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RESUMO

O género Bothrops compreende vérias espécies de serpentes que ocorrem no
continente americano, do México até a Argentina. Envenenamento por serpentes do
género Bothrops é caracterizado por efeitos locais, incluindo hemorragia, edema, dor
e mionecrose, assim como efeitos sistémicos como coagulopatias e falha renal. A
composicdo do veneno de algumas espécies do género Bothrops ja € conhecida
através da vendmica ou indiretamente através de estudos transcriptdmicos. Bothrops
pubescens é uma serpente peconhenta de porte médio que ocorre restritamente no
Rio Grande do Sul e Uruguai. Foi observado que a dieta desta serpente consiste em
lacraias, anfibios, lagartos, serpentes, mamiferos e aves e ha variacdo ontogenética
na dieta. Considerando o grande potencial das moléculas encontradas em peconhas
do género Bothrops, a ocorréncia da espécie B. pubescens exclusivamente no
Bioma Pampa e a falta de informacdes sobre a sua peconha, esse estudo visou
elucidar a composicdo da peconha de B. pubescens através de técnicas
protedmicas para uma completa caracterizacdo da peconha, assim como analisar o
seu efeito sobre a juncdo neuromuscular biventer cervicis de pintainho. Para isso,
realizamos andlises de BUP, TDP e nTDP. Para a analise toxinoldégica o musculo
biverter cervicis de pintainho foi exposto a peconha de B. pubescens em diferentes
concentracbes. Com a técnica de BUP foram identificados 89 grupos proteicos
pertencentes a 13 familias de toxinas, j& com a técnica de TDP foram identificadas
40 proteoformas unicas pertencentes a 6 familias de toxinas. Também identificamos
um complexo multi-proteoféormico de uma LAAO utilizando nTDP. Na analise da
toxicidade da peconha demonstramos que a peconha de B. pubescens em altas
concentragdes é capaz de causar bloqueio neuromuscular total e irreversivel frente a
preparacoes isoladas de ave, j& em concentragfes reduzidas, produz um bloqueio
parcial e reversivel, demonstrando a sua toxicidade para o0 sistema nervoso
somatico.

Palavras chave: Serpentes, peconha, espectrometria de massas, toxinologia.



ABSTRACT

The Bothrops genus comprises several species of snakes that occur in the
American continent, from Mexico to Argentina. Envenomation by snakes of the
Bothrops genus is characterized by local effects, including hemorrhage, swelling,
pain, and myonecrosis, as well as systemic effects such as coagulopathies and renal
failure. The venom composition of some Bothrops species is already known through
venomics or indirectly through transcriptomic studies. Bothrops pubescens is a
medium-sized venomous snake that occurs exclusively in Rio Grande do Sul and
Uruguay. It was observed that its diet consists of centipedes, amphibians, lizards,
snakes, mammals and birds and there is ontogenetic variation in the diet.
Considering the great potential of the molecules found in Bothrops venoms, the
occurrence of B. pubescens exclusively in the Pampa Biome and the lack of
information about its venom, this study aimed to elucidate the composition of the
venom of B. pubescens through proteomic techniques, as well as to analyze its effect
on the chick biventer cervicis neuromuscular junction. For this, we performed BUP,
TDP and nTDP analyses. For toxinological analysis, chick biverter cervicis was
exposed to B. pubescens venom at different concentrations. With the BUP technique,
89 protein groups belonging to 13 families of toxins were identified, while with the
TDP technique, 40 unique proteoforms belonging to 6 families of toxins were
identified. We also identified a multi-proteoform complex of a LAAO using nTDP. In
the analysis of the venom’s toxicity, we demonstrated that the venom of B.
pubescens in high concentrations is capable of causing total and irreversible
neuromuscular blockade against isolated preparations of birds, but in reduced
concentrations, it produces a partial and reversible blockade, demonstrating its
toxicity for the somatic nervous system.

Keywords: Snakes, venom, mass spectrometry, toxinology.
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1. INTRODUCAO

1.1. Serpentes

Todos os ecossistemas da Terra possuem organismos venenosos, somando
mais de 170.000 espécies de todos os maiores filos da arvore evolutiva do reino
animal, dos cnidarios aos anelideos, equinodermos, moluscos, artrépodes e
cordados (Petras et al, 2015). A ordem Squamata, grupo monofilético formado
principalmente por lagartos, serpentes e anfishenas, é composto por,
aproximadamente, 8.430 espécies, representando 0 maior componente da
diversidade de vertebrados terrestres do mundo (Oguiura et al, 2010).

As serpentes, subordem compreendida por cerca de 3.150 espécies, divididas
em 24 familias (Uetz, 2018) sdo animais de corpo alongado com auséncia de
apéndices locomotores, palpebras moveis e ouvido externo (Underwood, 1967), as
quais habitam praticamente todo o mundo, excluindo as calotas Polares. O territério
brasileiro possui uma fauna muito rica, totalizando cerca de 405 espécies de
serpentes (Costa & Bérnils, 2018).

Serpentes peconhentas, pertencentes a superfamilia Colubridae, incluem o
maior grupo de animais peconhentos. Entre todas as serpentes, as pertencentes a
familia Viperidae e a familia Elapidae sdo as mais importantes clinicamente,
causando a maioria dos casos de envenenamento e fatalidades em humanos e
animais domésticos (Gutierrez et al, 2017).

Véarios estudos tém demonstrado que picadas de serpentes estdo
relacionadas a fatores climaticos e o aumento de atividade de trabalhadores em
areas rurais. O numero de casos aumenta durante estacfes quentes e chuvosas, o
gue coincide com o periodo de maior atividade humana nestas zonas. Vitimas de
picadas de serpentes usualmente sdo homens e o0s membros inferiores sao
geralmente os mais afetados (Ministério da Saude, 2021; Mamede et al, 2020;
Chippaux, 2017).

O envenenamento por picada de serpente € considerado uma doenca tropical
negligenciada pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS) (World Health
Organization, 2021). A peconha é injetada através de presas, que sdo dentes

modificados conectados por um ducto a glandula de veneno (Gutierrez et al, 2017)
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No Brasil, as serpentes peconhentas estdo distribuidas em duas familias,
Viperidae e Elapidae, das quais contém quatro géneros com maior relevancia
epidemiolodgica: Bothrops, Crotalus, Micrurus e Lachesis (Figura 1) (Mamede et al,
2020). De acordo com o Ministério da Saude, em 2020 mais de 31.000 acidentes
ofidicos ocorreram no pais, dos quais aproximadamente 121 resultaram em Obito
das vitimas. Destes numeros, 70% dos acidentes ofidicos foram causados por
serpentes do género Bothrops, cerca de 9% causados por serpentes do género
Crotalus, 1,5% causados por serpentes do género Lachesis, e menos de 1% dos
registros foram causados por serpentes do género Micrurus. (Ministério da Saude,
2021).

Figura 1. Exemplos de serpentes peconhentas do Brasil. A — Bothrops
alternatus; B — Micrurus altirostris; C — Crotalus durissus; D — Lachesis muta. Fonte:
A e B - https://www.ufrgs.br/faunadigitalrs; C e D - http://www.reptile-database.org.

A familia Viperidae € compreendida pelos géneros Crotalus, Lachesis e
Bothrops, apresentam denticdo solendglifa, caracterizada pela presenca de dois
dentes grandes que se projetam para fora no momento da inoculacdo da peconha.
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(Alves, 2007; Costa & Bérnils, 2014). Estes géneros sdo de maior importancia
meédica devido a sua ampla distribuicdo geografica, habitos terrestres e arboricola,
que aumentam as chances de encontro com o homem e, a sua agressividade
relacionada ao modo de caca predatério baseado em botes de presas relativamente
grandes (Figura 2) (Warrel, 2004).

Nanna SO1 ENOGUF/\

Fosseta
loreal

Presa caniculada

Figura 2: Denticdo solendglifa apresentada pelos géneros Crotalus, Lachesis e
Bothrops. Fonte: https://planetabiologia.com/os-tipos-de-serpentes-peconhentas.

1.2 Género Bothrops

O género Bothrops é composto por 47 espécies que estdo distribuidos do
México até a Argentina (Reptile Database, 2021). Essas espécies habitam
principalmente o territério brasileiro e sdo responsaveis por grande parte dos casos
de envenenamento por serpente no pais, a maioria acontecendo em area rural
(Albuquerque, 2020).

As espécies dentro do género Bothrops exibem uma ampla variedade de
formas de corpo e tracos de historia natural maior do que qualquer outra espécie de
serpente mundial. Essa maior diversidade tem sido atribuida ao fato de que o grupo
Bothrops foi o primeiro grupo de serpentes a chegar a América do Sul, dando assim
ampla oportunidade para irradiacdo adaptativa (Silva & Rodrigues, 2008).

Representantes do grupo neuwiedi de Bothrops sdo amplamente distribuidos
em areas que vao do noroeste do Brasil ao sudeste da Argentina. B. erythromelas é
restrita a regido da Caatinga, B. lutzi, B. pauloensis e B. marmoratus ocorrem

principalmente no Cerrado, B. mattogrossensis e B. diporus sao distribuidas em
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Charco, B. neuwiedi ocorre nas montanhas do sudeste brasileiro e B. pubescens é
limitada a regido do Pampa, no sul do Brasil e no Uruguai (Machado et al, 2014).

B. pubescens € uma serpente peconhenta de porte médio que ocorre
restritamente no estado do Rio Grande do Sul e no Uruguai. Até recentemente era
considerada uma das 12 subespécies de B. neuwiedii, mas foi elevada a categoria
especifica por Silva (2004) (Figura 3). Foi observado que a dieta desta serpente
consiste em lacraias, anfibios, lagartos, serpentes, mamiferos e aves e ha variacado
ontogenética na dieta, onde individuos pequenos alimentam-se principalmente de
anfibios e ndo consomem mamiferos, individuos de tamanho mediano predam todas
as categorias de presa e individuos grandes consomem exclusivamente mamiferos.
Essa variacdo na dieta pode levar a uma alteragcdo na composi¢ao interespécie da
peconha (Borges-Martins et al., 2007).

Bothrops pubescens

Figura 3: Bothrops pubescens. A — Exemplar de Bothrops pubescens; B —
regido onde a espécie ocorre; C — padrdao de manchas. Fonte: Maria Eduarda
Tabarez.

A composicao peptideo/proteica da peconha de algumas espécies do género
Bothrops ja foi estudada atraves estudos protedmicos ou indiretamente através de
estudos transcriptobmicos (Hatakeyama et al., 2018; Rodrigues et al., 2020; Pereira,
et al. 2020; Nicolau et al., 2017, Andrade-Silva, et al., 2021; Valente, et al., 2018;
Sanz et al. 2020). Com esses estudos, foi elucidado familias de proteinas que
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compdem a peconha, como metaloproteinases de veneno de cobras (SVMP - do
inglés, snake venom metalloproteinase), serino proteases de veneno de cobras
(SVSP - snake venom serinoprotease) e fosfolipases A2 (PLA2), sendo as mais
abundantes e mais frequentemente correlacionadas com os sintomas clinicos de

envenenamento (Sousa et al, 2013).

1.3 Pegconha

A peconha representa uma inovacao que permitiu a transicdo das serpentes
subjugar e digerir as presas de um modo mecanico para um modo quimico e
representa uma adaptacao chave na diversificacdo desses animais (Alape-Giron et
al, 2008). A peconha de serpente é uma adaptacao evolucionaria que envolve varias
toxinas que evoluiram de proteinas cognatas (aquelas que possuem uma funcéo
fisiologica normal) através da duplicacdo de genes seguida por muta¢des pontuais
na sequéncia codante da proteina e posteriormente ganhando uma nova funcao
(Ohno, 1998).

O uso da peconha de serpente tem sido documentado desde a antiguidade,
como uma arma no campo de batalha, no tratamento de doencas gastrointestinais,
artrite e também para longevidade (King, 2013). A primeira vez que foi estabelecido
a natureza proteica da peconha de serpente foi em 1843, por Charles-Lucien
Bonaparte, zodlogo francés, que isolou através da precipitacdo por 4&lcool,
substéancias proteicas que reproduziam todos os efeitos do veneno (Calvete, 2013).

Efeitos comuns do envenenamento botrépico, tais como edema, dor e
mionecrose sao causados por acdo direta dos componentes do veneno,
predominantemente PLA2 e SVMP e sdo agravados por inducdo da inflamacéo na
gual eicosanoides, histaminas e bradicininas sdo mediadores importantes (Mamede
et al, 2020). ComplicagBes como necrose, infeccdo bacteriana secundaria, sindrome
compartimental e falha renal aguda também podem ocorrer. Mesmo 0s casos de
morte sendo raros, eles estdo frequentemente associados com falha renal e
respiratoria, choque, sepse e hemorragia no sistema nervoso central (Oliveira,
2019).

A variacdo da composicdo do veneno pode ocorrer devido ao género do

espécime, idade de desenvolvimento, dieta, fatores biolégicos, assim como fatores

17



geograficos, tempo de isolamento e mudancas na dieta (Augusto-de-Oliveira et al.,
2016; Zelanis et al., 2011, 2016; Freitas-de-Sousa et al., 2020; Gren et al. 2019;
Mora-Obando et al., 2020; Simizo et al, 2020).

1.4 Componentes da peconha

Os componentes da peconha podem ser divididos em familias mais
abundantes, que sdo responsaveis pelos principais sintomas de envenenamento
observados, e familias menos abundantes, que apresentam grande potencial

biotecnoldgico e farmacéutico (Modahl et al, 2019).

1.4.1. Familias de proteinas mais abundantes na peconha do género Bothrops.

As SVMP sdo conhecidas por sua atividade hemorragica, assim como sua
habilidade de influenciar varios processos da cascata de coagulacdo sanguinea,
resultando em uma combinacé@o de hemorragia sistémica e sangue incoagulavel nas
presas ou vitimas (Markland & Swenson, 2013).

Primeiramente as SVMP clivam a base da membrana e as proteinas de
adesdo do complexo da matriz celular endotelial para enfraquecer os vasos
capilares. Num segundo estagio, as células endoteliais se soltam da base da
membrana, que se tornam extremamente finas, resultando no rompimento da parede
capilar e efusdo de sangue da parede capilar fragil. Além da atividade de proteinase,
SVMP impactam na homeostase alterando a coagulacdo, que contribui para os
efeitos téxicos hemorragicos (Ferraz et al, 2019).

Tem sido observado diferencas na atividade das SVMP de acordo com a
presenca ou auséncia de dominios. SVMP da classe P-lll s&o compostas de um
dominio metaloproteinase, um dominio tipo desintegrina e um dominio rico em
cisteina; a classe P-lIl € composta de um dominio metaloproteinase e um dominio
rico em proteina e a classe P-I € composto de apenas um dominio metaloproteinase
(Figura 4) (Williams et al., 2019). A perda de dominios tem resultado na criacdo das
classes P-Il e P-l. Em comparacdo a classe P-l, a classe P-lll exibe uma maior
atividade hemorragica e sobretudo uma maior diversidade biolégica. O

processamento pos-traducional de SVMP também gerou atividades adicionais no
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veneno. A classe P-lll ndo sofre quebra de dominio pdés-traducional, mas
desintegrinas presentes no veneno podem ser produtos de processamento
proteolitico da classe P-1l de SVMP (Modahl et al, 2019).

P-I

P-li

P-lll

Figura 4: Representagéo das estruturas de SVMP. SVMP de classe Pl apresentam
apenas um dominio metaloproteinase (M); SVMP de classe PIl possuem um dominio
metaloproteinase (M) e um dominio desintegrina (D), a flecha indica a modificacdo
pés-traducional que pode ocorrer nessa classe, gerando uma desintegrina; SVMP de
classe PIlll sdo compostas por um dominio metaloproteinase (M), um dominio

desintegrina (D) e um dominio rico em cisteina. Fonte: Modabhl et al, 2019.

Serino proteases de veneno de cobra (SVSP, do inglés snake venom serine
protease) tem sua toxicidade primaria atraves da alteragdo do sistema hemostético
de suas vitimas, e por induzir edema e hiperalgesia através de mecanismos ainda
pouco entendidos. Efeitos hemotoxicos causados por SVSP incluem perturbacdes
da coagulagcédo do sangue (pro-coagulante ou anticoagulante), fibrindlise, agregacao
de plaquetas e pressao arterial, com consequéncias potencialmente mortais para
vitimas de picadas por serpentes (Ferraz et al, 2019)

Uma caracteristica das SVSP é que a maioria sao glicoproteinas com um
namero variavel de sitios de glicosilacdo N e O, resultando diferencas em massas
moleculares e pontos isoelétricos nessas modificagdes poés-traducionais (PTM, do

inglés, post-translational modifications) (Modahl et al, 2019; Soares & Oliveira, 2009)
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Fosfolipases (PL), por definicdo, sdo enzimas que participam na hidrdlise de
fosfolipidios de membrana. Elas tém sido classificadas em cinco grupos: Al, A2, B,
C e D, baseado na especificidade da hidrolise da ligacdo éster ao fosfolipidio.
Fosfolipases A2 (PLA2) e B (PLB) sdo encontradas em venenos botropico
(Djordjevic, 2010).

A presenca de um residuo de aspartato na posicdo 49 é essencial para a
ligacdo ao Ca?* e entdo a ocorréncia da funcdo catalitica. Entretanto, algumas PLA2
ofidicas podem apresentar variagdes no residuo 49. Por exemplo, um residuo de
lisina pode substituir o aspartato, uma mudanca que compromete a ligacdo ao Ca?*
no sitio catalitico. Consequentemente, Lys49 PLA2 sdo desprovidas de atividade
catalitica, mas elas podem apresentar alta toxicidade e sdo extensivamente
estudadas por sua acdo miotéxica (Bustillo et al, 2019). Apesar da similaridade
estrutural, as PLA2 de peconha de serpente exibem uma ampla gama de efeitos, dos
quais podem ou nédo estar relacionados a atividade catalitica, como neurotoxicos,
miotoxicos, hemoliticos, edematogénicos, hiperalgésicos, hipotensivo, pro
inflamatorio, bactericida, anticoagulante e atividade antiplaquetéria (Gutiérrez and
Lomonte, 2013).

Um numero de PLA2 exercem efeitos miotoxicos fortes, que levam a necrose
severa e muitas dessas toxinas também promovem inflamacéo, incluindo formacéo
de edema, producdo de citocinas e recrutamento de leucdcitos, dor induzida por
alodinia térmica e hiperalgesia mecanica, paralise através do bloqueio da
transmissdo neuromuscular e intensificacdo de hemorragia por inibicdo da
coagulacéo (Ferraz et al, 2019).

A ocorréncia de PLB em pegonha de serpentes foi inicialmente relatado por
Doery e Pearson em 1964. Proteinas PLB encontradas nessas pegonhas existem
como formas monoméricas e diméricas com massas moleculares de cerca de 16
kDa e 35 kDa, respectivamente (Djordjevic, 2010).

As L-aminoacido oxidase (LAAO) séo glicoproteinas homodiméricas com
massas moleculares que variam entre 110 e 150 kDa (Guo et al, 2012). As LAAO
sdo produzidas por diferentes organismos, desde bactérias e fungos, até insetos,
mamiferos e alguns tipos de serpentes. Flavinas presentes nas LAAO de peconha

de serpente sd@o responsaveis pela cor amarelada da peconha e contribuem na
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toxicidade através do stress oxidativo gerado pela producédo de H202 (Ciscotto et al,
2009).

Uma série de efeitos biolégicos foram atribuidos a atividade de LAAO, como
ativacao e/ou inibicdo de agregacédo plaquetaria, hemorragia, mionecrose e edema
(Tan et al, 2018). Além disso, LAAOs de diferentes fontes exibem diferencas na
especificidade, estabilidade e outras atividades biologicas, como citotoxicidade,
hemorragia, hemolise, formacdo de edema, atividade antitumoral, proliferacao,
atividades antibacterianas, antivirais, anti-HIV e antiparasitarias (Ribeiro et al, 2016).

As LAAO de peconha de serpente sdo as mais estudadas e bem
caracterizadas, embora seu conteudo varie entre géneros e espécies, a maioria dos
venenos de Viperidae contém LAAOs. Em espécies do género Bothrops, LAAO
representam aproximadamente 2% do peso total do veneno bruto, mas esse niumero
€ dependente da espécie, habitat e dieta do individuo (Ullah, 2012).

As LAAO de peconha de serpentes Bothrops ja foram demonstradas como
tendo acdes anticancerigenas, atividades antiprotozoarias e atividade leishmanicida.
(Burin, et al, 2020; Machado et al, 2019; Barbosa et al, 2021; Carone et al, 2017)

1.4.2. Familias de proteinas menos abundantes na peconha do género

Bothrops.

Moléculas semelhantes a lectina do tipo C (CTL, do inglés, C-type lectins),
também conhecidas como snaclecs (lectinas do tipo C de peconha de serpente) se
ligam de uma maneira independente de Ca?* e via de interacdes proteina-proteina
com fatores de coagulacdo I1X, X e Il prejudicando seus papéis fisiolégicos em
hemostasia. Snaclecs também reduzem a funcéo plaquetaria, inibindo receptores de
superficie, como o receptor von Willebrand, GPIb, e o receptor de colageno,
integrina a2B1, ou pela ativagdo das plaquetas via agrupamento do receptor de
colageno GPVI, fazendo com que sejam retirados da circulacdo produzindo
trombocitopenia (Clemetson, 2010).

As proteinas secretoras ricas em cisteina (CRISP, do inglés, cysteine-rich
secretory protein) sdo componentes nao enzimaticos presentes em Vvarios
organismos. Elas também sdo encontradas em peconha de serpente, mas sua

funcdo no envenenamento nao foi totalmente compreendida até agora. As CRISP de
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peconha de serpente sé@o proteinas de cadeia Unica com massas moleculares que
variam de 20 a 30 kDa. Elas exibem dezesseis residuos de cisteina altamente
conservados que formam oito ligacoes dissulfeto (Yamazaki & Morita, 2004).

As CRISP sédo uma classe promissora de componente da peconha de
serpente que pode ser empregada como modelo para futuros medicamentos contra
o cancer devido a regulacdo negativa da angiogénese. Além disso, essa classe de
componentes pode auxiliar no desenvolvimento de novos medicamentos contra a
leishmaniose e a doenca de Chagas (Boldrini-Franca et al, 2017).

As hialuronidases (HYA) de peconha de serpente sdo enzimas que hidrolisam
preferencialmente o hialuronano, o principal glicosaminoglicano encontrado na
matriz extracelular (Bordon, 2015). Elas sao capazes de hidrolisar ligacdes
glicosidicas f—1-4 dos residuos N-acetyl-B-D-glucosamina e D-glucuronate de
hialurano produzindo tetra e hexasacarideos. Com isto, durante o envenenamento,
hialuronidases facilitam a difusdo do veneno no tecido da vitima devido as suas
caracteristicas hidroliticas, agindo como um "fator de dispersédo” e potencializando o
efeito das toxinas. Essa classe de enzimas tem sido encontrada em varios
organismos, sendo onipresentes em peconha de serpentes (Boldrini-Franca et al,
2017).

Nucleases e nucleotidases (NT) sdo enzimas hidroliticas distribuidas de forma
ubiqua em peconha de serpente. Sua principal funcéo esta relacionada a geracao de
adenosina por meio de sua atividade catalitica. A adenosina pode suportar a
biodistribuicdo da toxina e também contribui para a imobilizacdo da presa, ao mesmo
tempo que aumenta a permeabilidade vascular, inibe a liberacdo de
neurotransmissores e promove hipotensdo, sedacdo, depressado locomotora e
bradicardia (Boldrini-Franca et al, 2017).

O fator de crescimento vaso-endotelial (VEGF, do inglés, vascular endothelial
growth factor) estimula a vasculogénese, angiogénese e linfangiogénese. A familia
de VEGF é dividida em sete grupos, designados como VEGF-A a VEGF-F e fator de
crescimento de plancenta (Boldrini-Franca et al, 2017). Glandulas de peconha de
serpente apresentam pelo menos 3 VEGF diferentes, com caracteristicas Unicas e
com seletividade de receptor distintas, designadas de VEGF-F1 a VEGF-F3
(Yamazaki & Morita, 2006).
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Os fatores de crescimento de nervo (NGF, do inglés, nerve growth factor)
participam na diferenciacdo neuronal, plasticidade sinaptica e neuroprotecdo no
sistema nervoso central e periférico (Mannio et al, 1999). A resposta fisiologica para
NGF de peconha de serpente ainda ndo foi descoberta, entretanto, os efeitos de
NGF de mamiferos em células ndo-neuronais pode ajudar na compreensdo de
alguns efeitos exercidos por NGF de peconha de serpente em sistemas de
mamiferos (Boldrini-Franca et al, 2017).

NGF de Naja atra exerce um efeito sistémico importante no envenenamento,
como extravasamento de plasma e liberacdo de histamina, que resulta em
vulnerabilidade do tecido e facilita a difusdo do efeito de toxinas no organismo
(Kostiza et al, 1996).

Os peptideos potenciadores de bradicinina (BPP, do inglés, bradycinin
potentiating peptide) sdo pequenos oligopeptideos (5 - 14 residuos) ricos em prolina
com um residuo piroglutamil amino-terminal, apresentando, invariavelmente, um
residuo prolina no extremidade C-terminal (Munawar et al, 2018). Esses peptideos
sdo conhecidos como inibidores da enzima que converte angiotensina | (ACE, do
inglés, angiotensin-converting enzyme) em angiotensina Il, que € um vasoconstritor
potente e um agente hipertensivo. Com a inibicdo de ACE, as BPP inibem a
formacdo de angiotensina Il, reduzindo a presséao arterial (Sciani & Pimenta, 2017).

Os BPPs foram primeiramente descritos no veneno de B. jararaca em 1964,
por Sergio Ferreira e teve sua atividade como inibidores de ACE demonstrada em
1971, por Ondetti et al. (Ferreira,1964; Ondetti, et al, 1971). InvestigacGes
posteriores resultaram na aprovacdo e comercializacdo do Captopril, que é um
medicamento oral peptidomimético de BPP. Este é o melhor e mais conhecido
exemplo de investigacdo e descoberta de drogas a base de peconha de serpente
(Ondetti et al, 1971; Cushman & Ondetti, 1999).

1.5. VenGmica
As propriedades toxicolégicas da peconha de serpente tém sido estudadas

nos ultimos 400-500 anos. Entretanto, com o avanco das técnicas de pesquisa

moderna, um progresso significativo tem ocorrido em relacdo a estrutura-funcéo e o
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mecanismo pelo qual os componentes da peconha exercem seus efeitos (Fox &
Serrano, 2009).

Na metade do século XX quando bioquimicos comecaram a usar diversas
formas de cromatografia aplicadas ao estudo de peconhas de serpentes foi
rapidamente observado, mesmo com a tecnologia disponivel na época, que a
peconha de serpentes era uma mistura complexa de componentes biolégicos ativos
(Fox & Serrano, 2008). A partir deste ponto, com a aplicacdo de métodos mais
sofisticados de fracionamento e a subsequente identificacdo e caracterizacdo de
proteinas tem sido temas centrais em toxinologia de venenos com tecnologias mais
atuais fornecendo um melhor entendimento dos proteomas (El-Aziz et al, 2021).

O termo "vendmica" € usado para descrever estudos protedmicos da
composi¢cdo do veneno de serpentes. Contudo, o termo evoluiu para um significado
mais amplo e atualmente € usado para descrever estudos que combinam estratégias
como gendmica, transcriptbmica e protedbmica para desvendar completamente os
componentes do veneno (Boldrini-Franga et al, 2017).

Tecnologias no campo da vendmica sdo ferramentas Uteis para explorar a
diversidade de toxinas, o que pode resultar de variantes em sequéncias
nucleotidicas em niveis gendmicos ou transcriptdbmicos, assim como modificacdes
pos-traducionais e formacdo de complexos proteicos observados a niveis
protedmicos (Modahl et al, 2019).

Primeiramente a vendmica seguia um protocolo baseado no fracionamento do
veneno total por RP-HPLC, seguido de caracterizacéo inicial de cada fragdo proteica
por uma combinacdo de sequenciamento N-terminal, andlise por SDS-PAGE (em
condicdo reduzida e néo reduzida), determinacdo das massas moleculares e
eventualmente, a composicdo de cisteinas, por espectrometria de massas dos

componentes isolados (Figura 5) (Calvete, 2011).
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Figura 5. Esquema representando a estratégia vendmica desenvolvida por
Calvete em 2007. O veneno total € separado por RP-HPLC, as fracbes sé&o
caracterizadas por sequenciamento N-terminal, seguido de uma analise por SDS-
PAGE e espectrometria de massas para a determinacdo das massas moleculares

dos componentes. Fonte: Adaptado de El-Aziz et al, 2021.

Atualmente mais de 200 espécies de serpentes tém sido estudadas através
de técnicas venOmicas e esses numeros continuam a crescer (El-Aziz et al, 2021),
porém esse numero ainda é baixo se considerarmos as mais de 600 espécies
medicamente relevante de serpentes das familias Viperidae e Elapidae (Calvete,
2013).

A caracterizacdo do proteoma da peconha de serpentes tem potenciais
beneficios para a pesquisa basica, diagndstico clinico, desenvolvimento de novas
ferramentas e potencial para medicamentos de uso clinico. A disponibilidade de
informagdes protedmicas das proteinas individuais torna possivel a estimativa
detalhada da similaridade e diferenciagdo dos proteomas das pegonhas de taxas
diferentes, que séo Uteis em desvendar uma ampla gama de padrdes evolucionarios

(Calvete, 2013).
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A vendmica pode também ter um impacto no tratamento de vitimas e na
selecéo de espécimes utilizados na fabricacao de antivenenos (Calvete, 2011).

O Unico tratamento adequado para 0 envenenamento envolve a
administragdo de um antiveneno que neutralize os efeitos letais das toxinas da
peconha. O aumento da eficacia de um antiveneno requer um grande entendimento
dos mecanismos moleculares evolucionarios que causam essa variacado da peconha.
Com isso, um dos objetivos da pesquisa venbmica é a caracterizacdo da
composicdo e as variagbes ontogenética, individual e geografica das peconhas
(Alangode et al, 2020).

Pesquisas com peconhas tém sido continuamente melhoradas pelo avanco
tecnologico, em particular, o desenvolvimento de protocolos de preparacao de
amostras (nano-HPLC, HPLC multidimensioinal e eletrofosere 2D) acopladas a
espectrometria de massas com ionizacdo suave tem sido essencial para a

desvendar a complexidade das peconhas (Calvete, 2011).

1.6. Protebmica

O termo protedbmica foi primeiramente utilizado por Marc Wilkins em 1996
para denotar proteinas como complemento do genoma (Aslam, 2016; Wilkins, 1996).
A protebmica é o estudo de proteinas, proteoformas e multiproteoformas, incluindo a
sua identificacéo, caracterizagcédo e quantificacdo numa variedade de contextos (Toby
et al, 2016).

Devido a complexidade tipicamente apresentada em amostras proteicas e
ampla gama de componentes relativamente diferentes, a separacdo prévia dos
componentes € especialmente importante (Zhang et al, 2014).

Uma das técnicas mais utilizadas para a obtengdo de uma andlise de alta
qualidade de uma mistura de proteinas € o0 SDS-PAGE (do inglés, sodium dodecyl
sulfate polyacylamide gel eletroforeses). O procedimento envolve a desnaturagéo
inicial das proteinas com um detergente aniénico que se liga a ela, dando a todas as
proteinas uma carga negativa proporcional a sua massa molecular (Nowakowski et
al., 2014). Esse passo é seguido por eletroforese através de um gel, formado pela
reacao de acrilamida e bis-acrilamida, que resulta em uma matriz de gel altamente

reticulada que separa as proteinas com base na sua massa molecular. Com as
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proteinas desnaturadas e negativamente carregadas € possivel separa-las com
base no seu tamanho através da aplicacdo de carga e da migracdo dessas para o
polo positivo (Figura 6) (Sambrook et al, 1989).

Essa técnica € amplamente utilizada desde que foi desenvolvida no inicio dos
anos 70 e funciona bem em aplicacbes que ndo necessitam manter as

caracteristicas nativas ou funcdes das proteinas (Laemmli, 1970, Nowakowski et al,

2014).
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Figura 6. llustracdo demonstrando a técnica de eletroforese em SDS-PAGE. As
amostras séo aplicadas em um gel de poliacrilamida e migram do polo negativo para
o polo positivo de acordo com seu peso molecular. Fonte: adaptado de

www.biorad.com

Uma limitacédo da técnica de SDS-PAGE esta na desnaturacédo das proteinas

antes da eletroforese. Atividade enzimatica, ligacbes proteicas, deteccdo de
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cofatores, entre outros, geralmente ndo podem ser determinados em proteinas
isoladas por SDS-PAGE. Com isso, outros métodos devem ser utilizados para
separar proteinas nativas para investigacdo de estrutura-funcao (Wittig & Schagger,
2005).

A cromatografia € baseada no principio onde as moléculas em uma mistura
quando aplicadas a uma superficie ou uma fase estacionaria solida fluida sé&o
separadas uma das outras enquanto se movem com uma fase médvel. Fatores
importantes nesse processo de separacdo estdo relacionados a caracteristicas
moleculares como adsorcao (liquido-solido), particdo (liquido-sdlido), ou afinidade e
diferencas em seus pesos moleculares (Coskum, 2016).

Devido a essas diferencas, alguns componentes da mistura permanecem
mais tempo na fase estaciondria e se movem mais lentamente no sistema
cromatografico, enquanto outros passam rapidamente pela fase mével e deixam o
sistema mais rapidamente (Porath, 1997).

A cromatografia por gel filtracdo, também conhecida como cromatografia por
exclusdo de tamanho (SEC, do inglés, size exclusion chromatography) € uma
técnica que separa compostos baseados no seu tamanho. Com essa técnica ndo ha
interacBes fisicas ou quimicas entre a molécula da amostra e a fase estacionaria
(Hagel, 2011). Este método tem algumas propriedades importantes, que incluem
estabilidade fisico-quimica, simplicidade de operacdo e inércia, 0 que permite a
separacédo de pequenas e grandes moléculas (Figura 7) (El-Aziz et al, 2021).

< r"o°// Proteinas grandes - ,
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Figura 7. llustracdo de como ocorre a cromatografia por gel filtracdo. A matriz
da coluna é um polimero reticulado com poros de tamanho selecionado. Proteinas
maiores migram mais rapido do que as menores, porque sdo muito grandes para
entrar nos poros dos granulos e, portanto, seguem uma rota mais direta através da
coluna. As proteinas menores entram nos poros e sao retardadas por seu caminho

mais labirintico através da coluna. Fonte: Adaptado de Atala, 2020.

A técnica de cromatografia liquida de alta presséo de fase reversa (RP-HPLC,
do inglés, reversed phase — high pressure liquid chromatography) possui alta
precisao, devido a isso € usualmente utilizada como um passo mais acurado durante
o processo de purificacdo que é necessario para a separacao de isoformas
altamente relacionadas. O principio da retencdo da RP-HPLC é baseado na relacéo
hidrofébica da molécula que estd dissolvida na fase moével com os ligantes

hidrofébicos ligados a fase estacionaria (Aguilar & Hearn, 1996).

1.6.1. Espectrometria de massas

A espectrometria de massas (MS, do inglés, mass spectrometry) surgiu com
0s primeiros estudos de eletromagnetismo, ganhando importancia primeiramente na
fisica, onde era utilizada para determinar a existéncia de is6topos e 0 peso atdmico
dos elementos (Zhang et al, 2016). Com o passar do tempo e 0 avanco da
tecnologia, a espectrometria de massas se tornou a mais popular e importante
técnica para a identificacdo, caracterizacdo e quantificacdo de proteinas com um
amplo rendimento e em larga escala (Zhang et al, 2014).

Em geral, a caracterizacdo de polipeptideos por espectrometria de massas
requer trés passos: | - ionizacdo, que permite a passagem do polipeptideo da fase
liquida para a fase gasosa como uma particula carregada que pode ser manipulada
dentro do espectrometro de massas; Il - determinacdo de massa de polipeptideos
intactos por MS1; Il - a aquisicdo de informacédo através da ativacdo da
fragmentacao de ions precursores ou por MS2 (Toby et al, 2016).

Espectrdmetros modernos consistem em basicamente de trés componentes:

a fonte de ions, o analisador de massas, e o detector (Figura 8) (Zhang et al, 2016).
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Figura 8. Esquema demonstrando uma analise por espectrometria de massas. Em
destaque, os trés principais componentes: fonte de ions, analisador de massas e
detector de ions. A fonte de ions € dependente do sistema de injecdo. Adaptado de
Zhang et al, 2016.

A ionizacdo por electrospray (ESI, do inglés, electrospray ionization) e
ionizacdo e dessorcdo a laser assistida por matriz (MALDI, do inglés, matrix assisted
laser desorption/ionization) sdo as duas técnicas mais utilizadas para volatilizar e
ionizar as proteinas ou peptideos para analise por espectrometria de massas. Em
ESI, ha a ionizacdo dos analitos a partir de uma solucao e por isso esta acoplado a
um sistema de separacdao liquido (como por exemplo, cromatografia ou eletroforese).
Em MALDI, ha a sublimacéo e ionizacdo da amostra a partir de uma matrix cristalina
e seca, atraves de pulsos de laser (Aebersold & Mann, 2003).

Baseado no método da caracterizacdo a protedmica pode ser dividida em dois

campos analiticos: a protedémica bottom up (BUP) e a protedmica top down (TDP).

1.6.2. Prote6mica bottom up

A técnica de BUP, ou shot gun, foi desenvolvida para realizar analises
rapidas, robustas, em larga escala e analises qualitativas e quantitativas da
composicao proteica de amostras complexas, com isso produzindo grandes listas de
proteinas para as respectivas amostras (Gillet, 2015).

Em um tipico experimento de BUP, a mistura de peptideos é fracionada e
submetida a analise LC-MS/MS. A identificacdo de peptideos € adquirida através da
comparacao da massa em sequéncia dos espectros derivados da fragmentacéo dos
peptideos gerados a partir da digestdo das proteinas com espectros teoricos
gerados in silico a partir de um banco de dados de proteinas (Zhang et al, 2013). A
inferéncia de proteinas € realizada por atribuicdo de sequéncias de peptideos a
proteinas. Os peptideos podem ser atribuidos exclusivamente a uma Unica proteina

ou compartilhado por mais de uma proteina (Zhang et al, 2013).
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Nesse tipo de técnica, o0 objetivo € gerar um perfil global dos componentes
proteicos em misturas complexas utilizando HPLC combinado com MS. A
cromatografia liquida de fase reversa é a técnica cromatografica mais utilizada
devido a compatibilidade das fases moéveis da RP- HPLC com a detec¢do do MS
(Zhang et al, 2014).

Véarios fatores podem influenciar o numero de peptideos/proteinas
identificados na técnica de BUP, especialmente na vendémica: 1 - o critério utilizado
para misturar os venenos (numero, género e idade dos espécimes selecionados,
regido geografica onde os espécimes foram coletados, se o animal estava mantido
em cativeiro ou vivendo no habitat natural) (Menezes et al, 2006); 2 - 0 uso eventual
de meétodos de fracionamento antes da analise por espectrometria de massas,
baseado em propriedades fisico-quimicas dos componentes do veneno (Righetti et
al, 2005); 3 - as especificacbes da nano cromatografia (diametro interno,
comprimento, gradiente de eluicdo); 4 - as condi¢des utilizadas no espectrémetro de
massas (fonte de ioniza¢do, modo de fragmentacao, tipo de analise); 5 - parametros,
databases e softwares utilizados por busca em banco de dados e filtragem de dados
(Nicolau et al, 2016)

Com isso, devem ser considerados, além dos numeros brutos, a qualidade

dos dados, a diversidade de classes de proteinas identificadas, assim como a
confiabilidade da identificacdo das proteinas menos abundantes (Knudsen &
Chalkey, 2011).
Em um experimento tipico de BUP, ndo é possivel a garantia de 100% de cobertura
de sequéncia. Por isso, é provavel que os peptideos identificados sejam
compartilhados por mais de uma entrada de proteina, levando a niUmeros maiores
considerando o numero de proteinas identificadas (Nicolau et al, 2016). Isso é
especialmente verdade em proteinas de peconha de serpente, uma vez que €
estimado que para uma amostra de veneno proteica ser inequivocamente
identificada como proteina especifica € necessario uma alta cobertura da proteina
(<85%) (Knudsen & Chalkey, 2011)

1.6.3. Protedbmica top-down
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Quando a técnica de BUP ¢é utilizada, a maior parte dos pontos de PTM pode
ser perdida devido a cobertura incompleta da sequéncia, especialmente em misturas
complexas e a coexisténcia de multiplas PTM na mesma proteina é virtualmente
impossivel de ser localizada. Na TDP, que comec¢a com a proteina intacta, ha a
possibilidade de identificacdo de padrdes de combinacdo de modificacbes
distribuidos ao longo da proteina, assim como pequenas mudanc¢as na sequéncia
primaria da proteina e processamentos proteoliticos que podem ser ndo identificados
na andlise por BUP (Figura 9) (Zhang et al, 2014).
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Figura 9: Comparacao entre a BUP e TDP. Na BUP temos a digestdo das proteinas
em peptideos e entdo a sua identificacdo. Na TDP as proteinas sdo diretamente

ionizadas e analizadas.

As metodologias de TDP estdo em desenvolvimento desde o advento dos
métodos de ionizacbes suaves para MS ao final dos anos 1980 e podem ser
aplicadas tanto para protedmica top down nativa (nTDP) quanto para protedmica top
down desnaturante (dTDP) (Melani et al, 2017).

Na TDP, espectrobmetros de alta resolucdo de massa relativa (>50K), alta
acuracia de massa (<3 ppm) e alta velocidade de scan (>5 Hz) sdo necessarios para
o estado de medida do ion produzido a partir da espectrometria de massas (Toby et
al, 2016). Com isso, espectrometros de massa baseados em tempo de voo (TOF —
Time of flight), Fourier transform ion cyclotron resonance (FT-ICR) e Fourier
transform orbital trapping (FT-Orbitrap), particularmente em uma forma hibrida séo
geralmente utilizados. A técnica de fragmentagcdo é outra técnica chave para clivar
proteinas e localizar sitios de modificacées. Em geral, beam-type collision-induced
dissociation (CID) ou collisionally activated dissociation (CAD) e high-energy collision
dissociation (HCD) produzindo ions tipo b e y sdo os métodos mais comuns em
experimentos de TDP (Ghezellou et al, 2019).

A TDP vem sendo aplicada nos ultimos anos a diferentes tipos de veneno e
mesmo com algumas limitagbes na é&rea de fracionamento de proteinas,
espectrometria de massas e andlise de dados. Futuros avancos tornardo a TDP
mais acessivel e automatizada, ajudando a difundir a técnica na area da vendémica
(Melani et al, 2017).

Considerando o grande potencial das moléculas encontradas em pegonhas
do género Bothrops, a ocorréncia da espécie B. pubescens exclusivamente no
Bioma Pampa e a falta de informacdes sobre a sua peconha, esse estudo visou
elucidar a composicédo da peconha de B. pubescens através de técnicas de BUP e
TDP para uma completa caracterizacdo do veneno. Com essa caracterizagdo €
possivel um melhor entendimento da acédo do veneno, bem como uma adequacao

ao soro antibotropico.
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2. Objetivo
2.1. Objetivo geral

Caracterizar a peconha de B. pubescens através de diferentes técnicas

protedmicas e estudar o seu efeito toxinoldgico.

2.2. Objetivos especificos

- Caracterizar a peconha de B. pubescens através de técnicas de proteémica
bottom up.

- Caracterizar a peconha de B. pubescens através de técnicas de proteémica
top down.

- Analisar a peconha de B. pubescens através de técnicas de proteébmica top
down nativa.

- Analisar o efeito toxinologico da peconha de B. pubescens através de ensaio

eletromiogréficos em biventer cervicis de pintainho.
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CAPITULO 1: ANALISE VENOMICA DA PECONHA DE Bothrops pubescens

O artigo intitulado “Venom characterization of the Brazilian Pampa snake
Bothrops pubescens by top down and bottom-up proteomics.” esta no prelo para
publicacdono periddico Toxicon.

Neste artigo analisamos a peconha de Bothrops pubescens, e demonstramos
que estd é uma peconha classica do género Bothrops, apresentando as principais
familias encontradas nessas peconhas, mas também tendo suas peculiaridades.
Com a técnica de BUP, foi possivel a identificacdo de 89 grupos proteicos,
pertencendo a 13 familias de toxinas. Com a técnica de TDP identificamos 40
proteoformas Uniucas, pertencentes a 6 familias de toxinas. Além disso,
identificamos um complexo multi-proteoférmico de uma LAAO com nTDP.

Este € o primeiro estudo onde a peconha de uma serpente do género

Bothrops foi analisada através de técnicas de TDP.
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ABSTRACT

The envenomation from the Bothrops genus is characterized by systemic and local
effects caused by the main toxin families in the venom. In Bothrops pubescens venom we
were able to identify 89 protein groups belonging to 13 toxin families with the bottom-up
proteomics approach and 40 unigue proteoforms belonging to 6 toxin families with the top-

down proteomics approach. We alzo identified multi-proteocform complexes of dimeric L-amino

acid oxidase using native top-down mass spectrometry.

Keywords: Venomics; Bothrops; Envenomation; L-amino acid oxidase
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The pit viper genus Bothrops is respongible for ~30% of snakebite envenoming in
Brazil. The envenomation by Bothrops genus is generally characterized by local (hemorrhage,
necrosis, vessel damage, and edema) and systemic effects (renal failure and coagulopathies)
W3 These effects are caused by the main toxin families found in the venom, such as snake
venom metalloproteinase (SYMP), snake venom serine protease (3VYSP), and phospholipase
A (PLAZ). 5VMPs have fibrin(ogen)olytic activity, prothrombin activator action and are
responsible for proteclytic degradation of the capillary basement membrane Pl SVSPs are
responzible for the cleavage of proteins involved in the clotting system and homeostasis
leading to activationfinhibition of proteins involved in the coagulation system and homeosatasis.
B additionally, PLAZ is accountable for neurotoxicity, myotoxicity, cardiotoxicity, and platelet
aggregationfinhibition =

Using snake venomics ®land other proteomics-based methods many Bothrops species
have had their venom characterized in the past decade % These studies are essential for
understanding the envenomation process, discovering potential
pharmaceutical/biotechnological productz "1 and supporting phylogeny studies U798
Bothrops pubescens iz a venomous snake endemic to the Pampa biome in south Brazil '3,
Although there are few phylogenetic studies about B. pubescens 19 the species is neglected
regarding its venom composition. In this study, we present for the first time the venom
composition of B. pubescens that was analyzed by top-down proteomics (TDP), native top-
down mass specirometry, and bottom-up proteomics (BUP).

B. pubescens venom wags milked from 5 different adult specimens (2 males and 3
females) collected in the State of Rio Grande do Sul - Brazil. After extraction, the venom was
pooled, lyophilized, and kept at -80°C until further use. For the size exclugion chromatography
{SEC), crude venom (500 pg) was diluted in 100 mM ammonium acetate and fractionated on
a Yarra 3 pm SEC-3000 LC column 300 x 4 6 mm (Fhenomenex) using an Agilent 1100 Series
liguid chromatography system at a flow rate of 0.2 mLUfmin. Protein separation was monitored
at 280 nm using Agilent OpenLab software. The fractions were subjected to SD5-PAGE,
according to Laemmli®?, and the gel was silver stained.

All the proteomics analysis was conducted as described in Melani ef al. B In brief, for
BUP, 300 pg of 5. pubescens crude venom was resuspended in 7 M urea, 2 M thiourea, and
reduced using 30 mM DTT for one hour at 37°C. Cysteine residues were carboxamide
methylated with 30 mM icdoacetamide for 1 h in the dark at room temperature. The sample
was diluted to 1 M urea with Triz 100 mM pH 8.2. MS grade trypsin (Promega) was added
{1:25, protease substrate), and the sample was incubated overnight at 37°C. Peptides were
fractionated using an Ultimate 3000 nanolC (Thermo Fisher Scientific) aystem on an in-house

3
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packed 2 em x 150 pm i.d. trap-column, and 25 cm ® 75 pm id. column (Jupiter C18, 3 pm
particle size, 300 A pore size, Phenomenex) coupled to a Q-Exactive HF (Thermeo Fisher
Scientific). Chromatography was performed at 300 nLfmin. flow rate with 95% water, 5% ACHN,
and 0.2% formic acid (FA) as mobile phase A and 95% ACHN, 5% water, and 0.2% FA as phase
B on a 120 min. gradient (5% B for 8 min., 5-10% B over 4 min., followed by 10-45% B over
88 min_, 45%—94% B over 4 min., 95% for 4 min., 90-5% B for 2 min., and 5% for 10 min.).
Mass spectra were acquired by Xcalibur software operating in data-dependent acquisition
mode, switching between full scan M31 (60,000 resolution, 50 ms maximum injection time,
AGC 3e® charges, spectrum range from 300 to 1,800 mvz) and MS2 (30,000 resolution, 100
ms maximum injection time, AGC 1e° charges, spectrum range from 200 to 2,000 m/z). M52
spectra were obtained by high-energy collision dissociation (HCD) fragmentation using 28%
normalized collision energy. The peptides were analyzed in three technical replicates. Peptide
gearch was performed using ProLuCID v1.3 gearch engine against sequences in the Serpente
database, downloaded from UniprotkB on February 15, 2021. Carboxamidomethylation of
cysteines and oxidation of methionine was set as fixed and wvariable modifications,
respectively. Resultant peptides were processed and evaluated by Search Engine Processor
(SEPro) B2 with the following parameters: 10 ppm deviation from theoretical peptide precursor,
peptides longer than six amino acid residues, and a 1% estimated protein-level false dizscovery
rate (FDR). Label-free protein quantitation was performed according to the normalized spectral
abundance factor (NSAF).

For the TDP approach, the pooled venom was resuspended in mobile phase A and
then directly analyzed by LC-MS/MS. NanoRPLC analysis was performed using an Ulimate
3000 nanolLC (Themo Fisher Scientific) system on an in-house packed polymeric reverse
phase resin (PLRP-S, 5 um particle size, 1,000 A pore size, Agilent Technologies) for the trap-
column (2 cm x 130 pm i.d.) and analytical column (20 cm x 75 ym i.d.). The sample was
analyzed using a 120 min. gradient (5% B for 10 min_, 5-15% B over 2 min., followed by 15—
50% B over B8 min., 50%—-95% B over 2 min., 95% for 5 min., followed by 90-5% B over 3
min., and 5% for 10 min). Mass spectra were acguired by Xcalibur. M51 spectra were
acquired at 120,000 resolving power (AGC 1e% charges, 50 ms maximum injection time,
spectrum range 400 — 2,000 m/z) using 4 pscans. Data-dependent M52 were acquired at
60,000 resolving power (AGC 1 e5 charges, maximum injection time 800 me, spectrum range
200-2,000 myz) using 4 pscans on a Q@ Exactive HF. M52 spectra were obtained by HCD
fragmentation using an isclation window of 4 m/z and 21%, 22%, and 25% stepped normalized
collision energy. The raw data was searched using TDPortal against the Sermpente database
downloaded from UniProtKB on March 8, 2020, uging 2.2 Da precursor window tolerance, 10
ppm fragment tolerance, and 1% FDR.
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For the native top-down characterization, the fractiong from SEC were individually
analyzed into a Q-Exactive UHMR (Themmo Fisher Scientific) mass spectrometer using a
Manospray Flex lon Source (Thermo Figher Scientific), spray voltages between 1,500 to 2,000
V, and the ion transfer tube was set fo 310° C. The mass spectrometer was run in positive
mode, data collected from 700-15,000 m/z with 20 pecans, resolution of 17,500 (at 200 m/z),
and a target AGC of 12® charges. The S-lens RF level was set to 200% and extended trapping
get to 100V, MS2 spectra were obtained by HCD fragmentation using 21% nomalized collision
energy. Raw spectra from each experiment were summed across scans, and mass
deconvolution was performed using UniDec®'L All data are available via ProteomeXchange
with identifier PXD027550.

We were able to idenfify 89 proteins (Supplementary Table 1) by BUF that were
assigned fo 13 foxin families. We estimated the relative abundance of the venom composition
using label-free quantification, and SVMP was the most abundant toxin family comesponding
to 39% of the total (Figure 1A). The venom composition of B. pubescens showed to be similar
to other Bothrops species, presenting around 80-100 proteins belonging to characteristic toxin
families (Figure 18) "%"232 \When comparing the amount of L-amino acid oxidase (LAAD)
among different Bothrops venoms, B. pubescens (21%) hag a slightly higher level than B.
moajeni (17.7%), and superior amounts than venoms from B. asper (9.2%), B. jararaca (7.9%),
and B. diporus (7.4%). This could indicate that B. pubescens has a stronger myonecrotic,
edema-forming, hemorrhage-promoting, platelet-aggregating andlor -inhibiting effect than
other Bothrops venomals2El Furthermore, B. pubescens venom showed a lower content of
SWSP (6%) compared to B. mogjeni (19.6%), B. asper (18.2%), and B. jararaca (26.65%).
Such a low amount iz comparable to B. diporus (7.2%), which belongs to a phylogenetic sister

group of B. pubescens N9,

With the TDP approach, we identified 40 proteoforms belonging to & foxin families
{Supplementary Table 2). From the total, 12 protecforms mapped to SYMP protein family, 13
to PLAZ, 7 to bradykinin potentiating peptide (BPP), 6 to LAAO, 1 to 3VSP, and 1 to SVSP
inhibitor. All protecforms and the SVSP inhibitor family were only identified by TDP, even
without performing multiple fractionation steps before LC-MS/MS and not having genomic data
on B. pubescens. Further, we were able to identify 5 alpha-amino acetylated residues at the
M-terminus of 3V5Ps, SVYMPs, PLAZ, and SVSP inhibitor families. TDP applied to snake
venoms i a growing field that allows the analysis and characterization of intact toxin
proteoforms compared to identifying peptides by BUP &1, However, few snake venoms have
been characterized by this technigue #** and the method sfill has limitations in identifying
proteing larger than 30 kDa. In summary, TDP we were able to locate PTMs, identify unigue
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proteoforms and a toxin family not identified by de BUP approach. This indicates the potential
of the technigue since a lot of information iz lost in the BUP approach.

On the other hand, native top-down analysis maintains the non-covalent associations
of protein complexes, while this information is infemed in BUP and denaturing TDP B2 For
native TDP, we collected 13 fractions using SEC (Figure 2A), and they were submitted to SD5-
PAGE (Figure 2B) to check their molecular composition. In fraction 5, we cbserved a cluster
of peaks in the charge states 19-22+ (Figure 2C), which presented intact masses from 113.3
to 1155 kDa after deconveolution (Figure 20). Subsequently, a whole charge state was
fragmented wsing HCD, and an amino acid sequence was parially obtained. The sequence
tag "PYQFQHFSEALTA" was identified by BLASTP against the protein sequences
characterized in the BUP approach az LAAQ with 100% sequence identity to BSARSD,
QETGQ9, POCCAT, and PS6742. The observed intact masses cormespond to multi-protecform

complexes (MPC) of two monomers of LAACQ, a protein complex known to occur in snake
VENOM o114 E,!!,!dl_

In summary, this work shows the first characterization of the B. pubescens venom, a
neglected species from the southemn cone, using multiple proteomics approaches. BUF and
TDP combined were able to identify 14 toxin families and demonstrate that B. pubescens
venom is a classical Bothrops venom, although it presents some peculiarities. Combining
complementary BUP and TDP approaches allowed us to understand the B. pubescens venom
composition, including toxin families, toxin proteoforms, and posttranslational modifications
B Also, with the application of native fop-down mass spectrometry, we have a better view of
the isoforms we have in the venom composition P9 Furthermore, TDP was used to analyze a

bothropic wvenom for the first time.
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Figure legends:

Figure 1. Relative protein composition of B. pubescens venom. The venom was
analyzed by LC-MS/M5. Peptide search was performed on ProLuCID v1.3, and peptides were
fitered by Search Engine Processor (SEPro). (A) Relative protein composition (%) of B.
pubescens venom was estimated by label-free protein guantitation performed according to the
normalized spectral abundance factor (NSAF). (B) Comparison between B. pubescens, B.
moaofen™! B. asper™ B jararaca™ and B. diporus venom compaosition. SYMP - snake
venom metalloproteinase, LAAOD - L-aminoacidic oxidase, CTL - C-iype lectin, PLA; -
phospholipase A;, SVSP - snake venom serine protease. Toxin families with less than 2% in
the venom (others) include YEGF — vascular endothelial growth factor, BPP - bradykinin
potentiating peptides, CRISP - cysteine-rich secretory protein, NMGF - nerve growth factor, PDE
- phosphodiesteraze, GPC - glutamine-cyclotransferase, PLB - phospholipaze B, NT -

nuclectidases.

Figure 2. ldentification of dimeric L-amino acid oxidase (LAAQ) in B. pubescans
venom. (&) Chromatogram trace at 280 nm of the venom proteins highlighting the 13 fractions
collected by size-exclusion chromatography (SEC). (B) Silver-stained SDS-PAGE analysis of
the 13 SEC fractions. (C) Spectrum obtained using native top-down proteomics showing in
red the charge state distibution of different LAAO multiprotecform complexes (MPC). (D)
Deconvoluted MS1 spectrum and the intact mass of 8 different LAAC MPCs (a-h). The red
squares indicate the fraction containing LAAO, and the red circle the LAAO bands region in
the SDS-PAGE gel.
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Highlights

« Bathrops pubescens is a venomous snake endemic of Pampa Biome in south Brazil.

* B pubescens venom has 14 different toxins families.

* B pubescens venom has 89 different proteins identified by bottom-up proteomics.

* We were able to identify 40 proteoforms in B. pubescens venom with the Top-Down
protecmics approach.

* B pubescens venom is a classical Bothrops venom.

52



Declaration of interests

[€ The authors declare that they have no known competing financial interests or personal relationships
that could have appeared to influence the work reported in this paper.

[CIThe authors declare the following financial interests/personal relationships which may be considered
as potential competing interests:

53



Ethical Statement

Paulo Marcos Pinto (corresponding author), consciously assure that for the
manuscript entitled “Venom Characterization of the Brazilian Pampa Snake Bothrops

pubescens by Top-Down and Bottomn-Up Proteomics”, the following is fulfilled:

1) This material has not been published in whole or in part elsewhere;

2) The manuscript is not currently being considered for publication in another journal;
3) All authors have been personally and actively involved in substantive work leading to
the manuscript and will hold themselves jointly and individually responsible for its

content.

Date: 16 August 2022

54



CAPITULO 2: ANALISES INICIAIS E TOXINOLOGICAS

Neste capitulo serdo apresentados os testes protedmicos iniciais e a andlise
toxicoldgica da pegconha de B. pubescens.

1. Introducéo

A peconha de espécies do género Bothrops é composto por cerca de 12
familias diferentes de proteinas e causam efeitos como dor, hemorragia, edema e
mionecrose (Mamede et al, 2020).

Zamuner e colaboradores (2004) demonstraram atividade neurotdxica no
veneno de B. neuweidi, apresentando que o0 veneno causou enfraquecimento do
musculo do pescoco, perda de equilibrio e falha respiratéria em ensaios in vivo com
pintainhos. Em ensaios in vitro, utilizando preparacées de muasculo biventer cervicis
de pintainho, também foi demonstrada a acdo miotoxica do veneno de diversas
espécies do género Bothrops (Harvey et al, 1993; L6bo de Aradjo et al, 2002; Borja-
Oliveira et al, 2003; Zamuner et al, 2004; Cavalvante et al, 2011; Fernandes et al,
2014)

Com isso, analisamos a a¢do da peconha de B. pubescens em musculo
biventer cervicis de pintainho e também o perfil eletroforético apresentado pela
peconha.

2. Material e métodos
2.1. Amostras de peconha
A peconha de cinco espécimes de B. pubescens (2 machos e 3 fémeas) foi
extraido através do massageamento da glandula de veneno e aplicacdo de presséo
das presas contra um béquer e coletado com auxilio de uma pipeta (Figura 10). As

peconhas extraidas foram misturadas, liofilizadas e posteriormente armazenadas em

ultrafreezer (- 80° C) até o uso.
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Figura 10: Extracdo manual da peconha de B. pubescens. Na imagem podemos
observar a realizacdo da massagem nas glandulas de peconha e a pressao contraria

exercida pelo béquer nas presas para a saida da peconha. (Fonte: Do autor).

2.2. Manutencdao de Gallus gallus domesticus.

Para a preparacao do musculo biventer cervicis foram utilizados 4 pintainhos
(G. gallus domesticus) por concentracdo de peconha com idades entre 3 — 8 dias, de
ambos o0s sexos, adquiridos através da Agropecuaria Sinuelo LTDA situada na
cidade de S&o Gabriel, Rio Grande do Sul. Os animais foram mantidos em gaiolas,
no biotério da Universidade Federal do Pampa, campus S&o Gabriel, com
temperatura constante e iluminacdo controlada (12 horas com luz e 12 horas sem
luz), recebendo agua e ragéo. Este trabalho foi aprovado pelo Comité Institucional
de Etica no Uso de Animais (CEUA / UNIPAMPA, Protocolo n ° 037/2012) de acordo
com o Conselho Nacional de Experimentacédo Animal - CONSEA

2.3. Técnica miogréfica.

A preparacdo do musculo biventer cervicis foi isolada e montada de acordo
com o método de Ginsborg e Warriner (1960). Os pintainhos foram anestesiados por
via inalatoria com aflotoxinas e, ap6s o isolamento (Figura 11), o musculo foi
suspenso em uma cuba de 5 ml, contendo solugdo nutritiva de Krebs ((mM/L): NaCl
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136mM; KCI 5mM; CaClz 2,5mM; NaHCOs3 23,8mM; MgSOa 1,2mM; KH2PO4 1,2mM
e glicose 11mM). A solucao foi areada de modo constante com carbogénio (95% de
02 e 5% de CO2), mantida a 37°C e estabilizada por 30 minutos antes do uso.

A preparacao foi submetida a uma tensdo constante de 1 grama/forga e foram
aplicados pulsos supramaximos de até 10 V de 0,5 Hz de frequéncia e 0,2 ms. As
contracdes musculares resultantes de estimulos elétricos maximais e as contraturas
em resposta a adigdo de ACh (120 yM) e KCI (40 mM) foram realizados na auséncia
de estimulacdo elétrica e registrado em fisiografo, por meio de transdutores
isométricos. Os registros das contraturas para KCl e ACh foram realizados no inicio
do experimento (antes da adicdo da peconha) e no final do experimento (apos 120
minutos de incubacdo com a toxina). Seis a oito lavagens foram efetuadas sempre
apos a adicdo de KCl e de ACh. Ap6s 5 minutos de estabilizacdo no banho de
orgaos, o musculo foi exposto a peconha de B. pubescens nas concentracfes de 70,

140 e 280 pug/mL. O controle foi realizado somente com a solucao Krebs.

LR
Figura 11: Isolamento do muasculo biventer cervicis de pintainho (Fonte: Do

autor).
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2.4. Analises estatisticas
Os resultados foram expressos como meédia + erro padréao. A significancia das
diferencas foi determinada pelo teste ANOVA, com p <0,05 considerado significativo.

Para a criacdo dos graficos foi utilizado o software GraphPad Prism 7.

2.5. SDS-PAGE
A mistura das peconhas coletadas foi submetida a SDS-PAGE 15%, segundo
Laemmli (1970). Foram utilizados 20 e 40 ug da mistura de peconhas em condicdes
reduzidas e nao reduzidas. O gel de poliacrilamida foi corado com Comassie Blue

G250 de acordo com as instru¢des do fabricante (BioRad).

3. Resultados e discusséo

3.1. Efeito da peconhade B. pubescens sobre ajuncdo neuromuscular
em preparacao biventer cervicis de pintainho

Nas preparacdes de controle de juncdo neuromuscular de biventer cervicis de
pintainho ndo houve mudancas significativas na amplitude das contracdes
musculares em resposta a estimulacdo indireta e as contraturas de ACh e KCI
também se mantiveram estaveis (dados ndo apresentados). A peconha de B.
pubescens nas concentracdes de 70 e 140 pg/mL produziu inibicdo progressiva e
reversivel por lavagem e na concentragdo de 280 pg/mL houve bloqueio total e
irreversivel das contragbes musculares. A forca de contracdo diminuiu
proporcionalmente a concentracdo de peconha utilizada e o tempo de exposi¢céo do
musculo a peconha com inibicdes de 20, 40 e 60% nos tempos de 40, 60 e 110
minutos, respectivamente para a concentracdo de 70 pg/mL; inibicdes de
aproximadamente 15, 40 e 60% em 20, 40 e 120 minutos na concentragao de 140
pg/mL; e de 20, 80 e praticamente 100% em 20, 80 e 120 minutos, respectivamente,

de bloqueio da for¢a de contratura na concentracéo de 280 pyg/mL (Figura 12).

58



- Controle

" = 70 pg/'ml

g -+ 140 yg/mL
£ - 280 pg/mL
:3 i

3

Tempo (min)

Figura 12. Efeito das concentracdes da peconha de B. pubescens sobre o
musculo biventer cervicis de pintainho nas concentrages de 70, 140 e 280 yg/mL a
37°C. O grafico mostra a curva de resposta a concentracdo-tempo para atividade de

bloqueio neuromuscular da peconha em comparacéo ao controle

O efeito da pegonha de B. pubescens sobre o musculo biventer cervicis de
pintainho é semelhante a outros venenos botrépicos (Rodrigues-Simioni et al, 1983;
Cogo et al, 1993; Lébo-Araujo et al, 2002; Borja-Oliveira et al, 2003; Prianti et al,
2003; Abreu et al, 2007).

Quando comparamos outros ensaios neurotoxicoldégicos de espécies de
Bothrops observamos as diferengcas na toxicidade dos venenos de serpentes do
mesmo género, a peconha de B. pauloensis, nas concentracdes de 5 — 20 pg/mL
causou bloqueio total e irreversivel em 120 minutos e na concentracao de 100 ug/mL
causou bloqueio total da forca de contratura em apenas 40 minutos de exposi¢ao
(Soares et al; 2000); a peconha de B. leucurus nas concentracbes de 5, 10 e 20
pMg/mL causou bloqueio parcial na contratura de forga de biventer cervicis de
pintainho de 80 e 40%, respectivamente (Prianti et al; 2003); B. alcatraz, na
concentracao de 5 ug/mL, ndo causou nenhum tipo de dano da for¢a de contratura
do musculo biventer cervicis, porém na concentracdo de 50 pg/mL levou apenas 80
minutos de exposigao para a inibigdo total da contragdao muscular e com 100 ug/mL

pouco mais de 40 minutos foi o suficiente para a inibigédo total (Moraes et al; 2011).
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As diferencas apresentadas na acdo da peconha entre serpentes do género
Bothrops corroboram com as diferengcas na composicdo proteica do veneno

botrépico.

3.2. Analise por SDS-PAGE

No gel de poliacrilamida (Figura 13) é possivel a observacdo de proteinas
entre 14 kDa e 55 kDa. Dentre as condi¢des analisadas (reduzido e ndo reduzido), é
possivel a observacdo de bandas um pouco abaixo de 50 kDa e em torno de 35 kDa
no veneno reduzido, bandas estas que estdo ausentes na condicdo nao reduzida.
Na condicdo reduzida também podemos visualizar bandas de 14 kDa mais

proeminentes.

MW 1 2 3 4

Figura 13. Andlise por SDS-PAGE da peconha de B. pubescens em condi¢fes
reduzidas e néo reduzidas. MW — Marcador de massa molecular; 1 - 20 ug de
peconha nado reduzida; 2 - 20 ug de peconha reduzida; 3 - 40 ug de peconha nao
reduzida; 4 - 40 pg de peconha reduzida. Corado com Comassie Blue G250.

O perfil eletroforético de diferentes serpentes do género Bothrops ja foram
elucidados em outros estudos, como Baptista, 2016, que estudou a peconha de B.
jararaca nascidas e mantidas em cativeiro, Debono, 2016 que estudou a pe¢conha de
6 espécies do género Bothrops e, Sousa et al, 2013, que estudou a pe¢onha de B.
jararacussu (Baptista, 2016, Debono, 2016, Sousa et al, 2013).

60



Ao comparar o perfil eletroforético de B. pubescens com os perfis
apresentados por Debono, 2016, podemos perceber a presenca de proteinas com
massa molecular de 50 kDa, possivelmente SVMP de classe Plll, que normalmente
sao encontradas entre 48 e 60 kDa, percebemos a alta intensidade de bandas em B.
lateralis, B. marchi, B. neuwiedi bolivianus, no entanto esta banda ndo esta presente
em B. asper, B. schlegelli, em B. pubescens, podemos observar essa banda nas
canaletas que apresentam o veneno reduzido, mas nédo no veneno néo reduzido. Ao
estudar a peconha de B. jararacussu, Sousa e colaboradores, 2013, demonstra
bandas intensas com massa molecular de 30 kDa, ausentes nas duas condicfes
estudadas da peconha de B. pubescens. Baptista, 2016, apresentou o perfil de B.
jararaca nascidas e mantidas em cativeiro, esta peconha apresentou bandas em
torno de 23 kDa, também presentes no veneno reduzido e ndo reduzido de B.
pubescens (Baptista, 2016, Debono et al, 2016, Sousa et al, 2013)
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CONCLUSAO

Neste trabalho apresentamos o proteoma de B. pubescens analisado por trés
diferentes técnicas protedmicas: BUP, TDP e nTDP. No total, foram identificadas 15
familias Unicas de toxinas e demonstramos as semelhancas e peculiaridades da
peconha de B. pubescens em comparacdo com outras peconhas de Bothrops.
Também identificamos uma L-aminoacido oxidase dimérica utilizando nTDP. Além
disso, apresentamos o efeito toxinoldégico da pegconha de B. pubescens frente ao
musculo biventer cervicis, onde na maior concentracéo testada a peconha foi capaz
de bloquear irreversivelmente a contracdo muscular.

Com isso, demonstramos que a peconha de B. pubescens € uma classica
peconha botrdpica, apresentando altas porcentagens de SVMP e LAAO, justificando
os efeitos hemorragicos apresentados por vitimas de picada por esta espécie, mas
também apresentando pequenas porcentagens de moléculas com grande interesse
nas areas de biotecnologia e farmacéutica.

Esta € a primeira vez que a TDP foi utilizada para caracterizar uma pegonha

botrépica.
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PERSPECTIVAS

Com os resultados obtidos neste trabalho abrimos um grande leque para
pesquisas futuras.

As moléculas identificadas podem ser isoladas e entdo testadas, sempre na
busca do entendimento do seu mecanismo de acao, diversas dessas moléculas,
encontradas em outras espécies do género Bothrops, j& demonstraram potencial
antifiingico, anticarcinogénico e antibacteriano.

Estudos futuros irdo explorar o potencial das fracées advindas da peconha de

B. pubescens frente a linhagens celulares carcinogénicas.
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ANEXOS

Tabela suplementar 2 referente ao artigo intitulado “Venom characterization of the
Brazilian Pampa snake Bothrops pubescens by top down and bottom-up proteomics.”

Supplementary Table 2. Proteins identified by top-down proteomics from crude B.
pubescens venom. The pooled venom was directly analyzed by LC-MS/MS. The raw

data was searched using TDPortal.

Identified protein Protein Family Accession # p-Score  E-Value  Observed Mass

(Da)
L-aminc-acid oxidase LAAO QETGQY 1200 18e™ 3.571.80
MP I2 SVMP SVMP E3UIL4 1.0e® 15e™ 398295
L-amino acid oxidase LAAO X2ICVS 53e78 7.8e% 3.202.65
L-amino acid oxidase LAAO B3ARS0 53¢7¢ 78&% 3.202.65
Zinc metalloproteinase/disintegrin SVMP QOT2LS5 22e® 33e™ 408822
Snake venom metalloproteinase nenwiedase SVMP QOI9R4 3588 52 3.147.67
Snake venom metalloproteinase leucurolysin-A SVMP P34907 1.2e% 1.7 3.262.71
Bradykinin-potentiating peptide 9a BPP POCTS4 70eB  10els 1,100.57
Zinc metalloproteinase/disintesrin SVMP Q5XVWE 447 6.4 2.902.36
Bradykinin-potentiating and C-type natriuretic peptides BPP Q6LEMS 95 14eP 1.882.91
Bradylimin-potentiating peptide 13a BFP POCTS0 7270 11e¥ 1.369.68
Acidic phospholipase A2 BpPLA2-TXT PLA2 DOUGI0 33e® 48eH 327754
Basic phospholipase A2 homolog BaTX PLA? P26453 18e* o0e¥ 14.080.56
Bradykinin-potentiating peptide 11 BPP POCTSS 38¢® 2063 1,100.57
MP_IIa SVMP SVMP E3UTMOD 15 22e™ 325765
L-amino-acid oxidase LAAOD POCC17 28el 4.1e? 280465
Basic phospholipase A2 homolog BmatT-II PLAZ PODMEOQ 30e 2.0e 2,822.37
Bradykimin-potentiating peptide 14a BFP P85163 387 20e% 1.100.57
Bradykinin-potentiating and C-type natriuretic peptides BPP QUPW36 54el 26el 1,204.64
Metalloproteinase of class P-II MPIT-3 SVMP ADAIIOKNS3 31e® 45 1.396.73
Zine metalloproteinase/ disintegrin SVMP P31989 18e12 26ef 7.735.16
Disintegrin saxatilin SVMP QODGH6 32e™ 47¢f 7.840.15
Zine metalloproteinase/disintegrin VIVIP-IT SVMP COEIRO 1.5eM 22e” 7.845.29
Basic phospholipase A2 homolog 2 PLAY Q91834 206 10e? 1392859
L -aminc-acid oxidase apoxin-1 LAAOD B56742 6.3 e 037 1,728.02
BATXSVSP18 SVsP AOQAILSDAU3 40 5.8¢'8 2.568.39
Disintegrin jarastatin SVMP QOINZXS 20e7 9g8e™? 7.870.14
Bradylimin-potentiating peptide 12¢ BFP P85162 497 23eM 1,100.57
L-aminc-acid oxidase LAAO QEWP39 43 63el? 2273.08
Serine-type endopeptidase inhibitor iSVEP C1IC53 113 1549 241237

Basic phospholipase A2 homelog BaTX PLA2 PE6433 1.3e™ Tie 1402
Basic phospholipase A2 homolog 2 FLA2 PODTS8 61e” 3.1eM 1395823
Basic phospholipase A? homolog bothropstoxin-1 PLA2 Qo0249 24t 13e* 13.768.47
Basic phospholipase A2 homolog BaSP-7 FLA2 QOIAT? 23eV 1.2¢* 13.913.09
Basic phospholipase A2 homolog 2 PLA2 P24603 24 137 13,91228
Basic phospholipase A2 homolog piratoxin-2 PLA2 P82287 23eM 13e7 13.943.07
Basic phosphelipase A2 homolog 2 PLA2 QoI834 1.6 g82e” 13.993.31
Basic phospholipase A2 homolog piratoxin-1 PLA2 P58399 90e™  0.00047 1391222
Basic phospholipase A2 PeBP(R)-L'TI PLA2 Q2PGEl 5.8ef 0.0065 15,691.37
Zinc metalloproteinase/disintegrin SVMP P31989 7.7 0.0086 7.433.02
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