valor biologico.

Das 58 amostras analisadas, somente 2 ndo foram identificadas pelo
MASCOT (spots de nimero 16 e 20). As demais foram identificadas e classificadas dentro

das familias proteicas presentes na peconha de serpentes (Tabela 5).

Tabela 5. Andlise por MS/IMS e MASCOT (SwissProt e banco de dados SNAKES (http://

www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/?term=txid8570%5b0rganism:exp%5d)) das amostras peptidicas
extraidas dos spots proteicos da pe¢onha de L. m. rhombeata.
Spot | Proteinae codigo | Identidade com | Peptideos | Mr (massa MS/MS sequéncia derivada Familia
no. de acesso uma proteina correspon- | calculada) proteica
encontrada em dentes
1 Precursor de Micropechis 6 1314,7143 | RIAVEAQSQVVSGAK.Y Inibidores de
cistatina ikaheka 1314,7143 | RIAVEAQSQVVSGAK.Y proteases
(gb|ACR83849.1) 1712,9421 | K.ELRIVEAQSQVVSGAK.Y
1712,9421 | K.ELRIVEAQSQVVSGAK.Y
1928,9720 | K.LTCHFQVWSRPWLEK.M
1928,9720 | K.LTCHFQVWSRPWLEK.M
2 SVPLA2 Trimeresurus 2 1927,8590 | K.EICECDKAAAICFRDNK.D Fosfolipases
(pdb|4HOQ|A) stejnegeri 1927,8040 | R.YSSNNGDIVCEANNPCTK.E A2
3 Tipo proteina 14 Crotalus 5 1314,6680 | R.HSPTKAQLDYR.R Proteinas de
ligante de RNA adamanteus 1314,6680 | R.HSPTKAQLDYR.R sinalizacéo
(gb|AFJ51199.1|) 1712,8628 | K.IPTLENMQARNDGVR.S intracelular
1712,8628 | K.IPTLENMQARNDGVR.S
1750,8863 | R.RLSDSPHAYRHSPTK.A
4 Tipo proteina 14 Crotalus 5 1314,6680 | R.HSPTKAQLDYR.R Proteinas de
ligante de RNA adamanteus 1314,6680 | R.HSPTKAQLDYR.R sinalizacdo
(gb|AFJ51199.1)) 1712,8628 | K.IPTLENMQARNDGVR.S intracelular
1712,8628 | K.IPTLENMQARNDGVR.S
1750,8863 | R.RLSDSPHAYRHSPTK.A



http://genfis40.esalq.usp.br/mascot/cgi/protein_view.pl?file=../data/20121001/F021567.dat&hit=1
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Spot | Proteina e cédigo Identidade com | Peptideos | Mr (massa MS/MS sequéncia derivada Familia
no. de acesso uma proteina correspon- | calculada) proteica
encontrada em dentes
5 Atragina Naja atra 7 1339,6303 | R.DSCFTLNQRTR.G Metaloprotea-
(gb|JACN50006.1|) 1712,7103 | K.CGDGMVCSNRQCVDVK.T ses
1712,7103 | K.CGDGMVCSNRQCVDVK.T
1750,6596 | K.LQHEAQCDSEECCEK.C
1927,9792 | R.YEFQVNGEPVVLHLER.N
1927,9792 | R.YEFQVNGEPVVLHLER.N
1928,8768 | R.DSCFTLNQRTRGCGLCR.M
6 Fator tipo VAV2 Crotalus 6 1314,6707 | KYYKTLEEIEK.N Proteinas de
(gb|AFJ52029.1]) adamanteus 1314,6707 | KYYKTLEEIEK.N transducéo de
1562,8392 | R.TFLKVCHDKFGLR.N sinal
1562,8392 | R.TFLKVCHDKFGLR.N
1712,8046 | R.NSELFDPFDLFDVR.D
1712,8046 | R.NSELFDPFDLFDVR.D
7 Precursor de Micropechis 6 1314,7143 | RIAVEAQSQVVSGAK.Y Inibidores de
cistatina ikaheka 1314,7143 | RIAVEAQSQVVSGAK.Y proteases
(gb]ACR83849.1) 1712,9421 | K.ELRIVEAQSQVVSGAK.Y
1712,9421 | K.ELRIVEAQSQVVSGAK.Y
1928,9720 | K.LTCHFQVWSRPWLEK.M
1928,9720 | K.LTCHFQVWSRPWLEK.M
8 DDB1- e CUL4- Crotalus 6 856,5607 | M.RVKVLSR.N Fatores
associados ao adamanteus 1314,7118 | R.HLPKMIYSQAK.E associados a
fator tipo 13 1314,7118 | R.HLPKMIYSQAK.E DDBle
(gb|AFJ49848.1)) 1712,8958 | K.VLSRNPDHYVRETK.Q cuL4
1712,8958 | K.VLSRNPDHYVRETK.Q
1750,8237 | R.FCGTSFFTVGDDKTVK.H
9 Precursor de Pseudonaja 5 1298,7194 | RIVEAQSQVVAGAK.Y Inibidores de
cistatina textilis 1298,7194 | RIVEAQSQVVAGAK.Y proteases
(gb]ACR83840.1)) 1417,7864 | .MVHSQLPVAAPLR.L
1417,7864 | .MVHSQLPVAAPLR.L
1928,9720 | K.LTCHFQVWSRPWLEK.M
10 Superbina a Austrelaps 4 1298,6084 | KNMIQCANHGRR.A Fosfolipases
(sp|P59067.1|PA2 superbus 1298,6084 | KNMIQCANHGRR.A A2
S_AUSSU) 1712,7320 | R.CCKTHDDCYIEAGKK.G
1712,7320 | R.CCKTHDDCYIEAGKK.G
11 Superbina a Austrelaps 4 1298,6084 | KNMIQCANHGRR.A Fosfolipases
(sp|P59067.1|PA2 superbus 1298,6084 | KNMIQCANHGRR.A A2
S_AUSSU) 1712,7320 | R.CCKTHDDCYIEAGKK.G
1712,7320 | R.CCKTHDDCYIEAGKK.G
12 Precursor de Micropechis 6 1314,7143 | RIAVEAQSQVVSGAK.Y Inibidores de
cistatina ikaheka 1314,7143 | RIAVEAQSQVVSGAK.Y proteases
(gb]ACR83849.1) 1712,9421 | K.ELRIVEAQSQVVSGAK.Y
1712,9421 | K.ELRIVEAQSQVVSGAK.Y
1928,9720 | K.LTCHFQVWSRPWLEK.M
1928,9720 | K.LTCHFQVWSRPWLEK.M
13 Precursor de Micropechis 6 1314,7143 | RIVEAQSQVVSGAK.Y Inibidores de
cistatina ikaheka 1314,7143 | RIVEAQSQVVSGAK.Y proteases
(gb|ACR83849.1) 1712,9421 | K.ELRIVEAQSQVVSGAK.Y
1712,9421 | K.ELRIVEAQSQVVSGAK.Y
1928,9720 | K.LTCHFQVWSRPWLEK.M
1928,9720 | K.LTCHFQVWSRPWLEK.M
14 Precursor de Micropechis 4 1712,9421 | K.EELRIVEAQSQVVSGAK.Y Inibidores de
cistatina ikaheka 1712,9421 | K.EELRIVEAQSQVVSGAK.Y proteases
(gb]ACR83849.1) 1928,9720 | K.LTCHFQVWSRPWLEK.M
1928,9720 | KLTCHFQVWSRPWLEK.M
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Spot | Proteina e cédigo Identidade com | Peptideos | Mr (massa MS/MS sequéncia derivada Familia
no. de acesso uma proteina correspon- | calculada) proteica
encontrada em dentes
15 Atragina Naja atra 7 1339,6303 | R.DSCFTLNQRTR.G Metaloprotea-
(gb|JACN50006.1|) 1712,7103 | K.CGDGMVCSNRQCVDVK.T ses
1712,7103 | K.CGDGMVCSNRQCVDVK.T
1750,6596 | K.LQHEAQCDSEECCEK.C
1927,9792 | R.YEFQVNGEPVVLHLER.N
1928,8768 | R.DSCFTLNQRTRGCGLCR.M
1928,8768 | R.DSCFTLNQRTRGCGLCR.M
I e e e P e e
17 Superbina a Austrelaps 4 1298,6084 | KNMIQCANHGRR.A Fosfolipases
(sp|P59067.1PA2 superbus 1298,6084 | KNMIQCANHGRR.A A2
S_AUSSU) 1712,7320 | R.CCKTHDDCYIEAGKK.G
1712,7320 | R.CCKTHDDCYIEAGKK.G
18 Superbina a Austrelaps 4 1298,6084 | KNMIQCANHGRR.A Fosfolipases
(sp|P59067.1|PA2 superbus 1298,6084 | KNMIQCANHGRR.A A2
S_AUSSU) 1712,7320 | R.CCKTHDDCYIEAGKK.G
1712,7320 | R.CCKTHDDCYIEAGKK.G
19 Oxidoredutase Crotalus 2 1712,8958 | R.DQEEKIYVQHRIR.E Oxidorreduta-
contendo FAD e adamanteus 1712,8217 | R ATLQPEDALSDVPSDR.N ses
FMN dependente
de NADPH
(gbJAFJ50115.1))
0 T B I it (R ——
21 Fator de Pareas hamptoni | 4 1340,7452 | RVLFSTQPPPLSR.D NGFs
crescimento 1340,7452 | RVLFSTQPPPLSR.D
neural-p 1734,8397 | RNTNQNHPSPKKAEDR.E
1927,9487 | K.SEDNVPLGSPATSALSDIR.F
(gblACCB5834.1]) 1927,9487 | K.SEDNVPLGSPATSALSDIR.F
22 Proteina C5 Naja atra 2 1712,9104 | R.RRIEIANNLCLNER.Q Componentes
(gb|AEB33426.1)) 1712,9104 | R.RRIEIANNLCLNER.Q do
complemento
23 Precursor de Micropechis 6 1314,7143 | RIVEAQSQVVSGAK.Y Inibidores de
cistatina ikaheka 1314,7143 | RIVEAQSQVVSGAK.Y proteases
(gb|ACR83849.1) 1712,9421 | K.ELRIVEAQSQVVSGAK.Y
1712,9421 | K.ELRIVEAQSQVVSGAK.Y
1928,9720 | K.LTCHFQVWSRPWLEK.M
1928,9720 | K.LTCHFQVWSRPWLEK.M
24 Tipo proteina 14 Crotalus 6 1314,6680 | R.HSPTKAQLDYR.R Proteinas de
ligante de RNA adamanteus 1314,6680 | R.HSPTKAQLDYR.R sinalizacéo
(gb]AFJ51199.1)) 1712,8628 | K.IPTLENMQARNDGVR.S intracelular
1712,8628 | K.IPTLENMQARNDGVR.S
1750,8863 | R.RLSDSPHAYRHSPTK.A
1750,8863 | R.RLSDSPHAYRHSPTK.A
25 Precursor de Micropechis 5 1314,7143 | RIAVEAQSQVVSGAK.Y Inibidores de
cistatina ikaheka 1314,7143 | RIVEAQSQVVSGAK.Y proteases
(gb|ACR83849.1) 1712,9421 | K.ELRIVEAQSQVVSGAK.Y
1712,9421 | K.ELRIVEAQSQVVSGAK.Y
1928,9720 | K.LTCHFQVWSRPWLEK.M
26 Precursor de Micropechis 6 1314,7143 | RIVEAQSQVVSGAK.Y Inibidores de
cistatina ikaheka 1314,7143 | RIVEAQSQVVSGAK.Y proteases
(gb|ACR83849.1) 1712,9421 | K.ELRIVEAQSQVVSGAK.Y
1712,9421 | K.ELRIVEAQSQVVSGAK.Y
1928,9720 | K.LTCHFQVWSRPWLEK.M
1928,9720 | KLTCHFQVWSRPWLEK.M
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Spot | Proteina e cédigo Identidade com | Peptideos | Mr (massa MS/MS sequéncia derivada Familia
no. de acesso uma proteina correspon- | calculada) proteica
encontrada em dentes
27 Superbina a Austrelaps 4 1298,6084 | KNMIQCANHGRR.A Fosfolipases
(sp|P59067.1|PA2 superbus 1298,6084 | KNMIQCANHGRR.A A2
S_AUSSU) 1712,7320 | R.CCKTHDDCYIEAGKK.G
1712,7320 | R.CCKTHDDCYIEAGKK.G
28 Superbina a Austrelaps 4 1298,6084 | KNMIQCANHGRR.A Fosfolipases
(sp|P59067.1PA2 superbus 1298,6084 | KNMIQCANHGRR.A A2
S_AUSSU) 1712,7320 | R.CCKTHDDCYIEAGKK.G
1712,7320 | R.CCKTHDDCYIEAGKK.G
29 Precursor de Micropechis 5 1314,7143 | RIVEAQSQVVSGAK.Y Inibidores de
cistatina ikaheka 1314,7143 | RIVEAQSQVVSGAK.Y proteases
(gb|]ACR83849.1) 1712,9421 | K.ELRIVEAQSQVVSGAK.Y
1712,9421 | K.ELRIVEAQSQVVSGAK.Y
1928,9720 | KLTCHFQVWSRPWLEK.M
30 Superbina a Austrelaps 4 1298,6084 | KNMIQCANHGRR.A Fosfolipases
(sp|P59067.1|PA2 superbus 1298,6084 | KNMIQCANHGRR.A A2
S_AUSSU) 1712,7320 | R.CCKTHDDCYIEAGKK.G
1712,7320 | R.CCKTHDDCYIEAGKK.G
31 Superbina a Austrelaps 4 1298,6084 | KNMIQCANHGRR.A Fosfolipases
(sp|P59067.1|PA2 superbus 1298,6084 | KNMIQCANHGRR.A A2
S_AUSSU) 1712,7320 | R.CCKTHDDCYIEAGKK.G
1712,7320 | R.CCKTHDDCYIEAGKK.G
32 Superbina a Austrelaps 4 1298,6084 | KNMIQCANHGRR.A Fosfolipases
(sp|P59067.1|PA2 superbus 1298,6084 | KNMIQCANHGRR.A A2
S_AUSSU) 1712,7320 | R.CCKTHDDCYIEAGKK.G
1712,7320 | R.CCKTHDDCYIEAGKK.G
33 Tipo proteina 14 Crotalus 6 1125,6367 | R.TRLSPPRGSR.E Proteinas de
ligante de RNA adamanteus 1125,6367 | R.TRLSPPRGSR.E sinalizacédo
(gb]AFJ51199.1)) 1314,6680 | R.HSPTKAQLDYR.R intracelular
1314,6680 | R.HSPTKAQLDYR.R
1712,8628 | K.IPTLENMQARNDGVR.S
1712,8628 | K.IPTLENMQARNDGVR.S
1750,8863 | R.RLSDSPHAYRHSPTK.A
34 Superbina a Austrelaps 4 1298,6084 | KNMIQCANHGRR.A Fosfolipases
(sp|P59067.1|PA2 superbus 1298,6084 | KNMIQCANHGRR.A A2
S_AUSSU) 1712,7320 | R.CCKTHDDCYIEAGKK.G
1712,7320 | R.CCKTHDDCYIEAGKK.G
35 Oxidoredutase Crotalus 2 1712,8958 | R.DQEEKIYVQHRIR.E Oxidorreduta-
contendo FAD e adamanteus 1712,8217 | R ATLQPEDALSDVPSDR.N ses
FMN dependente
de NADPH
(gb|AFJ50115.1)
36 Superbina a Austrelaps 4 1298,6084 | KNMIQCANHGRR.A Fosfolipases
(sp|P59067.1|PA2 superbus 1298,6084 | KNMIQCANHGRR.A A2
S_AUSSU) 1712,7320 | R.CCKTHDDCYIEAGKK.G
1712,7320 | R.CCKTHDDCYIEAGKK.G
37 Superbina a Austrelaps 4 1298,6084 | KNMIQCANHGRR.A Fosfolipases
(sp|P59067.1|PA2 superbus 1298,6084 | KNMIQCANHGRR.A A2
S _AUSSU) 1712,7320 | R.CCKTHDDCYIEAGKK.G
1712,7320 | R.CCKTHDDCYIEAGKK.G
38 Superbina a Austrelaps 4 1298,6084 | KNMIQCANHGRR.A Fosfolipases
(sp|P59067.1|PA2 superbus 1298,6084 | KNMIQCANHGRR.A A2
S _AUSSU) 1712,7320 | R.CCKTHDDCYIEAGKK.G

1712,7320

R.CCKTHDDCYIEAGKK.G
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Spot | Proteina e cédigo Identidade com | Peptideos | Mr (massa MS/MS sequéncia derivada Familia
no. de acesso uma proteina correspon- | calculada) proteica
encontrada em dentes
39 Superbina a Austrelaps 4 1298,6084 | KNMIQCANHGRR.A Fosfolipases
(sp|P59067.1|PA2 superbus 1298,6084 | KNMIQCANHGRR.A A2
S_AUSSU) 1712,7320 | R.CCKTHDDCYIEAGKK.G
1712,7320 | R.CCKTHDDCYIEAGKK.G
40 Superbina a Austrelaps 4 1298,6084 | KNMIQCANHGRR.A Fosfolipases
(sp|P59067.1PA2 superbus 1298,6084 | KNMIQCANHGRR.A A2
S_AUSSU) 1712,7320 | R.CCKTHDDCYIEAGKK.G
1712,7320 | R.CCKTHDDCYIEAGKK.G
41 Superbina a Austrelaps 4 1298,6084 | KNMIQCANHGRR.A Fosfolipases
(sp|P59067.1PA2 superbus 1298,6084 | KNMIQCANHGRR.A A2
S_AUSSU) 1712,7320 | R.CCKTHDDCYIEAGKK.G
1712,7320 | R.CCKTHDDCYIEAGKK.G
42 Superbina a Austrelaps 4 1298,6084 | KNMIQCANHGRR.A Fosfolipases
(sp|P59067.1|PA2 superbus 1298,6084 | KNMIQCANHGRR.A A2
S_AUSSU) 1712,7320 | R.CCKTHDDCYIEAGKK.G
1712,7320 | R.CCKTHDDCYIEAGKK.G
43 Tipo proteina 14 Crotalus 5 1314,6680 | R.HSPTKAQLDYR.R Proteinas de
ligante de RNA adamanteus 1314,6680 | R.HSPTKAQLDYR.R sinalizacdo
(gb|AFJ51199.1)) 1712,8628 | K.IPTLENMQARNDGVR.S intracelular
1712,8628 | K.IIPTLENMQARNDGVR.S
1750,8863 | R.RLSDSPHAYRHSPTK.A
44 Superbina a Austrelaps 4 1298,6084 | KNMIQCANHGRR.A Fosfolipases
(sp|P59067.1|PA2 superbus 1298,6084 | KNMIQCANHGRR.A A2
S_AUSSU) 1712,7320 | R.CCKTHDDCYIEAGKK.G
1712,7320 | R.CCKTHDDCYIEAGKK.G
45 Sequéncia de Crotalus 4 1314,7190 | M. AAGVVLRGSGGCLR.R Proteinas
glioblastoma adamanteus 1314,7190 | M. AAGVVLRGSGGCLR.R NipShap
(gb]AFJ50153.1)) 1562,8529 | K.WVDPRKDAHSNLLAK.K
1562,8529 | K.WVDPRKDAHSNLLAK.K
46 Precursor de Micropechis 5 1314,7143 | RIAVEAQSQVVSGAK.Y Inibidores de
cistatina ikaheka 1314,7143 | RIAVEAQSQVVSGAK.Y proteases
(gb]ACR83849.1) 1712,9421 | K.ELRIVEAQSQVVSGAK.Y
1712,9421 | K.ELRIVEAQSQVVSGAK.Y
1928,9720 | K.LTCHFQVWSRPWLEK.M
47 Superbina a Austrelaps 4 1298,6084 | KNMIQCANHGRR.A Fosfolipases
(sp|P59067.1|PA2 superbus 1298,6084 | KNMIQCANHGRR.A A2
S_AUSSU) 1712,7320 | R.CCKTHDDCYIEAGKK.G
1712,7320 | R.CCKTHDDCYIEAGKK.G
48 Homdlogo C da Crotalus 5 840,4341 | R.SGEVPPQK.L Proteinas lin-
proteina lin-7 adamanteus 1126,6710 | K.AVELLKAAQGK.V 7
(gb|AFJ50480.1)) 1126,6710 | K AVELLKAAQGK.V
1340,7234 | .MAALGEPVRLER.D
1340,7234 | .MAALGEPVRLER.D
49 Fator de Pareas hamptoni | 6 1126,6750 | .ILIEIWAAAK.S NGFs
crescimento 1340,7452 | RVLFSTQPPPLSR.D
neural-p 1340,7452 | RVLFSTQPPPLSR.D
1734,8397 | RNTNQNHPSPKKAEDR.E
(gblACC85834.1) 1927,9487 | K.SEDNVPLGSPATSALSDIR.F
1927,9487 | K.SEDNVPLGSPATSALSDIR.F
50 Tipo proteina 14 Crotalus 5 1314,6680 | R.HSPTKAQLDYR.R Proteinas de
ligante de RNA adamanteus 1314,6680 | R.HSPTKAQLDYR.R sinalizacéo
(gb|AFJ51199.1|) 1712,8628 | K.IPTLENMQARNDGVR.S intracelular
1712,8628 | K.IIPTLENMQARNDGVR.S

1750,8863

R.RLSDSPHAYRHSPTK.A
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Spot | Proteina e cédigo Identidade com | Peptideos | Mr (massa MS/MS sequéncia derivada Familia
no. de acesso uma proteina correspon- | calculada) proteica
encontrada em dentes
51 Superbina a Austrelaps 4 1298,6084 | KNMIQCANHGRR.A Fosfolipases
(sp|P59067.1|PA2 superbus 1298,6084 | KNMIQCANHGRR.A A2
S_AUSSU) 1712,7320 | R.CCKTHDDCYIEAGKK.G
1712,7320 | R.CCKTHDDCYIEAGKK.G
52 Precursor de Micropechis 4 1314,7143 | RIVEAQSQVVSGAK.Y Inibidores de
cistatina ikaheka 1314,7143 | RIVEAQSQVVSGAK.Y proteases
(gb]JACR83849.1) 1712,9421 | K.ELRIVEAQSQVVSGAK.Y
1712,9421 | K.ELRIVEAQSQVVSGAK.Y
53 DDB1- e CUL4- Crotalus 6 856,5607 | M.RVKVLSR.N Fatores
associados ao adamanteus 1314,7118 | RHLPKMIYSQAK.E associados a
fator tipo 13 1314,7118 | R.HLPKMIYSQAK.E DDB1le
(gb|AFJ49848.1)) 1712,8958 | K.VLSRNPDHYVRETK.Q cuL4
1712,8958 | K.VLSRNPDHYVRETK.Q
1750,8237 | R.FCGTSFFTVGDDKTVK.H
54 Tipo proteina 14 Crotalus 7 1125,6367 | R.TRLSPPRGSR.E Proteinas de
ligante de RNA adamanteus 1125,6367 | R.TRLSPPRGSR.E sinalizacédo
(gb|AFJ51199.1)) 1314,6680 | R.HSPTKAQLDYR.R intracelular
1314,6680 | R.HSPTKAQLDYR.R
1712,8628 | K.IIPTLENMQARNDGVR.S
1712,8628 | K.IIPTLENMQARNDGVR.S
1750,8863 | R.RLSDSPHAYRHSPTK.A
55 Superbina a Austrelaps 4 1298,6084 | KNMIQCANHGRR.A Fosfolipases
(sp|P59067.1|PA2 superbus 1298,6084 | KNMIQCANHGRR.A A2
S_AUSSU) 1712,7320 | R.CCKTHDDCYIEAGKK.G
1712,7320 | R.CCKTHDDCYIEAGKK.G
56 Precursor de Micropechis 4 1314,7143 | RIAVEAQSQVVSGAK.Y Inibidores de
cistatina ikaheka 1314,7143 | RIAVEAQSQVVSGAK.Y proteases
(gb]ACR83849.1) 1712,9421 | K.ELRIVEAQSQVVSGAK.Y
1712,9421 | KEELRIVEAQSQVVSGAK.Y
57 Fator de Pareas hamptoni | 6 1126,6750 | .ILIEIWAAAK.S NGFs
crescimento 1340,7452 | RVLFSTQPPPLSR.D
neural-p 1340,7452 | RVLFSTQPPPLSR.D
1734,8397 | RNTNQNHPSPKKAEDR.E
(gblACC85834.1) 1928,0214 | K.KAEDREIGSATSIIVDPK.L
1927,9487 | K.SEDNVPLGSPATSALSDIR.F
58 Tipo proteina 14 Crotalus 5 1314,6680 | RHSPTKAQLDYR.R Proteinas de
ligante de RNA adamanteus 1314,6680 | R.HSPTKAQLDYR.R sinalizacéo
(gb|AFJ51199.1|) 1712,8628 | K.IPTLENMQARNDGVR.S intracelular
1712,8628 | K.IPTLENMQARNDGVR.S
1750,8863 | R.RLSDSPHAYRHSPTK.A

A tabela 5 possibilitou caracterizar significativamente o proteoma da

peconha da serpente L. m. rhombeata. Segundo as técnicas de eletroforese bidimensional e

espectrometria de massas, esta peconha englobou 11 familias proteicas: proteinas lin-7,

proteinas NipSnap, componentes do complemento, proteinas de transdugdo de sinal,

oxidorredutases, fatores associados a DDB1 e CUL4, metaloproteases, NGFs, proteinas de

sinalizagéo intracelular, inibidores de proteases e, principalmente, fosfolipases A, (Figura 31).



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?lvl=0&id=29156
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?lvl=0&id=29156
http://genfis40.esalq.usp.br/mascot/cgi/protein_view.pl?file=../data/20121001/F021567.dat&hit=1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?lvl=0&id=29156
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?lvl=0&id=29156
http://genfis40.esalq.usp.br/mascot/cgi/protein_view.pl?file=../data/20121001/F021567.dat&hit=1
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37.93% PLA2s
22.41% Inibidores de proteases

13.79% Proteinas de sinalizagao
intracelular

5.17% NGFs

3.45% Metaloproteases

3.45% Fatores associados a DDB1 e CUL4
3.45% Oxidorredutases

3.45% sem resultado

1.72% Proteinas de transdugao de sinal
1.72% Componentes do complemento
1.72% Proteinas NipSnap

1.72% Proteinas lin-7
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Figura 31. Principais familias proteicas encontradas no proteoma da peconha de L. m. rhombeata
segundo eletroforese bidimensional e espectrometria de massas. As fosfolipases A, sdo 0s principais
componentes desta peconha (37,93% do total).

Como relatado no subtdpico 1.9.2, as fosfolipases A, estdo principalmente
envolvidas na paralisacdo e na digestdo de presas, além de provocarem danos miotoxicos,
inflamatorios e até mesmo necrose, influenciando negativamente a hemostase dessas presas
por meio da inibicdo da agregacdo plaquetaria. No proteoma analisado por meio de
eletroforese bidimensional e espectrometria de massas, as PLA,s (representadas por svPLA; e
superbina a) corresponderam a um total de 37,93% (Figura 31), indicando a grande
importancia dessa familia proteica no caso da peconha da subespécie Lachesis muta
rhombeata.

Os dois unicos trabalhos apresentando caracterizacbes de proteomas do
género Lachesis (MADRIGAL et al., 2012 e SANZ et al., 2008) utilizaram pools de pegconhas
(com mais de um espécime), preocupando-se apenas com as variagbes ontogenéticas e
geograficas entre as espécies, deixando de lado a importancia da variacdo individual entre
cada espécime dentro de uma espécie numa determinada regido geogréafica. Assim sendo, o
presente trabalho & Unico neste quesito, tendo em consideracdo o género Lachesis, pois

analisou o proteoma de somente um espécime.
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No trabalho de Madrigal et al. (2012), as fosfolipases A, corresponderam a
13,4%, 14,1%, 2,3% e 8,7% dos proteomas de peconhas em adultos de L. melanocephala
(Costa Rica), L. stenophrys (Costa Rica), L. acrochorda (Colémbia) e L. m. muta (Bolivia),
respectivamente. O resultado obtido aqui de 37,93% para a L. m. rhombeata foi uma surpresa,
indicando que ou a serpente em estudo precisa de mais proteinas dessa familia para auxiliar na
captura e digestdo de suas presas j& que ela € uma serpente em cativeiro e teve toda uma
modificacdo alimentar se comparada as serpentes que se alimentam livres na natureza, ou a
técnica de eletroforese bidimensional ‘mostrou/capturou’ apenas 0 montante de fosfolipases
A,, sobrepondo-as em relacdo as outras familias proteicas.

Uma segunda surpresa obtida foi a da pequena quantidade de
metaloproteases (3,45%, representadas pela atragina, uma SVMP inibidora da migracédo
celular) na peconha de L. m. rhombeata (Figura 31). Em Sanz et al. (2008), as SVMPs
perfazem de 32-38% dos proteomas de L. stenophrys (Costa Rica) e L. muta (Bolivia e Peru),
sendo responsaveis pela ativacdo de protrombina, de fator X e pela inibicdo da agregacéao
plaquetaria. Essa pequena quantidade de SVMPs na peconha estudada também pode ter
acontecido devido ao tipo de técnica empregada. Como pode ser visto nas figuras 25 e 26, a
maioria dos spots se concentra na regido mediana dos géis, entre ~25-60kDa, e de acordo com
varios estudos protedmicos de peconhas de viperideos, a grande porcentagem de SVMPs
corresponde aos integrantes da classe P-111 (60-100kDa). Em Madrigal et al. (2012), 17,7% do
proteoma de L. acrochorda foi composto por SVMPs da classe P-I11, enquanto que s6 5,5%
englobou SVMPs de outras classes. No presente estudo, a eletroforese bidimensional nédo
mostrou muitas proteinas de alta massa molar, o que pode ter influenciado na pequena
porcentagem de metaloproteases obtida.

A terceira surpresa foi a grande quantidade de inibidores de proteases
presente (22,41%) (Figura 31). Esses inibidores, representados pela cistatina na peconha de L.
m. rhombeata, inibem proteases, principalmente metaloproteases P-I11l que contém cisteina,
estando envolvidos na inibi¢do do crescimento, da invasdo e da metastase de células tumorais
in vitro e in vivo (XIE et al., 2011).

H& um debate bastante significativo com relacdo a essa familia proteica,
pois ela pode ser considerada tanto uma familia que engloba proteinas toxicas, quanto
proteinas regulatorias ou essenciais ‘housekeepings’. Richards et al. (2011) comentaram que
as cistatinas de peconhas de serpentes podem promover indiretamente uma toxicidade ao
protegerem as proteinas da pegonha da prépria serpente contra proteases da matriz

extracelular de suas presas; porem, como as cistatinas sdo secretadas na saliva e as glandulas
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veneniferas sdo glandulas salivares modificadas, esses inibidores também podem ter a fungéo
de manter a cavidade oral saudavel. Pensando na funcéo priméaria das cistatinas (conservada
entre os mais diversos organismos) de inibicdo de proteases para protecdo de danos teciduais
devido a atividade proteolitica desregulada, o presente trabalho sugere que as cistatinas
podem auxiliar as serpentes ao protegé-las de suas proprias proteases numa auto picada
acidental durante uma captura falha de presas. Assim, essa familia de inibidores de proteases
seria de grande importancia, ndo so inibindo proteases de presas, mas sim inibindo grandes
quantidades prejudiciais de proteases do proprio organismo da serpente.

Outro resultado surpreendente foi a grande porcentagem de proteinas
envolvidas com o metabolismo da pegonha de L. m. rhombeata e ndo com a toxicidade em si.
A técnica protedbmica utilizada influenciou mais uma vez no resultado encontrado: o emprego
da eletroforese bidimensional seguido de espectrometria de massas dos spots selecionados
pode ter de certa forma, contribuido para a maior identificacdo de proteinas de cunho
metabolico e sistémico.

Cerca de 13,79% do proteoma analisado foram representados por proteinas
de sinalizacdo intracelular (Figura 31) que regulam a atividade de fatores de transcricdo e de
processos celulares em resposta a sinais de receptores da superficie celular (MEDICAL
SUBJECT HEADINGS, 2012). Os NGFs (fatores de crescimento neural) representaram
5,17% do proteoma da peconha de L. m. rhombeata (Figura 31). Eles sdo responsaveis pela
regulacdo da diferenciacdo neuronal, agindo como agonistas dos receptores de tirosina-
quinase (LEAO; HO; JUNQUEIRA-DE-AZEVEDO, 2009). Também induzem o crescimento
de fibras em culturas celulares, a liberacdo de histaminas de células sanguineas, e 0 mais
importante: durante o envenenamento, os NGFs deixam a ‘regido’ da picada mais suscetivel a
outros componentes da peconha, distribuindo as substancias que sao dificeis de infiltrarem no
tecido alvo (LEAO; HO; JUNQUEIRA-DE-AZEVEDO, 2009). 3,45% do proteoma foram
representados pelos fatores associados a DDB1 e CUL4 (Figura 31) que estdo relacionados a
ligacdo ao DNA, ao processamento de RNA e a regulacgdo do ciclo celular (UNIPROT, 2012).

A familia de oxidorredutases englobou 3,45% do proteoma de L. m.
rhombeata (Figura 31) e esta envolvida nos processos de transferéncia de elétrons e de
oxidorreducdo (MEDICAL SUBJECT HEADINGS, 2012). As proteinas de transducdo de
sinal representaram 1,72% do proteoma analisado (Figura 31) e sdo importantes na
angiogénese, na migracao celular, sendo cruciais na sinalizacdo e no desenvolvimento celular
(BUSTELO, 2001). Os componentes do complemento (1,72% do proteoma da pegonha em

estudo) (Figura 31) sdo ligantes de DNA que apresentam um homeobox, uma sequéncia
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conservada entre os diversos organismos. Esses componentes também estdo envolvidos em
processos inflamatdrios e de morte celular (UNIPROT, 2012).

1,72% do proteoma analisado englobou proteinas NipSnap (Figura 31)
relacionadas ao transporte vesicular (MEDICAL SUBJECT HEADINGS, 2012), o que
possibilita inferir que alguns componentes da peconha podem ser transportados para a
circulacdo sanguinea e para os tecidos da presa/vitima por meio de vesiculas. Por Gltimo, tem-
se as proteinas lin-7 (1,72% do proteoma da peconha de L. m. rhombeata) (Figura 31)
envolvidas no transporte proteico, o que permite inferir o envolvimento dessas proteinas no
transporte dos componentes toxicos da peconha aos tecidos da presa/vitima.

Tendo em mados as principais familias proteicas do proteoma da peconha de
um espécime de L. m. rhombeata segundo analise por eletroforese bidimensional e
espectrometria de massas, a etapa seguinte deste trabalho foi verificar quais os principais
processos biologicos produzidos e/ou afetados pela picada desta subespécie de acordo com
esta primeira analise. Para tal objetivo, foram realizadas novas buscas na literatura sobre as
proteinas encontradas enfatizando suas principais acdes no organismo. A figura 32 mostra 0s

resultados obtidos.

15.13% Inflamacéo

14.47% Miotoxicidade

14.47% Inibicdo da agregacao plaquetaria
14.47% Degradacao lipidica
10.53% Migragao celular

8.55% Inibic&do de proteases

5.92% Regulagéo da transcricdo
2.63% Sinalizacao celular

1.97% Diferenciagéo neuronal
1.97% Ligacéo ao DNA

1.97% Angiogénese

1.32% Processamento de RNA
1.32% Regulagao do ciclo celular
1.32% Danos endoteliais

1.32% Oxidorreducéo

1.32% Transporte proteico/vesicular
0.66% Desenvolvimento celular
0.66% Morte celular
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Figura 32. Principais processos bioldgicos ocasionados pelas familias proteicas encontradas no
proteoma da peconha de L. m. rhombeata segundo eletroforese bidimensional e espectrometria de
massas. A inflamacdo (15,13%), a miotoxicidade e degradacdo lipidica dos tecidos e membranas de
presas (14,47%) e a inibicdo da agregacdo plaquetéria (14,47%), acarretando em hemorragia no
organismo da presa, Sdo 0s principais eventos provocados pela picada de uma serpente da subespécie
em estudo.
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A peconha de L. m. rhombeata do espécime estudado apresentou proteinas
relacionadas principalmente com processos inflamatorios (15,13%), danos miotoxicos
(14,47%), degradacdo lipidica (14,47%) e inibicdo da agregacdo plaquetaria (14,47%)
levando a hemorragia nas presas/vitimas. Todos estes processos estdo especialmente
interligados: as proteinas responséveis pela degradacdo lipidica estdo relacionadas com a
producdo de uma miotoxicidade local e sistémica que tém acdo direta e especifica sobre a
musculatura esquelética, podendo levar a degeneragdo e morte celular (mionecrose)
(CARREIRO; COGO; PRIANTI JR.; 2005). Por sua vez, essa lesdo celular e tecidual pode
desencadear respostas inflamatdrias, levando ao aumento da permeabilidade vascular e da
migracdo de neutrofilos, produzindo um abscesso na regido da picada (UNICAMP, 2012). O
interessante € que a inflamacdo também é causada por substancias provenientes do plasma e
de plaquetas e a inibicdo da agregacdo plaquetaria por componentes da peconha interfere na
acdo de mediadores inflamatérios, como o fator de ativacdo plaquetaria que tem papel
contrario ao ativar a agregacao plaquetaria (PORTAL EDUCACAO, 2008).

Todas as familias proteicas identificadas na peconha de L. m. rhombeata
auxiliam a serpente na captura e na digestdo de suas presas e, como pode ser visto, inUmeros
processos biolégicos sdo desencadeados por essas proteinas, mostrando a complexidade dessa
peconha e a interconexdo entre todos seus componentes, criando, assim, uma potente arma

letal.

4.4 ANALISE DA PECONHA POR FPLC

Conforme descrito em detalhes no topico 3.8, 1-bmg da peconha de
Lachesis muta rhombeata foram aplicados em uma coluna de fase reversa (C18, 250 x
4,6mm, particulas de 5um, Vydac) para separacdo de suas proteinas e posterior caracterizacao
protedmica. Esse procedimento foi realizado no laboratério da Profa. Dra. Eliane Candiani
Arantes Braga da FCFRP-USP com a ajuda das alunas Francielle Almeida Cordeiro e Karla
de Castro Figueiredo Bordon e a aplicacdo seguiu o protocolo de purificacdo proposto por
Sanz et al. (2008).

Vinte e nove fracOes proteicas foram separadas e o perfil cromatografico

resultante pode ser visto na figura 33.
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Figura 33. Perfil cromatografico das proteinas da peconha de Lachesis muta rhombeata separadas por
meio de FPLC. 1-5mg da peconha foram aplicados em uma coluna Vydac C18 (250 x 4,6) Sum
seguindo o protocolo de purificacdo proposto por Sanz et al. (2008). As fragfes foram coletadas e
identificadas por sequenciamento N-terminal.

Mesmo a peconha tendo sido aplicada mais de uma vez na coluna
cromatogréfica, as fracbes de numero 8, 10, 12, 13, 14 e 21 ndo foram coletadas
(desconhecidos), pois a sensibilidade do aparelho ndo permitiu sua coleta (essas fracGes foram
diretamente para o ‘waste’ do equipamento e ap0s alterar os parametros de sensibilidade, elas
ndo puderam ser coletadas; porém, elas foram computadas no calculo de porcentagem total do
proteoma).

As porcentagens das areas de cada fracdo em relacdo a area total das fracdes
eluidas foram calculadas pelo software Unicorn 5.20 (GE Life Sciences) (Tabela 6). As 23
fragbes coletadas em todas as aplicacbes foram reunidas, liofilizadas e submetidas ao

sequenciamento amino-terminal por degradagdo de Edman.
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Tabela 6. Recuperacdo dos componentes cromatografados no processo de purificagcdo da peconha de

L. m. rhombeata.

Fracao Recuperacdo proteica (%)
Peconha 100
1 0,73
2 0,79
3 2,48
4 3,60
5 2,19
6 7,85
7 1,68
8 1,46
9 2,73
10 0,68
11 11,29
12 0,65
13 1,61
14 1,35
15 3,66
16 3,58
17 1,94
18 7,53
19 8,72
20 6,03
21 1,39
22 2,49
23 0,72
24 1,95
25 11,75
26 5,28
27 1,40
28 1,96
29 2,51

4.5 SEQUENCIAMENTO PROTEICO DAS FRACOES OBTIDAS POR FPLC

As 23 fracOes proteicas obtidas pelo fracionamento da peconha de L. m.

rhombeata em coluna de fase reversa C18 foram liofilizadas e ressuspendidas em 45uL de

agua ultrapura (Millipore). Posteriormente, elas foram submetidas ao sequenciamento amino-

terminal utilizando o Sequenciador PPSQ-33A (Shimadzu) no laboratério da Profa. Dra.

Eliane Candiani Arantes Braga da FCFRP-USP, com a ajuda da aluna Karla de Castro

Figueiredo Bordon, como descrito no topico 3.9.
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A andlise obtida permitiu a construgdo de uma tabela (Tabela 7) fornecendo
a sequéncia primaria parcial do N-terminal de cada fracdo da peconha de L. m. rhombeata, e

sua subsequente classificacdo dentro de familias proteicas.

Tabela 7. Anélise por sequenciamento N-terminal das fragdes proteicas obtidas pelo fracionamento da
peconha de L. m. rhombeata em coluna cromatografica de fase reversa C18. As sequéncias obtidas
foram comparadas com sequéncias disponiveis no banco de dados nr (non-redundant protein
sequences) contido no site do NCBI, por meio de buscas utilizando os seguintes termos como

organismos-chave: Lachesis muta rhombeata e Lachesis

Fracédo Sequéncia obtida pelo Proteina Identidade com uma Familia proteica
sequenciamento N-terminal obtida e cddigo de proteina encontrada
acesso em
1 QRTHRWWAAQGNQN Proteina 1 tipo enzima | Lachesis stenophrys Metaloendopeptidases
conversora de
endotelina
(gbJACF09129.1))
2 TPPAGPDVGP BPP Lachesis muta muta BPPs
(sp|Q27J49.1]BNP_LA
CMU)
3 TPPAGPDVGP BPP Lachesis muta muta BPPs
(splQ27J49.1BNP_LA
CMU)
4 TPPAGPDVGP BPP Lachesis muta muta BPPs
(splQ27J49.1BNP_LA
CMU)
5 TPPRPQ BPP Lachesis muta muta BPPs
(splQ27J49.1BNP_LA
CMU)
6 PPGHHI BPP Lachesis muta muta BPPs
(sp|Q27J49.1]BNP_LA
CMU)
7 HPCGH LV-PA Lachesis muta muta Serinoproteases
(sp|Q27J47.1|VSPPA L
ACMU)
8 Desconhecido | emeeeemeee | emmemeeees | e
9 WPPRPQI BPP Lachesis muta muta BPPs
(sp|Q27J49.1]BNP_LA
CMU)
10 Desconhecido | meeemeeeee | s s
11 HLLQFGDLINKIARRNGILYYS Lmr-PLA2 Lachesis muta PLA2s
FYGCYCGLGGRGRPQDATDR (sp|B3EWP6.1|PA2_L rhombeata
CCF ACMR)
12 Desconhecido | emmmemeeee | mmmmmmeeee | mmmmemeees
13 Desconhecido | emememeeee | mmmmmmeeen | e
14 Desconhecido | mememeeeee | s s
15 HLGQFGDLINKIARRNGILYYS | Isoforma de Lmr-PLA2 Lachesis muta PLA2s
FYGC (sp|B3EWP6.1|PA2_L rhombeata
ACMR)
16 VIGGDECNINEHRFL LMR-47 Lachesis muta Serinoproteases
(sp|Q9PRP4.1|VSPF_L rhombeata
ACMR)
Contaminante: Mutina Lachesis stenophrys Lectinas tipo C
---PQDWLPMNGLCY (sp|Q9PSM4.1|LECG _
LACST)



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/118575167?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=903FN40301R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/118575167?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=903FN40301R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/118575167?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=903FN40301R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/118575167?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=903FN40301R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/118575167?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=903FN40301R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/118575167?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=903FN40301R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/118575167?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=903FN40301R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/118575167?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=903FN40301R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/118575167?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=903FN40301R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/408407678?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=D47VEMUK015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/408407678?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=D47VEMUK015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/408407678?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=D47VEMUK015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/408407678?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=D47VEMUK015
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/82116405?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=8AK514YP01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/82116405?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=8AK514YP01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/82116405?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=8AK514YP01R

Tabela 7. Continuagao.
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Fracédo Sequéncia obtida pelo Proteina Identidade com uma Familia proteica
sequenciamento N-terminal obtida e cddigo de proteina encontrada
acesso em
17 NNCPQDWLPMNGLCYK Mutina Lachesis stenophrys Lectinas tipo C
(Sp|Q9PSM4.1|LECG_
LACST)
Contaminante: LMR-47 Lachesis muta Serinoproteases
--GGDECN (Sp|Q9PRP4.1|VSPF_L rhombeata
ACMR)
18 IVGGDECNINEHRFLVALYDP LMR-47 Lachesis muta Serinoproteases
DGFF (sp|Q9PRP4.1|VSPF L rhombeata
ACMR)
19 VIGGDECNINEHRFLVALYDG LMR-47 Lachesis muta Serinoproteases
LGFL (Sp|Q9PRP4.1|VSPF_L rhombeata
ACMR)
20 VIGGDECNINEHRFLVALYDG LMR-47 Lachesis muta Serinoproteases
LGFL (sp|Q9PRP4.1VSPF_L rhombeata
ACMR)
21 Desconhecido | emeemeeeem | emmemeeeee | e
22 VFGCDECNIN LV-PA Lachesis muta muta Serinoproteases
(sp|Q27J47.1|VSPPA L
ACMU)
23 N-terminal bloqueado | - | e Provéavel
metaloprotease
24 N-terminal bloqueado | - | e Provavel
metaloprotease
25 N-terminal bloqueado | = | e Provavel
metaloprotease
26 N-terminal bloqueado | = | e Provavel
metaloprotease
27 NFTSG-- L-amino acido oxidase Lachesis muta Fragmentos de LAAO
-FTPYQ- (gb|AFP89360.1])
--PSEE-
----GW-
28 N-terminal bloqueado | = | e Provavel
metaloprotease
29 N-terminal bloqueado | - | e Provéavel
metaloprotease

De acordo

peconha da serpente Lachesis

com as técnicas de FPLC e sequenciamento N-terminal, a

muta

rhombeata englobou 7 familias

proteicas:

metaloendopeptidases, lectinas tipo C, LAAOs, fosfolipases A, BPPs, serinoproteases e

metaloproteases (Figura 34).



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/82116405?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=8AK514YP01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/82116405?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=8AK514YP01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/82116405?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=8AK514YP01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/82116405?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=8AK514YP01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/82116405?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=8AK514YP01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/82116405?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=8AK514YP01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/82116405?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=8AK514YP01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/82116405?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=8AK514YP01R
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/82116405?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=8AK514YP01R
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30.03% Serinoproteases
24.17% Metaloproteases
19.64% BPPs

14.95% PLA,s

7.14% Desconhecidos
1.94% Lectinas tipo C
1.40% LAAOs

0.73% Metaloendopeptidases
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Figura 34. Principais familias proteicas encontradas no proteoma da peconha de L. m. rhombeata
segundo FPLC e sequenciamento N-terminal. Serinoproteases, BPPs, metaloproteases e fosfolipases
A, sdo os principais componentes desta peconha. Desconhecidos é referente as fragdes proteicas néo
coletadas durante o procedimento de FPLC.

Para a obtencdo da porcentagem proteica total do proteoma da peconha de
L. m. rhombeata, as porcentagens de volume de todas as fracdes foram calculadas de acordo
com a tabela de recuperacdo fornecida pelo programa Unicorn 5.0 (Tabela 6), como citado
anteriormente.

As lectinas tipo C, proteinas ndo-enzimaticas que interferem na agregacdo
plaquetéria e na atividade de hemaglutinacéo, descritas no subtépico 1.9.4, corresponderam a
1,94% do proteoma em estudo (Figura 34), e também estiveram presentes em baixas
quantidades no proteoma da peconha de L. stenophrys (4-8%) estudado por Sanz et al. (2008)
e nos proteomas das pegonhas de L. melanocephala (7,5%), L. stenophrys (3,6%), L.
acrochorda (6,9%) e L. m. muta (7,9%) estudados por Madrigal et al. (2012).

Uma novidade no proteoma da peconha de L. m. rhombeata foi a
identificacdo de uma metaloendopeptidase (fracdo 1, correspondente a proteina 1 tipo enzima
conversora de endotelina) (Tabela 7, Figura 34) relatada somente em um estudo filogenético
envolvendo serpentes feito por Wiens et al. (2008). Nenhuma proteina desta familia foi
observada nos proteomas estudados por Sanz et al. (2008) e Madrigal et al. (2012). As
metaloendopeptidases sdo proteases que participam dos processos de protedlise e na via
biossintética das endotelinas, potentes peptideos vasoconstritores, sendo importantes para a

manutencdo dos mecanismos de vasoconstricdo do organismo (VALIANTE et al., 2005).
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As LAAOs, flavoenzimas que interferem na agregacdo plaquetéria e
induzem apoptose celular e formacéo de edema, descritas no subtdpico 1.9.3, corresponderam
a 1,40% do proteoma em estudo (Figura 34), e estiveram presentes em baixas quantidades nos
proteomas das peconhas de L. stenophrys (5,3%) e L. m. muta (2,7%) estudados por Sanz et
al. (2008) e nos proteomas das peconhas de L. melanocephala (3,6%), L. stenophrys (2,7%),
L. acrochorda (9,6%) e L. m. muta (2,7%) estudados por Madrigal et al. (2012).

PLA,s (14,95%) e metaloproteases (24,17%) também foram identificadas no
proteoma da pegonha de L. m. rhombeata por meio de FPLC e sequenciamento N-terminal
(Figura 34). Essas familias proteicas foram identificadas anteriormente neste mesmo trabalho
por meio de eletroforese bidimensional e espectrometria de massas, resultados discutidos no
topico 4.3 (Figura 31). Como pode ser visto, estas proteinas participam ativamente na
interferéncia de processos hemostaticos no organismo de uma vitima acometida pela picada
de serpente, sendo as PLA,s também responsdveis pelos eventos de miotoxicidade,
degradacdo lipidica e inflamacdo (CAMPOS et al., 2009; WARRELL, 2010), e as
metaloproteases pelos eventos de inibicdo da migracdo celular e por danos endoteliais
(AVILA et al.,, 2011). Em conjunto, as PLA,s e as metaloproteases sdo 0s principais
responsaveis pelas grandes hemorragias vistas em vitimas de acidentes ofidicos.

O proteoma da peconha de L. m. rhombeata também englobou as familias
de serinoproteases (30,03%) e de BPPs (19,64%) (Figura 34). As serinoproteases, descritas no
subtopico 1.9.1, agem no sistema hemostatico de vitimas de acidentes ofidicos (VITORINO-
CARDOSO, 2005), assim como as PLA,s e as metaloproteases, promovendo a
fibrinogendlise e interferindo na cascata de coagulacdo sanguinea e na agregacao plaquetaria
(VILCA-QUISPE, 2010). No presente proteoma foram encontradas duas diferentes
serinoproteases: a LMR-47 que possui atividades fibrinogenolitica e hidrolitica e foi
purificada da peconha de L. m. rhombeata por Aguiar et al. (1996), e a LV-PA, uma
serinoprotease purificada da peconha de L. m. rhombeata por Sanchez et al. (2006) que
interfere na cascata de coagulacdo sanguinea e na funcdo plaquetéaria, além de possuir efeito
hipotensivo. Somente um tipo de BPP foi identificado no proteoma estudado: um precursor de
BPP similar ao Q27J49.1 de L. m. muta. Esse BPP é um peptideo hipotensivo e vasoativador
(UNIPROT, 2012), responsavel principalmente pela rapida difusdo de toxinas no sistema
circulatério da vitima, acarretando em choque hipotensivo, a maior causa de mortes por
picadas do género Lachesis (RIPA, 2007).

Resultado interessante foi obtido ao se comparar a porcentagem de

serinoproteases e de BPPs do proteoma da peconha em estudo com a de proteomas de
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peconhas de outras espécies do género. Essa comparacdo mostrou que as serpentes L.m.
rhombeata (em estudo, Brasil), L. m. muta (MADRIGAL et al., 2012, Bolivia) e L.
acrochorda (MADRIGAL et al., 2012, Coldmbia) possuem em sua pegonha uma maior
porcentagem de serinoproteases se comparadas as das serpentes L. melanocephala
(MADRIGAL et al., 2012, Costa Rica) e L. stenophrys (MADRIGAL et al., 2012, Costa
Rica), que possuem uma maior porcentagem de BPPs. Este resultado vai de acordo com 0s
estudos filogenéticos feitos por Zamudio e Greene (1997) que estimaram os tempos de
divergéncia entre as espécies do género Lachesis e indicaram que as espécies da América do
Sul sdo filogeneticamente mais proximas entre si (L. acrochorda e L. muta).

De modo geral, as espécies do género Lachesis apresentam muitas
semelhancas entre os proteomas de suas peconhas. Ao se comparar o resultado obtido por este
estudo com os resultados encontrados na literatura (MADRIGAL et al., 2012; SANZ et al.,
2008), ficou claro que o perfil cromatografico do género é bem similar. Basicamente, em
todos os cromatogramas e sequenciamentos analisados, incluindo o da serpente estudada aqui
(L. m. rhombeata) (Figura 33, Tabela 7), as primeiras 10-12 fracbes proteicas obtidas
correspondem a BPPs, seguidas de algumas fracOes referentes as PLA,S. As serinoproteases
sdo encontradas principalmente nas fracfes intermediarias (16-24) e as metaloproteases nas
ultimas fracoes.

O que diferencia um proteoma do outro é a presenca de certas familias
proteicas. No presente estudo foi identificada uma metaloendopeptidase na fragcdo 1, proteina
esta que ndo foi observada nos proteomas das peconhas das demais serpentes. Em
contrapartida, nossa L. m. rhombeata ndo apresentou proteinas da familia CRISP, presentes
em L. acrochorda (MADRIGAL et al., 2012, Colémbia) e em L. m. muta (MADRIGAL et al.,
2012, Bolivia e SANZ et al., 2008, Bolivia). NGFs foram encontrados somente em L. m. muta
(SANZ et al., 2008, Bolivia), em L. stenophrys (SANZ et al., 2008, Costa Rica) e em L. m.
rhombeata (presente estudo, Brasil, por meio da técnica de eletroforese bidimensional e
espectrometria de massas), enquanto que VEGFs foram vistos em L. melanocephala
(MADRIGAL et al., 2012, Costa Rica), em L. stenophrys (MADRIGAL et al., 2012, Costa
Rica) e em L. acrochorda (MADRIGAL et al., 2012, Colémbia).

Um grafico (Figura 35) com os principais processos biologicos produzidos
e/ou afetados pela picada de uma L. m. rhombeata tambem foi construido, tendo em vista
desta vez a analise do proteoma da pegonha pelas técnicas de FPLC e sequenciamento N-

terminal.
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14.29% Fibrindlise

11.90% Interferéncia na agregagao plaquetaria
9.52% Hipotensao

9.52% Hemolise

9.52% Inflamagao

7.14% Interferéncia na hemostase

7.14% Vasoativacdo

7.14% Angiogénese

7.14% Danos endoteliais

7.14% Inibicdo da migragao celular

2.38% Degradacéo lipidica

2.38% Miotoxicidade

1.19% Protedlise

1.19% Atividade de hemaglutinacéo

1.19% Ligacao a glicoproteinas da superficie celular
1.19% Apoptose celular
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Figura 35. Principais processos biologicos ocasionados pelas familias proteicas encontradas no
proteoma da peconha de L. m. rhombeata segundo FPLC e sequenciamento N-terminal. A fibrinolise
(14,29%), a interferéncia na agregagdo plaquetaria (11,90%), a hipotensdo (9,52%), a hemolise
(9,52%) e a inflamacéao (9,52%) séo os principais eventos provocados pela picada de uma serpente da
subespécie em estudo, provocando distdrbios sanguineos e choque hipotensivo na vitima.

Proteinas que acarretam em disturbios sanguineos (interferéncia na
agregacdo plaquetaria, hemolise e fibrindlise), em processos inflamatdrios e em hipotensdo
(Figura 35) correspondem a grande maioria das proteinas presentes no proteoma da peconha
de L. m. rhombeata segundo as técnicas de FPLC e sequenciamento N-terminal, um resultado
semelhante ao obtido no topico 4.3 por meio das técnicas de eletroforese bidimensional e
espectrometria de massas (Figura 32).

Os distarbios sanguineos provocados no organismo da vitima, geralmente
ocasionam o comprometimento da coagulabilidade sanguinea, levando a um grave quadro
hemorragico. Como se ndo bastasse isso, 0 género Lachesis contém serpentes cujas peconhas
também possuem componentes hipotensivos e vasoativos (vistos no presente estudo e na
literatura), que facilitam a difusdo de toxinas na corrente sanguinea, comprometendo a funcéo
cardiaca, fazendo com que a vitima/presa entre em um choque hipotensivo, e
consequentemente morra (RIPA, 2007). Como mencionado anteriormente, a peconha € uma
arma letal que engloba componentes dos mais variados e que proporcionardo a serpente, a
captura e a digestdo de suas presas de uma forma rapida e bem eficiente.

Ao se comparar 0s resultados obtidos por meio de eletroforese
bidimensional e espectrometria de massas (Figura 31) aos obtidos por meio de FPLC e

sequenciamento N-terminal (Figura 34), notamos que as duas primeiras técnicas ressaltaram a
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presenca de componentes proteicos relacionados ao metabolismo da peconha de L. m.
rhombeata, enquanto que as duas Ultimas, ressaltaram a presenca dos componentes toxicos.
Essa unido de informacgdes é bastante relevante, pois possibilita ao pesquisador fazer uma
analise mais geral da peconha, ndo se retendo somente as caracteristicas toxicas que sdo as
mais comumente observadas neste tipo de estudo. Assim sendo, podemos comprovar que as
peconhas de serpentes sdo definitivamente complexas, englobando diversos componentes
toxicos e ndo toxicos, e que estes ultimos estdo envolvidos em diversos processos, inclusive
aos relacionados ao transporte e/ou a facilitacdo da entrada dos componentes tdxicos nos

organismos das vitimas/presas.

4.6 ELETROFORESE UNIDIMENSIONAL (SDS-PAGE) DA PECONHA DE LACHESIS
MUTA RHOMBEATA

Na figura 36 podemos observar o padrdo de bandas proteicas da peconha de
L. m. rhombeata obtido por meio de eletroforese unidimensional (SDS-PAGE) preparada
conforme o tdpico 3.10.

97,0 kDa ‘e
66,0

45,0

30,0

Figura 36. Perfil eletroforético da peconha da serpente L. m. rhombeata (P) em gel de poliacrilamida
15% (SDS-PAGE) sob condicdes redutoras. Foram aplicados 15uL de amostra (5uL de pegonha +
10uL de tampdo contendo B-mercaptoetanol). MK = marcador de massa molar (97kDa = fosforilase b;
66kDa = albumina; 45kDa = ovalbumina; 30kDa = anidrase carbonica; 20,1kDa = inibidor de tripsina;
14,4kDa = lactalbumina-o.
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Baseado em anélises feitas por Ripa (2007) de pegonhas neonatas e juvenis
de outras espécies/subespécies do género Lachesis, podemos considerar as bandas proteicas
da peconha de L. m. rhombeata como: (1) a acima de 97kDa igual a uma metaloprotease, (2) a
de ~33-35kDa igual a uma serinoprotease, (3) a de ~26-29kDa igual a uma metaloprotease, e
(4) a de ~15-17kDa igual a uma fosfolipase A, (Figura 36). O interessante é a presenca da
metaloprotease de ~26-29kDa, similar a descrita por Ripa (2007) como uma mutalisina II.
Essa proteina hemorragica, pertencente a classe P-I de SVMPs, tem uma alta atividade
proteolitica contra dimetilcaseina, além de degradar a cadeia Aa de fibrinogénio e interagir
com glicoproteinas do plasma. Sua presenga foi observada ocorrendo somente em serpentes
adultas do género Lachesis, enquanto que em serpentes neonatas/juvenis ela esta
completamente ausente.

A auséncia de mutalisina Il ou uma metaloprotease similar, que é bastante
hemorrégica e proteolitica, em serpentes neonatas/juvenis no género Lachesis apdia a hipdtese
de que elas utilizam-se do ‘choque hipotensivo’ para matar rapidamente suas presas
independentemente do tipo de captura (ataque sem soltura ou ataque e soltura) (RIPA, 2007).
Isso é bastante aceitavel se pensarmos que essas serpentes sdo jovens ¢ ‘inexperientes’ e
precisam rapidamente de uma maneira mais eficiente para subjugar suas presas. As serpentes
adultas do género Lachesis também causam ‘choque hipotensivo’, porém danos hemorragicos
e proteoliticos sdo mais evidentes em suas vitimas.

Serinoproteases liberadoras de bradicinina que acarretam em choque
hipotensivo estdo presentes em maiores quantidades em serpentes neonatas/juvenis, enquanto
que metaloproteases, serinoproteases e fosfolipases A, hemorragicas e proteoliticas estdo em
grande namero em serpentes adultas. Dessa maneira, fica claro que o espécime de L. m.

rhombeata utilizado neste estudo é um adulto.
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5. CONCLUSOES

Tanto a técnica de eletroforese bidimensional acoplada a espectrometria de
massas, quanto a técnica de FPLC acoplada ao sequenciamento N-terminal, forneceram
resultados significativos, proporcionando uma ampla analise do proteoma da peconha da
serpente L. m. rhombeata. As duas primeiras técnicas ressaltaram a importancia dos
componentes metabdlicos e sisttmicos ndo tdxicos da peconha que, na maioria das vezes,
facilitam a difusdo e/ou a entrada dos componentes toxicos ao organismo, principalmente ao
sistema circulatério das vitimas/presas. Ja as duas Ultimas técnicas, mostraram que a
toxicidade desta peconha deve-se a presenca de poucas familias proteicas, como
metaloproteases, serinoproteases, fosfolipases A,, BPPs e lectinas tipo-C, que, em conjunto,
sdo responsaveis pelos diferentes distdrbios sanguineos e pelo quadro de choque hipotensivo
caracteristico do envenenamento por serpentes do género Lachesis.

No presente estudo foi visto que os proteomas das peconhas das espécies
contidas no género Lachesis sdo bastante similares. Porém, a presenca de algumas proteinas
diferenciais possibilita a manutencdo dessas serpentes nas diferentes espécies existentes.

Somados aos estudos filogenéticos, moleculares e ontogenéticos, os estudos
protedmicos auxiliam na classificagdo de individuos dentro da taxonomia proposta. A
subespécie L. m. rhombeata, distribuida exclusivamente na Mata Atlantica brasileira, teve seu
proteoma venenifero diferenciado no presente estudo. A presenca de proteinas CRISPs e
sVVEGFs, na peconha da subespécie L. m. muta (MADRIGAL et al., 2012, Bolivia e SANZ
et al., 2008, Bolivia), e sua auséncia na peconha da subespécie L. m. rhombeata, pode ser
considerado um indicio para a manutencdo destas serpentes em diferentes subespécies. A
presenca de metaloendopeptidases somente no proteoma da peconha em estudo também
auxilia na corroboracdo deste fato. Cabe ressaltar que ndo foi encontrado na literatura
qualquer estudo protedmico (geral) da pegonha de individuos brasileiros de L. m. muta.

Estudos protebmicos promovidos por este trabalho também observaram que
o0 individuo em estudo é um adulto. A analise da peconha de L. m. rhombeata por meio de
eletroforese unidimensional (SDS-PAGE) mostrou a presenca de um similar da proteina
hemorragica e proteolitica mutalisina Il, presente somente em serpentes adultas.

Assim, temos que a Protedbmica fornece informacfes importantes para
outras areas de estudo, e que o presente trabalho é inédito, e fornece uma complementacao aos

estudos feitos com as demais serpentes do género (L. m. muta, L. acrochorda, L. stenophrys e
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L. melanocephala), possibilitando o aprofundamento em questdes pertinentes a taxonomia de
Lachesis, aléem de providenciar informacgdes importantes (1) para o melhor preparo de um
soro antiofidico ‘contra’ 0 envenenamento por L. m. rhombeata, e (2) para a producdo de

novos farmacos no combate de diversos males, principalmente o cancer.
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