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Resumo

KUNIYOSHI, A. K. Eficacia do soro antibotropico produzido no Instituto
Butantan: obtencdo, caracterizacdo e neutralizacdo de serinopeptidases de
interesse do veneno de Bothrops jararaca. 2017. 81 f. Tese (Doutorado em
Biotecnologia) - Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Séo Paulo, Séo Paulo,
2017.

O envenenamento ofidico representa uma questdo de salde publica para varios paises
do mundo e é considerada uma condicdo tropical negligenciada pela OMS. No Brasil, o
género Bothrops é considerado o mais importante nos casos de envenenamento ofidico
e, considerando que as enzimas proteoliticas das classes das metalopeptidases e das
serinopeptidases séo as principais toxinas do veneno da B. jararaca, este trabalho focou
nesses componentes. Primeiramente, a fim de contribuir para o melhor entendimento da
acdo deste veneno, estudamos a atividade do veneno total sobre um conjunto de
peptideos biologicamente ativos (neuropeptideo Y, peptideo Y'Y, polipeptideo
pancreatico, somatostatina, substancia P, cadeia B da insulina, Met-encefalina e Leu-
encefalina) que podem estar relacionadas com sintomas do envenenamento.
Observamos que a hidrolise dos peptideos que foram substratos para a classe das
serinopeptidases ndo era eficientemente bloqueada pelo soro antibotrépico do Instituto
Butantan, fato ja evidenciado pelo nosso grupo anteriormente. Portanto, as causas dessas
falhas foram investigadas no presente trabalho. Inicialmente, purificamos quatro
serinopeptidases que ndo foram eficientemente blogueadas pelo soro antibotrépico
produzido pelo Instituto Butantan. Avaliamos por estudos imunoquimicos com o0 soro
comercial que, apesar de ndo bloquear as atividades, 0 mesmo € capaz de reconhecer as
serinopeptidases purificadas. Assim, pudemos concluir que as serinopeptidases sdo
imunogénicas e que as IgGs presentes no soro antibotrépico apresentam alta avidez.
Deste modo, descartamos a falta de imunogenicidade das serinopeptidases como
possivel explicacdo para a falha de blogueio apresentada pelo soro antibotrépico.
Portanto, decidimos por obter soros experimentais especificos contra estas moléculas,
utilizando duas linhagens de camundongos para melhor compreendermos o quanto o
protocolo de imunizacdo e/ou outros componentes do veneno da B. jararaca poderiam
estar influenciando a producdo de IgGs com maior afinidade ou avidez contra estas
serinopeptidases e compara-las com as 1gGs existentes no produto comercial. Os soros
policlonais especificos obtidos contra as serinopeptidases ndo neutralizadas mostraram
capacidade de reconhecimento e alta afinidade contra estas enzimas, e mais importante,
que sao capazes de neutralizar suas atividades in vitro.

Palavras chaves: Bothrops jararaca. Soro antibotropico. Serinopeptidases. Peptideos
biologicamente ativos.



Abstract

KUNIYOSHI, A. K. Efficacy of the antibothropic serum produced by Butantan
Institute: obtaining, characterizing and neutralizing serinopeptidases of interest from
the Bothrops jararaca venom. 2017. 81 p. Ph. D. Thesis (Biotechnology) - Instituto de
Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sdo Paulo, Sdo Paulo, 2017.

Snakebite represents a public health issue for many tropical countries in the world and
Is considered a neglected tropical condition by WHO. In Brazil, the Bothrops genus is
considered the most important involved in accidents with humans and, considering that
proteolytic enzymes from metallopeptidases and serine peptidases families are the main
toxins in the B. jararaca venom, this work has focused on them. Firstly, in order to
better understand the action of this venom, we have studied the venom activity over
bioactive peptides (neuropeptide Y, peptide Y, pancreatic polypeptide, somatostatin,
substance P, insulin B chain, Met-enkephalin and Leu-enkephalin) that could be related
to the envenomation symptoms. We observed that the hydrolysis of the peptides
substrate for serinepeptidases was not efficiently blocked by the Butantan commercial
antivenom, and this fact was already previously described by our group. Therefore, the
causes of this flaw were investigated in this work. Initially, after we purified four
serinepeptidases that are not blocked by the antibothropic serum, we observed by
immunochemistry assays that the commercial antivenom is able to recognize these
serinepeptidases. Thus, we concluded that this serinepeptidases are immunogenic and
therefore, we discarded this possibility to explain the lack of neutralization by the
commercial antivenom. Hence, we decided to raise specific experimental sera against
these molecules, using two lineages of mice to better understand the immunization
protocol influence and/or the presence of other components of the Bothrops jararaca
venom over the avidity of the obtained IgGs in comparison with the commercial
product. Both experimental sera obtained against these serinepeptidases - not
neutralized by the commercial antivenom - recognized these enzymes and even more
importantly, they were capable of neutralizing their activities in vitro.

Keyword: Bothrops jararaca. Bothropic antivenom. Serine proteases. Biologically
active peptides.
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1 INTRODUCAO

1.1 Acidentes com serpentes: uma visao geral

O envenenamento ofidico representa uma questdo de satde publica para varios
paises do mundo, e € considerada uma condi¢do tropical negligenciada pela
Organizacdo Mundial da Salde (ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 2017).
Williams et al. (2010) estimam que ocorram de 5,4 a 5,5 milhdes de acidentes, mais de
400.000 amputagdes e cerca de 20.000 a 125.000 mortes por ano no mundo. No Brasil o
envenenamento botropico é responsavel por 73,5% dos acidentes ofidicos
(MINISTERIO DA SAUDE, 2009) e nos casos atendidos pelo Hospital Vital Brazil
(Instituto Butantan), em que a espécie foi identificada, este indice chega a 97,5%
(RIBEIRO; JORGE, 1997).

As serpentes do género Bothrops sdo amplamente distribuidas na regido
neotropical, ocorrendo desde o México até o norte da Argentina, estando ausentes
apenas no Chile. A espécie B. jararaca ocorre do sul da Bahia ao norte da Argentina e
Paraguai, distribuindo-se no Brasil nos estados de Minas Gerais, Espirito Santo, Rio de
Janeiro, Sao Paulo, leste do Mato Grosso do Sul, Parané e Rio Grande do Sul (GOMES;
PUORTO, 1993).

1.2 O veneno de Bothrops jararaca (VBj])

Abordagens protedmicas e transcriptdmicas mostram que o veneno de Bothrops
jararaca é composto por diversas toxinas como: metaloproteases, serinoproteases,
lectinas do tipo C, proteinas secretoras ricas em cisteina (CRISPs), fosfolipases A, L-
aminoacido oxidases, peptideos pontecializadores da bradicinina, peptideos
natriuréticos, entre outras. Apesar desta grande variedade de componentes, estes estudos
demonstram que as duas classes de toxinas mais abundantes neste veneno sdo as
metaloproteases (SVMPs, Snake Venom Metalloproteases) e as serinoproteases (SVSPs,
Snake Venom Serine Proteases) (FOX; SERRANO, 2008; GONCALVES-MACHADO
et al., 2016; NICOLAU et al., 2017). Estas enzimas sdo responsaveis por diversos
sintomas descritos nas vitimas, como: dor local, edema, bolhas, hemorragia, distarbios
na cascata de coagulaco, hipotenséo e falha renal (MINISTERIO DA SAUDE, 2009).

Em geral, tém sido atribuido as metalopeptidases, principalmente, os efeitos

hemorragicos, degradando proteinas como laminina, fibronectina e colageno
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(MARKLAND; SWENSON, 2013), enquanto que as serinoproteases afetam a
hemostasia, agindo em diversos componentes da cascata da coagulacdo e no sistema
calicreina-cinina (SERRANO; MAROUN, 2005). Porém, estudos mais recentes tém
demonstrado que as metaloproteases podem ter um papel maior no envenenamento do
que se pensava anteriormente, exercendo diversas atividades atribuidas historicamente
as serinoproteases, como a atividade sobre o cininogénio e fibrinogénio (OKAMOTO et
al., 2014; YAMASHITA et al., 2014). Além das classicas endopeptidases (SVMPs e
SVSPs), ja foi reportado também a presenca de exopeptidases no VBj, como descrito
por Gasparello-Clemente e Silveira (2002) que demonstraram uma atividade
aminopeptidasica DPP IV simile. Como as serinoproteases serdo o principal foco deste
trabalho serdo melhores descritas a seguir.

O mecanismo catalitico destas enzimas depende de um residuo de serina agindo
como o nucle6filo para hidrolisar a ligacdo peptidica. Sdo amplamente distribuidas e
extremamente numerosas, estando presentes em bactérias, arqueobactérias, eucariotos,
bacteriéfagos e virus. Esta classe pode ser exemplificada pela tripsina pancreética,
elastase e calicreina, que apresentam uma triade catalitica conservada composta pelos
residuos Asp*®?, His®, Ser *** (numeracdo da quimotripsina). A grande maioria das
serinoproteases de venenos de serpentes estd classificada no cla PA, familia S1 da
quimotripsina (BARRETT; WOESSNER; RAWLINGS, 2012). A tripsina de
mamiferos e as enzimas de venenos apresentam “fold” semelhante e, acredita-se, que
evoluiram a partir de um ancestral comum (ITOH et al., 1988). Até o momento, sabe-se
que as serinoproteases de venenos interferem especificamente nos mecanismos
hemostaticos e apresentam uma notavel resisténcia a inibi¢ao por inibidores plasmaticos
de serinoproteases (serpinas) (PARRY et al., 1998). Em contraste com a tripsina, que
apresenta uma vasta especificidade para a hidrolise de substratos, as enzimas de
venenos sdo caracterizadas pela alta especificidade pelos seus substratos, como € o caso
das serinoproteases de mamiferos que regulam a hemostasia (LEFEBVRE et al., 2001;
MADHAVAN; JACOBS; LEVINE, 2002).

De forma geral as SVSP afetam a cascata da coagulacdo através da ativacao de
componentes envolvidos no processo de coagulacdo, fibrindlise e agregacdo plaquetaria
através de mecanismos que mimetizam enzimas de mamiferos envolvidas nestes
processos. Algumas SVSPs por mimetizarem a acdo da trombina foram denominadas

enzimas tipo trombina ou TLEs (do inglés, Thrombin Like Enzymes), e estdo presentes
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em diversos venenos de serpentes. Elas sdo serinoproteases que apresentam massa
molecular relativa variando entre 26-33 kDa, sendo que algumas apresentam
glicosilagdo. Além das TLEs, algumas SVSPs podem liberar bradicinina pela clivagem
do cininogénio, como a KN-BJ (SERRANO et al., 1998), denominadas como kallikrein-
like enzymes. Em especial, os efeitos da bradicinina ja& foram bem descritos e séo
particularmente muito ativos sobre a musculatura vascular resultando em vasodilatagdo
e aumento na permeabilidade vascular (para revisdo, KINI, 2006; SERRANO;
MAROUN, 2005).

Além destas atividades bem caracterizadas das SVSPs também ja foi
demonstrado que a inibigdo do veneno total com o inibidor de serinoproteases PMSF,
antes da injecdo do VBj nas patas de camundongos reduziu parcialmente a atividade
edematogénica, ndo na mesma extensdo que os inibidores de metaloproteases, mas
indicando uma pequena contribuicdo destas enzimas para este sintoma local (ZYCHAR
et al., 2010). Mais ainda, duas serinoproteases do veneno de Bothrops pirajai foram
isoladas, BpirSP27 e BpirSP41, e foram capazes de induzir por si s6 uma moderada
atividade edematogénica quando injetadas em patas de ratos (MENALDO et al., 2013).

1.3 Resposta imune na producao de soros hiperimunes

A protecdo contra substancias e organismos exogenos mediada por anticorpos de
alta afinidade € iniciada pela interacdo destes componentes com receptores presentes em
células B naive. Este grupo de células € um de muitos outros presentes no variado
repertorio de células B produzidas na medula éssea através do processo de
recombinacdo génica aleatéria. Depois desta interacdo inicial estas células se
reproduzem e dentro de alguns dias elas se diferenciam em plasmdcitos e comecam a
produzir anticorpos de baixa afinidade, dando origem aos centros germinativos. Nos
centros germinativos, anticorpos de alta afinidade sdo produzidos, mas somente apds
diversas etapas de maturacdo e selecdo que, basicamente, consistem em novas
recombinacfes génicas das regides hipervariaveis dos anticorpos e selecdo do clone por
interacd0 com o epitopo alvo. Apesar dos muitos estudos sobre o assunto, alguns
aspectos da selecdo dos clones de maior afinidade ainda s&o incertos (TARLINTON;
GOOD-JACOBSON, 2013; ZHANG et al., 2013). Este processo possibilita a producgéo

dos soros hiperimunes do Instituto Butantan, em especial o soro antibotropico (SAB)
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que sera mais bem caracterizado a seguir. O modelo animal utilizado para producéo dos
soros sdo os cavalos, que sdo imunizados com uma mistura de venenos das espécies:
Bothrops alternatus (12,5%), B. jararaca (50%), B. jararacussu (12,5%), B. moojeni
(12,5%) e B. neuwiedi (12,5%), sendo, portanto, denominado como um SOro
pentavalente. Apo0s diversas etapas de imunizacao, o sangue desses animais é coletado
e processado, sendo que o plasma é separado e armazenado enquanto que a porgdo
celular é devolvida ao animal. O plasma por sua vez é submetido a diversas etapas de
purificacdo, protedlise e controle de qualidade, chegando a forma do produto final como

antiveneno comercial especifico.

1.4 Soroterapia

O tratamento recomendado pela OMS e pelo Ministério da Saude nos casos de
acidentes ofidicos é a soroterapia, porém, no Brasil, existem varias espécies do género
Bothrops que se diferenciam muito na composicdo de seus venenos e no que se refere a
soroneutralizacdo de seus componentes, como metaloproteases, serinoproteases,
fosfolipases A; e hialuronidases dificultando a elaboracdo de um soro antibotrdpico de
cobertura nacional (QUEIROZ et al., 2008; SOUSA et al., 2013). Porém, sabe-se que
enzimas proteoliticas das classes das serino e metalopeptidases sdo reconhecidamente
toxinas de grande relevancia nos casos de acidentes botrépicos envolvendo humanos.

O soro do Instituto Butantan € um dos melhores da América Latina e se mostrou
efetivo na neutralizacdo de diversas atividades de varios venenos botrépicos, como,
atividade letal, hemorragica e coagulante, porém, ndao se mostrou muito efetivo na
neutralizacdo da atividade desfibrinogenante (DIAS DA SILVA; TAMBOURGI, 2011;
SEGURA et al., 2010). Na verdade, o soro € capaz de reduzir os efeitos sistémicos
causados pelo envenenamento botrépico tendo assim salvo muitas vidas no decorrer dos
anos, porém, ndo é eficaz em reverter eficientemente os efeitos locais observados nestes
acidentes com humanos (CARDOSO et al., 1993).

A eficacia do soro do Instituto Butantan ndo se deve, provavelmente, a sua
composi¢do por fragmentos F(ab’)?, uma vez que Le6n et al. (2000) demonstraram nao
haver uma diferenca significativa na eficacia entre 1gGs integras e fragmentos Fab em
neutralizar efeitos locais induzidos pelo veneno de Bothrops asper. O trabalho mostrou
que a acdo hemorrégica foi totalmente neutralizada quando os antivenenos foram pré-

incubados com o veneno 30 min antes da aplicacédo, utilizando um volume de 500 pL de
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antiveneno para neutralizar um miligrama de veneno. Porém, quando aplicados os
antivenenos logo apds o envenenamento experimental, somente 40% do efeito foi
neutralizado. Ambos os antivenenos também foram eficientes em neutralizar o efeito
mionecrotico quando utilizado o ensaio com pre-incubacdo, mas, novamente, quando
utilizado o esquema de aplicacdo do antiveneno logo apds o veneno, somente parte do
efeito foi neutralizado. Por fim, foi também avaliado neste trabalho a formacgdo de
edema pelo veneno de B. asper, e estes resultados se mostraram interessantes, pois
mesmo com uma pré-incubacdo de 30 min e utilizando doses de antiveneno chegando a
2000 pL por um miligrama de veneno nao foi possivel neutralizar totalmente o edema
formado nos animais, restando ainda quase 40% de efeito residual do veneno. Apesar de
este trabalho demonstrar que ndo existem diferencas significativas na eficacia de soros
ricos em IgGs ou fragmentos F(ab’)?, ja foi demonstrado que ocorre a producdo da
anafilatoxina C5a do Sistema Complemente somente no soro rico em IgGs
(SQUAIELLA-BAPTISTAO etal., 2014).

O potencial de neutralizacdo do soro antibotrépico, tanto com o tratamento dos
animais antes ou imediatamente ap6s a aplicacdo do veneno botrépico, foi estudado por
Battellino et al. (2003) onde diferentes esquemas de aplicacdo do soro antibotrépico do
Instituto Butantan foram estudados: antes (15 min), ao mesmo tempo e depois (15 min)
da aplicagdo do veneno de B. jararaca. Os autores concluiram que a falta de
neutralizacdo ndo ocorria pela falta de anticorpos especificos, mas sim pela baixa
interacdo dos anticorpos com 0s componentes do veneno, provavelmente pela
dificuldade de distribui¢do dos fragmentos F(ab’)? nos tecidos. E importante ressaltar
que os resultados indicam a formacdo de lesdes hemorragicas mesmo com o
procedimento de pré incubacdo in vitro, mas com uma proporcdo quase seis vezes
menor quando comparada com o controle.

Diversos trabalhos também mostraram uma boa eficacia na neutralizacdo dos
efeitos locais por antivenenos, porém ndo uma inibigdo total. Picolo et al. (2002)
avaliaram a eficacia de dois antivenenos botrépicos, do Instituto Butantan e o
polivalente do Instituto Clodomiro Picado, em neutralizar os efeitos de hiperalgesia e
edema dos venenos de B. jararaca e B. asper. Nos ensaios, quando ambos 0s venenos
foram pré-incubados com seus respectivos antivenenos, o efeito de hiperalgesia foi
eficientemente neutralizado. Porém, com ambos 0s venenos, o edema teve uma reducéo

significativa, mas ndo houve uma inibicdo completa apds o uso do antiveneno
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equivalente. Galvao Nascimento et al. (2010) também observaram que, tanto com o
procedimento de pré-incubacéo in vitro quanto no tratamento dos animais com 0 Soro
antes e apos a aplicacdo do veneno, houve uma significativa redugdo na formacdo do
edema pelo veneno de B. moojeni. Todavia, em todos os casos de tratamentos pés
envenenamento ou mesmo no caso da pré-incubacéo in vitro com o antiveneno, pode ser
observado um efeito edematogénico residual que so foi restaurado totalmente ap6s 60
min ap0ds a aplicacdo da mistura. Os resultados deste trabalho também mostram que a
eficacia do soro antibotrépico no tratamento do edema fica claramente comprometida
com o aumento do intervalo entre a aplicacdo do soro e a aplicacdo do veneno, pois 0s
autores afirmam que os mediadores da cascata da inflamacéo na formacdo de edema ja
foram ativados. Além disso, os autores ressaltam que o soro por si ndo induziu edema
nos camundongos testados.

Tanto o soro antibotrdpico do Instituto Butantan quanto outros dois antivenenos
(Fundacdo Ezequiel Dias e Instituto Vital Brazil) foram avaliados também por Da Silva
et al. (2007), em ensaios cegos, na neutralizacao dos efeitos miotoxicos e hemorragicos
dos venenos da B. jararaca e B. jararacussu utilizando dois protocolos, tanto o
processo de pré-incubacdo do veneno com 0S soros, quanto o pré-tratamento dos
animais com o soro antes da injecdo dos venenos. Este trabalho mostrou que apos a pré-
incubacéo do veneno de B. jararacussu com os diferentes soros houve uma significativa
inibicdo da atividade miotdxica, mas somente quando foi utilizado a dose maxima de
4,0 mL/mg (volume de antiveneno/massa de veneno). As inibicdes variaram de 26%
quando PAV C foi utilizado, 53% com PAV B e 67% com PAV A, e somente este
ultimo soro promoveu uma inibicdo de 28% da atividade miotoxica quando utilizando a
dose menor de 1,2 mL/mg. Outro efeito analisado foi a hemorragia provocada por esses
venenos, e novamente foram estudados os trés antivenenos a fim de neutralizar esta
atividade. Houve uma inibicdo significativa quando utilizado o protocolo de pré-
incubagdo com 0,4 mL, mas néo total. Mesmo quando foram usadas doses até 10 vezes
maiores, o perfil de neutralizagdo continuou sendo o mesmo, onde o mais eficiente foi
PAV A (95%), seguido de PAV B (87%) e por ultimo PAV C (74%), indicando que as
atividades residuais desses venenos provavelmente se devem a falta de anticorpos
especificos contra as enzimas responsaveis, ja que 0 aumento da dose nao alterou a
porcentagem de inibicdo. O pré-tratamento dos animais com 0s soros se mostrou eficaz

na neutralizacdo do efeito hemorrdgico do veneno de Bothrops jararaca. O estudo
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demonstrou que o soro PAV A foi mais eficiente, porém, ndo ¢é possivel determinar a
origem deste produto, pois os testes foram realizados com os soros identificados através
de codigos, e também vale ressaltar que a concentracdo de 4,0 mL/mg de veneno é 10

vezes mais alta que a recomendada para uso.

1.5 Justificativa

A grande maioria dos estudos explora a agdo das proteases de venenos de
serpentes sobre substratos proteicos, porém, existem poucas informacdes sobre a
atividade destas enzimas sobre peptideos ativos. Os peptideos sdo fragmentos de
proteinas enddgenas precursoras que sofreram clivagem por proteodlise limitada ou
fermentacdo e tem papel muito importante em vérios processos fisiologicos de
mamiferos, podendo atuar nos sistemas imune, enddcrino, gastrico, vascular e nervoso
(BHAT; KUMAR; BHAT, 2015), e que podem ser importantes alvos das peptidases do
VBj. Portanto, decidimos por estudar a acdo do veneno sobre os peptideos bioativos:
neuropeptideo Y (NPY), peptideo YY (PYY), polipeptideo pancreatico (PP),
somatostatina (STT), substancia P (SP), Met-encefalina, Leu-encefalina e cadeia B da
insulina (CBI), uma vez que a possivel hidrolise dos mesmos pode estar relacionada
com determinados sintomas apresentados em casos de envenenamento humano. Além
disso, também acreditamos ser importante verificar a eficacia do SAB em neutralizar
estas novas atividades uma vez que j& foi demonstrado que existe uma pequena margem
para melhora do SAB e que estes sintomas possam estar ligados a atividade de
peptidases.

O termo peptidase foi apresentado como a nomenclatura mais racional por
Barrett e Mcdonald (1986) uma vez que engloba tanto enzimas que hidrolisam ligacdes
peptidicas de proteinas quanto de peptideos, além de também se referir as enzimas com

acOes endo- ou exopeptidasicas e, portanto, o0 mesmo seréa utilizado daqui em diante.
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2 OBJETIVOS

O presente projeto apresenta como objetivo geral a busca de novos substratos
peptidicos para o veneno total da B. jararaca e o estudo de serinopeptidases presentes neste
veneno cujas atividades ndo séo bloqueadas pelo soro antibotropico comercial, assim como o
esclarecimento do motivo dessa falha. Para isso, 0 presente projeto apresenta os objetivos
especificos:

° Buscar novos substratos para o peptidases do VBj e determinar a classe de
peptidase atuante pelo uso do PMSF e EDTA

° Determinar os pontos de clivagens obtidos nos peptideos bioativos que foram
substratos quando utilizados o PMSF e EDTA

° Determinar a concentracdo 6tima do soro antibotrépico produzido pelo Instituto
Butantan para o blogueio da hidrélise do substrato FRET

° Apds a verificacdo da condicdo 6tima para o uso do SAB, verificar a
soroneutralizacdo das possiveis novas atividades do VBj sobre peptideos bioativos.

° Obter um pool rico em serinopeptidases do VBj que ndo tem suas atividades
neutralizadas pelo soro antibotrépico do Instituto Butantan, através de técnicas de
cromatografia.

° Determinar as sequéncias primarias das serinopeptidases ndo neutralizadas pelo
soro antibotrdpico por espectrometria de massas.

° Produzir anticorpos policlonais especificos contra estas enzimas, em duas
linhagens murinas, BALB/c e C57BL/6, utilizando o pool de serinopeptidases como
antigeno.

° Caracterizar os anticorpos policlonais obtidos contra o pool de serinopeptidases
quanto ao potencial bloqueador das atividades enzimaticas in vitro

° Realizar ensaios imunoquimicos, como ELISA e Western Blot, para verificar o
reconhecimento das serinopeptidases purificadas pelos soros experimentais e 0 soro
comercial.

° Verificar a avidez e eficacia dos soros experimentais comparados com 0 soro

comercial.
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3 MATERIAIS E METODO
3.1 Venenos e Reagentes

O veneno da B. jararaca (240 mg) foi fornecido pela Comissdo de Venenos do
Instituto Butantan. Dois lotes do soro antibotropico foram utilizados no trabalho e foram
fornecidos pela Secéo de Processamento de Plasmas Hiperimunes do Instituto Butantan
(Lotes 0805063 e 056110).

Dentre os principais reagentes, o TFA e a Acetonitrila (J. T. Baker, Goiania,
GO, Brasil) sdo importantes para a utilizacdo do HPLC. Os inibidores sitio-dirigidos,
EDTA e PMSF, e os peptideos angiotensina I, neuropeptidio Y, peptideo YY,
polipeptideo pancreatico, somatostatina, substancia P, cadeia B da insulina, Met-
encefalina e Leu-encefalina, juntamente com o OPD (orto-fenil-diaminobenzidina),
anticorpo secundario 1gG anti-horse e Tween 20 foram adquiridos da Sigma-Aldrich. O
substrato FRET (Free Ressonance Energy Transfer) Abz-Serine (Abz-RPPGFSPFRQ-
EDDnp) foi gentilmente doado pelo Prof. Dr. Luiz Juliano Neto, do Departamento de
Biofisica da UNIFESP-EPM e obtido pelo método de sintese em fase solida. Este
substrato ja havia sido caracterizado anteriormente como seletivo para as
serinopeptidases do VBj (KUNIYOSHI et al., 2012).

A silica SBA-15 utilizada na imunizacdo dos camundongos foi gentilmente
cedida pelo Dr. Osvaldo Augusto Brazil Esteves Sant’Anna do Laboratério de
Imunoquimica do Instituto Butantan. A coluna HiTrap Protein A HP (1 ml) foi

adquirida da GE Healthcare Life Sciences.

3.2 Ensaios de atividades enzimaticas com o peptideo FRET: soroneutralizacédo
com o SAB e inibicdo com PMSF

Os ensaios de a atividade enzimatica com o peptideo FRET, Abz-Serine (Abz-
RPPGFSPFRQ-EDDnp), foram realizados em fluorimetro (Victor 3, Perkin Elmer, MA,
USA), ajustado para leitura de excitacdo e emissdo em 320 e 420 nm, respectivamente.
A escolha da concentracdo do VBj e do pool de serinopeptidases foi ajustada
experimentalmente variando de 0,2 a 2,0 ug, objetivando a obtencéo de cinéticas onde o
consumo de substrato seja inferior a 10% (velocidades iniciais de hidrolise). As reacdes
ocorreram em tampdao fosfato de sédio 50 mM, NaCl 20 mM, pH 7,4, a 37 °C. O
aumento da fluorescéncia foi monitorado no fluorimetro de leitura em placas e os

valores de fluorescéncia gerados foram quantificados a cada 30 segundos durante 15
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min, sendo que a placa de leitura € agitada pelo fluorimetro durante 2 segundo antes de
cada leitura. Os resultados destes experimentos estdo apresentados na forma de
atividade especifica, sendo adquirida pela razdo da variacdo da fluorescéncia (UF) pelo
tempo (min) pela quantidade de proteina utilizada no ensaio (ug). O inibidor sitio
dirigido, PMSF (3 mM) e o SAB (1:200 w/w) foram utilizados para garantir a
caracterizacdo e a selecdo de uma atividade de serinopeptidases ndo neutralizadas
durante os processos de purificagdes. A capacidade dos soros em neutralizar a atividade
peptidasica do pool de serinopeptidases foi estimada como descrito por Kuniyoshi et al.
(2012). Resumidamente, os soros (comercial e experimentais) nas doses 50:1, 200:1 e
500:1 (massa antiveneno/massa veneno) foram pré-incubados por 30 min a temperatura
ambiente com 0,25 pg de pool de serinopeptidases e, em seguida, foi adicionado o
substrato FRET para iniciar a reacdo. Os experimentos foram realizados em triplicata e
os resultados estdo demonstrados como a média £ DP das porcentagens de inibi¢cdo em

comparagdo com o controle positivo (incubagdo sem os antivenenos).

3.3 Cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC)

A técnica de HPLC, empregando uma coluna C-18, foi utilizada para a analise
da clivagem dos peptideos bioativos e para a determinacdo dos pontos de clivagens
naqueles que se comportaram como substratos para o VBj, assim como o efeito
inibitério do PMSF e do SAB sobre a hidrélise dos mesmos. Além disso, o sistema de
HPLC, empregando colunas de troca ibnica e C-8, também foi utilizando para a
purificacdo das serinopeptidases do VBj nao neutralizadas pelo SAB. O sistema de
HPLC utilizado em nosso laboratorio é composto por um sistema binario onde existem
duas bombas que trabalham com solventes diferentes (Solvente A e B, modelos LC
20AD); um desgaseificador, que € um modulo responsavel por retirar eventuais bolhas
da fase movel através de vacuo (modelo DGU 20A3); um detector de UV capaz de
medir 2 comprimentos de onda simultaneamente (modelo SPD 20A) e um detector de
fluorescéncia que também trabalha com 2 comprimentos de onda: um de excitacédo e

outro de emissdo (modelo RF 10AXL). Trata-se de um sistema Shimadzu Prominence.
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3.4 Ensaio de atividade enzimatica do VBj sobre peptideos biologicamente ativos,
verificacdo da classe enzimatica atuante e eficacia neutralizante do soro
antibotropico.

O VBj (2ug) foi incubado em tampdo 50 mM Tris, 50 mM NacCl, pH 7,4, a 37
°C por 30-120 min, a fim de manter a taxa de hidrdlise dos substratos abaixo de 10% |,
com 0s seguintes peptideos, neuropeptideo Y (23 uM), peptideo YY (23 uM);
polipeptideo pancreatico (22 puM); somatostatina (61 puM); substancia P (74 uM) e
cadeia B da insulina (71 uM). Um periodo de pré-incubacdo de 30 min foi realizado
quando testados os inibidores PMSF (3 mM) e EDTA (100 mM) e o soro antibotrépico
(10 pL) e, apods, os peptideos que se comportaram como substratos foram adicionados.
Para as analises de atividade peptidasica, foi utilizado o sistema de HPLC descrito no
item 3.3, uma coluna C-18 Shim-Pack (150 x 4,6 mm) e gradiente de 20%-60% B em
20 min [tampéo A (H20/0,1%TFA) e tampao B (acetonitrila/tampdo A na proporcéao de
9:1)], utilizando o comprimento de onda 214 nm para deteccdo. A analise foi feita
através da comparacdo da area dos controles negativos (peptideo em tampéo) com seus
respectivos grupos tratados (peptideo incubado com o VBj), e os experimentos foram
realizados em triplicata e os resultados estdo expressos como média + DP.

3.5 — Purificacdo das serinopeptidases ndo bloqueadas pelo soro antibotrépico

A purificacdo se iniciou com a precipitacio do veneno total de Bothrops
jararaca (240 mg) por sulfato de aménio em duas concentracfes. As proteinas que nao
precipitaram em 350 g¢g/L, mas que precipitaram em 650 g/L, foram submetidas a
cromatografia de troca idnica em uma coluna Shim-Pack PA-DEAE (20 mm x 100 mm)
para HPLC (descrito no item 3.3). Os tampdes utilizados foram Tampéo A: Tris 20 mM,
NaCl 20 mM, pH 8,2 e Tampdo B: Tris 20 mM, NaCl 0,5 M, com gradiente de B de 0-
80% em 80 min. Os picos foram coletados por tempo (intervalo de 2 min) e submetidos
a screening por atividade com o substrato FRET (Abz-Serine) e ensaio de
soroneutralizacdo (como descrito no item 3.2). As fragOes selecionadas por screening
foram submetidos a uma etapa em RP-HPLC (item 3.3) utilizando um gradiente
isocratico de 20% de B por 5 min e, em seguida, de 20-50% de solugdo B em 35 min em
coluna de fase-reversa Shim-Pack CLC-C8 [tampdo A (H;0/0,1%TFA) e tampédo B
(acetonitrila/tamp&o A na proporc¢éo de 9:1)] utilizando o comprimento de onda 214 nm

para deteccdo. A determinacdo da concentracdo das amostras se deu pelo teste Quick
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Start Bradford assay kit (BioRad Protein Assay; BioRad) de acordo com recomendacfes
do fabricante. A seguir, a pureza das serinopeptidases foi verificada através de testes em
gel de eletroforese e as identidades das enzimas confirmadas por espectrometria de

massas.

3.6 Eletroforeses SDS-PAGE

A eletroforese em gel de SDS-PAGE 13% foi realizada, como descrito
(LAEMMLI, 1970). As amostras foram solubilizadas em tampdo de amostra, em
condicdes redutoras, e separadas eletroforeticamente em gel de SDS-PAGE a 13% de
acrilamida, e, para o empilhamento das amostras, gel a 4%. A corrida foi realizada sob
voltagem constante (180 V) no sistema BioRad (BioRad, EUA) e, em seguida, 0s géis

foram corados por nitrato prata.

3.7 Espectrometria de Massas

As andlises dos pontos de clivagem e tambeém da identificacdo das
serinopeptidases foram feitas em colaboracdo com o Laboratério Especial de

Toxinologia Aplicada (LETA) do Instituto Butantan.

3.7.1. Andlise de pontos de clivagem de substratos peptidicos

Apos verificacdo da atividade do VBj sobre os peptideos bioativos, o0s
fragmentos foram coletados manualmente na saida do HPLC, secos e ressuspendidos
em solucdo de acido formico e agua 0,1% e analisado em nano HPLC Easy-
nLCProxeon acoplado a LTQ-Orbitrap Velos (Thermo Fisher Scientific, Bremen,
Alemanha) com fonte de ionizacdo por nanoeletrospray. A separacdo foi realizada em
uma coluna de 10 cm empacotada in house com beads de 5 um Jupiter® C-18 beads
(Phenomenex, Torrance, CA, EUA) e os peptideos foram eluidos com um gradiente
linear de 5-30% de acetonitrila, em 0,1% de acido férmico, em 45 min com fluxo de
300 nL/min. O espectrometro foi operado em modo dado-dependente e os 10 picos mais
intensos foram selecionados para a fragmentacdo por CID (Colision Induced
Dissociation) ap6s a aquisi¢do de cada scan.

As configuragdes do espectrometro foram definidas como: Alta resolucéo full
MS (1 pscan; full MS intervalo de massas entre m/z de 200—2000 com R = 30 000 e um
valor alvo de 1 x 10* fons; tempo maximo de injecdo= 10 ms). Para os scans com

fragmentacdo as definicbes foram: intervalo de isolamento de 2 Da, maximo do
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tamanho da lista de 500, um intervalo de tempo de 30 s, um sinal minimo de 5000,
tempo de ativacdo de 10 ms e energia de colisdo normal=35%.

Os arquivos raw foram submetidos a andlise de sequenciamento de novo
utilizando o software PEAKS Studio (versdo 7, Bioinformatics Solution, Waterloo,
Canada) (ZHANG et al.,, 2012). Os parametros utilizados foram: nenhuma enzima
especifica, PMT £10 ppm e tolerancia de massa dos fragmentos de + 0,5 Da, oxidagao
da metionina e amidacdo foram definidas como modificacdo pds traducionais. Os
peptideos identificados foram selecionados pela confianga ou Average Local
Confidence (ALC>85%).

3.7.2 ldentificacdo das serinopeptidases

A identificacdo das serinopeptidases utilizou o método de fingerprint como
descrito por Shevchenko et al. (1996), com modificagdes. Inicialmente as amostras
purificadas foram submetidas a eletroforese em SDS-PAGE e, ap0s, as bandas foram
cortadas e submetidas a linearizagdo com DTT (ditiotreitol), alquilagio com a
iodocetamida, digestdo por tripsina, e por fim os fragmentos foram extraidos do gel. Os
fragmentos foram analisados em LTQ OrbitrapVelos (ThermoScientific) e as
sequéncias encontradas foram comparadas com o banco de dados Serpentes que contém
exclusivamente proteinas destes animais (49427 sequéncias) através do MASCOT. Os
pardmetros utilizados foram: tripsina, PMT +10 ppm e tolerdncia de massa dos
fragmentos de 0,6 Da, oxidacdo da metionina foi definido como modificacdo pds
traducional facultativa e a carbamidometilacdo da cisteina como modificacdo fixa.
Todas as serinopeptidases purificadas e identificadas que nédo tiveram suas atividades
neutralizadas pelo soro antibotropico do Instituto Butantan (SAB) foram reunidas em

um pool e esta amostra sera denominada daqui em diante como SVSPpool.

3.8 Imunizacéo dos animais, obtencéo e caracterizagdo dos soros experimentais
3.8.1 Animais

Um grupo de 7 camundongos adultos machos de duas linhagens, BALB/c e
C57BL/6 (18-22 g) foram mantidos em condigdes de luz entre 7:00 e 18:00, 22+ 2 °C e
comida e agua ad libitum. Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de
Animais do Instituto Butantan (CEUAIB, Protocolo N° 1161/13).



31

3.8.2 Imunizagdo dos camundongos BALB/c e C57BL/6

A anélise da imunogenicidade das serinopeptidases purificadas foi realizada
utilizando-se duas linhagens de camundongos isogénicos, BALB/c e C57BL/6. Sete
animais de cada linhagem foram imunizados com 10 pg cada com o SVSPpool
adsorvidos no adjuvante SBA-15 (CARVALHO et al., 2010), pela via subcutanea em
uma diluicdo de 1:25 sendo o volume final injetado de 200 pL. Resumidamente, 80 g
de SVSPpool foi adicionado a 1.000 ug da silica SBA-15 diluido em PBS em um
volume final de 1.600 uL e mantido a 4 °C por 24 h, desta solugdo 200 pL foi injetado
em cada camundongo. Sangrias de prova pela via plexo retro orbital, sangria de
acompanhamento, sangria final e o esquema de imunizacdo pode ser observado na
Figura 1. Todo o desenvolvimento dos soros experimentais foi feito sob supervisdo do

Prof. Dr. Wilmar Dias da Silva do Laboratorio de Imunoquimica do Instituto Butantan.

Sangria Sangria Sapgﬁa
Pré Imune * * *  Acompanhamento 7 i # Final
0 7 21 35 42 49 63 77 85

Tempo (dias)

Figura 1- Esquema de imunizagdo e sangria dos camundongos imunizados com o pool de
serinopeptidases do VBj (SVSPpool). Os simbolos (*) e (#) correspondem as
imunizagdes com o adjuvante SBA-15 e sem 0 adjuvante, respectivamente.

3.8.3 - Processamento dos soros e purificacdo das IgGs

O sangue de todos os animais foram coletados nos dias 0, 42 e 85 (final),
incubados a 36 °C e, em seguida, foram mantidos a 4 °C overnight. No dia seguinte, as
amostras foram centrifugadas por 15 min a 800 g, os sobrenadantes foram coletados e
submetidos novamente a esta etapa. Aproximadamente 200 puL de sangue de cada
camundongo foram coletados para controle pré-imune e estas amostras foram analisadas
conjuntamente. Entretanto, as amostras da sangria final de cada animal foram coletadas
e analisadas separadamente. Os soros foram mantidos a -20 °C até as titulacGes e as

andlises quantitativas e qualitativas de reconhecimento epitdpico.



32

Uma vez que proteinas plasmaticas poderiam interferir no ensaio de atividade
enzimética por estarmos utilizando um substrato para serinopeptidases do VBj, e
também porque consideramos que IgGs purificadas serem uma amostra mais proxima
do SAB, decidimos por isolar estas moléculas a partir do soro obtido na sangria final
dos animais. Para isso, 0 soro oriundo da sangria final dos camundongos de ambas as
linhagens, obtido como descrito acima, foi submetido & cromatografia de afinidade a
proteina A utilizando a coluna HiTrap Protein A HP (GE Healthcare Life Sciences, IL,

EUA) de acordo com o protocolo do fabricante.

3.8.4 Anélise da imunogenicidade das serinopeptidases nao neutralizadas pelo soro
3.8.4.1 ELISA

Placas para ELISA de 96 pocos (Costar) foram sensibilizadas com 1 pg do
SVSPpool e incubados a 4 °C overnight e, apds, as placas foram lavadas com PBS trés
vezes. Em seguida, as placas foram bloqueadas por 2 h com PBS/BSA 5% a fim de
impedir ligacdes ndo especificas. As placas foram lavadas e incubadas (em duplicata)
com o soro dos camundongos (trés animais de cada linhagem), 1gGs purificadas (das
ambas as linhagens de camundongos) e dois lotes do SAB. As diluicGes destas amostras
partiram de 1:1.000 seguidas de diluicBes seriadas na proporcao de 1:2 até o limite de
1:512.000 e incubadas por 1 h a 37 °C. As placas foram lavadas trés vezes com PBS-
BSA 0,1%/Tween 0,05% e, em seguida, foram incubadas por 1 h a 37 °C com IgG de
coelhos anti-horse (1:20.000) e IgGs de cabras anti-camundongo (1:2.000) ambos
conjugados com a enzima peroxidase. A atividade da peroxidase foi mensurada
utilizando o substrato O-fenilenodiamina (OPD) e as placas foram lidas no
espectrofotdbmetro FLUOstar Omega (BMG Labtech) no comprimento de onda de 490
nm. A maior diluicdo que produziu uma D.O. de pelo menos duas vezes maior que a

média do controle pré imune foi considerada o titulo das amostras (U-ELISA/mL).

3.8.4.2 Western Blot

O SVSPpool (5 pg) foi diluido em tampdo de amostra ndo redutor juntamente com
0 marcador de massa molecular (Spectra Multicolor Broad Range Protein Ladder,
ThermoFisher, Brasil) e aplicado ao gel eletroforese 13% como descrito anteriormente.

Apbs a eletroforese, um dos géis foi corado por nitrato de prata enquanto outros dois
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foram submetidos a transferéncia para membrana de nitrocelulose 0,45 mm utilizando o
protocolo do fabricante (Bio-Rad, CA, EUA). As membranas foram incubadas
overnight no tampéo de bloqueio (PBS-BSA 5%), seguido de trés lavagens com PBS
por 5 min cada, e incubado por 1 h com leve agitacdo com as fracbes de
imunoglobulinas purificadas dos camundongos BALB/c (1:5.000) e C57BL/6 (1:1000).
As membranas foram lavadas trés vezes por 5 min cada com PBS-BSA 0,1%-Tween20
0,05% e, em seguida, incubadas por 1 h com anticorpo secundario conjugado com
fosfatase alcalina de cabra (molécula integra, Sigma Aldrich, St Louis, MO, EUA)
diluido 1:7.500 em PBS-BSA 0,1% a temperatura ambiente sob leve agitacdo. Por fim,
as membranas foram incubadas em uma solucgéo reveladora contendo 5 mL do tampé&o
AP (Tris 100 mM, NaCl 100 Mm e 5 MgCl, mM, pH 9.5), 33 uL de NBT (nitro blue
tetrazolium, Invitrogen, Eugene, Oregon, USA) e 16,5 uL de BCIP (5-bromo-4-chloro-
3-indolyl-phosphate, Invitrogen, Eugene, Oregon, EUA). Apo6s 15 min, a reacdo foi
parada pela lavagem da membrana com &gua destilada. O experimento foi realizado em

duplicata.

3.8.4.3 Avidez relativa

Este ensaio foi realizado como descrito em 3.8.4.1 exceto que as IgGs dos
camundongos de ambas as linhagens foram diluidos & uma Unica concentragdo (1:3000),
e incubados por 1 h a 37 °C com 1 ug por pogo de SVSPpool, em seguida lavado com
PBS-BSA 0,1%/Tween20 0,05% trés vezes. Entdo, 100 uL. de KSCN (4 M) foram
adicionados aos pocos tratados por 15 min. As placas foram lavadas novamente e todas
as etapas para revelacdo decorreram como descritas no item 3.8.4.1. O experimento foi
feito em triplicata e a avidez relativa foi determinada como a porcentagem (xDP) de
reducdo da D.O (leitura em 490 nm) quando comparada com o controle negativo. A

comparacgao entre os grupos foi analisada através do teste One-Way Anova.
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4 RESULTADOS

4.1 Atividade do VBj sobre peptideos bioativos

4.1.1 Anélise da hidrolise de peptideos bioativos pelo VBj em HPLC

J& foi demonstrado a atividade do VBj sobre peptideos biologicamente ativos
como a angiotensina I e a dinorfina 1-13 (KUNIYOSHI et al., 2012), e considerando
que a identificacdo de substratos € um fato crucial no entendimento preciso do
funcionamento das peptidases desse veneno, nos decidimos por continuar os estudos
com um novo conjunto de peptideos biologicamente ativos contendo os seguintes
peptideos: cadeia B da insulina (CBI), somatostatina (STT), substancia P (SP),
polipeptideo pancreético (PP), neuropeptideo Y (NPY), peptideo YY (PYY) Leu-
encefalina (Leu-E) e Met-encefalina (Met-E). A hidrolise desses peptideos pelo VBj foi
analisada através da comparacdo da area controle negativo de cada substrato (apenas

substrato em tamp&o) com seus respectivos grupos tratados com o VBj (Figura 2).
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Cadeia B da Insulina

Leu-Encefalina
S— /3100 0000

s o0

27 .

280-

2 "

V

17 "

140

10
125

100 ‘ 1o

07

0% 00 -

]
03 Jﬂ " | B — |
:.:——u’\lt}__._g ;J\—‘P;W,LTAJ‘WMQ&JK . ) v

o8-

ES 50 75 160 s 120 s B e 3

W 20 an  4n &0 6o 70 80 840 100 10 120 130 M8 150 180

Met-Encefalina
Polipeptideo Pancreatico
V100 000)
LI W00 POy
50 o
( "
i
EL “ B0
20 [ &0
| w
o
s
- —r e e 20 ‘
—d
. = 10
Il
W 9
. | o S S
o
30 T 20 r
P 2 o 5 & : r |
a0
= T W 7 " e =
Neuropeptideo Y Peptideo YY
oo
o0 )
a0
70 r
w0
w0
70
g |
oo
: | : |
30, i
‘ "
. | | )
it | 1]
I B ood—y| [~ B e U WYY N J D\
20 10 | ‘ B
ar 20 .‘f
‘ o0 s oo s e ¢ m o - 25 1] 5 100 s 160 s
Substancia P Somatostatina
qmm o
50]

i 704
00 } ]
, B0

|
4 b
RN

25 50 75 o 125 50 s e s A 7 5 . . A

Figura 2 - Perfil cromatografico em C18-HPLC da hidrolise dos peptideos biologicamente
ativos pelo VBj. Em vermelho estdo os controles negativos e em preto a amostra
tratado com VBj. Resultado representativo de um experimento em triplicata.
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Foi possivel verificar que o NPY e PP foram notavelmente os melhores
substratos para este veneno, com taxas de hidrolise cerca de 40 vezes superior a SP, que
apresentou a menor taxa de hidrélise. Esta observacdo € interessante uma vez que estes
dois peptideos pertencem a familia do neuropeptideo Y. O NPY e PP foram
hidrolisados preferencialmente por serinopeptidases, com inibi¢es pelo PMSF variando
de 59,5+13% e 81+1,4%, respectivamente.

A STT foi hidrolisada exclusivamente por serinopeptidases, uma vez que 0
PMSF inibiu totalmente sua clivagem e, em contrapartida, a SP foi clivada somente por
metalopeptidases com uma inibicdo total pelo EDTA e nenhuma inibicdo por PMSF
(Figura 3). Finalmente, as encefalina, Leu-E e Met-E, ndo foram hidrolisados pelo VBj,
mesmo apds um periodo de incubacgdo prolongado. Todas as atividades especificas de
hidrélise (UM de substrato hidrolisado por mg de VBj por min, pM/min/pg) estdo
presentes na Tabela 1. O resultado obtido anteriormente com a dinorfina 1-13
(KUNIYOSHI et al., 2012) tambem foi adicionado a Tabela 1 para uma melhor
compreensdo dos resultados sobre a atividade peptidasica do VB;.

100+
80+

60+ EDTA

PMSF
40-

Inibigao VBj (%)

204

Figura 3 - Ensaio de inibicdo com 0 EDTA e o PMSF na hidrolise dos peptideos bioativos pelo
veneno de Bothrops jararaca.
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Tabela 1 - Atividade especifica do veneno de Bothrops jararaca para a hidrdlise de peptideos bioativos
na presenca de EDTA, PMSF e do soro antibotrépico.

Controle EDTA PMSF SAB
(UM/min/ug) (UM/min/ug) (UM/min/pg) (uUM/min/pg)

Cadeia B da|0,387 +0,002 0,044 + 0,001 0,057 £ 0,019
insulina 0,103 £ 0,019
Substéncia P 0,013 + 0,006 S.H. 0,018 £ 0,009

0,001 £ 0,002
Somatostatina 0,146 + 0,021 0,121 + 0,012 S.H.

0,158 £+ 0,031
Neuropeptideo Y (0,591 + 0,002 0,523 + 0,006 0,238 £ 0,078

0,317 + 0,005
Polipeptidio 0,514 + 0,004 0,484 + 0,037 0,113 £ 0,052
pancreatico 0,113 + 0,004
Peptideo YY 0,064 + 0,000 0,054 + 0,004 0,012 + 0,001

0,007 £ 0,002
Leu-encefalina S.H. _ _
Met-encefalina S.H. _ _
Angiotensin I* 0,18 0,23 S.H. 0,10

S. H. - Sem Hidrolise
* KUNIYOSHI et al., 2012
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4.1.2- Determinacdo dos pontos de clivagem dos peptideos bioativos pelo veneno total
de B. jararaca na auséncia e presenca dos inibidores sitio dirigidos PMSF e

EDTA

Os peptideos que se mostraram substratos para 0 VBj tiveram os seus produtos de

hidrélise coletados manualmente, como demonstrado na Figura 4,

analise por espectrometria de massas

e submetidos a

Somente os fragmentos cujas sequéncias

apresentaram uma Average Local Confidence (ALC) maior ou igual 85% foram

considerados como

resultados positivos.

Cadeia B da Insulina

&

g %8 8B 8 B

f
|.
i

*

Z 8 £ & & & & % %

(] T8

0o £ "o s

Somatostatina

saséuléaés

£

TR

sas#uléaéi

£

Substancia P

LI

&

Ty

TTEFTE TR R R R R

r

£ 8 2 8 &

z & ® & & 8 =2 8 &

*

Figura 4 — Perfil cromatografico dos fragmentos coletados apds a hidrélise dos peptideos
biologicamente ativos pelo VBj. O gradiente utilizado esta representado pela linha

em azul.
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Muitos fragmentos de NPY, PYY e PP apresentaram residuos de Arg ou Tyr na
posicdo P1, indicando atividades tripsina e quimotripsina simile, respectivamente, uma
vez que esses substratos foram hidrolisados preferencialmente por serinopeptidases.
Além disso, a por¢do C-terminal comum a todos os trés peptideos contendo os residuos
GIn/Pro-Arg-Tyr, parece ser uma regido muito suscetivel a hidrélise, uma vez que foi
hidrolisada nos trés peptideos (Figura 5, Painel A).

Além do tripeptideo presente no C-terminal, foi observado um padrdo complexo de
hidrolise desses trés substratos, pois mostraram que o VBj pode clivar sequéncias
apresentando tanto residuos hidrofébicos, quanto polares e também residuos carregados
na posi¢do P1. O numero de fragmentos gerado na hidrélise dos membros dos peptideos
da familia do neuropeptideo Y variou entre 10 e 12 fragmentos diferentes (Figura 5,
painel A).

A somatostatina foi clivada em pelo menos dois pontos por serinopeptidases,
uma vez que o fragmento interno FFWK foi detectado nas anélises por espectrometria
de massas e, além disso, o PMSF foi capaz de inibir completamente a sua formagé&o.
Mais uma vez podemos ver que as serinopeptidases do VBj possuem uma ampla
especificidade de clivagem, jad que as ligacbes entre os residuos N-F e K-T foram
determinadas pelas analises por espectrometria de massas (Figura 5, painel B).

A substancia P foi clivada em varios pontos por metalopeptidases, com pelo menos
seis fragmentos detectaveis nas analises por MS. Os pontos de clivagem ocorreram
entre Q-F, F-F, G-L e L-M, sendo que somente a regido N-terminal ndo foi hidrolisada,
restando o fragmento denominado SP 1-6 (Figura 5, painel B).

A cadeia B da insulina foi hidrolisada por ambas as classes de peptidases, gerando
pelo menos oito diferentes fragmentos. Dois dentre os trés pontos de clivagem gerados
pela acdo de metalopeptidases, observados na presenca de PMSF, ocorreram quando o
residuo Leu estava presente na posi¢ao P1’° da sequéncia hidrolisada (Figura 5, painel

B).
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Neuropeptideo Y

YPSKPN|PGED |AP| AEDMARY | Y|SAL |R |H|Y|INLITR |QRY-NH>

Peptideo YY

YPIKP|E|A|PG|EDASPEE|LNR | YY|AS|LR |H|Y|LN|LVTR |Q|RY-NH:

Polipepeptideo
Pancreatico

APLEPMYP|GDYATHE|QR|A |Q| YETQL|R|R|Y|IN|TLTR |PRY-NH:

B

Cadeia B da Insulina Substancia P Somatostatina
VBj FVNQHLCG A SHLVEA®L@Y A ®LVCGERGFFYTPKA RPKPQQeFeFGoLeM AGCKN AFFWK A TFTSC
EDTA FVNQHLCG A SHLVEALY A LVCGERGFFYTPKA NH. AGCKN A FFWK A TFTSC
PMSF FVNQHLCGSHLVEA oL @Y 8 LVCGERGFFYTPKA RPKPQQeF 0FGeL oM NH
SAB FVNQHLCG A SHLVEALY A LVCGERGFFYTPKA NH. AGCKN A FFWK A TFTSC

Figura 5 - Pontos de clivagem dos substratos peptidicos. Painel A: neuropeptideo Y, peptideo
YY e polipeptideo pancreético. Painel B: cadeia B da insulina, substancia P e
somatostatina apo6s hidrolise pelo veneno de Bothrops jararaca e andlise das
clivagens na presenca de EDTA, PMSF e soro antibotropico. N.H. - N&o
Hidrolisado. A representa a hidrolise por serinopeptidases e ® representa a hidrolise
por metalopeptidases.

4.1.3 Ensaio de soroneutralizacdo da hidrélise dos peptideos biologicamente ativos in

vitro por HPLC

O soro antibotrépico produzido pelo Instituto Butantan foi capaz de neutralizar

quase completamente a atividade peptidasica do VBj sobre a substancia P (Tabela 1,

Figura 6), que é hidrolisada exclusivamente por metalopeptidases uma vez que esta

atividade foi totalmente inibida pelo EDTA (Tabela 1, Figura 3). Em contrapartida, o

soro ndo foi capaz de bloquear a hidrolise da somatostatina (Tabela 1, Figura 6), que se

mostrou um substrato especifico para serinopeptidases do veneno com inibicéo total

pelo PMSF (Tabela 1, Figura 3). A figura 6 e a Tabela 1 mostram que as hidrolises dos

polipeptideo pancreatico e peptideo YY foram eficientemente bloqueadas, alcangando

quase 90%, mas ndo a do neuropeptideo Y, cuja neutralizacdo ficou em torno de 46%.
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A hidrdlise da cadeia B da insulina pelo VBj ja foi reportada em diversos trabalhos
(MANDELBAUM; CARRILLO; HENRIQUES, 1967; TANIZAKI et al., 1989), e
apesar deste fenbmeno ndo poder ser correlacionado com 0 envenenamento, este
substrato foi uma oOtima ferramenta de estudos uma vez a sua hidrolise foi inibida
parcialmente pelo SAB, com neutralizacdo acima de 70% (Tabela 1, Figura 6). Uma
andlise comparativa utilizando PMSF, EDTA e 0 soro, mostrou que a geracdo dos
fragmentos produzidos pela clivagem por metalopeptidases foram completamente

abolidos, enquanto que os fragmentos gerados por serinopeptidases continuaram a
serem formados (Figura 5).

Inibicdo VB;j (%)

Figura 6 - Ensaio de soroneutralizagdo do veneno total de Bothrops jararaca sobre os peptideos
biologicamente ativos utilizando o soro antibotrdpico do Instituto Butantan.

Como os resultados de soroneutralizagcdo mostrados acima indicaram uma falha na
neutralizacdo de algumas serinopeptidases de VBj atuando sobre estes substratos,
acreditamos que este problema possa estar relacionado a dor local persistente descrita
por alguns pacientes, até mesmo depois de varios dias ap0s o acidente e o tratamento

(CARDOSO et al., 1993). Portanto, as causas desta falha foram mais bem estudadas e
0s resultados serdo demonstrados a seguir.
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4.2 Estudo da imunogenicidade das serinopeptidases do VBJ ndo neutralizadas
pelo soro antibotropico do Instituto Butantan

4.2.1 Obtencdo e caracterizacdo das serinopeptidases ndo neutralizadas pelo SAB

Um dos principais objetivos do presente projeto é estudar as causas da baixa
neutralizacdo das serinopeptidases presentes o VBj pelo soro antibotrépico do Instituto
Butantan, como pode ser observado nos resultados descritos acima e também no
trabalho publicado pelo nosso grupo (KUNIYOSHI et al., 2012). Assim, decidimos pela
purificacdo de serinopeptidases nao bloqueadas pelo SAB para servirem como antigenos
e obtencao de antissoros experimentais. Para isso, as proteinas do veneno de B. jararaca
obtidas por precipitacdo por sulfato de amonio foram submetidas a cromatografia de
troca anidnica em HPLC utilizando uma coluna preparativa Shim-Pack PA-DEAE (20
mm x 100 mm). Vinte fragdes foram coletadas, como mostra a Figura 7, e todas as
fracdes foram estudadas com o substrato Abz-Serine (Abz-RPPGFSPFRQ-EDDnp),
seletivo para serinopeptidases desse veneno, e com o SAB, para a confirmagdo de
estarmos selecionando uma atividade ndo bloqueada pelo antiveneno. Todas as 20
fracdes foram testadas, mas apenas algumas se mostraram boa atividade sobre o
substrato (Tabela 2).

my
Petector A Chz:280nm B.Conc(Metho)
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Figura 7 - Perfil cromatogréafico de 250 uL de veneno de Bothrops jararaca (23 mg/mL) em
coluna Shim-Pack DEAE de troca anibnica para HPLC. A linha diagonal indica o
gradiente de elui¢do pelo tampédo B (Tris 20 mM, NaCl 0,5 M) variando de 0-
80% em 80 min.
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Tabela 2 - Ensaio de atividade enzimética das frac6es provenientes da DEAE-HPLC sobre o

substrato Abz-Serine

F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7 F8 F9 F10
UF/ | 408 19,8 20,5 45,3 59,8 78,1 294,4 115 123 881,4
min

F11 F12 F13 F14 F15 F16 F17 F18 F19 F20
UF/ | 795,6 1510,7 | 14859 | 1503,3 | 12755 13243 | 2279,6 | 1872,2 | 115,7 | 3356

min

—a C+
—» C+
—o— SAB

SAB
duplicata

6000 1 T 1 T 1 T 1 1T 1 T 17 17711
0 2 4 6 8 10 12 14
Tempo (min)

Figura 8 — Ensaio de inibi¢do enzimatica de F20 pelo SAB. F20 foi pré incubada com o SAB
(10 pL) em seguida 5 pM do substrato FRET Abz-Serine foi adicionado. Os
controles positivos estdo indicados como C+, 0s grupos tratados com soro
antibotrépico estdo indicados como SAB.

A fracdo F20, como demonstrado acima, apresenta uma boa atividade sobre o
substrato Abz-Serine, que ndo é bloqueada pelo uso do soro antibotrépico (Figura 8). A
fim de prosseguirmos a purificacdo da fracdo F20, nds submetemos esta amostra a uma
cromatografia em fase reversa utilizando uma coluna C8 em HPLC (Figura 9). Os picos
foram coletados e a subfragcdo F20-9, destacada na Figura 8, ainda se mostrou ativa e
ndo teve sua atividade bloqueada pela pré-incubacdo com o SAB e foi inibida
efetivamente pelo PMSF (Figura 10). A pureza da subfracdo F20-9 foi analisada em um
gel SDS-PAGE 13% corado por nitrato de prata (Figura 11).
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Figura 9 - Perfil cromatografico em C8-HPLC da fracdo 20 da cromatografia de troca idnica. A
subfracdo destacada apresentou atividade sobre o substrato Abz-Serine, porém néo
neutralizadas pelo soro antibotrépico A linha azul representa o gradiente utilizado do
tampéo B do HPLC.
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Figura 10 — Ensaio de inibicdo enzimética de F20-9 pelo SAB (Painel A) e PMSF (Painel B).
F20-9 proveniente da cromatografia de fase reversa foi pré incubada com o SAB
(10 pL) e o PMSF (3 mM) em seguida adicionado 5 UM do substrato FRET Abz-
Serine. Os controles positivos estdo indicados como C+, os grupos tratados com
soro antibotrépico estdo indicados como SAB e o0s grupos tratados com o PMSF
estdo indicados como PMSF.
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Figura 11 - Gel eletroforese 13% corado por nitrato de prata da subfracdo F20-9.

As fracOes F10 a F13 também mostraram boa atividade sobre o Abz-Serine (Tabela 2),
mas também demonstraram a presenca de contaminantes quando foram submetidas a
cromatografia de fase reversa utilizando coluna C8. A figura 12 mostra os perfis em C8-
RP-HPLC onde foram coletadas as subfracbes de cada fragdo proveniente da
cromatografia de troca idnica (F10 a F13). Todas foram analisadas junto ao substrato
Abz-Serine e do soro antibotropico do Instituto Butantan. As fracfes destacadas na
figura 11 mostraram atividade sobre o substrato, porém ndo houve inibicdo da mesma
pelo soro antibotrépico (Figura 13). O PMSF também foi utilizado para nos

assegurarmos de estarmos selecionando serinopeptidases (resultados ndo mostrados).
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substrato Abz-Serine, porém nado neutralizadas pelo soro antibotrépico. Alinha azul
representa o gradiente utilizado do tamp&o B do HPLC.
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Figura 13 - Teste de atividade enzimatica utilizando o substrato Abz-Serine (5uM) com as

fracOes da cromatografia de fase reversa. A)F10-5, B)F11-5, C)F12-5 e D)F13-5.
SAB = soro antibotrépico. Os controles positivos estdo representados pelo sinal +.
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Um perfil eletroforético de cada uma das subfracdes pode ser observado na
Figura 14, onde 2 pg de cada uma delas foi submetido a eletroforese em gel SDS-PAGE
13% e corado por nitrato de prata. Como esperado, as subfracGes apresentaram perfis
eletroforéticos similares, pois sdo provenientes de fracdes com intervalo muito proximo

na cromatografia de troca idnica (Figura 7).

Figura 14 - Gel eletroforese 13% corado por nitrato de prata contendo das subfracdes F10-5,
F11-5, F12-5 e F13-5. As bandas B1-B3 de cada amostra foram recortadas
separadamente e submetidas & analise por espectrometria de massas.

Para a identificacdo das proteinas presentes nas bandas B1-B3, todas elas foram
recortadas separadamente e as proteinas foram identificadas através da espectrometria
de massas. Como esperado, as bandas B1, B2 e B3 foram identificadas como as mesmas
proteinas nas trés fracbes analisadas. O resultado confirmou se tratarem de
serinopeptidases de Bothrops jararaca, como pode ser observado na Tabela 3.
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Tabela 3- Identificacédo das proteinas por espectrometria de massas

Banda do Identificacéo Massa Score Matches Sequéncias
Gel
B1 013069|KN-BJ2 28561 938 101(54) 13(13)
B2 Q5W960|HS112 28654 686 88(46) 13(11)
B3 Q5W959|HS114 28509 6585 301(225) 14(14)
F20-9 QIPTUS|BPA 28724 459 43(26) 6(5)
Diversos fragmentos dessas proteases foram identificados na analise como

demonstrado na figura 15, sendo que a HS114 teve mais da metade da sua sequéncia

primaria coberta com base nos resultados obtidos. E importante dizer que a sequéncia

desta serinopeptidase s6 havia sido obtida anteriormente por técnicas de transcriptoma

e, portanto, estdo presentes as porcbes do peptideo sinal e do pro-peptideo. Assim, a

cobertura da HS114, assim como as demais enzimas identificadas, seria ainda maior

caso levassemos em consideracdo apenas as serinopeptidases maduras.
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MVLIRVLANL
GTLINQEWVL
RNYTKWDRDI
TSRVILSDVP
GDSGGPLICN
TTATICPP

Cobertura: 47%

LILQLSYAQK ASELIIGGRP
SAAHCDGERM KIHLGVHSRK
MLIRLDSPVK NSAHIAPISL
HCANINLLNY TVCRAAYPEL
GQFQGIVSWG SDVCGYVLEP

Cobertura: 30%

CDINEHRSLA
VPNKDKQTRV
PSSPPIVGSV
PATSRTLCAG
ALYTKVSDYT
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LVKYGNFQCS
AKERFFCLSS
CRIMGWGTIS
ILQGGRDICV
EWINSIIAGN

MVLIRVIANL
GTLINQEWVL
RRNVITHRDI
TPDETSPNVP
SGGPLICNGQ
ATCPP

Cobertura: 52%

MVLVRVVANL
SGILLNQEWV
RRNDDALDRD
TPIQRTNPDV
NGDSGGPLIC
NTAATCPP

MVLIRVIANL
GGTLIDQEWV
SRNYTKWDRD
TSPNATFPDV
GGDSGGPLIC
NTITATICPP

LILQLSYAQK SSELVIGGDE
SAAHCDKRII RIYLGMHTRS
MLIRLNRPVK NSEHIAPLSL
HCANINLFNN TVCREAYNGL
FQGILSWGGI PCAQPRKPAF

CDINEHRFLA
VPNDDEEIRY
PSNPPSVGSV
PAXTLCAGVL
YTRVFDYLPW

FLYAGGYYCG
PRERFICPNK
CRIMGWGSIT
QGGIDICGGD
IQSIIAGNKT

LILQLSYAQK VSELVVGGDE CNINEHRSLV AIFNSTGFFC
LTASHCDSTN FQMKIGVHSK KRTLNQDEQTR NPKEKIFCPN
LMLVRLDSPV SDSEHIAPLS LPSSPPSVGS VCRIMGWGSI
PHCANINLLD DAVCRAAYPE LPAEYRTLCA GVPEGGIDTIC
NGQFQGIVFY GAHPCGQAPK PGLYTRVIDY NTWIESVIAG

Cobertura: 18%

LILQLSNAQK
LSAAHCDMRN
IMLIRLNRPV
PHCANINLFN
NGTFQGIVSW

SSELVIGGDE
MRIYLGVHNE
NNSEHIAPLS
YIVCRGAHAG
GGHPCAQPGE

CNITEHRFLV
GVQHADQORR
LPSNPPSVGS
LPATSRTLCA
PALYTRKVFDY

EIFNSSGLFC
FARERFFCLS
VCRIMGWGTI
GVLQGGIDIC
LPWIQSIIAG

Figura 15 — Identificacdo e cobertura das serinopeptidases do VBj ndo neutralizadas pelo SAB.
A) KN-BJ; B) HS112; C) HS114; D) BPA. Em vermelho estdo destacados os
fragmentos encontrados nas andlises por espectrometria de massas.
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Apols confirmacdo do isolamento de quatro serinopeptidases do VBj, novas
purificacOes foram realizadas a fim de se obter as cinco subfragdes F10-5, F11-5, F12-5,
F13-5 e F20-9. Estas subfracdes foram as Unicas a apresentarem bom rendimento e
quantidades de proteinas suficientes para avancarmos para etapa de imunizacdo dos
camundongos. Porém, para isso, as cinco subfracddes tiveram que ser compostas em
uma Unica amostra, totalizando 2 mg de serinopeptidases, e denominamos esta amostra

como SVSPpool.

4.2.2 Obtencao e purificacdo dos antissoros experimentais contra o SVSPpool em duas
linhagens murinas

Sete animais de duas linhagens, BALB/c e C57BL/6, foram imunizados com o
SVSPpool. Além da limitacdo de concentracdo de amostra, a escolha de imunizar os
animais com um pool de serinopeptidases teve como base mimetizar o processo de
imunizacdo na producdo do SAB, onde os cavalos sdo imunizados com um pool de
venenos botropicos, mas neste caso com uma Unica classe de toxinas. O sangue desses
animais foram coletados na etapa de sangria final, processados para obtenc¢do do soro e,
posteriormente, as 1gGs foram purificadas através da cromatografia de afinidade a
proteina A para obtencdo dos soros experimentais (Figura 16). Os camundongos
BALB/c proveram aproximadamente 1,4 mg de IgGs purificadas, enquanto que 0s

camundongos C57BL/6 forneceram cerca de 3 mg.

Redutor Nao Redutor
MW BALB/c C57Bl/6 MW BALB/c C57Bl/6

260 o -

140 kDa e
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34 kD - A
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Figura 16 — Perfil eletroforético dos soros experimentais. 5 pug de IgGs purificadas do sangue
dos camundongos BALB/c e C57BL/6 pela cromatografia de afinidade a proteina
A foram submetidas a eletroforese em condi¢fes redutoras e néo redutoras.
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4.2.3 Reconhecimento e titulagdo do soro antibotropico do Instituto Butantan e dos
soros experimentais de camundongos contra s SVSPpoo

A titulacdo de anticorpos especificos contra o0 SVSPpool foi estimado através de
ELISA, e para isso placas de 96 pocos high binding foram sensibilizadas com 1 pg do
pool de serinopeptidases isoladas do VBj que n&o tinham sua atividade neutralizada
pelo SAB junto ao soro dos animais (12 sangria), 1gGs purificadas e dois lotes de SAB.
Como visto na Figura 17 o soro comercial do Instituto Butantan reconhece e apresenta
bons titulos contra estas proteinas, o que nos leva a concluir que estas serinopeptidases
sd80 imunogénicas e que 0 soro possui anticorpos especificos contra essas moléculas.
Porém, como temos demonstrado, ndo hd um impedimento suficiente por parte das
imunoglobulinas presentes no soro antibotropico que resulte na neutralizacdo da
atividade proteolitica. A imunogenicidade do SVSPpool também pdde ser comprovada
pelos titulos dos antissoros experimentais (Figura 17). Assim, ambas as linhagens,
BALB/c e C57BL/6, responderam de maneira satisfatoria quando da imunizagdo com o
SVSPpool, porém os titulos dos camundongos BALB/c foram mais altos em todas as
amostras analisadas, sejam do soro de animais individuais ou das 1gGs purificadas. O
titulo da amostra contendo as IgGs dos camundongos BALB/c foram comparaveis ao
SAB 1 e até mais elevados que os titulos do lote SAB 2.
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Figura 17 — Titulacdo dos soros experimentais e comerciais por ELISA. As placas foram
sensibilizadas com o pool de serinopeptidases isoladas do veneno de Bothrops
jararaca e foram avaliados os titulos dos soros experimentais em relacdo ao SAB.
A) Soros obtidos dos animais BALB/c, onde BALB 1- BALB 4 representam
soros individuais, SAB 1-2 representam os lotes do antiveneno comercial e IgG
BALB/c representa as imunoglobulinas purificadas. B) Soros obtidos dos animais
C57BL/6, onde Black 1- Black 4 representam soros individuais, SAB 1-2
representam os lotes do antiveneno comercial e IgG C57BL/6 representa as
imunoglobulinas purificadas.

Aparentemente os titulos das amostras contendo as IgGs dos camundongos
C57BL/6 e BALB/c foram inferiores ao SAB 1, porém ao se levar em consideragéo a
concentragdo proteica das amostras, ambos apresentam titulacdo especifica superior aos
SAB 1 e 2 (Figura 18). Esta analise ndo foi possivel com os soros brutos dos animais

uma vez que diversas proteinas plasmaticas e celulares estdo presentes nas amostras
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mesmo apos as etapas de centrifugacdo, impedindo determinacdo da concentracdo
apenas da porcdo das imunoglobulinas e, por isso, apenas os antissoros purificados

foram utilizados nesta analise.
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Figura 18 — Titulacdo em relagdo a concentracdo proteica dos SABs e soros experimentais
purificados dos camundongos BALB/c e C57BL6

Consideramos que as IgGs purificadas de ambas as linhagens, além de
apresentaram bons titulos e ndo apresentarem proteinas plasmaticas que poderiam
interferir no ensaio de atividade enzimatica por competir com o substrato FRET, sdo
amostras mais proximas do SAB, uma vez que ele é composto somente por fragmentos
de lIgGs Assim, decidimos prosseguir apenas com a caracterizacdo dos antissoros

experimentais purificados, como descrito a seguir.

4.2.4 Western Blot

As 1gGs purificadas do soros dos camundongos BALB/c foram capazes de
reconhecer quatro proteinas presentes no SVSPpool com massas em torno de 75 kDa,
50 kDa, 30 kDa e 25 kDa, enquanto que as lgGs dos camundongos C57BL/6 néo
reconheceram a proteina de 75 kDa (Figura 19, painel A). Comparando o SDS-PAGE
que foi realizado em paralelo (Figura 19, painel B), podemos observar que, apesar da
serinopeptidase BPA (Bothrops Protease A) que corresponderia a banda de 75 kDa néo
estar em concentragdes altas no pool, os camundongos BALB/c ainda assim foram
capazes de induzir uma resposta imune especifica produzindo anticorpos contra ela. O

mesmo aconteceu com a proteina de aproximadamente 50 kDa que também ndo é
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revelado pela impregnacao por prata porém induziu uma resposta imune em ambas as
linhagens. Esta Gltima pode ser um pequeno rastro de contaminagdo por queratina
humana, e uma vez que o0 ensaio é extremamente sensivel, ele foi capaz de reconhecer
esta proteina mesmo em pequenas quantidades no SVSPpool. As bandas presentes

entre 30 e 25 kDa correspondem as outras trés serinopeptidases isoladas, KN-BJ2,
HS112 e HS114.

BALB/c MW C57BV6 MW MW SVSPpool
FR==UOS T ey WL ST Y 260 KDa
S 140 kDa
L
5 100 kD
p— —— h
-—) e IR » ; “ 70 kDa
s 4. ¥ iy alt
: cw 50 kDa
4 : : ‘“7 40 kDa
g ke =

25 kDa

C o _:ﬁz‘é- 3 ey -
Figura 19 — Western Blot dos soros experimentais. Painel A — Ensaio de reconhecimento de
SVSPpool pelos soros experimentais proveniente dos camundongos BALB/c e
C57BL/6. Painel B — SDS-PAGE 12 % de SVSPpool feito em paralelo a
transferéncia para o ensaio de reconhecimento.

4.2.5 Avidez relativa

O agente caotropico KSCN ¢ capaz de dissociar interacdes fracas entre proteinas,
neste caso a ligacdo antigeno-anticorpo. A figura 20 mostra que o tratamento com 4M
de KSCN por 15 min foi capaz de reduzir em quase 78% e 79 % a ligacdo do soro
experimental dos camundongos BALB/c e C57BL/6, respectivamente, com as SVSPs
presentes no pool de serinopeptidases purificadas, enquanto que reduziu apenas 26% e
35% a ligacdo do SAB 1 e SAB 2, respectivamente. O teste One Way ANOVA somente

indicou ser estatisticamente significativa a diferenca na reducdo da D.O. dos soros
experimentais.
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Figura 20 - Ensaio de avidez relativa. As placas foram sensibilizadas com o SVSPpool e a
avidez dos soros experimentais proveniente dos camundongos BALB/c e C57BL/6
e do SAB (1 e 2) foram avaliados na presenca do agente caotropico KSCN. One
way ANOVA *** p<0,001

4.2.6 Soroneutralizacdo das serinopeptidases in vitro

Trés doses de antiveneno foram utilizadas na tentativa de verificar a eficacia dos
soros experimentais quando comparados com o SAB para a neutralizacdo do SVSPpool.
Ambos os soros experimentais foram capazes de neutralizar a atividade peptidasica do
SVSPpool sobre o substrato FRET em diferentes extensdes. As IgGs dos camundongos
BALB/c apresentaram um melhor potencial de neutralizacdo (~80%) na maior dose
(500:1) quando comparado com as IgGs dos camundongos C57BL/6 (~25%), porém,
em doses menores, esta diferenca foi reduzida (Figura 21). Como demonstrado nas
tentativas de soroneutralizagcdo anteriores, o SAB ndo foi capaz de neutralizar as

atividades do SVSPpool.
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Figura 21 — Ensaio de soroneutralizagdo in vitro da atividade de SVSPpool sobre o substrato
FRET Abz-RPPGFSPFRQ-EDDnp pelos soros experimentais e comerciais.
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5 DISCUSSAO

Apos a criagdo dos soros antivenenos pelo Instituto Butantan, ha mais de 100 anos,
muitas sequelas e mortes humanas foram evitadas no pais. Ao longo destes anos o
processo de producdo do mesmo sofreu modificagcdes objetivando uma maior eficacia e
seguranga. Atualmente os antidotos sdo compostos por fragmentos F(ab’), obtidos
através da digestdo das 1gGs por pepsina e de etapas de cromatografia. Estas mudancas
certamente melhoraram a seguranca e a eficacia deste produto, mas acreditamos que
podemos dar mais um passo neste sentido no futuro, uma vez que a neutralizacdo de
alguns sintomas ainda nédo sao tdo bem resolvidos ( BATTELLINO et al., 2003; DA
SILVA et al., 2007; GALVAO NASCIMENTO et al.,, 2010; LEON et al., 2000;
PICOLO et al., 2002). Neste sentido, este trabalho demonstrou que algumas
serinopeptidases do veneno de Bothrops jararaca ndo sdo bem neutralizadas pelo soro
antibotropico do Instituto Butantan. Porém, a inoculacdo de um pool contendo estas
enzimas em modelos murinos foi capaz de produzir soros experimentais contendo
imunoglobulinas com potencial neutralizante superior ao produto comercial em testes in
vitro.

Considerando que a identificacdo de substratos para as proteases de venenos é
uma etapa crucial para o melhor entendimento das funcdes destas toxinas no
envenenamento, decidimos por estudar a possivel hidrolise de varios peptideos
biologicamente ativos pelo VBj. Assim, a primeira parte deste trabalho descreveu a
atividade do VBj sobre peptideos biologicamente ativos, mostrando que, além da
habilidade de hidrdlise de substratos macromoleculares, este veneno tem atividade sobre
oligopeptideos. Os peptideos escolhidos para o desenvolvimento do presente trabalho
estdo relacionados com a manutencao de energia, regulacdo da pressdo sanguinea, dor e
regulacdo dos niveis de glicose/insulina e glucagon, principalmente.

O veneno total da Bothrops jararaca foi capaz de hidrolisar a maioria dos
peptideos ativos utilizados, com excegdo para as encefalina (Leu-encefalina e Met-
encefalina). Os peptideos foram mais suscetiveis a hidrélise por serinopeptidases ao
invés de metalopeptidases, que sdo 0s componentes mais abundantes neste veneno.
Talvez, este fendmeno possa ser explicado pela observacdo recente de que o veneno da
B. jararaca é susceptivel a autolise quando comparado com o veneno tratado com

inibidores de peptidases no momento da solubilizagdo, porém a quantidade de
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fragmentos encontrados de metalopeptidases foi sensivelmente superior ao das
serinopeptidases, demonstrando que estas Ultimas sdo enzimas mais estaveis no veneno
(NICOLAU et al., 2017). Contudo, a grande maioria dos trabalhos realizados com o
veneno de Bothrops jararaca foi desenvolvida sem a adi¢édo de inibidores no momento
da solubilizacdo e, claramente, estes trabalhos demonstram quais sdo 0s substratos
proteicos preferenciais de metalo- ou serinopeptidases tanto em estudos in vitro quanto
in vivo. Assim, acreditamos ser mais provavel que nossos resultados demonstrem a
maior atividade serinopeptidasica sobre os peptideos utilizados ao invés de uma maior
presenca destas enzimas pelas suas estabilidades no veneno.

Dentre os melhores substratos encontrados estdo os peptideos da familia do
neuropeptideo Y, que é composta pelo neuropeptideo Y, peptideo Y'Y e o polipeptideo
pancreatico. Estes peptideos sdo compostos por 36 residuos de aminoacidos com
amidacdo do residuo de tirosina no C-terminal e apresentam uma estrutura
tridimensional peculiar denominada PP-fold, uma vez que a primeira estrutura descrita
foi a do polipeptideo pancreatico. Porém, a familia é identificada como familia do NPY
por este peptideo ser mais basal de todos no sentido evolutivo (CONLON, 2002). Todos
os trés foram preferencialmente hidrolisados pela classe das serinopeptidases do VBj.
Apesar da homologia entre eles ser de cerca de 70%, a hidrélise de PY'Y foi quase dez
vezes menor que a de NPY e PP, demonstrando certa especificidade por parte destas
enzimas. Em adicdo, nossos resultados demonstraram que os niveis de neutralizacdo da
hidrolise destes substratos pelo SAB variaram bastante entre 0s membros desta familia,
sendo que a menor inibicdo ocorreu quando utilizado o NPY como substrato. Estes
resultados também demonstraram que pelo menos uma serinopeptidase deste veneno
ndo foi neutralizada pelo soro.

A anélise dos pontos de clivagens indicaram que o VBj é capaz de remover o
tripeptideo presente no C-terminal de todos os membros da familia do NPY. O residuo
de tirosina amidada no C terminal dos peptideos da familia do NPY € muito importante
para que possam executar suas atividades bioldgicas, uma vez que ja foi demonstrado
que a remog&o deste residuo causa a perda de suas funcgdes in vivo por ser a regido a se
ligar aos seus receptores (GRUNDEMAR; HAKANSON, 1990). Os receptores da
familia do NPY pertencem a superfamilia das rodopsinas acopladas a proteina G e
possuem seis tipos em mamiferos, Y1 a Y6, sendo que NPY e PYY possuem maior

afinidade por Y1, Y2 e Y5 enquanto que PP se liga preferencialmente ao Y3
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(LARHAMMAR et al., 2001). Esta possivel inativacdo do NPY e do PP pelo veneno
pode estar associado com o sintoma de hipotensdo apresentado por algumas das vitimas
acidentadas, uma vez que estes peptideos tém suas atividades relacionadas in vivo com o
efeito de vasoconstricdo (HODGES; SPARKS, 2014). Relacionado a este sintoma, €
importante ressaltar alguns outros agentes presentes no VBj que também contribuem
com a hipotensdo, como: a existéncia da familia dos peptideos potencializadores da
bradicinina (CAMARGO et al., 2012); a resisténcia a hidrélise da bradicinina e a
hidrolise da angiotensina | pelo VBj (KUNIYOSHI et al., 2012); a presenca de uma
serinoprotease capaz de liberar bradicinina do cininogénio de baixa massa molecular
denominada KN-BJ (SERRANO et al., 1998). Conjuntamente, estes novos resultados
podem contribuir para 0 melhor entendimento dos mecanismos de ag&o que acarretam o
sintoma de hipotenséo apresentados no quadro do envenenamento humano pelo VB;.

O PP e 0 PYY podem também inibir a secrecdo de insulina (BOEY et al., 2006;
DENG; WHITCOMB, 2006), e a hidrdlise destas moléculas pelo VBj poderia promover
um alteracdo energetica durante o envenenamento. Esta observagdo esta de acordo com
resultados que descrevem uma alteracdo nos niveis da glicose plasmatica em
camundongos experimentalmente injetados com o veneno de Bothrops jararacussu
(ZENI et al., 2007). Entretanto, alteracbes nos niveis de glicose no envenenamento
experimental por Bothrops alternatus é controverso, uma vez que Mello et al. (2010)
observaram um aumento nos niveis de glicose na urina de ratos envenenados
experimentalmente, enquanto que Dias et al. (2012) ndo observaram alteracdes
significativas nos niveis de glicose no sangue de cées anestesiados. Desta forma, nossos
resultados em associacdo com esta controvérsia na literatura mostram que este
fendmeno merece uma aten¢do maior em estudos futuros.

A escolha da SP para o desenvolvimento do nosso trabalho foi muito importante,
uma vez que este peptideo foi o Unico substrato exclusivamente hidrolisado por
metalopeptidases do VBj. A analise por espectrometria de massas demonstrou que o
unico fragmento intacto da SP foi o SPi¢, € este fragmento ja foi reportado como
incapaz de ativar o receptor da neurocinina-1 (VIGNA, 2001), indicando uma
inativacdo da SP por metalopeptidases presentes no VBj. Okamoto et al. (2014)
isolaram uma metaloprotease da classe P-1 do veneno de B. moojeni também com
atividade sobre a SP, e curiosamente, trés dos quarto pontos de clivagens detectados no

nosso trabalho coincidem com os resultados publicados, indicando a presenga de uma
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protease BmooMPa-I simile no VBj. Outra metalopeptidase denominada lebetase |,
isolada do veneno da serpente Vipera lebetina, também foi capaz de hidrolisar a SP e
um dos sitios de clivagem descrito para esta protease (Gly-Leu) coincidiu com o0s
nossos resultados (TRUMMAL et al., 2000). O SAB foi capaz de quase complemente
neutralizar a atividade do VBj sobre a SP, com acdo similar ao EDTA, demonstrando a
eficacia do soro comercial em neutralizar a(s) metalopeptidase(s) responsavel(is) por
esta atividade. A substancia P pertence a familia das taquicicninas, cujos membros
compartilham uma sequéncia C-terminal comum Phe-X-Gly-Leu-Met-NH2, onde 0 X,
no caso da SP, € um residuo de fenilalanina. As taquicininas apresentam uma variedade
de atividades farmacologicas, devido a existéncia de trés ou mais subtipos de receptores.
A SP é o mais potente ligante para o receptor de alta afinidade da neurocinina-1 (NK-1)
que, por sua vez, pertence a superfamilia de receptores ligados a Proteina G. A SP foi
inicialmente descrita como um peptideo com acdo antinocioceptiva dependente de
receptores opioides (HALL; STEWART, 1983; YEOMANS; PROUDFIT, 1992), mas
posteriormente, foi também caracterizada como um importante componente do sistema
cardiovascular, modulando a frequéncia cardiaca e a pressdo sanguinea (MISTROVA;
KRUZLIAK; CHOTTOVA DVORAKOVA, 2016). A atividade antinociceptiva da SP é
controversa, e aparentemente é dose dependente (DE FELIPE et al., 1998;
FREDERICKSON et al., 1978; OEHME et al., 1980). A degradacdo deste peptideo pelo
VBj pode estar ligada a dor persistente no local da picada e também no sintoma de
hipotensdo apresentado por alguns acidentados.

Os trés membros da familia do neuropeptideo Y e a substancia P sdo substratos ja
caracterizados para a serinoprotease dipeptidilpeptidse IV (DPP 1V), uma vez que esta
apresenta especificidade primaria para a remocdo de dipeptideos contendo residuos de
prolina ou alanina na segunda posicdo a partir do N-terminal de proteinas e peptideos
(MENTLEIN, 1999). A presenca da DPP IV ja foi detectada em diversos venenos de
serpentes (AIRD, 2008) e, além disso, a atividade desta enzima ja foi avaliada sobre
substrato sintético especifico utilizando o VBj (GASPARELLO-CLEMENTE;
SILVEIRA, 2002). Entretanto, a atividade sobre estes peptideos ndo foi observada
empregando a metodologia descrita neste trabalho, que demonstrou somente a
degradacéo da substancia P por metalopeptidases e ndo houve a geracdo dos peptideos
NPY (3-36) e PYY (3-36). Isso talvez se deva a uma atividade preferencial por

metalopeptidases no caso da substancia P, formando o fragmento SP1¢, ou entdo, uma
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atividade preferencial de serinoendopeptidases, como no caso de NPY e PYY, que
apesar de gerarem fragmentos que apresentam um residuo de prolina na posicéo 2 a
partir do N-terminal, ndo foram hidrolisados pela possivel DPP 1V simile do VB;.

Alguns estudos ja demonstraram que a somatostatina (STT) possui um efeito
antinociceptivo quando injetado em diferentes modelos animais, e que também foi
capaz de inibir diversos tipos de dor. Portanto, a degradacéo deste peptideo pelo VBj
pode estar relacionado com a persistente dor local descrita pelos pacientes acidentados
(RAI et al., 2015). O SAB néo foi capaz de bloquear a hidrolise da STT, ao contrario do
PMSF que inibiu completamente esta atividade do veneno. Ndo sabemos ao certo
quantas sdo as serinopeptidases que atuam na hidrdlise da STT, mas podemos afirmar
que o soro comercial ndo foi capaz de neutralizar a0 menos uma serinopeptidase do
VBj. Um fenébmeno idéntico, isto é, a falha do soro comercial em bloquear a atividade
de serinopeptidases ja foi observada quando estudada a hidrolise da dinorfina A,
angiotensina | e substratos FRET seletivos para metalopeptidases e serinopeptidases do
VBj (KUNIYOSHI et al., 2012).

Alguns estudos ja demonstraram que a cadeia B da insulina pode ser degradada por
metalopeptidases e serinopeptidases do VBj (MANDELBAUM; CARRILLO;
HENRIQUES, 1967; TANIZAKI et al., 1989). E em relacdo a especificidade primaria
destas enzimas do veneno, este trabalho mostrou pontos de clivagem em comum quando
comparado com as metaloproteases bothropasina e jararhagina (Ala-Leu e Tyr-Leu), e
pontos similares com a serinoprotease BPA, Tyr-Leu, com residuos hidrofébicos
aromaticos na posicdo P1 (FOX et al., 1986).

Este substrato foi hidrolisado por ambas as classes de proteases e claramente
mostrou uma boa neutralizacdo de metalopeptidases pelo SAB, uma vez que o ponto de
clivagem em Ala-Leu foi totalmente extinto. Em contrapartida, o ponto de hidrolise em
Tyr-Leu foi parcialmente inibido pelo soro, e uma vez que tanto metalo- quanto
serinopeptidases clivam esta ligacao, é possivel que o mesmo fenbmeno ocorrido com a
STT, angiotensina-l e a dinorfina 1-13 também esteja ocorrendo nos estudos de
hidrolise da cadeia B, ou seja, uma falha de bloqueio de atividade de serinopeptidases.

A Leu-encefalina e a Met-encefalina ja foram descritas como substratos para o
veneno de Naja atra ( ANDERSON et al., 1998; ANDERSON; DUFTON, 1997),
porém este ndo foi o0 caso neste estudo, uma vez que estes dois peptideos foram

resistente a hidrolise pelo VBj mesmo apds longos periodos de incubagdo. Este fato ja
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esperado uma vez que 0s venenos das serpentes do género Naja levam as vitimas a um
quadro de alteragdes neuromotoras do sistema gastrointestinal (HUNG; LIAU; LIN-
SHIAU, 2003), mas ndo o VBj. Talvez a clivagem das encefalinas possam estar
relacionadas com este fato, ja que elas possuem um papel importante no controle
neuronal da motilidade intestinal (HOYLE et al., 1990).

Assim, apos estes estudos, pudemos concluir que o veneno total da B. jararaca é
capaz de inativar a grande maioria dos peptideos bioativos testados, porém, ndo
podemos excluir a possibilidade de que os fragmentos gerados a partir das hidrolises
possuam atividades biologicas ainda ndo descritas. Em adicdo, os estudos sobre a
eficadcia do SAB em prevenir as hidrélises dos peptideos bioativos demonstrou uma
baixa soroneutralizacdo de serinopeptidases do VBj, e, como isto j& havia sido
observado com outros peptideo biologicamente ativos, angiotensina | e dinorfina 1-13,
iniciamos estudos visando um melhor entendimento deste fato. Todos os resultados de
caracterizacdo do VBj sobre os peptideos bioativos foram publicados e estdo presentes
no Anexo A.

A fim de investigar a falta de neutralizacdo de algumas serinopeptidases do VBj
quatro delas, que tiveram comprovada falta de neutralizacdo pelo SAB, foram isoladas e
identificadas. KN-BJ2 é uma serinoprotease de 38 kDa com atividade liberadora de
bradicinina e a fibrinogenolitica (SERRANO et al., 1998). As HS112 e HS114 sdo
serinoproteases putativas que tiveram suas sequéncias determinadas por uma biblioteca
de cDNA que utilizou uma sonda para KN-BJ a fim de procurar proteinas semelhantes
(SAGUCHI et al., 2005), porém esta € a primeira vez que estas duas serinopeptidases
foram purificadas do VBj. BPA é uma serinoprotease com atividade fibrinogenolitica
altamente glicosilada de aproximadamente 67 kDa, muito estavel em altas temperaturas
(86 °C por 10 min) e diferentes pH (3-9) (HENRIQUES et al., 1958; PAES LEME et
al., 2008).

Estas SVSP compuseram o0 SVSPpool, e a imuniza¢do dos camundongos com
estas proteinas foi capaz de induzir a producdo de anticorpos em ambas as linhagens
estudadas. Entretanto os soros dos camundongos BALB/c apresentaram melhores titulos
e, mais importante, melhor potencial neutralizante in vitro quando comparado com 0s
soros obtidos dos camundongos C57BL/6. Esta diferenca era esperada de certa maneira,
uma vez que este fendmeno foi demonstrado anteriormente para diferentes antigenos
(BRYAN; GUYACH; NORRIS, 2010; VLKOVA et al., 2012), e esta caracteristica foi
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um dos motivos para estas duas linhagens terem sido escolhidas. Esta diferenca pode ser
explicada uma vez que estes animais apresentam diferentes respostas imunes, sendo que
0s camundongos BALB/c predominantemente apresentam uma resposta imune do tipo
TH1 onde os linfécitos TCD4+ secretam IL-1, intereferon-y e linfotoxina, enquanto que
0s C57BL/6 apresentam resposta TH2 secretando IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13 (QUIMBY;
LUONG, 2007). Assim, nossos resultados mostraram que a escolha dos animais
influencia na obtencéo do produto final, indicando que modelos animais com a resposta
imune voltada preferencialmente para TH1 sejam mais adequados uma vez que as 1gGs
dos camundongos BALB/c apresentaram titulo de anticorpos especificos mais altos e
um melhor potencial neutralizante da atividade in vitro quando comparado com as IgGs
produzidas pelos C57BI/6.

A seguir serdo mais bem exploradas as variaveis que podem explicar as diferencas
entre o SAB e 0s soros experimentais, mas um quadro comparativo resumindo a

caracterizacdo dos soros estd apresentado abaixo para melhor compreensdo dos

resultados.
Tabela 4 — Resumo comparativo do SAB vs soros
experimentais
ELISA Avidez Neutralizacdo
relativa

SAB + ++ -

BALB/c | +++ + +++
C57BL/6 | ++ + ++

Um dos principais fatores que pode ajudar a explicar o sucesso dos soros
experimentais que obtivemos, é a imunizagdo dos animais com o SVSPpool em
contraste ao protocolo padrdo de imunizagdo nos cavalos, que sdo imunizados com o
veneno total de cinco serpentes (B. jararaca, B. moojeni, B. neuwiedi, B. jararacucu e
B. alternatus), gerando um concentragdo maior de imunoglobulinas especificas contra
enzimas presentes nestes venenos, que nao as serinopeptidases presentes no pool. Em
adicdo, o soro comercial, apesar de apresentar bons titulos contras elas, ndo € capaz de
produzir uma neutralizacdo eficaz da sua atividade. Talvez isso se deva a um repertério
menor contra 0s epitopos das serinopeptidases quando comparado com a imunizacao
das mesmas isoladas. O ensaio de immunoblot demonstrou que serinopeptidases que se
apresentavam em baixissimas concentracées no SVSPpool, e que nem ao menos foram

reveladas por nitrato de prata no gel realizado em paralelo ao ensaio, foram fortemente



64

reconhecidas, indicando possuirem um potencial imunogénico superior as outras
proteinas. E, portanto, este fendbmeno também pode estar ocorrendo em uma escala
ainda maior quando utilizado o protocolo de imunizacdo normal citado acima com todos
0S Vvenenos juntos, o que explicaria uma resposta menor na producdo de
imunoglobulinas especificas e com menor variabilidade contra epitopos das
serinopeptidases.

Outro fator que pode ter contribuido com a eficacia do soro experimental foram as
imunizaces realizadas com o adjuvante Santa Barbara Amorphous (SBA-15), que pode
ter sido um auxilio importante para a producdo destes anticorpos com potencial
neutralizante. As particulas de SBA-15 tém uma estrutura altamente organizada e, por
causa de suas propriedades fisico-quimicas, apresentam um grande potencial para
aplicacdo em diferentes areas. Esses materiais sdo capazes de interagir com atomos, ions
e moléculas, ndo apenas na superficie, mas também dentro dos nanoporos de
aproximadamente 10 nm de didmetro. Essa silica é sintetizada em meio &cido e tem uma
estrutura com notavel estabilidade térmica, hidrotérmica e mecénica. Atualmente, varios
estudos promissores estdo em curso no Laboratério de Imunoquimica do Instituto
Butantan. Ja foi demonstrado que a silica SBA-15 é eficiente na producdo de
antivenenos experimentais em ovelhas contra os venenos de Apis melifera e Crotalus
durissus terrificus (SEABRA FERREIRA JUNIOR et al., 2010). A utilizagdo da SBA-
15 como adjuvante também ¢é capaz de induzir a producdo de anticorpos em altos
titulos, mesmo em camundongos que geneticamente foram caracterizados como maus
respondedores para producéo de anticorpos (CARVALHO et al., 2010).

Um fator que aparentemente ndo interferiu na eficacia do soro experimental foi sua
avidez relativa, uma vez que as D.Os. dos lotes do soro comercial ndo tiveram uma
reducdo significativa na presenca do agente caotropico como aconteceu com 0S SOros
experimentais, indicando que a especificidade dos anticorpos para com as enzimas é
mais importante que a sua forca de ligagdo. Novamente, este fato pode ser explicado
pela presencga de anticorpos de alta avidez no soro comercial, mas contra um epitopo
que ndo causa uma alteragdo alostérico ou impedimento no centro ativo da peptidase.
Ao contrario, no caso do soro experimental, onde somente as enzimas purificadas foram
inoculadas, uma variedade maior de regides delas podem ter sido apresentadas ao
sistema imune dos camundongos.

O soro antibotrdpico do Instituto Butantan € recomendado em todos os graus de
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envenenamento por serpentes do género Bothrops, se iniciando com 2 ampolas em
casos leves, podendo chegar na aplicacdo de até 12 ampolas em casos severos
(MINISTERIO DA SAUDE, 2009). Neste ultimo caso, a utilizagdo de até 12 ampolas
para o tratamento de um acidentado, corresponderia a aplicacdo de 120 mL de SAB, o
que poderia corresponder a uma aplicacdo de 4.800 mg (concentracdo do SAB 1
utilizado neste trabalho) de proteinas heterélogas, ou até mais, dependendo do lote
aplicado. Assim, a melhora na eficiéncia do produto geraria um beneficio para a
seguranca dos acidentados, uma vez que ja foi demonstrado que o numero de pacientes
que apresentaram reacdes anafilaticas imediatas apos a aplicacdo de quatro ampolas é
menor (83,3%) do que quando aplicado o dobro de ampolas (100%) (CARDOSO et al.,
1993). Estes valores foram considerados muito altos pelos autores e, possivelmente,
foram levados aos fabricantes uma vez que um novo estudo foi realizado anos mais
tarde e demonstraram que 25% dos pacientes apresentaram reacdes anafilaticas
imediatas (FAN et al., 1999). Esta foi uma redugdo impressionante que com certeza
ocorreu em resposta a novos protocolos no processo de producdo, mas mesmo assim é
um percentual que deve ser melhorado considerando que ocorrem mais de 20.000
acidentes botrdpicos por ano.Além disso, deve-se levar em consideracdo que dentre as
reacOes adversas aos soros, 0 soro antibotrOpico apresenta a maior frequéncias de
reacOes adversas dentre todos os soros produzidos pelo Instituto Butantan (GATTAS et
al., 2017). Um novo processo de imunizacdo poderia ser um grande passo para a
obtencdo de um produto final superior que necessite de doses ainda menores,
diminuindo talvez o nimero de pacientes que apresentam reacfes adversas ao soro, €
talvez, uma economia aos cofres publicos.

O Instituto Butantan foi o primeiro produtor de soros antivenenos da América
Latina e estimulou o avanco de pesquisas na area do ofidismo. Até os dias atuais,
nenhum método de neutralizacdo de peconha é mais eficaz do que o proposto por Vital
Brazil, em 1898. Portanto, cabe aos pesquisadores em atividade, compreenderem a
composi¢do dos venenos, bem como suas atividades biologicas, visando expandir e
aprimorar a qualidade dos antivenenos, que desde o final do século XIX, salvam
inimeras vidas.

Este trabalho demonstrou que a imunizacdo dos animais com serinoproteases
isoladas pode ser uma forma de tornar o produto melhor, mas isso so foi possivel com

duas etapas de cromatografia. Entretanto, nenhuma inovacdo do SAB poderd ser
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considerada factivel se os custos do processo ndo forem viaveis. Todavia, estratégias
empregadas para a reducdo do custo dos lotes de antivenenos ndo podem desconsiderar
a importancia da qualidade do produto final. Assim, no futuro, mais estudos s&o
necessarios a fim de tornar o processo ainda mais exequivel, como: obter as
serinoproteases com apenas uma etapa de purificacdo e verificar a eficacia do esquema

de imunizagdo em cavalos e, apds a obtencao do novo soro, compara-lo com o SAB.
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6 CONCLUSOES

O presente trabalho apresentou novos substratos peptidicos para o VBj que
podem estar relacionados com o envenenamento por esta espécie. Pelo menos uma
serinopeptidase ndo foi neutralizada pelo soro antibotrépico do Instituto Butantan.

Este fendbmeno nos levou a estudar as causas dessa falha e, para isso, quatro
serinopeptidases foram selecionadas por ndo terem sua atividade neutralizada pelo SAB
e isoladas com sucesso.

Estas enzimas purificadas foram fonte de material para a imunizacdo de
camundongos de duas linhagens, BALB/c e C57BL/6, e induziram a producdo de
anticorpos com potencial neutralizante superior ao soro antibotropico produzido pelo
Instituto Butantan. Mesmo as IgGs dos camundongos C57BL/6 que apresentaram um
potencial neutralizante menor quando comparado as 1gGs dos camundongos BALB/c
foram muito mais eficazes na neutralizagdo das serinopeptidases quando comparado ao
soro comercial.

Os resultados deste trabalho demonstram que o método de imunizacgdo por si é
uma estratégia efetiva na obtencdo melhores anticorpos independente do modelo animal
utilizado ser imunologicamente bom ou mau respondedor. Espera-se que no futuro, com
o aprofundamento dos estudos, que este 6timo produto que é o SAB do Instituto

Butantan possa ser ainda melhor.
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abstract

In Brazil, envenomation by Bothrops pitvipers is responsible for over 73% of snakebites, and their venom
is a rich source of proteolytic enzymes. Most studies have demonstrated that Bothrops jararaca venom
acts on macromolecular substrates, causing an imbalance in the victim's hemostatic system. In contrast,
fewer studies have examined the proteolytic activity on small molecules such as peptides. In this study,
we used a set of bioactive peptides (insulin B chain, Met-enkephalin, Leu-enkephalin, neuropeptide Y,
peptide YY, pancreatic polypeptide, substance P and somatostatin) to identify new peptide substrates for
the metallopeptidases and serine peptidases from the B. jararaca venom. The majority of these peptides
were substrates for the venom, but neuropeptide Y and pancreatic polypeptide presented higher hy-
drolyses rates. Although most of the peptides were simultaneously substrates for both classes of pro-
teases, serine peptidases were the most active. Substance P was an exclusive substrate for
metallopeptidases, while somatostatin was a selective substrate for serine peptidases. The neutralizing
efficacy of the bothropic antivenom produced by the Butantan Institute was also assessed and found to
totally prevent substance P hydrolysis, whereas somatostatin cleavage was not inhibited. Thus, the an-
tivenom effectively inhibited metallopeptidase activity, but did not neutralize some of the serine pep-
tidases. These results indicate that, in addition to cleaving proteins, the proteolytic enzymes from this
venom also hydrolyze bioactive peptides, and this peptidase activity could effectively contribute to some
of the many dire manifestations of envenomation.

© 2017 Elsevier Ltd. Open access under the Elsevier OA license.

1. Introduction

improvement in production, storage, distribution, as well as further
studies on quality and safety of the sera produced, is of great

Snakebite is a public health problem in tropical countries and, in importance to improve the current scenario.

Brazil, over 27,000 accidents are reported every year, with Bothrops
jararaca being responsible for most of the cases (Ministerio da
Satude, 2009). The administration of specific antivenom is the
standard treatment for snakebite, as recommended by the World
Health Organization (World Health Organization, 2010). Thus,

* Corresponding author. Immunochemistry Laboratory, Butantan Institute, Av.
Prof. Vital Brazil, 1500, CEP 05503-900, Sao Paulo, SP, Brazil.
E-mail address: fernanda.portaro@butantan.gov.br (F.V. Portaro).
! These authors contributed equally to this study.

http:/ /dx.doi.org/10.1016/j.toxicon.2017.07.020 0041-0101/©
2017 Elsevier Ltd. Open access under the Elsevier OA license.

Despite the great variety of components present in the venom
from Bothrops species, proteomics and transcriptomics studies
demonstrated that the Bothrops jararaca venom (BjV) is composed
mainly of proteases (Fox and Serrano, 2008; Goncalves-Machado
et al., 2016; Nicolau et al., 2017). Also, SVMPs (snake venom met-
alloproteases) and SVSPs (snake venom serine proteases) are
considered major toxins of the BjV. These enzymes are responsible
for some of the severe symptoms described in patients, such as:
strong local pain, bruising and blistering on the affected limb,
spontaneous systemic bleeding in various organs, clotting
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disturbances, hypotension, hemostatic disorders, shock and renal
failure, when some of those symptoms can lead to death
(Ministerio da Satde, 2009).

Classically, it has been attributed to SVMP mainly the role of
hemorrhagic factors, degrading proteins such as laminin, fibro-
nectin and collagen type IV (Markland and Swenson, 2013) while
SVSPs are enzymes which affect the hemostatic system, acting on a
variety of components of the coagulation cascade and on the
fibrinolytic and kallikreinekinin systems (Serrano and Maroun,
2005). However, recent studies have demonstrated that SVMP
might have an even bigger part in the envenomation than was
firstly thought, exerting several activities historically attributed to
SVSPs like kininogenase and hypofibrinogenemia activities
(Okamoto et al., 2014; Yamashita et al., 2014). It is also important to
know that in addition to SVMPs and SVSPs, classified as endopep-
tidases, the presence of exopeptidases has also been reported as
components of snake venoms. In this way, snake venom dipeptidyl
peptidase IV and rhiminopeptidase A - serine peptidases present-
ing aminopeptidase activity € have both already been described in
several snake venoms (Aird, 2008; Ogawa et al., 2007, 2006;
Vaiyapuri et al., 2010), even in BjV (Gasparello-Clemente and
Silveira, 2002). Snake venom proteases are intensively explored,
however, most studies usually focus on proteins as substrates. In
contrast, little is known about the activity of these enzymes on
biological active peptides that can also be important in envenom-
ation. Notwithstanding, some studies using synthetic substrates,
such as chromogenic and fluorescent peptides, can be found in the
literature (Faiz et al., 1996, Kuniyoshi et al., 2012; Porto et al., 2007).
Although less explored in the literature, we can hypothesized that
endogenous peptides can be hydrolyzed by the venom. This inac-
tivation/activation is of utmost importance, since these intracel-
lular and intercellular signaling molecules regulate neural,
endocrine and immune processes (Bhat et al., 2015).

Considering that snakebite is a public health issue, and that
there is need for further information about BjV peptidase activity,
we searched for biological active peptides as new substrates for
metallopeptidases and serine peptidases in this venom, trying to
understand some features of the bothropic envenomation.
Furthermore, as the serum therapy is the recommended and used
treatment for human envenomation, the efficacy of the anti-
bothropic serum produced by the Butantan Institute was assessed
to block these new activities.

1. Materials and methods
11 Reagents

Ethylenediaminetetracetic acid (EDTA), phenylmethanesulfonyl
fluoride (PMSF), neuropeptide Y (part number N5017), peptide YY
(P1306), pancreatic polypeptide (P6410), substance P (S6883), in-
sulin B chain (I6383), somatostatin (S9129), Met-enkephalin
(M6638) and Leu-enkephalin (L9133) from SigmaeAldrich. Aceto-
nitrile and trifluoroacetic acid (TFA) were purchased from ].T. Baker.

12 Venoms and antivenoms

The lyophilized venom of Bothrops jararaca was provided by the
Venom Section of the Butantan Institute. Stock solution was pre-
pared in 50 mM sodium phosphate, 50 mM NaCl, pH 7.4 at 2.0 mg/
mL final concentration. The bothropic antivenom (BAV) produced
by the hyperimmunization of horses with venoms from
B. alternatus (12.5%), B. jararaca (50%), B. jararacussu (12.5%),
B. moojeni (12.5%) and B. neuwiedi (12.5%) was obtained from the
Hyperimmune Plasmas Processing Section, Butantan Institute. The
antivenom used (batch no. 0506110) had a protein concentration of

1.8 g/dL and each milliliter was able to neutralize 6.61 mg of
B. jararaca venom (lethality test in mice). Protein measurements
were made using a Quick Start Bradford assay kit (Bio Rad Protein
Assay) according to the manufacturer's instructions.

13, HPLC analysis of bioactive peptides hydrolysis by BjV and its
inhibition by EDTA and PMSF

BjV (2 mg) was incubated in 50 mM Tris-HCl, pH 7.4 containing
50 mM NacCl,, at 37 °C for 30€120 min in a final volume of 100 ML, in
order to maintain the hydrolysis levels below 10%, with the
following bioactive peptides (25€75 mM): neuropeptide Y (NPY);
peptide YY (PYY); pancreatic polypeptide (PP); substance P (SP);
insulin B chain (IBC), somatostatin (STT); Leu-enkephalin (Leu-E)
and Met-enkephalin (Met-E). The hydrolysis was analyzed using
reverse-phase HPLC (Prominence, Shimadzu, Japan) at 0.1% tri-
fluoroacetic acid (TFA) in water, as solvent A; and acetonitrile and
solvent A (9:1), as solvent B. The separations were performed at a
flow rate of 1 mL/min using a Restek Ultra C-18 column
(4.6 x 150 mm) and a 20e60% gradient of solvent B over 20 min. In
all cases, elution was followed by the measurement of ultraviolet
absorption (214 nm). The inhibition of peptidase activity was
determined using 100 mM EDTA and 3 mM of PMSF (the same
volume of ethanol was used in the control group). The specific
activities were expressed in mmoles of hydrolyzed substrate per mg
of venom per minute (Mmol/ Mg/ min). All assays were performed in
triplicate and the results were expressed as the mean = SD.

14 Neutralization by antivenom in vitro

The ability of the antivenom to neutralize the peptidase activity
of the venom was estimated as previously described (Kuniyoshi
et al., 2012). Briefly, the antivenom (10 ML) was pre incubated for
30 min with 2 mg of BjV at room temperature, and this was followed
by the addition of each bioactive peptide. BAV dose used for
neutralization assays was stipulated through enzymatic neutrali-
zation curve (Supplementary Fig. 1) using selective FRET substrates
for serinepeptidases (Abz-Ser) and metallopeptidases (Abz-Metal)
(Kuniyoshi et al., 2012). The analysis was made at HPLC using a C-18
column, as described above, the experiments were conducted in
triplicate and the results were expressed as the meanpSD (item
2.3).

15, Mass spectrometric analysis

The fragments generated by the hydrolysis of bioactive peptides
using BjV were resuspended in 0.1% formic acid and analyzed in an
Easy-nLC Il nano HPLC system (Thermo Fisher Scientific) coupled to
an LTQ-Orbitrap Velos (Thermo Fisher Scientific) through a nano-
electrospray ion source. The separation was carried out in a 10 cm
column (75 mm I.D. x 350 mm O.D.) packed in-house with 5 mm
Jupiter C-18 beads (Phenomenex). Peptides were eluted with a
linear gradient of 5€95% acetonitrile, in 0.1% formic acid at a flow
rate of 200 nL/min over 15 min. The nanoelectrospray voltage was
set to 2.1 kV, the source temperature to 200 °C and the spectrom-
eter was operated in data-dependent mode where the 5 most
intense peaks were selected for CID fragmentation after acquiring
each full scan. The settings for the spectrometer were defined as:
high-resolution full MS parameters (1 Mscan; full MS mass range m/
z of 200—2000 with a resolution of 60,000 and a target value of
1 x 10* ions; max injection time ¥4 100 ms). For fragment scans the
settings were: isolation window of 2 Da, max list size of 500,
exclusion duration time window of 15 s, a minimum signal of 5,000,
activation time % 10 ms and normalized collision energy ¥4 35%.

The raw data files were submitted to searches using PEAKS
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Studio (version 7, Bioinformatics Solution, Waterloo, Canada)
(Zhang et al., 2012). The search parameters were: no enzyme
specificity; precursor mass tolerance set to =10 ppm and a frag-
ment ion mass tolerance of =+0.5 Da; oxidized methionine
(M p15.994915 Da) and amidation (—0.98 Da) were set as variable
modifications. The identified peptides were then sorted by their
Average Local Confidence (ALC) > 85% to select the best spectra to
annotate.

1. Results

11, HPLC analysis of bioactive peptide hydrolysis by BjV using EDTA
and PMSF

Initially we examined the hydrolysis of the IBC, STT, SP, PP, NPY,
PYY, Leu-E and Met-E by BjV and noted that NPY and PP were by far
the best substrates for this venom, with hydrolysis rates around 40
times higher than for SP, the least hydrolyzed substrate. This
observation is interesting since these two peptides belong to the
neuropeptide Y family. NPY and PP were preferentially hydrolyzed
by serine peptidases, with inhibition by PMSF varying from
59.5 + 13% and 81 * 1.4% when compared to positive controls.
Somatostatin was hydrolyzed exclusively by serine peptidases,
since PMSF totally inhibited its cleavage. In contrast, substance P
was cleaved only by metallopeptidases with 100% inhibition by
EDTA, there was no inhibition by PMSF (Fig. 1). Finally, Leu-E and
Met-E were not hydrolyzed by BjV, even after prolonged incuba-
tion. All specific activities rates along with peptidase activity of BjV
towards angiotensin I are shown in Supplementary Table 1.

12, Neutralization by antivenom

The commercial antivenom produced by the Butantan Institute
(BAV) almost completely neutralized the cleavage of substance P,
which is a substrate only for metallopeptidases. On the other hand,
BAV did not prevent the hydrolysis of somatostatin, a specific
substrate for venom serine peptidases (<10% neutralization). The
hydrolysis of pancreatic polypeptide (PP) and peptide YY was well
neutralized by BAV, reaching 89 * 2.1% inhibition; this was not the
case for the neuropeptide Y, since the maximum inhibition ob-
tained was 46.5 + 0.7%. Insulin B chain hydrolysis was also well
neutralized by BAV, with 73.5 £ 4.9% inhibition (Fig. 1).
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Fig. 1. Inhibition of bioactive peptide hydrolysis by BjV using EDTA, PMSF and BAV.
Samples of BjV (2 mg) were incubated with the inhibitors (final volume %2 100 mL)and
the results are expressed as specific activity of the venom (Mmole//min/mMg). Experi-
ments were made in triplicate and are shown as means + SD.

13, Determination of cleavage points by mass spectrometry

The fragments of the biological active peptides, substrates for
BjV, were manually collected (Supplementary Fig. 2) and analyzed
by mass spectrometry, as shown in Fig. 2A (neuropeptide Y frag-
ments, Supplementary Fig. 3) and Fig. 2B (IBC, STT and SP). It is
important to note that only fragments with average local confi-
dence (ALC) C85% were considered for analysis. Several NPY, PYY
and PP fragments presented Arg or Tyr residues at the P1 position
(Schechter and Berger, 1967), indicating trypsin and chymotrypsin-
like activities, since the hydrolysis of these substrates was prefer-
entially inhibited by PMSF (Fig. 1). Also, the tripeptide C-terminus
moiety (GIn/Pro-Arg-Tyr), present in all members of the neuro-
peptide Y family- and very important for performing their biolog-
ical activities -was released in all three peptides by BjV. However,
we observed a complex hydrolysis pattern of these three substrates,
indicating that the BjV peptidases together can cleave sequences
with hydrophobic, polar or charged amino acids at the P1 position.
The number of different fragments generated from members of the
neuropeptide Y family varied between 10 and 12 (Fig. 2A).

Somatostatin was cleaved at least at two points by serine pep-
tidases, since PMSF totally inhibited formation of the FFWK frag-
ment (Fig. 2B), which was the only one detected by mass
spectrometry. Thus, somatostatin was cleaved between N-F and K-T,
showing that BjV serine peptidases present a broad specificity of
hydrolysis.

Substance P was cleaved in several points by metallopeptidases,
with at least six fragments detected by mass spectrometry analysis.
Only the N-terminal region of the peptide, RPKPQQ, was left intact
(Fig. 2B).

Insulin B chain was hydrolyzed by both classes of peptidases,
generating at least eight different fragments. Two out of three
metallopeptidase cleavages detected in the presence of PMSF
occurred when Leu was at the P1’ position (Ala-Leu and Tyr-Leu),
which is in agreement with the specificity of SVMPs, such as
bothropasin and atrolysin (Paes Leme et al., 2011). Again, oneserine
peptidase cleavage observed in the presence of EDTA, occurred
when Tyr was at the P1 position, indicating chymotrypsin-like ac-
tivity (Fig. 2B).

Comparison of the points of IBC cleavage when using BAV and
EDTA, demonstrated that the hydrolysis between Ala-Leu residues
was completely blocked by both, indicating an effectiveness of the
commercial product to block metallopeptidases (Fig. 2B).

2. Discussion

Considering that identifying substrates is a crucial step to gain
insights into the precise functions of venom peptidases and their
mechanisms of action in biology and envenomation, we decided to
study the possible hydrolysis of bioactive peptides by BjV. The main
peptide substrates studied here are involved with the maintenance
of energy homeostasis, blood pressure regulation, pain sensation
and as regulators of glucose/insulin/glucagon levels. Surprisingly,
the biological active peptides were most susceptible to serine
peptidase degradation, instead of metallopeptidases, which are the
most abundant toxins in BjV. This fact could be associated to the
much higher autolysis rate described for SVMP than to SVSP, even
in the presence of specific inhibitors (Nicolau et al., 2017). Although
BjV hydrolyzed most of the peptides studied, not all were cleaved,
as bradykinin and the enkephalins, which indicate a sort of selec-
tivity of these enzymes toward some peptides, such as the mem-
bers of the neuropeptide Y family. This family consists of 36 amino
acid peptides exhibiting C-terminal amidation and includes the
neuropeptide Y, peptide YY and the pancreatic polypeptide
(Conlon, 2002). All three peptides were preferentially hydrolyzed

116
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A

Neuropeptide Y

YPSKPN|PGED|AP|AEDMARY | Y|SAL|R |H|Y|INLITR |QRY-NH;

Peptide YY

YPIKP|E|A|PG|EDASPEE|LNR | YY|AS|LR |H|Y|LN|LVTR |Q|RY-NH2

Pancreatic Polypeptide

APLEPMYP|GDYATHE|QR|A|Q|YETQL|R|R|Y|IN|TLTR |PRY-NH2

B

Insulin Beta Chain Substance P Somatostatin
v
Bj FVNQHLCG A SHLVEA®L #Y A 8LVCGERGFFYTPKA RPKPQQeFerGeLeM AGCKN AFFWK A TFISC
FVNQHLCG A SHLVEALY A LVCGERGFFYTPKA NH. AGCKN A FFWK A TFTSC
EDTA
PASF FVNQHLCGSHLVEA L @ Y 8LVCGERGFFYTPKA RPKPQQeFeFGeLeM NH.
BAV FVNQHLCG A SHLVEALY A LVCGERGFFYTPKA NH. AGCKN A FFWK A TFTSC

Fig. 2. Pannel A Analysis of cleavage sites of Neuropeptide Y, Peptide YY and Pancreatic Polypeptide by mass spectrometry (BjV). Pannel B Analysis of cleavage sites of insulin B

chain, substance P somatostatin by Bothrops jararaca venom (BjV). These bioactive peptide hydrolyses were studied in the presence of EDTA, PMSF and Bothrops antivenom (BAV),

and the products were analyzed in Orb-Trap mass spectrometer. = - represents serine peptidase hydrolysis; C - represents metallopeptidase hydrolysis.

by serine peptidases from BjV, and despite the 70% identity among
them, the hydrolysis of PYY was almost 10 times lower than NPY
and PP. Moreover, the serum neutralization levels varied greatly
among them and the lowest level of inhibition was obtained using
the NPY as substrate. Thus, the results obtained with the members
of the neuropeptide Y family demonstrate that at least one serine
peptidase isoform from the BjV was not blocked by commercial
antivenoms produced by the Butantan Institute.

The C-terminal amidated tyrosine of the NPY peptide family is
important for their biological activity, which is responsible for
binding on its receptors, and the removal of tyrosine residue causes
the loss of their in vivo functions (Grundemar and Hakanson, 1990).
The results showed that BjV is able to remove the C-terminus tri-
peptide of the NPY hormone family after incubation with the
venom, indicating that the BjV is able to inactivate these peptides.
The effective hydrolysis and inactivation of neuropeptide Y and
pancreatic polypeptide by the whole BjV in vitro could be associated
with hypotension, since the intact members from the neuropeptide
Y family have their in vivo activities related to vasoconstriction
(Hodges and Sparks, 2014). It is important to note that a family of
peptides with ACE inhibitory activity, the BPPs (Bradykinin-
Potentiating Peptides), is present in the venom of B. jararaca
(Camargo et al., 2012). Also, while bradykinin is totally resistant and
angiotensin-I is degrade by BjV (Kuniyoshi et al., 2012), it contains a
serine peptidase able to release bradykinin from the high molecular
weight kininogen (KN-BJ) (Serrano et al., 1998). Together, the data
presented here comes to contribute to the better understand the
mechanisms of hypotension observed in cases of human enven-
omation by B.jararaca.

Pancreatic polypeptide and peptide YY can also inhibit insulin
secretion (Boey et al., 2006, Deng and Whitcomb, 2006), and the
hydrolysis of these molecules by BjV could promote unbalance of
energy during the envenomation, such as alterations  in plasmatic

glucose levels of mice experimentally envenomed by Bothrops jar-
aracussu venom (Zenietal., 2007). However, the glucose alterations
associated to envenomation by Bothrops alternatus are controver-
sial in the literature. Mello et al. (2010) observed glucose increment
on rats urine envenomed by Bothrops alternatus, while Dias et al.
(2012) observed no significant alterations in glucose levels in the
blood of anesthetized dogs. In this way, our results, in association
with this controversy in the literature, indicate that this phenom-
enon deserves further studies in the future.

Substance P is the most potent tachykinin ligand for the high-
affinity neurokinin-1 receptor, and this peptide was the only sub-
strate exclusively hydrolyzed by BjV metallopeptidases. SP was first
described as an antinociceptive peptide that is opioid-receptor
dependent (Hall and Stewart, 1983; Yeomans and Proudfit, 1992)
but later was also characterized as an important factor in the car-
diovascular system, modulating heart rate and blood pressure
(Mistrova et al., 2016). The substance P antinociceptive activity is
controversial, and it seems to be dependent on the dose used (De
Felipe et al., 1998; Frederickson et al., 1978; Oehme et al., 1980).
The mass spectrometry analysis demonstrated that the only intact
fragment of SP was SP1., and this fragment was reported to be
unable to activate the neurokinin-1 receptor (Vigna, 2001), indi-
cating the inactivation of substance P by the metallopeptidases
present in the BjV. Okamoto et al. (2014) isolated a P-I SVMP from
the venom of B. moojeni with proteolytic activity over substance P,
and interestingly, three of the four cleavage points detected in this
work were present in their work, indicating the presence of a
BmooMPa-I like SVMP in the BjV. Another metallopeptidase called
lebetase I, isolated from the venom of Vipera lebetina also hydro-
lyzed substance P and one of the sites (Gly-Leu) coincided with our
results with BjV (Trummal et al., 2000). The BAV was able to
practically fully block the SP hydrolysis, similar to EDTA, a metal-
loprotease inhibitor, showing the efficacy of the commercial
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product to block the metalloproteases of the BjV.

SP is a known substrate for DPP 1V, and the presence of this
serine protease has already been detected in several snake venoms
(Aird, 2008). Also, a DPP IV activity was measured in the BjV when
using a synthetic substrate (Gasparello-Clemente and Silveira,
2002). However, this activity was not observed using the meth-
odology described in the present study using SP as substrate, which
shows its degradation by metallopetidases. Thus, we could hy-
pothesize that the SP degrading activity could be related to a
preferential metallopeptidase activity when using the total BjV.

Some studies demonstrated that somatostatin has an anti-
nociceptive effect when injected in different mammal models, and
that it has been able to inhibit several kinds of pain. Therefore, the
degradation of this peptide by BjV could be related to the persistent
local pain described on the envenomed patients (Rai et al., 2015).
The BAV was not able to block the STT hydrolysis, and since the
PMSF, which is a serine proteases inhibitor, fully blocked the STT
hydrolysis by the venom, once more we assume that the BAV is
unable to block at least one serine peptidase from this venom. An
identical phenomenon, that is, the failure of the commercial anti-
venom to block serine peptidases, was observed when we studied
the hydrolysis of dynorphin A, angiotensin I and FRET substrates
selective for the metallopeptidases and serine peptidases from BjV
(Kuniyoshi et al., 2012).

AlthoughLeu-and Met-enkephalinshavebeencharacterized as
substrates for the Naja atra venom (Anderson etal.,1998; Anderson
and Dufton, 1997) this was not the case for BjV which, differently
from the Naja venom, does not present a neurotoxic effect during
the envenomation process.

Other studies have already demonstrated that the insulin B
chain can be degraded by metallo- and serine proteases from BjV
(Mandelbaum et al., 1967; Tanizaki et al., 1989). Regarding the
specificity of BjV proteases upon the oxidized insulin B chain, our
work showed identical cleavage points when compared with re-
sults described by both metalloproteases bothropasin and jar-
arhagin, Ala-Leu and Tyr-Leu, and similar cleavage point by the
serine protease BPA, with hydrophobic aromatic residue at P1 po-
sition (Fox et al., 1986). This substrate was hydrolyzed by both
classes of proteases and it clearly showed a good BAV neutralization
of metallopeptidases, as the Ala-Leu cleavage point was totally
abolished. In contrast, the Tyr-Leu bond hydrolysis by both serine
and metallopeptidases of the BjV is partially inhibited by BAV and,
thus, we believe that the remaining activity is due to the lack of
neutralization of the SVSPs responsible for this cleavage.

Although there is no information in the literature, we cannot
rule out the possibility that the fragments generated from the hy-
drolysis of the peptides used in the present study may present
biological activities.

1. Conclusions

In conclusion, our study presents new peptide substrates for the
most abundant toxins in the BjV, the snake venom metallo and
serine peptidases. The data presented in this study may contribute
to the better understanding of the envenomation process, since
these peptides show a wide spectrum of biological activities acting
on the neural, endocrine, immune and gastric processes. Consid-
ering that these peptides are well degraded in vitro by the whole
BjV, it could be expected, likewise, that they will be degraded
in vivo. However, it is important to stress that in vitro techniques
have limitations, and this work cannot confirm possible alterations
in these biological peptides concentration in vivo and this possi-
bility certainly must be studied in the future. Finally, aside from the
effective inhibition of metallopeptidases, the Brazilian antivenom
used for human therapy was insufficient for the full in vitro

neutralization of the serine peptidase activities here demonstrated,
indicating that further studies about SVSPs immunogenicity are
necessary to significantly improve the efficacy of the anti-bothropic
serum.
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