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RESUMO

Silva, D.A. Abordagens experimentais em protedmica e glicémica aplicadas a
caracterizagcdo do veneno de Bothrops alcatraz. 2015. 178p. Dissertagéao

(Mestrado) - Programa de POs-Graduacdo em Bioquimica. Instituto de Quimica,
Universidade de Sao Paulo, S&o Paulo.

O género Bothrops apresenta ampla distribuicdo pelo territério brasileiro, sendo a
espécie B. jararaca seu representante de maior importdncia médica na regiao
sudeste. Andlises genéticas e filogeograficas descrevem a existéncia de um grupo
monofilético, denominado grupo Jararaca, que inclui, além da espécie B. jararaca, as
espécies insulares B. alcatraz e B. insularis. A proximidade evolutiva entre estas
espécies, cujo desenvolvimento se iniciou no Pleistoceno, e suas diferencas quanto
a dieta, levantam subsidios para o entendimento de seus venenos e suas atividades
biologicas. O objetivo deste estudo foi a caracterizacdo dos componentes do veneno
de B. alcatraz por diferentes metodologias analiticas com a finalidade de aprofundar
o conhecimento sobre os venenos do género Bothrops e sobre a evolucdo dos
venenos das espécies do grupo Jararaca. As abordagens analiticas utilizadas foram
a avaliacdo do proteoma dos venenos do grupo Jararaca por eletroforese e
identificacdo de proteinas por digestdo com tripsina e analise por cromatografia
liguida acoplada a espectrometria de massas (LC-MS/MS), analise do N-terminoma
e do peptidoma do veneno de B. alcatraz por LC-MS/MS e andlise da glicosilacao
dos venenos do grupo Jararaca pelo tratamento com glicosidases, cromatografia de
afinidade a lectinas (concanavalin A, ConA; wheat germ agglutinin, WGA; peanut
agglutininin, PNA) e caracterizacdo do N-glicoma por MS". Os perfis eletroforéticos
unidimensionais, obtidos com e sem reducdo das proteinas, mostraram que 0O
veneno de B. alcatraz difere dos venenos de B. jararaca (adultos e filhotes) e do
veneno de B. insularis (adultos). O perfil eletroforético bidimensional do veneno de
B. alcatraz corroborou estas diferencas e revelou que a coleta do veneno na
presenca ou auséncia de inibidores de proteinases tem influéncia no nimero de
spots visualizados. Os resultados da andlise dos proteomas dos venenos do grupo
Jararaca mostraram que ndo ha diferencas qualitativas significantes entre eles, e
que os trés apresentam um padréo similar de distribuicdo das classes de toxinas. A
andlise quantitativa label free dos proteomas revelou algumas diferencas, indicando
que o veneno de B. alcatraz apresenta maior conteldo de metaloproteinses e

fosfolipases A2, que os venenos de B. jararaca e B. insularis. A identificacdo do



peptidoma do veneno de B. alcatraz mostrou diversas formas de peptideos
potenciadores de bradicinina, além de produtos de degradacéo de diferentes classes
de toxinas. A avaliacdo da glicosilacdo das proteinas dos trés venenos revelou que
apos a remocao das cadeias de N-glicanos e O-glicanos os perfis eletroforéticos se
mostram mais parecidos. A identificacdo das proteinas do veneno de B. alcatraz que
mostraram afinidade pelas lectinas revelou que a ConA interagiu com um ndmero
maior de componentes, seguida por WGA e PNA. As andlises qualitativa e
quantitativa do N-glicoma dos venenos do grupo Jararaca mostrou que 0sS trés
venenos compartilham as mesmas estruturas de N-glicanos e em abundéncia
relativa similar. Em conjunto, os resultados deste estudo indicaram que no grupo
Jararaca, os proteomas dos venenos das espécies B. jararaca e B. insularis
apresentam similaridade entre si, e se diferem do veneno de B. alcatraz,

principalmente com relacédo ao grau de glicosilacdo de suas proteinas.

Palavras-chave: protebmica, espectrometria de massas, glicosilagcdo, Bothrops,
veneno de serpente, peptidémica.



ABSTRACT

Silva, D.A. Experimental approaches in proteomics and glycomics applied to
the characterization of snake venom Bothrops alcatraz. 2015. 178 p. Master’s
Thesis — Graduate Program in Biochemistry. Instituto de Quimica, Universidade de
Sé&o Paulo, Sao Paulo.

The Bothrops genus is largely distributed on the Brazilian territory, and B. jararaca is the
species of most medical importance in the Southeastern region. Genetic and
phylogeographic analyses describe the existence of a monophyletic group, named Jararaca
group, which is composed of B. jararaca and of the insular species B. alcatraz and B.
insularis. The close evolutionary relationship between these species, which started in the
Pleistocene era, and their diet-related differences, are important aspects for the
understanding of their venoms and biological activities. The aim of this study was to
characterize the venom of B. alcatraz by different analytical methodologies, in order to
advance the knowledge on the venoms of Bothrops genus and on the evolution of the
venoms of species of the Jararaca group. The analytical approaches used in this study
included the charactrization of the proteomes of the venoms of the Jararaca group by
electrophoresis and protein identification by trypsin digestion and analysis by liquid
chromatography coupled to mass spectrometry (LC-MS/MS), N-terminomic and peptidomic
analyses of the venom of B. alcatraz by LC-MS/MS and glycosylation analyses of the
venoms of the Jararaca group by treatment with glycosidases, affinity chromatography to
lectins (concanavalin A, Con A; wheat germ agglutinin, WGA; peanut agglutininin, PNA) and
characterization of the N-glicomes by MSn. The one-dimensional electrophoretic profiles
were evaluated under reducing and non-reducing conditions and showed that the venom of
B. alcatraz differs from B. jararaca (newborn and adult) and B. insularis (adult) venoms. The
two-dimensional electrophoretic profile of B. alcatraz venom corroborated these differences
and revealed that the milking of the venom in the presence or in the absence of proteinase
inhibitors influences the number of spots visualized on the gel. The results of the analysis of
venom proteomes of the Jararaca group showed no significant qualitative differences
between them; moreover, the three venoms showed a similar pattern of distribution of toxins
classes. However, the label free quantitative analysis of these proteomes revealed some
differences, and indicated that the venom of B. alcatraz has a higher content
metaloproteinses and phospholipase A2 than B. jararaca and B. insularis venoms. The
identification of B. alcatraz venom peptidome showed various forms of bradykinin-
potentiating peptides, as well as products of the degradation of different toxins classes. The
assessment of the glycosylation level of proteins of the three venoms showed that after
removal of N-glycan and O-glycan chains their electrophoretic profiles become more similar.
The identification of B. alcatraz venom proteins that showed affinity for lectins indicated that
ConA interacted with a larger number of components, followed by WGA and PNA. The
gualitative and quantitative analysis of the N-glicome of the venoms of the Jararaca group
showed that they share the same N-glycan structures, which were also found in similar
relative abundance. Taken together, the results of this study indicate that in the Jararaca
group, the venom proteomes of B. jararaca and B. insularis show similarity to each other and
differ from the venom of B. alcatraz, especially with respect to the degree of protein
glycosylation.

Keywords: proteomics, mass spectrometry, glycosylation, Bothrops, snake venom,
peptidomics.
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1. Introducéao

1.1. Venenos de serpentes

Dentre as 2430 espécies de serpentes existentes na superfamilia Colubroidea
(Ordem Sqguamata, subordem Serpentes) (Vidal, 2002) apenas uma pequena fracao
(~20%) € considerada de importancia meédica. Essa denominacdo apreciativa é
consequéncia do fato de que apenas algumas familias especificas de serpentes sdo
responsaveis por envenenamentos. Os venenos de serpentes tém como objetivo
principal a predacdo, sendo a ocorréncia de acidentes uma consequéncia da
aplicacdo do veneno como forma de defesa pelo animal contra agressores (Gans e
Elliot, 1968; Thomas e Pough, 1979; Mackessy, 1993; Barlow et al., 2009).

Os géneros desta superfamiia sédo classificados em quatro familias:
Atractaspididae, Colubridae, Elapidae e Viperidae, e a capacidade de producéo de
veneno esta presente em todas elas (Vidal, 2002; Fry et al., 2003). Todavia, as
serpentes de maior importancia médica pertencem apenas as duas Ultimas.

O surgimento da capacidade de producdo de veneno ocorreu no inicio do
desenvolvimento da ordem Squamata, ha milhdes de anos, acompanhado pela
especializacdo do maxilar e da denticdo destes animais (Vidal, 2002; Fry et al.,
2005). Entretanto, o cenario atual mostra que ao longo da evolucdo algumas
espécies de serpentes (alguns membros da familia Colubridae) sofreram perdas
secundérias destes caracteres especializados na inoculacdo de veneno, porém
mantiveram a capacidade de produzir secrecdes toxicas (Vidal, 2002).

No Brasil, os acidentes com serpentes apresentam um grande impacto na

saude publica e a analise das notificacdes recebidas pelo Ministério da Saude indica
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que cerca de 90% destas ocorréncias envolvem um género da familia Viperidae, o
género Bothrops (Melgarejo, 2009).

O territorio brasileiro € habitat de diversos representantes deste género, mas
a espécie de maior repercussao e importancia € a Bothrops jararaca. A evidéncia
recebida por esta espécie decorre do elevado nimero de acidentes ofidicos no qual
ela esta envolvida (Melgarejo, 2009). Esse indice elevado é consequéncia de sua
distribuicdo em regides populosas do pais (desde o sul da Bahia até o Rio Grande
do Sul) e sua facil adaptacédo a diferentes ambientes (Furtado, 2005).

Apesar da ampla distribuicdo da capacidade de produgcdo de veneno entre
varias espécies de serpentes, o produto final (0 veneno) apresenta uma enorme
variabilidade de componentes entre diferentes géneros dentro de uma mesma
familia (Chippaux et al., 1991; Vidal, 2002). Esta variabilidade acarreta em diferentes
guadros de envenenamento, que podem ser classificados de acordo com o género
das espécies envolvidas. Os venenos botropicos apresentam, em linhas gerais,
atividade proteolitica, relacionada com os efeitos locais (edema, bolhas e necrose), e

atividades coagulante e hemorragica (Ministério da Saude, 2001).

1.1.1. Variabilidade na composicédo de venenos de serpentes

Ainda que os venenos do género Bothrops contenham invariavelmente os
mesmos componentes, ha o registro de grande variabilidade interespécies e
intraespécies na composicdo do veneno. Essa observacdo de alta variabilidade € um
evento ubiquo entre serpentes e pode ser observada em diferentes niveis
taxondmicos (Chippaux et al., 1991).

Desta forma, conhecer a variabilidade e os fatores que a influenciaram ao
longo da evolucdo das serpentes permitira avancos na producdo e emprego dos

soros antiofidicos no tratamento das vitimas (Chippaux et al., 1991; Sasa, 1999). Até
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mesmo nos dias atuais, a administracdo de um soro antiofidico especifico é o
tratamento mais adequado para neutralizar os efeitos letais dos venenos de
serpentes (Theakston et al., 2003).

Dentre as variaveis correlacionadas com a variabilidade de venenos existem
fatores geogréficos (localizacdo) e temporais (idade, sexo, sazonalidade) (Chippaux
et al., 1991; Daltry et al., 1996). Dentro do género Bothrops, a espécie B. jararaca
pode ser utilizada para exemplificacdo da existéncia de variacdo na composicédo do
veneno dirigida pelo dimorfismo sexual (diferencas entre machos e fémeas) (Furtado
et al., 2006; Menezes et al., 2006; Pimenta et al., 2007) e pela idade (ontogenia)
(Zelanis et al., 2010, 2011, 2012). Como exemplo de variabilidade relacionada com a
localizacdo geografica da serpente citam-se casos de envenenamentos por B. atrox,
onde esta variabilidade mostra-se um fator importante a ser considerado no
tratamento das vitimas de acidentes ofidicos (Calvete et al., 2011).

A influéncia destas varidveis na composicdo do veneno € consenso na
literatura, e varios exemplos podem ser citados, entretanto, um item permanece em
discusséo: a influéncia da dieta ao longo da evolugédo. Chippaux et al. (1991) citaram
trés trabalhos que indicavam ndo ter sido encontrada qualquer evidéncia que
suporte a correlacao entre dieta e composi¢cao do veneno. Outro ponto defendido por
alguns grupos considera que as variabilidades sdo produtos de eventos neutros
durante a selecdo natural, e que as serpentes seriam capazes de injetar uma
quantidade de veneno muito acima daquela capaz de levar a presa a morte, o que
faria da dieta um fator pouco significativo para dirigir a evolugdo dos componentes
de veneno (Sasa, 1999; Mebs, 2001). Todavia, outros trabalhos relatam uma relagao
significativa entre dieta e venenos de serpentes, sugerindo que 0s venenos Sao mais

potentes para suas presas naturais do que em outros modelos (Daltry et al., 1996;
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Da Silva e Aird, 2001; Li et al.,2005; Barlow et al., 2009; Gibbs e Mackessy, 2009;
Casewell et al., 2009; Richard et al., 2012; Casewell et al., 2014,).

Daltry et al. (1996) compararam os perfis eletroforéticos de venenos de
Calloselasma rhodostoma e chegaram a conclusdo de que a variabilidade
intraespecifica observada € consequéncia de diferentes dietas as quais
determinadas populacdes sdo submetidas. Os autores também sugeriram que tal
caracteristica € herdada e mudar os habitos alimentares de animais em cativeiro ndo
reflete qualquer mudanca na composi¢ao do veneno.

O trabalho de Gibbs e Mackessy (2009) envolveu seis espécies do género
Sistrurus e demonstrou que espécies cuja dieta se vale predominantemente de
mamfiferos apresentam veneno com DL50 (dose letal mediana) muito menor em
mamiferos do que em lagartos e ras. Barlow et al. (2009) avaliaram o contetdo
gastrointestinal de algumas espécies do género Echis e com dados obtidos de
ensaios in vivo sobre artropodes observaram uma forte evidéncia de que a variacao
na composicdo do veneno é resultado de uma adaptagdo evolutiva a diferentes
dietas. O estudos de Casewell et al. (2009) e Richard et al. (2012) corroboram estas
observacdes dentro do género Echis. Da Silva e Aird (2001) analisaram venenos do
género Micrurus e concluiram que estes venenos também possuem atividades mais
potentes para suas presas naturais (outras serpentes) do que para camundongos.

Analisando o caso da espécie Aipysurus eydouxii, Li et al.(2005) sugeriram
que a mudanca da dieta, anteriormente baseada em peixes, para uma composta
exclusivamente por ovos de peixes levou a delecdo de importantes toxinas e a perda
do aparato inoculador de veneno.

A despeito do fato de que venenos de serpentes apresentam variabilidade,

permanecem ainda as discussdes sobre quais fatores estdo de fato correlacionados
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a esta. Todavia, a plasticidade dos venenos ao longo da evolugdo pode ser
considerada um resultado da alta taxa de mutagcdes ndo sinbnimas nos genes
codificadores de toxinas, caracteristica que favorece a rapida diversificacdo de
toxinas por alteracbes na estrutura primaria das proteinas (Deshimaru et al., 1996;

Ogawa et al., 1996; Kordis e Gubensek, 2000).

1.1.2. Composic¢éo do veneno Botropico

Os venenos de serpentes sdo misturas concentradas, de alto grau de
complexidade, compostas predominantemente por proteinas, que podem ser
classificadas em componentes enzimaticos e ndo enzimaticos. As principais
proteinas (toxinas) com acao enzimatica encontradas no veneno de serpentes do
género Bothrops sdo metaloproteinase (Snake Venom MetalloProteinase, SVMP),
serinoproteinase (Snake Venom Serine Proteinase, SVSP), fosfolipase A2 (PLA2), e
L-aminoacido oxidase (LAAO).

As SVMPs constituem uma complexa classe de toxinas muito abundante nos
venenos botrépicos e cuja acdo proteolitica esta relacionada com hemorragia,
atividades fibrinogenolitica, fibrinolitica e apoptética, ativacdo de fatores da cascata
de coagulacado e inibicdo da agregacdo plaquetaria (Fox e Serrano, 2008, 2009). A
existéncia de mdultiplos dominios em sua estrutura, 0 intrincado processamento de
seus zimogénios e a variabilidade entre seus constituintes levou a classificacao
dessas metaloproteinases em trés classes principais (P-I, P-II, P-lll), considerando o
processamento e a organizacdo de seus dominios nas proteinas maduras (Fox e
Serrano, 2008). As serinoproteinases também apresentam atividade sobre a cascata
de coagulagdo, sistema fibrinolitico e calicreina-cinina, ocasionando o desequilibrio

da hemostasia (Serrano e Maroun, 2005; Serrano, 2013).
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As fosfolipases A2 sdo enzimas envolvidas no processo de necrose de fibras
do mausculo esquelético (atividade miotoxica), inflamacdo e dor (Teixeira et al.,
2003). Fosfolipases B (PLB) foram também descritas recentemente em venenos do
género Bothrops (Souza et al., 2013), e diferem das classicas enzimas da classe A2,
abundantes em venenos, por clivar em diferentes posicbes na estrutura de
fosfolipideos (Wilton e Waite, 2002). O trabalho de Bernheimer et al. (1987) mostrou
que uma PLB isolada do veneno de Pseudechis colletti apresentava atividade
hemolitica em hemécias humanas e de coelho. L-amino&cido oxidases atuam na
alteracdo da funcdo plaquetaria e causam desordens na coagulacéo do plasma (Guo
et al., 2012; Fox, 2013; lzidoro etal., 2014).

Entre as toxinas sem atividade enzimética encontra-se a classe das lectinas
tipo-C, os peptideos potenciadores de bradicinina (Bradykinin potentiating peptide,
BPP), proteinas secretérias ricas em cisteinas (Cysteine Rich Secretory Protein,
CRISP), disintegrinas e fatores de crescimento como os sWEGF e svNGF (snake
venom Vascular Endothelium Growth Factor e snake venom Nerve Growth Factor,
respectivamente).

As lectinas do tipo C sao proteinas semelhantes em termos estruturais, mas
que diferem quanto a atividade de ligagdo a carboidratos e atividades
farmacolégicas. Apresentam um dominio de reconhecimento de carboidrato e estao
envolvidas em processos antagbnicos, tais como atividade anticoagulante, ou de
ativacao ou inibicdo da agregacéao plaquetaria (Ogawa et al., 2005; Morita, 2005). Os
BPPs sdo peptideos ricos em prolina que contém entre 5-13 residuos de
aminoacidos com um residuo de acido piroglutdmico na extremidade N-terminal
(Ferreira e Rocha e Silva, 1965; Camargo et al., 2012). Estes peptideos séo capazes

de inibir a enzima conversora de angiotensina (ECA), promovendo a potenciagcéao da
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atividade da bradicinina e causando hipotensdo. As CRISPs estao relacionadas com
bloqueios de canais i6nicos, inibicdo da contracdo de musculo liso, e atividade
antiangiogénica (Yamazaki e Morita, 2004; Wang et al., 2010; Sunagar et al., 2012;
Lecht et al., 2015). As disintegrinas sdo proteinas de baixa massa molecular
provenientes do processamento das SVMPs e atuam principalmente interferindo na
agregacao plaquetaria (Mc Lane et al., 2004; Wijeyewickrema et al., 2005; Calvete,
2013).

Apesar da aparente simplicidade e individualizagdo das atividades de cada
classe de toxina, os fendbmenos observados no envenenamento Sao consequéncias
de uma acéo integrada de todas estas classes e suas diversas proteoformas (Aird et
al., 2015; Doley e Kini, 2009). Adicionalmente a ampla gama de classes de toxinas
encontradas nos venenos e de suas varias proteoformas, a complexidade da mistura
€ aumentada diversas vezes pelas modificacbes pds-traducionais frequentemente
encontradas nestes fluidos biolégicos, sendo estas a glicosilacdo, o processamento
proteolitico e a oligomerizacdo (Serrano et al., 2005; Fox e Serrano, 2008; Doley e

Kini, 2009, Yamashiro et al., 2014).

1.2. Grupo Jararaca

No Brasil, a B. jararaca apresenta ampla distribuicAo geografica, de forma
que, além da conhecida variacdo ontogenética acompanhada pela mudanca da
dieta, existe ainda variabilidade regional, ndo somente na composi¢cdo do veneno
como nas caracteristicas do animal, fato que aponta para a possibilidade de a
espécie B. jararaca corresponder a um complexo de espécies e ndo a uma espécie

definida (Grazziotin et al., 2006).
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Em um estudo de genética molecular e analise filogenética envolvendo
representantes de B. jararaca de diferentes regides e duas espécies insulares, B.
alcatraz e B. insularis, Grazziotin et al.(2006) analisaram a variabilidade da
sequéncia do gene mitocondrial do citocromo b (cyt b) entre as populacbes destas
espécies. Seus resultados levaram a uma hipétese para o surgimento das espécies
insulares, segundo a qual estas teriam originado recentemente a partir de
exemplares de B. jararaca, ha cerca de 11.000 anos (Pleistoceno). Estes autores
verificaram ainda que a variabilidade existente entre as serpentes insulares sugere
uma origem a partir de espécimes de B. jararaca de regifes geograficas diferentes,
gue convergiram para uma origem independente. A este grupo tdo préximo,
composto pelas espécies B. alcatraz, B. insularis e B. jararaca da-se o nome de
Grupo Jararaca (Martins et al., 2001).

Acredita-se que o0 surgimento das ilhas da Queimada Grande e do
arquipélago de Alcatraz ocorreram pela elevacdo do nivel do mar no periodo
Pleistoceno, e que o isolamento de individuos de B. jararaca possibilitou o
desenvolvimento das novas espécies (especiacdo) com base no tipo de presa
disponivel em cada ambiente (Marques et al., 2002a, Grazziotin et al., 2006)

(Figural).
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Ancestral: Bothrops jararaca

~11.000 anos

B. jararaca B. alcatraz B. insularis

llha

Continente

Alcatrazes Queimada Grande

Figura 1. Esquema do processo de especiacdo enwlhido no desenwlvimento do Grupo Jararaca. O
painel A ilustra a ocupacao de espécimes de B. jararaca no periodo Pleistoceno (ha~11.000 anos) e o
painel B ilustra que a elevacdo do nivel dos oceanos lewou ao isolamento geografico de alguns
individuos de B. jararaca que originaram as espécies insulares hoje conhecidas por B. insularis (na
ilha da Queimada Grande) e B. alcatraz (na ilha de Alcatrazes). Adaptado de Marques et al. (2002a).

B. insularis é uma espécie exclusiva e endémica da llha da Queimada
Grande, no litoral paulista, com habitos arboricolas e mudanca ontogenética na
dieta, assim como ocorre em B. jararaca, onde os individuos jovens alimentam-se de
animais ectotérmicos (artropodes e anfibios) e os adultos apresentam uma dieta
baseada exclusivamente em aves. Diferentemente da B. jararaca, entretanto,
individuos de B. insularis ndo apresentam dieta generalista, devido a limitacdo de
recursos na ilha, que implica em uma alimentacdo baseada quase exclusivamente

em aves por espécimes adultos (Valente et al., 2009). Os estudos disponiveis sobre
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o0 veneno de B. insularis demonstram que o padrdo do envenenamento por esta
serpente € caracteristico do género Bothrops, com efeitos locais (edema,
hemorragia e necrose) e sistémicos (coagulopatia) (Valente et al., 2009). Outros
estudos mostram uma rapida acdo do veneno, com evolugcdo para o quadro de
“‘choque” e consequente morte dos modelos animais e uma agao mais pronunciada
sobre aves (Zelanis et al., 2007).

B. alcatraz é uma espécie endémica e exclusiva do arquipélago de
Alcatrazes, localizado no litoral paulista. O arquipélago € constituido por seis ilhas,
sendo que a presenca desta espécie ocorre apenas na ilha de maior formacao do
arquipélago, a llha de Alcatrazes. A ilha € rochosa e abriga o maior ninhal de aves
marinhas do sudeste brasileiro, € morcegos sao 0s Unicos representantes de
mamiferos & encontrados. Dentre os répteis existem, além de B. alcatraz, lagartos e
outras serpentes (como por exemplo, Micrurus cf corallinus e Dipsas albifron)
(Marques et al., 2002b; Narvaes, 2007; Moraes, 2011). A espécie foi descrita em
2002 por Otavio Marques (Marques et al., 2002b), cujo estudo mostrou o habito
alimentar como sendo equivalente aquele de individuos juvenis de B. jararaca.
Dadas as condi¢cBes propiciadas pela ambiente insular, B. alcatraz mantém uma
dieta restrita e baseada em ectotérmicos durante toda a vida, alimentando-se
principalmente de lagartos, lagartixas e lacraias. Espécimes de B. alcatraz adultos
apresentam tamanho inferior ao observado para individuos adultos de B. jararaca
(Furtado, 2005).

Eventos de especiacdo por isolamento geografico por barreiras
intransponiveis, como ilhas, sdo 6timos modelos de estudo de variabilidade e

constituem um quadro favoravel ao estudo do mecanismo evolutivo responsavel pela
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diferenciacdo e variabilidade entre as espécies encontradas no continente e nas
ilhas.

A andlise do perfil eletroforético unidimensional, em condi¢cdes ndo redutoras,
mostra a existéncia de padrdes proteicos diferentes entre os venenos de B. alcatraz
e B. jararaca, assim como ocorre com outras espécies de serpentes do género
Bothrops. Ainda, ensaios enzimaticos com o veneno de B. alcatraz mostraram
atividades coagulante e proteolitica maiores do que aquelas do veneno de B.
jararaca (Furtado, 2005).

Diversos estudos sobre a caracterizacéo do proteoma e peptidoma do veneno
de B. jararaca (Serrano et al., 2005; Fox et al., 2006; Zelanis et al., 2010, 2012;
Tashima et al., 2012; Gongalves-Machado et al., 2015) e de B. insularis (Zelanis et
al., 2007; Oliveira-Carvalho et al., 2008; Valente et al., 2009) mostraram a grande
complexidade e variabilidade de sua composicdo, entretanto, nada se sabe sobre o
proteoma/peptidoma do veneno de B. alcatraz, exceto sobre suas atividades

biolégicas (Furtado, 2005; Moraes, 2011).

B. alcatraz B. jararaca B. insularis

- , - M - ¢ 5 o 22 > A2 anl P e 3
Figura 2. Espécimes adultos de B. alcatraz, B. jararaca e B. insularis. Fotos: B. alcatraz por Inacio de
Loiola Meireles Junqueira de Azewedo, B. jararaca por Otavio Marques e B. insularis por Silvia Regina
Travaglia-Cardoso.
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1.3. Anaélise protedmica de venenos

A elevada complexidade dos venenos de serpentes nao se reflete apenas nos
quadros de envenenamento, mas também traz desafios analiticos aos estudos
cientificos focados nesses fluidos biolégicos. O estudo de venenos por abordagens
bioquimicas teve seu inicio com a caracterizacdo de suas atividades biolégicas e
isolamento de toxinas e, posteriormente, incluiu as analises por eletroforese
(unidimensional e bidimensional) como formas de avaliagdo do proteoma total (Fox e
Serrano, 2008).

A eletroforese bidimensional foi amplamente empregada na caracterizacao de
diversos proteomas de venenos e, embora hoje em dia esta técnica esteja caindo
em desuso (por suas limitagbes e dificuldades de reprodutibilidade), a “imagem” de
proteomas de venenos ilustra de forma visual a grande variabilidade existente entre
os diferentes géneros de serpentes.

A existéncia de multiplos componentes e suas Varias proteoformas também
representa um desafio pelas limitagbes analiticas em si. A elevada complexidade
dos venenos faz com que métodos de fracionamento sejam necessarios, de modo a
reduzir o nimero de componentes por fracdo e aumentar assim a identificacdo de
componentes menos abundantes. Nesse sentido, as eletroforeses unidimensional e
bidimensional foram aos poucos sendo substituidas por processos cromatograficos
(Fox e Serrano, 2008; Calvete, 2011).

Muitos processos cromatograficos podem ser empregados como forma de
descomplexacdo das amostras de veneno, e 0s resultados sugerem que a analise
de subproteomas permite maior identificacdo de proteinas do que a analise do
proteoma total (Paes-Leme et al., 2009; Calvete et al., 2007; Zelanis e Tashima,

2014,).
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Com os avancos das metodologias analiticas aplicaveis as proteinas,
principalmente a técnica de espectrometria de massas (Mass Spectrometry, MS), o
acesso aos componentes dos venenos foi amplificado ao longo dos anos (Calvete et
al., 2007; Fox e Serrano, 2008; Calvete, 2011). Outra metodologia, indireta, mas
bastante aplicada aos estudos das proteinas de veneno, e que auxilia no progresso
das analises protedmicas por espectrometria de massas, € a criacdo de bibliotecas
de cDNA construidas a partir do mRNA isolado das glandulas de veneno (Junqueira
de Azevedo e Ho, 2002; Fox e Serrano, 2008; Calvete, 2013).

Assim a geracdo de bancos de transcriptomas aumentou o nuimero de
sequéncias disponiveis no banco de dados de proteinas, o que impactou
diretamente o processo de identificacdo de proteinas por MS. As primeiras
caracterizacdes de genomas de serpentes s6 foram publicadas em 2013 (Python
molurus bivittatus (Castoe et al., 2013) e Ophiophagus hannah (Vonk et al., 2013),
enquanto que nenhum genoma da familia Viperidae foi reportado até o momento.
Como alternativa ao uso de um banco de dados de proteinas, para a identificacdo de
proteinas e peptideos por espectrometria de massas, existe a abordagem
denominada “de novo sequencing” que Uutiliza apenas os dados dos espectros de
fragmentacdo dos peptideos para inferir a sequéncia de aminoacidos. Neste caso,
embora ndo exista a necessidade do banco de dados, o processo € demorado para
andlises de uma grande quantidade de dados, o que torna seu emprego laborioso

(Zelanis e Tashima, 2014).
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1.4. Glicosilagéo

1.4.1. Glicosilagdo de proteinas

“‘Um gene, muitas proteinas, incontaveis glicanos” (Reinhold et al., 2010). O
material genético compacta e armazena as informacdes necessarias para a
producdo do arsenal proteico celular, que é essencial a manutencdo da vida. Como
forma de aumentar o poderio deste arsenal, sem aumentar o nimero de genes, a
célula dispbe de um mecanismo de transcricdo que permite aumentar o nimero de
proteinas produzidas a partir de um Unico gene (splicing alternativo). Entretanto, séo
as modificacdes pos-traducionais que amplificam dramaticamente a complexidade e
funcionalidade das proteinas (Reinhold et al., 2010).

A adicdo de cadeias de carboidratos por meio de ligacdes covalentes as
proteinas € a modificagdo co- e poés-traducional mais proeminente e complexa
encontrada em eucariotos (Spiro, 2002; Hart e Copeland, 2010; Vanderschaeghe et
al.,, 2010; Tharmalingam et al.,, 2013; Lannoo e Van Damme, 2015). Os dois
principais tipos de ligacdo entre cadeias de carboidratos e proteinas sdo a N-
glicosilacdo e a O-glicosilagdo. A letra (N ou O) associada se refere ao 4&tomo da
cadeia lateral do residuo de aminoacido utilizado para a ligacdo covalente com o
oligossacarideo (denominado glicano). Na N-glicosilagdo o glicano é adicionado ao
atomo de nitrogénio da amida da cadeia lateral de residuos de asparagina e na O-
glicosilacédo a adigdo do glicano € feita ao oxigénio da hidroxila da cadeia lateral de
residuos de serina ou treonina (Varki e Sharon, 2009). O processo de glicosilacédo
ndo € um evento randdmico sobre residuos de asparagina ou serina/treonina ao
longo da estrutura primaria das proteinas, pois existem regiées da estrutura primaria

mais ou menos susceptiveis a esta modificacao.
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Da mesma forma como no caso das proteinas, o significado bioldgico
envolvido na glicosilacdo de proteinas ndo pode ser generalizado ou simplificado,
pois as atribuicbes funcionais conferidas por esta modificacdo a uma determinada
proteina podem ser diferentes em cada caso particular, podendo variar de um papel
puramente estrutural até uma funcdo sinalizadora especifica. Mas, podem ser
citadas como funcdes intrinsecas dos glicanos o aumento da solubilidade, atuacéo
no folding e turnover proteico, protecdo contra protedlise e estabilidade (Wormald e
Dwek, 1999; Taylor e Drickamer, 2011; Lannoo e Van Damme, 2015,).

Os autores Taylor e Drickamer (2011) ainda classificam algumas fungdes dos
glicanos como sendo extrinsecas a estes, nestes casos a adicdo dos glicanos esta
relacionada com trafego intra- e extracelular, interac6es célula-célula e célula-matriz
e a atuacdo destas moléculas como mediadores/moduladores da sinalizagéo intra- e
extracelular. O termo extrinseco € utilizado porque a acdo ndo € desencadeada pela
glicoproteina em si, mas sim por uma interacdo desta com uma lectina. Lectinas sao
proteinas que podem ser consideradas como os “receptores” de glicoproteinas. Elas
possuem um dominio capaz de interagir com as cadeias de glicanos, 0 que as faz
componentes tdo importantes em estudos de glicobiologia quanto o0s proprios
glicanos.

As fungBes extrinsecas ilustram a importancia da glicosilacdo de proteinas
fora do ambito puramente estrutural, considerando os aspectos farmacodinamicos e
farmacocinéticos das glicoproteinas. Como ilustracdo da importancia dessa
modificacdo em organismos multicelulares, experimentos envolvendo a eliminagéo
completa de qualquer classe de glicoconjugados (glicoproteinas ou glicolipideos) de
um organismo resultam na morte deste jA nos estagios iniciais de desenvolvimento

(Taylor e Drickamer, 2011). Em contrapartida, a producdo de células knockout para



40

qualquer glicoconjugado gera células viaveis (Taylor e Drickamer, 2011, Zielinska et
al., 2012). Desta forma, é evidente que embora o papel dos glicanos possa ser
avaliado no contexto celular, muitas de suas funcdes s6 sdo reconhecidas com um

olhar que integre diferentes sistemas de um organismo (Taylor e Drickamer, 2011).

1.4.2. N-glicosilagéo

Dentre os tipos conhecidos de glicosilacdo de proteinas, a N-glicosilacéo é a
mais notdria de todas. Este fato € consequéncia de sua enorme frequéncia (Apweiler
et al.,1999), e do maior conhecimento disponivel sobre o processo e as
consequéncias da adicao de N-glicanos a proteinas.

Conforme citado no item 1.4. a adicdo de cadeias de glicanos ao residuo de
asparagina ndo é um evento randdémico, ao contrario, apenas asparaginas em
determinadas posi¢Ges na estrutura primaria sdo candidatas a se tornarem sitios de
N-glicosilacdo. Esta condicdo necessaria para a glicosilacdo de uma asparagina é
definida como sequon, que é uma sequéncia de aminoacidos composta por Asn-X-
Ser/Thr, onde X representa qualquer aminoacido exceto prolina (Schulz, 2012,
Lannoo e Van Damme, 2015). Algumas variacdes deste sequon ja foram registradas
em casos especificos na literatura dos Ultimos anos, entre elas a sequéncia Asn-X-
Cys (Taylor e Drickammer, 2011; Schulz, 2012) e as sequéncias S/TXN (sequéncia
reversa do sequon) e NCG (Valliere-Douglass et al., 2010).

Embora necessaria para a N-glicosilacdo de uma proteina, a ocorréncia de
um sequon em uma estrutura primaria ndo implica na obrigatoriedade da ocorréncia
de glicosilacdo neste ponto (Lannoo e Van Damme, 2015). A identidade do residuo
X na estrutura do sequon (Rao e Wollenweber, 2010) e a insercdo deste em um

contexto estrutural favoravel para a adicdo da cadeia de glicanos séo fatores que
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influenciam as chances de uma asparagina ser glicosilada (Taylor e Drickammer,
2011).

O processo de N-glicosilagdo se inicia no reticulo endoplasmatico granuloso
(REG) durante a sintese proteica que ocorre nos ribossomos e, em decorréncia
deste fato, esta modificacdo pds-traducional também recebe a denominacédo de co-
traducional (Taylor e Drickammer, 2011, Lannoo e Van Damme, 2015). A primeira
etapa do processo consiste na transferéncia de um oligossacarideo denominado
precursor que € composto por uma estrutura denominada core e trés hexoses
(GlcsMangGIcNAc,). Essa transferéncia ocorre em bloco, ou seja, toda a estrutura do
precursor € transferida de um glicolipideo (dolicol) ao residuo de Asn da proteina
nascente no limen do REG (Taylor e Drickammer, 2011). Apos a transferéncia do N-
glicano para a Asn e finalizacdo do processo de tradugdo da proteina, este € entdo
submetido a uma etapa de “trimming” (processamento da extremidade nao redutora
do glicano) que se inicia no REG e continua durante a transicdo da glicoproteina
pelo complexo de Golgi (Taylor e Drickammer, 2011). Nessa etapa ha a remocao e
adicdo de novos monossacarideos ao glicano, processo responsavel pela
diferenciacdo das cadeias de N-glicanos entre diferentes espécies de eucariotos e
pela geracao de diferentes tipos de N-glicanos.

Os N-glicanos séo classificados em trés categorias: rico em manose,
complexo, e hibrido, utilizando como parametro para classificacdo ndo apenas a
composicdo de monossacarideos do oligossacarideo de suas antenas mas também
sua estrutura. A Figura 3 ilustra o processo de N-glicosilacdo de proteinas que
ocorre durante o transito destas pelo REG e complexo de Golgi e os diferentes tipos

de N-glicanos encontrados em animais.
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Figura 3. Processo de N-glicosilacdo em células animais e classificacdo de N-glicanos. Painel A:
descricdo da rota de N-glicosilacdo de proteinas partindo da sintese proteica vinculada ao REG até o
mecanismo de secrecdo e incorporacdo de proteinas na membrana plasmatica. llustragcdo adaptada
de Taylor e Drickammer (2011). Painel B: classificacdo de N-glicanos. A caixa laranja sinaliza a
estrutura denominada core dos N-glicanos, que € comum a todos as classes. A caixa vermelha ilustra
a adicdo de uma fucose ao core. As setas para cima representam o elongamento das antenas de
cada N-glicano. Adaptado de Eisenmann (2005).

A definicdo de cada classe de N-glicano é o resultado do balanco final entra a
acdo de manosidases e outras glicosiltransferases envolvidas ao longo do
processamento dos oligossacarideos no REG e no complexo de Golgi. A
classificacdo considera a composicdo final de monossacarideos das antenas das
estruturas (antena é a denominacdo das estruturas adicionadas ao core).

Os N-glicanos do tipo rico em manose apresentam apenas manoses Como
constituintes de suas antenas, o tipo complexo contém antenas cujo alongamento se
inicia com N-acetilglicosamina e o tipo hibrido contém antenas contendo unidades

de manose e antenas que se iniciam com N-acetilglicosamina.
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1.4.3 Glicosilagéo de toxinas

Considerando a existéncia de diversos componentes N-glicosilados no
veneno de serpentes do género Bothrops (Lochnit e Geyer, 1995; Murayama et al.,
2003; Silva-Junior et al., 2007; Serrano et al., 1998; 2000; 2005; Silva et al., 2004;
Yamashiro et al., 2014) e a variabilidade intrinseca deste fluido biol6gico, € notavel
que a importancia da glicosilacdo de toxinas permaneca pouco explorada. Um anico
estudo sobre a N-glicosilacdo de proteinas do veneno de Bothrops mostrou 0 uso de
abordagens high-throughput de espectrometria de massas para a caracterizacéo de
N-glicanos em venenos de filhote e adulto de B. jararaca (Zelanis et al., 2012). A
presenca de glicosiltransferases nas glandulas de venenos também ndo tem sido
explorada. Porém, recentemente um estudo sobre transcritos de varios tecidos da B.
jararaca mostrou a presenca de alguns unigenes associados a vias de glicosilacao,
e a analise de enriquecimento de genes indicou a importancia de genes associados
a glicosilacdo para a biossintese de veneno (Junqueira-de-Azevedo et al., 2015).
Mais especificamente, esses autores identificaram varias subunidades da enzima
doligquil-difosfo-oligosacaridio glicosiltransferase, uma enzima que atua como
elemento essencial no complexo N-oligosacaril transferase no processo de
glicosilag&o de proteinas, com expressao relativamente alta na glandula de veneno.

A ocorréncia de glicosilagdo em toxinas sempre foi muito contextualizada sob
0 ponto de vista estrutural, uma vez que esta também esta envolvida na manutencao
da estrutura da toxina. Todavia, conhecer mais adequadamente este processo pode
ser de extrema importancia para o uso terapéutico de biomoléculas, pois tal
propriedade pode influenciar fortemente parametros farmacocinéticos e

farmacodinamicos de proteinas (Hart e Copeland, 2010).
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1.4. Perspectivade contribuicdo do estudo

Com excecdo da B. jararaca, as demais espécies que compdem 0 grupo
Jararaca ocupam o status de Critically Endangered pela International Union for
Conservation of Nature (IUCN) e 0 acesso a estas espécies € extremamente restrito
por 6rgaos federais como a Marinha Brasileira e o IBAMA. Na auséncia de dados
sobre a composicdo do veneno de B. alcatraz, sua caracterizacdo a luz de
abordagens conjuntas em proteémica, peptiddémica e glicbmica, devera trazer uma
importante contribuicdo para elucidar as bases moleculares de sua composicao,
bem como proporcionar subsidios para o entendimento do complexo processo

evolutivo das espécies do Grupo Jararaca.
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2. Objetivos

Este estudo teve como objetivo geral caracterizar o proteoma, peptidoma,
glicoproteoma e N-glicoma do veneno de B. alcatraz. Para tanto, os seguintes

objetivos especificos foram propostos:

- Analisar o perfil proteico do veneno por eletroforese unidimensional e
bidimensional.

- ldentificar as proteinas do veneno por digestdo com tripsina e
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas sequencial (LC-MS/MS),
e busca em banco de dados.

- Analisar os N-terminais naturais das proteinas do veneno por
dimetilacdo e analise por LC-MS/MS.

- Analisar o peptidoma do veneno por LC-MS/MS, e busca em banco de
dados.

- Analisar o N-glicoma do veneno por espectrometria de massas

sequencial (MS").
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3. Material e métodos

3.1. Venenos

Foram utilizadas trés amostras de veneno de espécimes de B. alcatraz:
uma amostra de 20 mg de veneno liofilizado coletado na llha de Alcatrazes e uma
amostra de veneno nao liofilizado proveniente de 6 animais mantidos no Laboratorio
de Herpetologia do Instituto Butantan (cedidas pela Dra. Silvia Travaglia Cardoso), a
qual foi dividida em duas partes, e a uma delas foram adicionados 5 mmoles dos
inibidores de proteases EDTA (acido etileno diamino tetra-acético; Merck Millipore) e
PMSF (sigla em inglés para fluoreto de fenilmetilsulfonila, Sigma-Aldrich). A incluséo
de inibidores de proteases foi baseada em dados anteriores publicados pelo nosso
grupo (Tashima et al., 2012), onde se observou que a adi¢cdo destes ao veneno, logo
apOs sua extracdo, é importante para evitar a degradacdo de proteinas durante sua
manipulacdo para analise prote6mica. As amostras de veneno liofiizado de B.
insularis e B. jararaca foram obtidas do Laboratério de Herpetologia do Instituto
Butantan.

Para todas as etapas de quantificacdo de proteinas do veneno e de suas
fracOes foi utilizado o reagente de Bradford (Bradford, 1976) e uma curva padréo de

albumina sérica bovina (Sigma-Aldrich).

3.2. Analise protedmica

3.2.1. Eletroforese unidimensional

As amostras de veneno de B. alcatraz foram analisadas por eletroforese

unidimensional para visualizacdo de seus perfis proteicos na auséncia e presenca
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de agente redutor. O protocolo utilizado para o procedimento de eletroforese
unidimensional foi descrito por Laemmli (1970). Para as analises em condi¢cbes
redutoras [-mercaptoetanol foi escolhido como agente redutor (Sigma-Aldrich) e,

apos a adicdo do mesmo, as amostras foram aquecidas a 90°C por 5 minutos.

3.2.2. Eletroforese bidimensional

Para as andlises dos venenos por eletroforese bidimensional inicialmente
estes foram submetidos a focalizacdo isoelétrica em fitas comerciais de 7 cm com
um gradiente de pH linear entre 3 e 10 (Immobiline DryStripGel, GE Healthcare).
Para tanto, 50 pg de veneno foram dissolvidos em 125 pL da solugdo comercial
Destreak (GE Healthcare) contendo 1% de anfélitos para a faixa de pH utilizada (IPG
buffer). Essa etapa tem como finalidade a solubilizacdo completa das proteinas para
que estas possam ser absorvidas pela malha da fita de acrilamida. Antes da
aplicacdo de sua aplicacdo sobre a fita, a amostra foi incubada a temperatura
ambiente por 30 minutos e centrifugada a 14 000 x g por 10 minutos. A fita foi entdo
vertida sobre a amostra em um dispositivo de aplicacdo proprio e reidratada por 18
horas, a temperatura ambiente.

Em seguida o processo de focalizacdo (primeira dimenséo) foi realizado no
focalizador Ettan IPGphor Isoelectric Focusing System (GE Healthcare) de acordo
com informacdes do fabricante, a 20°C, utilizando um programa de 3 fases. O
programa foi montado da seguinte forma: 500 V por 45 minutos, 4.000 V por 180
minutos e 5.000 V por 1 hora.

Apés a focalizacdo, as fitas foram removidas e submetidas aos protocolos
de reducdo de pontes de dissulfeto de proteinas com ditiotreitol e alquilacdo de

grupos SH com iodoacetamida, pela incubacdo com as solu¢des redutora (Tris-HCI
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0,05 M, pH 8,4, SDS 20%, glicerol 30%, ureia 6 M e ditiotreitol 20 mg/mL) e
alquilante (Tris-HCI 0,05 M, pH 8,4, SDS 20%, glicerol 30%, ureia 6 M, azul de
bromofenol 0,002% e iodoacetamida 30 mg/mL). Primeiramente, cada fita foi
incubada sob agitacdo em tubos de centrifuga de 15 mL contendo 12 mL da solugéo
redutora por 10 minutos, e posteriormente incubada pelo mesmo tempo e condi¢des
com 12 mL da solucéo alquilante.

Para a segunda dimensao as fitas foram colocadas sobre géis de SDS-
poliacrilamida 12% e cobertas por uma solucdo de agarose 0,5% contendo 0,5% de
azul de bromofenol. A corrida foi realizada a temperatura ambiente sob voltagem

constante (120 V) e as proteinas foram coradas pelo método de nitrato de prata.

3.2.3. Analise do proteoma total

3.2.3.1. Digestédo de proteinas em solucéo

Para a analise do proteoma total dos venenos do grupo Jararaca (B.
alcatraz, B. jararaca e B. insularis), 100 ug de proteinas foram submetidos ao
procedimento de digestdo com tripsina em solugcédo. A solubilizacdo das proteinas foi
feita com uma solugdo 6 M de ureia em Tris-HCI 100 mM, pH 7,8. A seguir, foram
adicionados 5 pL da solugédo redutora contendo ditiotreitol 2 mM. Apos 1 hora, foram
adicionados 20 pyL de uma solucdo contendo iodoacetamida 2 mM e a mistura foi
incubada a temperatura ambiente por mais 1 hora. Uma nova incubacao por 1 hora
com 20 pL da solugdo redutora foi necessaria para consumir 0 excesso de
iodoacetamida. Uma vez que as proteinas tiveram suas pontes de dissulfeto
reduzidas e os residuos de cisteina alquilados, foram adicionados 775 pL de agua

desionizada para reduzir a concentragdo de ureia presente para 0,6 M, a qual ndo
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interfere na atividade enzimatica da tripsina. Em seguida, foram adicionados 2 ug de
tripsina e a reacdo foi incubada a 37°C por 18 horas. A propor¢cdo de enzima-
substrato foi de 1:50 (m/m; enzima:substrato).

No dia seguinte, a reacdo foi interrompida pela adicdo de 10 pL de acido
formico concentrado, para diminuir o pH do meio. Posteriormente, as amostras foram
concentradas por centrifugacdo a vacuo (Christ) e os peptideos foram dissolvidos
em 400 pL de acido trifluoroacético 0,1% (v/v). Os peptideos foram entédo
dessalinizados em cartuchos de extracdo em fase sélida C-18 (Sep-pak Short tC18;
Waters) seguindo o protocolo indicado pelo fabricante. Ap6és a dessalinizacdo os
peptideos foram novamente concentrados e dissolvidos em 100 uL de acido férmico

0,1% para analise por LC-MS/MS.

3.2.3.2. LC-MS/MS

Para a analise de LC-MS/MS, realizada em duplicata, 3 yL da solucdo de
peptideos foram injetados em uma pré-coluna de C-18 de 2 cm de comprimento
(100 pm D.l. x 360 pm D.E.), empacotada no laboratério, utilizando o cromatografo
Easy I-nanoLC system (Proxeon) acoplado ao espectrbmetro de massas LTQ-
Orbitrap Velos (Thermo Scientific). A separacdo cromatografica dos peptideos foi
realizada em uma coluna de 10 cm de comprimento (75 pm D.l. x 360 um D.E.)
empacotada no laboratério com beads de C-18 de 5 um Aqua C-18 (Phenomenex).
Os peptideos foram eluidos da coluna por meio de um gradiente linear de
acetonitrila de 3 a 35% em &cido formico 0,1% sob fluxo de 200 nL/min. A voltagem
do spray de ionizacao foi configurada para 2.0 kV e o espectrometro de massas foi
operado no modo DDA, no qual o MS? (ou full MS scan) foi adquirido utilizando a

faixa de m/z 300-1800 para varredura com resolucdo de 30.000 no modo FTMS. A



50

fragmentacdo dos dez ions mais intensos de cada MS?' foi realizada por CID
(collision induced dissociation) e os fragmentos analisados no ion trap. A
configuracdo da janela de isolamento, tempo de ativacdo e energia normalizada de
colisdo foram, respectivamente, 3 m/z, 30 ms e 35%. O tempo de exclusdo dinamica
foi ajustado para 90 segundos, com uma lista contendo 500 ions, para diminuir a

aquisicao repetida de um mesmo valor de m/z.

3.2.3.3. Analise dos dados

Os dados brutos (.raw files) dos espectros de MS/MS foram submetidos a
busca no banco de dados por meio do programa MaxQuant 1.5.3.12 (Cox et al.,
2008) utilizando como banco as sequéncias anotadas na taxonomia Serpentes do
Uniprot (disponivel em 16/09/2015; http://www.uniprot.org/; 58.974 sequéncias) mais
as sequéncias obtidas pelo sequenciamento dos transcritos da glandula de veneno
de B. jararaca (Jungueira-de-Azevedo et al., 2015) cedidas pelo Dr. Inacio de Loiola
Meireles Junqueira de Azevedo, do Laboratorio Especial de Toxinologia Aplicada,
Instituto Butantan.

Como modificacdes varidveis foram estabelecidas a oxidacdo de residuos
de metionina e a deamidacado de residuos de asparagina e glutamina, enquanto que
a carbamidometilacdo de residuos de cisteina foi estabelecida como modificacdo
fixa. Os valores de tolerancia para as massas observadas foram 20 ppm para os
precursores selecionados no MS! e 0,5 Da para os fragmentos analisados no ion
trap. A enzima selecionada foi a tripsina, com a tolerancia maxima de 2 sitios de
clivagem perdidos. Para a quantificacé@o relativa de proteinas foi estabelecido o uso
do algoritmo LFQ (label free quantification) entre as amostras de B. alcatraz, B.

insularis e B. jararaca. A taxa de falsos positivos maxima estabelecida foi de 1%.
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3.3. Anédlise N-termin6mica

3.3.1. Selecéo de N-terminais naturais

A analise dos N-terminais naturais das proteinas presentes no veneno de B.
alcatraz foi realizada utilizando o método denominado TAILS (do inglés Terminal
Amine Isotopic Labeling of Substrates) descrito por Kleifeld et al. (2010). Em linhas
gerais, este método consiste na marcagcdo de N-terminais das proteinas por
dimetilacdo redutiva, seguida pelo enriquecimento de amostras contendo os N-
terminais marcados e analise por espectrometria de massas. As proteinas sao
desnaturadas, alquiladas e submetidas a marcacdo por dimetilacdo, processo que
permite o “bloqueio” das aminas primarias do N-terminal e residuos de lisina. Em
seguida, a reacdo de digestdo com tripsina gera peptideos com novos N-terminais
livres, isto é ndo dimetilados, que sdo removidos da amostra posteriormente. Por fim,
0s peptideos selecionados correspondem aqueles com N-terminal bloqueado (N-
terminais naturais) que sao submetidos ao processo de dessalinizacéo,
fracionamento e finalmente submetidos a analise por espectrometria de massas. A

Figura 4 contém um resumo do meétodo utilizado.
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Figura 4. Representacdo esquematica do método TAILS utilizado para andlise do N-terminoma do
veneno de B. alcatraz. A representacdo grafica das proteinas foi adaptada do trabalho de Temming et
al. (2013).

3.3.2. Desnaturacao, reducéo e alquilagéo

Os primeiros passos do protocolo incluram a desnaturacdo e reducdo das
proteinas do veneno (500 pg) utilizando como agente desnaturante hidrocloreto de
guanidina (Sigma-Aldrich) em uma concentracéo final de 4 M e como agente redutor
o ditiotreitol a 5 mM. A solugcdo foi mantida a 65°C por 1 hora e, em seguida, a
reacdo de carbamidometilacdo das cisteinas foi feita pela adicdo de 15 mM de
iodoacetamida (Sigma-Aldrich) e posterior incubacéo a temperatura ambiente por 1
hora em ambiente protegido da luz.

O excesso de iodoacetamida foi consumido por 10 mM de ditiotreitol que

foram adicionados logo apds a reacdo de alquilacdo. Decorridos 15 minutos de
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incubacédo a temperatura ambiente o pH da solucéo foi ajustado para 7 utilizando 4
UL de uma solucdo de hidroxido de sédio 100 mM. O ajuste do pH da solucdo é
necessario para a proxima etapa do protocolo que consiste na dimetilacdo das

aminas primarias.

3.3.3. Dimetilacao redutiva

O método TAILS preconiza o uso de reagentes de dimetilacdo contendo
isotopos de C e H para analises quantitativas entre diferentes amostras, mas no
caso deste trabalho especffico isto ndo foi realizado. As proteinas do veneno foram
marcadas por dimetilacdo usando apenas reagentes contendo &tomos com
distribuicdo a isotopica normalmente observada na natureza e que na analise dos
peptideos identificados foram responséveis por um incremento de massa de 28 Da
por residuo de aminoacido modificado (N-terminal ou lisina).

O processo de dimetilacdo redutiva foi realizado usando cianoborohidreto de
sédio (Sigma-Aldrich) como agente redutor. As concentracdes finais dos reagentes
utilizados foram 40 mM de formaldeido e 20 mM de cianoborohidreto de sddio e a
reacao ocorreu a 37°C por 18 horas. No dia seguinte foram adicionados mais 40 mM
de formaldeido e 20 mM de cianoborohidreto de sodio e a reagéo foi mantida a 37°C
por mais 2 horas, para garantir a dimetilacdo dos residuos de lisina e dos N-
terminais naturais livres das proteinas. A Figura 5 apresenta 0S processos
envolvidos na dimetilacdo dos residuos de lisina e do N-terminal livre de proteinas.

Para o consumo do excesso de reagentes da reacao de dimetilacao, Tris 100
mM (Sigma-Aldrich) foram adicionados e a solugdo mantida novamente a 37°C por 2

horas.
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Posteriormente, as proteinas foram precipitadas com 8 volumes de acetona e 1
volume de metanol gelados por 3 horas a -80°C. A amostra foi centrifugada a
14.000 x g por 15 minutos a 4°C e submetida a duas lavagens com 1 volume de

metanol gelado e centrifugacdo por 10 minutos a 14000 x g a 4°C.

reducéo /CH3
R-NH, + CH,O— R—-NH=CH,+ H,O R—N\H (a)
CH
CH | 3 — CH
R-N_ "+ CH,0— R-N-CH,OH . g-N{ ° (b)
H ~CH

3

Figura 5. Esquema da reagcdo de dimetilacdo redutiva de aminas primarias utilizando formaldeido
como fonte dos grupos metilas (Reproduzido de Abraham et al., 2008). (a): descricdo do processo de
substituicdo de um hidrogénio por uma metila (CH3); (b): substituicdo do segundo hidrogénio gerando
o produto final dimetilado

3.3.4. Digestdo com tripsina

Ao precipitado de proteinas foram adicionados 12,5 pyL de uma solucédo
aguosa de hidréxido de sédio 100 mM e, ap6s sua dissolucdo completa, foram
adicionados 450 pL de uma solugdo de Hepes 50 mM, pH 7,5 (acido 4-(2-hidroxietil)-
1-piperazinetanesulfénico) (Sigma-Aldrich).

A proporcéo utilizada de tripsina:substrato foi de 1:100 (m/m) (Sigma-Aldrich)
e a reacao foi mantida a 37°C por 18 horas. Antes da adicdo da enzima, uma
aliquota de 2 pL de reacao foi reservada e congelada para o passo de confirmacéo
da eficiéncia da digestdo da amostra por tripsina. Para tanto, esta amostra foi
comparada com 2 pL da reacdo reservados ap6s as 18 horas de digestdo, por
eletroforese unidimensional em géis de poliacrilamida 12% contendo SDS (Sigma-

Aldrich) (Laemmli, 1970).
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Apods a confirmacao da eficiéncia da digestdo por tripsina, o proximo passo
incluiu a selecdo negativa dos N-terminais naturais das proteinas utilizando a resina
AminoLink Plus Immobilization 44894 (Thermo Scientific). O passo de digestdo com
tripsina gerou os peptideos que foram submetidos a identificacdo por cromatografia
liquida acoplada a espectrometria de massas (LC-MS/MS). Mas este processo do
protocolo bottom up levou também a geracdo de novos N-terminais, que
diferentemente dos N-terminais naturais presentes na amostra, apresentavam suas
aminas primarias sem marcac¢ao por dimetilacéo.

Aproveitando 0 mesmo principio utilizado na marcacdo dos N-terminais e
lisinas, mas utiizando um suporte sélido como fonte de moléculas contendo a
funcdo aldeido, os N-terminais gerados pelo tripsina foram removidos pois estes
reagiram com a resina e foram imobilizados, permitindo que apenas os N-terminais
marcados permanecem em solucdo e pudessem ser eluidos.

A dimetilacdo dos residuos de lisina altera o processo de digestdo com
tripsina, pois as lisinas dimetiladas ndo constituem mais sitios de clivagem, o que faz
com que apenas os residuos de arginina sejam reconhecidos pela enzima. Dessa
forma, os peptideos gerados se tornam maiores do que seriam na auséncia da
marcacdo e para aperfeicoar a identificacdo dos peptideos gerados foram
selecionados apenas o0s peptideos com massa molecular menor que 10 kDa
utilizando um micro-concentrador Ultracel (Merck Millipore).

Em seguida, a solugcdo de peptideos recuperada foi dessalinizada utilizando
cartuchos de extracdo em fase sélida C18 (Sep-Pak Short tC18; Waters), seguindo
protocolo indicado pelo fabricante.

Como método de fracionamento e dessanilizacdo dos peptideos foi utilizado o

protocolo de StageTip (descrito por Rappsilber et al., 2007) onde ponteiras de 200
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puL contendo 3 discos de membranas de teflon (3M), uma membrana de SCX (do
inglés Strong Cation Exchange) intercalada com duas membranas com beads de
C18 imobilizados em uma malha de Teflon, foram utilizadas para fracionamento da
amostra em 5 fracdes, que incluiram: material ndo retido, material retido apenas na
C18, e material eluido da SCX com NaCl 100 mM, NaCl 250 mM e NaCl 500 mM.

O material recuperado do protocolo da Sep-Pak foi dissolvido em 100 pL da
solucdo de acetonitrila 5% em acido acético 1%, e dividido em duas StageTips,
sendo que as fracdes destas foram coletadas separadamente, porém as mesmas
fracOes de cada StageTip foram coletadas no mesmo microtubo por tratarem-se da
mesma amostra. No caso da fracdo nao retida, foi necesséaria uma etapa adicional
de dessalinizacao utilizando ponteiras de 200 uL contendo dois discos de membrana

contendo beads de C18.

3.3.5. LC-MS/MS

As fracdes foram secas por centrifugacdo a vacuo (Christ) e cada fracdo foi
dissolvida em 15 pL de &cido férmico 0,1% dos quais 10 pL foram submetidos a
andlise por espectrometria de massas utilizando o espectrometro LTQ-Orbitrap
Velos (Thermo Scientific) acoplado ao sistema de nanoLC Easy Il (Proxeon).

Para tanto o volume de 10 pL foi injetado em pré-colunas de C18 (100 pm Xx
50 mm x 10 pm) (didmetro interno x comprimento x tamanho de particula),
empacotadas em laboratorio, para concentracdo da amostra e remocao de sais que
pudessem estar presentes. Os peptideos foram separados em uma coluna analitica
contendo beads de resina C18 (75 pm x 100 mm x 5 pm).

ApoOs o carregamento da amostra foi utilizado um gradiente cromatografico
com duracdo de 90 minutos, a uma vazao de 250 nL/min e composto por agua (A) e

acetonitrila (B) contendo 0,1% de &cido formico. O sistema partiu de uma
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concentracdo de 7% de B e levou 77 minutos para atingir 40%, depois atingiu 85%
de B em 8 minutos, permanecendo por mais 2 minutos nesta condi¢cao e retornando
para a condicdo inicial em 1 minuto e permanecendo nesta por 2 minutos. Os
espectros de massas foram obtidos por meio do analisador FTMS com uma
resolucdo de 60.000 na faixa de m/z de 300-1800 (mass range). O método de
fragmentacdo escolhido foi CID e apenas ions com duas ou mais cargas foram
selecionados para fragmentacdo. A energia de colisdo usada para a obtencédo dos
fragmentos (espectros de MS/MS) foi de 35 eV, e os fragmentos foram analisados
no ion trap. A voltagem da fonte foi fixada em 2,5 kV e o tempo de excluséo
dindmica foi ajustado para 90 segundos, com uma lista contendo 500 ions, para

diminuir a aquisi¢ao repetida de um mesmo valor de m/z.

3.3.6. Anédlise bioinforméatica

Os dados brutos (.raw files) dos espectros de MS/MS foram submetidos a
busca no banco de dados por meio do programa MaxQuant 1.5.3.12 (Cox et al.,
2008) utilizando como banco as sequencias anotadas na taxonomia Serpentes do
Uniprot (disponivel em 16/09/2015; http:/mww.uniprot.org/; 58.974 sequéncias) mais
as sequéncias obtidas pelo sequenciamento dos transcritos da glandula de veneno
de B. jararaca (Junqueira-de-Azevedo et al., 2015).

Para a busca no bando de dados, como modificacdes variaveis foram
escolhidas: oxidacdo da metionina, deamidacdo de residuos de asparagina e
glutamina, acetilacdo do N-terminal de peptideos, dimetilacdo do N-terminal de
peptideos (contendo apenas isotopos leves de C e H), conversédo de acido glutamico
e glutamina em &cido piroglutdmico. Como modificacdes fixas foram escolhidas a
carbamidometilacdo das cisteinas e a dimetilacdo de lisinas. Como valores de

tolerancias para as massas monoisotopicas observadas foram considerados 20 ppm
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para os eventos de MS e 0,5 Da para os eventos de MS/MS, e foram considerados
jons com carga +2,+3, ou +4. A enzima de escolha foi a semi- Arg-C, pois o
processo de dimetilacdo dos residuos de lisinas interfere na especificidade da
tripsina, que passa a clivar apenas ap0s residuos de arginina, foram admitidas no
maximo 2 clivagens perdidas. A taxa de falsos positivos maxima foi estabelecida
como sendo de 1%.

Os peptideos identificados sem modificacdo no residuo N-terminal foram
descartados, pois estes foram gerados pela digestdo com tripsina e nao
correspondem a N-terminais naturais. As anotagbes foram feitas no programa
Microsoft Excel 2007. A anotacdo da posicdo dos peptideos encontrados nas
estruturas das proteinas identificadas foi feita manualmente utilizando as

informacdes disponiveis no banco de sequéncia de proteinas utilizado.

3.4. Anélise peptidémica

Para a analise da fracdo peptidica do veneno de B. alcatraz foi utilizada a
amostra coletada na presenca de inibidores de proteases. A concentracdo de
proteinas presentes na amostra foi determinada pelo método de Bradford (Bradford,
1976) e o volume correspondente a 1 mg de proteinas foi diludo em 1 mL de
solucdo de acido trifluoroacético 0,1% (TFA) (Sigma-Aldrich) e aplicado em um
cartucho de extracdo em fase sélida C-18 light (Sep-Pak Short tC18; Waters). A
amostra foi lavada com 3 mL de TFA 0,1% e a fracdo peptidica foi eluida com 1,5
mL de acetonitrila 30% em 0,1% TFA. Esta fracdo foi evaporada em um sistema de

concentracdo a vacuo (Christ) e dissolvida em 15 pL de acido férmico 0,1%.
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3.4.1. LC-MS/MS

A amostra da fracdo peptidica foi submetida a analise por espectrometria de
massas utilizando o espectrémetro LTQ-Orbitrap Velos (Thermo Scientific) acoplado
ao sistema de nanoLC Easy Il (Proxeon).

Para a cromatografia liquida foram utilizadas uma pré-coluna de C18 (100 um
X 40 mm x 10 um) (didmetro interno x comprimento X tamanho de particula) e uma
coluna analitica C18 (75 pm x 100 mm x 5 um) empacotadas no laboratorio. Foram
realizadas 3 réplicas técnicas consecutivas injetando 3 pL de amostra em cada
analise.

A cromatografia liquida foi realizada utilizando como solvente (A) uma solugédo
aguosa de 0,1% &acido formico, e como solvente (B) acetonitrila em 0,1% acido
formico. O gradiente de elui¢do linear utilizado partiu de uma concentracdo de 5% de
B e em 60 minutos atingiu 40%. Os espectros de massas foram obtidos por meio do
analisador FTMS com a resolucédo de 60.000 na faixa de m/z de 400 a 2000 (mass
range). O método de fragmentacdo escolhido foi HCD (high-energy collision
dissociation) e os ions monocarregados foram rejeitados. A energia de colisdo usada
para a fragmentacéo foi 40 eV e o tempo de ativacédo de 0,1 ms. A voltagem da fonte
de ionizacéo foi fixada em 2,5 kV. O tempo de exclusdo dinamica foi ajustado para
90 segundos, com uma lista de 500 ions. Na anélise por HCD o espectro de MS*? foi
obtido com a resolucdo de 30.000, enquanto que para as analises de MS/MS a

resolucéo foi de 7.500 para os fragmentos.

3.4.2. Analise dos dados

Os arquivos brutos provenientes das trés analises por LC-MS/MS foram

submetidos a andlise bioinformatica utilizando o programa Peaks Studio 7.5 (Ma et
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al., 2003). Este programa difere das tradicionais ferramentas de busca por utilizar
dados do sequenciamento de novo dos peptideos da amostra para o procedimento
de busca no banco de dados. Para a analise dos dados foram utilizados os arquivos
brutos (.raw) gerados pela analise por LC-MS/MS.

O primeiro procedimento do tratamento dos dados foi a configuragédo dos
parametros utilizados na analise dos espectros para o0 sequenciamento de novo.
Como tolerancia de massa foram utilizados os valores de 15 ppm para o ion
precursor e 0,02 Da para os fragmentos observados no MS/MS. Como modificagbes
variaveis foram selecionadas a oxidagcédo dos residuos de metionina, a deamidacéo
dos residuos de asparagina e glutamina, a acetilacdo do N-terminal de peptideos, e
a conversao de residuos de acido glutdmico e de glutamina em acido piroglutdmico
(<E).

No programa, no campo correspondente a especificacdo da enzima utilizada
foi escolhida a op¢do none (sem enzima) e como banco de dados foi utilizado o
banco Serpentes do Uniprot (disponivel em 16/09/2015; http://ww.uniprot.org/;
58974 sequéncias) mais as sequéncias obtidas pelo sequenciamento de novo dos
transcritos da glandula de veneno de B. jararaca (Junqueira-de-Azevedo et al.,
2015). Como filtro dos peptideos identificados pelo sequenciamento de novo foram
consideradas apenas identificacbes com valores de ALC (Average Local
Confidence) superiores a 80%. Local Confidence € um valor percentual que
representa a conviccado do algoritmo na identificacdo de cada aminoacido presente
no peptideo. O valor final utilizado para filtro (ALC) representa a média dos valores
de convic¢do na identificacdo de cada aminoacido na sequéncia. Para os peptideos
identificados no banco de dados foi considerada uma taxa de FDR (False Discovery

Rate) < 1% e um valor para -10 IgP = 20 para a pontuacdo dos peptideos.
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3.5. Analise glicoproteémica

3.5.1. Tratamento com neuraminidase

Para essa analise, 100 ug de proteinas de cada veneno do grupo Jararaca (B.
alcatraz, B. jararaca e B. insularis) em solu¢do de acetato de so6dio 50 mM, pH 5,1
contendo 5 mM de CacCl,, foram incubados com 10 mU da enzima neuraminidase
(Worthington), a 37°C por 24 horas. Como controle negativo, as amostras de cada
veneno foram submetidas as mesmas condi¢cfes de incubacao, porém sem a adicéo

de enzima.

3.5.2. Tratamento com N-glicosidase

Para o experimento de N-desglicosilacdo dos venenos do grupo Jararaca (B.
alcatraz, B. jararaca e B. insularis), a 100 ug de proteinas em 100 yL de fosfato de
sédio 500 mM, pH 7,5 foram adicionados 2,5 uL de uma solucdo desnaturante (SDS
5% e ditiotreitol 0,4 M) e a mistura foi incubada a 90°C por 15 minutos. Apés
resfriamento a 4°C por 10 minutos, 2,5 yL de uma solugcéo do detergente NP-40 10%
(mh) e 2 U da enzima PNGase F (Roche) foram adicionados e a mistura foi
incubada por 18 horas a 37°C. O controle negativo foi submetido as mesmas

condi¢cbes, mas sem a adi¢cdo de enzima.

3.5.3. Tratamento com O-glicosidase

Para o experimento de O-desglicosilacdo dos venenos do grupo Jararaca (B.
alcatraz, B. jararaca e B. insularis) foram usadas as enzimas e reagentes do kit

Glycoprotein Deglycosylation Kit (Merck Millipore). Para esses experimentos foram
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utiizadas 20 pug das proteinas, dissolvidas em fosfato de sédio 250 mM, pH 7,0, e
submetidas a desnaturacdo pela adicdo de SDS 0,02% e B-mercaptoetanol 0,01 M.
As misturas foram mantidas a 100°C por 5 minutos e apds seu resfriamento a
temperatura ambiente foram adicionados Triton X-100 0,15% (concentracéo final) e
0,1 pL de cada enzima disponivel no kit (02-3,6,8,9-Neuraminidase, Endo-a-N-
acetilgalactosaminidase, B1,4-galactosidase e B-N-Acetilglucosaminidase). A reacéo
foi mantida a 37°C por 16 horas. Como controle negativo, as amostras dos venenos
foram submetidas as mesmas condi¢cdes de incubacdo, porém sem a adicdo das

enzimas.

3.5.4. Cromatografia de afinidade a lectinas

Os experimentos de cromatografia de afinidade foram realizados utilizando
resinas contendo as lectinas Concanavalina A (ConA), Wheat Germ Agglutinin-
agarose (WGA) e Peanut Agglutinin-agarose (PNA) (Sigma-Aldrich). As colunas
foram montadas em seringas de 3 mL, as quais foi adicionada uma fina camada de
l& de vidro sobre a qual foram adicionados 1 mL de cada resina, que foram
inicialmente condicionadas com 5 mL de cloreto de sodio 1 M, MgCl, 5mM, MnCl, 5
mM e CaCl, 5 mM. Em seguida cada coluna foi equilibrada com sua respectiva
solucdo de equilibrio; no caso da ConA e WGA foi utilizada uma solucdo de Tris-HCI
20 mM, pH 7,4 contendo NaCl 500 mM e CaCl, 5 mM, e para a PNA HEPES 10 mM,
pH 8,0, contendo NaCl 150 mM e CaCl, 2 mM.

A massa de 10 mg de veneno de B. alcatraz, obtida da amostra de veneno
coletada sem inibidores, foi dissolvida em 1 mL de solucdo de equilbrio de cada
lectina e aplicada nas colunas previamente equilibradas. Durante 20 minutos a
solucdo de veneno foi mantida na coluna, com agitacdes periodicas (utilizando uma

pipeta para perturbacdo do sistema bifasico), a cada 5 minutos. A fragcdo nao retida
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de proteinas das cromatografias foi coletada por meio da lavagem da coluna com 12
mL da solucdo de equilibrio de cada lectina. As fracdes retidas foram eluidas em
duas etapas. Na primeira, para a ConA utilizou-se 5 mL de glicose 0,5 M, para a
WGA 5 mL de N-acetilglicosamina 0,5 M, e para a PNA 3 mL de galactose 0,5 M; as
solucbes de eluicdo foram preparadas nas respectivas solucdes de equilibrio. Na
segunda etapa, uma fracdo adicional de alta afinidade, de proteinas ndo eluidas por
meio da solucéo anterior, foi coletada utilizando, para a ConA, 5 mL de uma solucao
de acetato de sodio 100 mM, pH 4,5, contendo cloreto de sédio 1 M, enquanto que
para a WGA e PNA foram utilizadas 5 mL e 3 mL, respectivamente, das solugdes de
eluicdo anteriores, porém com pH 3,0.

Para as analises for eletroforese unidimensional e identificacdo de proteinas
por espectrometria de massas, as fracdes eluidas tiveram suas concentracdes
proteicas quantificadas pelo método de Bradford e o volume correspondente a 150
pug de proteinas foi submetido a precipitacdo pela adicdo de 8 volumes de acetona
gelada e 1 volume de metanol. Ap6s um periodo de incubacéo a -80°C por 3 horas
as amostras foram centrifugadas a 14.000 x g por 15 minutos (4°C). Os precipitados
de proteinas foram lavados com metanol gelado, e ap0s sua recuperagcao por um
novo ciclo de centrifugacdo, as proteinas foram dissolvidas e quantificadas pelo
meétodo de Bradford.

Para a analise das proteinas com afinidade pela PNA, uma etapa adicional
fez-se necessaria, pois ao adicionar acetona e metanol gelados, a galactose
presente no meio precipitou juntamente com as proteinas. Deste modo, apos a
centrifugacéo, observou-se um sistema bifasico composto por uma fase mais densa
e amarelada contendo galactose e proteinas, e uma fase organica composta por

acetona. A fase superior foi descartada e, em seguida, a fase composta por galactose e
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proteinas foi dissolvida em 500 pL de tamp&o HEPES 100 mM, pH 8 e 200 pL de fenol.
Durante 10 minutos o sistema foi agitado periodicamente e mantido em banho de gelo.
Decorrido este tempo, o sistema foi centrifugado por 10 minutos a 4°C a 10.000 g. A fase
organica e uma pequena parte da interface foram removidas e submetidas ao processo de
precipitacdo de proteinas utilizando 8 volumes de acetona e 1 volume de metanol, seguida
de uma incubagé&o a -80°C por 2 horas e posterior centrifugagdo a 20.000 g por 15 minutos,
a 4°C. Visando remover tragcos de fenol, o precipitado foi lavado com 200 pL de acetona
gelada e, em seguida, dissolvido em 200 yL de &gua desionizada. Em seguida, estas

amostras foram submetidas a quantificacao pelo método de Bradford.

3.5.4.1. Digestao em solug&o com tripsina

As amostras obtidas das cromatografias utilizando as lectinas ConA e WGA,
(100 pg de proteinas) e PNA (15 pg de proteinas ) foram submetidas a digestdo com

tripsina em solugdo como descrito no item 3.2.3.1.

3.5.4.2. LC-MS/MS

Da solugdo de peptideos tripsinicos, 5 puL foram submetidos a analise por
espectrometria de massas utilizando o espectrometro LTQ-Orbitrap Velos (Thermo
Scientific) acoplado ao sistema de cromatografia EASY ll-nanoLC system (Proxeon).

O volume de amostra foi injetado em pré-colunas de C18 (100 um x 50 mm
x10 um) (didmetro interno x comprimento X tamanho de particula) empacotadas em
laboratério, para concentracdo da amostra e remocdo de sais que poderiam estar
presentes. Em seguida, os peptideos foram separados em uma coluna analitica

contendo beads de C18 (75 um x 100 mm x 5um). Apds o carregamento da amostra
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foi utilizado um gradiente de eluicdo com duracdo de 90 minutos, sob fluxo de 250
nL/min e composto por agua (A) e acetonitrila (B) contendo 0,1% de acido férmico. O
gradiente foi iniciado com a concentracdo de 7% de B e em 70 minutos atingiu 40%
de B, a seguir atingiu 85% de B em 10 minutos, permanecendo por mais 5 minutos
nesta condicdo e retornou para a condi¢cao inicial em 5 minutos. Os espectros de
massas foram obtidos por meio do analisador FTMS coma resolucdo de 60.000 na
faixa de m/z de 300-1800 (mass range). O método de fragmentacdo escolhido foi
CID (collision-induced dissociation) e apenas ions com duas ou mais cargas foram
selecionados para fragmentacdo. A energia de colisdo usada para a obtengcédo dos
fragmentos (espectros de MS/MS) foi de 35 eV, sendo a varredura realizada entre
300 e 1800 m/z, e os fragmentos foram analisados pelo ion trap. A voltagem da fonte
foi fixada em 2,5 kV. O tempo de exclusdo dinamica foi ajustado para 90 segundos,
com uma lista contendo 500 ions, para diminuir a aquisicao repetida de um mesmo

valor de m/z.

3.5.4.3. Andalise dos dados

A andlise dos dados seguiu 0s mesmos parametros descritos no item 3.2.3.3.,
com excecdo da opcao de quantificacao label free (algoritmo LFQ), a qual ndo foi

habilitada.

3.6. Analise N-glicémica

As andlises do N-glicoma apresentadas a seguir foram realizadas no
laboratério do Professor Dr. Vernon Reinhold (Glycomics Center, University of New
Hampshire, Durham, NH, EUA) no periodo de 17/09/2014 a 17/03/2015. Este

estagio foi financiado pela FAPESP (Bolsa BEPE, processo 2014/12245-0). Dado o
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escopo deste estudo, que previa a caracterizagdo do veneno de B. alcatraz em
comparagdao aos venenos do grupo Jararaca, as amostra de B. jararaca e B.

insularis foram incluidas nesta analise.

3.6.1. N-desglicosilagdo enziméatica

Para a remocdo dos N-glicanos presentes nas glicoproteinas dos venenos de
B. alcatraz (amostra oriunda da llha de Alcatrazes), B. insularis e B. jararaca (obtidos
do Laboratério de Herpetologia, Instituto Butantan), 1 mg de cada amostra de
veneno liofilizado foi dissolvida em 300 pL de bicarbonato de so6dio 50 mM, pH 8,0,
contendo dodecil sulfato de sédio 0,09% e B-mercaptoetanol 0,05 M, e incubadas a
100°C por 10 minutos. Apdés a desnaturacdo as amostras foram mantidas a
temperatura ambiente por 10 minutos para resfriamento e foram adicionados 15 pL
de uma solucdo de NP-40 10% e 15 pL de fosfato de sédio 100 mM, pH 7,5. A cada
amostra foram adicionados 2,5 pL de PNGase F 2,5 mU/mL (Prozyme) e as
amostras foram incubadas por 8 horas a 37°C. Posteriormente foram adicionados
mais 2,5 pL de enzima e as amostras foram mantidas a 37°C por mais 40 horas. No

total foram utilizados 12,5 mU de enzima e 48 horas de reacéo.

3.6.2. Extracdo em fase solida

Apoés a liberacdo enzimética dos N-glicanos presentes nas glicoproteinas dos
venenos do grupo Jararaca, a remocao de proteinas e detergentes foi feita utilizando
um cartucho de extracdo em fase sdlida (C18) (Sep-Pak; Waters). Durante o
procedimento o cartucho foi sequencialmente lavado com 3 mL de metanol, 3 mL de
uma solucdo de equilibrio (&dcido acético 5% em isopropanol 5%), 3 mL de

isopropanol e mais 4 mL da solugcdo de equilibrio. O volume das amostras foi
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ajustado para 1 mL com agua Milli-Q e estas foram individualmente aplicadas no
cartucho. O volume de 1 mL (flowthrough) foi coletado em um tubo de vidro e o
cartucho lavado com mais 3 mL da solucdo de equilibrio. As lavagens foram
coletadas no mesmo tudo que o flowthrough e o volume total foi seco em um
sistema de centrifugacao a vacuo (Labconco). Apds a secagem, os N-glicanos foram
dissolvidos em 200 pL de metanol 50% em agua e 10% desse volume foram
reservados para marcacéao fluorescente com acido aminobenzoico e analise por LC-

MS (andlise quantitativa), e o restante do material foi utilizado na andlise qualitativa.

3.6.3. Analise Qualitativa

3.6.3.1. Reducéo e Dessalinizacao

As amostras foram secas novamente por centrifugacdo a vacuo e dissolvidas
em 400 pL de uma solucdo de complexo borano amdnia (10 mg/mL) em hidréxido de
amonio. A reacgao foi mantida por duas horas a 50°C, com agitacbes a cada 30
minutos. Para remocao do excesso de reagentes, as amostras foram secas por
centrifugacdo a vacuo e lavadas por 3 vezes com 2 mL de metanol.

Os N-glicanos reduzidos foram dessalinizados utilizando carvao grafitizado
poroso (Porous Graphitized Carbon, PGC; Agilent) que foi previamente lavado com
hidréxido de sodio 3M. Um cartucho vazio foi preenchido com 250 pL de PGC e
lavado com 4 mL de agua Milli-Q. Os N-glicanos reduzidos foram dissolvidos em 1
mL de agua Milli-Q e carregado na coluna de PGC. A coluna foi lavada com 8 mL de
agua Mili-Q e os N-glicanos foram eluidos com acetonitrila 40% em acido

trifluoroacético 0,1% . A amostra final foi seca por centrifugacédo a vacuo.

3.6.3.2. Permetilacao



68

Os N-glicanos foram permetilados usando beads de hidroxido de sdédio
(Sigma-Aldrich), spin column (Harvard Apparatus), dimetilsulfoxido e iodometano
(Sigma-Aldrich). Para tanto, uma spin column foi preenchida com beads de hidroxido
de sédio e lavada com 300 pL de dimetilsulféxido (DMSO) por duas vezes. Em
seguida a amostra foi dissolvida em 100 pL de DMSO e 100 pL de iodometano e
aplicada na coluna de hidroxido de sodio. Ap6s uma incubacdo de 30 minutos a
coluna foi centrifugada a 538 x g por 2 min. Uma nova adi¢cdo de iodometano (100
puL) foi realizada e a amostra foi incubada por mais 30 minutos a temperatura
ambiente. Apés a incubacéo a coluna foi lavada com 300 pL de DMSO e 400 pL de
acetonitrila. Todos os volumes foram coletados no mesmo tubo e resfriados sobre
gelo. Os N-glicanos permetilados foram dessalinizados por um processo de extragcéo
liquido-liquido usando cloroférmio e dgua gelada. As amostras foram secas usando

corrente de nitrogénio e dissolvidas em metanol 50%.

3.6.3.3. Espectrometria de massas sequencial (MS")

A injecdo direta das amostras foi feita usando o equipamento Triversa
Nanomate (Advion) acoplado ao espectrdmetro de massas LTQ (Thermo Scientific).
Os parametros do spray de ionizagéao foram configurados para 1,4-1,8 kV, 0,4 psi de
nitrogénio, 10-150 nA de corrente. Para aquisi¢cao dos espectros foi utilizado o modo
positivo e habilitada a opgao “enhanced” no scan rate, os demais parametros como
nimero de microscans, AGC target value e o tempo maximo de inje¢do variaram de
acordo com a intensidade do sinal. Activation Q e o tempo de ativacdo para a
fragmentacdo por CID foram mantidos com os valores default, 0,250 e 30 ms,

respectivamente, a energia normalizada de colisdo foi mantida em 35%. A selecéo
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do ion precursor foi feita manualmente e a janela de isolamento foi estabelecida de
modo a capturar todo o envelope isotdpico. Pelo menos um scan de cada isolamento
dos ions precursores com energia de colisdo definida como 0 foi adquirido em cada
arquivo de fragmentacdo para documentacdo. Em alguns casos foi utilizado o
espectrdmetro LTQ Velos Pro (Thermo Scientific) no lugar do LTQ e este também foi
acoplado ao sistema Triversa Nanomate para a execucao das injecdes diretas. A
metodologia usada no LTQ Velos Pro foi a mesma utilizada no LTQ, sendo as Unicas

modificagdes o tempo de ativacdo de 10 ms e a energia de colisdo de 40%.

3.6.3.4. Glycomod

Os arquivos da analise do full MS das amostras foram analisados
manualmente e os valores das massas monocarregadas foram usados para a busca
de composicdes putativas no programa Glycomod (http://web.expasy.org/glycomod/)
(Cooper et al., 2001). Todos os ions foram considerados como adutos de sédio e na
busca foi estipulado uma tolerancia de 2,0 Da, forma reduzida e permetilada. Foram
descartadas as possibilidades de os N-glicanos apresentarem grupos fosfatos,
sulfatos, pentoses, &cido glucurbnico e acido deaminoneuraminico; estas
modificacdes foram descartadas por serem perdidas ao longo do processamento da
amostra e os 3 monossacarideos desconsiderados ndo serem encontrados em N-
glicanos (exceto pentoses em plantas). Apés a primeira analise por composi¢coes
putativas, as amostras foram analisados por injecdo direta novamente para a

abordagem MS".

3.6.4. Analise Quantitativa

3.6.4.1. Marcagdo com acido aminobenzoico
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Antes do procedimento de marcacao, os N-glicanos reservados para a analise
guantitativa foram submetidos ao processo de dessalinizacdo com PGC descrito no
item 3.6.3.1. para remocdo de quaisquer tracos de impurezas da amostra
(principalmente detergentes). Apds essa limpeza as amostras foram submetidas ao
procedimento de marcacdo com acido aminobenzéico (2AA) como descrito por
Bigge et al. (1995). Brevemente, as amostras foram dissolvidas em 20 pL da solucéo
de 2AA e incubadas a 65°C por 3 horas. ApGs resfriamento a temperatura ambiente,
0os N-glicanos foram submetidos a precipitacdo com acetona (adaptado de Pabst et
al.,, 2009). Nesse procedimento 1 mL de acetona foi adicionado a amostra,
homogeneizado por vortex por 30 segundos e centrifugado a 19.000 x g por 5
minutos. ApO6s a centrifugacdo a camada superior de 950 pL foi removida e
descartada e o procedimento repetido mais duas vezes. A solucao final foi seca por
centrifugagcdo a vacuo e dissolvida em 200 pL de acetonitrila 67% e formato de

amoénio 33% em agua (fase mdvel inicial para o fracionamento por HPLC).

3.6.4.2. LC-MS

Os perfis dos N-glicanos liberados dos venenos analisados foram obtidos por
LC-MS utilizando a massa molecular como propriedade para a separagao
cromatografica das moléculas. A cromatografia liquida de alta eficiéncia (em inglés
HPLC) foi realizada utilizando o cromatografo Thermo Scientific Surveyor equipado
com detector de fluorescéncia e utilizando a coluna TSKgel Amide-80 (2,0 mm x 150
mm, 3 um) (Tosoh). Para a separacdo foram utilizadas como fases modveis (A)
acetonitrila e (B) formato de aménio em agua, pH 4,4. A temperatura da coluna foi

ajustada para 40°C e o fluxo utilizado foi de 1890 pL/min. O gradiente foi iniciado
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com 33% de B, atingiu 48% de B em 32 minutos e depois 100% em 30 segundos, e
assim foi mantido por 2 minutos. A condi¢cdo inicial foi reestabelecida em 30
segundos e mantida por 10 minutos para re-equilibrio da coluna. A deteccdo da
fluorescéncia do 2AA foi realizada utilizando como comprimento de onda para
excitacdo 320 nm e 420 nm para o de emissdo. Os espectros de massas foram
adquiridos no espectrometro Thermo LTQ Velos Pro (Thermo Scientific) no modo

negativo, profile, com scan rate “enhanced” e m/z (mass range) de 650 a 2000.

3.6.4.3. Analise dos dados

Os arquivos brutos gerados das analises de LC-MS foram tratados utilizando
o programa Thermo Xcalibur Qual Browser (Thermo Scientific). Os valores das
massas esperadas de cada pico identificado por MSn foram previamente calculados
e estes foram usados para busca das estruturas de glicanos no cromatograma de
jons. O perfil final dos N-glicanos corresponde ao extracted ion cromatogram dos
padrdes isotopicos de cada composicao. Estes perfis foram usados para o calculo
da area dos picos de cada componente para quantificacdo relativa. Para
normalizacdo dos dados a &rea de cada pico foi dividida pela soma das areas dos

demais N-glicanos do extracted ion cromatogram.
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4. Resultados

4.1. Andlise protedmica

4.1.1. Anélise por eletroforese unidimensional

A andlise do proteoma do veneno de B. alcatraz se iniciou com a visualizagéo
do perfil proteico das trés amostras disponiveis para o estudo. Para tanto, 10 ug de
veneno do espécime proveniente da ilha de Alcatrazes, e das amostras coletadas
dos espécimes de B. alcatraz mantidos no Instituto Butantan (adicionadas ou ndo de
inibidores de proteinases) foram analisadas por eletroforese unidimensional, em

condicdes redutoras e nao redutoras (Figura 6).
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Figura 6. Perfil eletroforético (SDS-poliacrilamida 12%) dos venenos de B. alcatraz (10 pg) em
condi¢bes redutoras e ndo redutoras. M: padres de massa molecular. Coloragdo: nitrato de prata.
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A analise comparativa dos perfis de proteinas mostrou que ndo ha diferencas
significativas entre as amostras coletadas dos espécimes em cativeiro (com e sem
inibidores) e a amostra coletava na ilha de Alcatrazes, avaliadas com e sem a
reducéo de pontes de dissulfeto.

Para a preparacdo do pool de veneno coletado no Instituto Butantan
estabeleceu-se como metodologia a extracdo individual de cada animal e posterior
mistura das aliquotas de mesmo volume de cada individuo. O restante dos venenos,
que foram aliquotados individualmente, foi utilizado para avaliagdo da variabilidade

individual entre os seis espécimes de B. alcatraz mantidos no Instituto Butantan

(Figura 7).
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Figura 7. Perfil eletroforético (12% SDS-poliacrilamida) dos venenos individuais de B. alcatraz (5 Q)
em condi¢bes redutoras e ndo redutoras. M: padrdes de massa molecular. Coloragdo: nitrato de
prata.

A comparacdo dos perfis mostrados na Figura 7 revelou que existe

variabilidade individual entre espécimes de B. alcatraz, sendo que em condi¢cbes
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redutoras esta variabilidade se mostra mais proeminente nas regides acima de 66
kDa, entre 50 kDa e 30 kDa, e abaixo de 14 kDa. Em condi¢cdes ndo redutoras as
diferencas sdo observadas acima de 68 kDa, entre 68 kDa e 50 kDa e entre 24 kDa
e 14 kDa.

A comparacdo das atividades biolégicas (DL50, dose hemorragica, atividades
procoagulantes e proteolitica) do veneno de B. alcatraz com o veneno de B. jararaca
de espécimes filhotes e adultos revelou que o veneno de B. alcatraz apresenta
caracteristicas mais proximas ao veneno de filhotes da B. jararaca (Furtado, 2005).
Neste estudo, comparamos o perfil eletroforético destes venenos (Figura 8). Esta
andlise mostrou que os venenos de B. alcatraz, amostras da ilha e do Instituto
Butantan, diferem quanto ao perfil de proteinas em relagdo ao veneno de B.

jararaca, tanto de filhotes quanto de adultos.
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Figura 8. Perfil eletroforético (12% SDS-poliacrilamida) dos venenos de B. alcatraz e B. jararaca (10
Hg), em condi¢cbes redutoras e nao redutoras. Coloracdo: nitrato de prata. A amostra de veneno de B.
alcatraz (Instituto Butantan) foi coletada sem inibidores de proteinases.



75

A partir da comparacao entre os perfis destes venenos, podemos observar
gue o veneno de B. alcatraz se mostra diferente tanto da amostra de individuos
juvenis como de adultos de B. jararaca. A partir da analise sem redugéo é possivel
notar que o veneno de espécimes adultos de B. jararaca apresenta componentes de
alta massa molecular que estdo ausentes nas amostras de juvenis de B. jararaca e
B. alcatraz.

O compartilhamento da mesma origem evolutiva entre as espécies do grupo
Jararaca (B. alcatraz, B. jararaca e B. insularis) e o isolamento geogréfico entre elas
levanta questdes importantes acerca das diferencas entre seus venenos. A Figura 9

contém a comparacao destes venenos por eletroforese unidimensional.
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Figura 9. Perfil eletroforético (12%-SDS-poliacrilamida) dos venenos de B. alcatraz, B. jararaca e B.
insularis (10 pg) em condicdes redutoras e ndo redutoras. M: padrbes de massa molecular.

Coloracéo: nitrato de prata.
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Esta andlise revelou que os perfis eletroforéticos dos venenos de B. jararaca
e B. insularis sdo mais parecidos entre si e diferem do veneno de B. alcatraz,
principalmente com relacdo as proteinas de massa molecular abaixo de 25 kDa (nas
amostras reduzidas e nado reduzidas) e quanto ao componentes de alta massa
molecular (amostras ndo reduzidas). Buscando aprofundar a analise do veneno de
B. alcatraz por eletroforese, as amostras coletadas no Instituto Butantan foram
submetidas a andlise por eletroforese bidimensional, utilizando fitas de gradiente de

pH 3-10 (Figura 10).
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Figura 10. Eletroforese bidimensional de amostras de venenos de B. alcatraz (50 pg), coletadas no
Instituto Butantan na auséncia (A) e na presenc¢a (B) de inibidores de proteinases. Coloragdo: nitrato
de prata. Os retangulos indicam regides com perfis diferenciais entre os venenos.

Os perfis eletroforéticos observados nas amostras de veneno de B. alcatraz
dos animais mantidos em cativeiro, coletadas com e sem inibidores de proteinases,
apresentaram-se semelhantes, porém em algumas regides dos géis podem-se
observar pequenas diferencas com relacdo a presenca ou auséncia de spots

(destacados na Figura 10).

4.2.1. Proteoma total

A analise do proteoma total do veneno de B. alcatraz foi realizada de forma
comparativa com as outras duas espécies do grupo Jararaca (B. jararaca e B.
insularis), e de forma qualitativa e quantitativa. Para tanto, os venenos foram
submetidos a digestdo com tripsina e analise por LC-MS/MS. Apés a busca em
banco de dados utilizando o programa MaxQuant, as identificagbes foram filtradas
de modo a remover contaminantes e identificacdes com baixa evidéncia estatistica,
e o procedimento de quantificacdo foi realizado pelo método label free. Deste
processo foram geradas duas tabelas que contém a lista de grupos de proteinas
identificadas (Tabela suplementar 1; anexo em CD-ROM), e a lista de grupos de

proteinas identificadas e quantificadas (Tabela suplementar 2; anexo em CD-ROM).

4.2.1.1. Identificagdo de proteinas

Na analise comparativa dos proteomas dos venenos do grupo Jararaca (B.
alcatraz, B. jararaca e B. insularis) foram identificados 168 grupos de proteinas. Os
grupos de proteinas pertencem a diferentes classes de toxinas: SVMPs (63), SVSPs

(32) CTL (35) (CTL), PLA2 (15), LAAO (7), (LAAQO). Dezesseis grupos de proteinas
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correspondem a outras classes minoritarias de toxinas (fosfolipase B, sWEGF,
glutaminil ciclase, aminopeptidase, hialuronidase, diesterase, dipeptidase e CRISP).
Como critério para definicdo de identificacdo de proteinas foram considerados: i)
nimero de espectros de MS/MS dos peptideos pertencentes a cada grupo de
proteina e ii) a identificacdo de cada grupo de proteina em pelo menos uma das
réplicas experimentais.

Dos 168 grupos de proteinas identificados na analise do grupo Jararaca, 101
destes foram identificados na amostra de B. alcatraz, 124 em B. insularis e 144 em
B. jararaca (Tabela 1; anexo em CD-ROM). A Figura 11 mostra o diagrama de Venn
da distribuicdo dos grupos de proteinas identificados entre os venenos do grupo

jararaca.

B. insularis

B. alcatraz

B. jararaca

Figura 11. Diagrama de Venn da distribuicdo dos grupos de proteinas identificados na andlise do
proteoma total dos venenos de B. jararaca, B. insularis e B. alcatraz, por digestdo das proteinas com
tripsina, LC-MS/MS, e andlise pelo programa MaxQuant. Diagrama de Venn gerado pelo programa
Venn Diagram Plotter (PNNL).
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A classificacdo dos grupos de proteinas identificados, de acordo com as
classes de toxinas conhecidas (Tabela 1; anexo em CD-ROM) mostrou que o padrao
de distribuicdo destas & similar entre os trés venenos do grupo Jararaca (Figura 12),

apenas com uma pequena diminuicdo na proporcdo de CTL em B. alcatraz.
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Figura 12. Gréficos da distribuicdo das toxinas identificadas na andlise do proteoma total dos
venenos do grupo Jararaca.

4.2.1.2. Quantificacado de proteinas

Para a analise quantitativa foram considerados apenas 0s grupos de
proteinas que foram identificados em todas as réplicas experimentais. (Tabela 2;
anexo em CD-ROM). Os dados provenientes da busca em banco de dados pelo

programa MaxQuant foram inseridos no programa Perseus (plataforma MaxQuant),
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para a quantificagdo relativa entre os venenos. Para a quantificacdo relativa, o
algoritmo do programa Perseus considerou os valores de LFQ (label free
guantification), calculados no programa MaxQuant, que foram transformados para a
forma logaritmica na base 2, e os trés venenos foram analisados aos pares (B.
jararaca-B. alcatraz, B. jararaca-B. insularis, B. alcatraz-B. insularis) pelo teste-t para
duas amostras. O calculo destes valores é feito pela normalizacdo da intensidade
dos fons precursores (MS!) de todos os peptideos identificados para um
determinado grupo de proteinas. Nesta andlise, a Hip6tese nula considerada € que
ndo ha diferencas entre os valores de LFQ para os grupos de proteinas identificados
nas duas amostras, considerando o p-valor de 0,05.

Apoés a determinacdo de quais grupos de proteinas apresentavam diferencas
estatisticas, avaliadas pelo teste-t, estes foram selecionados e submetidos ao
processo de clusterizacdo hierarquica ndo supervisionada para visualizacdo destas
diferencas em um grafico do tipo heat map. As Figuras 13, 14 e 15 mostram os
graficos gerados no programa Perseus, pela andlise quantitativa separara por pares
de venenos do grupo Jararaca (Tabelas suplementares 3-5; anexo em CD-ROM).

A analise quantitativa das 25 proteinas presentes nos venenos de B. alcatraz
e B. jararaca, que mostraram diferenca de abundéancia (Figura 13), destacou as
classes SVMPs e fosfolipases A2, como aquelas mais varidveis entre os dois
venenos. A maior parte das SVMPs quantificadas apresentou abundancia mais alta
no veneno de B. alcatraz. O mesmo foi observado quanto a fosfolipases A2, cujos
dois grupos quantificados apresentaram-se mais abundantes em B. alcatraz. Por
outro lado, na classe das SVSPs, dos trés grupos quantificados apenas um é mais

abundante em B. alcatraz.
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Figura 13. Cluster hierarquico ndo supenisionado de proteinas identificadas com abundéancia

diferencial nos proteomas dos venenos de B. alcatraz e B. jararaca, avaliados por digestdo com
tripsina e analise por LC-MS/MS. Grupos de proteinas apresentando alteracBes de abundancia
estatisticamente significantes (teste-t p<0,05), com intensidades normalizadas e agrupadas utilizando
a distancia euclidiana. Os clusters destas proteinas estdo representados no heat map em vermelho,
pelas proteinas mais abundantes, e em werde por aquelas menos abundantes. As proteinas
identificadas estdo indicadas (apenas a primeira de cada grupo) na arvore horizontal; as réplicas
estdo indicadas nas arwres verticais. O cluster foi construido utilizando o programa Perseus
(plataforma MaxQuant).

Como observado nos perfis eletroforéticos dos venenos de B. jararaca e B.
insularis (Figura 9), estes apresentam poucas diferencas em bandas de proteinas,

em condi¢cdes redutoras e nao redutoras. Esta semelhanca entre esses venenos foi
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também verificada pela andlise quantitativa (Figura 14), na qual apenas 15 grupos
de proteinas mostraram diferengca de abundancia, representados principalmente por

SVMPs, que se apresentaram mais abundantes no veneno de B. insularis.
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Figura 14. Cluster hierarquico ndo supenvsionado de proteinas identificadas com abundancia
diferencial nos proteomas dos venenos de B. jararaca e B. insularis avaliados por digestdo com
tripsina e analise por LC-MS/MS. Grupos de proteinas apresentando alteracBes de abundancia
estatisticamente significantes (teste-t p<0,05), com intensidades normalizadas e agrupadas utilizando
a distancia euclidiana. Os clusters destas proteinas estao representados no heat map em vermelho,
pelas proteinas mais abundantes, e em wverde por aquelas menos abundantes. As proteinas
identificadas estdo indicadas (apenas a primeira de cada grupo) na arvore horizontal, as réplicas
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estdo indicadas nas arwres werticais. O cluster foi construido utilizando o programa Perseus
(plataforma MaxQuant).

A analise quantitativa das 26 proteinas presentes nos venenos de B. alcatraz
e B. insularis, que mostraram diferenca de abundancia (Figura 15), destacou as
classes SVMPs e fosfolipases A2, como aquelas mais varidveis entre os dois
venenos. A maior parte das SVMPs quantificadas apresentou abundancia mais alta
no veneno de B. alcatraz. O mesmo foi observado quanto a classe das fosfolipases
A2, dois dos trés grupos quantificados apresentaram-se mais abundantes em B.
alcatraz. Por outro lado, na classe das SVSPs, dos seis grupos quantificados apenas

um é mais abundante em B. alcatraz.
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Figura 15. Cluster hierarquico ndo supenisionado de proteinas identificadas com abundéancia
diferencial nos proteomas dos venenos de B. alcatraz e B. insularis avaliados por digestdo com
tripsina e analise por LC-MS/MS. Grupos de proteinas apresentando alteracBes de abundancia
estatisticamente significantes (teste-t p<0,05), com intensidades normalizadas e agrupadas utilizando
a distancia euclidiana. Os clusters destas proteinas estdo representados no heat map em vermelho,
pelas proteinas mais abundantes, e em werde por aquelas menos abundantes. As proteinas
identificadas estdo indicadas (apenas a primeira de cada grupo) na arvore horizontal;, as réplicas
estdo indicadas nas arwres \erticais. O cluster foi construido utilizando o programa Perseus
(plataforma MaxQuant).

4.2. Andlise N-termindmica

O protocolo utilizado para analise do N-terminoma do veneno de B. alcatraz
permite marcar os N-terminais livres das proteinas e, por selecdo negativa, utilizando
uma resina que contém grupos aldeidos que formam ligac6es covalentes com
aminas primarias geradas pela tripsina, identificar as sequéncias N-terminais das
proteinas do veneno. Esta selecdo é possivel, pois ap0s a reacado de dimetilacdo os
N-terminais estdo bloqueados por dimetilagdo, acetilagdo ou por um residuo de
acido piroglutamico.

O primeiro passo da analise dos dados de identificacédo, realizada com o
programa MaxQuant, incluiu a remocdo de peptideos com baixa significancia (e-
value maior que 0,05), ja que este dado reflete a probabilidade da identificacao ter
ocorrido ao acaso. Da lista restante, os peptideos identificados foram selecionados
quanto a presenca de modificagcdes no N-terminal, e os peptideos ndo marcados
nessa posicao foram descartados, pois tais N-terminais podem ndo ser naturais e
sim gerados pela clivagem pela tripsina.

No total a andlise do N-terminoma do veneno de B. alcatraz, possibilitou a
identificacdo de 85 peptideos diferentes, que foram classificados de acordo com a
modificacdo observada em sua extremidade N-terminal. Destes, 76 peptideos foram
identificados como dimetilados, 14 peptideos apresentaram acido piroglutamico e 2

peptideos estavam acetilados. A falta de concordancia entre o ndimero total de
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peptideos identificados (85) e a ocorréncia de modificacdo no residuo N-terminal
ocorreu porque alguns peptideos foram identificados com mais de uma modificacao,
Oou seja, a mesma estrutura peptidica apresentou-se com o N-terminal dimetilado ou
blogueada pelo acido piroglutamico.

A comparacédo entre os peptideos identificados em cada réplica experimental
(A e B) demonstra que houve uma baixa correspondéncia entre as analises do N-
terminoma, provavelmente devido ha algum problema durante o preparo da amostra

B, onde o nimero de peptideos identificados foi menor (Figura 16).

41 9

Figura 16. Comparacao entre o nimero de peptideos identificados nas réplicas A e B da andlise do
N-terminoma do veneno de B. alcatraz. Diagrama de Venn gerado pelo programa Venn Diagram
Plotter (PNNL).

Por essa razdo para as consideracdes desta analise foram utilizados apenas
os 35 peptideos identificados em ambas as andlises, de forma a aumentar a
confiabilidade das identificacdes. A Tabela 1 mostra os peptideos identificados na

abordagem do N-terminoma.



Tabela 1. Sequéncias N-terminais identificados pela analise N-termindmica no veneno de B. alcatraz.
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Classe e Réplica
. . Modificagéo do .
Grupo de proteinas . de Peptideo N-terminal Posicdo |[E-value m/z z A | B*
oxina
o : 4.8E-10 | 848.896 |2 X
ECPATCFCQNKII Dimetilagéo C-terminal G5E07 | 82889 12| x
BJAR454CRISP1 CRISP Dimetilacéo 7.7E-20 | 1099.02 |2| x
QMQLECPATCFCQNKII C-terminal | 1.9E-70 | 1076.49 (2| X
Gln->Pyro-Glu 76E-11 | 1076.49 |2 X
GSCVCYENLVGR Dimetilacdo Interno 0.0028 | 721332 12 X
0.00422 | 721.332 |2 X
BJAR454CTL20 CTL
SCVCYENLVGR Dimetilaca nt 0.01104 | 692.821 |2| x
imetiiacao NIeMo 7501918 | 692.821 |2 X
e . 2E-199 | 835.843 |2 X
BJAR454PLA24 PLA2 | FLNAENCQEASEAC Dimetilagéo C-terminal cE153 | 835843 2] x
o 4.6E-56 | 827.382 |2 X
BJAR454SVMPPII02 SVMP | SCIMSATVSDQPSSR Dimetilagéo Interno 28E-19 | 827382 12 x
o 2.6E-46 | 966.861 |2| X
BJAR454SVMPPIIO3 SVMP | GDDMDDYCTGQSAGCPR | Dimetilag&o Interno-D 38E-11 | 966861 |2 -
SPPVCGNYFVEVGEECDC Dimetilacso N-terminal | 1.2E-45 | 848.359 (3| X
GSPR ¢ D 1E-11 | 848.359 |3 X
TECQAAKDECDMADLCTG | i o~ ) 1.2E-31 | 762.987 |3| x
BJAR454SVMPPII03 SVMP R Dimetilagéo Interno-D 13E24 | 762037 |3 ~
S N-terminal | 1.8E-14 | 916.385 |2 X
YFVEVGEECDCGSPR Dimetilagéo D 0.00025 | 916385 |2 ”
e 0.00835 | 684.869 |2| x
sp|C5H5D4|VM33_BOTAT SVMP | TPQCILNEPLR Dimetilacéo Interno 0.01954 | 684869 |2 ”
s : 2E-44 | 636.251 |3| x
sp|POC930|SLB_BOTIN CTL |DCPPDWSSYEGSCYR Dimetilagéo N-terminal ~E-a4 | 953872 2 "
sp|PODJF4|VSPAL_TRIAB SVSP | VWGGDECNINE Dimetilacéo N-terminal | 0.00905 | 617.274 |2 X
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0.01715 | 617.274 |2 X
sp|PODKZ9[BPPAP_BOTFO BPP | QARPPHPPIPPAP GIn->Pyro-Glu BPP | 8.7E-06 | 679.372 |2 X
AGEECDCGSPANPCCDAA | . . _ N-terminal | 1.2E-46 | 885.696 |3
TCKLR Dimetilagao D [31E-12]| 88569 |3 X
EAGEECDCGSPANPCCDA | Dimetilagé N-terminal om0 | 928.71 |3
metiacao lerminal "3E08 | 928.71 |3 X
ATCKLR D
P 31685MEl CROOC-SOP3LS Glu-> Pyro-Glu 0.01457 | 913.363 |3
ggIVMZI cl?oo[ 'SPl SVMP | ECDCGSPANPCCDAATCK [ .\ N-terminal | 4E-06 | 799.995 |3
- LR ¢ D 0.00259 | 799.995 |3 X
EECDCGSPANPCCDAATC | . . _ N-terminal | 1.9E-25 | 843.009 |3
KLR Dimetilagao D  [27E-13 | 843.009 |3 X
GEECDCGSPANPCCDAAT | . . N-terminal | 9.8E-18 | 862.017 |3
CKLR Dimetilagao D 0.00864 | 862.017 |3 X
o | 2.3E-12 | 58377 |2 X
sp|P86537|CRVP_DABRR CRISP | SVDFDSESPR Dimetilagéo N-terminal |- 2o
Deamidacao
sp|P86721|BPP12_ BOTAT BPP |QQWPRDPAPIPP (NQ), Dimetilagdo | gpp | 004009 | 715875 |2 X
GIn->Pyro-Glu 4.3E-05 | 692.854 |2
o 1.6E-31 | 706.629 |3
Sp|Q90X23|TXVE_BOTJA SVWEGF | CGGCCTDESLECTATGKR | Dimetilagéo Interno 14606 | 706.629 |3 "
Deamidacdao 1.8E-19 | 937.853 |2 X
DDMDDYCNGISAGCPR | () Dimetilacdo | MM i eeii 637 823 12
splQ9DGH6|VM2_GLOHA:BJAR4 Deamidag&o 3.6E-34 | 880.34 |2 X
54SVMPPII02 SVMP | DMDDYCNGISAGCPR (NQ), Dimetilagio | ™e™M° 15517 88032 |2
Deamidagao 1.2E-58 | 966.364 |2 X
GDDMDDYCNGISAGEPR | () ‘Dimetilacao | ™™ 15554 | 966.364 |2
N-terminal | 5E-114 | 834.897 |2
ESGNVNDYEVWVYPR Dimetilagcéo Pro-
Sp|Q9IAY3|VM1H1_DEIAC SVMP dominio | 3-8E-41| 834.897 |2 X
D N-terminal | 0.00183 | 726.86 |2 X
GNVNDYEVVYPR Dimetilag&o Pro- 0.00680 | 72686 |2
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dominio
N-terminal | 1.1E-40 | 770.376 |2
SGNVNDYEWYPR Dimetilacéo Pro-
dominio | 3E-30 | 770.376 |2 X
o , 2.5E-14 | 652.926 |3
Sp|Q9PS06|SLO9B_BOTJA CTL |DCPSDWSPYEGHCYR Dimetilagéo N-terminal 0.00625 | 652926 |3 "
tr[AOAO77L840|A0A077L840_PRO SPPVCGNELLEVGEECDC L N-terminal | 2E-141 | 1074.95 |2
FL WP g Dimetilagao D [ 2E-24 | 107495 |2 X
tr[E3UJMO|E3UIMO_BOTNU; 1.6E-38 | 770.276 |2
;Sp|P31985|VM2I_CROOC;sp|Q9ID i ) )
GHB[VM2_ GLOHA;BJARA54SVM SVMP | QCAEGLCCDQCR GIn->Pyro-Glu Interno-D 0.00433 | 770276 |2 «
PPII03;BJAR454SVMPPI1I03
1.5E-62 | 692.225 |2
trlQ3YL48|Q3YL48_AGKCO SVMP | QCAEGLCCDQC GlIn->Pyro-Glu Interno-D 2609 692225 |2 "
Dimetilagdo N-terminal 1.9E-34 | 590.281 |3
¢ 0.01453 | 590.281 |3 X
ELVWGGDECNINEHR > AE-24 | 861897 |2 ™
tr|T2HS34|T2HS34_OVOOK SVSP Glu-> Pyro-Glu N-terminal > 8E-34 | 861.897 |2
Deamidagao , 8.1E-07 | 509.9 (3
VWGGDECNINEHR (NQ), Dimetilagio N-terminal 0.0009 5099 |3 X
GIn->Pyro-Glu 0.00812 | 855.414 |2 X
trlU3TBL7|U3TBL7_OVOOK SVWEGF | QQSEVIPFMTVYER S;;jri(_;g(l)u(M),Gln- Interno 58E-22 | 863411 |2

* Cada peptideo foi identificado em ambas as réplicas experimentais; o x indica o valor de m/z em cada réplica.
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Os 35 peptideos identificados por esta analise correspondem a 23 grupos de
proteinas, que foram classificadas de acordo com as classes de toxinas as quais
pertencem. Os grupos de proteinas sédo classificados como: SVMP (10), SVSP (3),
CTL (3), PLA2 (1), proteina precursora de BPPs (2), CRISP (2) e swWEGF (2).

Do total de peptideos identificados, 17 se encontram na por¢cdo N-terminal
das proteinas, sendo denominados N-terminais classicos, uma vez que concordam
com as predi¢cdes do banco de dados (Uniprot). Como critério para considerar se um
peptideo identificado corresponde a anotacao disponivel no banco de dados como
sendo aquela do N-terminal da proteina, foi estabelecida a tolerancia de 6 residuos.

Dentre estas sequéncias N-terminais classicas, 15 mostraram o residuo N-
terminal bloqueado por dimetilagdo, o que indica que estes estavam livres nas
amostras de veneno bruto, e apenas 2 apresentaram &cido piroglutamico.
Analisando a distribuicdo destes N-terminais identificados temos: 11 N-terminais

correspondentes a SVMP, 3 aSVSP,2aCTL e 1 a CRISP.

4.3. Anélise peptidémica

A fracdo peptidica do veneno de B. alcatraz foi analisada por LC-MS/MS e os
dados ndo processados (dados brutos) das trés réplicas experimentais foram
submetidos a identificacdo utilizando o programa PEAKS Studio (Bioinformatics
Solutions). Este programa concilia a estratégia de sequenciamento de peptideos
denominada “de novo sequencing” com a busca no banco de dados utilizando o
match dos espectros de MS/MS com as estruturas primarias depositadas.

A configuracdo da busca para a possibilidade da presenca de acido
piroglutdmico na posicdo N-terminal dos peptideos foi feita com base em

informacdes presentes no banco de dados para toxinas de venenos de serpentes,
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que indicam a presenca desse residuo no N-terminal dos peptideos potenciadores
de bradicinina (BPPs) (lanzer et al., 2004; Zelanis et al., 2010; Tashima et al., 2012).
Embora a acetilagdo do residuo N-terminal de peptideos ndo tenha sido relatada em
toxinas animais até o momento, a busca por residuos N-terminais acetilados foi
mantida em nosso estudo pela importancia dessa modificagdo em algumas
proteinas, para a mediacdo de importantes processos bioldgicos como apoptose,
degradacéo proteica, localizacdo de proteina (Liszczak et al., 2013) e pelo restrito
conhecimento disponivel na literatura sobre os peptidomas de venenos de serpentes
(Tashima et al., 2012).

Como método de fragmentacdo escolhido para as analises de MS/MS,
optamos por utilizar HCD (high-energy collision dissociation) em lugar de CID
(collision-induced dissociation), devido & maior resolucdo dos espectros gerados
pelo primeiro. Como o sequenciamento de novo é uma andlise baseada unicamente
na interpretacdo dos espectros, a aquisicdo destes em alta resolucdo favorece a
determinacao das estruturas primarias por este método.

Nesta abordagem, a derivacdo da estrutura primaria de um peptideo é feita
Unica e exclusivamente com base nos dados brutos gerados pela andlise por
MS/MS. A primeira etapa da analise de dados pelo programa PEAKS Studio envolve
a realizacdo do sequenciamento de novo com todos os espectros de MS/MS e,
posteriormente, esses resultados sdo incluidos dentro do banco de dados utilizado
para a busca tradicional utilizando o match dos espectros de MS/MS.

Como resultados das identificacdes de peptideos pelas duas abordagens (de
novo e a busca no banco de dados, ambas pelo programa PEAKS Studio) duas
tabelas de identificacdo distintas sdo geradas. A primeira inclui apenas os resultados

do sequenciamento de novo, que ndo apresentaram sequéncias correspondentes no
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banco de dados utilizado, e a segunda inclui os peptideos encontrados no banco de
dados de proteinas.

Analisando estas tabelas de identificacdo dos peptideos encontrados no
veneno de B. alcatraz (Tabela suplementar 6, sequenciamento de novo; Tabela
suplementar 7, busca em banco de dados; anexos em CD-ROM), verificou-se a
descricdo de 45 peptideos novos, cuja identificacdo s6 foi possivel devido a
metodologia do sequenciamento de novo, e 73 peptideos diferentes identificados
utilizando o banco de dados.

Com a intengdo de avancar na descricdo dos novos peptideos optamos por
utilizar uma ferramenta do programa PEAKS Studio, denominada SPIDER. Essa
opcédo permite alinhar os peptideos identificados pelo sequenciamento de novo com
as sequéncias obtidas do banco de dados e organizar as identificacbes do banco
com alta identidade com os novos peptideos encontrados. Essa ferramenta é muito
utilizada para a analise de proteoformas e mutacfes, e ajuda na caracterizacdo de
novas estruturas primarias. No caso dos peptideos cujas sequéncias foram obtidas
pelo sequenciamento de novo (45), para 21 deles a ferramenta SPIDER selecionou
uma possibilidade de identificacdo, associando esta ao nimero de acesso da
proteina com as qual cada peptideo homologia.

Do total de 94 peptideos identificados na andlise do peptidoma do veneno de
B. alcatraz (sendo 73 identificados no banco de dados e 21 cuja identificacdo foi
inferida por similaridade), 65% (61 peptideos) pertenciam a SVMPs, 28% (26

peptideos) a proteina precursora dos BPPs e 7% (7 peptideos) a fosfolipase A2.
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4.3.1. Peptideos oriundos de SVMPs

A andlise dos peptideos oriundos de SVMPs, identificados pela busca em
banco de dados (50 peptideos diferentes) revelou a seguinte distribuicdo dos
mesmos entre as classes de SVMPs: 23 na classe P-l, 46 na classe P-Il, e 29 na
classe P-lll. A falta de concordéancia nos nimeros de peptideos de cada classe de
SVMP é resultado do compartiihamento de 21 peptideos entre as trés classes.
Destes 50 peptideos, 31 eram oriundos do pro-dominio e 19 do dominio catalitico.
Um diagrama de Venn (Figura 17) ilustra a distribuicdo destes peptideos nas trés

classes de SVMPs.

SVMP P-l SVMP P-lI

SVMP P-lll

Figura 17. Diagrama de Venn da distribuicdo dos 50 peptideos identificados em estruturas primarias
de SVMPs nas classes P-l,P-ll, e P-Ill). Diagrama gerado pelo programa Venny (disponivel em
http://bioinfogp.cnb.csic.es/tools/venny/).

Um exame dos 19 peptideos encontrados exclusivamente no dominio

catalitico de SVMPs mostrou que todos pertencem a enzimas da classe P-Il. Os 21


http://bioinfogp.cnb.csic.es/tools/venny/
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peptideos comuns as trés classes de SVMPs eram provenientes da regido do pro-

dominio, a qual € mais conservada entre os diferentes tipos de SVMPs.

4.3.2. BPPs

Ao todo, foram identificados 26 peptideos com estrutura de BPP (peptideo
potenciador de bradicinina), e destes, 7 apresentaram sequéncias novas. A Tabela 2
contém a lista de BPPs identificados no veneno de B. alcatraz por meio da busca no
banco de dados e pela metodologia do sequenciamento de novo. As sequéncias
provenientes desta Ultima metodologia foram anotadas como BPPs pela ferramenta

SPIDER.

Tabela 2. BPPs identificados pela analise peptidémica do veneno de B. alcatraz.

Peptideos Massa m/z z A Peptideo

(Da) ppm

<EARPPHPP 881,4507 441,7365 2 8,8 BPP1llesemIPP(C-terminal)

<EARPPHPPIPP 1188,64 5953292 2 3 BPPlle

<EARPPHPPIPPA 1259,678 630,8512 2 8,2 BPPAP sem P (C-terminal)

<EARPPHPPIPPAP 1356,73 679,3728 2 0,6 BPPAP

<EGGWPRPGP 933,4457 467,7301 2 0 BPP13asemEIPP(C-terminal)

<EGGWPRPGPEIPP 1369,678 6858473 2 16 BPP13a

<EGRAPHPPIPPAPL 1429,783 7158994 2 0,8 BPPAPL

<EKWAPVQKWAP 1320,698 661,3568 2 0,9 BPP5asem processamento

<ENWPHPQIPP 1195577 598,7979 2 3,1 BPP10c

<EQWAQGGWPRPGPEIPP 1882,911 9424645 2 1,7 BPP13a+EQWA (N-terminal)

<EQWAQNWPHPQIPP 1708,811 8554209 2 9,5 BPP10c+EQWA (N-terminal)

<EQWAQNWPRPQIPP 1727,853 864,9351 2 1,4 BPP+ EQWA (N-terminal)

<EWAQGRAPHPPIPPAP 1701,874 851,945 2 0,9 BPPAP +EWA (N-terminal)

AQGRAPHPPIPPAP 1404,763 469,2641 3 5,6 BPPAP +A(N-terminal)

GWPRPGPEIPP 1201,624 601,82 2 0,9 BPP13asemEG(N-terminal)

KVQQWAQGGWPRPGPEIPP  2127,101 1064559 2 0,5 BPP 13a+KVQQWA (N-terminal)

FRFHPPLPPAP 1316,703 659,3643 2 85

AARHPHPPLPP 1188,652 595,335 2 3.2

<ERAPPHPPLPP 1188,64 5953318 2 7.4

<ELGPPPRPP 940,513 4712674 2 78

PAARHHPPLPP 1188,652 5953345 2 24

PLNHAHPPLPP 1188,64 5953293 2 3.2

QHRAHPPLPPAP 1316,71 659,3634 2 16
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Como exemplo de sequenciamento de novo dos peptideos que apresentaram

sequéncias inéditas (7), ha a ilustracdo do espectro de MS? (Figura 18) e a anotac&o

gerada pelo programa PEAKS Studio para a

<ELGPPPRPP.

Intensidade (%)
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<ELGPPPRPP novo B. alcatraz

Figura 18. Sequenciamento de novo do peptideo <ELGPPPRPP, encontrado no wveneno de B.
alcatraz. A anotacado q equivale a <E (acido piroglutamico). O painel A mostra o espectro de MS/MS
com a especificacdo das massas dos ions das séries b e y de acordo com a nomenclatura de
Roepstorff-Fohimann-Biemann (Roepstorff e Fohlmann, 1984).0 painel B ilustra de forma grafica as
diferencas de massas encontradas na fragmentacdo do peptideo que explicam a estrutura primaria
atribuida ao espectro. O painel C compara a estrutura primaria de um BPP descrito no veneno de B.
insularis (acesso Uniprot P68515) com o peptideo <EQLGPPPRPP, identificado no veneno de B.

alcatraz.

Na Figura 18 (painel C) sdo mostradas as sequéncias de um BPP descrito no

veneno de B. insularis e uma das novas sequéncias identificadas no veneno de B.

alcatraz que apresenta similaridade com as estruturas de BPPs. No alinhamento &

possivel observar que os oito primeiros residuos da nova sequéncia sdo idénticos a
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um BPP de B. insularis. A Figura 19 mostra mais detalhes da analise do espectro de

MS/MS desse peptideo.
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Figura 19. Sequenciamento de novo do peptideo de estrutura <ELGPPPRPP, identificado no veneno
de B. alcatraz. O painel A mostra a nomenclatura para os ions provenientes da fragmentacéo de
peptideos, segundo Roepstorff-Fohimann-Biemann (Reproduzido de Cant( et al, 2008). O painel B
mostra um exemplo da numeracdo da série b/ly proveniente de um peptideo de 9 residuos de
aminoacidos (Reproduzido de Cant( et al, 2008). O painel C contém o espectro de MS/MS do
peptideo identificado neste estudo, com as anotagdes dos ions da série b/y. O painel D mostra a série
b/ly do peptideo identificado, onde as linhas vermelhas mais espessas indicam as fragmentacdes
obsenadas, e as linhas de menor espessura indicam as fragmentagdes tedricas, cujas massas nao
foram detectadas no espectro de MS/MS.

Durante o processo de fragmentacdo dos peptideos no espectrometro de
massas, 3 seéries de ions sdo possiveis. Como mostrado na Figura 19 (painel A),
pode-se encontrar as séries a/x, bly e c/z, onde a primeira letra de cada par
corresponde a porcdo da molécula que retém a carga residual no N-terminal (a, b,

c), € a segunda letra indica a por¢cdo da molécula que retém a carga residual no C-
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terminal (X, y, z) (Mann et al., 1989). Entretanto, dentre as ligacées covalentes
existentes nos peptideos, a de menor energia € a ligagdo peptidica, cuja quebra é
responsavel pela geracdo dos ions da série bly (Cantu et al, 2008). No caso aqui
utilizado como exemplo, o peptideo de estrutura primaria <ELGPPPRPP, a Figura 19
mostra os ions identificados (b2, b7,y2,y3,y4,y5,y6, y7), contudo os ions b7 e y2 s6
podem ser observados utilizando a ferramenta zoom do programa (b7: m/z 729,42;
y2: m/z 213,12). O ion y2 (m/z 213) corresponde aos residuos C-terminais PP, cuja
presenca € considerada como uma assinatura da estrutura dos BPPs, e que fornece

maior evidéncia sobre a identificagédo deste BPP (Tashima et al., 2012).

4.4. Anélise glicoprotedmica

4.4.1. Tratamento dos venenos com glicosidases

A presenca frequente de unidades de &cido sialico na porcao terminal de N-
glicanos de diferentes proteinas levou a escolha da enzima neuraminidase para
avaliacdo da presenca deste monossacarideo na extremidade ndo redutora de
cadeias de glicanos em glicoproteinas dos venenos do grupo Jararaca (B. alcatraz,
B. insularis e B. jararaca). Para a avaliacdo da remocéao de acido sialico foi realizada
a comparacdo dos perfis eletroforéticos de proteinas dos venenos tratados ou nao

com a neuraminidase escolhida (Figura 20).



97
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Figura 20. Perfis eletroforéticos (SDS-poliacrilamida 12%) dos venenos de B. alcatraz, B. insularis e
B. jararaca (5 pg), em condi¢cdes redutoras. Coloragdo: Nitrato de Prata. Os simbolos — e +
representam, respectivamente amostra controle e amostra tratada com neuraminidase. M: padrbes de
massa molecular.

A comparacdo dos perfis eletroforéticos dos venenos de B. jararaca e B.
insularis mostrou que estes sdo mais parecidos entre si e diferem do veneno de B.
alcatraz (Figura 9). O tratamento com a neuraminidase revelou que este
monossacarideo estd presente na extremidade ndo redutora dos glicanos dos trés
venenos, ja que a maior parte das bandas de proteinas tiveram sua massa
molecular alterada, e consequentemente sua mobilidade, possivelmente devido a
instabilidade estrutural gerada pela remo¢cdo do monossacarideo. Foi interessante
observar que, ap0s a remocédo de acido sidlico, o perfil proteico destes venenos se
mostrou mais similar entre si.

Com o objetivo de avaliar a N-glicosilacdo e O-glicosilacdo das proteinas, 0s
venenos foram submetidos ao tratamento com as enzimas PNGase F (remocao de
N-glicanos) e com as enzimas (a02-3,6,8,9-Neuraminidase, Endo-a-N-

acetilgalactosaminidase, [1,4-galactosidase e [-N-Acetilglucosaminidase). Nestes
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experimentos, optamos por desnaturar as proteinas e reduzir suas pontes de
dissulfeto, para facilitar o acesso das enzimas aos sitios de glicosilagao.

A andlise da N-desglicosilacdo total dos venenos, mostrada na Figura 21,
mostrou que a remocdo das cadeias de N-glicanos das glicoproteinas dos trés
venenos causou alteracdo da mobilidade eletroforética principalmente das proteinas

com massa molecular acima de 30 kDa.

Figura 21. Perfis eletroforéticos (SDS-poliacrilamida 12%) dos venenos de B. alcatraz, B. insularis e
B. jararaca (5 pg), em condicdes redutoras, apds tratamento com a enzima PNGase F, com prévia
desnaturacdo das proteinas do veneno. Coloracdo: Nitrato de Prata. Os simbolos — e + representam
respectivamente amostra controle e amostra tratada com PNGase F.

Para a O-desglicosilacdo de proteinas € necessario o emprego de
glicosidases com diferentes especificidades, pois a auséncia de um core estrutural
nos O-glicanos, como encontrado nos N-glicanos, impede a aplicagdo de uma
enzima Unica. Adicionalmente algumas enzimas responsaveis pela remocao dos O-
glicanos ndo atuam na presenca de acido sialico, 0 que torna necessaria a adicado de
uma neuraminidase na reacéo, para que a O-desglicosilacdo seja completa. Nesse

sentido, o tratamento dos venenos com a neuraminidase ja revelou significativas
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diferencas nas massas moleculares das proteinas (Figura 20). Desta forma, embora
os perfis das proteinas apos a O-desglicosilacdo (Figura 22) revelem diferencas
significativas entre as proteinas nativas e tratadas, tais alteracbes ndo podem ser

consideradas exclusivamente como consequéncia da remocéao de O-glicanos.
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Figura 22. Perfis eletroforéticos (SDS-poliacrilamida 12%) dos venenos de B. alcatraz, B. insularis e
B. jararaca (5 ug), em condigbes redutoras, apos tratamento com as enzimas a2-3,6,8,9-
Neuraminidase, Endo-a-N-acetilgalactosaminidase, {31,4-galactosidase e [(-N-Acetilglucosaminidase
com prévia desnaturacdo das proteinas do veneno. Massa de proteina: 5 pg. Coloracdo: Nitrato de
Prata. Os simbolos — e + representam respectivamente amostra controle e amostra tratada com as

enzimas. M: padrdes de massa molecular

4.4.2. Anédlise glicoproteémica

Para a andlise do glicoproteoma do veneno de B. alcatraz foram empregadas
trés lectinas com diferentes especificidades: a WGA, que reconhece unidades de
acido sialico e N-acetilgicosamina, a PNA, que reconhece N-acetilgalactosamina e

galactose, e a ConA, que apresenta afinidade por unidades de manose e glicose. A
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Figura 23 mostra os perfis eletroforéticos das fragcbes de proteinas das
cromatografias de afinidade, realizadas com estas lectinas neste estudo.

A escolha destas trés lectinas teve o objetivo de avaliar a presenca de
diferentes composicdes de glicanos nas glicoproteinas do veneno de B. alcatraz. O
perfil eletroforético das frac6es de proteinas obtidas nas cromatografias de afinidade
€ mostrado na Figura 23. Como resultado da cromatografia de afinidade a WGA
verificamos que as glicoproteinas retidas, ou seja aquelas que apresentam acido
sialico e/ou N-acetilglicosamina em sua composicdo de glicanos, apresentam em
sua grande maioria elevada massa molecular. A regidao acima de 50 kDa foi a que
apresentou maior enriquecimento nas fracdes eluidas da resina com N-

acetilglicosamina e abaixamento de pH.
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Figura 23. Perfil eletroforético das fracBes do veneno de B. alcatraz (5 pg) obtidas por cromatografia

I T 1 8@ =

14

de afinidade as lectinas WGA, PNA e ConA em gel de SDS-poliacrilamida (12%). Colorac&o: Nitrato

de prata. M: padrdes de massa molecular.
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A PNA é uma lectina que apresenta afinidade por unidades de galactose e
também pela estrutura denominada Antigeno T (GalB3GalNAca) e de acordo com os
dados de quantificacédo e perfil eletroforético das glicoproteinas retidas nesta analise,
a presenca de unidades de galactose ou de Antigeno T ndo € frequente nas
glicoproteinas do veneno de B. alcatraz. Diferentemente da analise utilizando a
lectina WGA, o perfil das fracdes retidas pela PNA apresentou proteinas em uma
faixa mais larga de massa molecular (10 kDa — 50 kDa).

Como a ConA apresenta afinidade por unidades de manose, seu
reconhecimento € mais abrangente, incluindo N-glicanos dos tipos rico em manose,
hibrido e complexo (devido a presenca de manose no core). Ao contrario do que se
observou com as fragdes das cromatografias de afinidade a WGA e PNA, a ConA
mostrou um perfil de proteinas muito proximo ao do veneno total. Este resultado
pode ser consequéncia da ampla presenca de N-glicosilacdo nas proteinas de
veneno.

As fracBes com afinidade pelas trés lectinas foram submetidas a digestédo por
tripsina e analisadas por LC-MS/MS, e o resultado desta analise estd mostrado na
Tabela suplementar 8 (anexo em CD-ROM). A identificacdo das proteinas com
afinidade pela ConA, WGA e PNA revelou 90, 66 e 59 grupos de proteinas,
respectivamente. A Figura 24 mostra os graficos da distribuicdo dos grupos de
proteinas entre as classes de toxinas. A maior parte das proteinas retidas pelas trés
lectinas foram identificadas como SVMPs, enquanto que as SVSPs e CTLs

aparecem como segunda classe mais abundante.
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Figura 24. Graficos de distribuicdo dos grupos de proteinas identificados nas fragGes do veneno de
B. alcatraz retidas nas resinas de WGA, PNA e ConA.

As identificacdes dos grupos de proteinas das fragbes da cromatografia com a
lectina ConA sugerem a presenca de N-glicosilacdo. JA no caso da WGA, as
proteinas retidas poderiam conter tanto N-glicosilacdo como O-glicosilacéo,
enquanto que a analise da PNA sugere a presenca de O-glicosilacdo nas proteinas
identificadas. Desta forma, a analise das proteinas comuns aos eluatos das trés
lectinas sugere quais grupos de toxinas poderiam apresentar N- e O-glicosilacédo
concomitantemente. A Figura 25 mostra um diagrama de Venn das identificacdes

oriundas das trés lectinas utilizadas.
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Figura 25. Diagrama de Venn dos grupos de proteinas identificados nas analises do glicoproteoma
do veneno de B. alcatraz por cromatografia de afinidade as lectinas ConA, WGA e PNA.

PNA

Os 39 grupos de proteinas identificados pertencem majoritariamente as
classes CTL (28%), SVMP (23%) e SVSP (20%). Os sete grupos de proteinas
exclusivas dos eluatos da PNA pertencem a classe das SVMPs, PLA2, SVSP e
CRISP. O Uunico grupo de proteinas compartilhado por WGA e PNA pertence a
classe das CRISPs. Os sete grupos de proteinas exclusivos das fracdes eluidas da
WGA sdo SVMPs, svNGF, aminopeptidase e NUCL (Tabela suplementar 8; anexo

em CD-ROM).

45. Anédlise N-glicomica

45.1. Analise Qualitativa

O primeiro passo na analise qualitativa do N-glicoma dos venenos do grupo

Jararaca foi proceder com a identificacdo dos N-glicanos liberados pelo tratamento
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com a enzima PNGase F. A identificacédo foi feita com base nos valores de massa
observados nos espectros de cada amostra e posterior aplicacdo destes valores no
programa Glycomod.

O processo de permetilagdo ndo € essencial para a analise de glicanos por
espectrometria de massas, mas sua aplicagdo permite marcar as hidroxilas livres
dos N-glicanos, tornando distinguiveis monossacarideos em diferentes posicées da
estrutura e possibilitando a definicdo topoldgica. Outros beneficios deste método de
derivatizacdo é que este propicia maior estabilidade, hidrofobicidade e volatilidade
as estruturas, além de normalizar as propriedades fisico-quimicas dos glicanos,
diminuir o efeito de supressdo durante o processo de ionizacdo e auxiliar na
exposicao de pontos de fragmentacdo (Zaia, 2010, Reinhold et al., 2010, Ashline et
al., 2005).

A primeira forma de ilustrar estes resultados qualitativos é a média da
aquisicdo de 51 espectros de massas (MS? ou full MS) de cada amostra (Figura 26)
e, embora, a simples comparacdo destes seja limitada em detalhes, é possivel
observar a alta similaridade entre os perfis de massas dos N-glicanos dos venenos

de B. alcatraz, B. insularis e B. jararaca.



105

100 Bothrops alcatraz

Abundancia relativa

-
in & = [==] [1=] [=1
S O o o o o
|
3
r

s
=}

"}
o

140028

Abundancia relativa

]
=1

iy
L=

ok Ml Sl oo A el MW s il g 11, R
1100 1200 1200 1400 1500 1600 1700 1800 1200 2000
125072 miz

Bothrops jararaca

=)
=]
|

[ r I = -
=T = R =]

1864 .48

o=
=1

[
=]

1400.40

]
=]

tn
=
Ll b b b b bl

Abundancia relativa

184396

127836
1380.40

1583.44

-
=1
Ly

1746.48

0 (I B B e e e s R Iy B B I B B R B B B B B ) B B |
1100 1200 1300 1400 1500 1600 1700 1800 1900 2000
miz

Figura 26. Comparagdo entre a média de 51 espectros de MS' de N-glicanos presentes em
glicoproteinas dos venenos do grupo Jararaca. Mass range: 1100-2000 m/z.

A andlise dos espetros de MS* mostrou que, sob as mesmas condi¢des de
ionizacdo, os perfis de N-glicanos obtidos para as amostras de veneno sao

semelhantes, partilhando ndo apenas os mesmos valores de m/z como também as
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intensidades relativas dos quatro ions mais abundantes nas trés amostras (m/z
1250, m/z 1400, m/z 1595, e m/z 1864).

Para a analise dos dados no programa Glycomod, os valores das massas
monoisotopicas de cada ion foram anotados e utilizados para busca de composicdes
putativas e registros no banco de dados. Posteriormente, estas composi¢goes foram
utiizadas para o procedimento de definicdo de topologia das estruturas dos N-
glicanos por espectrometria de massas sequencial (MS").

Para cada composicdo sugerida foram consideradas as possibilidades de
ramificacdo e organizacdo das unidades de monossacarideos. Como exemplo pode-
se considerar o raciocinio utilizado para os ions de m/z 1250,32 e 1863,80,
encontrados no N-glicoma dos trés venenos. Para exemplificacdo sdo mostrados
apenas os resultados de B. alcatraz, mas a andlise dos outros dois venenos mostrou
0S mesmos resultados para os N-glicanos.

Os ions de m/z 1250,32 e 1863,80 correspondem ao mesmo N-glicano de
massa monoisotépica 3704 Da com diferentes cargas (3+ e 2+, respectivamente).
Utilizando o valor de massa calculado a partir do ion m/z 1250,32, encontramos que
o ion monoisotdpico tem massa igual a 3704,96 Da e, de acordo com 0s parametros
estabelecidos no item 3.6.3.4., o programa Glycomod reportou 15 composicdes de
oligossacarideos cuja massa se encontra dentro da tolerancia de 2 Da do valor
determinado experimentalmente. A Tabela 3 lista todas as composicdes reportadas

pelo Glycomod para a massa monoisotépica 3704,96 Da.

Tabela 3. Lista de composi¢cdes de N-glicanos sugeridos pelo programa Glycomod para a massa
monoisotdpica 3704.6 Da. Hex: hexose, HexNAc: N-acetilhexosamina, NeuAc*: &cido neuraminico
(acido sidlico), NeuGc*: acido N-glicolilneuraminico.

Massa . 3 i
N® (Da) © Composigéo Classificagéo
a)
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9 36198 o (Hex)2 (HexNAc)4 (Deoxihexose)s (NeuAc): (NeuGce)s

(Hex)1 (HexNACc)2 (Deoxihexose)z (NeuAc)s (NeuGce) +
09  (Man)3(GIcNAC)2

4 3619.8 hibrido/complexo

0.0 (Hex): (HexNAc)s (Deoxihexose)s(NeuGc)1+ (Man)s(GIcNAc). hibrido/complexo

6 3619.8 73

- (Hex)2 (Deoxihexose): (NeuAc)s(NeuGc)s paucimannose
8 3621.7 1.8

|

- (HexNAc): (Deoxihexose)z (NeuAc): (NeuGc)s + (Man)3(GIcNACc)2 hibrido/complexo
3621.8 1.8

-
o

|

- (Hex)2 (HexNAc)1 (NeuAc)s (NeuGc): + (Man)s(GIcNAC)2 hibrido/complexo
3621.8 1.8

[
N

‘

- (Hex)s (HexNAc)s (Deoxihexose): (NeuAc): (NeuGc); + hibrido/complexo
3621.8 19 (Man)s(GIcNAc).

[y
S

|

*NeuGc e NeuAc séo representantes de uma familia de monossacarideos denominada &cido sidlico..
**A composi¢cdo de ndmero 15 ja foi descrita em algumas glicoproteinas (de acordo com o banco de

dados UniCarbKB), uma delas oriunda do ovo de pomba.
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A analise das composicdes listadas na Tabela 3 considera ndo apenas o
match entra a massa observada e as massas das composi¢cdes listadas, mas
também outros critérios que foram previamente considerados. A auséncia de
classificacdo de uma composicéo € resultado da auséncia do core dos N-glicanos
(definido pela presenca de pelo menos trés hexoses e duas hexosaminas); desta
forma as composicoes 2 e 9 foram descartadas, uma vez que, de acordo com este
critério, ndo se tratam de N-glicanos.

A classificacdo paucimanose se refere a um tipo de glicosilagcdo muito
especifico que, até o momento, foi descrito apenas em invertebrados; por esta razao
as composicles 1 e 8 foram descartadas (Tabela 3). Os dados da primeira analise
N-glicomica do veneno de B. jararaca, publicado por Zelanis et al. (2012), revelaram
uma alta semelhanca entre o padrdo de glicosilacdo observado em mamiferos e
aguela observada em glicoproteinas do veneno desta serpente. Por esta razao,
neste estudo, para a analise das composicoes, esse fato foi considerado para excluir
composi¢cdes com elevado nimero de deoxihexoses, que sdo pouco frequentes em
mamiferos, levando ao descarte das composi¢cdes 1, 3, 4, 6, 7, 10 e 13.
Posteriormente as composicfes 11, 12 e 14 foram descartadas, pois o0 acido sialico
NeuGc (acido N-glicolilneuraminico) ndo havia sido descrito no N-glicoma do veneno
de B. jararaca. Concluindo, na primeira andlise das composic¢des listadas pelo
Glycomod (Tabela 3), apenas as de nimero 5 e 15 foram consideradas plausiveis,
em primeira instancia, no contexto da analise do N-glicoma dos venenos do grupo
Jararaca.

Considerando registros de N-glicanos de composicdes semelhantes ja
reportados na literatura, para cada composicdo foram consideradas duas

possibilidades de organizagdo dos monossacarideos nas estruturas (Figura 27).
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Figura 27. Possiweis estruturas do N-glicano de massa monoisotépica 3704,96 Da, encontrado no
veneno de B. alcatraz, de acordo com as composi¢cdes de nimero 5 e 15 sugeridas pelo Glycomod

(Tabela 3). As estruturas da lactosamina, extensdo de acido sidlico (4cido neuraminico) e Bisecting
GlcNAc foram assinaladas nas estruturas.

A existéncia de quatro unidades de acido neuraminico na composicao 5 fez
com que a suposicdo da extensdo de acido sidlico nas antenas do glicano fosse
considerada. Em mamiferos, a ocorréncia mais comum € a presenca de um Unico
acido sialico em cada extremidade das antenas, mas ha evidencias que comprovam
este tipo de extensdo em determinadas glicoproteinas de mamiferos (Varki e
Schauer, 2009).

A diferenca entre as estruturas A e B (composicdo de numero 5) reside
apenas na posicao da fucose dentro da estrutura, onde em A esta se encontra ligada

bY

a primeira N-acetilglicosamina do core, e em B ligada a N-acetilglicosamina da
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lactosamina. Para diferenciar estas duas possiveis estruturas é preciso analisar as
massas esperadas na fragmentacdo de cada uma delas (Figura 27).

As estruturas A e B da composicdo de numero 15 diferem quanto a
disposicdo das unidades de hexose e N-acetilhexosamina (Figura 27). A estrutura A
foi descrita no banco de dados e foi considerada para a primeira analise dessa
composicdo. Tanto para a composicdo 5 quanto para a de nuamero 15, caberiam
muitas outras estruturas, mas como abordagem inicial apenas estas foram
consideradas para simplificar a analise deste glicano.

Embora o programa Glycomod classifique os monossacarideos apenas como
hexoses, hexosaminas e deoxihexose, uma Vvez que Seus estereoisdmeros
apresentam a mesma massa, dados da literatura mostram que inferéncias podem
ser feitas de acordo com a posi¢do de cada monossacarideo na estrutura. Hexoses
pertencentes a antenas de N-glicanos do tipo complexo correspondem a galactoses,
e 0 mesmo acontece para a N-acetilhexosamina determinada pelo programa. Na
classe das deoxihexoses, a fucose € o0 monossacarideo mais comum, e sua
presenca no core de N-glicanos s6 é possivel de ser identificada pela analise
utilizada quando esta ligacdo ocorre na posicdo 6 da N-acetilglicosamina terminal da
extremidade redutora. As identificacdes das hexoses, hexosaminas e deoxihexoses
presentes nas estruturas deste trabalho partiram destas consideragcbes. Para a
andlise dos fragmentos foi utiizada a nomenclatura de fragmentacdo de glicanos
estabelecida por Domon e Costello (1988) (Figura 28), que segue o padréo utilizado

para a fragmentacédo de peptideos.
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Figura 28. Nomenclatura de fragmentacdo de polimeros de carboidratos segundo Domon e Costello
(1988). Painel A: Nomenclatura dos ions utilizando como referéncia as extremidades redutora e nao
redutora. Fonte: Reinhold et al., 2010. Painel B: Numerag¢do dos atomos de carbono de hexoses (1),
pentoses (2) e &acido sidlico (3). Fonte: Domon e Costello (1988).

ApoOs a consideracdo do ponto de partida (as estruturas das composicdes de
nimero 5 e 15) o espectro de MS? do N-glicano de massa 3704,96 Da foi analisado
em detalhes (Figura 29), considerando as clivagens descritas na Figura 29. A
avaliacdo da composicdo e estrutura de glicanos permetilados por espectrometria de
massas utiliza a diferenca de massas observadas entre o ion precursor e 0S
fragmentos gerados e a visualizacdo dos ions da série bly. A aplicacdo dessas
informacdes sobre o espectro de MS? mostra que dentre as quatro possibilidades

cogitadas no inicio da analise (Figura 27) apenas a estrutura A da composicédo 5

esta presente no N-glicoma de B. alcatraz.
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Figura 29. Média de 22 espectros de massa (MSZ) do N-glicano de massa 3704,96 Da. A analise das
diferencas entre a massa do precursor e dos fragmentos e a identificagdo dos ions da série bly
mostrou que a estrutura A da composi¢do 5 (Figura 27) esta presente nas glicoproteinas do veneno
de B. alcatraz. O ion b de m/z 1208,28 ndo pode ser visualizado no espectro devido a sua baixa
intensidade relativa, mas a ampliagdo da faixa de m/z 1200-1300 permite sua visualizag&o.

No caso do espectro de MS? mostrado na Figura 29, os dois fons mais
intensos (m/z 1125,32* e m/z 1676,44*%) s&o fons da série y e representam a perda
do acido sidlico terminal de uma das antenas do N-glicano. O ion da série b
proveniente dessa fragmentacdo (m/z 398,08) pode ser visualizado no espectro,
mas com menor intensidade.

O fon y de m/z 1495,88*2 é resultado da perda do dimero de &cido siélico de
uma das antenas, e o fon b dessa fragmentacdo de m/z 759,16* também pode ser
visualizado. A observacéo do ion y de m/z 490,20** é a evidéncia para a localizacdo
da fucose na primeira N-acetilglicosamina do core, e a existéncia do ion y m/z
1630,4"% (que corresponde a perda da extremidade redutora contendo uma fucose
na posi¢ao 1,6) corrobora essa informacéo.

Os ions da série y frequentemente apresentam maiores intensidades relativas

do que os ions da série b, embora estes Ultimos sejam muito mais informativos
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(Ashline et al., 2005). Dentre os ions da série b observados, um dos mais
importantes para a caracterizacdo da estrutura deste glicano é o de m/z 1208,28"*,
gue corresponde a uma das antenas da estrutura e auxilia na conclusdo de que a
deoxihexose ndo se encontra ligada a antena e sim ao core de N-glicanos.

Nao obstante a identificacdo de evidéncias para a definicdo da estrutura A da
composicdo 5 como estrutura real (ndo mais putativa) para a massa monoisotépica
observada, a existéncia concomitante da estrutura B foi averiguada pela busca de
ions b que confirmassem que esta pudesse estar presente na amostra. Os valores
utilizados para a busca no espectro foram: o ion b correspondente a antena do
glicano contendo a deoxihexoses (m/z 1383*'), a perda da N-acetilglicosamina da
extremidade redutora sem a unidade de fucose (uma diferenca de massa de 293), e
o fon de m/z 646" (que corresponde & unidade de lactosamina (m/z 472*') mais
uma fucose ligada a N-acetilglicosamina). Todavia, nenhuma destas evidéncias foi
encontrada, 0 que suporta a sugestdo de que apenas a estrutura A esti presente no
veneno de B. alcatraz.

A metodologia de MS" permite a continua selecdo de ions oriundos da
fragmentacdo de um precursor e a submissao destes a fragmentacédo, de forma que
para a andlise de glicanos esta caracteristica € extremamente interessante. Esta
abordagem permite a resolucdo de topologias de modo pratico, por meio da
fragmentacdo sequencial e acompanhamento das perdas de massa entre ion
precursor e fragmentos. Entretanto, para alguns ions especificos existe a dificuldade
de se obter bons espectros de massa devido as baixas intensidades relativa, fato
muito frequente na analise de ions da série b.

No caso do N-glicano de massa 3704,96 Da, a estratégia de MS" rendeu

espectros de massas de qualidade apenas até o MS3 e apés este round de
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fragmentacdo a queda na qualidade da aquisicdo tornou inviavel a continuacao
deste procedimento. Como alternativa optamos por selecionar no MS? a estrutura do
glicano ap6s a perda de um &cido sialico terminal (perda de 375 Da) e para o MS? foi
selecionado para fragmentacdo o ion correspondente a perda do outro acido sialico
terminal e mais um interno (perda de 361 Da) (Figura 30). O processo de
permetilacdo permite a distingdo de hidroxilas que estavam envolvidas em ligacbes
glicosidicas, que apos fragmentacdo geram extremidades hidroxilas livres, e as que

estavam livres e foram permetiladas.

[M+Na+]: 3704,96 ms3 Perda de um acido sialico terminal e um interno
1074.20%
" “*}—Fé [M+Na+]: 2593,96
rem 490.20°1
Perda de um acido sialico terminal l

" 1127.76

:::}»—I—I T ?
2 R g 7 q
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Figura 30. Espectro de massas (MS3) do glicano de massa 3704,96 Da apdés a perda de trés
unidades de &cido sidlico. Painel A: MS® do ion b de m/z 1208 gue corresponde a antena integra.
Painel B: MS3 do ion b de m/z 833 correspondente a antena apés a perda do acido sialico terminal.
Painel C: MS4 do ion y de m/z 472 que corresponde a lactosamina encontrada nas antenas do
glicano. Painel D: ion de m/z 866 correspondente ao core de N-glicanos apds a perda da extremidade
redutora e antenas. Esta fragmentacéo ilustra que as manoses do core (conhecidas como bragos 6 e
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3) sdo ocupadas cada uma por uma antena, ilustrando que a estrutura 1 é a que esta presente na
amostra.

A partir do momento que a estrutura das antenas foi determinada, surgiu uma
questdo adicional a ser resolvida: se as antenas do glicanos se encontravam ligadas
a apenas uma manose (Figura 30, painel D, estrutura 2) ou se as duas manoses
contém uma antena cada (Figura30, painel D, estrutura 1). Pela andlise da
fragmentacdo do ion de m/z 866 (exposto no painel D) é possivel concluir que as
perdas de massa observadas sao explicadas apenas pela existéncia da estrutura 1.

De forma semelhante a descrita para o glicano 3704,96 Da, a composicao e
estrutura dos demais N-glicanos identificados nas glicoproteinas do veneno de B.
alcatraz foram determinadas por meio da técnica de espectrometria de massas MS")
e o resultado final est4 contido na Tabela 4. As Tabelas 5 e 6 contém as listas de N-

glicanos identificados, respectivamente, nos venenos de B. insularis e B. jararaca.



116

Tabela 4. Lista de N-glicanos identificados no veneno de B. alcatraz. Os valores de massa e A (delta) foram determinados pelo programa Glycomod.
Abreviagdes: Hex: hexose, HexNAc: N-acetilhexosamina, NeuAc: acido sidlico, NeuGc: &acido N-glicoliineuraminico, Man: manose, GIcNAc: N-
acetilglicosamina.

Massa

Ne m/z z z=+1 (Da) A (Da) N-glicano Classe Banco de dados*

H

(Hex)2 (HexNAc)1 (NeuAc);z + (Man)s(GIcNAC):
2 1292.76 2 2562.76 2478.225 -0.527

(Hex)z (HexNAc)2 (Deoxihexose)1 (NeuAc)s +

1318.2 .84 23. -0.11
3 318.28 3 3908.8 3823.888 0 (Man)s(GIcNAC)2

Complexo Né&o -

(Hex)s (HexNAc)s (Deoxihexose): (NeuAc)s +

5 1399.76 3 4153.28 4069.014 -0.796 (Man)s(GIcNAC).

Complexo N&o -

(Hex)1 (HexNAc)2 (Deoxihexose)1 (NeuAc): (NeuGc), +

(Man)s(GIcNAc)
7 1415.28 2 280756 2723.352 -0.854 Complexo

(Hex)z (HexNAc):1 (Deoxihexose)1 (NeuAc)2 +
(Man)3(GIcNACc)2

8 1481.88 2 2940.76 2856.414 -0.716 Hibrido Néao -
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1567.36 1567.36  1480.741 1556 (Hex)s (HexNAc). (Deoxihexose)1 - Si PLA2 (Apis mellifera)

1677.4 16774  1592.805 -0.467 (HexNAc):+ (Man)3(GIcNAc). Complexo B. jararaca®

1776.44 3529.88 3445.699 -0.881 (Hex)2(HexNAc)2 (NeuAc)s+ (Man)s(GIcNAC)2 Complexo

(Hex)2 (HexNAc)2 (Deoxihexose)1 (NeuAc)s +
1863.48 3703.96 3619.788  -0.89 Complexo *Deinagkistrodon acutus
(Man)3(GIcNACc)2

3649.799 -1.061 (Hex)s (HexNAc)2 (NeuAc)s + (Man)s(GIcNAC)2

(Hex)s (HexNAc)4 (Deoxihexose)1 (NeuAc)s + -
*kk - - - -
19 5324.56 (Man)s(GIcNAC) Complexo Nao

* Informacdes referentes ao banco de dados UniCarbKB associado ao programa Glycomod. O cruzamento de informacfes entre o resultado fornecido pelo
programa Glycomod e o banco de dados é feito exclusivamente pela composicdo dos glicanos, e dessa forma glicanos com diferentes estruturas e mesma
composi¢cao de monossacarideo sao reconhecidos por uma Unica entrada no banco de dados.

** As referidas composicGes apresentam muitas descricbes em um variado nimero de glicoproteinas diferentes e em diferentes organismos que foram
omitidas apenas para simplificacio da tabela.
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*** O programa Glycomod considera apenas glicanos que contenham no maximo cinco unidades de &cido sialico; a composicao dessas estruturas com seis

unidades de NeuAc foram confirmadas por espectrometria de massas. O ion de massa 6023,53 Da s6 foi identificado na abordagem quantitativa, e o valor
inserido para massa do glicano foi estimada.

+ Estruturas ndo depositadas no banco de dados. Referéncia: Lin et al., 2011, Zelanis et al., 2012.
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Tabela 5. Lista de N-glicanos identificados no veneno de B. insularis. Os valores de massa e A (delta) foram determinados pelo programa Glycomod.
Abreviagdes: Hex: hexose, HexNAc: N-acetilhexosamina, NeuAc: &cido sidlico, NeuGc: acido N-glicolilneuraminico, Man: manose, GIcNAc: N-
acetilglicosamina.

Massa

Ne m/z z z=+1 (Da) A (Da) N-glicano Classe Banco de dados*

H

(Hex)2 (HexNAc)1 (NeuAc);z + (Man)s(GIcNAC):
2 1292.84 2 2562.68 2478.225 -0.607

(Hex)z (HexNAc)2 (Deoxihexose)1 (NeuAc)s +

1317. 7. 23. -1.07
3 317.96 3 3907.88 3823.888 0 (Man)s(GIcNAC)2

Complexo Né&o -

(Hex)s (HexNAc)z (Deoxihexose): (NeuAc)s+
(Man)3(GIcNACc)2

5 1399.84 3 415352 4069.014 -0.556 Complexo Néo -

(Hex)s (HexNAc): (Deoxihexose): (NeuAc)z +

8 1481.8 2 29406  2856.414 -0.876 (Man)3(GIcNAC):

Hibrido N&o -

1567.32 1567.32  1480.741 (Hex)4 (HexNAc). (Deoxihexose)1 PLA2 (Apis mellifera)
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12

13

14

15

16

17

18

19

20

1676.36

1683.04

1776.56

1799.6

1863.6

1878.44

***1640.36

*k%k

1520

3

3

1676.36

3343.08

3530.12

1799.6

3704.2

3733.88

4875.08

5324.08

4514

1592.805

3258.615

3445.699

1714.851

3619.788

3649.799

3649.799

4430.188

-1.307

-0.597

-0.641

-0.313

-0.65

-0.981

-0.961

-1.25

(HexNAc)2 + (Man)s(GIcNAc)2

(Hex)2 (HexNAc)2 (Deoxihexose)1 (NeuAc)z +
(Man)3(GIcNACc):

(Hex)2 (HexNAc)2 (NeuAc)s + (Man)s(GIcNAC)2

(Hex)s + (Man)3(GIcNAc)2

(Hex)2 (HexNAc)2 (Deoxihexose)1 (NeuAc)s +
(Man)3(GIcNAc)2

(Hex)s (HexNAc)2 (NeuAc)s + (Man)s3(GIcNAC)2

(Hex)2 (HexNAc). (Deoxihexose): (NeuAc)s (NeuGc): +
(Man)3(GIcNACc):

(Hex)s (HexNAc)s (Deoxihexose)1 (NeuAc)s +
(Man)3(GIcNACc)2

(Hex)s (HexNAc)4 (Deoxihexose)1 (NeuAc)s +
(Man)s(GIcNAC)2

(Hex)z (HexNAc)z (Deoxihexose)1 (NeuAc)s +
(Man)s(GIcNAC)2

Complexo

Complexo

Complexo

Rico em
manose

Complexo

Complexo

Complexo

Complexo

Complexo

Sim

Sim

Nao

B. jararaca®

L-selectina (Homo sapiens)

B. jararaca®

*Deinagkistrodon acutus

*Deinagkistrodon acutus

* Informacgdes referentes ao banco de dados UniCarbKB associado ao programa Glycomod. O cruzamento de informagdes entre o resultado fornecido pelo
programa Glycomod e o banco de dados é feito exclusivamente pela composicdo dos glicanos, e dessa forma glicanos com diferentes estruturas e mesma
composi¢do de monossacarideo sao reconhecidos por uma Unica entrada no banco de dados.
** As referidas composicdes apresentam muitas descricdes em um variado numero de glicoproteinas diferentes e em diferentes organismos que foram
omitidas apenas para simplificacdo da tabela.
*** O programa Glycomod considera apenas glicanos que contenham no maximo cinco unidades de &cido sialico; a composi¢cao dessas estruturas com seis
unidades de NeuAc foram confirmadas por espectrometria de massas. O ion de massa 5324.08 s6 foi identificado na abordagem quantitativa, e o valor

inserido para massa do glicano foi estimada.

+ Estruturas ndo depositadas no banco de dados. Referéncia: Lin et al., 2011, Zelanis et al., 2012.
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Tabela 6. Lista de N-glicanos identificados no veneno de B. jararaca. Os valores de massa e A (delta) foram determinados pelo programa Glycomod.
Abreviagdes: Hex: hexose, HexNAc: N-acetilhexosamina, NeuAc: acido sidlico, NeuGc: &acido N-glicolilneuraminico, Man: manose, GIcNAc: N-
acetilglicosamina.

Massa A

o = _ali *
N m/z z z=+1 (Da) (Da) N-glicano Classe Banco de dados

(Hex)2 (HexNAc)1 (NeuAc), + (Man)s(GIcNAC): Hibrido Nao -

2 1292.88 2 2562.76 2478.225 -0.53

3 1318.04 3 3908.12 3823.888 -0.83 (Hex)s(HexNAc): (Deoxihexose):(NeuAc)s+ (Man)s(GIcNAc)2 Complexo Nao

1399.76 3 4153.28 4069.014 -0.8  (Hex)s (HexNAc)s (Deoxihexose)i (NeuAc)s+ (Man)s(GIcNACc)2 Complexo Né&o

2723.352 -0.61 (Hex)2 (HexNAc)2 (NeuAc)z + (Man)s(GIcNAc)2

7 14154 2 2807.8 Complexo

8 148192 2 2940.84 2856.414 -0.64 (Hex)s(HexNAc): (Deoxihexose):(NeuAc):+ (Man)s(GIcNAc)2 Hibrido N&o -

10 15674 1 1567.4 1480.741 1596 (Hex)s(HexNAc): (Deoxihexose): Sim

PLA2 (Apis mellifera)
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12

13

14

15

16

17

18

19

20

1677.28

1682.96

1776.48

1799.44

1863.62

1878.4

***1640.2
8

*k*k

1519.84

3

1677.28

3342.92

3529.96

1799.44

3704.24

3733.8

4874.84

5324

4513.52

1592.805

3258.615

3445.699

1714.851

3619.788

3649.799

3649.799

4430.188

-0.59

-0.76

-0.47

-0.61

-1.06

-1.06

-1.73

(HexNAc)2 + (Man)s(GIcNAc):

(Hex)2 (HexNAc)2 (Deoxihexose): (NeuAc)s + (Man)s(GIcNAC)2

(Hex)2 (HexNAc)2 (NeuAc)s + (Man)s(GIcNAC).

(Hex)s + (Man)3(GIcNAc):

(Hex)2 (HexNAc)2 (Deoxihexose): (NeuAc)s+ (Man)s(GIcNAc)2

(Hex)2 (HexNAC)2 (Deoxihexose): (NeuAc)s (NeuGce): +
(Man)3(GIcNACc)2

(Hex)s (HexNAc)2 (NeuAc)s + (Man)s(GIcNAC).

(Hex)s (HexNAc)s (Deoxihexose): (NeuAc)s + (Man)s(GIcNAc).

(Hex)s (HexNAc)4 (Deoxihexose): (NeuAc)s+ (Man)s(GIcNAc)2

(Hex)s (HexNAc)s (Deoxihexose): (NeuAc)s + (Man)s(GIcNAc)2

Complexo

Complexo

Complexo

Rico em
manose

Complexo

Complexo

Complexo

Complexo

Complexo

Sim

Sim

Sim

Sim

B. jararaca®

L-selectina (Homo
sapiens)

B. jararaca®

*Deinagkistrodon acutus

*Deinagkistrodon acutus

* Informagdes referentes ao banco de dados UniCarbKB associado ao programa Glycomod. O cruzamento de informagdes entre o resultado fornecido pelo

programa Glycomod e o banco de dados é feita exclusivamente pela composicdo dos glicanos, e dessa forma glicanos com diferentes estruturas e mesma

composi¢éo de monossacarideo s&o reconhecidos por uma Unica entrada no banco de dados.

** As referidas composi¢cdes apresentam muitas descricbes em um variado nimero de glicoproteinas diferentes e em diferentes organismos que foram

omitidas apenas para simplificacéo da tabela.

*** O programa Glycomod considera apenas glicanos que contenham no maximo cinco unidades de &cido sialico, a composicao dessas estruturas com seis

unidades de NeuAc foram confirmadas por espectrometria de massas. O ion de massa 5324 Da so¢ foi identificado na abordagem quantitativa, e o valor

inserido para massa do glicano foi estimada.

+ Estruturas ndo depositadas no banco de dados. Referéncia: Lin et al., 2011, Zelanis et al., 2012.
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O processo de fragmentagcdo de carboidratos permetilados por CID
(collision-induced dissociation) favorece a formacdo de ions da série bly
(Ashline et al., 2005), que sédo fontes de informac¢ao para a avaliacao topoldgica
estrutural. Entretanto, a fragmentacdo dos ions b gera os ions da série a e X,
gue sdo importantes para a definicAo das ligacbes entre as unidades de
monossacarideos.

A analise de glicanos por espectrometria de massas apresenta inimeras
vantagens, tais como alta sensibilidade e especificidade, mas sua capacidade
de caracterizar completamente uma estrutura de glicano ainda apresenta
desafios que estdo relacionados as caracteristicas singulares dos polimeros de
carboidratos (ramificacao e isomeria). A distingado entre os anbmeros a e B e a
identificacdo de epimeros sédo caracterizacdes desafiadoras uma vez que nao
ha diferenca de massa entre 0os componentes que se deseja distinguir. Muitos
esforgcos tém sido encorajados no sentido de caracterizar diferentes vias de
fragmentagcdo entre anbémeros e, dessa forma, permitir que estes sejam
diferenciados por meio da comparacao de espectros de massas, entretanto, até
0 momento, nenhum padrao foi estabelecido (Ashline etal., 2005).

Deixando de lado os anémeros envolvidos em cada ligacdo (a ou B), os
esforcos deste estudo se concentraram na tentativa de resolver as posicdes
das ligacbes entre os monossacarideos das antenas dos glicanos. Como
exemplos serdo mostradas as consideracdes e analises para definicdo das
ligacbes entre os monossacarideos encontrados nas antenas dos N-glicanos

de nimero 13 e 16 (Tabela4; Figura 31).
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16

m/z 1863 — massa: 3704 Da

Ol

13 oo 0 m

m/z 1682 — massa: 3342 Da

Figura 31. Topologias das estruturas de N-glicanos de nimero 13 e 16 encontradas nos
venenos do grupo Jararaca.

A primeira etapa dessa andlise incluiu a fragmentacdo das antenas, no
caso da estrutura 16 foi ilustrada no painel A da Figura 30. Diferentemente
desta estrutura, a estrutura 13 apresenta duas antenas diferentes, e ndo é
possivel distinguir a qual braco do N-glicano (braco 6 ou braco 3) cada uma
estava previamente ligada, dessa forma as estruturas das antenas séo
mostradas apos colchetes. A Figura 32 ilustra a fragmentacdo dos ions b das

duas antenas encontradas no N-glicano 13.
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Figura 32. Espectros de massas das antenas encontradas no N-glicano de massa 3342 Da,
encontrado nos trés venenos do grupo Jararaca. Painel A contém o espectro de MS3 da
antena de m/z 1208. Painel B contém o espectro de MS3 da antena de m/z 847.

A comparacdo entre a fragmentacdo da antena de m/z 1208 do N-
glicano 16 (Figura 30, Painel A) e a fragmentacdo do mesmo ion encontrado no
N-glicano 13 (Figura 32, Painel A) sugere que estas sao iguais nas duas
estruturas. A presenca do dimero de &cido sialico também foi analisada nas
duas estruturas (Figura 33) e a comparacdo com um modelo (NeuAc-2,8-
NeuAc) fornecido pelo Dr. David Ashline (Glycomics Center, University of New
Hampshire) levou a conclusdo que a ligacdo entre os mondmeros dos dimeros
€ a mesma em ambas as estruturas e que o padrao de fragmentacdo é muito

semelhante ao observado na andlise do modelo (Figura 33).
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Figura 33. Comparagdo entre os espectros de massa (MSa) dos dimeros de &acido sidlico
encontrados nos N-glicanos 13 e 16 e o padrdo NeuAc-2,8-NeuAc.

Apds a determinacdo da ligacdo entre as unidades de &cido sidlico
encontradas na extremidade ndo redutora destes N-glicanos como sendo
NeuAc-2,8-NeuAc, faltava a determinacdo das ligagcdes envolvidas entre os
monossacarideos das unidades de lactosamina (Gal-GIcNAc) e entre a
lactosamina e o dimero de &cidos sidlicos. Para estas caracterizagbes 0s ions
de m/z 472 observados nos espectros de MS® da Figura 33 foram
fragmentados (Figura 34) e comparados com os espectros de fragmentagcao de
lactosaminas contendo acido sialico, disponiveis no artigo de Ashline et al.

(2014).



127

_ CHs HG
100 CFG Te175 war  3Hinked
4
| o4 |/ . .
(a)  s'mz 1384 2, ¢, Sialyl-lactosamine S
80 ' 847 I/ ;1.)2
1236.0
60 =472 |41 0
INL:1.05 | |j402
|
40 3.3 min : HO
] | 3982
| 22011 | | 3802 /
20~ \ | %72 \ | 402] 4n23
‘ (L1 Ly
0 .,‘nuLlA dde L e ...._A.-,.LI.. L - 0 (0]
N (13 I | 301
200 300 400 500 iC HyC CHy 5
m/z
—om—| Gal-1,4-GIcNAc  HC
0 i 268,04
7 O
4 {
o . v 227.00
z 7 315.12
g ] ¢eon !
@ 807 ‘
g ]
«0 .
2 40 o-# 245.08
S 40 :
2 440.08
0] 219.95 | 236.04 398.12
5 442.04
] 203.92 1269.00 287 08 380.12 399.12 o
148.92 = 399 430,08
] - 170.96 193.92 246.12 288.08 32412 348.00 367.96 386.28 44316 47232 40180
0 fiud Lo ) A T I Y I s L w bty ua k| T
T T T I T T T 1 T T T 1T T T i T T T T T Tt i i e rrr ittt i T iy T T i T[T rrrrrri
140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480
miz
. 268.04
1 eou Y
] |
g o0 H—O—r | 227 00 315.08
g
& oo OB 2
< 4
£ 1] ¢
40 244.95
5 o 440.00
<
20 236.00
] s 220.04 260,92 21608 oy Y812
148,84 18480 7% 203.92 | 249.92 287.00 338.12 36812 ) [40512 430.08 || 44408
o 5 T IS S AU W | i i Wl e b i ) o
N L e o o L A B o o R e e
140 180 180 200 220 240 260 280 300 320 340 30 380 400 420 440 460 480 500
miz
100- 268.04
] 315.04
g 80 227.00
]
2 o v 3
o ] ¢+ OB
g 4
:['é “ + 245.00
5 1 44012
2 20 21992 | 235.96 N
. 203.88 o s 31004 w008 44204
] 14988 171.04 199.92 A 245.96 2869 99595 || 32412 3a3p0 36812 7Y Jporz 008 /44320 ygr5 0108
[ e s s e s st ey s e s s s s ey s e e B e e e
140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500
miz

Figura 34. Analise das posi¢es das ligacbes enwlvidas entre as unidades de acido sidlico e
as unidades de lactosamina das antenas dos N-glicanos. O item a contém o padrdo para a
ligagdo NeuAc-2,3-Gal-1,4-GIcNAc descrito por Ashline et al. (2014) .O espectro de massas 1
se refere a fragmentacdo do ion 472 proveniente da fragmentacdo do ion de m/z 1208 do N-
glicano n°13. O espectro de massa 2 se refere a fragmentacdo do ion 472 proveniente da
fragmentacdo do ion de m/z 847 do N-glicano n°13 (Tabela 4). O espectro de massas 3 se
refere a fragmentacédo do ion e m/z 1208 do N-glicano n°16 (Tabela 4). No canto esquerdo de
cada espectro é mostrada a via de fragmentacdo para a andlise do ion 472.
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Dessa forma concluiu-se que o N-glicano n°16 apresenta duas antenas
de estrutura NeuAc-2,8-NeuAc-2,3-Gal-1,4-GIcNAc, e o0 N-glicano n°l13
apresenta uma antena NeuAc-2,8-NeuAc-2,3-Gal-1,4-GIcNAc e outra antena
NeuAc-2,3-Gal-1,4-GIcNAc.

O mesmo procedimento foi realizado para a identificacdo das outras
estruturas, e em todas as andlises dos trés venenos do grupo Jararaca, O
resultado foi o0 mesmo, e indicou a presenca do dimero de &acido sialico na
posicao 2,8, e a ligacao desta estrutura com a lactosamina na posicéo 2,3.

Embora inicialmente a consideracdo da auséncia de NeuGc tenha sido
feita, durante a andlise de MS" trés estruturas (2, 7 e 17) apresentavam
controvérsias entre as massas observadas e as composi¢fes putativas
sugeridas pelo programa Glycomod. Uma andlise mais apurada dos espectros
de MS? destas revelou a presenca de um jon de m/z 789, que corresponde a
presenca de NeuGc nos dimeros de acido sidlico, em todas elas. Dessa forma,
0s ions que ndo concordavam com a composi¢cdo sem NeuGc foram explicados
pelas composicdes contendo NeuGc. A explicacdo para essa ocorréncia € a
existéncia de isGbaros entre as estruturas de N-glicanos.

Isbbaros sé@o estruturas que apresentam a mesma massa, mas que
diferem quanto a sua composicdo. A Figura 35 apresenta o espectro de

massas do ion b m/z 789 presente nas trés estruturas que contém NeuGc.
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Figura 35. Espectro de massas da fragmentacéo do ion b m/z 789 que corresponde ao dimero
de acido sidlico contendo uma unidade de NeuGc. As massas observadas séo explicadas pela
presenca de dois tipos de dimeros, um onde o NeuAc é o monossacarideo terminal e outro

onde o NeuGc é o monossacarideo terminal.

Este é o primeiro registro da ocorréncia de NeuGc em uma glicoproteina

de veneno de serpente. As informacbes dos espectros de MS?® (Figura 35)

mostra que ndo apenas o NeuGc esta presente nas amostras, mas também

dois tipos de dimeros de acido sialico contendo NeuGc, que diferem na posicao

em que o NeuGc se encontra. Os ions de m/z 398 e 384 correspondem a

NeuAc na extremidade da antena e na pendltima posicdo respectivamente,

enquanto que os ions m/z 428 e m/z 414 que representam NeuGc ha

extremidade e na pendlitima posicao respectivamente.
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45.2. Analise Quantitativa

Uma vez que diferencas qualitativas significativas ndo foram
observadas, as andlises do N-glicoma dos venenos do grupo Jararaca se
voltaram para a verificagdo de diferengas quantitativas utilizando 10% do
material inicial para a técnica de LC-MS. Como método de separacgao, foi
empregada uma resina de interacdo hidrofilica, que separa as estruturas com
base na massa molecular de cada uma. O conhecimento prévio das estruturas
(proveniente da andlise qualitativa) permitiu que a massa de cada N-glicano
marcado com 2AA (acido aminobenzodico) fosse calculada e as areas
referentes a cada pico cromatografico calculadas. O método de deteccdo de
fluorescéncia permite acompanhar a eluicdo dos N-glicanos no espectro de
massas, mas devido a carga negativa do composto utilizado para marcacéo
(2AA) a andlise foi realizada no modo negativo.

A Figura 36 mostra o perfil cromatogréfico dos N-glicanos marcados com
2AA e a Tabela 7 contém os valores de massa observados para cada N-glicano

e suas respectivas areas normalizadas nos trés venenos.
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Tabela 7. Valores observados na analise de LC-MS dos N-glicanos liberados das glicoproteinas presentes nos venenos do grupo Jararaca. Os valores de
area normalizada correspondem a divisdo dos valores de area obtidos no extracted ion cromatogram para cada ion analisado pela area total de todos os
picos presentes em cada amostra.

Modo Negativo

Area normalizada

N° N-glicanos
m/z z=-1 B. alcatraz B. jararaca | B.insularis
:
1| 1061.34 2123.68 e+ om %, 00 0.014531555 | 0.027369445 | 0.016959511
._..-"
—o—— :/. mm o+ B l____. . . -H"F' |
2 | 1069.34 2139.68 o L an anten sl J 0.001372762 | 0.001569032 | 0.00293996
® "":l L N
3| 1615.85 3232.7 X4 L Bt 0.001737577 | 0.001430909 | 0.001550635
o O W
4 | 1142.34 2285.68 F{:>FFI 0.014532173 | 0.017792465 | 0.022179733
. b
5| 1717.35 3435.7 o m-m 0.028129932 | 0.035881612 | 0.032646372
2x ¢ »
- Yy
6 | 1162.84 2326.68 i - - 0.030529082 | 0.044146544 | 0.018144769
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| EE o =m
7 | 1170.84 2342.68 0.002127469 | 0.001902359 0.00315357
| @
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8 | 1223.34 2447.68 %o m = 0.009615893 | 0.016748675 | 0.01456822
2X @ ../-‘
\
9 | 1243.84 2488.68 —a 0.085373051 | 0.079989514 0.08510437
PP b = =
Y
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s O W
13| 1389.34 2779.68 ‘:>'_._I 0.080777296 | 0.084657734 | 0.090960202
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14| 1461.84 |2| 2924.68 mﬂ 0.013070213 | 0.010894667 | 0.015450502
15| 1516.34 |1| 1516.34 3x k(:}H 0.013250923 | 0.011225997 | 0.005721167
.+ |
16 | 1534.84 (2| 3070.68 ——0 0.369034097 0.385616395 0.397946131
o o Om . Y
> o O {:>'—I—I .,,. EE
17| 1545.85 |2| 3092.7 0.071008085 0.064740692 0.065664595
. loo
2X —6—O—m—
18 | 1338.68 |3| 4018.04 3x0—0—0+{:>’_._l 0.030867971 0.024245827 0.021441224
. Y
19| 1460.34 |3| 4383.02 { O 0.013551 0.01408946 0.011626002
= B
3x*—# Ll ™Y
M +1\. ¥
20| 1241.67 |3| 3727.01 e o= - - 0.00628148 0.048300679 0.004834294
Total 1 1 1

As estruturas sem valores representam N-glicanos que so6 foram identificados na analise qualitativa.
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A visualizacdo dos perfis de N-glicanos nos trés venenos do grupo Jararaca
pela andlise qualitativa (Figura 26) ja indicava uma grande similaridade entre os N-
glicomas, entretanto foi pela andlise quantitativa que a elevada similaridade pode ser
visualizada de forma mais clara. Resumidamente, os trés N-glicomas partilham das
mesmas estruturas e estas apresentam a mesma abundancia relativa. Embora a
andlise gualitativa tenha indicado a auséncia da estrutura 7 (Tabela 5) no veneno de
B. insularis, a abordagem quantitativa mostrou que ela esta presente neste veneno,
e em abundéancia similar a observada nos demais venenos analisados.

A Figura 37ilustra os perfis cromatograficos obtidos pela andlise guantitativa

por LC-MS dos N-glicomas dos venenos do grupo Jararaca.
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Embora a Figura 36 ilustre apenas o perfil obtido na analise da amostra de B.
alcatraz, a Figura 37 contém o alinhamento dos perfis das trés venenos, e ilustra que
nao ha diferencas significativas entre eles.

As abundancias relativas foram determinadas por meio da divisdo da area
obtida pelo extracted ion chromatography, utiizando o intervalo de m/z que
compreende o pacote isotopico de cada estrutura, pela soma das areas de todas as
estruturas identificadas. Desta forma a abundancia das estruturas de glicanos
(contida na Tabela 7) foi considerada em termos de % apOs a normalizacdo dos

dados, conforme descrito por Gbormittah et al. (2014).
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5. Discusséo

5.1. Proteomas dos venenos do grupo Jararaca

No primeiro estudo sobre o veneno de B. alcatraz foram caracterizadas
algumas atividades biolégicas (DL50, dose minima hemorragica, dose minima
coagulante e atividade caseinolitica) e foram relatadas algumas diferencas entre
este e 0 veneno de B. jararaca, de espécimes adultos, sendo a principal destas a
atividade coagulante do plasma humano, que € cerca de dez vezes mais alta no
veneno de B. alcatraz (Furtado, 2005)

Desde sua descricdo em 2002, a espécie B. alcatraz é referida como similar a
individuos juvenis de B. jararaca, por seus caracteres morfolégicos (tamanho menor)
e pela dieta, composta por pequenos animais (Marques et al., 2002). A elevada
atividade coagulante de seu veneno mostra um paralelo com a atividade coagulante
do veneno de filhotes de B. jararaca, que é cerca de dez vezes mais alta do que no
veneno de adultos (Zelanis et al., 2010). Furtado (2005) concluiu que as elevadas
atividades proteolitica e coagulante do veneno de B. alcatraz podem ser uma
resposta adaptativa a restrita dieta a qual esta espécie € submetida ao longo de toda
avida.

Desta forma, considerando estes dados, no presente estudo buscou-se,
primeiramente, comparar os perfis eletroforéticos do veneno de B. alcatraz com os
venenos de B. jararaca (adulto e filhote) e o veneno de B. insularis (adulto) por
eletroforese. O perfil eletroforético do veneno de B. alcatraz difere daquele dos
venenos de B. jararaca (adulto e filhote) tanto em condi¢cdes redutoras como nao
redutoras, sendo que nesta Ultima as diferengas séo mais evidentes (Figura 8).

A maior disponibilidade de venenos de individuos adultos dirigiu as analises

subsequentes para uma avaliacdo da composicdo dos venenos do grupo Jararaca
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(B. alcatraz, B. insularis e B. jararaca) com um olhar sobre as diferencas que
poderiam ser avaliadas por metodologias analiticas. Este interesse no grupo
Jararaca é reflexo do excelente modelo que estes animais representam para a
andlise da relacéo veneno e dieta na evolugcdo das serpentes.

A avaliacdo do veneno de B. alcatraz por eletroforese bidimensional permitiu
uma visualizacdo mais detalhada em seu perfil de proteinas. Como resultado
principal desta andlise houve a visualizacdo de spots diferenciais entre as amostras
de veneno coletadas no Instituto Butantan, na presenca e na auséncia de inibidores
de proteinases, sugerindo que os spots diferenciais foram gerados por atividade
proteolitica (Figura 10). Estes resultados corroboram um estudo anterior de nosso
grupo que mostrou que algumas proteinas dos venenos de Bothrops séo
susceptiveis a hidrélise durante o processo de preparacdo e analise por
espectrometria de massas, como mostrado pela andlise do peptidoma (Tashima et
al., 2012), enquanto que no presente estudo, € mostrado pela primeira vez este
efeito no perfil eletroforético bidimensional do veneno. Por separar as proteinas de
uma mistura de acordo com o ponto isoelétrico e massa molecular, a eletroforese
bidimendional permite a visualizagdo mais ampla de diferencas entre proteomas. A
comparacdo dos perfis de proteinas do veneno de B. alcatraz por eletroforese
bidimensional, com aqueles de B. jararaca e B. insularis, evidencia mais diferencas

do que havia sido observado pela eletroforese unidimensional (Figura 38).
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por eletroforese bidimensional. Os perfis de B. jararaca e B. insularis sao provenientes do trabalho de
Paes-Leme et al. (2009). Os retangulos em vermelho delimitam as regies de massa molecular e pl
em que um maior nimero de spots sao visualizados na amostra de B. alcatraz. Os retangulos em
laranja indicam as regides de massa molecular e pl em que um maior nUmero de spots sao
visualizados nas amostras de B. insularis e B. jararaca.

Apesar das diferencas observadas entre os perfis eletroforéticos dos venenos
do grupo Jararaca, o padrédo de distribuicdo de spots segue aquele observado em
outras analises de venenos do género Bothrops (Paes-Leme et al., 2009; Valente et
al., 2009; Zelanis et al., 2011). Este padrédo pode ser descrito como presenca de um
maior nimero de spots na regido de pl entre 4 e 7, e massas moleculares entre 20
kDa e 70 kDa e abaixo de 14 kDa.

Apesar das diferencas de perfil eletroforético, observadas entre o0s trés
venenos do grupo Jararaca, a analise qualitativa da distribuicdo dos grupos de

proteinas identificados, pela analise dos venenos por digestdo com tripsina e LC-

MS/MS, entre as classes de toxinas (Figura 12), mostrou que estes apresentam
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composicdo semelhante entre si, indicando que as diferencas observadas nos perfis
eletroforéticos podem ser reflexo de um numero diferente de proteoformas de
toxinas, que podem diferir, principalmente quanto ao grau de glicosilacéo.

A metodologia de andlise protebmica quantitativa label free empregada neste
trabalho teve como objetivo a avaliacdo mais profunda dos proteomas dos venenos
do grupo Jararaca, para procurar explicar as diferencas entre as atividades
biolégicas destes venenos, jA que a analise qualitativa ndo mostrou diferencas
significativas entre eles.

A comparacdo entre os venenos dede B. alcatraz e B. jararaca (Figura 13)
revelou que o primeiro apresenta maior abundancia de metaloproteinases e
fosfolipases A2. No caso das SVMPs, por exemplo, o grupo de proteinas cuja
primeira proteina € a E3UJL9, esta presente no veneno de B. alcatraz em
guantidade 11 vezes mais alta do que no veneno de B. jararaca. Ja a classe das
fosfolipases A2 apresenta abundancia entre 2 e 3 vezes mais alta no veneno de B.
alcatraz.

A comparacgdo da atividade fosfolipasica por Narvaes (2007) entre 0s venenos
de B. alcatraz e B. jararaca mostrou que o primeiro apresenta maior atividade do que
0 segundo, e o resultado do presente estudo corrobora esta informacédo, ja que
foram encontradas estas diferengas quantitativas entre o conteldo de fosfolipases
A2destes venenos. A atividade fosfolipasica do veneno de B. alcatraz foi também
avaliada por Moraes et al. (2012) e associada a atividade miotoxica do mesmo. A
elevada propor¢cdao de SVMPs no veneno de B. alcatraz e sua elevada atividade
coagulante, similar a do veneno de filhotes de B. jararaca, sugere que esta classe de

toxinas seja a responsavel por tal efeito proeminente em B. alcatraz. Esta

observacdo € condizente com o trabalhos de Zelanis et al. (2010, 2011), que



142

demonstraram que o veneno de filhotes de B. jararaca apresenta maior contetado de
SVMPs e gue estas sdo 0s componentes responsaveis pela atividade coagulante do
veneno, principalmente aquele gerada pela ativacdo dos fatores I e X da
coagulacao.

A comparagdo entre os venenos de B. insularis e B. jararaca (Figura 14)
mostra que um menor numero de proteinas foi considerado estatisticamente
significante entre estas amostras, mostrando por outra abordagem a maior
semelhancga entre estes dois venenos, do que com o veneno de B. alcatraz. Neste
caso as diferengcas encontradas entre 0os venenos residem na maior propor¢céo de
algumas metaloproteinases no veneno de B. insularis, entretanto essa diferenca se
mostra menos acentuada do que no caso da comparagcdo entre B. jararaca e B.
alcatraz.

Ja a comparacao entre B. alcatraz e B. insularis (Figura 15) revelou que estes
venenos apresentam diferencas quantitativas de grupos de proteinas da classe das
lectinas tipo-C, que sdo mais abundantes em B. insularis. As fosfolipases A2 e
metaloproteinases estdo presentes em maior abundancia no veneno de B. alcatraz,
de forma similar ao que foi verificado pela comparacdo com o veneno de B. jararaca.
Considerados em conjunto os resultados da analise quantitativa mostraram que o
veneno de B. alcatraz, relativamente aos outros venenos do grupo Jararaca
apresenta maior abundancia de metaloproteinases e fosfolipases A2 e menor

abundancia de lectinas tipo-C e serinoproteinases.

5.2. N-terminoma

5.2.1. Modifica¢gdes do N-terminal
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Os venenos de serpentes sdo misturas complexas que tém como principais
componentes elementos de origem proteica que sdo reconhecidos como os agentes
responsaveis pelas caracteristicas observadas em casos de envenenamento. Tal
complexidade advém principalmente do grande nimero de proteoformas de toxinas
existentes, que apresentam substituicbes de aminoacidos ao longo da cadeia
polipeptidica, além de modificac6es pos-traducionais.

Estudos de processamentos de mRNAs e modificacdes pos-traducionais ja
mostraram que o paradigma “um gene um polipeptideo” € incorreto, pois a partir de
uma Unica sequéncia de DNA mudltiplos produtos proteicos podem ser formados
(Gooley e Parcker, 1997).

Ainda que os venenos sejam alvos de estudos ha anos por diversos grupos
de pesquisa ao redor do mundo, a quantidade de sequéncias disponiveis no banco
de dados de proteinas até o momento ainda ndo fornece informacdes
suficientemente detalhadas sobre diversos aspectos de seus componentes, como
modificagBes co-traducionais e pdés-traducionais, e este fato resulta na auséncia de
uma anotacdo verdadeiramente funcional do proteoma de venenos de serpentes.
Outro importante ponto que ainda ndo foi esclarecido sobre venenos € o
processamento dos zimogénios de proteases e de proteinas precursoras de
peptideos biologicamente ativos, que permanece pouco estudado.

Um dos pontos importantes no processo de anotacdo funcional de um
proteoma € a caracterizacdo dos N-terminais de seus componentes, que pode
fornecer informacdes sobre a localizagdo subcelular, modificacbes co-traducionais
ou poés-traducionais e indicacdes sobre o tempo de meia-vida das proteinas (Mogk e
Bukau, 2010). Estudos envolvendo a analise de N-terminais de proteinas ja

permitiram inclusive o estabelecimento da denominada Regra do N-terminal (N-end
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rule, em inglés) (Bachmair et al., 1986). A N-end rule divide os aminoacidos nas
categorias de estabilizantes e desestabilizantes, permitindo avaliar estimativas da
meia vida de proteinas. Essa regra se mostrou conservada desde eubactérias até
seres humanos (Mogk e Bukau, 2010).

Na categoria de modificagbes co-traducionais as mais conhecidas séo a
acetilacdo do N-terminal e a remocdo do residuo de metionina da posicao 1 da
proteina nascente (Polevoda e Sherman, 2000), enquanto que na analise de
modificacbes poés-traducionais pode-se avaliar se ha sitios importantes de clivagem
ou dominios essenciais para atividade biolégica, ou aminoacidos modificados na
por¢cdo N-terminal. Logo, o conhecimento da por¢cdo N-terminal de uma proteina
permite a avaliacdo de importantes caracteristicas funcionais de uma proteina.

Neste trabalho, utilizamos o veneno “fresco” de B. alcatraz (isto é, nao
submetido a liofilizacéo, e extraido na presenca de inibidores das principais classes
de proteases de serpentes, e mantido a -80°C) para uma andlise de N-terminais
naturais nele presentes, e suas possiveis modificacbes co-traducionais e poés-
traducionais. Até o momento ndo encontramos nenhum estudo em que tenham sido
utilizadas abordagens de enriquecimento de N-terminais naturais de venenos de
serpente, de forma que este trabalho buscou contribuir com a descricdo dos N-
terminais naturais que sdo encontrados no veneno de B. alcatraz. O termo N-
terminal natural é utilizado porque no banco de dados disponivel, muitos transcritos
de toxinas anotados apresentam uma analise bioinformatica de sua estrutura
primaria, para predicdo de dominios e processamentos posteriores a tradugéo.
Todavia, tais informacdes sdo virtuais, ja que na maior parte dos casos nhao

apresentam validacao experimental.
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Sobre estes dados, a observacdo mais importante deste estudo é o fato de
gue a grande maioria dos N-terminais de toxinas de B. alcatraz ndo apresentavam
modificacdo alguma no residuo N-terminal, ja& que foram alvos da reacdo de
dimetilacdo. Para tal analise foram considerados todos os N-terminais modificados,
independentemente do fato do peptideo corresponder ou ndo a posicdo 1 das
proteinas maduras. Estes resultados concordam com o estudo de Forte et al. (2011),
onde foi demonstrado que acetilacdo de N-terminais de proteinas inibe a
transferéncia destas para o reticulo endoplasmatico rugoso (REG), que € via
obrigatdria para proteinas secretadas.

A acetilacdo do N-terminal de proteinas € um evento irreversivel e comum em
eucariéticos (Mogk e Bukau, 2010, Hwang et al., 2010, Forte et al., 2011), que
ocorre durante o processo de tradugcdo e € catalisado por N-terminal acetil
transferases (NATS) utilizando acetil Coenzima A como doador do grupo acetil
(Armesen, 2011). O significado biolégico dessa proeminente modificacdo co-
traducional em proteinas celulares é cercado de controvérsias até mesmo nos dias
atuais (Arsenen, 2011, Mogk e Bukau, 2010). A alta prevaléncia (50-80% das
proteinas eucarioticas sao acetiladas) (Forte et al., 2011) fornece indicios de que tal
modificacdo possui uma funcdo muito importante para a célula, entretanto, a
definicdo precisa da vantagem da manutencdo desse processo em seres Vivos e
suas implicacdes ndo sdo bem conhecidas.

Nos varios estudos sobre a acetilacdo de N-terminais foram relatados
diferentes significados para tal modificagdo covalente. Estudos iniciais indicavam
gue a acetilacdo do N-terminal era um mecanismo de protecdo contra protedlise e
que fornecia maior estabilidade para a proteina in vivo. Essa observacdo pode ser

explicada pelo fato da acetilagdo do N-terminal impedir o mecanismo de
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ubiquitinacdo do N-terminal e, portanto, impedir a degradacdo proteica por este
mecanismo (Arsenen, 2011).

Estudos posteriores mostraram alguma correlacdo entre o processo de
acetilacdo e a atividade proteica para algumas poucas proteinas e em uma aparente
contradicdo mostraram que a acetilacdo pode representar um sinal para a
degradacdo (Mogk e Bukau, 2010, Arsenen, 2011). Outro ponto discutido é a alta
frequéncia da acetilacdo em eucariotos e uma possivel atuacdo como controle do
turn over de proteinas, em que a acetilacdo ocorre na grande maioria das proteinas,
mas apenas aquelas cujo folding foi inadequado terdo a acetilagdo exposta e, nesse
caso, serdo encaminhadas a degradacao (Mogk e Bukau, 2010).

O trabalho de Forte et al. (2011) mostrou que a acetilacdo do residuo N-
terminal inibe o enderecamento de proteinas secretadas para o REG. No trabalho
foram realizadas mutacGes no peptideo sinal de proteinas secretadas que levaram a
acetilacdo do N-terminal e manutencdo destas proteinas mutadas no citosol
indicando que quando ha a acetilacdo as proteinas, estas nao sdo enviadas para o
REG mesmo na presenca do peptideo sinal. Desta forma, embora a analise inicial
dos N-terminais identificados no veneno de B. alcatraz tenha revelado dois
peptideos acetilados, estes ndo foram validados para as consideragdes finais, visto
gue nao foram identificados nas duas réplicas experimentais realizadas. A auséncia
de N-terminais acetilados nas proteinas do veneno de B. alcatraz € explicada pelo
fato de que estas proteinas seguem a via se secre¢ao, 0 que as condiciona a nao
apresentarem acetilacdes no N-terminal..

A presenca de acido piroglutdmico na extremidade N-terminal é uma
modificacdo pos-traducional encontrada em muitas proteinas secretadas e cuja

catalise é realizada pela glutaminil ciclase (Sykes et al., 1999). A ciclizacdo do N-
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terminal de proteinas € um processo presente em muitas proteinas ativas (12,3%
das proteinas com peptideo sinal) (Liao et al., 2003) e estd presente em
neuropeptidios, horménios e citocinas (Huang et al., 2005). A funcdo desta
modificacdo esta relacionada com a protecdo da porcdo N-terminal da acdo de
exopeptidases e/ou para prover a conformacdo proteica necessaria para interacao
com receptores (Van Coillie et al., 1998; Hinke et al., 2000).

A identificacdo de toxinas com acido piroglutamico como residuo N-terminal
nao € algo incomum, e para a classe dos BPPs esta é uma caracteristica estrutural (
Ferreira e Rocha e Silva, 1965; Camargo et al.,, 2012). Takeya et al. (1989)
descreveram a presenca desta modificacio em uma metaloproteinase de
Trimeresurus flavoviridis e Aird et al. (1990) a descreveram na crotoxina, de Crotalus
durissus terrificus. No presente estudo mostramos que a caracteristica mais
frequente dos N-terminais de proteinas do veneno de B. alcatraz é a auséncia de
modificacbes no primeiro residuo das cadeias polipeptidicas, entretanto, alguns
peptideos provenientes do dominio disintegrina de SVMPs, o N-terminal de SVSPs e
um peptideo interno de sWEGF e CRISP foram identificados com um residuo de
acido piroglutamico no N-terminal. A identificacdo de glutaminil ciclases em venenos
de serpentes (Pawlak e Kini, 2006) pode ser a explicacdo para a presenca destas
modificacbes, que podem ser necesséarias pelo alto conteddo de proteases nos

venenos..

5.2.2. N-Terminais de SVSPs

As serinoproteases de venenos de serpentes (SVSPs) sdo uma importante
classe de enzimas envolvidas em diversos aspectos da patologia de

envenenamentos por serpentes. Um dos mais interessantes aspectos dessa classe
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de enzimas proteoliticas € a alta similaridade entre as estruturas primarias,
secundarias e terciarias de seus membros, contudo, tal similaridade ndo se aplica
sobre seus substratos naturais, ja que enzimas muito similares quanto a estrutura
primaria apresentam diferentes substratos e interferem em diferentes processos
biolégicos. Como caracteristicas gerais da classe podem ser citados seus diferentes
niveis de glicosilacdo, auséncia de processamento proteolitico além da remocéo do
propeptideo (para conversdo do zimogénio em enzima ativa) e a presenca da triade
catalitica candnica (histidina, acido aspartico e serina,) (Serrano e Maroun, 2005).

A analise N-termindmica do veneno de B. alcatraz mostrou que dentre os 17
N-terminais classicos identificados, trés correspondem a SVSPs. Destes, dois
apresentam dimetilacdo no residuo N-terminal, 0 que significa que no veneno tais
extremidades encontram-se livres. Todavia, uma sequéncia foi identificada nas duas
formas, ou seja, com dimetilacdo e acido piroglutdmico no N-terminal, indicando que
tal modificacdo também pode ocorrer em SVSPs.

As SVSPs apresentam uma sequéncia de residuos de 6 aminodcidos
(QKXSEL) que corresponde ao propeptideo, cuja remocdo é necessaria para
producdo da proteina madura. Até hoje ndo se conhece a protease ou mecanismo
responsavel pela remocdo deste e formacdo das enzimas ativas (Serrano e Maroun,
2005). No caso da quimotripsina, que é produzida na forma de quimotripsinogénio
no pancreas, este € ativado no estbmago pela acao da tripsina. Um fato interessante
nesta analise € a observacao de dois tipos de N-terminais encontrados para a SVSP
(acesso Uniprot T2HS34), na sequéncia VVGGDECNINEHR a proteina se inicia
exatamente apdés o propeptideo (QKSSEL) enquanto que na sequéncia
ELVVGGDECNINEHR, dois residuos do propeptideo estdo inclusos no N-terminal.

Segundo a abordagem utilizada neste estudo, ndo foram encontrados peptideos
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correspondentes a propeptideos de SVSPs. Dessa forma, ndo € possivel sugerir se
no processamento destas o propeptideo € removido ja nas vesiculas de secrecdo
das células glandulares ou no limen da glandula. Com a presenca da enzima ativa
no veneno ainda estocado na glandula, a inibicdo da atividade das SVSPs pode ser

efetuada pelo pH levemente &acido do veneno (Odell et al., 1998).

5.2.2. N-terminais de SVMPs

As metaloproteinases estdo entre 0s componentes mais abundantes de
venenos de serpentes do género Bothrops e também sdo as toxinas que
apresentam processamento pos-traducional mais complexo (Fox e Serrano, 2008).
Elas sdo divididas em 3 categorias gerais de acordo com os dominios funcionais
presentes e as estruturas dos precursores e suas respectivas formas maduras (Fox
e Serrano, 2008). A Figura 39 contém a reproducdo da classificacdo estabelecida

com base no processamento dessas proteinases.
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Figura 39. Esquema da classificacdo das metaloproteases de venenos de serpentes com base no
processamento poés-traducional (Reproduzido de Fox e Serrano, 2008). P: peptideo sinal; Pro:
propeptideo; S: espacador; Dis: disintegrina; Dis-like: tipo-disintegrina; Cys-rich: rico-em cisteinas;
Lec: lectina; ? indica que a estrutura ndo foi encontrada no veneno.

A anotacdo dos peptideos provenientes de metaloproteinases levou em
consideragdo outros fatores, além do residuo N-terminal do dominio
metaloproteinase, jA que o processamento dos precursores pode levar a formacao
de diferentes N-terminais. Assim consideramos como N-terminais sequéncias que
correspondessem ao inicio do dominio metaloproteinase, dos dominio disintegrina
ou tipo-disintegrina, e do pro-dominio. Essa observacdo é importante porque se
conhece, em parte, que a classe de metaloproteases de venenos de serpentes sofre
processamento levando a formacéo de outros produtos ndo ligados covalentemente
(Fox e Serrano, 2008).

As disintegrinas sao provenientes do processamento das metaloproteinases,
por isso, neste estudo, todos os peptideos foram anotados como tal. Dos 11 N-

terminais de metaloproteinases, 8 correspondiam a N-terminais de disintegrinas e 3
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ao inicio do pré-dominio. Entretanto, nenhum peptideo do N-terminal do dominio
proteinase foi identificado. Sobre as modificagcbes encontradas no N-terminal,
apenas um peptideo N-terminal do dominio disintegrina apresentou acido
piroglutamico, enquanto que todos os demais apresentaram N-terminal bloqueado
por dimetilagao.

Da mesma forma que na andlise das serinoproteinases, os N-terminais
encontrados para as metaloproteinases mostraram algumas diferengcas quanto ao
residuo de aminoacido encontrado na primeira posicdo. No caso da proteina
P31985, foram encontrados 5 diferentes N-terminais correspondentes a regido N-

terminal de seu dominio disintegrina (Figura 40).

AGEECDCGSPANPCCDAATCKLR

Sequéncias EAGEECDCGSPANPCCDAATCKLR
N-terminais ] ECDCGSPANPCCDAATCKLR
identificadas EECDCGSPANPCCDAATCKLR

GEECDCGSPANPCCDAATCKLR

Figura 40. Diferentes N-terminais identificados no veneno de B. alcatraz do dominio disintegrina da
proteina P31985.

A identificacdo de peptideos do pré-dominio no veneno ndo € um fato inédito
e concorda com o trabalho de outros autores (Valente et al., 2009) que ja relataram
a presenca de peptideos do pré-dominio no veneno de serpentes do género
Bothrops, indicando que talvez o processamento das metaloproteinases ocorra no
limen da glandula e ndo no REG como proposto inicialmente (Fox e Serrano, 2008).
Ainda, da mesma forma que observado na categoria das serinoproteinases, na
analise dos N-terminais de metaloproteinases foram encontrados peptideos oriundos

de processamentos alternativos durante a remocdo do pré-dominio e dos outros
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dominios (disintegrina, metaloprotease). Esta diferenca no processamento pode ser
resultado da acéo de varias proteases diferentes no processamento das proteases

do veneno, ou a remocao do pro-dominio seguida pela acdo de aminopeptidases.

5.6. Peptidoma

A caracterizacdo de venenos de serpentes € frequentemente realizada por
abordagens prote6micas e transcriptobmicas. Isso ocorre porque a andlise do
peptidoma enfrenta desafios adicionais aqueles existentes para a analise do
proteoma, como a complexidade da busca de espectros de MS/MS sem a
especificacdo de uma protease e o restrito banco de dados disponivel (Zelanis et al.,
2010; Tashima et al., 2012). Desta forma, embora o conhecimento disponivel a
respeito do proteoma de venenos de serpentes esteja crescendo a passos largos, a
analise do peptidoma avanca mais lentamente e informac¢des fundamentais como a
proporcdo destes componentes na amostra e sua complexidade permanecem pouco
conhecidas (Tashima et al., 2012). A analise qualitativa do peptidoma do veneno de
B. alcatraz teve a intencdo de avancar no conhecimento do peptidoma de venenos
do género Bothrops.

Os peptideos potenciadores de bradicinina (BPPs) foram descobertos no
veneno de B. jararaca, mas posteriormente sua presenca foi descrita em venenos de
outros géneros de serpentes como Crotalus, Lachesis, Agkistrodon, Trimerisurus e
Vipera (ref original). A estrutura da proteina precursora destes peptideos vasoativos
foi descrita por Murayama et al. (1997) e compreende 7 BPPs organizados in
tandem, bem como um peptideo natriurético tipo-C na regido C-terminal, e na por¢ao

intermediaria uma regido rica em histidinas e glicinas (pHpG).



153

Desde a sua descoberta, estudos foram realizados a fim de se desvendar a
relacdo entre estrutura e atividade bioldégica dessas moléculas. Um estudo em
particular, feito por Chi et al. (1985), mostrou que a remocao do residuo de &cido
piroglutamico do N-terminal aumenta por um fator de 2 a atividade biolégica do BPP,
enquanto que alterac6es na regido C-terminal da molécula reduzem drasticamente
sua atividade. O estudo mostrou que os trés residuos da porcdo C-terminal de um
BPP de Agkistrodon halys Pallas, de estrutura <EQGRPPGPPIPP, ainda mantém a
atividade biol6gica em 90% da atividade da molécula nativa.

Todavia, outros trabalhos mostram que a identificagdo do N-terminal contendo
acido piroglutamico ou o C-terminal rico em prolina ndo € suficiente para a
caracterizacdo de peptideos como pertencentes a classe dos BPPs. Esta
observacéo foi feita comparando-se as atividades biolégicas de novos peptideos que
foram caracterizados como BPPs devido a sua estrutura primaria, mas cujas
atividades biolégicas mostraram resultados contraditorios (Mueller et al., 2005;
lanzer et al., 2007; Gomes et al., 2007; Tashima et al., 2012).

No peptidoma do veneno de B. alcatraz foi possivel observar a presenca de
un mesmo tipo de BPP, porém com diferentes extensdes, e apresentando
estruturas primarias que diferem daquelas canbnicas ja reportadas, que indicam
diferentes processamentos da proteina precursora, variando nas por¢ées N-terminal
e C-terminal. Este fato que também foi reportado na analise do peptidoma do
veneno da B. jararaca (Zelanis et al., 2010; Tashima et al., 2012).

O trabalho de caracterizacdo de um BPP encontrado no veneno de B.
jararacussu (Rioli et al., 2008), de estrutura primaria EARPPHPPIPPAP e
denominado BPP-AP ilustra que diferentes C-terminais podem estar envolvidos com

diferentes atividades bioldgicas. A caracterizacdo da atividade biol6gica desse BPP
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com C-terminal diferente foi feita utilizando microcirculacdo muscular e dérmica para
avaliacdo do efeito local. Enquanto o BPP 1le (de sequéncia EARPPHPPIPP))
mostrou aumento no fluxo do rolamento e adesdo dos leucécitos sem alteragdes na
vasodilatacdo local, o novo BPP-AP mostrou aumento da vasodilatacdo local e
apenas um discreto aumento no rolamento dos leucécitos.

Assim, mesmo que a relacdo estrutura-atividade ndo esteja elucidada, a
existéncia de diferentes sequéncias nas regides N-terminal e C-terminal pode ser
uma forma de ampliacdo do espectro das atividades biolégicas dos BPPs, pela
geracdo de diferentes moléculas a partir da mesma proteina precursora.

Além dos BPPs, a analise do peptidoma do veneno de B. alcatraz mostrou a
presenca de Varios outros peptideos provenientes metaloproteinasese um peptideo
de fosfolipase A2. O estudo de Tashima et al. (2012) mostrou que na auséncia de
inibidores das principais classes de proteases presentes no veneno do género
Bothrops, ou seja metaloproteases e serinoproteases, o peptidoma do veneno torna-
se muito mais complexo pela presenca de peptideos provenientes da degradacéo de
outros componentes do veneno, principalmente das L-aminoacido oxidases (LAAO).

Dentre os 94 peptideos identificados pela busca em banco de dados (Peaks
Studio) ou pela ferramenta SPIDER, 61 correspondem a sequéncias presentes em
metaloproteinases. A grande abundancia de fragmentos de metaloproteinases na
fracdo peptidica do veneno de serpentes do género Bothrops ndo foi observada no
estudo de Tashima et al. (2012), porém o sistema de andlise de LC-MS/MS utilizado
para andlise por espectrometria de massas no presente trabalho apresenta maior
sensibilidade e capacidade de resolugao.

Além dos peptideos provenientes da sequéncia madura de

metaloproteinases, outro ponto que se sobressai na andlise é o elevado nimero de
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peptideos do pré-dominio dos precursores destas proteinas. Embora em menor
abundéancia, alguns peptideos provenientes do pré-dominio de metaloproteinases
também foram identificados por Tashima et al. (2012).

Outro achado interessante foi o nimero de peptideos (19 de um total de 50),
identificados pela busca em banco de dados, e oriundos do dominio catalitico de
metaloproteinases da classe P-Il. Este fato sugere que estas enzimas sejam mais
susceptiveis a hidrolise do que as das demais classes, e talvez explique o baixo

nimero de metaloproteinases da classe P-Il isoladas de venenos de serpentes.

5.4. Glicoproteoma

5.4.1. Glicosilacédo de toxinas de venenos do grupo Jararaca

A N-glicosilacdo € uma modificacdo pOs-traducional descrita em muitas
proteinas de venenos de serpentes (Lochnit e Geyer, 1995; Murayama et al., 2003;
Silva-Junior et al., 2007; Serrano et al., 1998; 2000; 2005; Silva et al., 2004;
Yamashiro et al., 2014), e dessa forma a mudanca no perfil eletroforético das
proteinas do veneno submetidas a N-desglicosilacdo era esperada. Ja a analise da
O-desglicosilacdo dos venenos foi afetada pelo tratamento com a neuraminidase,
necessario para propiciar o acesso das enzimas para remocdo dos O-glicanos.
Entretanto, a comparacao dos perfis do tratamento com a neuraminidase (Figura 20)
e o tratamento com as enzimas da O-desglicosilacdo (Figura 22) mostra que existem
diferengas entre os perfis tratados, indicando que houve diferenga na mobilidade das
proteinas do veneno de B. alcatraz, B. insularis e B. jararaca que podem ser
atribuidas a remocao de O-glicanos.

Independente do tipo de tratamento com glicosidases considerado, € notavel

que apoOs a reagdo com as glicosidases os venenos do grupo Jararaca se mostrem
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mais similares entre si, indicando que a glicosilacao é um fator de variabilidade entre

as amostras.

5.4.2. Cromatografia de afinidade a lectinas

A andlise por cromatografia de afinidade a lectinas teve como objetivo avaliar
as classes de toxinas do ponto de vista de sua glicosilacéo, j& que a metodologia de
analise do N-glicoma ndo permite recuperar informacdes sobre os sitios ocupados
por cada estrutura nas proteinas do veneno.

A analise qualitativa de todas as fracbes de proteinas com afinidade pela
WGA, PNA e ConA mostrou que a distribuicdo das classes de toxinas foi semelhante
para as trés lectinas. Este fato pode estar relacionado com a composicdo dos N-
glicanos, descrita no item 4.5, uma vez que as cadeias de N-glicanos dos trés
venenos do grupo Jararaca sdo compostas em sua maioria por dimeros de acido
sialico (reconhecidos pela WGA) e unidades de lactosamina (a galactose exposta de
algumas cadeias poderia facilitar o reconhecimento pela PNA) e a manose do core e
da estrutura de N-glicano de n° 11 (tipo rico em manose) podem prover condi¢cdes
para retencdo dos N-glicanos pela ConA. Contudo, o perfil eletroforético das
proteinas reconhecidas pela WGA (Figura 23) indicou o enriquecimento de proteinas
em uma regido de massa molecular correspondente a SVMP, SVSP e LAAO,
sugerindo que os dimeros de acido sialico estdo presentes principalmente nestas
classes.

Um resultado ndo esperado foi a identificacdo de proteinas ndo glicosiladas
nas fracbes que mostraram afinidade pelas lectinas, ou seja, lectinas tipo-C e

fosfolipases A2. No caso das lectinas tipo-C, uma explicacdo poderia residir no fato
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de que a condicdo ndo desnaturante em que a cromatografia foi realizada poderia
ter propiciado a interacdo destas com proteinas glicosiladas do veneno, de forma
gue ambas foram retidas pelas lectinas.

No caso das fosfolipases A2, trata-se de uma classe de toxinas da qual até o
momento nenhuma proteoforma glicosilada foi encontrada no género Bothrops.
Entretanto ha o registro de uma isoforma glicosilada de fosfolipase A2 no veneno de
Tropidolaemus pitvipers (Tsai et al., 2012). Considerando as hipGteses que possam
explicar a presenca de fosfolipase A2 na fragdo retida pelas lectinas, tem-se a
existéncia de complexos proteicos envolvendo fosfolipases A2 e proteinas
glicosiladas, a interacdo proteina-proteina que ndo envolve o sitio de ligacdo a
carboidrato entre a lectina e as fosfolipases A2, e a existéncia de proteoformas
glicosiladas nao descritas de fosfolipases A2.

A respeito de uma interacdo proteina-proteina entre a lectina PNA e a
fosfolipases A2, ha relatos de interacfes e formacdo de complexos estaveis entre
lectinas e fosfolipase A2 de venenos na literatura (Buzzo, 2007; Oliveira et al., 2008;
Gomes et al., 2007). Os dados encontrados mostram que a interacédo é forte e capaz
de modular a atividade enzimatica e farmacoldgica da enzima. No estudo de Buzzo
(2007) a interagdo entre uma fosfolipase A2 do veneno de C. d cascavella e outra
de B. jararacussu com lectinas de algas acarretou no aumento da atividade
enzimatica da primeira e aumento na atividade antibacteriana de ambas as enzimas.
O trabalho de Gomes et al. (2008) ilustrou a co-purificacdo de uma 2 do veneno de

B. jararacussu juntamente com a lectina ligadora de galactose BjcuL.

55. N-glicoma

Embora o processo de adicdo das cadeias de glicanos tenha se mantido

essencialmente o mesmo em todas as espécies, 0 processamento dessas cadeias
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apresenta diferencas entre taxons distintos (Varki et al., 2009). Estas diferencas
residem na composi¢cdo de monossacarideos das cadeias de glicanos (nas antenas)
e no aumento da complexidade estrutural nos Metazoarios, principalmente nos
vertebrados. A Figura 41 mostra as cadeias de N-glicanos mais frequentes em

diferentes taxons.
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Figura 41.Exemplos de estruturas dominantes de N-glicanos em diferentes tdxons eucariéticos. As
cadeias de oligossacarideos destacadas nas caixas representam as estruturas finais de N-glicanos
mais frequentemente encontradas em cada eucarioto considerado. As estruturas localizadas fora das
caixas representam estruturas intermediarias do processamento de N-glicanos. Fonte: Varki et al.,
2009.

Embora os produtos finais da via de glicosilacdo de proteinas sejam
diferentes, os grupos compartilham parte das estruturas precursoras de N-glicanos.
Isso ocorre, pois o inicio do processo de adigdo da cadeia de glicano a uma proteina

€ essencialmente 0 mesmo para todos. A variabilidade final é resultado das enzimas
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de processamento dos glicanos, processo que ocorrer ao longo de todo percurso
(REG e Complexo de Golgi) da proteina até a sua secrecéo.

Ainda que os venenos de serpentes sejam fluidos biolégicos ricos em
glicoproteinas, o conhecimento sobre sua glicobiologia é restrito quando comparado
aquele disponivel sobre diversos proteomas e transcriptomas ja publicados (Lin et
al., 2011). A analise do primeiro N-glicoma de um veneno do género Bothrops foi
publicada por Zelanis et al. (2012), trabalho pioneiro que mostrou que ndo ha
diferencas entre os N-glicanos presentes no veneno de individuos juvenis e adultos
de B. jararaca. Entretanto, a presente analise N-glicémica, revelou que o veneno de
B. jararaca contém estruturas ainda ndo descritas.

A explicacdo para estas diferencas muito provavelmente € consequéncia da
utiizacdo de diferentes tempos de incubagdo para a remoc¢do enzimatica de N-
glicanos das proteinas. Zelanis et al. (2012) utilizaram 18 horas de reacdo com a
PNGase F, ja neste estudo optamos por aumentar o tempo de reacdo para 48 horas.

Os dados dos N-glicomas dos venenos das espécies componentes do grupo
Jararaca revelaram que estas compartilham o mesmo perfil de N-glicosilagdo. Como
caracteristicas destes N-glicanos destacam-se: 70 % das estruturas identificadas
pertencem a classe de N-glicanos do tipo complexo, ocorréncia de dimeros de &cido
sialico na extremidade ndo redutora, ocorréncia de cores modificados por fucose na
posicéo 6 da GIcNAc, e identificacdo de estruturas contendo NeuGc.

Alguns estudos sobre a caracterizacdo da porcao de carboidratos de toxinas
isoladas indicam uma variabilidade na composicdo de N-glicanos venenos de
diferentes géneros. A Figura 42 contém um resumo dos estudos de glicobiologia

envolvendo amostras de venenos de serpentes, publicados até 0 momento.
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Figura 42. Estruturas de N-glicanos descritas em venenos de serpentes. As estruturas de Lewis

foram retiradas de Stanley e Cummings (2009).

Embora a variabilidade na N-glicosilacdo de proteinas presentes em venenos

exista, alguns pontos podem ser considerados frequentes nos venenos de

serpentes, como a presenca majoritaria de N-glicanos do tipo complexo, a presenca
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de fucose sempre na posicdo 6 da GIcNAc, a presenca de unidades de &cido sialico
na posicdo 3 de unidades de Gal ou GalNAc, e de antenas contendo unidades de
lactosamina ou unidades de GalNAc-GIcNAc.

A proeminéncia de N-glicanos do tipo complexo nas amostras de venenos foi
observada tanto em andlises de toxinas isoladas quanto em venenos brutos. Embora
na literatura ndo se encontre muitos registros de analises quantitativas sobre as
proporcbes de classes de N-glicanos, qualitativamente € possivel afirmar que o
nimero de estruturas complexas é muito superior que o de estruturas hibridas ou do
tipo rico em manose.

A abordagem quantitativa deste trabalho permitiu avaliar que, embora os N-
glicanos do tipo rico em manose estejam em menor nimero, o N-glicano de nimero
11 (contendo 2 manoses) é o segundo mais abundante na amostra, compreendendo
cerca de 20% da area total de N-glicanos das trés amostras. Uma analise no banco
de dados UniCarbKB revela que esta estrutura esta presente em diversas proteinas,
tendo sido descrita inclusive em glicoproteinas do veneno de B. jararaca (Zelanis et
al., 2012) e na glicoproteina CVF presente no veneno de Naja Naja kaouthia (Gowda
et al., 2001).

Os N-glicanos do tipo rico em manose sao comumente associados ao
processo de folding e controle de qualidade de proteinas (Fujikawa et al., 2015,
Jitsuhara et al., 2002) enquanto os N-glicanos do tipo complexo costumam ser
responsabilizados por estabilizar a conformacao funcional da proteina (Jitsuhara et
al., 2002).

Embora o estudo de Lin et al. (2011) e o presente, demonstrem uma alta
similaridade entre os N-glicomas dos venenos do grupo Jararaca e da serpente

Deinagkistrodon acutus, a abundancia das estruturas em cada amostra se mostra
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muito diferente. Enquanto do N-glicoma do veneno de D. acutus a estrutura
triantenaria de n° 18 se mostra mais abundante, nosso trabalho apresenta que nos
venenos do género Bothrops analisados é a estrutura biantenaria de n°16 a mais
abundante (Tabela 4-6).

A comparacao destas estruturas com aquelas observadas nos trabalhos de
Tanaka et al. (1992) e Lochnit e Geyer (1995), descritas na toxina Batroxobin
(SVSP), presente no veneno de B. moojeni, demonstra que dentro do género
Bothrops existem perfis de N-glicomas diferentes dos observados no grupo
Jararaca.

Todavia, apesar das diferencas observadas na composicdo das antenas de
N-glicanos, a posicdo 2,3 no penditimo monossacarideo (GaINAc em B. moojeni e
Gal em D. acutus e no grupo Jararaca) parece ser regra para a adicao das unidades
de acido sialico em toxinas de venenos de serpentes.

A adicdo de acido sialico é feita por meio de enzimas denominadas
sialiltransferases (SiaTs), e esta familia de glicosiltransferases contém proteinas
altamente especfficas, de modo que uma SiaT responsavel por adicionar 0 NeuAc
na posicdo 3 de um monossacarideo ndo é capaz de catalisar a mesma reacao na
posicdo 6 do mesmo monossacarideo. Estudostém demonstrado que alteracées nas
proporgdes entre as ligagdes 02,3 e a2,6 influenciam processos bioldgicos como
endocitose, adesédo e outros (Toegel et al., 2010).

Embora nenhuma andlise da ligacdo entre as unidades de fucose e GIcNAcC
tenha sido considerada neste trabalho, o fato destas estruturas terem sido liberadas
pela enzima PNGase F reflete que sua identidade é 1,6 e ndo 1,3, jA que esta
enzima ndo € capaz de clivar N-glicanos com fucose nesta Ultima posicdo. N-

glicanos com unidades de fucose na posicdo 6 da GIcNAc sdao amplamente
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encontradas no reino animal, e no caso dos N-glicanos deste estudo a fucosilacéo
do core foi encontrada em 80% das estruturas caracterizadas.

A presenca desta modificacdo do core de N-glicanos interfere diretamente as
propriedades conformacionais do braco 6 dos N-glicanos, o que pode afetar
diretamente as interacdes entre proteinas e carboidratos (Stubbs et al., 1996).
Kojima et al. (1996) também estabeleceram que a presenca destas unidades de
fucose na posicdo 1,6 é importante para a adicdo de cadeias de acido sialico em
série, processo denominado polisializacédo, que inclui a adicdo dos dimeros de acido
sialico. Estas estruturas terminais pertencem a uma famiia denominada &acidos
polisialicos (polySia) que muito frequentemente apresentam ligacbes a2,8 e cujo
papel biolégico ainda ndo é compreendido (Varki e Schauer, 2009).

A presenca destes dimeros de acido sidlico ja foi reportada em proteinas
presentes no leite, cérebro e no N-glicoma do veneno de D. acutus (Lin et al., 2011,
Varki e Schauer, 2009). O trabalho de Lin et al. (2011) envolveu a andlise diversos
N-glicomas de serpentes asiaticas e embora o grupo ndo tenha detalhado os
resultados referentes a todos essas andlises, eles concluem que a variabilidade é
elevada e que alguns venenos apresentam estruturas unicas. Dentre esse N-
glicomas unicos, eles descrevem os N-glicanos presentes no veneno de D. acutus e,
ao comparar estes dados com o N-glicoma do plasma desta serpente e de outras, 0
grupo sugeriu que a N-glicosilacdo de toxinas é espécie-especifica e veneno-
especifica.

Mesmo que ndo tenhamos definido os andmeros envolvidos nas ligagcées dos
N-glicanos do grupo Jararaca, com base no trabalho de Junqueira-de-Azevedo et al.
(2015) podemos sugerir que a ligacdo entre as unidades de acido sialico sdo as

mesmas descritas por Lin et al. (2011), ou seja NeuAc-a2,8-NeuAc. Essa sugestao €
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feita com base no contetdo de transcriptomas de varios 6érgaos de um espécime de
B. jararaca (Junqueira-de-Azevedo et al., 2015)., que indicam que as vias de
glicosilacdo estdo exacerbadas na glandula de veneno e que a enzima alfa
sialiltransferase 8f foi expressa apenas nesta glandula.

Esta Ultima observacdo faz com que a sugestao de Lin et al. (2011), de que a
N-glicosilacdo de proteinas de veneno seria espécie especffica, ndo seja totalmente
verdadeira, ja que o mesmo dimero de acido sialico esta presente nas amostra de
veneno de B. jararaca, B. insularis e B. alcatraz. Entretanto, os dados de Junqueira-
de-Azevedo et al. (2015) corroboram a observacdo deste grupo de que a N-
glicosilacdo do veneno difere dos outros érgdos da serpente.

A respeito do papel biolégico exercido pela presenca deste dimero de &cido
sialico, Lin et al. (2011) sugere que possa existir alguma interacdo importante das
proteinas de veneno com células do sistema imune ja que estas apresentam
algumas lectinas da classe Siglecs familia (sialic acid binding immunoglobulin-like
lectins) com especificidade para este dimero.

Posteriormente, Wang et al. (2014) analisaram os efeitos da N-glicosila¢cdo no
tempo de meia vida e atividade da Acutobin, uma serinoproteinase presente no
veneno de D. acutus e cujo perfil de N-glicosilacdo se assemelha ao perfil observado
para o veneno total. Como conclusées o grupo sugere que os N-glicanos presentes
na Acutobin estdo envolvidos na interacdo com fibrinogénio e que a presenca dos
dimeros de acido sialico aumentam o tempo de meia vida desta toxina por evitar a
exposicao das unidades de galactose das estruturas de lactosamina. Apos a perda
de moléculas de acido sialico, a exposicdo de unidades de galactose leva a retirada
destas proteinas de circulacdo por macrofagos e hepatocitos por meio de receptores

gue reconhecem galactose (Wang et al., 2014, Varki e Schauer, 2009).
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A ampla ocorréncia de monossacarideos da familia dos &cidos sialicos em
glicanos das mais variadas fontes sugere que estes possam estar envolvidos na
estabilizacdo das proteinas e na sua interacdo com receptores (Varki e Schauer,
2009). Acidos sialicos também podem estender o tempo de meia-vida de moléculas,
proteger contra protedlise e participar de processos de sinalizacdo transmembrana.
As modificacbes que estes podem receber (tais como O-acetilacdo) ainda podem
interferir em suas atividades. Além da descricdo do dimero de acido sidlico, Lin et
al.(2011) demonstrou que algumas estruturas de N-glicanos do veneno de D. acutus
apresentam &cidos siadlicos O-acetilados, e sugerem que a presenca dessas
unidades acetiladas pode interferir na interacdo destes N-glicanos com as Siglecs.

Da mesma forma como ocorre com as proteinas, nenhuma regra pode ser
adotada para a interpretacdo da N-glicosilacdo de toxinas no contexto de seu papel
biolégico. A observacdo de diferentes N-glicosilacbes em diferentes géneros de
serpentes mostra que a plasticidade na construcdo dos venenos ao longo da
evolucdo ndo se limitou as cadeias polipeptidicas das proteinas, mas também atuou

sobre a glicosilacao.
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6. Concluséo

Diversos estudos tém sugerido que a duplicacdo de genes facilita a rapida
evolucdo e a divergéncia na composicao do veneno entre as espécies de serpentes,
e que esses processos podem ser associados com respostas evolutivas na dieta,
habitat e as interacdes entre predador e presa. No caso das espécies do grupo
Jararaca amostradas neste estudo, o que se observou é que, apesar do fato de que
em sua vida adulta B. alcatraz, B. jararaca, e B. insularis sigam diferentes caminhos
em termos de presa e dieta, de forma geral, seus proteomas e peptidomas sao
bastante semelhantes com relacdo as cadeias polipeptidicas. Isto sugere que,
apesar dos varios factores de pressédo evolutiva, os proteomas de seus venenos e
os subproteomas de glicoproteinas contém um nicleo de componentes que definem
a sua composicdo, que foi conservada durante a evolugcdo, em paralelo a outros
marcadores moleculares que determinam a sua classificacdo filogenética. Ainda,
apesar da conservacao das estruturas de N-glicanos entre os trés venenos, os perfis
eletroforéticos dos mesmos, na forma nativa e submetidos & desglicosilacao,
sugerem que as diferencas observadas residem no grau de glicosilacdo das toxinas.
Nesta linha, € razoavel supor que a glicosilacdo de componentes especificos do
veneno pode ter fornecido uma novidade evolucionaria para a adaptacao da espécie
para lidar com diferentes inibidores presentes em diferentes tipos de presas, em
seus respectivos nichos ecologicos.

A glicosilacdo de proteinas € uma modificacdo pds traducional que requer uma
complexa maquinaria de enzimas, a presenca de motivos de sequéncias que dirigem
as proteinas nascentes ao longo da rota de sintese, e que demanda energia em
varias etapas para compor as diversas cadeias de glicanos e que devem estar em

plena atividade quando da sintese de proteinas na glandula de veneno de
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serpentes, especialmente depois de sua drenagem durante a picada para a captura
de presas. Varios tipos de glicosiltransferases séo responséveis pela modificacdo de
cadeias de carboidratos durante a sintese de proteica e, consequentemente, varias
familias de glicanos co-desenvolvram durante a evolucdo de organismos
multicelulares. Em um estudo recente, a categoria Glicosilacdo de Proteinas foi um
dos processos biolégicos mais enriquecidos na analise de ontologia genética da
glandula de veneno de B. jararaca em compara¢cdo com outros 6rgdos (Junqueira-
de-Azevedo et al., 2015). No futuro, sera interessante comparar a composi¢cdo do
repertério de glicosiltransferases nas glandulas de veneno das serpentes do grupo
Jararaca, a fim de compreender como o processo global de glicosilacéo € controlado

e como evoluiu com relacao a suas glicosidases e seus substratos.
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8. Anexos
8.1. Tabelas Suplementares

Tabela Suplementar 1. Identificacdo de proteinas presentes no proteoma do
veneno de B. alcatraz por digestdo com tripsina e andlise por LC-MS/MS.
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Tabela Suplementar 2. Quantificacdo label free das proteinas identificadas nos
venenos do grupo Jararaca.

Tabela Suplementar 3. Quantificagédo label free das proteinas identificadas entre
os venenos de B. alcatraz e B. jararaca.

Tabela Suplementar 4. Quantificacédo label free das proteinas identificadas entre
os venenos de B.jararaca e B. insularis.

Tabela Suplementar 5. Quantificacéo label free das proteinas identificadas entre
os venenos de B. alcatraz e B. insularis.

Tabela Suplementar 6. Peptideos identificados na analise peptidémica do
veneno de B. alcatraz, por LC-MS/MS e analise pelo programa Peaks Studio
(sequenciamento de novo).

Tabela Suplementar 7. Peptideos identificados na analise peptidémica do
veneno de B. alcatraz, por LC-MS/MS e analise pelo programa Peaks Studio

(busca em banco de dados).
Tabela Suplementar 8. Lista de grupos de proteinas veneno de B. alcatraz

identificados nas fracbes com afinidade pelas lectinas WGA, PN e ConA, por
digestdo com tripsina e LC-MS/MS, e analise pelo programa MaxQuant.
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