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RESUMO 

Silva, D.A. Abordagens experimentais em proteômica e glicômica aplicadas à 
caracterização do veneno de Bothrops alcatraz. 2015. 178p. Dissertação 

(Mestrado) - Programa de Pós-Graduação em Bioquímica. Instituto de Química, 
Universidade de São Paulo, São Paulo. 

O gênero Bothrops apresenta ampla distribuição pelo território brasileiro, sendo a 

espécie B. jararaca seu representante de maior importância médica na região 

sudeste. Análises genéticas e filogeográficas descrevem a existência 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 diferenças quanto 

à dieta, levantam subsídios para o entendimento de seus venenos e suas atividades 

biológicas. O objetivo deste estudo foi a caracterização dos componentes do veneno 

de B. alcatraz por diferentes metodologias analíticas com a finalidade de aprofundar 

o conhecimento sobre os venenos do gênero Bothrops e sobre a evolução dos 

venenos das espécies do grupo Jararaca. As abordagens analíticas utilizadas foram 

a avaliação do proteoma dos venenos do grupo Jararaca por eletroforese e 

identificação de proteínas por digestão com tripsina e análise por cromatografia 

líquida acoplada à espectrometria de massas (LC-MS/MS), análise do N-terminoma 

e do peptidoma do veneno de B. alcatraz por LC-MS/MS e análise da glicosilação 

dos venenos do grupo Jararaca pelo tratamento com glicosidases, cromatografia de 

afinidade à lectinas (concanavalin A, ConA; wheat germ agglutinin, WGA;  peanut 

agglutininin, PNA) e caracterização do N-glicoma por MSn. Os perfis eletroforéticos 

unidimensionais, obtidos com e sem redução das proteínas, mostraram que o 

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 diferenças e revelou que a coleta do veneno na 

presença ou ausência de inibidores de proteinases tem influência no número de 

spots visualizados. Os resultados da análise dos proteomas dos venenos do grupo 

Jararaca mostraram que não há diferenças qualitativas significantes entre eles, e 

que os três apresentam um padrão similar de distribuição das classes de toxinas. A 

análise quantitativa label free dos proteomas revelou algumas diferenças, indicando 

que o veneno de B. alcatraz apresenta maior conteúdo de metaloproteinses e 

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



peptidoma do veneno de B. alcatraz mostrou diversas formas de peptídeos 

potenciadores de bradicinina, além de produtos de degradação de diferentes classes 

de toxinas. A avaliação da glicosilação das proteínas dos três venenos revelou que 

após a remoção das cadeias de N-glicanos e O-glicanos os perfis eletroforéticos se 

mostram mais parecidos. A identificação das proteínas do veneno de B. alcatraz que 

mostraram afinidade pelas lectinas revelou que a ConA interagiu com um número 

maior de componentes, seguida por WGA e PNA. As análises qualitativa e 

quantitativa do N-glicoma dos venenos do grupo Jararaca mostrou que os três 

venenos compartilham as mesmas estruturas de N-glicanos e em abundância 

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 relação ao grau de glicosilação de suas proteínas. 
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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 Química, Universidade de 
São Paulo, São 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 

qualitative 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. Introdução 

 

1.1. Venenos de serpentes 

 

Dentre as 2430 espécies de serpentes existentes na superfamília Colubroidea 

(Ordem Squamata, subordem Serpentes) (Vidal, 2002) apenas uma pequena fração 

(~20%) é considerada de importância médica. Essa denominação apreciativa é 

consequência do fato de que apenas algumas famílias específicas de serpentes são 

responsáveis por envenenamentos. Os venenos de serpentes têm como objetivo 

principal a predação, sendo a ocorrência de acidentes uma consequência da 

aplicação 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 gêneros desta superfamília são classificados em quatro famílias: 

Atractaspididae, Colubridae, Elapidae e Viperidae, e a capacidade de produção de 

veneno está presente em todas elas (Vidal, 2002; Fry et al., 2003). Todavia, as 

serpentes de maior importância médica pertencem apenas às duas últimas. 

O surgimento da capacidade de produção de veneno ocorreu no início do 

desenvolvimento da ordem Squamata, há milhões de anos, acompanhado pela 

especialização do maxilar e da dentição destes animais (Vidal, 2002; Fry et al., 

2005). Entretanto, o cenário atual mostra que ao longo da evolução algumas 

espécies de serpentes (alguns membros da família Colubridae) sofreram perdas 

secundárias destes caracteres especializados na inoculação de veneno, porém 

mantiveram a capacidade de produzir secreções tóxicas (Vidal, 2002). 

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

saúde pública e a análise das notificações recebidas pelo Ministério da Saúde indica 
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que cerca de 90% destas ocorrências envolvem um gênero da família Viperidae, o 

gênero Bothrops (Melgarejo, 2009). 

O território brasileiro é habitat de diversos representantes deste gênero, mas 

a espécie de maior repercussão e importância é a Bothrops jararaca. A evidência 

recebida por esta espécie decorre do elevado número de acidentes ofídicos no qual 

ela está envolvida (Melgarejo, 2009). Esse índice elevado é consequência de sua 

distribuição em regiões populosas do país (desde o sul da Bahia até o Rio Grande 

do Sul) e sua fácil adaptação a diferentes ambientes (Furtado, 2005). 

Apesar da ampla distribuição da capacidade de produção de veneno entre 

várias espécies de serpentes, o produto final (o veneno) apresenta uma enorme 

variabilidade de componentes entre diferentes gêneros dentro de uma mesma 

família (Chippaux et al., 1991; Vidal, 2002). Esta variabilidade acarreta em diferentes 

quadros de envenenamento, que podem ser classificados de acordo com o gênero 

das espécies envolvidas. Os venenos botrópicos apresentam, em linhas gerais, 

atividade proteolítica, relacionada com os efeitos locais (edema, bolhas e necrose), e 

atividades coagulante e hemorrágica (Ministério da Saúde, 2001). 

1.1.1. Variabilidade na composição de venenos de serpentes 

 

Ainda que os venenos do gênero Bothrops contenham invariavelmente os 

mesmos componentes, há o registro de grande variabilidade interespécies e 

intraespécies na composição do veneno. Essa observação de alta variabilidade é um 

evento ubíquo entre serpentes e pode ser observada em diferentes níveis 

taxonômicos (Chippaux et al., 1991). 

Desta forma, conhecer a variabilidade e os fatores que a influenciaram ao 

longo da evolução das serpentes permitirá avanços na produção e emprego dos 

soros antiofídicos no tratamento das vítimas (Chippaux et al., 1991; Sasa, 1999). Até 
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mesmo nos dias atuais, a administração de um soro antiofídico específico é o 

tratamento mais adequado para neutralizar os efeitos letais dos venenos de 

serpentes (Theakston et al., 2003). 

Dentre as variáveis correlacionadas com a variabilidade de venenos existem 

fatores geográficos (localização) e temporais (idade, sexo, sazonalidade) (Chippaux 

et al., 1991; Daltry et al., 1996). Dentro do gênero Bothrops, a espécie B. jararaca 

pode ser utilizada para exemplificação da existência de variação na composição do 

veneno dirigida pelo dimorfismo sexual (diferenças entre machos e fêmeas) (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 

localização geográfica da serpente citam-se casos de envenenamentos por B. atrox, 

onde esta variabilidade mostra-se um fator importante a ser considerado no 

tratamento das vítimas de acidentes ofídicos (Calvete et al., 2011). 

A influência destas variáveis na composição do veneno é consenso na 

literatura, e vários exemplos podem ser citados, entretanto, um item permanece em 

discussão: a influência da dieta ao longo da evolução. Chippaux et al. (1991) citaram 

três trabalhos que indicavam não ter sido encontrada qualquer evidência que 

suporte a correlação entre dieta e composição do veneno. Outro ponto defendido por 

alguns grupos considera que as variabilidades são produtos de eventos neutros 

durante a seleção natural, e que as serpentes seriam capazes de injetar uma 

quantidade de veneno muito acima daquela capaz de levar a presa à morte, o que 

faria da dieta um fator pouco significativo para dirigir a evolução dos componentes 

de veneno (Sasa, 1999; Mebs, 2001). Todavia, outros trabalhos relatam uma relação 

significativa entre dieta e venenos de serpentes, sugerindo que os venenos são 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 à conclusão de que a variabilidade 

intraespecífica observada é consequência de diferentes dietas às quais 

determinadas populações são submetidas. Os autores também sugeriram que tal 

característica é herdada e mudar os hábitos alimentares de animais em cativeiro não 

reflete qualquer mudança na composição do veneno. 

O trabalho de Gibbs e Mackessy (2009) envolveu seis espécies do gênero 

Sistrurus e demonstrou que espécies cuja dieta se vale predominantemente de 

mamíferos apresentam veneno com DL50 (dose letal mediana) muito menor em 

mamíferos do que em lagartos e rãs. Barlow et al. (2009) avaliaram o conteúdo 

gastrointestinal de algumas espécies do gênero Echis e com dados obtidos de 

ensaios in vivo sobre artrópodes observaram uma forte evidência de que a variação 

na composição do veneno é resultado de uma adaptação evolutiva a diferentes 

dietas. O estudos de Casewell et al. (2009) e Richard et al. (2012) corroboram estas 

observações dentro do gênero Echis. Da Silva e Aird (2001) analisaram venenos do 

gênero Micrurus e concluíram 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 mudança da dieta, anteriormente baseada em peixes, para uma composta 

exclusivamente por ovos de peixes levou a deleção 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 discussões sobre quais fatores estão de fato correlacionados 
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a esta. Todavia, a plasticidade dos venenos ao longo da evolução pode ser 

considerada um resultado da alta taxa de mutações não sinônimas nos genes 

codificadores de toxinas, característica que favorece a rápida diversificação de 

toxinas por alterações na estrutura primária das proteínas (Deshimaru et al., 1996; 

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

  

1.1.2. Composição do veneno Botrópico 

 

Os venenos de serpentes são misturas concentradas, de alto grau de 

complexidade, compostas predominantemente por proteínas, que podem ser 

classificadas em componentes enzimáticos e não enzimáticos. As principais 

proteínas (toxinas) com ação enzimática encontradas no veneno de serpentes do 

gênero Bothrops são metaloproteinase (Snake Venom MetalloProteinase, SVMP), 

serinoproteinase (Snake Venom Serine Proteinase, SVSP), fosfolipase A2 (PLA2), e 

L-aminoácido oxidase (LAAO). 

As SVMPs constituem uma complexa classe de toxinas muito abundante nos 

venenos botrópicos e cuja ação proteolítica está relacionada com hemorragia, 

atividades fibrinogenolítica, fibrinolítica e apoptótica, ativação de fatores da cascata 

de coagulação e inibição da agregação plaquetária (Fox e Serrano, 2008, 2009). A 

existência de múltiplos domínios em sua estrutura, o intrincado processamento de 

seus zimogênios e a variabilidade entre seus constituintes levou à classificação 

dessas metaloproteinases em três classes principais (P-I, P-II, P-III), considerando o 

processamento e a organização de seus domínios nas proteínas maduras (Fox e 

Serrano, 2008). As serinoproteinases também apresentam atividade sobre a cascata 

de coagulação, sistema fibrinolítico e calicreína-cinina, ocasionando o desequilíbrio 

da hemostasia (Serrano e Maroun, 2005; Serrano, 2013). 
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As fosfolipases A2 são enzimas envolvidas no processo de necrose de fibras 

do músculo esquelético (atividade miotóxica), inflamação e dor (Teixeira et al., 

2003). Fosfolipases B (PLB) foram também descritas recentemente em venenos do 

gênero Bothrops (Souza et al., 2013), e diferem das clássicas enzimas da classe A2, 

abundantes em venenos, por clivar em diferentes posições na estrutura de 

fosfolipídeos (Wilton e Waite, 2002). O trabalho de Bernheimer et al. (1987) mostrou 

que uma PLB isolada do veneno de Pseudechis colletti apresentava atividade 

hemolítica em hemácias humanas e de coelho. L-aminoácido oxidases atuam na 

alteração da função plaquetária e causam desordens na coagulação do plasma (Guo 

et al., 2012; Fox, 2013; Izidoro et al., 2014). 

Entre as toxinas sem atividade enzimática encontra-se a classe das lectinas 

tipo-C, os peptídeos potenciadores de bradicinina (Bradykinin potentiating peptide, 

BPP), proteínas secretórias ricas em cisteínas (Cysteine Rich Secretory Protein, 

CRISP), disintegrinas e fatores de crescimento como os svVEGF e svNGF (snake 

venom Vascular Endothelium Growth Factor e snake venom Nerve Growth Factor, 

respectivamente). 

As lectinas do tipo C são proteínas semelhantes em termos estruturais, mas 

que diferem quanto à atividade de ligação a carboidratos e atividades 

farmacológicas. Apresentam um domínio de reconhecimento de carboidrato e estão 

envolvidas em processos antagônicos, tais como atividade anticoagulante, ou de 

ativação ou inibição da agregação plaquetária (Ogawa et al., 2005; Morita, 2005). Os 

BPPs são peptídeos ricos em prolina que contêm entre 5-13 resíduos de 

aminoácidos com um resíduo de ácido piroglutâmico na extremidade N-terminal 

(Ferreira e Rocha e Silva, 1965; Camargo et al., 2012). Estes peptídeos são capazes 

de inibir a enzima conversora de angiotensina (ECA), promovendo a potenciação da 



31 
 

atividade da bradicinina e causando hipotensão. As CRISPs estão relacionadas com 

bloqueios de canais iônicos, inibição da contração de músculo liso, e atividade 

antiangiogênica (Yamazaki e Morita, 2004; Wang et al., 2010; Sunagar et al., 2012; 

Lecht et al., 2015). As disintegrinas são proteínas de baixa massa molecular 

provenientes do processamento das SVMPs e atuam principalmente interferindo na 

agregação plaquetária (Mc Lane et al., 2004; Wijeyewickrema et al., 2005; Calvete, 

2013). 

Apesar da aparente simplicidade e individualização das atividades de cada 

classe de toxina, os fenômenos observados no envenenamento são consequências 

de uma ação integrada de todas estas classes e suas diversas proteoformas (Aird et 

al., 2015; Doley e Kini, 2009). Adicionalmente à ampla gama de classes de toxinas 

encontradas nos venenos e de suas várias proteoformas, a complexidade da mistura 

é aumentada diversas vezes pelas modificações pós-traducionais frequentemente 

encontradas nestes fluídos biológicos, sendo estas a glicosilação, o processamento 

proteolítico e a oligomerização (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 distribuição geográfica, de forma 

que, além da conhecida variação ontogenética acompanhada pela mudança da 

dieta, existe ainda variabilidade regional, não somente na composição do veneno 

como nas características do animal, fato que aponta para a possibilidade de a 

espécie B. jararaca corresponder a um complexo de espécies e não a uma espécie 

definida (Grazziotin et al., 2006). 
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Em um estudo de genética molecular e análise filogenética envolvendo 

representantes de B. jararaca de diferentes regiões e duas espécies insulares, B. 

alcatraz e B. insularis, Grazziotin et al.(2006) analisaram a variabilidade da 

sequência do gene mitocondrial do citocromo b (cyt b) entre as populações destas 

espécies. Seus resultados levaram a uma hipótese para o surgimento das espécies 

insulares, segundo a qual estas teriam originado recentemente a partir de 

exemplares de B. jararaca, há 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 regiões geográficas diferentes, 

que convergiram para uma origem independente. A este grupo tão próximo, 

composto pelas espécies B. alcatraz, B. insularis e B. jararaca dá-se o nome de 

Grupo Jararaca (Martins et al., 2001). 

Acredita-se que o surgimento das ilhas da Queimada Grande e do 

arquipélago de Alcatraz ocorreram pela elevação do nível do mar no período 

Pleistoceno, e que o isolamento de indivíduos de B. jararaca possibilitou o 

desenvolvimento das novas espécies (especiação) com base no tipo de presa 

disponível em cada ambiente (Marques et al., 2002a, Grazziotin et al., 2006) 

(Figura1). 
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Figura 1. Esquema do processo de especiação envolvido no desenvolvimento do Grupo Jararaca. O 

painel A ilustra a ocupação de espécimes de B. jararaca no período Pleistoceno (há~11.000 anos) e o 

painel B ilustra que a elevação do nível dos oceanos levou ao isolamento geográfico de alguns 

indivíduos 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 endêmica da Ilha da Queimada 

Grande, no litoral paulista, com hábitos arborícolas e mudança ontogenética na 

dieta, assim como ocorre em B. jararaca, onde os indivíduos jovens alimentam-se de 

animais ectotérmicos (artrópodes e anfíbios) e os adultos apresentam uma dieta 

baseada exclusivamente em aves. Diferentemente da B. jararaca, entretanto, 

indivíduos de B. insularis não apresentam dieta generalista, devido à limitação de 

recursos na ilha, que implica em uma alimentação baseada quase exclusivamente 

em aves por espécimes adultos (Valente et al., 2009). Os estudos disponíveis sobre 
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o veneno de B. insularis demonstram que o padrão do envenenamento por esta 

serpente é característico do gênero Bothrops, com efeitos locais (edema, 

hemorragia e necrose) e sistêmicos (coagulopatia) (Valente et al., 2009). Outros 

estudos mostram uma rápida ação do veneno, com evolução para o quadro de 

“choque” e consequente morte dos modelos animais e uma ação mais pronunciada 

sobre aves (Zelanis et al., 2007).  

B. alcatraz é uma espécie endêmica e exclusiva do arquipélago de 

Alcatrazes, localizado no litoral paulista. O arquipélago é constituído por seis ilhas, 

sendo que a presença desta espécie ocorre apenas na ilha de maior formação do 

arquipélago, a Ilha de Alcatrazes. A ilha é rochosa e abriga o maior ninhal de aves 

marinhas do sudeste brasileiro, e morcegos são os únicos representantes de 

mamíferos lá 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 hábito 

alimentar como sendo equivalente àquele de indivíduos juvenis de B. jararaca. 

Dadas as condições 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 indivíduos adultos de B. jararaca 

(Furtado, 2005). 

Eventos de especiação por isolamento geográfico por barreiras 

intransponíveis, como ilhas, são ótimos modelos de estudo de variabilidade e 

constituem um quadro favorável ao estudo do mecanismo evolutivo responsável pela 
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diferenciação e variabilidade entre as espécies encontradas no continente e nas 

ilhas.  

A análise do perfil eletroforético unidimensional, em condições não redutoras, 

mostra a existência de padrões proteicos diferentes entre os venenos de B. alcatraz 

e B. jararaca, assim como ocorre com outras espécies de serpentes do gênero 

Bothrops. Ainda, ensaios enzimáticos com o veneno de B. alcatraz mostraram 

atividades coagulante e proteolítica maiores do que aquelas do veneno de B. 

jararaca (Furtado, 2005). 

Diversos estudos sobre a caracterização 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; Gonçalves-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 composição, entretanto, nada se sabe sobre o 

proteoma/peptidoma do veneno de B. alcatraz, exceto sobre suas atividades 

biológicas (Furtado, 2005; Moraes, 2011). 

Figura 2.  Espécimes adultos de B. alcatraz, B. jararaca e B. insularis. Fotos: B. alcatraz por Inácio de 

Loiola Meireles Junqueira de Azevedo, B. jararaca por Otavio Marques e B. insularis por Silvia Regina 

Travaglia-Cardoso. 
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1.3. Análise proteômica de venenos 

 

A elevada complexidade dos venenos de serpentes não se reflete apenas nos 

quadros de envenenamento, mas também traz desafios analíticos aos estudos 

científicos focados nesses fluidos biológicos. O estudo de venenos por abordagens 

bioquímicas teve seu início com a caracterização de suas atividades biológicas e 

isolamento de toxinas e, posteriormente, incluiu as análises por eletroforese 

(unidimensional e bidimensional) como formas de avaliação do proteoma total (Fox e 

Serrano, 2008). 

A eletroforese bidimensional foi amplamente empregada na caracterização de 

diversos proteomas de venenos e, embora hoje em dia esta técnica esteja caindo 

em desuso (por suas limitações e dificuldades de reprodutibilidade), a “imagem” de 

proteomas de venenos ilustra de forma visual a grande variabilidade existente entre 

os diferentes gêneros de serpentes. 

A existência de múltiplos componentes e suas várias proteoformas também 

representa um desafio pelas limitações analíticas em si. A elevada complexidade 

dos venenos faz com que métodos de fracionamento sejam necessários, de modo a 

reduzir o número de componentes por fração e aumentar assim a identificação de 

componentes menos abundantes. Nesse sentido, as eletroforeses unidimensional e 

bidimensional foram aos poucos sendo substituídas por processos cromatográficos 

(Fox e Serrano, 2008; Calvete, 2011). 

Muitos processos cromatográficos podem ser empregados como forma de 

descomplexação das amostras de veneno, e os resultados sugerem que a análise 

de subproteomas permite maior identificação de proteínas do que a análise do 

proteoma total (Paes-Leme et al., 2009; Calvete et al., 2007; Zelanis e Tashima, 

2014,). 
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Com os avanços das metodologias analíticas aplicáveis às proteínas, 

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 proteínas de veneno, e que auxilia no progresso 

das análises proteômicas por espectrometria de massas, é a criação de bibliotecas 

de cDNA construídas a partir do mRNA isolado das glândulas  de veneno (Junqueira 

de Azevedo e Ho, 2002; Fox e Serrano, 2008; Calvete, 2013).  

Assim a geração de bancos de transcriptomas aumentou o número de 

sequências disponíveis no banco de dados de proteínas, o que impactou 

diretamente o processo de identificação de proteínas por MS. As primeiras 

caracterizações de genomas de serpentes só foram publicadas em 2013 (Python 

molurus bivittatus (Castoe et al., 2013) e Ophiophagus hannah (Vonk et al., 2013), 

enquanto que nenhum genoma da família Viperidae foi reportado até o momento. 

Como alternativa ao uso de um banco de dados de proteínas, para a identificação de 

proteínas e peptídeos por espectrometria de massas, existe a abordagem 

denominada “de novo sequencing” que utiliza apenas os dados dos espectros de 

fragmentação dos peptídeos para inferir a sequência de aminoácidos. Neste caso, 

embora não exista a necessidade do banco de dados, o processo é demorado para 

análises de uma grande quantidade de dados, o que torna seu emprego laborioso 

(Zelanis e Tashima, 2014). 
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1.4. Glicosilação 

1.4.1. Glicosilação de proteínas 

 

“Um gene, muitas proteínas, incontáveis glicanos” (Reinhold et al., 2010). O 

material genético compacta e armazena as informações necessárias para a 

produção do arsenal proteico celular, que é essencial à manutenção da vida. Como 

forma de aumentar o poderio deste arsenal, sem aumentar o número de genes, a 

célula dispõe de um mecanismo de transcrição que permite aumentar o número de 

proteínas produzidas a partir de um único gene (splicing alternativo). Entretanto, são 

as modificações pós-traducionais que amplificam dramaticamente a complexidade e 

funcionalidade das proteínas (Reinhold et al., 2010).  

A adição de cadeias de carboidratos por meio de ligações covalentes às 

proteínas é a modificação co- e pós-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 ligação entre cadeias de carboidratos e proteínas são a N-

glicosilação e a O-glicosilação. A letra (N ou O) associada se refere ao átomo da 

cadeia lateral do resíduo de aminoácido utilizado para a ligação covalente com o 

oligossacarídeo (denominado glicano). Na N-glicosilação o glicano é adicionado ao 

átomo de nitrogênio da amida da cadeia lateral de resíduos de asparagina e na O-

glicosilação a adição do glicano é feita ao oxigênio da hidroxila da cadeia lateral de 

resíduos de serina ou treonina (Varki e Sharon, 2009). O processo de glicosilação 

não é um evento randômico sobre resíduos de asparagina ou serina/treonina ao 

longo da estrutura primária das proteínas, pois existem regiões da estrutura primária 

mais ou menos susceptíveis a esta modificação. 
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Da mesma forma como no caso das proteínas, o significado biológico 

envolvido na glicosilação de proteínas não pode ser generalizado ou simplificado, 

pois as atribuições funcionais conferidas por esta modificação à uma determinada 

proteína podem ser diferentes em cada caso particular, podendo variar de um papel 

puramente estrutural até uma função sinalizadora específica. Mas, podem ser 

citadas como funções intrínsecas dos glicanos o aumento da solubilidade, atuação 

no folding e turnover proteico, proteção contra proteólise e estabilidade (Wormald e 

Dwek, 1999; Taylor e Drickamer, 2011; Lannoo e Van Damme, 2015,). 

Os autores Taylor e Drickamer (2011) ainda classificam algumas funções dos 

glicanos como sendo extrínsecas a estes, nestes casos a adição dos glicanos está 

relacionada com tráfego intra- e extracelular, interações célula-célula e célula-matriz 

e a atuação destas moléculas como mediadores/moduladores da sinalização intra- e 

extracelular. O termo extrínseco é utilizado porque a ação não é desencadeada pela 

glicoproteína em si, mas sim por uma interação desta com uma lectina. Lectinas são 

proteínas que podem ser consideradas como os “receptores” de glicoproteínas. Elas 

possuem um domínio capaz de interagir com as cadeias de glicanos, o que as faz 

componentes tão importantes em estudos de glicobiologia quanto os próprios 

glicanos. 

As funções extrínsecas ilustram a importância da glicosilação de proteínas 

fora do âmbito puramente estrutural, considerando os aspectos farmacodinâmicos e 

farmacocinéticos das glicoproteínas. Como ilustração da importância dessa 

modificação em organismos multicelulares, experimentos envolvendo a eliminação 

completa de qualquer classe de glicoconjugados (glicoproteínas ou glicolipídeos) de 

um organismo resultam na morte deste já nos estágios iniciais de desenvolvimento 

(Taylor e Drickamer, 2011). Em contrapartida, a produção de células knockout para 
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qualquer glicoconjugado gera células viáveis (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 funções só são reconhecidas com um 

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

 

1.4.2. N-glicosilação 

 

Dentre os tipos conhecidos de glicosilação de proteínas, a N-glicosilação é a 

mais notória de todas. Este fato é consequência de sua enorme frequência (Apweiler 

et al.,1999), e do maior conhecimento disponível sobre o processo e as 

consequências da adição de N-glicanos à proteínas. 

Conforme citado no item 1.4. a adição de cadeias de glicanos ao resíduo de 

asparagina não é um evento randômico, ao contrário, apenas asparaginas em 

determinadas posições na estrutura primária são candidatas a se tornarem sítios de 

N-glicosilação. Esta condição necessária para a glicosilação de uma asparagina é 

definida como sequon, que é uma sequência de aminoácidos composta por Asn-X-

Ser/Thr, onde X representa qualquer aminoácido exceto prolina (Schulz, 2012, 

Lannoo e Van Damme, 2015). Algumas variações deste sequon já foram registradas 

em casos específicos na literatura dos últimos anos, entre elas a sequência Asn-X-

Cys (Taylor e Drickammer, 2011; Schulz, 2012) e as sequências S/TXN (sequência 

reversa do sequon) e NCG (Valliere-Douglass et al., 2010). 

Embora necessária para a N-glicosilação de uma proteína, a ocorrência de 

um sequon em uma estrutura primária não implica na obrigatoriedade da ocorrência 

de glicosilação neste ponto (Lannoo e Van Damme, 2015). A identidade do resíduo 

X na estrutura do sequon (Rao e Wollenweber, 2010) e a inserção deste em um 

contexto estrutural favorável para a adição da cadeia de glicanos são fatores que 
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influenciam as chances de uma asparagina ser glicosilada (Taylor e Drickammer, 

2011). 

O processo de N-glicosilação se inicia no retículo endoplasmático granuloso 

(REG) durante a síntese proteica que ocorre nos ribossomos e, em decorrência 

deste fato, esta modificação pós-traducional também recebe a denominação de co-

traducional (Taylor e Drickammer, 2011, Lannoo e Van Damme, 2015). A primeira 

etapa do processo consiste na transferência de um oligossacarídeo denominado 

precursor que é composto por uma estrutura denominada core e três hexoses 

(Glc3Man9GlcNAc2). Essa transferência ocorre em bloco, ou seja, toda a estrutura do 

precursor é transferida de um glicolipídeo (dolicol) ao resíduo de Asn da proteína 

nascente no lúmen do REG (Taylor e Drickammer, 2011). Após a transferência do N-

glicano para a Asn e finalização do processo de tradução da proteína, este é então 

submetido a uma etapa de “trimming” (processamento da extremidade não redutora 

do glicano) que se inicia no REG e continua durante a transição da glicoproteína 

pelo complexo de Golgi (Taylor e Drickammer, 2011). Nessa etapa há a remoção e 

adição de novos monossacarídeos ao glicano, processo responsável pela 

diferenciação das cadeias de N-glicanos entre diferentes espécies de eucariotos e 

pela geração de diferentes tipos de N-glicanos. 

Os N-glicanos são classificados em três categorias: rico em manose, 

complexo, e híbrido, utilizando como parâmetro para classificação não apenas a 

composição de monossacarídeos do oligossacarídeo de suas antenas mas também 

sua estrutura. A Figura 3 ilustra o processo de N-glicosilação de proteínas que 

ocorre durante o trânsito 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-glicosilação em células animais e classificação de N-glicanos. Painel A: 

descrição da rota de N-glicosilação de proteínas partindo da síntese proteica vinculada ao REG até o 

mecanismo de secreção e incorporação de proteínas na membrana plasmática. Ilustração adaptada 

de Taylor e Drickammer (2011). Painel B: classificação de N-glicanos. A caixa laranja sinaliza a 

estrutura denominada core dos N-glicanos, que é comum a todos as classes. A caixa vermelha ilustra 

a adição de uma fucose ao core. As setas para cima representam o elongamento das antenas de 

cada N-glicano. Adaptado de Eisenmann (2005). 

 

A definição de cada classe de N-glicano é o resultado do balanço final entra a 

ação de manosidases e outras glicosiltransferases envolvidas ao longo do 

processamento dos oligossacarídeos no REG e no complexo de Golgi. A 

classificação considera a composição final de monossacarídeos das antenas das 

estruturas (antena é a denominação 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 híbrido contém antenas contendo unidades 

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

 

Considerando a existência de diversos componentes N-glicosilados no 

veneno de serpentes do gênero 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 intrínseca deste fluído biológico, é notável 

que a importância da glicosilação de toxinas permaneça pouco explorada. Um único 

estudo sobre a N-glicosilação de proteínas do veneno de Bothrops mostrou o uso de 

abordagens high-throughput de espectrometria de massas para a caracterização de 

N-glicanos em venenos de filhote e adulto de B. jararaca (Zelanis et al., 2012). A 

presença de glicosiltransferases nas glândulas de venenos também não tem sido 

explorada. Porém, recentemente um estudo sobre transcritos de vários tecidos da B. 

jararaca mostrou a presença de alguns unigenes associados a vias de glicosilação, 

e a análise de enriquecimento de genes indicou a importância de genes associados 

à glicosilação para a biossíntese de veneno (Junqueira-de-Azevedo et al., 2015). 

Mais especificamente, esses autores identificaram várias subunidades da enzima 

doliquil-difosfo-oligosacarídio glicosiltransferase, uma enzima que atua como 

elemento essencial no complexo N-oligosacaril transferase no processo de 

glicosilação de proteínas, com expressão relativamente alta na glândula de veneno. 

A ocorrência de glicosilação em toxinas sempre foi muito contextualizada sob 

o ponto de vista estrutural, uma vez que esta também está envolvida na manutenção 

da estrutura da toxina. Todavia, conhecer mais adequadamente este processo pode 

ser de extrema importância para o uso terapêutico de biomoléculas, pois tal 

propriedade pode influenciar fortemente parâmetros farmacocinéticos e 

farmacodinâmicos de proteínas (Hart e Copeland, 2010). 
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1.4. Perspectiva de contribuição do estudo 

 

Com exceção da B. jararaca, as demais espécies que compõem o grupo 

Jararaca ocupam o status de Critically Endangered pela International Union for 

Conservation of Nature (IUCN) e o acesso a estas espécies é extremamente restrito 

por órgãos federais como a Marinha Brasileira e o IBAMA. Na ausência de dados 

sobre a composição do veneno de B. alcatraz, sua caracterização à luz de 

abordagens conjuntas em proteômica, peptidômica e glicômica, deverá trazer uma 

importante contribuição para elucidar as bases moleculares de sua composição, 

bem como proporcionar subsídios 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 específicos foram propostos: 

 

 Analisar o perfil proteico do veneno por eletroforese unidimensional e 

bidimensional. 

 Identificar as proteínas do veneno por digestão com tripsina e 

cromatografia líquida acoplada à espectrometria de massas sequencial (LC-MS/MS), 

e busca em banco de dados. 

 Analisar os N-terminais naturais das proteínas do veneno por 

dimetilação e análise 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 (MSn). 
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3. Material e métodos  

 

3.1. Venenos 

 

Foram utilizadas três amostras de veneno de espécimes de B. alcatraz: 

uma amostra de 20 mg de veneno liofilizado coletado na Ilha de Alcatrazes e uma 

amostra de veneno não liofilizado proveniente de 6 animais mantidos no Laboratório 

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 (ácido etileno diamino tetra-acético; Merck Millipore) e 

PMSF (sigla em inglês para fluoreto de fenilmetilsulfonila, Sigma-Aldrich). A inclusão 

de inibidores de proteases foi baseada em dados anteriores publicados pelo nosso 

grupo (Tashima et al., 2012), onde se observou que a adição destes ao veneno, logo 

após sua extração, é importante para evitar a degradação de proteínas durante sua 

manipulação para análise proteômica. As amostras de veneno liofilizado de B. 

insularis e B. jararaca foram obtidas do Laboratório de Herpetologia do Instituto 

Butantan. 

Para todas as etapas de quantificação de proteínas do veneno e de suas 

frações foi utilizado o reagente de Bradford (Bradford, 1976) e uma curva padrão de 

albumina sérica bovina (Sigma-Aldrich). 

 

3.2. Análise proteômica 

 

3.2.1. Eletroforese unidimensional 

 

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

unidimensional para visualização de seus perfis proteicos na ausência e presença 
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de agente redutor. O protocolo utilizado para o procedimento de eletroforese 

unidimensional foi descrito por Laemmli (1970). Para as análises em condições 

redutoras β-mercaptoetanol foi escolhido como agente redutor (Sigma-Aldrich) e, 

após a adição do mesmo, as amostras foram aquecidas a 90ºC por 5 minutos. 

 

3.2.2. Eletroforese bidimensional 

 

Para as análises dos venenos por eletroforese bidimensional inicialmente 

estes foram submetidos à focalização isoelétrica em fitas comerciais de 7 cm com 

um gradiente de pH linear entre 3 e 10 (Immobiline DryStripGel, GE Healthcare). 

Para tanto, 50 µg de veneno foram dissolvidos em 125 µL da solução comercial 

Destreak (GE Healthcare) contendo 1% de anfólitos para a faixa de pH utilizada (IPG 

buffer). Essa etapa tem como finalidade a solubilização completa das proteínas para 

que estas possam ser absorvidas pela malha da fita de acrilamida. Antes da 

aplicação de sua aplicação 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 então 

vertida sobre a amostra em um dispositivo de aplicação próprio e reidratada por 18 

horas, a temperatura ambiente. 

Em seguida o processo de focalização (primeira dimensão) foi realizado no 

focalizador Ettan IPGphor Isoelectric Focusing System (GE Healthcare) de acordo 

com informações do fabricante, a 20ºC, 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. 

Após a focalização, as fitas foram removidas e submetidas aos protocolos 

de redução de pontes de dissulfeto de proteínas com ditiotreitol e alquilação de 

grupos SH com iodoacetamida, pela incubação com as soluções redutora (Tris-HCl 
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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-HCl 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 agitação em tubos de centrífuga de 15 mL contendo 12 mL da solução 

redutora por 10 minutos, e posteriormente incubada pelo mesmo tempo e condições 

com 12 mL da solução alquilante.  

Para a segunda dimensão as fitas foram colocadas sobre géis de SDS-

poliacrilamida 12% e cobertas por uma solução 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 proteínas foram coradas pelo método de nitrato de prata. 

 

3.2.3. Análise do proteoma total 

 

3.2.3.1. Digestão de proteínas em solução 

 

Para a análise do proteoma total dos venenos do grupo Jararaca (B. 

alcatraz, B. jararaca e B. insularis), 100 µg de proteínas foram submetidos ao 

procedimento de digestão com tripsina em solução. A solubilização das proteínas foi 

feita com uma solução 6 M de ureia em Tris-HCl 100 mM, pH 7,8. A seguir, foram 

adicionados 5 µL da solução redutora contendo ditiotreitol 2 mM. Após 1 hora, foram 

adicionados 20 µL de uma solução contendo iodoacetamida 2 mM e a mistura foi 

incubada a temperatura ambiente por mais 1 hora. Uma nova incubação por 1 hora 

com 20 µL da solução redutora foi necessária para consumir o excesso de 

iodoacetamida. Uma vez que as proteínas tiveram suas pontes de dissulfeto 

reduzidas e os resíduos de cisteína alquilados, foram adicionados 775 µL de água 

desionizada para reduzir a concentração de ureia presente para 0,6 M, a qual não 
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interfere na atividade enzimática da tripsina. Em seguida, foram adicionados 2 µg de 

tripsina e a reação foi incubada a 37ºC por 18 horas. A proporção de enzima-

substrato foi de 1:50 (m/m; enzima:substrato). 

No dia seguinte, a reação foi interrompida pela adição de 10 µL de ácido 

fórmico concentrado, para diminuir o pH do meio. Posteriormente, as amostras foram 

concentradas por centrifugação a vácuo (Christ) e os peptídeos foram dissolvidos 

em 400 µL de ácido trifluoroacético 0,1% (v/v). Os peptídeos foram então 

dessalinizados em cartuchos de extração em fase sólida C-18 (Sep-pak Short tC18; 

Waters) seguindo o protocolo indicado pelo fabricante. Após a dessalinização os 

peptídeos foram novamente concentrados e dissolvidos em 100 µL de ácido fórmico 

0,1% para análise por LC-MS/MS. 

3.2.3.2. LC-MS/MS 

 

Para a análise de LC-MS/MS, realizada em duplicata, 3 µL da solução de 

peptídeos foram injetados em uma pré-coluna de C-18 de 2 cm de comprimento 

(100 µm D.I. x 360 µm D.E.), empacotada no laboratório, utilizando o cromatógrafo 

Easy II-nanoLC system (Proxeon) acoplado ao espectrômetro de massas LTQ-

Orbitrap Velos (Thermo Scientific). A separação cromatográfica dos peptídeos foi 

realizada em uma coluna de 10 cm de comprimento (75 µm D.I. x 360 µm D.E.) 

empacotada no laboratório com beads de C-18 de 5 µm Aqua C-18 (Phenomenex). 

Os peptídeos foram eluídos da coluna por meio de um gradiente linear de 

acetonitrila de 3 a 35% em ácido fórmico 0,1% sob fluxo de 200 nL/min. A voltagem 

do spray de ionização foi configurada para 2.0 kV e o espectrômetro de massas foi 

operado no modo DDA, no qual o MS1 (ou full MS scan) foi adquirido utilizando a 

faixa de m/z 300-1800 para varredura com resolução de 30.000 no modo FTMS. A 
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fragmentação dos dez íons mais intensos de cada MS1 foi realizada por CID 

(collision induced dissociation) e os fragmentos analisados no ion trap. A 

configuração da janela de isolamento, tempo de ativação e energia normalizada de 

colisão foram, respectivamente, 3 m/z, 30 ms e 35%. O tempo de exclusão dinâmica 

foi ajustado para 90 segundos, com uma lista contendo 500 íons, para diminuir a 

aquisição repetida de um mesmo valor de m/z. 

3.2.3.3. Análise dos dados 

 

Os dados brutos (.raw files) dos espectros de MS/MS foram submetidos à 

busca no banco de dados por meio do programa MaxQuant 1.5.3.12 (Cox et al., 

2008) utilizando como banco as sequências anotadas na taxonomia Serpentes do 

Uniprot (disponível em 16/09/2015; http://www.uniprot.org/; 58.974 sequências) mais 

as sequências obtidas pelo sequenciamento dos transcritos da glândula de veneno 

de B. jararaca (Junqueira-de-Azevedo et al., 2015) cedidas pelo Dr. Inácio de Loiola 

Meireles Junqueira de Azevedo, do Laboratório Especial de Toxinologia Aplicada, 

Instituto Butantan. 

Como modificações variáveis foram estabelecidas a oxidação de resíduos 

de metionina e a deamidação de resíduos de asparagina e glutamina, enquanto que 

a carbamidometilação de resíduos de cisteína foi estabelecida como modificação 

fixa. Os valores de tolerância para as massas observadas foram 20 ppm para os 

precursores selecionados no MS1 e 0,5 Da para os fragmentos analisados no ion 

trap. A enzima selecionada foi a tripsina, com a tolerância máxima de 2 sítios de 

clivagem perdidos. Para a quantificação relativa de proteínas 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 máxima estabelecida foi de 1%. 
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3.3. Análise N-terminômica 

 

3.3.1. Seleção de N-terminais naturais 

 

A análise dos N-terminais naturais das proteínas presentes no veneno de B. 

alcatraz foi realizada utilizando o método denominado TAILS (do inglês Terminal 

Amine Isotopic Labeling of Substrates) descrito por Kleifeld et al. (2010). Em linhas 

gerais, este método consiste na marcação de N-terminais das proteínas por 

dimetilação redutiva, seguida pelo enriquecimento de amostras contendo os N-

terminais marcados e análise por espectrometria de massas. As proteínas são 

desnaturadas, alquiladas e submetidas à marcação por dimetilação, processo que 

permite o “bloqueio” das aminas primárias do N-terminal e resíduos de lisina. Em 

seguida, a reação de digestão com tripsina gera peptídeos com novos N-terminais 

livres, isto é não dimetilados, que são removidos da amostra posteriormente. Por fim, 

os peptídeos selecionados correspondem àqueles com N-terminal bloqueado (N-

terminais naturais) que são submetidos ao processo de dessalinização, 

fracionamento e finalmente submetidos à análise por espectrometria de massas. A 

Figura 4 contém um resumo do método utilizado. 
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Figura 4. Representação esquemática do método TAILS utilizado para análise do N-terminoma do 
veneno de B. alcatraz. A representação gráfica das proteínas foi adaptada do trabalho de Temming et 
al. (2013). 

 

3.3.2. Desnaturação, redução e alquilação 

 

Os primeiros passos do protocolo incluíram a desnaturação e redução das 

proteínas do veneno (500 µg) utilizando como agente desnaturante hidrocloreto de 

guanidina (Sigma-Aldrich) em uma concentração final de 4 M e como agente redutor 

o ditiotreitol a 5 mM. A solução foi mantida a 65ºC por 1 hora e, em seguida, a 

reação de carbamidometilação das cisteínas foi feita pela adição de 15 mM de 

iodoacetamida (Sigma-Aldrich) e posterior incubação 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 após a reação de alquilação. Decorridos 15 minutos de 
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incubação a temperatura ambiente o pH da solução foi ajustado para 7 utilizando 4 

µL de uma solução de hidróxido de sódio 100 mM. O ajuste do pH da solução é 

necessário para a próxima etapa do protocolo que consiste na dimetilação das 

aminas primárias. 

 

3.3.3. Dimetilação redutiva 

 

O método TAILS preconiza o uso de reagentes de dimetilação contendo 

isótopos de C e H para análises quantitativas entre diferentes amostras, mas no 

caso deste trabalho específico isto não foi realizado. As proteínas do veneno foram 

marcadas por dimetilação usando apenas reagentes contendo átomos com 

distribuição a isotópica normalmente observada na natureza e que na análise dos 

peptídeos identificados foram responsáveis por um incremento de massa de 28 Da 

por resíduo de aminoácido modificado (N-terminal ou lisina). 

O processo de dimetilação redutiva foi realizado usando cianoborohidreto de 

sódio (Sigma-Aldrich) como agente redutor. As concentrações finais dos reagentes 

utilizados foram 40 mM de formaldeído e 20 mM de cianoborohidreto de sódio e a 

reação ocorreu a 37ºC por 18 horas. No dia seguinte foram adicionados mais 40 mM 

de formaldeído e 20 mM de cianoborohidreto de sódio e a reação foi mantida a 37ºC 

por mais 2 horas, para garantir a dimetilação dos resíduos de lisina e dos N-

terminais naturais livres das proteínas. A Figura 5 apresenta os processos 

envolvidos na dimetilação dos resíduos de lisina e do N-terminal livre de proteínas. 

Para o consumo do excesso de reagentes da reação de dimetilação, Tris 100 

mM (Sigma-Aldrich) foram adicionados e a solução mantida novamente a 37ºC por 2 

horas. 
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Posteriormente, as proteínas foram precipitadas com 8 volumes de acetona e 1 

volume de metanol gelados por 3 horas à -80ºC.  A amostra foi centrifugada a 

14.000 x g por 15 minutos à 4ºC e submetida a duas lavagens com 1 volume de 

metanol gelado e centrifugação por 10 minutos a 14000 x g à 4ºC. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5. Esquema da reação de dimetilação redutiva de aminas primárias utilizando formaldeído 
como fonte dos grupos metilas (Reproduzido de Abraham et al., 2008). (a): descrição do processo de 
substituição de um hidrogênio por uma metila (CH3); (b): substituição do segundo hidrogênio gerando 

o produto final dimetilado. 

 

3.3.4. Digestão com tripsina 

 

Ao precipitado de proteínas foram adicionados 12,5 µL de uma solução 

aquosa de hidróxido de sódio 100 mM e, após sua dissolução completa, foram 

adicionados 450 µL de uma solução de Hepes 50 mM, pH 7,5 (ácido 4-(2-hidroxietil)-

1-piperazinetanesulfônico) (Sigma-Aldrich). 

A proporção utilizada de tripsina:substrato foi de 1:100 (m/m) (Sigma-Aldrich) 

e a reação foi mantida a 37ºC por 18 horas. Antes da adição da enzima, uma 

alíquota de 2 µL de reação foi reservada e congelada para o passo de confirmação 

da eficiência da digestão da amostra por tripsina. Para tanto, esta amostra foi 

comparada com 2 µL da reação reservados após as 18 horas de digestão, por 

eletroforese unidimensional em géis de poliacrilamida 12% contendo SDS (Sigma-

Aldrich) (Laemmli, 1970). 
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Após a confirmação da eficiência da digestão por tripsina, o próximo passo 

incluiu a seleção negativa dos N-terminais naturais das proteínas utilizando a resina 

AminoLink Plus Immobilization 44894 (Thermo Scientific). O passo de digestão com 

tripsina gerou os peptídeos que foram submetidos à identificação por cromatografia 

líquida acoplada a espectrometria de massas (LC-MS/MS). Mas este processo do 

protocolo bottom up levou também à geração de novos N-terminais, que 

diferentemente dos N-terminais naturais presentes na amostra, apresentavam suas 

aminas primárias sem marcação por dimetilação.  

Aproveitando o mesmo princípio utilizado na marcação dos N-terminais e 

lisinas, mas utilizando um suporte sólido como fonte de moléculas contendo a 

função aldeído, 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 solução e pudessem ser eluídos. 

A dimetilação dos resíduos de lisina altera o processo de digestão com 

tripsina, pois as lisinas dimetiladas não constituem mais sítios de clivagem, o que faz 

com que apenas os resíduos de arginina sejam reconhecidos pela enzima. Dessa 

forma, os peptídeos gerados se tornam maiores do que seriam na ausência da 

marcação e para aperfeiçoar a identificação dos peptídeos gerados foram 

selecionados apenas os peptídeos com massa molecular menor que 10 kDa 

utilizando um micro-concentrador Ultracel (Merck Millipore). 

Em seguida, a solução de peptídeos recuperada foi dessalinizada utilizando 

cartuchos de extração em fase sólida C18 (Sep-Pak Short tC18; Waters), seguindo 

protocolo indicado pelo fabricante. 

Como método de fracionamento e dessanilização dos peptídeos foi utilizado o 

protocolo de StageTip (descrito por Rappsilber et al., 2007) onde ponteiras de 200 
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µL contendo 3 discos de membranas de teflon (3M), uma membrana de SCX (do 

inglês 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 frações, que incluíram: material não retido, material retido apenas na 

C18, e material eluído 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 µL da 

solução de acetonitrila 5% em ácido acético 1%, e dividido em duas StageTips, 

sendo que as frações destas foram coletadas separadamente, porém as mesmas 

frações de cada StageTip foram coletadas no mesmo microtubo por tratarem-se da 

mesma amostra. No caso da fração não retida, foi necessária uma etapa adicional 

de dessalinização utilizando ponteiras de 200 µL contendo dois discos de membrana 

contendo beads de C18. 

3.3.5. LC-MS/MS 

 

As frações foram secas por centrifugação a vácuo (Christ) e cada fração foi 

dissolvida em 15 µL de ácido fórmico 0,1% dos quais 10 µL foram submetidos a 

análise por espectrometria de massas utilizando o espectrômetro LTQ-Orbitrap 

Velos (Thermo Scientific) acoplado ao sistema de nanoLC Easy II (Proxeon). 

Para tanto o volume de 10 µL foi injetado em pré-colunas de C18 (100 µm x 

50 mm x 10 µm) (diâmetro interno x comprimento x tamanho de partícula), 

empacotadas em laboratório, para concentração da amostra e remoção de sais que 

pudessem estar presentes. Os peptídeos foram separados em uma coluna analítica 

contendo beads de resina C18 (75 µm x 100 mm x 5 µm). 

Após o carregamento da amostra foi utilizado um gradiente cromatográfico 

com duração de 90 minutos, a uma vazão de 250 nL/min e composto por água (A) e 

acetonitrila (B) contendo 0,1% de ácido fórmico. O sistema partiu de uma 
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concentração 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 condição e retornando 

para a condição inicial em 1 minuto e permanecendo nesta por 2 minutos. Os 

espectros de massas foram obtidos por meio do analisador FTMS com uma 

resolução de 60.000 na faixa de m/z de 300-1800 (mass range). O método de 

fragmentação escolhido foi CID e apenas íons com duas ou mais cargas foram 

selecionados para fragmentação. A energia de colisão usada para a obtenção 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 exclusão 

dinâmica foi ajustado para 90 segundos, com uma lista contendo 500 íons, para 

diminuir a aquisição repetida de um mesmo valor de m/z. 

3.3.6. Análise bioinformática 

 

Os dados brutos (.raw files) dos espectros de MS/MS foram submetidos à 

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 (disponível em 16/09/2015; http://www.uniprot.org/; 58.974 sequências) mais 

as sequências obtidas pelo sequenciamento dos transcritos da glândula de veneno 

de B. jararaca (Junqueira-de-Azevedo et al., 2015). 

Para a busca no bando de dados, como modificações variáveis foram 

escolhidas: oxidação da metionina, deamidação de resíduos de asparagina e 

glutamina, acetilação do N-terminal de peptídeos, dimetilação do N-terminal de 

peptídeos (contendo apenas isótopos leves de C e H), conversão de ácido glutâmico 

e glutamina em ácido piroglutâmico. Como modificações fixas foram escolhidas a 

carbamidometilação das cisteínas e a dimetilação de lisinas. Como valores de 

tolerâncias para as massas monoisotópicas 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 

íons com carga +2,+3, ou +4. A enzima de escolha foi a semi- Arg-C, pois o 

processo de dimetilação dos resíduos de lisinas interfere na especificidade da 

tripsina, que passa a clivar apenas após resíduos de arginina, foram admitidas no 

máximo 2 clivagens perdidas. A taxa de falsos positivos máxima foi estabelecida 

como sendo de 1%. 

Os peptídeos identificados sem modificação no resíduo N-terminal foram 

descartados, pois estes foram gerados pela digestão com tripsina e não 

correspondem a N-terminais naturais. As anotações foram feitas no programa 

Microsoft Excel 2007. A anotação da posição dos peptídeos encontrados nas 

estruturas das proteínas identificadas foi feita manualmente utilizando as 

informações disponíveis no banco de sequência de proteínas utilizado.  

3.4. Análise peptidômica 

 

Para a análise da fração peptídica do veneno de B. alcatraz foi utilizada a 

amostra coletada na presença de inibidores de proteases. A concentração de 

proteínas presentes na amostra foi determinada pelo método de Bradford (Bradford, 

1976) e o volume correspondente a 1 mg de proteínas foi diluído em 1 mL de 

solução de ácido trifluoroacético 0,1% (TFA) (Sigma-Aldrich) e aplicado em um 

cartucho de extração em fase sólida C-18 light (Sep-Pak Short tC18; Waters). A 

amostra foi lavada com 3 mL de TFA 0,1% e a fração peptídica foi eluída com 1,5 

mL de acetonitrila 30% em 0,1% TFA. Esta fração foi evaporada em um sistema de 

concentração a vácuo (Christ) e dissolvida em 15 µL de ácido fórmico 0,1%. 
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3.4.1. LC-MS/MS 

 

A amostra da fração peptídica foi submetida à análise por espectrometria de 

massas utilizando o espectrômetro LTQ-Orbitrap Velos (Thermo Scientific) acoplado 

ao sistema de nanoLC Easy II (Proxeon). 

Para a cromatografia líquida foram utilizadas uma pré-coluna de C18 (100 µm 

x 40 mm x 10 µm) (diâmetro interno x comprimento x tamanho de partícula) e uma 

coluna analítica C18 (75 µm x 100 mm x 5 µm) empacotadas no laboratório. Foram 

realizadas 3 réplicas técnicas consecutivas injetando 3 µL de amostra em cada 

análise. 

A cromatografia líquida foi realizada utilizando como solvente (A) uma solução 

aquosa de 0,1% ácido fórmico, e como solvente (B) acetonitrila em 0,1% ácido 

fórmico. O gradiente de eluição linear utilizado partiu de uma concentração de 5% de 

B e em 60 minutos atingiu 40%. Os espectros de massas foram obtidos por meio do 

analisador FTMS com a resolução de 60.000 na faixa de m/z de 400 a 2000 (mass 

range). O método de fragmentação escolhido foi HCD (high-energy collision 

dissociation) e os íons monocarregados foram rejeitados. A energia de colisão usada 

para a fragmentação foi 40 eV e o tempo de ativação de 0,1 ms. A voltagem da fonte 

de ionização foi fixada em 2,5 kV. O tempo de exclusão dinâmica foi ajustado para 

90 segundos, com uma lista de 500 íons. Na análise por HCD o espectro de MS1 foi 

obtido com a resolução de 30.000, enquanto que para as análises de MS/MS a 

resolução foi de 7.500 para os fragmentos. 

3.4.2. Análise dos dados 

 

Os arquivos brutos provenientes das três análises por LC-MS/MS foram 

submetidos à análise bioinformática utilizando o programa Peaks Studio 7.5 (Ma et 



60 
 

al., 2003). Este programa difere das tradicionais ferramentas de busca por utilizar 

dados do sequenciamento de novo dos peptídeos da amostra para o procedimento 

de busca no banco de dados. Para a análise dos dados foram utilizados os arquivos 

brutos (.raw) gerados pela análise por LC-MS/MS. 

O primeiro procedimento do tratamento dos dados foi a configuração dos 

parâmetros utilizados na análise dos espectros para o sequenciamento de novo. 

Como tolerância de massa foram utilizados os valores de 15 ppm para o íon 

precursor e 0,02 Da para os fragmentos observados no MS/MS. Como modificações 

variáveis foram selecionadas a oxidação dos resíduos de metionina, a deamidação 

dos resíduos de asparagina e glutamina, a acetilação do N-terminal de peptídeos, e 

a conversão de resíduos de ácido glutâmico e de glutamina em ácido piroglutâmico 

(<E). 

No programa, no campo correspondente à especificação da enzima utilizada 

foi escolhida a opção none (sem enzima) e como banco de dados foi utilizado o 

banco Serpentes do Uniprot (disponível em 16/09/2015; http://www.uniprot.org/; 

58974 sequências) mais as sequências obtidas pelo sequenciamento de novo dos 

transcritos da glândula de veneno de B. jararaca (Junqueira-de-Azevedo et al., 

2015). Como filtro dos peptídeos identificados pelo sequenciamento de novo foram 

consideradas apenas identificações com valores de ALC (Average Local 

Confidence) superiores a 80%. Local Confidence é um valor percentual que 

representa a convicção do algoritmo na identificação de cada aminoácido presente 

no peptídeo. O valor final utilizado para filtro (ALC) representa a média dos valores 

de convicção na identificação de cada aminoácido na sequência. Para os peptídeos 

identificados no banco de dados foi considerada uma taxa de FDR (False Discovery 

Rate) < 1% e um valor para -10 lgP ≥ 20 para a pontuação dos peptídeos. 
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3.5. Análise glicoproteômica 

 

3.5.1. Tratamento com neuraminidase 

 

Para essa análise, 100 µg de proteínas de cada veneno do grupo Jararaca (B. 

alcatraz, B. jararaca e B. insularis) em solução de acetato de sódio 50 mM, pH 5,1 

contendo 5 mM de CaCl2, foram incubados com 10 mU da enzima neuraminidase 

(Worthington), a 37ºC por 24 horas. Como controle negativo, as amostras de cada 

veneno foram submetidas às mesmas condições de incubação, porém sem a adição 

de enzima. 

3.5.2. Tratamento com N-glicosidase 

 

Para o experimento de N-desglicosilação dos venenos do grupo Jararaca (B. 

alcatraz, B. jararaca e B. insularis), a 100 μg de proteínas em 100 μL de fosfato de 

sódio 500 mM, pH 7,5 foram adicionados 2,5 μL de uma solução desnaturante (SDS 

5% e ditiotreitol 0,4 M) e a mistura foi incubada a 90ºC por 15 minutos. Após 

resfriamento a 4ºC por 10 minutos, 2,5 μL de uma solução do detergente NP-40 10% 

(m/v) e 2 U da enzima PNGase F (Roche) foram adicionados e a mistura foi 

incubada por 18 horas a 37ºC. O controle negativo foi submetido às mesmas 

condições, mas sem a adição de enzima. 

 

3.5.3. Tratamento com O-glicosidase 

 

Para o experimento de O-desglicosilação 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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utilizadas 20 µg das proteínas, dissolvidas em fosfato de sódio 250 mM, pH 7,0, e 

submetidas à desnaturação pela adição de SDS 0,02% e β-mercaptoetanol 0,01 M. 

As misturas foram mantidas a 100ºC por 5 minutos e após seu resfriamento a 

temperatura ambiente foram adicionados  Triton X-100 0,15% (concentração final) e 

0,1 µL de cada enzima disponível no kit (α2-3,6,8,9-Neuraminidase, Endo-α-N-

acetilgalactosaminidase, β1,4-galactosidase e β-N-Acetilglucosaminidase). A reação 

foi mantida a 37ºC por 16 horas. Como controle negativo, as amostras dos venenos 

foram submetidas às mesmas condições de incubação, porém sem a adição das 

enzimas. 

3.5.4. Cromatografia de afinidade à 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, às quais foi adicionada uma fina camada de 

lã de vidro sobre a qual foram adicionados 1 mL de cada resina, que foram 

inicialmente condicionadas com 5 mL de cloreto de sódio 1 M, MgCl2 5mM, MnCl2 5 

mM e CaCl2 5 mM. Em seguida cada coluna foi equilibrada com sua respectiva 

solução de equilíbrio; no caso da ConA e WGA foi utilizada uma solução de Tris-HCl 

20 mM, pH 7,4 contendo NaCl 500 mM e CaCl2 5 mM, e para a PNA HEPES 10 mM, 

pH 8,0, contendo NaCl 150 mM e CaCl2 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 solução de equilíbrio de cada 

lectina e aplicada nas colunas previamente equilibradas. Durante 20 minutos a 

solução de veneno foi mantida na coluna, com agitações periódicas (utilizando uma 

pipeta para perturbação do sistema bifásico), a cada 5 minutos. A fração não retida 
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de proteínas das cromatografias foi coletada por meio da lavagem da coluna com 12 

mL da solução de equilíbrio de cada lectina. As frações retidas foram eluídas 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 

soluções de eluição foram preparadas nas respectivas soluções de equilíbrio. Na 

segunda etapa, uma fração adicional de alta afinidade, de proteínas não eluídas por 

meio da solução anterior, foi coletada utilizando, para a ConA, 5 mL de uma solução 

de acetato de sódio 100 mM, pH 4,5, contendo cloreto de sódio 1 M, enquanto que 

para a WGA e PNA foram utilizadas 5 mL e 3 mL, respectivamente, das soluções de 

eluição anteriores, porém com pH 3,0.  

Para as análises for eletroforese unidimensional e identificação de proteínas 

por espectrometria de massas, as frações eluídas tiveram suas concentrações 

proteicas quantificadas pelo método de Bradford e o volume correspondente a 150 

µg de proteínas foi submetido a precipitação pela adição de 8 volumes de acetona 

gelada e 1 volume de metanol. Após um período de incubação a -80ºC por 3 horas 

as amostras foram centrifugadas a 14.000 x g por 15 minutos (4ºC). Os precipitados 

de proteínas foram lavados com metanol gelado, e após sua recuperação por um 

novo ciclo de centrifugação, as proteínas foram dissolvidas e quantificadas pelo 

método de Bradford. 

Para a análise das proteínas com afinidade pela PNA, uma etapa adicional 

fez-se necessária, pois ao adicionar acetona e metanol gelados, a galactose 

presente no meio precipitou juntamente com as proteínas. Deste modo, após a 

centrifugação, observou-se um sistema bifásico composto por uma fase mais densa 

e amarelada contendo galactose e proteínas, e uma fase orgânica composta por 

acetona. A fase superior foi descartada e, em seguida, a fase composta por galactose e 
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proteínas foi dissolvida em 500 µL de tampão HEPES 100 mM, pH 8 e 200 µL 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 4ºC a 10.000 g. A fase 

orgânica e uma pequena parte da interface foram removidas e submetidas ao processo de 

precipitação de proteínas utilizando 8 volumes de acetona e 1 volume de metanol, seguida 

de uma incubação a -80ºC por 2 horas e posterior centrifugação a 20.000 g por 15 minutos, 

a 4ºC. Visando remover traços de fenol, o precipitado foi lavado com 200 µL de acetona 

gelada e, em seguida, dissolvido em 200 µL de água desionizada. Em seguida, estas 

amostras foram submetidas à quantificação pelo método de Bradford. 

 

3.5.4.1. Digestão em solução com tripsina 

 

As amostras obtidas das cromatografias utilizando as lectinas ConA e WGA, 

(100 µg de proteínas) e PNA (15 µg de proteínas ) foram submetidas à digestão com 

tripsina em solução como descrito no item 3.2.3.1. 

 

3.5.4.2. LC-MS/MS 

 

Da solução de peptídeos tripsínicos, 5 µL foram submetidos a análise por 

espectrometria de massas utilizando o espectrômetro LTQ-Orbitrap Velos (Thermo 

Scientific) acoplado ao sistema de cromatografia EASY II-nanoLC system (Proxeon). 

O volume de amostra foi injetado em pré-colunas de C18 (100 µm x 50 mm 

x10 µm) (diâmetro interno x comprimento x tamanho de partícula) empacotadas em 

laboratório, para concentração da amostra e remoção de sais que poderiam estar 

presentes. Em seguida, os peptídeos foram separados em uma coluna analítica 

contendo beads de C18 (75 µm x 100 mm x 5µm). Após o carregamento da amostra 
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foi utilizado um gradiente de eluição com duração de 90 minutos, sob fluxo de 250 

nL/min e composto por água (A) e acetonitrila (B) contendo 0,1% de ácido fórmico. O 

gradiente foi iniciado com a concentração 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 condição e retornou para a condição inicial em 5 minutos. Os espectros de 

massas foram obtidos por meio do analisador FTMS coma resolução de 60.000 na 

faixa de m/z de 300-1800 (mass range). O método de fragmentação escolhido foi 

CID (collision-induced dissociation) e apenas íons com duas ou mais cargas foram 

selecionados para fragmentação. A energia de colisão usada para a obtenção 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 exclusão dinâmica foi ajustado para 90 segundos, 

com uma lista contendo 500 íons, para diminuir a aquisição repetida de um mesmo 

valor de m/z. 

3.5.4.3. Análise dos dados 

 

A análise dos dados seguiu os mesmos parâmetros descritos no item 3.2.3.3., 

com exceção da opção de quantificação label free (algoritmo LFQ), a qual não foi 

habilitada.  

3.6. Análise N-glicômica 

 

As análises do N-glicoma apresentadas a seguir foram realizadas no 

laboratório do Professor Dr. Vernon Reinhold (Glycomics Center, University of New 

Hampshire, Durham, NH, EUA) no período de 17/09/2014 a 17/03/2015. Este 

estágio foi financiado pela FAPESP (Bolsa BEPE, processo 2014/12245-0). Dado o 
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escopo deste estudo, que previa a caracterização do veneno de B. alcatraz em 

comparação aos venenos do grupo Jararaca, as amostra de B. jararaca e B. 

insularis foram incluídas nesta análise. 

 

3.6.1. N-desglicosilação enzimática 

 

Para a remoção dos N-glicanos presentes nas glicoproteínas dos venenos de 

B. alcatraz (amostra oriunda da Ilha de Alcatrazes), B. insularis e B. jararaca (obtidos 

do Laboratório de Herpetologia, Instituto Butantan), 1 mg de cada amostra de 

veneno liofilizado foi dissolvida em 300 µL de bicarbonato de sódio 50 mM, pH 8,0, 

contendo dodecil sulfato de sódio 0,09% e β-mercaptoetanol 0,05 M, e incubadas a 

100ºC por 10 minutos. Após a desnaturação as amostras foram mantidas a 

temperatura ambiente por 10 minutos para resfriamento e foram adicionados 15 µL 

de uma solução de NP-40 10% e 15 µL de fosfato de sódio 100 mM, pH 7,5. A cada 

amostra foram adicionados 2,5 µL de PNGase F 2,5 mU/mL (Prozyme) e as 

amostras foram incubadas por 8 horas a 37ºC. Posteriormente foram adicionados 

mais 2,5 µL de enzima e as amostras foram mantidas a 37ºC por mais 40 horas. No 

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

3.6.2. Extração em fase sólida 

 

Após a liberação enzimática dos N-glicanos presentes nas glicoproteínas dos 

venenos do grupo Jararaca, a remoção de proteínas e detergentes foi feita utilizando 

um cartucho de extração em fase sólida (C18) (Sep-Pak; Waters). Durante o 

procedimento o cartucho foi sequencialmente lavado com 3 mL de metanol, 3 mL de 

uma solução de equilíbrio (ácido acético 5% em isopropanol 5%), 3 mL de 

isopropanol e mais 4 mL da solução de equilíbrio. O volume das amostras foi 
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ajustado para 1 mL com água Milli-Q e estas foram individualmente aplicadas no 

cartucho. O volume de 1 mL (flow-through) foi coletado em um tubo de vidro e o 

cartucho lavado com mais 3 mL da solução de equilíbrio. As lavagens foram 

coletadas no mesmo tudo que o flow-through e o volume total foi seco em um 

sistema de centrifugação a vácuo (Labconco). Após a secagem, os N-glicanos foram 

dissolvidos em 200 µL de metanol 50% em água e 10% desse volume foram 

reservados para marcação fluorescente com ácido aminobenzóico e análise por LC-

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

3.6.3. Análise Qualitativa 

3.6.3.1.  Redução e Dessalinização 

 

As amostras foram secas novamente por centrifugação a vácuo e dissolvidas 

em 400 µL de uma solução de complexo borano amônia (10 mg/mL) em hidróxido de 

amônio. A reação foi mantida por duas horas a 50ºC, com agitações a cada 30 

minutos. Para remoção do excesso de reagentes, as amostras foram secas por 

centrifugação a vácuo e lavadas por 3 vezes com 2 mL de metanol.  

Os N-glicanos reduzidos foram dessalinizados utilizando carvão grafitizado 

poroso (Porous Graphitized Carbon, PGC; Agilent) que foi previamente lavado com 

hidróxido de sódio 3M. Um cartucho vazio foi preenchido com 250 µL de PGC e 

lavado com 4 mL de água Milli-Q. Os N-glicanos reduzidos foram dissolvidos em 1 

mL de água Milli-Q e carregado na coluna de PGC. A coluna foi lavada com 8 mL de 

água Milli-Q e os N-glicanos foram eluídos com acetonitrila 40% em ácido 

trifluoroacético 0,1% . A amostra final foi seca por centrifugação a vácuo.  

3.6.3.2. Permetilação 
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Os N-glicanos foram permetilados usando beads de hidróxido de sódio 

(Sigma-Aldrich), spin column (Harvard Apparatus), dimetilsulfoxido e iodometano 

(Sigma-Aldrich). Para tanto, uma spin column foi preenchida com beads de hidróxido 

de sódio e lavada com 300 µL de dimetilsulfóxido (DMSO) por duas vezes. Em 

seguida a amostra foi dissolvida em 100 µL de DMSO e 100 µL de iodometano e 

aplicada na coluna de hidróxido de sódio. Após uma incubação de 30 minutos a 

coluna foi centrifugada a 538 x g por 2 min. Uma nova adição de iodometano (100 

µL) foi realizada e a amostra foi incubada por mais 30 minutos a temperatura 

ambiente. Após a incubação a coluna foi lavada com 300 µL de DMSO e 400 µL de 

acetonitrila. Todos os volumes foram coletados no mesmo tubo e resfriados sobre 

gelo. Os N-glicanos permetilados foram dessalinizados por um processo de extração 

líquido-líquido usando clorofórmio e água gelada. As amostras foram secas usando 

corrente de nitrogênio e dissolvidas em metanol 50%. 

3.6.3.3. Espectrometria de massas sequencial (MSn) 

 

A injeção direta das amostras foi feita usando o equipamento Triversa 

Nanomate (Advion) acoplado ao espectrômetro de massas LTQ (Thermo Scientific). 

Os parâmetros do spray de ionização foram configurados para 1,4-1,8 kV, 0,4 psi de 

nitrogênio, 10-150 nA de corrente. Para aquisição dos espectros foi utilizado o modo 

positivo e habilitada a opção “enhanced” no scan rate, os demais parâmetros como 

número de microscans, AGC target value e o tempo máximo de injeção variaram de 

acordo com a intensidade do sinal. Activation Q e o tempo de ativação para a 

fragmentação por CID foram mantidos com os valores default, 0,250 e 30 ms, 

respectivamente, a energia normalizada de colisão foi mantida em 35%. A seleção 
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do íon precursor foi feita manualmente e a janela de isolamento foi estabelecida de 

modo a capturar todo o envelope isotópico. Pelo menos um scan de cada isolamento 

dos íons precursores com energia de colisão definida como 0 foi adquirido em cada 

arquivo de fragmentação para documentação. Em alguns casos foi utilizado o 

espectrômetro LTQ Velos Pro (Thermo Scientific) no lugar do LTQ e este também foi 

acoplado ao sistema Triversa Nanomate para a execução das injeções diretas. A 

metodologia usada no LTQ Velos Pro foi a mesma utilizada no LTQ, sendo as únicas 

modificações o tempo de ativação de 10 ms e a energia de colisão de 40%. 

3.6.3.4. Glycomod 

 

Os arquivos da análise do full MS das amostras foram analisados 

manualmente e os valores das massas monocarregadas foram usados para a busca 

de composições putativas no programa Glycomod (http://web.expasy.org/glycomod/) 

(Cooper et al., 2001). Todos os íons foram considerados como adutos de sódio e na 

busca foi estipulado uma tolerância de 2,0 Da, forma reduzida e permetilada. Foram 

descartadas as possibilidades de os N-glicanos apresentarem grupos fosfatos, 

sulfatos, pentoses, ácido glucurônico e ácido deaminoneuramínico; estas 

modificações foram descartadas por serem perdidas ao longo do processamento da 

amostra e os 3 monossacarídeos desconsiderados não serem encontrados em N-

glicanos (exceto pentoses em plantas). Após a primeira análise por composições 

putativas, as amostras foram analisados por injeção direta novamente para a 

abordagem MSn. 

3.6.4. Análise Quantitativa 

 

3.6.4.1. Marcação com ácido aminobenzóico 
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Antes do procedimento de marcação, os N-glicanos reservados para a análise 

quantitativa foram submetidos ao processo de dessalinização com PGC descrito no 

item 3.6.3.1. para remoção de quaisquer traços de impurezas da amostra 

(principalmente detergentes). Após essa limpeza as amostras foram submetidas ao 

procedimento de marcação com ácido aminobenzóico (2AA) como descrito por 

Bigge et al. (1995). Brevemente, as amostras foram dissolvidas em 20 µL da solução 

de 2AA e incubadas a 65ºC por 3 horas. Após resfriamento a temperatura ambiente, 

os N-glicanos foram submetidos a precipitação com acetona (adaptado de Pabst et 

al., 2009). Nesse procedimento 1 mL de acetona foi adicionado à amostra, 

homogeneizado por vortex por 30 segundos e centrifugado a 19.000 x g por 5 

minutos. Após a centrifugação a camada superior de 950 µL foi removida e 

descartada e o procedimento repetido mais duas vezes. A solução final foi seca por 

centrifugação a vácuo e dissolvida em 200 µL de acetonitrila 67% e formato de 

amônio 33% em água (fase móvel 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 separação 

cromatográfica das moléculas. A cromatografia líquida de alta eficiência (em inglês 

HPLC) foi realizada utilizando o cromatógrafo Thermo Scientific Surveyor equipado 

com detector de fluorescência e utilizando a coluna TSKgel Amide-80 (2,0 mm x 150 

mm, 3 µm) (Tosoh). Para a separação foram utilizadas como fases móveis (A) 

acetonitrila e (B) formato de amônio em água, pH 4,4. A temperatura da coluna foi 

ajustada para 40ºC e o fluxo utilizado foi de 1890 µL/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 condição inicial foi reestabelecida em 30 

segundos e mantida por 10 minutos para re-equilíbrio da coluna. A detecção da 

fluorescência do 2AA foi realizada utilizando como comprimento de onda para 

excitação 320 nm e 420 nm para o de emissão. Os espectros de massas foram 

adquiridos no espectrômetro 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. Análise dos dados 

 

Os arquivos brutos gerados das análises 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 

íons. O perfil final dos N-glicanos corresponde ao extracted ion cromatogram dos 

padrões isotópicos de cada composição. Estes perfis foram usados para o cálculo 

da área dos picos de cada componente para quantificação relativa. Para 

normalização dos dados a área de cada pico foi dividida pela soma das áreas dos 

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

 

4.1. Análise proteômica 

 

4.1.1. Análise por eletroforese unidimensional 

 

A análise do proteoma do veneno de B. alcatraz se iniciou com a visualização 

do perfil proteico das três amostras disponíveis para o estudo. Para tanto, 10 µg de 

veneno do espécime proveniente da ilha de Alcatrazes, e das amostras coletadas 

dos espécimes de B. alcatraz mantidos no Instituto Butantan (adicionadas ou não de 

inibidores de proteinases) foram analisadas por eletroforese unidimensional, em 

condições redutoras e não redutoras (Figura 6). 

 

Figura 6. Perfil eletroforético (SDS-poliacrilamida 12%) dos venenos de B. alcatraz (10 µg) em 

condições redutoras e não redutoras. M: padrões de massa molecular. Coloração: nitrato de prata.  
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A análise comparativa dos perfis de proteínas mostrou que não há diferenças 

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 

redução de pontes de dissulfeto. 

Para a preparação do pool de veneno coletado no Instituto Butantan 

estabeleceu-se como metodologia a extração individual de cada animal e posterior 

mistura das alíquotas de mesmo volume de cada indivíduo. O restante dos venenos, 

que foram aliquotados individualmente, foi utilizado para avaliação da variabilidade 

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

(Figura 7). 

 

Figura 7. Perfil eletroforético (12% SDS-poliacrilamida) dos venenos individuais de B. alcatraz (5 µg) 

em condições redutoras e não redutoras. M: padrões de massa molecular. Coloração: nitrato de 

prata.  

 

 A comparação dos perfis mostrados na Figura 7 revelou que existe 

variabilidade individual entre espécimes de B. alcatraz, sendo que em condições 
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redutoras esta variabilidade se mostra mais proeminente nas regiões acima de 66 

kDa, entre 50 kDa e 30 kDa, e abaixo de 14 kDa. Em condições não redutoras as 

diferenças são observadas acima de 68 kDa, entre 68 kDa e 50 kDa e entre 24 kDa 

e 14 kDa. 

 A comparação das atividades biológicas (DL50, dose hemorrágica, atividades 

procoagulantes e proteolítica) do veneno de B. alcatraz com o veneno de B. jararaca 

de espécimes filhotes e adultos revelou que o veneno de B. alcatraz apresenta 

características mais próximas ao veneno de filhotes da B. jararaca (Furtado, 2005). 

Neste estudo, comparamos o perfil eletroforético destes venenos (Figura 8). Esta 

análise mostrou que os venenos de B. alcatraz, amostras da ilha e do Instituto 

Butantan, diferem quanto ao perfil de proteínas em relação ao veneno de B. 

jararaca, tanto de filhotes quanto de adultos.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8. Perfil eletroforético (12% SDS-poliacrilamida) dos venenos de B. alcatraz e B. jararaca (10 
µg), em condições redutoras e não redutoras. Coloração: nitrato de prata. A amostra de veneno de B. 

alcatraz (Instituto Butantan) foi coletada sem inibidores de proteinases. 
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A partir da comparação entre os perfis destes venenos, podemos observar 

que o veneno de B. alcatraz se mostra diferente tanto da amostra de indivíduos 

juvenis como de adultos de B. jararaca. A partir da análise sem redução é possível 

notar que o veneno de espécimes adultos de B. jararaca apresenta componentes de 

alta massa molecular que estão 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 geográfico entre elas 

levanta questões importantes acerca das diferenças entre seus venenos. A Figura 9 

contém a comparação destes venenos por eletroforese unidimensional. 

 

Figura 9. Perfil eletroforético (12%-SDS-poliacrilamida) dos venenos de B. alcatraz, B. jararaca e B. 

insularis (10 µg) em condições redutoras e não redutoras. M: padrões de massa molecular. 

Coloração: nitrato de prata. 
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Esta análise revelou que os perfis eletroforéticos dos venenos de B. jararaca 

e B. insularis são mais parecidos entre si e diferem do veneno de B. alcatraz, 

principalmente com relação às proteínas de massa molecular abaixo de 25 kDa (nas 

amostras reduzidas e não reduzidas) e quanto ao componentes de alta massa 

molecular (amostras não reduzidas). Buscando aprofundar a análise do veneno de 

B. alcatraz por eletroforese, as amostras coletadas no Instituto Butantan foram 

submetidas à análise 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 µg), coletadas no 

Instituto Butantan na ausência (A) e na presença (B) de inibidores de proteinases. Coloração: nitrato 

de prata. Os retângulos indicam regiões 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 regiões dos géis podem-se 

observar pequenas diferenças com relação à presença ou ausência de spots 

(destacados na Figura 10). 

4.2.1. Proteoma total 

 

A análise 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 à digestão com tripsina e análise por LC-MS/MS. Após a busca em 

banco de dados utilizando o programa MaxQuant, as identificações foram filtradas 

de modo a remover contaminantes e identificações com baixa evidência estatística, 

e o procedimento de quantificação foi realizado pelo método label free. Deste 

processo foram geradas duas tabelas que contém a lista de grupos de proteínas 

identificadas (Tabela suplementar 1; anexo em CD-ROM), e a lista de grupos de 

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

4.2.1.1. Identificação de proteínas  

 

Na análise comparativa dos proteomas dos venenos do grupo Jararaca (B. 

alcatraz, B. jararaca e B. insularis) foram identificados 168 grupos de proteínas. Os 

grupos de proteínas pertencem a diferentes classes de toxinas: SVMPs (63), SVSPs 

(32) CTL (35) (CTL), PLA2 (15), LAAO (7), (LAAO). Dezesseis grupos de proteínas 
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correspondem a outras classes minoritárias de toxinas (fosfolipase B, svVEGF, 

glutaminil ciclase, aminopeptidase, hialuronidase, diesterase, dipeptidase e CRISP). 

Como critério para definição de identificação de proteínas foram considerados: i) 

número de espectros de MS/MS dos peptídeos pertencentes a cada grupo de 

proteína e ii) a identificação de cada grupo de proteína em pelo menos uma das 

réplicas experimentais.  

Dos 168 grupos de proteínas identificados na análise 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 distribuição dos grupos de proteínas identificados entre os venenos do grupo 

jararaca. 

 

Figura 11. Diagrama de Venn da distribuição dos grupos de proteínas identificados na análise do 

proteoma total dos venenos de B. jararaca, B. insularis e B. alcatraz, por digestão das proteínas com 

tripsina, LC-MS/MS, e análise pelo programa MaxQuant. Diagrama de Venn gerado pelo programa 

Venn Diagram Plotter (PNNL). 
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A classificação dos grupos de proteínas identificados, de acordo com as 

classes de toxinas conhecidas (Tabela 1; anexo em CD-ROM) mostrou que o padrão 

de distribuição destas é similar entre os três venenos do grupo Jararaca (Figura 12), 

apenas com uma pequena diminuição na proporção de CTL em B. alcatraz. 

 

 

Figura 12. Gráficos da distribuição das toxinas identificadas na análise do proteoma total dos 

venenos do grupo Jararaca.  

 

4.2.1.2. Quantificação de proteínas 

 

Para a análise quantitativa foram considerados apenas os grupos de 

proteínas 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 quantificação relativa entre os venenos. Para a quantificação relativa, o 

algoritmo do programa Perseus considerou os valores de LFQ (label free 

quantification), calculados no programa  MaxQuant, que foram transformados para a 

forma logarítmica na base 2, e os três venenos foram analisados aos pares (B. 

jararaca-B. alcatraz, B. jararaca-B. insularis, B. alcatraz-B. insularis) pelo teste-t para 

duas amostras. O cálculo destes valores é feito pela normalização da intensidade 

dos íons precursores (MS1) de todos os peptídeos identificados para um 

determinado grupo de proteínas. Nesta análise, a Hipótese nula considerada é que 

não há diferenças entre os valores de LFQ para os grupos de proteínas identificados 

nas duas amostras, considerando o p-valor de 0,05.  

Após a determinação de quais grupos de proteínas apresentavam diferenças 

estatísticas, avaliadas pelo teste-t, estes foram selecionados e submetidos ao 

processo de clusterização hierárquica não supervisionada para visualização destas 

diferenças em um gráfico do tipo heat map. As Figuras 13, 14 e 15 mostram os 

gráficos gerados no programa Perseus, pela análise quantitativa separara por pares 

de venenos do grupo Jararaca (Tabelas suplementares 3-5; anexo em CD-ROM). 

A análise quantitativa das 25 proteínas presentes nos venenos de B. alcatraz 

e B. jararaca, que mostraram diferença de abundância (Figura 13), destacou as 

classes SVMPs e fosfolipases A2, como aquelas mais variáveis entre os dois 

venenos. A maior parte das SVMPs quantificadas apresentou abundância mais alta 

no veneno de B. alcatraz. O mesmo foi observado quanto à fosfolipases A2, cujos 

dois grupos quantificados apresentaram-se mais abundantes em B. alcatraz. Por 

outro lado, na classe das SVSPs, dos três grupos quantificados apenas um é mais 

abundante em B. alcatraz. 
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Figura 13. Cluster hierárquico não supervisionado de proteínas identificadas com abundância 

diferencial nos proteomas dos venenos de B. alcatraz e B. jararaca, avaliados por digestão com 

tripsina e análise por LC-MS/MS. Grupos de proteínas apresentando alterações de abundância 

estatisticamente significantes (teste-t p<0,05), com intensidades normalizadas e agrupadas utilizando 

a distância euclidiana. Os clusters destas proteínas estão representados no heat map em vermelho, 

pelas proteínas mais abundantes, e em verde por aquelas menos abundantes. As proteínas 

identificadas estão indicadas (apenas a primeira de cada grupo) na árvore horizontal; as réplicas 

estão indicadas nas árvores verticais. O cluster foi construído utilizando o programa Perseus 

(plataforma MaxQuant). 

Como observado nos perfis eletroforéticos dos venenos de B. jararaca e B. 

insularis (Figura 9), estes apresentam poucas diferenças em bandas de proteínas, 

em condições redutoras e não redutoras. Esta semelhança entre esses venenos foi 
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também verificada pela análise quantitativa (Figura 14), na qual apenas 15 grupos 

de proteínas mostraram diferença de abundância, representados principalmente por 

SVMPs, que se apresentaram mais abundantes no veneno de B. insularis. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 14. Cluster hierárquico não supervisionado de proteínas identificadas com abundância 

diferencial nos proteomas dos venenos de B. jararaca e B. insularis avaliados por digestão com 

tripsina e análise por LC-MS/MS. Grupos de proteínas apresentando alterações de abundância 

estatisticamente significantes (teste-t p<0,05), com intensidades normalizadas e agrupadas utilizando 

a distância euclidiana. Os clusters destas proteínas estão representados no heat map em vermelho, 

pelas proteínas mais abundantes, e em verde por aquelas menos abundantes. As proteínas 

identificadas estão indicadas (apenas a primeira de cada grupo) na árvore horizontal; as réplicas 
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estão indicadas nas árvores verticais. O cluster foi construído utilizando o programa Perseus 

(plataforma MaxQuant). 

A análise quantitativa das 26 proteínas presentes nos venenos de B. alcatraz 

e B. insularis, que mostraram diferença de abundância (Figura 15), destacou as 

classes SVMPs e fosfolipases A2, como aquelas mais variáveis entre os dois 

venenos. A maior parte das SVMPs quantificadas apresentou abundância mais alta 

no veneno de B. alcatraz. O mesmo foi observado quanto à classe das fosfolipases 

A2, dois dos três 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 hierárquico não supervisionado de proteínas identificadas com abundância 

diferencial nos proteomas dos venenos de B. alcatraz e B. insularis avaliados por digestão com 

tripsina e análise por LC-MS/MS. Grupos de proteínas apresentando alterações de abundância 

estatisticamente significantes (teste-t p<0,05), com intensidades normalizadas e agrupadas utilizando 

a distância euclidiana. Os clusters destas proteínas estão representados no heat map em vermelho, 

pelas proteínas mais abundantes, e em verde por aquelas menos abundantes. As proteínas 

identificadas estão indicadas (apenas a primeira de cada grupo) na árvore horizontal; as réplicas 

estão indicadas nas árvores verticais. O cluster foi construído utilizando o programa Perseus 

(plataforma MaxQuant). 

 

4.2. Análise N-terminômica 

 

O protocolo utilizado para análise do N-terminoma do veneno de B. alcatraz 

permite marcar os N-terminais livres das proteínas e, por seleção negativa, utilizando 

uma resina que contém grupos aldeídos que formam ligações covalentes com 

aminas primárias geradas pela tripsina, identificar as sequências N-terminais das 

proteínas do veneno. Esta seleção é possível, pois após a reação de dimetilação os 

N-terminais estão bloqueados por dimetilação, acetilação ou por um resíduo de 

ácido piroglutâmico.  

O primeiro passo da análise dos dados de identificação, realizada com o 

programa MaxQuant, incluiu a remoção de peptídeos com baixa significância (e-

value maior que 0,05), já que este dado reflete a probabilidade da identificação ter 

ocorrido ao acaso. Da lista restante, os peptídeos identificados foram selecionados 

quanto à presença de modificações no N-terminal, e os peptídeos não marcados 

nessa posição foram descartados, pois tais N-terminais podem não ser naturais e 

sim gerados pela clivagem pela tripsina. 

No total a análise do N-terminoma do veneno de B. alcatraz, possibilitou a 

identificação de 85 peptídeos diferentes, que foram classificados de acordo com a 

modificação observada em sua extremidade N-terminal. Destes, 76 peptídeos foram 

identificados como dimetilados, 14 peptídeos apresentaram ácido piroglutâmico e 2 

peptídeos estavam acetilados. A falta de concordância entre o número total de 
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peptideos identificados (85) e a ocorrência de modificação no resíduo N-terminal 

ocorreu porque alguns peptídeos foram identificados com mais de uma modificação, 

ou seja, a mesma estrutura peptídica apresentou-se com o N-terminal dimetilado ou 

bloqueada pelo ácido piroglutâmico. 

A comparação entre os peptídeos identificados em cada réplica experimental 

(A e B) demonstra que houve uma baixa correspondência entre as análises do N-

terminoma, provavelmente devido há algum problema durante o preparo da amostra 

B, onde o número de peptídeos identificados foi menor (Figura 16). 

 

 

Figura 16. Comparação entre o número de peptídeos identificados nas réplicas A e B da análise do 

N-terminoma do veneno de B. alcatraz. Diagrama de Venn gerado pelo programa Venn Diagram 

Plotter (PNNL). 

 

 Por essa razão para as considerações desta análise foram utilizados apenas 

os 35 peptídeos identificados em ambas as análises, de forma a aumentar a 

confiabilidade das identificações. A Tabela 1 mostra os peptídeos identificados na 

abordagem do N-terminoma. 
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Tabela 1. Sequências N-terminais identificados pela análise N-terminômica no veneno de B. alcatraz. 

Grupo de proteínas 
Classe 

de 
Toxina 

Peptídeo 
Modificação do 

N-terminal 
Posição E-value m/z z 

Réplica 

A* B* 

BJAR454CRISP1 CRISP 

ECPATCFCQNKII Dimetilação C-terminal 
4.8E-10 848.896 2   x 

6.5E-07 848.896 2 x 
 

QMQLECPATCFCQNKII 

Dimetilação 

C-terminal 

7.7E-20 1099.02 2 x 
 

Gln->Pyro-Glu 
1.9E-70 1076.49 2 x 

 
7.6E-11 1076.49 2   x 

BJAR454CTL20 CTL 

GSCVCYENLVGR Dimetilação Interno 
0.0028 721.332 2 x   

0.00422 721.332 2 
 

x 

SCVCYENLVGR Dimetilação Interno 
0.01104 692.821 2 x 

 
0.01918 692.821 2   x 

BJAR454PLA24 PLA2 FLNAENCQEASEAC Dimetilação C-terminal 
2E-199 835.843 2   x 

5E-153 835.843 2 x   

BJAR454SVMPPII02 SVMP  SCIMSATVSDQPSSR Dimetilação Interno 
4.6E-56 827.382 2   x 

4.8E-19 827.382 2 x   

BJAR454SVMPPII03 SVMP  GDDMDDYCTGQSAGCPR Dimetilação Interno-D 
2.6E-46 966.861 2 x   

3.8E-11 966.861 2   x 

BJAR454SVMPPIII03 SVMP 

SPPVCGNYFVEVGEECDC
GSPR 

Dimetilação 
N-terminal 

D 

1.2E-45 848.359 3 x   

1E-11 848.359 3 
 

x 

TECQAAKDECDMADLCTG
R 

Dimetilação Interno-D 
1.2E-31 762.987 3 x 

 
1.3E-24 762.987 3 

 
x 

YFVEVGEECDCGSPR Dimetilação 
N-terminal 

D 

1.8E-14 916.385 2 x 
 

0.00025 916.385 2   x 

sp|C5H5D4|VM33_BOTAT SVMP TPQCILNEPLR Dimetilação Interno  
0.00835 684.869 2 x   

0.01954 684.869 2   x 

sp|P0C930|SLB_BOTIN CTL DCPPDWSSYEGSCYR Dimetilação N-terminal  
2E-44 636.251 3 x   

2E-44 953.872 2   x 

sp|P0DJF4|VSPAL_TRIAB SVSP VVGGDECNINE Dimetilação N-terminal 0.00905 617.274 2 x   
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0.01715 617.274 2   x 

sp|P0DKZ9|BPPAP_BOTFO BPP QARPPHPPIPPAP Gln->Pyro-Glu BPP 8.7E-06 679.372 2 x x 

sp|P31985|VM2I_CROOC;sp|P319
86|VM2I_CROOL 

SVMP 

AGEECDCGSPANPCCDAA
TCKLR 

Dimetilação 
N-terminal 

D 

1.2E-46 885.696 3 x   

3.1E-12 885.696 3 
 

x 

EAGEECDCGSPANPCCDA
ATCKLR 

Dimetilação N-terminal 
D 

1.1E-26 928.71 3 x 
 

2E-08 928.71 3 
 

x 

Glu-> Pyro-Glu 0.01457 913.363 3 x 
 

ECDCGSPANPCCDAATCK
LR 

Dimetilação 
N-terminal 

D 

4E-06 799.995 3 x 
 

0.00259 799.995 3 
 

x 

EECDCGSPANPCCDAATC
KLR 

Dimetilação 
N-terminal 

D 

1.9E-25 843.009 3 x 
 

2.7E-13 843.009 3 
 

x 

GEECDCGSPANPCCDAAT
CKLR 

Dimetilação 
N-terminal 

D 

9.8E-18 862.017 3 x 
 

0.00864 862.017 3   x 

sp|P86537|CRVP_DABRR CRISP SVDFDSESPR Dimetilação N-terminal 
2.3E-12 583.77 2   x 

0.00079 583.77 2 x   

sp|P86721|BPP12_BOTAT BPP QQWPRDPAPIPP 

Deamidação 
(NQ), Dimetilação BPP 

0.04009 715.875 2   x 

Gln->Pyro-Glu 4.3E-05 692.854 2 x   

sp|Q90X23|TXVE_BOTJA svVEGF CGGCCTDESLECTATGKR Dimetilação Interno 
1.6E-31 706.629 3 x   

1.4E-06 706.629 3   x 

sp|Q9DGH6|VM2_GLOHA;BJAR4
54SVMPPII02 

SVMP 

DDMDDYCNGISAGCPR 
Deamidação 
(NQ), Dimetilação 

Interno 
1.8E-19 937.853 2   x 

4.6E-11 937.853 2 x 
 

DMDDYCNGISAGCPR 
Deamidação 
(NQ), Dimetilação 

Interno 
3.6E-34 880.34 2 

 
x 

7.8E-11 880.34 2 x 
 

GDDMDDYCNGISAGCPR 
Deamidação 
(NQ), Dimetilação 

Interno 
1.2E-58 966.364 2 

 
x 

1.5E-54 966.364 2 x   

sp|Q9IAY3|VM1H1_DEIAC SVMP 

ESGNVNDYEVVYPR Dimetilação 
N-terminal 

Pró-
domínio 

5E-114 834.897 2 x   

3.8E-41 834.897 2 
 

x 

GNVNDYEVVYPR Dimetilação 
N-terminal 

Pró-

0.00183 726.86 2 
 

x 

0.00689 726.86 2 x 
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domínio 

SGNVNDYEVVYPR Dimetilação 
N-terminal 

Pró-
domínio 

1.1E-40 770.376 2 x 
 

3E-30 770.376 2   x 

sp|Q9PS06|SL9B_BOTJA CTL DCPSDWSPYEGHCYR Dimetilação N-terminal 
2.5E-14 652.926 3 x   

0.00645 652.926 3   x 

tr|A0A077L840|A0A077L840_PRO
FL 

SVMP 
SPPVCGNELLEVGEECDC
G 

Dimetilação 
N-terminal 

D 

2E-141 1074.95 2 x   

2E-24 1074.95 2   x 

tr|E3UJM0|E3UJM0_BOTNU; 
;sp|P31985|VM2I_CROOC;sp|Q9D
GH6|VM2_GLOHA;BJAR454SVM
PPII03;BJAR454SVMPPIII03 

SVMP QCAEGLCCDQCR Gln->Pyro-Glu Interno-D 

1.6E-38 770.276 2 x   

0.00433 770.276 2   x 

tr|Q3YL48|Q3YL48_AGKCO SVMP QCAEGLCCDQC Gln->Pyro-Glu Interno-D 
1.5E-62 692.225 2 x   

4E-09 692.225 2   x 

tr|T2HS34|T2HS34_OVOOK SVSP 

ELVVGGDECNINEHR 

Dimetilação N-terminal 
1.9E-34 590.281 3 x   

0.01453 590.281 3 
 

x 

Glu-> Pyro-Glu N-terminal 
2.4E-44 861.897 2 

 
x 

2.8E-34 861.897 2 x 
 

VVGGDECNINEHR 
Deamidação 
(NQ), Dimetilação 

N-terminal 
8.1E-07 509.9 3 x 

 
0.0009 509.9 3   x 

tr|U3TBL7|U3TBL7_OVOOK svVEGF QQSEVIPFMTVYER 

Gln->Pyro-Glu 

Interno 

0.00812 855.414 2 
 

x 

Oxidação (M),Gln-
>Pyro-Glu 

5.8E-22 863.411 2 x   

* Cada peptídeo foi identificado em ambas as réplicas experimentais; o x indica o valor de m/z em cada réplica. 
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Os 35 peptídeos identificados por esta análise correspondem a 23 grupos de 

proteínas, que foram classificadas de acordo com as classes de toxinas às quais 

pertencem. Os grupos de proteínas são classificados como: SVMP (10), SVSP (3), 

CTL (3), PLA2 (1), proteína precursora de BPPs (2), CRISP (2) e svVEGF (2).  

Do total de peptídeos identificados, 17 se encontram na porção N-terminal 

das proteínas, sendo denominados N-terminais clássicos, uma vez que concordam 

com as predições do banco de dados (Uniprot). Como critério para considerar se um 

peptídeo identificado corresponde à anotação disponível no banco de dados como 

sendo aquela do N-terminal da proteína, foi estabelecida a tolerância de 6 resíduos.   

Dentre estas sequências N-terminais clássicas, 15 mostraram o resíduo N-

terminal bloqueado por dimetilação, o que indica que estes estavam livres nas 

amostras de veneno bruto, e apenas 2 apresentaram ácido piroglutâmico. 

Analisando a distribuição destes N-terminais identificados temos: 11 N-terminais 

correspondentes à SVMP, 3 a SVSP, 2 a CTL e 1 a CRISP. 

4.3. Análise peptidômica 

 

A fração peptídica do veneno de B. alcatraz foi analisada por LC-MS/MS e os 

dados não processados (dados brutos) das três réplicas experimentais foram 

submetidos à identificação utilizando o programa PEAKS Studio (Bioinformatics 

Solutions). Este programa concilia a estratégia de sequenciamento de peptídeos 

denominada “de novo sequencing” com a busca no banco de dados utilizando o 

match dos espectros de MS/MS com as estruturas primárias depositadas. 

A configuração da busca para a possibilidade da presença de ácido 

piroglutâmico na posição N-terminal dos peptídeos foi feita com base em 

informações presentes no banco de dados para toxinas de venenos de serpentes, 
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que indicam a presença desse resíduo no N-terminal dos peptídeos potenciadores 

de bradicinina (BPPs) (Ianzer et al., 2004; Zelanis et al., 2010; Tashima et al., 2012). 

Embora a acetilação do resíduo N-terminal de peptídeos não tenha sido relatada em 

toxinas animais até o momento, a busca por resíduos N-terminais acetilados foi 

mantida em nosso estudo pela importância dessa modificação em algumas 

proteínas, para a mediação de importantes processos biológicos como apoptose, 

degradação proteica, localização de proteína (Liszczak et al., 2013) e pelo restrito 

conhecimento disponível na literatura sobre os peptidomas de venenos de serpentes 

(Tashima et al., 2012). 

Como método de fragmentação escolhido para as análises de MS/MS, 

optamos por utilizar HCD (high-energy collision dissociation) em lugar de CID 

(collision-induced dissociation), devido à maior resolução dos espectros gerados 

pelo primeiro. Como o sequenciamento de novo é uma análise baseada unicamente 

na interpretação dos espectros, a aquisição destes em alta resolução favorece a 

determinação das estruturas primárias por este método. 

Nesta abordagem, a derivação da estrutura primária de um peptídeo é feita 

única e exclusivamente com base nos dados brutos gerados pela análise por 

MS/MS. A primeira etapa da análise de dados pelo programa PEAKS Studio envolve 

a realização do sequenciamento de novo com todos os espectros de MS/MS e, 

posteriormente, esses resultados são incluídos dentro do banco de dados utilizado 

para a busca tradicional utilizando o match dos espectros de MS/MS. 

Como resultados das identificações de peptídeos pelas duas abordagens (de 

novo e a busca no banco de dados, ambas pelo programa PEAKS Studio) duas 

tabelas de identificação distintas são geradas. A primeira inclui apenas os resultados 

do sequenciamento de novo, que não apresentaram sequências correspondentes no 
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banco de dados utilizado, e a segunda inclui os peptídeos encontrados no banco de 

dados de proteínas. 

Analisando estas tabelas de identificação dos peptídeos 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 

descrição de 45 peptídeos novos, cuja identificação só foi possível devido à 

metodologia do sequenciamento de novo, e 73 peptídeos diferentes identificados 

utilizando o banco de dados. 

Com a intenção de avançar na descrição dos novos peptídeos optamos por 

utilizar uma ferramenta do programa PEAKS Studio, denominada SPIDER. Essa 

opção permite alinhar os peptídeos identificados pelo sequenciamento de novo com 

as sequências obtidas do banco de dados e organizar as identificações do banco 

com alta identidade com os novos peptídeos encontrados. Essa ferramenta é muito 

utilizada para a análise de proteoformas e mutações, e ajuda na caracterização de 

novas estruturas primárias. No caso dos peptideos cujas sequências foram obtidas 

pelo sequenciamento de novo (45), para 21 deles a ferramenta SPIDER selecionou 

uma possibilidade de identificação, associando esta ao número de acesso da 

proteína com as qual cada peptídeo homologia. 

Do total de 94 peptídeos identificados na análise do peptidoma do veneno de 

B. alcatraz (sendo 73 identificados no banco de dados e 21 cuja identificação foi 

inferida por similaridade), 65% (61 peptídeos) pertenciam à SVMPs, 28% (26 

peptídeos) à proteína precursora dos BPPs e 7% (7 peptídeos) à fosfolipase A2. 
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4.3.1. Peptídeos oriundos de SVMPs 

 

A análise dos peptídeos oriundos de SVMPs, identificados pela busca em 

banco de dados (50 peptídeos diferentes) revelou a seguinte distribuição dos 

mesmos entre as classes de SVMPs: 23 na classe P-I, 46 na classe P-II, e 29 na 

classe P-III. A falta de concordância nos números de peptídeos de cada classe de 

SVMP é resultado do compartilhamento de 21 peptídeos entre as três classes. 

Destes 50 peptídeos, 31 eram oriundos do pró-domínio e 19 do domínio catalítico. 

Um diagrama de Venn (Figura 17) ilustra a distribuição destes peptídeos nas três 

classes de SVMPs. 

 

Figura 17. Diagrama de Venn da distribuição dos 50 peptídeos identificados em estruturas primárias 

de SVMPs nas classes P-I,P-II, e P-III). Diagrama gerado pelo programa Venny (disponível em 
http://bioinfogp.cnb.csic.es/tools/venny/). 
 

 Um exame dos 19 peptídeos encontrados exclusivamente no domínio 

catalítico de SVMPs mostrou que todos pertencem a enzimas da classe P-II. Os 21 

http://bioinfogp.cnb.csic.es/tools/venny/
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peptídeos comuns às três classes de SVMPs eram provenientes da região do pró-

domínio, a qual é mais conservada entre os diferentes tipos de SVMPs. 

4.3.2. BPPs 

 

Ao todo, foram identificados 26 peptídeos com estrutura de BPP (peptídeo 

potenciador de bradicinina), e destes, 7 apresentaram sequências 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 sequências 

provenientes desta última metodologia foram anotadas como BPPs pela ferramenta 

SPIDER. 

 

Tabela 2. BPPs identificados pela análise peptidômica do veneno de B. alcatraz. 

Peptídeos 
Massa 
(Da) 

m/z z 
 

ppm 
Peptídeo 

<EARPPHPP 881,4507 441,7365 2 8,8 BPP 11e sem IPP ( C-terminal) 

<EARPPHPPIPP 1188,64 595,3292 2 3 BPP 11e 

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

<EARPPHPPIPPAP 1356,73 679,3728 2 0,6 BPP AP 

<EGGWPRPGP 933,4457 467,7301 2 0 BPP 13a sem EIPP (C-terminal) 

<EGGWPRPGPEIPP 1369,678 685,8473 2 1,6 BPP 13a 

<EGRAPHPPIPPAPL 1429,783 715,8994 2 0,8 BPP APL 

<EKWAPVQKWAP 1320,698 661,3568 2 0,9 BPP 5a sem processamento 

<ENWPHPQIPP 1195,577 598,7979 2 3,1 BPP 10c 

<EQWAQGGWPRPGPEIPP 1882,911 942,4645 2 1,7 BPP 13a + EQWA (N-terminal) 

<EQWAQNWPHPQIPP 1708,811 855,4209 2 9,5 BPP 10c + EQWA (N-terminal)  

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

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

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

GWPRPGPEIPP 1201,624 601,82 2 0,9 BPP 13a sem EG (N-terminal) 

KVQQWAQGGWPRPGPEIPP 2127,101 1064,559 2 0,5 BPP 13a + KVQQWA (N-terminal) 

FRFHPPLPPAP 1316,703 659,3643 2 8,5 

 AARHPHPPLPP 1188,652 595,335 2 3,2 

 <ERAPPHPPLPP 1188,64 595,3318 2 7,4 

 <ELGPPPRPP 940,513 471,2674 2 7,8 

 PAARHHPPLPP 1188,652 595,3345 2 2,4 

 PLNHAHPPLPP 1188,64 595,3293 2 3,2 

 QHRAHPPLPPAP 1316,71 659,3634 2 1,6 
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Como exemplo de sequenciamento de novo dos peptídeos que apresentaram 

sequências inéditas (7), há a ilustração do espectro de MS2 (Figura 18) e a anotação 

gerada pelo programa PEAKS Studio para a identificação do peptídeo 

<ELGPPPRPP.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 18. Sequenciamento de novo do peptídeo <ELGPPPRPP, encontrado no veneno de B. 

alcatraz. A anotação q equivale a <E (ácido piroglutâmico). O painel A mostra o espectro de MS/MS 

com a especificação das massas dos íons das séries b e y de acordo com a nomenclatura de 

Roepstorff-Fohlmann-Biemann (Roepstorff e Fohlmann, 1984).O painel B ilustra de forma gráfica as 

diferenças de massas encontradas na fragmentação do peptídeo que explicam a estrutura primária 

atribuída ao espectro. O painel C compara a estrutura primária de um BPP descrito no veneno de B. 

insularis (acesso Uniprot P68515) com o peptídeo <EQLGPPPRPP, identificado no veneno de B. 

alcatraz.  

 

Na Figura 18 (painel C) são mostradas as sequências de um BPP descrito no 

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

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

possível observar que os oito primeiros resíduos da nova sequência são idênticos a 
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um BPP de B. insularis. A Figura 19 mostra mais detalhes da análise do espectro de 

MS/MS desse peptídeo. 

 

 

Figura 19. Sequenciamento de novo do peptídeo de estrutura <ELGPPPRPP, identificado no veneno 

de B. alcatraz. O painel A mostra a nomenclatura para os íons provenientes da fragmentação de 

peptídeos, segundo Roepstorff-Fohlmann-Biemann (Reproduzido de Cantú et al, 2008). O painel B 

mostra um exemplo da numeração da série b/y proveniente de um peptídeo de 9 resíduos de 

aminoácidos (Reproduzido de Cantú et al, 2008). O painel C contém o espectro de MS/MS do 

peptídeo identificado neste estudo, com as anotações dos íons da série b/y. O painel D mostra a série 

b/y do peptídeo identificado, onde as linhas vermelhas mais espessas  indicam as fragmentações 

observadas, e as linhas de menor espessura indicam as fragmentações teóricas, cujas massas não 

foram detectadas no espectro de MS/MS. 

 

Durante o processo de fragmentação dos peptídeos no espectrômetro de 

massas, 3 séries de íons são possíveis. Como mostrado na Figura 19 (painel A), 

pode-se encontrar as séries a/x, b/y e c/z, onde a primeira letra de cada par 

corresponde à porção da molécula que retém a carga residual no N-terminal (a, b, 

c), e a segunda letra indica a porção da molécula que retém a carga residual no C-
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terminal (x, y, z) (Mann et al., 1989). Entretanto, dentre as ligações covalentes 

existentes nos peptídeos, a de menor energia é a ligação peptídica, cuja quebra é 

responsável pela geração dos íons da série b/y (Cantú et al, 2008). No caso aqui 

utilizado como exemplo, o peptídeo de estrutura primária <ELGPPPRPP, a Figura 19 

mostra os íons identificados (b2, b7,y2,y3,y4,y5,y6, y7), contudo os íons b7 e y2 só 

podem ser observados utilizando a ferramenta zoom do programa (b7: m/z 729,42; 

y2: m/z 213,12). O íon y2 (m/z 213) corresponde aos resíduos C-terminais PP, cuja 

presença é considerada como uma assinatura da estrutura dos BPPs, e que fornece 

maior evidência sobre a identificação deste BPP (Tashima et al., 2012). 

 

4.4. Análise glicoproteômica 

 

4.4.1. Tratamento dos venenos com glicosidases 

 

A presença frequente de unidades de ácido siálico na porção terminal de N-

glicanos de diferentes proteínas levou à escolha da enzima neuraminidase para 

avaliação da presença deste monossacarídeo na extremidade não redutora de 

cadeias de glicanos em glicoproteínas dos venenos do grupo Jararaca (B. alcatraz, 

B. insularis e B. jararaca). Para a avaliação da remoção de ácido siálico foi realizada 

a comparação dos perfis eletroforéticos de proteínas dos venenos tratados ou não 

com a neuraminidase escolhida (Figura 20).  
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Figura 20. Perfis eletroforéticos (SDS-poliacrilamida 12%) dos venenos de B. alcatraz, B. insularis e 

B. jararaca (5 µg), em condições redutoras. Coloração: Nitrato de Prata. Os símbolos – e + 

representam, respectivamente amostra controle e amostra tratada com neuraminidase.  M: padrões de 

massa molecular.  

 

 A comparação dos perfis eletroforéticos dos venenos de B. jararaca e B. 

insularis mostrou que estes são mais parecidos entre si e diferem do veneno de B. 

alcatraz (Figura 9). O tratamento com a neuraminidase revelou que este 

monossacarídeo está presente na extremidade não redutora dos glicanos dos três 

venenos, já que a maior parte das bandas de proteínas tiveram sua massa 

molecular alterada, e consequentemente sua mobilidade, possivelmente devido à 

instabilidade estrutural gerada pela remoção do monossacarídeo. Foi interessante 

observar que, após a remoção de ácido siálico, o perfil proteico destes venenos se 

mostrou mais similar entre si. 

 Com o objetivo de avaliar a N-glicosilação e O-glicosilação das proteínas, os 

venenos foram submetidos ao tratamento com as enzimas  PNGase F (remoção de 

N-glicanos) e com as enzimas (α2-3,6,8,9-Neuraminidase, Endo-α-N-

acetilgalactosaminidase, β1,4-galactosidase e β-N-Acetilglucosaminidase). Nestes 
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experimentos, optamos por desnaturar as proteínas e reduzir suas pontes de 

dissulfeto, para facilitar o acesso das enzimas aos sítios de glicosilação. 

A análise da N-desglicosilação total dos venenos, mostrada na Figura 21, 

mostrou que a remoção das cadeias de N-glicanos das glicoproteínas dos três 

venenos causou alteração da mobilidade eletroforética principalmente das proteínas 

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 µg), em condições redutoras, após tratamento com a enzima PNGase F, com prévia 

desnaturação das proteínas do veneno. Coloração: Nitrato de Prata. Os símbolos – e + representam 

respectivamente amostra controle e amostra tratada com PNGase F. 

 

Para a O-desglicosilação de proteínas é necessário o emprego de 

glicosidases com diferentes especificidades, pois a ausência de um core estrutural 

nos O-glicanos, como encontrado nos N-glicanos, impede a aplicação de uma 

enzima única. Adicionalmente algumas enzimas responsáveis pela remoção dos O-

glicanos não atuam na presença de ácido siálico, o que torna necessária a adição de 

uma neuraminidase na reação, para que a O-desglicosilação seja completa. Nesse 

sentido, o tratamento dos venenos com a neuraminidase já revelou significativas 
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diferenças nas massas moleculares das proteínas (Figura 20). Desta forma, embora 

os perfis das proteínas após a O-desglicosilação (Figura 22) revelem diferenças 

significativas entre as proteínas nativas e tratadas, tais alterações não podem ser 

consideradas exclusivamente como consequência da remoção de O-glicanos. 

 

Figura 22. Perfis eletroforéticos (SDS-poliacrilamida 12%) dos venenos de B. alcatraz, B. insularis e 

B. jararaca (5 µg), em condições redutoras, após tratamento com as enzimas α2-3,6,8,9-

Neuraminidase, Endo-α-N-acetilgalactosaminidase, β1,4-galactosidase e β-N-Acetilglucosaminidase 

com prévia desnaturação das proteínas do veneno. Massa de proteína: 5 µg. Coloração: Nitrato de 

Prata. Os símbolos – e + representam respectivamente amostra controle e amostra tratada com as 

enzimas. M: padrões de massa molecular 

 

 

4.4.2. Análise glicoproteômica 

 

Para a análise do glicoproteoma do veneno de B. alcatraz foram empregadas 

três lectinas com diferentes especificidades: a WGA, que reconhece unidades de 

ácido siálico e N-acetilgicosamina, a PNA, que reconhece N-acetilgalactosamina e 

galactose, e a ConA, que apresenta afinidade por unidades de manose e glicose. A 



100 
 

Figura 23 mostra os perfis eletroforéticos das frações de proteínas das 

cromatografias de afinidade, realizadas com estas lectinas neste estudo. 

A escolha destas três lectinas teve o objetivo de avaliar a presença de 

diferentes composições de glicanos nas glicoproteínas do veneno de B. alcatraz. O 

perfil eletroforético das frações de proteínas obtidas nas cromatografias de afinidade 

é mostrado na Figura 23. Como resultado da cromatografia de afinidade a WGA 

verificamos que as glicoproteínas retidas, ou seja aquelas que apresentam ácido 

siálico e/ou N-acetilglicosamina em sua composição de glicanos, apresentam em 

sua grande maioria elevada massa molecular. A região acima de 50 kDa foi a que 

apresentou maior enriquecimento nas frações eluídas da resina com N-

acetilglicosamina e abaixamento de pH. 

 

Figura 23. Perfil eletroforético das frações do veneno de B. alcatraz (5 µg) obtidas por cromatografia 

de afinidade às lectinas WGA, PNA e ConA em gel de SDS-poliacrilamida (12%). Coloração: Nitrato 

de prata. M: padrões de massa molecular. 
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A PNA é uma lectina que apresenta afinidade por unidades de galactose e 

também pela estrutura denominada Antígeno T (Galβ3GalNAcα) e de acordo com os 

dados de quantificação e perfil eletroforético das glicoproteínas retidas nesta análise, 

a presença de unidades de galactose ou de Antígeno T não é frequente nas 

glicoproteínas do veneno de B. alcatraz. Diferentemente da análise utilizando a 

lectina WGA, o perfil das frações retidas pela PNA apresentou proteínas em uma 

faixa mais larga de massa molecular (10 kDa – 50 kDa). 

Como a ConA apresenta afinidade por unidades de manose, seu 

reconhecimento é mais abrangente, incluindo N-glicanos dos tipos rico em manose, 

híbrido e complexo (devido à presença de manose no core). Ao contrário do que se 

observou com as frações das cromatografias de afinidade a WGA e PNA, a ConA 

mostrou um perfil de proteínas muito próximo ao do veneno total. Este resultado 

pode ser consequência da ampla presença de N-glicosilação nas proteínas de 

veneno. 

As frações com afinidade pelas três lectinas foram submetidas à digestão por 

tripsina e analisadas por LC-MS/MS, e o resultado desta análise está mostrado na 

Tabela suplementar 8 (anexo em CD-ROM). A identificação das proteínas com 

afinidade pela ConA, WGA e PNA revelou 90, 66 e 59 grupos de proteínas, 

respectivamente. A Figura 24 mostra os gráficos da distribuição dos grupos de 

proteínas entre as classes de toxinas. A maior parte das proteínas retidas pelas três 

lectinas foram identificadas como SVMPs, enquanto que as SVSPs e CTLs 

aparecem como segunda classe mais abundante. 
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Figura 24. Gráficos de distribuição dos grupos de proteínas identificados nas frações do veneno de 

B. alcatraz retidas nas resinas de WGA, PNA e ConA.  

 

As identificações dos grupos de proteínas das frações da cromatografia com a 

lectina ConA sugerem a presença de N-glicosilação. Já no caso da WGA, as 

proteínas retidas poderiam conter tanto N-glicosilação como O-glicosilação, 

enquanto que a análise da PNA sugere a presença de O-glicosilação nas proteínas 

identificadas. Desta forma, a análise das proteínas comuns aos eluatos das três 

lectinas sugere quais grupos de toxinas poderiam apresentar N- e O-glicosilação 

concomitantemente. A Figura 25 mostra um diagrama de Venn das identificações 

oriundas das três lectinas utilizadas. 
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Figura 25. Diagrama de Venn dos grupos de proteínas identificados nas análises do glicoproteoma 

do veneno de B. alcatraz por cromatografia de afinidade às lectinas ConA, WGA e PNA.  

 

Os 39 grupos de proteínas identificados pertencem majoritariamente às 

classes CTL (28%), SVMP (23%) e SVSP (20%). Os sete grupos de proteínas 

exclusivas dos eluatos da PNA pertencem à classe das SVMPs, PLA2, SVSP e 

CRISP. O único grupo de proteínas compartilhado por WGA e PNA pertence à 

classe das CRISPs. Os sete grupos de proteínas exclusivos das frações eluídas da 

WGA são SVMPs, svNGF, aminopeptidase e NUCL (Tabela suplementar 8; anexo 

em CD-ROM). 

 

4.5. Análise N-glicômica 

 

4.5.1. Análise Qualitativa 

 

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

Jararaca foi proceder com a identificação dos N-glicanos liberados pelo tratamento 
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com a enzima PNGase F. A identificação foi feita com base nos valores de massa 

observados nos espectros de cada amostra e posterior aplicação destes valores no 

programa Glycomod. 

O processo de permetilação não é essencial para a análise de glicanos por 

espectrometria de massas, mas sua aplicação permite marcar as hidroxilas livres 

dos N-glicanos, tornando distinguíveis monossacarídeos em diferentes posições da 

estrutura e possibilitando a definição topológica. Outros benefícios deste método de 

derivatização é que este propicia maior estabilidade, hidrofobicidade e volatilidade 

às estruturas, além de normalizar as propriedades físico-químicas dos glicanos, 

diminuir o efeito de supressão durante o processo de ionização e auxiliar na 

exposição de pontos de fragmentação (Zaia, 2010, Reinhold et al., 2010, Ashline et 

al., 2005).  

A primeira forma de ilustrar estes resultados qualitativos é a média da 

aquisição de 51 espectros de massas (MS1 ou full MS) de cada amostra (Figura 26) 

e, embora, a simples comparação destes seja limitada em detalhes, é possível 

observar a alta similaridade entre os perfis de massas dos N-glicanos dos venenos 

de B. alcatraz, B. insularis e B. jararaca.  
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Figura 26. Comparação entre a média de 51 espectros de MS
1
 de N-glicanos presentes em 

glicoproteínas dos venenos do grupo Jararaca. Mass range: 1100-2000 m/z.  

 

A análise dos espetros de MS1 mostrou que, sob as mesmas condições de 

ionização, os perfis de N-glicanos obtidos para as amostras de veneno são 

semelhantes, partilhando não apenas os mesmos valores de m/z como também as 
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intensidades relativas dos quatro íons mais abundantes nas três amostras (m/z 

1250, m/z 1400, m/z 1595, e m/z 1864).  

Para a análise dos dados no programa Glycomod, os valores das massas 

monoisotópicas de cada íon foram anotados e utilizados para busca de composições 

putativas e registros no banco de dados. Posteriormente, estas composições foram 

utilizadas para o procedimento de definição de topologia das estruturas dos N-

glicanos por espectrometria de massas sequencial (MSn).  

Para cada composição sugerida foram consideradas as possibilidades de 

ramificação e organização das unidades de monossacarídeos. Como exemplo pode-

se considerar o raciocínio utilizado para os íons de m/z 1250,32 e 1863,80, 

encontrados no N-glicoma dos três venenos. Para exemplificação são mostrados 

apenas os resultados de B. alcatraz, mas a análise dos outros dois venenos mostrou 

os mesmos resultados para os N-glicanos.  

Os íons de m/z 1250,32 e 1863,80 correspondem ao mesmo N-glicano de 

massa monoisotópica 3704 Da com diferentes cargas (3+ e 2+, respectivamente). 

Utilizando o valor de massa calculado a partir do íon m/z 1250,32, encontramos que 

o íon monoisotópico tem massa igual a 3704,96 Da e, de acordo com os parâmetros 

estabelecidos no item 3.6.3.4., o programa Glycomod reportou 15 composições de 

oligossacarídeos cuja massa se encontra dentro da tolerância de 2 Da do valor 

determinado experimentalmente. A Tabela 3 lista todas as composições reportadas 

pelo Glycomod para a massa monoisotópica 3704,96 Da. 

 

Tabela 3. Lista de composições de N-glicanos sugeridos pelo programa Glycomod para a massa 
monoisotópica 3704.6 Da. Hex: hexose, HexNAc: N-acetilhexosamina, NeuAc*: ácido neuramínico 
(ácido siálico), NeuGc*: ácido N-glicolilneuramínico. 

Nº 
Massa 

(Da) 

Δ 

(D

a) 

Composição Classificação 
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1 3619.8 
0.1

45 

(Hex)2 (HexNAc)1 (Deoxihexose)2 (NeuAc)4 (NeuGc)3 paucimannose 

2 3619.8 
0.1

09 

(Hex)2 (HexNAc)4 (Deoxihexose)4 (NeuAc)1 (NeuGc)3 - 

3 3619.8 
0.1

09 

(HexNAc)2 (Deoxihexose)3 (NeuAc)2 (NeuGc)2 + (Man)3(GlcNAc)2 híbrido/complexo 

4 3619.8 
0.1

09 

(Hex)1 (HexNAc)2 (Deoxihexose)2 (NeuAc)3 (NeuGc)1 + 

(Man)3(GlcNAc)2 

híbrido/complexo 

5 3619.8 
0.1

09 

(Hex)2 (HexNAc)2 (Deoxihexose)1 (NeuAc)4 + (Man)3(GlcNAc)2 híbrido/complexo 

6 3619.8 
0.0

73 

(Hex)1 (HexNAc)5 (Deoxihexose)4 (NeuGc)1 + (Man)3(GlcNAc)2 híbrido/complexo 

7 3619.8 
0.0

73 

(Hex)2 (HexNAc)5 (Deoxihexose)3 (NeuAc)1 + (Man)3(GlcNAc)2 híbrido/complexo 

8 3621.7 

-

1.8

3 

(Hex)2 (Deoxihexose)1 (NeuAc)3 (NeuGc)5 paucimannose 

9 3621.8 

-

1.8

7 

(Hex)2 (HexNAc)3 (Deoxihexose)3 (NeuGc)5 - 

10 3621.8 

-

1.8

7 

(HexNAc)1 (Deoxihexose)2 (NeuAc)1 (NeuGc)4 + (Man)3(GlcNAc)2 híbrido/complexo 

11 3621.8 

-

1.8

7 

(Hex)1 (HexNAc)1 (Deoxihexose)1 (NeuAc)2 (NeuGc)3 + 

(Man)3(GlcNAc)2 

híbrido/complexo 

12 3621.8 

-

1.8

7 

(Hex)2 (HexNAc)1 (NeuAc)3 (NeuGc)2 + (Man)3(GlcNAc)2 híbrido/complexo 

13 3621.8 

-

1.9

1 

(Hex)2 (HexNAc)4 (Deoxihexose)2 (NeuGc)2 + (Man)3(GlcNAc)2 híbrido/complexo 

14 3621.8 

-

1.9

1 

(Hex)3 (HexNAc)4 (Deoxihexose)1 (NeuAc)1 (NeuGc)1 + 

(Man)3(GlcNAc)2 

híbrido/complexo 

15** 3621.8 

-

1.9

1 

(Hex)4 (HexNAc)4 (NeuAc)2 + (Man)3(GlcNAc)2 híbrido/complexo 

*NeuGc e NeuAc são representantes de uma família de monossacarídeos denominada ácido siálico..  

**A composição de número 15 já foi descrita em algumas glicoproteínas (de acordo com o banco de 

dados UniCarbKB), uma delas oriunda do ovo de pomba. 
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A análise das composições listadas na Tabela 3 considera não apenas o 

match entra a massa observada e as massas das composições listadas, mas 

também outros critérios que foram previamente considerados. A ausência de 

classificação de uma composição é resultado da ausência do core dos N-glicanos 

(definido pela presença de pelo menos três hexoses e duas hexosaminas); desta 

forma as composições 2 e 9 foram descartadas, uma vez que, de acordo com este 

critério, não se tratam de N-glicanos. 

A classificação paucimanose se refere a um tipo de glicosilação muito 

específico que, até o momento, foi descrito apenas em invertebrados; por esta razão 

as composições 1 e 8 foram descartadas (Tabela 3). Os dados da primeira análise 

N-glicômica do veneno de B. jararaca, publicado por Zelanis et al. (2012), revelaram 

uma alta semelhança entre o padrão de glicosilação observado em mamíferos e 

aquela observada em glicoproteínas do veneno desta serpente. Por esta razão, 

neste estudo, para a análise das composições, esse fato foi considerado para excluir 

composições com elevado número de deoxihexoses, que são pouco frequentes em 

mamíferos, levando ao descarte das composições 1, 3, 4, 6, 7, 10 e 13. 

Posteriormente as composições 11, 12 e 14 foram descartadas, pois o ácido siálico 

NeuGc (ácido N-glicolilneuramínico) não havia sido descrito no N-glicoma do veneno 

de B. jararaca. Concluindo, na primeira análise das composições listadas pelo 

Glycomod (Tabela 3), apenas as de número 5 e 15 foram consideradas plausíveis, 

em primeira instância, no contexto da análise do N-glicoma dos venenos do grupo 

Jararaca.  

Considerando registros de N-glicanos de composições semelhantes já 

reportados na literatura, para cada composição foram consideradas duas 

possibilidades de organização dos monossacarídeos nas estruturas (Figura 27).  
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Figura 27. Possíveis estruturas do N-glicano de massa monoisotópica 3704,96 Da, encontrado no 

veneno de B. alcatraz, de acordo com as composições de número 5 e 15 sugeridas pelo Glycomod 

(Tabela 3). As estruturas da lactosamina, extensão de ácido siálico (ácido neuramínico) e Bisecting 

GlcNAc foram assinaladas nas estruturas. 

 

A existência de quatro unidades de ácido neuramínico na composição 5 fez 

com que a suposição da extensão de ácido siálico nas antenas do glicano fosse 

considerada. Em mamíferos, a ocorrência mais comum é a presença de um único 

ácido siálico em cada extremidade das antenas, mas há evidencias que comprovam 

este tipo de extensão em determinadas glicoproteínas de mamíferos (Varki e 

Schauer, 2009).  

A diferença entre as estruturas A e B (composição de número 5) reside 

apenas na posição da fucose dentro da estrutura, onde em A esta se encontra ligada 

à primeira N-acetilglicosamina do core, e em B ligada à N-acetilglicosamina da 

N-acetilglicosamina 

Manose 

Galactose 

Fucose 

Ácido neuramínico 

Ácido N-

glicolilneuramínico 
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lactosamina. Para diferenciar estas duas possíveis estruturas é preciso analisar as 

massas esperadas na fragmentação de cada uma delas (Figura 27). 

As estruturas A e B da composição de número 15 diferem quanto à 

disposição das unidades de hexose e N-acetilhexosamina (Figura 27). A estrutura A 

foi descrita no banco de dados e foi considerada para a primeira análise dessa 

composição. Tanto para a composição 5 quanto para a de número 15, caberiam 

muitas outras estruturas, mas como abordagem inicial apenas estas foram 

consideradas para simplificar a análise deste glicano. 

Embora o programa Glycomod classifique os monossacarídeos apenas como 

hexoses, hexosaminas e deoxihexose, uma vez que seus estereoisômeros 

apresentam a mesma massa, dados da literatura mostram que inferências podem 

ser feitas de acordo com a posição de cada monossacarídeo na estrutura. Hexoses 

pertencentes a antenas de N-glicanos do tipo complexo correspondem a galactoses, 

e o mesmo acontece para a N-acetilhexosamina determinada pelo programa. Na 

classe das deoxihexoses, a fucose é o monossacarídeo mais comum, e sua 

presença no core de N-glicanos só é possível de ser identificada pela análise 

utilizada quando esta ligação ocorre na posição 6 da N-acetilglicosamina terminal da 

extremidade redutora. As identificações das hexoses, hexosaminas e deoxihexoses 

presentes nas estruturas deste trabalho partiram destas considerações. Para a 

análise dos fragmentos foi utilizada a nomenclatura de fragmentação de glicanos 

estabelecida por Domon e Costello (1988) (Figura 28), que segue o padrão utilizado 

para a fragmentação de peptídeos. 
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Figura 28. Nomenclatura de fragmentação de polímeros de carboidratos segundo Domon e Costello 

(1988). Painel A: Nomenclatura dos íons utilizando como referência as extremidades redutora e não 
redutora. Fonte: Reinhold et al., 2010. Painel B: Numeração dos átomos de carbono de hexoses (1), 
pentoses (2) e ácido siálico (3). Fonte: Domon e Costello (1988).   

 

Após a consideração do ponto de partida (as estruturas das composições de 

número 5 e 15) o espectro de MS2 do N-glicano de massa 3704,96 Da foi analisado 

em detalhes (Figura 29), considerando as clivagens descritas na Figura 29. A 

avaliação da composição e estrutura de glicanos permetilados por espectrometria de 

massas utiliza a diferença de massas observadas entre o íon precursor e os 

fragmentos gerados e a visualização dos íons da série b/y. A aplicação dessas 

informações sobre o espectro de MS2 mostra que dentre as quatro possibilidades 

cogitadas no início da análise (Figura 27) apenas a estrutura A da composição 5 

está presente no N-glicoma de B. alcatraz. 
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Figura 29. Média de 22 espectros de massa (MS
2
) do N-glicano de massa 3704,96 Da. A análise das 

diferenças entre a massa do precursor e dos fragmentos e a identificação dos íons da série b/y 
mostrou que a estrutura A da composição 5 (Figura 27) está presente nas glicoproteínas do veneno 
de B. alcatraz. O íon b de m/z 1208,28 não pode ser visualizado no espectro devido a sua baixa 

intensidade relativa, mas a ampliação da faixa de m/z 1200-1300 permite sua visualização. 

 

No caso do espectro de MS2 mostrado na Figura 29, os dois íons mais 

intensos (m/z 1125,32+3 e m/z 1676,44+2) são íons da série y e representam a perda 

do ácido siálico terminal de uma das antenas do N-glicano. O íon da série b 

proveniente dessa fragmentação (m/z 398,08) pode ser visualizado no espectro, 

mas com menor intensidade.  

O íon y de m/z 1495,88+2 é resultado da perda do dímero de ácido siálico de 

uma das antenas, e o íon b dessa fragmentação de m/z 759,16+1 também pode ser 

visualizado. A observação do íon y de m/z 490,20+1 é a evidência para a localização 

da fucose na primeira N-acetilglicosamina do core, e a existência do íon y m/z 

1630,4+2 (que corresponde à perda da extremidade redutora contendo uma fucose 

na posição 1,6) corrobora essa informação.  

Os íons da série y frequentemente apresentam maiores intensidades relativas 

do que os íons da série b, embora estes últimos sejam muito mais informativos 
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(Ashline et al., 2005). Dentre os íons da série b observados, um dos mais 

importantes para a caracterização da estrutura deste glicano é o de m/z 1208,28+1, 

que corresponde a uma das antenas da estrutura e auxilia na conclusão de que a 

deoxihexose não se encontra ligada à antena e sim ao core de N-glicanos. 

Não obstante à identificação de evidências para a definição da estrutura A da 

composição 5 como estrutura real (não mais putativa) para a massa monoisotópica 

observada, a existência concomitante da estrutura B foi averiguada pela busca de 

íons b que confirmassem que esta pudesse estar presente na amostra. Os valores 

utilizados para a busca no espectro foram: o íon b correspondente à antena do 

glicano contendo a deoxihexoses (m/z 1383+1), a perda da N-acetilglicosamina da 

extremidade redutora sem a unidade de fucose (uma diferença de massa de 293), e 

o íon de m/z 646+1 (que corresponde à unidade de lactosamina (m/z 472+1) mais 

uma fucose ligada à N-acetilglicosamina). Todavia, nenhuma destas evidências foi 

encontrada, o que suporta a sugestão de que apenas a estrutura A está presente no 

veneno de B. alcatraz. 

A metodologia de MSn permite a contínua seleção de íons oriundos da 

fragmentação de um precursor e a submissão destes à fragmentação, de forma que 

para a análise de glicanos esta característica é extremamente interessante. Esta 

abordagem permite a resolução de topologias de modo prático, por meio da 

fragmentação sequencial e acompanhamento das perdas de massa entre íon 

precursor e fragmentos. Entretanto, para alguns íons específicos existe a dificuldade 

de se obter bons espectros de massa devido às baixas intensidades relativa, fato 

muito frequente na análise de íons da série b.  

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

espectros de massas de qualidade apenas até o MS3, e após este round de 
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fragmentação a queda na qualidade da aquisição tornou inviável a continuação 

deste procedimento. Como alternativa optamos por selecionar no MS2 a estrutura do 

glicano após a perda de um ácido siálico terminal (perda de 375 Da) e para o MS3 foi 

selecionado para fragmentação o íon correspondente à perda do outro ácido siálico 

terminal e mais um interno (perda de 361 Da) (Figura 30). O processo de 

permetilação permite a distinção de hidroxilas que estavam envolvidas em ligações 

glicosídicas, que após fragmentação geram extremidades hidroxilas livres, e as que 

estavam livres e foram permetiladas. 

 

Figura 30. Espectro de massas (MS
3
) do glicano de massa 3704,96 Da após a perda de três 

unidades de ácido siálico. Painel A: MS
3
 do íon b de m/z 1208 que corresponde à antena íntegra. 

Painel B: MS3 do íon b de m/z 833 correspondente à antena após a perda do ácido siálico terminal. 

Painel C: MS4 do íon y de m/z 472 que corresponde à lactosamina encontrada nas antenas do 

glicano. Painel D: íon de m/z 866 correspondente ao core de N-glicanos após a perda da extremidade 

redutora e antenas. Esta fragmentação ilustra que as manoses do core (conhecidas como braços 6 e 
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3) são ocupadas cada uma por uma antena, ilustrando que a estrutura 1 é a que está presente na 

amostra. 

 

A partir do momento que a estrutura das antenas foi determinada, surgiu uma 

questão 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 análise da 

fragmentação do íon de m/z 866 (exposto no painel D) é possível concluir que as 

perdas de massa observadas são explicadas apenas pela existência da estrutura 1.  

De forma semelhante à descrita para o glicano 3704,96 Da, a composição e 

estrutura dos demais N-glicanos identificados nas glicoproteínas do veneno de B. 

alcatraz foram determinadas por meio da técnica de espectrometria de massas MSn) 

e o resultado final está contido na Tabela 4. As Tabelas 5 e 6 contêm as listas de N-

glicanos identificados, respectivamente, nos venenos de B. insularis e B. jararaca.  
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Tabela 4. Lista de N-glicanos identificados no veneno de B. alcatraz. Os valores de massa e   (delta) foram determinados pelo programa Glycomod. 
Abreviações: Hex: hexose, HexNAc: N-acetilhexosamina, NeuAc: ácido siálico, NeuGc: ácido N-glicolilneuramínico, Man: manose, GlcNAc: N-

acetilglicosamina. 

Nº m/z z z=+1 
Massa 

(Da) 
Δ (Da) N-glicano Classe Banco de dados* 

1 1277.84 2 2532.68 2448.215 -0.597 
(Hex)1 (HexNAc)1 (Deoxihexose)1 (NeuAc)2 + 

(Man)3(GlcNAc)2 
Complexo Não - 

2 1292.76 2 2562.76 2478.225 -0.527 

(Hex)2 (HexNAc)1 (NeuAc)2 + (Man)3(GlcNAc)2 Híbrido Não - 

(Hex)1(HexNAc)1(Deoxihexose)1(NeuAc)1(NeuGc)1 

+(Man)3(GlcNAc)2 
Complexo Não - 

3 1318.28 3 3908.84 3823.888 -0.11 
(Hex)3 (HexNAc)2 (Deoxihexose)1 (NeuAc)4 + 

(Man)3(GlcNAc)2 
Complexo Não - 

4 1380.08 2 2737.16 2652.315 -0.217 
(Hex)2 (HexNAc)1 (Deoxihexose)1 (NeuAc)2 + 

(Man)3(GlcNAc)2 
Híbrido Não - 

5 1399.76 3 4153.28 4069.014 -0.796 
(Hex)3 (HexNAc)3 (Deoxihexose)1 (NeuAc)4 + 

(Man)3(GlcNAc)2 
Complexo Não - 

6 1400.36 2 2777.72 2693.341 -0.683 
(Hex)1 (HexNAc)2 (Deoxihexose)1 (NeuAc)2 + 

(Man)3(GlcNAc)2 
Complexo Não - 

7 1415.28 2 2807.56 2723.352 -0.854 

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

(Man)3(GlcNAc)2 

Complexo 

Não - 

(Hex)2 (HexNAc)2 (NeuAc)2 + (Man)3(GlcNAc)2 Sim 
SVSP (Tropidechis carinatus) e 

fator de coagulação** 

8 1481.88 2 2940.76 2856.414 -0.716 
(Hex)3 (HexNAc)1 (Deoxihexose)1 (NeuAc)2 + 

(Man)3(GlcNAc)2 
Híbrido Não - 

9 1502.4 2 2981.8 2897.441 -0.703 
(Hex)2 (HexNAc)2 (Deoxihexose)1 (NeuAc)2 + 

(Man)3(GlcNAc)2 
Complexo Sim 

LAAO e SVSP (Calloselasma 

rhodostoma) ** 
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10 1567.36 1 1567.36 1480.741 1.556 (Hex)4 (HexNAc)2 (Deoxihexose)1 - Sim PLA2 (Apis mellifera) 

11 1595.40 1 1595.40 1510.752 -0.414 (Hex)2 + (Man)3(GlcNAc)2 
Rico em 

manose 
Sim B. jararaca ** 

±
 

12 1677.4 1 1677.4 1592.805 -0.467 (HexNAc)2 + (Man)3(GlcNAc)2 Complexo Sim B. jararaca
±
 

13 1682.96 2 3342.92 3258.615 -0.757 
(Hex)2 (HexNAc)2 (Deoxihexose)1 (NeuAc)3 + 

(Man)3(GlcNAc)2 
Complexo Sim L-selectina (Homo sapiens) 

14 1776.44 2 3529.88 3445.699 -0.881 (Hex)2 (HexNAc)2 (NeuAc)4 + (Man)3(GlcNAc)2 Complexo Não - 

15 1799.44 1 1799.44 1714.851 -0.473 (Hex)3 + (Man)3(GlcNAc)2 
Rico em 

manose 
Sim B. jararaca

±
 

16 1863.48 2 3703.96 3619.788 -0.89 
(Hex)2 (HexNAc)2 (Deoxihexose)1 (NeuAc)4 + 

(Man)3(GlcNAc)2 
Complexo Não 

±
Deinagkistrodon acutus 

17 1878.4 2 3733.8 

3649.799 -1.061 
(Hex)2 (HexNAc)2 (Deoxihexose)1 (NeuAc)3 (NeuGc)1 + 

(Man)3(GlcNAc)2 
Complexo 

Não - 

3649.799 -1.061 (Hex)3 (HexNAc)2 (NeuAc)4 + (Man)3(GlcNAc)2 Não - 

18 ***1640.52 3 4875.56 - - 
(Hex)3 (HexNAc)3 (Deoxihexose)1 (NeuAc)6 + 

(Man)3(GlcNAc)2 
Complexo - 

±
Deinagkistrodon acutus 

19 *** - 5324.56 - - 
(Hex)4 (HexNAc)4 (Deoxihexose)1 (NeuAc)6 + 

(Man)3(GlcNAc)2 
Complexo Não - 

20 1519.96 - 4517.93 4430.188 -1.37 
(Hex)3 (HexNAc)3 (Deoxihexose)1 (NeuAc)5 + 

(Man)3(GlcNAc)2 
Complexo Não - 

  

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

programa Glycomod e o banco de dados é feito exclusivamente pela composição dos glicanos, e dessa forma glicanos com diferentes estrut uras e mesma 

composição de monossacarídeo são reconhecidos por uma única entrada no banco de dados.  

** As referidas composições apresentam muitas descrições em um variado número de glicoproteínas diferentes e em diferentes organismos que foram 

omitidas apenas para simplificação da tabela. 
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*** O programa Glycomod considera apenas glicanos que contenham no máximo cinco unidades de ácido siálico; a composição dessas estruturas com seis 

unidades de NeuAc foram confirmadas por espectrometria de massas. O íon de massa 6023,53 Da só foi identificado na abordagem quantitativa, e o valor 

inserido para massa do glicano foi estimada. 

± Estruturas não depositadas no banco de dados. Referência: 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  (delta) foram determinados pelo programa Glycomod. 
Abreviações: Hex: hexose, HexNAc: N-acetilhexosamina, NeuAc: ácido siálico, NeuGc: ácido N-glicolilneuramínico, Man: manose, GlcNAc: N-

acetilglicosamina. 

Nº m/z z z=+1 
Massa 

(Da) 
Δ (Da) N-glicano Classe Banco de dados* 

1 1277.32 2 2531.64 2448.215 -1.637 
(Hex)1 (HexNAc)1 (Deoxihexose)1 (NeuAc)2 + 

(Man)3(GlcNAc)2 
Complexo Não - 

2 1292.84 2 2562.68 2478.225 -0.607 

(Hex)2 (HexNAc)1 (NeuAc)2 + (Man)3(GlcNAc)2 Híbrido Não - 

(Hex)1(HexNAc)1(Deoxihexose)1(NeuAc)1(NeuGc)1 

+(Man)3(GlcNAc)2 
Complexo Não - 

3 1317.96 3 3907.88 3823.888 -1.07 
(Hex)3 (HexNAc)2 (Deoxihexose)1 (NeuAc)4 + 

(Man)3(GlcNAc)2 
Complexo Não - 

4 1379.84 2 2736.68 2652.315 -0.697 
(Hex)2 (HexNAc)1 (Deoxihexose)1 (NeuAc)2 + 

(Man)3(GlcNAc)2 
Híbrido Não - 

5 1399.84 3 4153.52 4069.014 -0.556 
(Hex)3 (HexNAc)3 (Deoxihexose)1 (NeuAc)4 + 

(Man)3(GlcNAc)2 
Complexo Não - 

6 1400.36 2 2777.72 2693.341 -0.683 
(Hex)1 (HexNAc)2 (Deoxihexose)1 (NeuAc)2 + 

(Man)3(GlcNAc)2 
Complexo Não - 

8 1481.8 2 2940.6 2856.414 -0.876 
(Hex)3 (HexNAc)1 (Deoxihexose)1 (NeuAc)2 + 

(Man)3(GlcNAc)2 
Híbrido Não - 

9 1502.52 2 2982.04 2897.441 -0.463 
(Hex)2 (HexNAc)2 (Deoxyhexose)1 (NeuAc)2 + 

(Man)3(GlcNAc)2 
Complexo Sim 

LAAO e SVSP (Calloselasma 

rhodostoma) ** 

10 1567.32 1 1567.32 1480.741 1.516 (Hex)4 (HexNAc)2 (Deoxihexose)1 - Sim PLA2 (Apis mellifera) 

11 1595.56 1 1595.56 1510.752 -0.254 (Hex)2 + (Man)3(GlcNAc)2 
Rico em 

manose 
Sim B. jararaca

±
 ** 
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12 1676.36 1 1676.36 1592.805 -1.307 (HexNAc)2 + (Man)3(GlcNAc)2 Complexo Sim B. jararaca

±
 

13 1683.04 2 3343.08 3258.615 -0.597 
(Hex)2 (HexNAc)2 (Deoxihexose)1 (NeuAc)3 + 

(Man)3(GlcNAc)2 
Complexo Sim L-selectina (Homo sapiens) 

14 1776.56 2 3530.12 3445.699 -0.641 (Hex)2 (HexNAc)2 (NeuAc)4 + (Man)3(GlcNAc)2 Complexo Não - 

15 1799.6 1 1799.6 1714.851 -0.313 (Hex)3 + (Man)3(GlcNAc)2 
Rico em 

manose 
Sim B. jararaca

±
 

16 1863.6 2 3704.2 3619.788 -0.65 
(Hex)2 (HexNAc)2 (Deoxihexose)1 (NeuAc)4 + 

(Man)3(GlcNAc)2 
Complexo Não 

±
Deinagkistrodon acutus 

17 

1878.44 2 3733.88 

3649.799 -0.981 (Hex)3 (HexNAc)2 (NeuAc)4 + (Man)3(GlcNAc)2 

Complexo 

Não - 

 3649.799 -0.961 
(Hex)2 (HexNAc)2 (Deoxihexose)1 (NeuAc)3 (NeuGc)1 + 

(Man)3(GlcNAc)2 
Não - 

18 ***1640.36 3 4875.08 - - 
(Hex)3 (HexNAc)3 (Deoxihexose)1 (NeuAc)6 + 

(Man)3(GlcNAc)2 
Complexo Não 

±
Deinagkistrodon acutus 

19 *** 

 

5324.08 - - 
(Hex)4 (HexNAc)4 (Deoxihexose)1 (NeuAc)6 + 

(Man)3(GlcNAc)2 
Complexo Não - 

20 1520 3 4514 4430.188 -1.25 
(Hex)3 (HexNAc)3 (Deoxihexose)1 (NeuAc)5 + 

(Man)3(GlcNAc)2 
Complexo Não - 

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

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

composição de monossacarídeo são reconhecidos por uma única entrada no banco de dados.  

** As referidas composições apresentam muitas descrições em um variado número de glicoproteínas diferentes e em diferentes organismos que foram 

omitidas apenas para simplificação da tabela. 

*** O programa Glycomod considera apenas glicanos que contenham no máximo cinco unidades de ácido siálico; a composição dessas estruturas com seis 

unidades de NeuAc foram confirmadas por espectrometria de massas. O íon de massa 5324.08 só foi identificado na abordagem quantitativa, e o valor 

inserido para massa do glicano foi estimada. 

± Estruturas não depositadas no banco de dados. Referência: 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  (delta) foram determinados pelo programa Glycomod. 
Abreviações: Hex: hexose, HexNAc: N-acetilhexosamina, NeuAc: ácido siálico, NeuGc: ácido N-glicolilneuramínico, Man: manose, GlcNAc: N-

acetilglicosamina. 

Nº m/z z z=+1 
Massa 

(Da) 

Δ 

(Da) 
N-glicano Classe Banco de dados* 

1 1277.8 2 2532.6 2448.215 -0.68 (Hex)1 (HexNAc)1 (Deoxihexose)1 (NeuAc)2 + (Man)3(GlcNAc)2 Complexo Não - 

2 1292.88 2 2562.76 2478.225 -0.53 

(Hex)2 (HexNAc)1 (NeuAc)2 + (Man)3(GlcNAc)2 Híbrido Não - 

(Hex)1(HexNAc)1(Deoxihexose)1(NeuAc)1(NeuGc)1 

+(Man)3(GlcNAc)2 
Complexo Não  

3 1318.04 3 3908.12 3823.888 -0.83 (Hex)3 (HexNAc)2 (Deoxihexose)1 (NeuAc)4 + (Man)3(GlcNAc)2 Complexo Não - 

4 1379.92 2 2736.84 2652.315 -0.54 (Hex)2 (HexNAc)1 (Deoxihexose)1 (NeuAc)2 + (Man)3(GlcNAc)2 Híbrido Não - 

5 1399.76 3 4153.28 4069.014 -0.8 (Hex)3 (HexNAc)3 (Deoxihexose)1 (NeuAc)4 + (Man)3(GlcNAc)2 Complexo Não - 

6 1400.08 2 2777.72 2693.341 -1.24 (Hex)1 (HexNAc)2 (Deoxihexose)1 (NeuAc)2 + (Man)3(GlcNAc)2 Complexo Não - 

7 1415.4 2 2807.8 

2723.352 -0.61 (Hex)2 (HexNAc)2 (NeuAc)2 + (Man)3(GlcNAc)2 

Complexo 

Sim - 

2723.352 -0.61 
(Hex)1 (HexNAc)2 (Deoxihexose)1 (NeuAc)1 (NeuGc)1 + 

(Man)3(GlcNAc)2 
Não 

SVSP (Tropidechis 

carinatus) e fator de 

coagulação** 

8 1481.92 2 2940.84 2856.414 -0.64 (Hex)3 (HexNAc)1 (Deoxihexose)1 (NeuAc)2 + (Man)3(GlcNAc)2 Híbrido Não - 

9 1502.44 2 2981.88 2897.441 -0.62 (Hex)2 (HexNAc)2 (Deoxihexose)1 (NeuAc)2 + (Man)3(GlcNAc)2 Complexo Sim 

LAAO e SVSP 

(Calloselasma 

rhodostoma) ** 

10 1567.4 1 1567.4 1480.741 1.596 (Hex)4 (HexNAc)2 (Deoxihexose)1 - Sim PLA2 (Apis mellifera) 

11 1595.40 1 1595.40 1510.752 -0.41 (Hex)2 + (Man)3(GlcNAc)2 
Rico em 

manose 
Sim B. jararaca ** 

±
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12 1677.28 1 1677.28 1592.805 -0.59 (HexNAc)2 + (Man)3(GlcNAc)2 Complexo Sim B. jararaca

±
 

13 1682.96 2 3342.92 3258.615 -0.76 (Hex)2 (HexNAc)2 (Deoxihexose)1 (NeuAc)3 + (Man)3(GlcNAc)2 Complexo Sim 
L-selectina (Homo 

sapiens) 

14 1776.48 2 3529.96 3445.699 -0.8 (Hex)2 (HexNAc)2 (NeuAc)4 + (Man)3(GlcNAc)2 Complexo Sim - 

15 1799.44 1 1799.44 1714.851 -0.47 (Hex)3 + (Man)3(GlcNAc)2 
Rico em 

manose 
Sim B. jararaca

±
 

16 1863.62 2 3704.24 3619.788 -0.61 (Hex)2 (HexNAc)2 (Deoxihexose)1 (NeuAc)4 + (Man)3(GlcNAc)2 Complexo Não 
±
Deinagkistrodon acutus 

17 1878.4 2 3733.8 

3649.799 -1.06 
(Hex)2 (HexNAc)2 (Deoxihexose)1 (NeuAc)3 (NeuGc)1 + 

(Man)3(GlcNAc)2 
Complexo 

Não - 

3649.799 -1.06 (Hex)3 (HexNAc)2 (NeuAc)4 + (Man)3(GlcNAc)2 Não - 

18 
***1640.2

8 
3 4874.84 - - (Hex)3 (HexNAc)3 (Deoxihexose)1 (NeuAc)6 + (Man)3(GlcNAc)2 Complexo Não 

±
Deinagkistrodon acutus 

19 *** - 5324 - - (Hex)4 (HexNAc)4 (Deoxihexose)1 (NeuAc)6 + (Man)3(GlcNAc)2 Complexo Não - 

20 1519.84 3 4513.52 4430.188 -1.73 (Hex)3 (HexNAc)3 (Deoxihexose)1 (NeuAc)5 + (Man)3(GlcNAc)2 Complexo Não - 

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

programa Glycomod e o banco de dados é feita exclusivamente pela composição dos glicanos, e dessa forma glicanos com diferentes estrut uras e mesma 

composição de monossacarídeo são reconhecidos por uma única entrada no banco de dados.  

** As referidas composições apresentam muitas descrições em um variado número de glicoproteínas diferentes e em diferentes organismos que foram 

omitidas apenas para simplificação da tabela. 

*** O programa Glycomod considera apenas glicanos que contenham no máximo cinco unidades de ácido siálico, a composição dessas estruturas com seis 

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

inserido para massa do glicano foi estimada. 

± Estruturas não depositadas no banco de dados. Referência: Lin et al., 2011, Zelanis et al., 2012. 
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O processo de fragmentação de carboidratos permetilados por CID 

(collision-induced dissociation) favorece a formação de íons da série b/y 

(Ashline et al., 2005), que são fontes de informação para a avaliação topológica 

estrutural. Entretanto, a fragmentação dos íons b gera os íons da série a e x, 

que são importantes para a definição das ligações entre as unidades de 

monossacarídeos.  

A análise de glicanos por espectrometria de massas apresenta inúmeras 

vantagens, tais como alta sensibilidade e especificidade, mas sua capacidade 

de caracterizar completamente uma estrutura de glicano ainda apresenta 

desafios que estão relacionados às características singulares dos polímeros de 

carboidratos (ramificação e isomeria).  A distinção entre os anômeros α e β e a 

identificação de epímeros são caracterizações desafiadoras uma vez que não 

há diferença de massa entre os componentes que se deseja distinguir. Muitos 

esforços têm sido encorajados no sentido de caracterizar diferentes vias de 

fragmentação entre anômeros e, dessa forma, permitir que estes sejam 

diferenciados por meio da comparação de espectros de massas, entretanto, até 

o momento, nenhum padrão foi estabelecido (Ashline et al., 2005).  

Deixando de lado os anômeros envolvidos em cada ligação (α ou β), os 

esforços deste estudo se concentraram na tentativa de resolver as posições 

das ligações entre os monossacarídeos das antenas dos glicanos. Como 

exemplos serão mostradas as considerações e análises para definição das 

ligações entre os monossacarídeos encontrados nas antenas dos N-glicanos 

de número 13 e 16 (Tabela4; Figura 31). 
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Figura 31. Topologias das estruturas de N-glicanos de número 13 e 16 encontradas nos 

venenos do grupo Jararaca. 

 

A primeira etapa dessa análise incluiu a fragmentação 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 não é 

possível distinguir a qual braço do N-glicano (braço 6 ou braço 3) cada uma 

estava previamente ligada, dessa forma as estruturas das antenas são 

mostradas após colchetes. A Figura 32 ilustra a fragmentação dos íons 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 três 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 comparação entre a fragmentação da antena de m/z 1208 do N-

glicano 16 (Figura 30, Painel A) e a fragmentação do mesmo íon encontrado no 

N-glicano 13 (Figura 32, Painel A) sugere que estas são iguais nas duas 

estruturas. A presença do dímero de ácido siálico também foi analisada nas 

duas estruturas (Figura 33) e a comparação com um modelo (NeuAc-2,8- 

NeuAc) fornecido pelo Dr. David Ashline (Glycomics Center, University of New 

Hampshire) levou à conclusão que a ligação entre os monômeros dos dímeros 

é a mesma em ambas as estruturas e que o padrão de fragmentação é muito 

semelhante ao observado na análise do modelo (Figura 33). 
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Figura 33. Comparação entre os espectros de massa (MS
3
) dos dímeros de ácido siálico 

encontrados nos N-glicanos 13 e 16 e o padrão NeuAc-2,8-NeuAc. 

 

Após a determinação da ligação entre as unidades de ácido siálico 

encontradas na extremidade não redutora destes N-glicanos como sendo 

NeuAc-2,8-NeuAc, faltava a determinação das ligações envolvidas entre os 

monossacarídeos das unidades de lactosamina (Gal-GlcNAc) e entre a 

lactosamina e o dímero de ácidos siálicos. Para estas caracterizações os íons 

de m/z 472 observados nos espectros de MS3 da Figura 33 foram 

fragmentados (Figura 34) e comparados com os espectros de fragmentação de 

lactosaminas contendo ácido siálico, disponíveis no artigo de Ashline et al. 

(2014).  
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Figura 34. Análise das posições das ligações envolvidas entre as unidades de ácido siálico e 

as unidades de lactosamina das antenas dos N-glicanos. O item a contém o padrão para a 
ligação NeuAc-2,3-Gal-1,4-GlcNAc descrito por Ashline et al. (2014) .O espectro de massas 1 
se refere a fragmentação do íon 472 proveniente da fragmentação do íon de m/z 1208 do N-

glicano nº13.  O espectro de massa 2 se refere a fragmentação do íon 472 proveniente da 
fragmentação do íon de m/z 847 do N-glicano nº13 (Tabela 4). O espectro de massas 3 se 
refere à fragmentação do íon e m/z 1208 do N-glicano nº16 (Tabela 4). No canto esquerdo de 

cada espectro é mostrada a via de fragmentação para a análise do íon 472. 
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Dessa forma concluiu-se que o N-glicano nº16 apresenta duas antenas 

de estrutura NeuAc-2,8-NeuAc-2,3-Gal-1,4-GlcNAc, e o N-glicano nº13 

apresenta uma antena NeuAc-2,8-NeuAc-2,3-Gal-1,4-GlcNAc e outra antena 

NeuAc-2,3-Gal-1,4-GlcNAc.  

O mesmo procedimento foi realizado para a identificação das outras 

estruturas, e em todas as análises dos três venenos do grupo Jararaca, o 

resultado foi o mesmo, e indicou a presença do dímero de ácido siálico na 

posição 2,8, e a ligação desta estrutura com a lactosamina na posição 2,3.  

Embora inicialmente a consideração da ausência de NeuGc tenha sido 

feita, durante a análise de MSn três estruturas (2, 7 e 17) apresentavam 

controvérsias entre as massas observadas e as composições putativas 

sugeridas pelo programa Glycomod. Uma análise mais apurada dos espectros 

de MS2 destas revelou a presença de um íon de m/z 789, que corresponde à 

presença de NeuGc nos dímeros de ácido siálico, em todas elas. Dessa forma, 

os íons que não concordavam com a composição sem NeuGc foram explicados 

pelas composições contendo NeuGc. A explicação para essa ocorrência é a 

existência de isóbaros entre as estruturas de N-glicanos. 

Isóbaros são estruturas que apresentam a mesma massa, mas que 

diferem quanto à sua composição. A Figura 35 apresenta o espectro de 

massas do íon b m/z 789 presente nas três estruturas que contém NeuGc.  
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Figura 35. Espectro de massas da fragmentação do íon b m/z 789 que corresponde ao dímero 

de ácido siálico contendo uma unidade de NeuGc. As massas observadas são explicadas pela 

presença de dois tipos de dímeros, um onde o NeuAc é o monossacarídeo terminal e outro 

onde o NeuGc é o monossacarídeo terminal.  

  

 

Este é o primeiro registro da ocorrência de NeuGc em uma glicoproteína 

de veneno de serpente. As informações dos espectros de MS3 (Figura 35) 

mostra que não apenas o NeuGc está presente nas amostras, mas também 

dois tipos de dímeros de ácido siálico contendo NeuGc, que diferem na posição 

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

NeuAc na extremidade da antena e na penúltima posição respectivamente, 

enquanto que os íons m/z 428 e m/z 414 que representam NeuGc na 

extremidade e na penúltima posição respectivamente.  



130 
 

 

4.5.2. Análise Quantitativa 

 

Uma vez que diferenças qualitativas significativas não foram 

observadas, as análises do N-glicoma dos venenos do grupo Jararaca se 

voltaram para a verificação de diferenças quantitativas utilizando 10% do 

material inicial para a técnica de LC-MS. Como método de separação, foi 

empregada uma resina de interação hidrofílica, que separa as estruturas com 

base na massa molecular de cada uma. O conhecimento prévio das estruturas 

(proveniente da análise qualitativa) permitiu que a massa de cada N-glicano 

marcado com 2AA (ácido aminobenzóico) fosse calculada e as áreas 

referentes a cada pico cromatográfico calculadas. O método de detecção de 

fluorescência permite acompanhar a eluição dos N-glicanos no espectro de 

massas, mas devido à carga negativa do composto utilizado para marcação 

(2AA) a análise foi realizada no modo negativo.  

A Figura 36 mostra o perfil cromatográfico dos N-glicanos marcados com 

2AA e a Tabela 7 contém os valores de massa observados para cada N-glicano 

e suas respectivas áreas normalizadas nos três venenos. 
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Figura 36. Cromatograma de íons de N-glicanos do veneno de B. alcatraz por LC-MS.   
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Tabela 7. Valores observados na análise de LC-MS dos N-glicanos liberados das glicoproteínas presentes nos venenos do grupo Jararaca. Os valores de 

área normalizada correspondem à divisão dos valores de área obtidos no extracted ion cromatogram para cada íon analisado pela área total de todos os 
picos presentes em cada amostra. 

Nº 
Modo Negativo 

N-glicanos 
Área normalizada 

m/z z z=-1 B. alcatraz B. jararaca B. insularis 

1 1061.34 2 2123.68 

 

0.014531555 0.027369445 0.016959511 

2 1069.34 2 2139.68 

 

  

 

0.001372762 0.001569032 0.00293996 

3 1615.85 2 3232.7 
  

0.001737577 0.001430909 0.001550635 

4 1142.34 2 2285.68 

 

0.014532173 0.017792465 0.022179733 

5 1717.35 2 3435.7 

 

0.028129932 0.035881612 0.032646372 

6 1162.84 2 2326.68 

 

0.030529082 0.044146544 0.018144769 

2x 

2x 
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7 1170.84 2 2342.68 

 

0.002127469 0.001902359 

 

0.00315357 
 

8 1223.34 2 2447.68 

 

0.009615893 0.016748675 0.01456822 

9 1243.84 2 2488.68 

 

0.085373051 0.079989514 0.08510437 

10 - - - 

 

- - - 

11 1354.34 1 1354.34 

 

0.214209441 0.129397994 0.192262314 

12 - - - 

 

- - - 

13 1389.34 2 2779.68 

 

0.080777296 0.084657734 0.090960202 

2x 

2x 

2x 
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14 1461.84 2 2924.68 

 

0.013070213 0.010894667 0.015450502 

15 1516.34 1 1516.34 

 

0.013250923 0.011225997 0.005721167 

16 1534.84 2 3070.68 

 

  

 

0.369034097 0.385616395 0.397946131 

17 1545.85 2 3092.7 

  

0.071008085 0.064740692 0.065664595 

 

18 1338.68 3 4018.04 

 

0.030867971 0.024245827 0.021441224 

19 1460.34 3 4383.02 

  

 

0.013551 0.01408946 0.011626002 

20 1241.67 3 3727.01 
  

0.00628148 0.048300679 0.004834294 

 Total  1 1 1 

As estruturas sem valores representam N-glicanos que só foram identificados na análise qualitativa. 

3x 

3x 

2x 

3x 

2x 
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A visualização dos perfis de N-glicanos nos três venenos do grupo Jararaca 

pela análise qualitativa (Figura 26) já indicava uma grande similaridade entre os N-

glicomas, entretanto foi pela análise quantitativa que a elevada similaridade pode ser 

visualizada de forma mais clara. Resumidamente, os três N-glicomas partilham das 

mesmas estruturas e estas apresentam a mesma abundância relativa. Embora a 

análise qualitativa tenha indicado a ausência da estrutura 7 (Tabela 5) no veneno de 

B. insularis, a abordagem quantitativa mostrou que ela está presente neste veneno, 

e em abundância similar à observada nos demais venenos analisados. 

A Figura 37ilustra os perfis cromatográficos obtidos pela análise quantitativa 

por LC-MS dos N-glicomas dos venenos do grupo Jararaca. 
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Figura 37. Comparação entre os perfis cromatográficos dos N-glicanos encontrados nos venenos do 

grupo Jararaca. Colocar os dados da cromatografia 
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 Embora a Figura 36 ilustre apenas o perfil obtido na análise da amostra de B. 

alcatraz, a Figura 37 contém o alinhamento dos perfis das três venenos, e ilustra que 

não há diferenças significativas entre eles. 

 As abundâncias relativas foram determinadas por meio da divisão da área 

obtida pelo extracted ion chromatography, utilizando o intervalo de m/z que 

compreende o pacote isotópico de cada estrutura, pela soma das áreas de todas as 

estruturas identificadas. Desta forma a abundância das estruturas de glicanos 

(contida na Tabela 7) foi considerada em termos de % após a normalização dos 

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

 

5.1. Proteomas dos venenos do grupo Jararaca 

 

No primeiro estudo sobre o veneno de B. alcatraz foram caracterizadas 

algumas atividades biológicas (DL50, dose mínima hemorrágica, dose mínima 

coagulante e atividade caseinolítica) e foram relatadas algumas diferenças entre 

este e o veneno de B. jararaca, de espécimes adultos, sendo a principal destas a 

atividade coagulante do plasma humano, que é cerca de dez vezes mais alta no 

veneno de B. alcatraz (Furtado, 2005)  

Desde sua descrição em 2002, a espécie B. alcatraz é referida como similar a 

indivíduos juvenis de B. jararaca, por seus caracteres morfológicos (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 proteolítica e coagulante do veneno de B. alcatraz podem ser uma 

resposta adaptativa à restrita dieta a qual esta espécie é submetida ao longo de toda 

a vida. 

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 condições redutoras como não 

redutoras, sendo que nesta última as diferenças são mais evidentes (Figura 8).  

A maior disponibilidade de venenos de indivíduos adultos dirigiu as análises 

subsequentes para uma avaliação da composição dos venenos do grupo Jararaca 
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(B. alcatraz, B. insularis e B. jararaca) com um olhar sobre as diferenças que 

poderiam ser avaliadas por metodologias analíticas. Este interesse no grupo 

Jararaca é reflexo do excelente modelo que estes animais representam para a 

análise da relação veneno e dieta na evolução das serpentes.  

A avaliação do veneno de B. alcatraz por eletroforese bidimensional permitiu 

uma visualização mais detalhada em seu perfil de proteínas. Como resultado 

principal desta análise houve a visualização de spots diferenciais entre as amostras 

de veneno coletadas no Instituto Butantan, na presença e na ausência de inibidores 

de proteinases, sugerindo que os spots diferenciais foram gerados por atividade 

proteolítica (Figura 10). Estes resultados corroboram um estudo anterior de nosso 

grupo que mostrou que algumas proteínas dos venenos de Bothrops são 

susceptíveis à hidrólise durante o processo de preparação e análise por 

espectrometria de massas, como mostrado pela análise do peptidoma (Tashima et 

al., 2012), enquanto que no presente estudo, é mostrado pela primeira vez este 

efeito no perfil eletroforético bidimensional do veneno. Por separar as proteínas de 

uma mistura de acordo com o ponto isoelétrico e massa molecular, a eletroforese 

bidimendional permite a visualização mais ampla de diferenças entre proteomas. A 

comparação dos perfis de proteínas do veneno de B. alcatraz por eletroforese 

bidimensional, com aqueles de B. jararaca e B. insularis, evidencia mais diferenças 

do que havia sido observado pela eletroforese unidimensional (Figura 38). 
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Figura 38. Análise comparativa dos venenos do grupo Jararaca (B. alcatraz, B. insularis e B. alcatraz) 
por eletroforese bidimensional. Os perfis de B. jararaca e B. insularis são provenientes do trabalho de 
Paes-Leme et al. (2009). Os retângulos em vermelho delimitam as regiões de massa molecular e pI 

em que um maior número de spots são visualizados na amostra de B. alcatraz. Os retângulos em 
laranja indicam as regiões de massa molecular e pI em que um maior número de spots são 
visualizados nas amostras de B. insularis e B. jararaca.   

 

Apesar das diferenças observadas entre os perfis eletroforéticos dos venenos 

do grupo Jararaca, o padrão de distribuição de spots segue aquele observado em 

outras análises de venenos do gênero Bothrops (Paes-Leme et al., 2009; Valente et 

al., 2009; Zelanis et al., 2011). Este padrão pode ser descrito como presença de um 

maior número de spots na região de pI entre 4 e 7, e massas moleculares entre 20 

kDa e 70 kDa e abaixo de 14 kDa.  

Apesar das diferenças de perfil eletroforético, observadas entre os três 

venenos do grupo Jararaca, a análise qualitativa da distribuição dos grupos de 

proteínas identificados, pela análise dos venenos por digestão com tripsina e LC-

MS/MS, entre as classes de toxinas (Figura 12), mostrou que estes apresentam 
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composição semelhante entre si, indicando que as diferenças observadas nos perfis 

eletroforéticos podem ser reflexo de um número diferente de proteoformas de 

toxinas, que podem diferir, principalmente quanto ao grau de glicosilação. 

A metodologia de análise proteômica quantitativa label free empregada neste 

trabalho teve como objetivo a avaliação mais profunda dos proteomas dos venenos 

do grupo Jararaca, para procurar explicar as diferenças entre as atividades 

biológicas destes venenos, já que a análise qualitativa não mostrou diferenças 

significativas entre eles.  

A comparação entre os venenos dede B. alcatraz e B. jararaca (Figura 13) 

revelou que o primeiro apresenta maior abundância de metaloproteinases e 

fosfolipases A2. No caso das SVMPs, por exemplo, o grupo de proteínas cuja 

primeira proteína é a E3UJL9, está presente no veneno de B. alcatraz em 

quantidade 11 vezes mais alta do que no veneno de B. jararaca. Já a classe das 

fosfolipases A2 apresenta abundância entre 2 e 3 vezes mais alta no veneno de B. 

alcatraz.  

A comparação da atividade fosfolipásica por Narvaes (2007) entre os venenos 

de B. alcatraz e B. jararaca mostrou que o primeiro apresenta maior atividade do que 

o segundo, e o resultado do presente estudo corrobora esta informação, já que 

foram encontradas estas diferenças quantitativas entre o conteúdo de fosfolipases 

A2destes venenos. A atividade fosfolipásica do veneno de B. alcatraz foi também 

avaliada por Moraes et al. (2012) e associada à atividade miotóxica do mesmo. A 

elevada proporção 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 responsável por tal efeito proeminente em B. alcatraz. Esta 

observação é condizente com o trabalhos de Zelanis et al. (2010, 2011), que 
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demonstraram que o veneno de filhotes de B. jararaca apresenta maior conteúdo de 

SVMPs e que estas são os componentes responsáveis pela atividade coagulante do 

veneno, principalmente aquele gerada pela ativação dos fatores II e X da 

coagulação.  

A comparação entre os venenos de B. insularis e B. jararaca (Figura 14) 

mostra que um menor número de proteínas foi considerado estatisticamente 

significante entre estas amostras, mostrando por outra abordagem a maior 

semelhança entre estes dois venenos, do que com o veneno de B. alcatraz. Neste 

caso as diferenças encontradas entre os venenos residem na maior proporção de 

algumas metaloproteinases no veneno de B. insularis, entretanto essa diferença se 

mostra menos acentuada do que no caso da comparação entre B. jararaca e B. 

alcatraz. 

Já a comparação entre B. alcatraz e B. insularis (Figura 15) revelou que estes 

venenos apresentam diferenças quantitativas de grupos de proteínas da classe das 

lectinas tipo-C, que são mais abundantes em B. insularis. As fosfolipases A2 e 

metaloproteinases estão presentes em maior abundancia no veneno de B. alcatraz, 

de forma similar ao que foi verificado pela comparação com o veneno de B. jararaca. 

Considerados em conjunto os resultados da análise 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. Modificações do N-terminal 
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Os venenos de serpentes são misturas complexas que têm como principais 

componentes elementos de origem proteica que são reconhecidos como os agentes 

responsáveis pelas características observadas em casos de envenenamento. Tal 

complexidade advém principalmente do grande número de proteoformas de toxinas 

existentes, que apresentam substituições de aminoácidos ao longo da cadeia 

polipeptídica, além de modificações pós-traducionais. 

Estudos de processamentos de mRNAs e modificações pós-traducionais já 

mostraram que o paradigma “um gene um polipeptídeo” é incorreto, pois a partir de 

uma única sequência de DNA múltiplos produtos proteicos podem ser formados 

(Gooley e Parcker, 1997). 

Ainda que os venenos sejam alvos de estudos há anos por diversos grupos 

de pesquisa ao redor do mundo, a quantidade de sequências disponíveis no banco 

de dados de proteínas até o momento ainda não fornece informações 

suficientemente detalhadas sobre diversos aspectos de seus componentes, como 

modificações co-traducionais e pós-traducionais, e este fato resulta na ausência de 

uma anotação verdadeiramente funcional do proteoma de venenos de serpentes. 

Outro importante ponto que ainda não foi esclarecido sobre venenos é o 

processamento dos zimogênios de proteases e de proteínas precursoras de 

peptídeos biologicamente ativos, que permanece pouco estudado. 

 Um dos pontos importantes no processo de anotação funcional de um 

proteoma é a caracterização dos N-terminais de seus componentes, que pode 

fornecer informações sobre a localização subcelular, modificações co-traducionais 

ou pós-traducionais e indicações sobre o tempo de meia-vida das proteínas (Mogk e 

Bukau, 2010). Estudos envolvendo a análise de N-terminais de proteínas já 

permitiram inclusive o estabelecimento da denominada Regra do N-terminal (N-end 



144 
 

rule, em inglês) (Bachmair et al., 1986). A N-end rule divide os aminoácidos nas 

categorias de estabilizantes e desestabilizantes, permitindo avaliar estimativas da 

meia vida de proteínas. Essa regra se mostrou conservada desde eubactérias até 

seres humanos (Mogk e Bukau, 2010).  

Na categoria de modificações co-traducionais as mais conhecidas são a 

acetilação do N-terminal e a remoção do resíduo de metionina da posição 1 da 

proteína nascente (Polevoda e Sherman, 2000), enquanto que na análise de 

modificações pós-traducionais pode-se avaliar se há sítios importantes de clivagem 

ou domínios essenciais para atividade biológica, ou aminoácidos modificados na 

porção N-terminal. Logo, o conhecimento da porção N-terminal de uma proteína 

permite a avaliação de importantes características funcionais de uma proteína. 

 Neste trabalho, utilizamos o veneno “fresco” de B. alcatraz (isto é, não 

submetido à liofilização, e extraído na presença de inibidores das principais classes 

de proteases de serpentes, e mantido a -80ºC) para uma análise de N-terminais 

naturais nele presentes, e suas possíveis modificações co-traducionais e pós-

traducionais. Até o momento não 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 descrição dos N-

terminais naturais que são encontrados no veneno de B. alcatraz. O termo N-

terminal natural é utilizado porque no banco de dados disponível, muitos transcritos 

de toxinas anotados apresentam uma análise bioinformática de sua estrutura 

primária, para predição de domínios e processamentos posteriores à tradução. 

Todavia, tais informações são virtuais, já que na maior parte dos casos não 

apresentam validação experimental. 
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Sobre estes dados, a observação mais importante deste estudo é o fato de 

que a grande maioria dos N-terminais de toxinas de B. alcatraz não apresentavam 

modificação alguma no resíduo N-terminal, já que foram alvos da reação de 

dimetilação. Para tal análise foram considerados todos os N-terminais modificados, 

independentemente do fato do peptídeo corresponder ou não à posição 1 das 

proteínas maduras. Estes resultados concordam com o estudo de Forte et al. (2011), 

onde foi demonstrado que acetilação de N-terminais de proteínas inibe a 

transferência destas para o retículo endoplasmático rugoso (REG), que é via 

obrigatória para proteínas secretadas. 

A acetilação do N-terminal de proteínas é um evento irreversível e comum em 

eucarióticos (Mogk e Bukau, 2010, Hwang et al., 2010, Forte et al., 2011), que 

ocorre durante o processo de tradução e é catalisado por N-terminal acetil 

transferases (NATs) utilizando acetil Coenzima A como doador do grupo acetil 

(Arnesen, 2011). O significado biológico dessa proeminente modificação co-

traducional em proteínas celulares é cercado de controvérsias até mesmo nos dias 

atuais (Arsenen, 2011, Mogk e Bukau, 2010). A alta prevalência (50-80% das 

proteínas eucarióticas são acetiladas) (Forte et al., 2011) fornece indícios de que tal 

modificação possui uma função muito importante para a célula, entretanto, a 

definição precisa da vantagem da manutenção desse processo em seres vivos e 

suas implicações não são bem conhecidas. 

Nos vários estudos sobre a acetilação de N-terminais foram relatados 

diferentes significados para tal modificação covalente. Estudos iniciais indicavam 

que a acetilação do N-terminal era um mecanismo de proteção contra proteólise e 

que fornecia maior estabilidade para a proteína in vivo. Essa observação pode ser 

explicada pelo fato da acetilação do N-terminal impedir o mecanismo de 
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ubiquitinação do N-terminal e, portanto, impedir a degradação proteica por este 

mecanismo (Arsenen, 2011).  

Estudos posteriores mostraram alguma correlação entre o processo de 

acetilação e a atividade proteica para algumas poucas proteínas e em uma aparente 

contradição mostraram que a acetilação pode representar um sinal para a 

degradação (Mogk e Bukau, 2010, Arsenen, 2011). Outro ponto discutido é a alta 

frequência da acetilação em eucariotos e uma possível atuação como controle do 

turn over de proteínas, em que a acetilação ocorre na grande maioria das proteínas, 

mas apenas aquelas cujo folding foi inadequado terão a acetilação exposta e, nesse 

caso, serão encaminhadas à degradação (Mogk e Bukau, 2010). 

 O trabalho de Forte et al. (2011) mostrou que a acetilação do resíduo N-

terminal inibe o endereçamento de proteínas secretadas para o REG. No trabalho 

foram realizadas mutações no peptídeo sinal de proteínas secretadas que levaram à 

acetilação do N-terminal e manutenção destas proteínas mutadas no citosol 

indicando que quando há a acetilação as proteínas, estas não são enviadas para o 

REG mesmo na presença do peptídeo sinal. Desta forma, embora a análise inicial 

dos N-terminais identificados no veneno de B. alcatraz tenha revelado dois 

peptídeos acetilados, estes não foram validados para as considerações finais, visto 

que não foram identificados nas duas réplicas experimentais realizadas. A ausência 

de N-terminais acetilados nas proteínas do veneno de B. alcatraz é explicada pelo 

fato de que estas proteínas seguem a via se secreção, o que as condiciona a não 

apresentarem acetilações no N-terminal.. 

 A presença de ácido piroglutâmico na extremidade N-terminal é uma 

modificação pós-traducional encontrada em muitas proteínas secretadas e cuja 

catálise é realizada pela glutaminil ciclase (Sykes et al., 1999). A ciclização do N-
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terminal de proteínas é um processo presente em muitas proteínas ativas (12,3% 

das proteínas com peptídeo sinal) (Liao et al., 2003) e está presente em 

neuropeptídios, hormônios e citocinas (Huang et al., 2005). A função desta 

modificação está relacionada com a proteção da porção N-terminal da ação de 

exopeptidases e/ou para prover a conformação proteica necessária para interação 

com receptores (Van Coillie et al., 1998; Hinke et al., 2000). 

 A identificação de toxinas com ácido piroglutâmico como resíduo N-terminal 

não é algo incomum, e para a classe dos BPPs esta é uma característica estrutural ( 

Ferreira e Rocha e Silva, 1965; Camargo et al., 2012). Takeya et al. (1989) 

descreveram a presença desta modificação 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 característica mais 

frequente dos N-terminais de proteínas do veneno de B. alcatraz é a ausência de 

modificações no primeiro resíduo das cadeias polipeptídicas, entretanto, alguns 

peptideos provenientes do domínio disintegrina de SVMPs, o N-terminal de SVSPs e 

um peptídeo interno de svVEGF e CRISP foram identificados com um resíduo de 

ácido piroglutâmico no N-terminal. A identificação de glutaminil ciclases em venenos 

de serpentes (Pawlak e Kini, 2006) pode ser a explicação para a presença destas 

modificações, que podem ser necessárias pelo alto conteúdo de proteases nos 

venenos..  

 

5.2.2. N-Terminais de SVSPs 

 

 As serinoproteases de venenos de serpentes (SVSPs) são 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 proteolíticas é a alta similaridade entre as estruturas primárias, 

secundárias e terciárias de seus membros, contudo, tal similaridade não se aplica 

sobre seus substratos naturais, já que enzimas muito similares quanto à estrutura 

primária apresentam diferentes substratos e interferem em diferentes processos 

biológicos. Como características gerais da classe podem ser citados seus diferentes 

níveis de glicosilação, ausência de processamento proteolítico além da remoção do 

propeptídeo (para conversão do zimogênio em enzima ativa) e a presença da  tríade 

catalítica canônica (histidina, ácido aspártico e serina,) (Serrano e Maroun, 2005).  

A análise N-terminômica do veneno de B. alcatraz mostrou que dentre os 17 

N-terminais clássicos identificados, três correspondem a SVSPs. Destes, dois 

apresentam dimetilação no resíduo N-terminal, o que significa que no veneno tais 

extremidades encontram-se livres. Todavia, uma sequência foi identificada nas duas 

formas, ou seja, com dimetilação e ácido piroglutâmico no N-terminal, indicando que 

tal modificação também pode ocorrer em SVSPs. 

As SVSPs apresentam uma sequência de resíduos de 6 aminoácidos 

(QKXSEL) que corresponde ao propeptídeo, cuja remoção é necessária para 

produção da proteína madura. Até hoje não se conhece a protease ou mecanismo 

responsável pela remoção deste e formação das enzimas ativas (Serrano e Maroun, 

2005). No caso da quimotripsina, que é produzida na forma de quimotripsinogênio 

no pâncreas, este é ativado no estômago pela ação da tripsina. Um fato interessante 

nesta análise é a observação de dois tipos de N-terminais encontrados para a SVSP 

(acesso Uniprot T2HS34), na sequência VVGGDECNINEHR a proteína se inicia 

exatamente após o propeptídeo (QKSSEL) enquanto que na sequência 

ELVVGGDECNINEHR, dois resíduos do propeptídeo estão inclusos no N-terminal. 

Segundo a abordagem utilizada neste estudo, não foram encontrados peptídeos 
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correspondentes à propeptídeos de SVSPs. Dessa forma, não é possível sugerir se 

no processamento destas o propeptídeo é removido já nas vesículas de secreção 

das células glandulares ou no lúmen da glândula. Com a presença da enzima ativa 

no veneno ainda estocado na glândula, a inibição da atividade das SVSPs pode ser 

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

 

5.2.2. N-terminais de SVMPs 

 

As metaloproteinases estão entre os componentes mais abundantes de 

venenos de serpentes do gênero Bothrops e também são as toxinas que 

apresentam processamento pós-traducional mais complexo (Fox e Serrano, 2008). 

Elas são divididas em 3 categorias gerais de acordo com os domínios funcionais 

presentes e as estruturas dos precursores e suas respectivas formas maduras (Fox 

e Serrano, 2008). A Figura 39 contém a reprodução da classificação estabelecida 

com base no processamento dessas proteinases. 
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Figura 39. Esquema da classificação das metaloproteases de venenos de serpentes com base no 

processamento pós-traducional (Reproduzido de Fox e Serrano, 2008). P: peptídeo sinal; Pro: 

propeptídeo; S: espaçador; Dis: disintegrina; Dis-like: tipo-disintegrina; Cys-rich: rico-em cisteínas; 

Lec: lectina; ? indica que a estrutura não foi encontrada no veneno. 

 

A anotação dos peptídeos provenientes de metaloproteinases levou em 

consideração outros fatores, além do resíduo N-terminal do domínio 

metaloproteinase, já que o processamento dos precursores pode levar à formação 

de diferentes N-terminais. Assim consideramos como N-terminais sequências que 

correspondessem ao início do domínio metaloproteinase, dos domínio disintegrina 

ou tipo-disintegrina, e do pró-domínio. Essa observação é importante porque se 

conhece, em parte, que a classe de metaloproteases de venenos de serpentes sofre 

processamento levando a formação de outros produtos não ligados covalentemente 

(Fox e Serrano, 2008). 

As disintegrinas são provenientes do processamento das metaloproteinases, 

por isso, neste estudo, todos os peptídeos foram anotados como tal. Dos 11 N-

terminais de metaloproteinases, 8 correspondiam a N-terminais de disintegrinas e 3 
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ao início do pró-domínio. Entretanto, nenhum peptídeo do N-terminal do domínio 

proteinase foi identificado. Sobre as modificações encontradas no N-terminal, 

apenas um peptídeo N-terminal do domínio disintegrina apresentou ácido 

piroglutâmico, enquanto que todos os demais apresentaram N-terminal bloqueado 

por dimetilação. 

Da mesma forma que na análise das serinoproteinases, os N-terminais 

encontrados para as metaloproteinases mostraram algumas diferenças quanto ao 

resíduo de aminoácido encontrado na primeira posição. No caso da proteína 

P31985, foram encontrados 5 diferentes N-terminais correspondentes à região N-

terminal de seu domínio disintegrina (Figura 40). 

 

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

proteína P31985.  

 

A identificação de peptídeos do pró-domínio no veneno não é um fato inédito 

e concorda com o trabalho de outros autores (Valente et al., 2009) que já relataram 

a presença de peptídeos do pró-domínio no veneno de serpentes do gênero 

Bothrops, indicando que talvez o processamento das metaloproteinases ocorra no 

lúmen da glândula e não no REG como proposto inicialmente (Fox e Serrano, 2008). 

Ainda, da mesma forma que observado na categoria das serinoproteinases, na 

análise dos N-terminais de metaloproteinases foram encontrados peptídeos oriundos 

de processamentos alternativos durante a remoção do pró-domínio e dos outros 
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domínios (disintegrina, metaloprotease). Esta diferença no processamento pode ser 

resultado da ação de várias proteases diferentes no processamento das proteases 

do veneno, ou a remoção do pró-domínio seguida pela ação de aminopeptidases. 

 

5.6. Peptidoma 

 

A caracterização de venenos de serpentes é frequentemente realizada por 

abordagens proteômicas e transcriptômicas. Isso ocorre porque a análise do 

peptidoma enfrenta desafios adicionais àqueles existentes para a análise do 

proteoma, como a complexidade da busca de espectros de MS/MS sem a 

especificação de uma protease e o restrito banco de dados disponível (Zelanis et al., 

2010; Tashima et al., 2012). Desta forma, embora o conhecimento disponível a 

respeito do proteoma de venenos de serpentes esteja crescendo a passos largos, a 

análise do peptidoma avança mais lentamente e informações fundamentais como a 

proporção destes componentes na amostra e sua complexidade permanecem pouco 

conhecidas (Tashima et al., 2012). A análise qualitativa do peptidoma do veneno de 

B. alcatraz teve a intenção de avançar no conhecimento do peptidoma de venenos 

do gênero Bothrops. 

Os peptídeos potenciadores de bradicinina (BPPs) foram descobertos no 

veneno de B. jararaca, mas posteriormente sua presença foi descrita em venenos de 

outros gêneros de serpentes como Crotalus, Lachesis, Agkistrodon, Trimerisurus e 

Vipera (ref original). A estrutura da proteína precursora destes peptídeos vasoativos 

foi descrita por Murayama et al. (1997) e compreende 7 BPPs organizados in 

tandem, bem como um peptídeo natriurético tipo-C na região C-terminal, e na porção 

intermediária uma região rica em histidinas e glicinas (pHpG). 
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 Desde a sua descoberta, estudos foram realizados a fim de se desvendar a 

relação entre estrutura e atividade biológica dessas moléculas. Um estudo em 

particular, feito por Chi et al. (1985), mostrou que a remoção do resíduo de ácido 

piroglutâmico do N-terminal aumenta por um fator de 2 a atividade biológica do BPP, 

enquanto que alterações na região C-terminal da molécula reduzem drasticamente 

sua atividade. O estudo mostrou que os três resíduos da porção C-terminal de um 

BPP de Agkistrodon halys Pallas, de estrutura ˂EQGRPPGPPIPP, ainda mantém a 

atividade biológica em 90% da atividade da molécula nativa.  

Todavia, outros trabalhos mostram que a identificação do N-terminal contendo 

ácido piroglutâmico ou o C-terminal rico em prolina não é suficiente para a 

caracterização de peptídeos como pertencentes à classe dos BPPs. Esta 

observação foi feita comparando-se as atividades biológicas de novos peptídeos que 

foram caracterizados como BPPs devido à sua estrutura primária, mas cujas 

atividades biológicas mostraram resultados contraditórios (Mueller et al., 2005; 

Ianzer et al., 2007; Gomes et al., 2007; Tashima et al., 2012).  

 No peptidoma do veneno de B. alcatraz foi possível observar a presença de 

um mesmo tipo de BPP, porém com diferentes extensões, e apresentando 

estruturas primárias que diferem daquelas canônicas já reportadas, que indicam 

diferentes processamentos da proteína precursora, variando nas porções N-terminal 

e C-terminal. Este fato que também foi reportado na análise do peptidoma do 

veneno da B. jararaca (Zelanis et al., 2010; Tashima et al., 2012). 

O trabalho de caracterização de um BPP encontrado no veneno de B. 

jararacussu (Rioli et al., 2008), de estrutura primária EARPPHPPIPPAP e 

denominado BPP-AP ilustra que diferentes C-terminais podem estar envolvidos com 

diferentes atividades biológicas. A caracterização da atividade biológica desse BPP 
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com C-terminal diferente foi feita utilizando microcirculação muscular e dérmica para 

avaliação do efeito local. Enquanto o BPP 11e (de sequência EARPPHPPIPP)) 

mostrou aumento no fluxo do rolamento e adesão dos leucócitos sem alterações na 

vasodilatação local, o novo BPP-AP mostrou aumento da vasodilatação local e 

apenas um discreto aumento no rolamento dos leucócitos.  

Assim, mesmo que a relação estrutura-atividade não esteja elucidada, a 

existência de diferentes sequências nas regiões N-terminal e C-terminal pode ser 

uma forma de ampliação do espectro das atividades biológicas dos BPPs, pela 

geração de diferentes moléculas a partir da mesma proteína precursora.  

Além dos BPPs, a análise do peptidoma do veneno de B. alcatraz mostrou a 

presença de vários outros peptídeos provenientes metaloproteinasese um peptídeo 

de fosfolipase A2. O estudo de Tashima et al. (2012) mostrou que na ausência de 

inibidores das principais classes de proteases presentes no veneno do gênero 

Bothrops, ou seja metaloproteases e serinoproteases, o peptidoma do veneno torna-

se muito mais complexo pela presença de peptídeos provenientes da degradação de 

outros componentes do veneno, principalmente das L-aminoácido oxidases (LAAO). 

Dentre os 94 peptídeos identificados pela busca em banco de dados (Peaks 

Studio) ou pela ferramenta SPIDER, 61 correspondem a sequências presentes em 

metaloproteinases. A grande abundância de fragmentos de metaloproteinases na 

fração peptídica do veneno de serpentes do gênero Bothrops não foi observada no 

estudo de Tashima et al. (2012), porém o sistema de análise de LC-MS/MS utilizado 

para análise por espectrometria de massas no presente trabalho apresenta maior 

sensibilidade e capacidade de resolução. 

 Além dos peptídeos provenientes da sequência madura de 

metaloproteinases, outro ponto que se sobressai na análise é o elevado número de 
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peptídeos do pró-domínio dos precursores destas proteínas. Embora em menor 

abundância, alguns peptídeos provenientes do pró-domínio de metaloproteinases 

também foram identificados por Tashima et al. (2012). 

 Outro achado interessante foi o número de peptídeos (19 de um total de 50), 

identificados pela busca em banco de dados, e oriundos do domínio catalítico de 

metaloproteinases da classe P-II. Este fato sugere que estas enzimas sejam mais 

susceptíveis à hidrólise do que as das demais classes, e talvez explique o baixo 

número de metaloproteinases da classe P-II isoladas de venenos de serpentes.  

5.4. Glicoproteoma 

 

5.4.1. Glicosilação de toxinas de venenos do grupo Jararaca 

 

A N-glicosilação é uma modificação pós-traducional descrita em muitas 

proteínas 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 mudança no perfil eletroforético das 

proteínas do veneno submetidas à N-desglicosilação era esperada. Já a análise da 

O-desglicosilação dos venenos foi afetada pelo tratamento com a neuraminidase, 

necessário para propiciar o acesso das enzimas para remoção dos O-glicanos. 

Entretanto, a comparação dos perfis do tratamento com a neuraminidase (Figura 20) 

e o tratamento com as enzimas da O-desglicosilação (Figura 22) mostra que existem 

diferenças entre os perfis tratados, indicando que houve diferença na mobilidade das 

proteínas do veneno de B. alcatraz, B. insularis e B. jararaca que podem ser 

atribuídas a remoção de O-glicanos.  

Independente do tipo de tratamento com glicosidases considerado, é notável 

que após a reação com as glicosidases os venenos do grupo Jararaca se mostrem 
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mais similares entre si, indicando que a glicosilação é um fator de variabilidade entre 

as amostras.  

 

5.4.2. Cromatografia de afinidade à lectinas 

 

A análise por cromatografia de afinidade à lectinas teve como objetivo avaliar 

as classes de toxinas do ponto de vista de sua glicosilação, já que a metodologia de 

análise do N-glicoma não permite recuperar informações sobre os sítios ocupados 

por cada estrutura nas proteínas do veneno. 

A análise qualitativa de todas as frações de proteínas com afinidade pela 

WGA, PNA e ConA mostrou que a distribuição das classes de toxinas foi semelhante 

para as três lectinas. Este fato pode estar relacionado com a composição dos N-

glicanos, descrita no item 4.5, uma vez que as cadeias de N-glicanos dos três 

venenos do grupo Jararaca são compostas em sua maioria por dímeros de ácido 

siálico (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 nº 11 (tipo rico em manose) podem prover condições 

para retenção dos N-glicanos pela ConA. Contudo, o perfil eletroforético das 

proteínas reconhecidas pela WGA (Figura 23) indicou o enriquecimento de proteínas 

em uma região de massa molecular correspondente a SVMP, SVSP e LAAO, 

sugerindo que os dímeros de ácido siálico estão presentes principalmente nestas 

classes.  

Um resultado não esperado foi a identificação de proteínas não glicosiladas 

nas frações que mostraram afinidade pelas lectinas, ou seja, lectinas tipo-C e 

fosfolipases A2. No caso das lectinas tipo-C, uma explicação poderia residir no fato 
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de que a condição não desnaturante em que a cromatografia foi realizada poderia 

ter propiciado a interação destas com proteínas glicosiladas do veneno, de forma 

que 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 gênero Bothrops. 

Entretanto há o registro de uma isoforma glicosilada de fosfolipase A2 no veneno de 

Tropidolaemus pitvipers (Tsai et al., 2012). Considerando as hipóteses que possam 

explicar a presença de fosfolipase A2 na fração retida pelas lectinas, tem-se a 

existência de complexos proteicos envolvendo fosfolipases A2 e proteínas 

glicosiladas, a interação proteína-proteína que não envolve o sítio de ligação a 

carboidrato entre a lectina e as fosfolipases A2, e a existência de proteoformas 

glicosiladas não descritas de fosfolipases A2.  

A respeito de uma interação proteína-proteína entre a lectina PNA e a 

fosfolipases A2, há relatos de interações e formação de complexos estáveis 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 interação é forte e capaz 

de modular a atividade enzimática e farmacológica da enzima. No estudo de Buzzo 

(2007) a interação entre uma fosfolipase A2  do veneno de C. d cascavella e outra 

de B. jararacussu com lectinas de algas acarretou no aumento da atividade 

enzimática da primeira e aumento na atividade antibacteriana de ambas as enzimas. 

O trabalho de Gomes et al. (2008) ilustrou a co-purificação de uma 2 do veneno de 

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

5.5. N-glicoma 

 

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

essencialmente o mesmo em todas as espécies, o processamento dessas cadeias 
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apresenta diferenças entre táxons distintos (Varki et al., 2009). Estas diferenças 

residem na composição de monossacarídeos das cadeias de glicanos (nas antenas) 

e no aumento da complexidade estrutural nos Metazoários, principalmente nos 

vertebrados. A Figura 41 mostra as cadeias de N-glicanos mais frequentes em 

diferentes táxons. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 41.Exemplos de estruturas dominantes de N-glicanos em diferentes táxons eucarióticos. As 

cadeias de oligossacarídeos 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 intermediárias do processamento de N-glicanos. Fonte: Varki et al., 

2009. 

 

Embora os produtos finais da via de glicosilação de proteínas sejam 

diferentes, os grupos compartilham parte das estruturas precursoras de N-glicanos. 

Isso ocorre, pois o início do processo de adição da cadeia de glicano a uma proteína 

é essencialmente o 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 proteína até a sua secreção.  

Ainda que os venenos de serpentes sejam fluídos biológicos ricos em 

glicoproteínas, o conhecimento sobre sua glicobiologia é restrito quando comparado 

àquele disponível sobre diversos proteomas e transcriptomas já publicados (Lin et 

al., 2011). A análise do primeiro N-glicoma de um veneno do gênero Bothrops foi 

publicada por Zelanis et al. (2012), trabalho pioneiro que mostrou que não há 

diferenças entre os N-glicanos presentes no veneno de indivíduos juvenis e adultos 

de B. jararaca. Entretanto, a presente análise N-glicômica, revelou que o veneno de 

B. jararaca contém estruturas ainda não descritas. 

 A explicação para estas diferenças muito provavelmente é consequência da 

utilização de diferentes tempos de incubação para a remoção enzimática de N-

glicanos das proteínas. Zelanis et al. (2012)  utilizaram 18 horas de reação com a 

PNGase F, já neste estudo optamos por aumentar o tempo de reação 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-glicosilação. Como 

características destes N-glicanos destacam-se: 70 % das estruturas identificadas 

pertencem à classe de N-glicanos do tipo complexo, ocorrência de dímeros de ácido 

siálico na extremidade não redutora, ocorrência de cores modificados por fucose na 

posição 6 da GlcNAc, e identificação de estruturas contendo NeuGc. 

 Alguns estudos sobre a caracterização da porção de carboidratos de toxinas 

isoladas indicam uma variabilidade na composição de N-glicanos venenos de 

diferentes gêneros. A Figura 42 contém um resumo dos estudos de glicobiologia 

envolvendo amostras de venenos de serpentes, publicados até o momento. 



160 
 

 

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-glicosilação de proteínas presentes em venenos 

exista, alguns pontos podem ser considerados frequentes nos venenos de 

serpentes, como a presença majoritária de N-glicanos do tipo complexo, a presença 
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de fucose sempre na posição 6 da GlcNAc, a presença de unidades de ácido siálico 

na posição 3 de unidades de Gal ou GalNAc, e de antenas contendo unidades de 

lactosamina ou unidades de GalNAc-GlcNAc. 

  A proeminência de N-glicanos do tipo complexo nas amostras de venenos foi 

observada tanto em análises de toxinas isoladas quanto em venenos brutos. Embora 

na literatura não se encontre muitos registros de análises quantitativas sobre as 

proporções de classes de N-glicanos, qualitativamente é possível afirmar que o 

número de estruturas complexas é muito superior que o de estruturas híbridas 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 número, o N-glicano de número 

11 (contendo 2 manoses) é o segundo mais abundante na amostra, compreendendo 

cerca de 20% da área total de N-glicanos das três amostras. Uma análise no banco 

de dados UniCarbKB revela que esta estrutura está presente em diversas proteínas, 

tendo sido descrita inclusive em glicoproteínas do veneno de B. jararaca (Zelanis et 

al., 2012) e na glicoproteína CVF presente no veneno de Naja Naja kaouthia (Gowda 

et al., 2001). 

Os N-glicanos do tipo rico em manose são comumente associados ao 

processo de folding e controle de qualidade de proteínas (Fujikawa et al., 2015, 

Jitsuhara et al., 2002) enquanto os N-glicanos do tipo complexo costumam ser 

responsabilizados por estabilizar a conformação funcional da proteína (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 abundância das estruturas em cada amostra se mostra 
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muito diferente. Enquanto do N-glicoma do veneno de D. acutus a estrutura 

triantenária de nº 18 se mostra mais abundante, nosso trabalho apresenta que nos 

venenos do gênero Bothrops analisados é a estrutura biantenária de nº16 a mais 

abundante (Tabela 4-6). 

A comparação 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 gênero 

Bothrops existem perfis de N-glicomas diferentes dos observados no grupo 

Jararaca.  

Todavia, apesar das diferenças observadas na composição das antenas de 

N-glicanos, a posição 2,3 no penúltimo monossacarídeo (GalNAc em B. moojeni e 

Gal em D. acutus e no grupo Jararaca) parece ser regra para a adição das unidades 

de ácido siálico em toxinas de venenos de serpentes. 

  A adição de ácido siálico é feita por meio de enzimas denominadas 

sialiltransferases (SiaTs), e esta família de glicosiltransferases contém proteínas 

altamente específicas, de modo que uma SiaT responsável por adicionar o NeuAc 

na posição 3 de um monossacarídeo não é capaz de catalisar a mesma reação na 

posição 6 do mesmo monossacarídeo. Estudostêm demonstrado que alterações nas 

proporções entre as ligações α2,3 e α2,6 influenciam processos biológicos como 

endocitose, adesão e outros (Toegel et al., 2010).  

Embora nenhuma análise da ligação entre as unidades de fucose e GlcNAc 

tenha sido considerada neste trabalho, o fato destas estruturas terem sido liberadas 

pela enzima PNGase F reflete que sua identidade é 1,6 e não 1,3, já que esta 

enzima não é capaz de clivar N-glicanos com fucose nesta última posição. N-

glicanos com unidades de fucose na posição 6 da GlcNAc são amplamente 
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encontradas no reino animal, e no caso dos N-glicanos deste estudo a fucosilação 

do core foi encontrada em 80% das estruturas caracterizadas.  

A presença desta modificação do core de N-glicanos interfere diretamente as 

propriedades conformacionais do braço 6 dos N-glicanos, o que pode afetar 

diretamente as interações entre proteínas e carboidratos (Stubbs et al., 1996). 

Kojima et al. (1996) também estabeleceram que a presença destas unidades de 

fucose na posição 1,6 é importante para a adição de cadeias de ácido siálico em 

série, processo denominado polisialização, que inclui a adição dos dímeros de ácido 

siálico.  Estas estruturas terminais pertencem a uma família denominada ácidos 

polisiálicos (polySia) que muito frequentemente apresentam ligações α2,8 e cujo 

papel biológico ainda não é compreendido (Varki e Schauer, 2009).  

A presença destes dímeros de ácido siálico já foi reportada em proteínas 

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 análise diversos 

N-glicomas de serpentes asiáticas e embora o grupo não tenha detalhado os 

resultados referentes a todos essas análises, eles concluem que a variabilidade é 

elevada e que alguns venenos apresentam estruturas únicas. Dentre esse N-

glicomas únicos, 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, o 

grupo sugeriu que a N-glicosilação de toxinas é espécie-específica e veneno-

específica.  

 Mesmo que não tenhamos definido os anômeros envolvidos nas ligações dos 

N-glicanos do grupo Jararaca, com base no trabalho de Junqueira-de-Azevedo et al. 

(2015) podemos sugerir que a ligação entre as unidades de ácido siálico são as 

mesmas descritas por Lin et al. (2011), ou seja NeuAc-α2,8-NeuAc. Essa sugestão é 
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feita com base no conteúdo de transcriptomas de vários órgãos de um espécime de 

B. jararaca (Junqueira-de-Azevedo et al., 2015)., que indicam que as vias de 

glicosilação estão exacerbadas na glândula de veneno e que a enzima alfa 

sialiltransferase 8f foi expressa apenas nesta glândula.  

 Esta última observação faz com que a sugestão de Lin et al. (2011), de que a 

N-glicosilação de proteínas de veneno seria espécie específica, não seja totalmente 

verdadeira, já que o mesmo dímero de ácido siálico está 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 observação deste grupo de que a N-

glicosilação do veneno difere dos outros órgãos da serpente.  

A respeito do papel biológico exercido pela presença deste dímero de ácido 

siálico, Lin et al. (2011) sugere que possa existir alguma interação importante das 

proteínas de veneno com  células do sistema imune já que estas apresentam 

algumas lectinas da classe Siglecs família (sialic acid binding immunoglobulin-like 

lectins) com especificidade para este dímero.  

Posteriormente, Wang et al. (2014) analisaram os efeitos da N-glicosilação no 

tempo de meia vida e atividade da Acutobin,  uma serinoproteinase  presente no 

veneno de D. acutus e cujo perfil de N-glicosilação se assemelha ao perfil observado 

para o veneno total. Como conclusões o grupo sugere que os N-glicanos presentes 

na Acutobin estão envolvidos na interação com fibrinogênio e que a presença dos 

dímeros de ácido siálico aumentam o tempo de meia vida desta toxina por evitar a 

exposição das unidades de galactose das estruturas de lactosamina. Após a perda 

de moléculas de ácido siálico, a exposição de unidades de galactose leva a retirada 

destas proteínas de circulação por macrófagos e hepatócitos por meio de receptores 

que reconhecem galactose (Wang et al., 2014, Varki e Schauer, 2009). 
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A ampla ocorrência de monossacarídeos da família dos ácidos siálicos em 

glicanos das mais variadas fontes sugere que estes possam estar envolvidos na 

estabilização das proteínas e na sua interação com receptores (Varki e Schauer, 

2009). Ácidos siálicos também podem estender o tempo de meia-vida de moléculas, 

proteger contra proteólise e participar de processos de sinalização transmembrana. 

As modificações que estes podem receber (tais como O-acetilação) ainda podem 

interferir em suas atividades. Além da descrição do dímero de ácido siálico, Lin et 

al.(2011) demonstrou que algumas estruturas de N-glicanos do veneno de D. acutus 

apresentam ácidos siálicos O-acetilados, e sugerem que a presença dessas 

unidades acetiladas pode interferir na interação destes N-glicanos com as Siglecs.  

Da mesma forma como ocorre com as proteínas, nenhuma regra pode ser 

adotada para a interpretação da N-glicosilação de toxinas no contexto de seu papel 

biológico. A observação de diferentes N-glicosilações em diferentes gêneros de 

serpentes mostra que a plasticidade na construção dos venenos ao longo da 

evolução não se limitou às cadeias polipeptídicas das proteínas, mas também atuou 

sobre a glicosilação. 
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6. Conclusão 

 

Diversos estudos têm sugerido que a duplicação de genes facilita a rápida 

evolução e a divergência na composição do veneno entre as espécies de serpentes, 

e que esses processos podem ser associados com respostas evolutivas na dieta, 

habitat e as interações 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 são 

bastante semelhantes com relação às cadeias polipeptídicas. Isto sugere que, 

apesar dos vários factores de pressão evolutiva, os proteomas de seus venenos e 

os subproteomas de glicoproteínas contêm um núcleo de componentes que definem 

a sua composição, que foi conservada durante a evolução, em paralelo a outros 

marcadores moleculares que determinam a sua classificação filogenética. Ainda, 

apesar da conservação das estruturas de N-glicanos entre os três venenos, os perfis 

eletroforéticos dos mesmos, na forma nativa e submetidos à desglicosilação, 

sugerem que as diferenças observadas residem no grau de glicosilação das toxinas. 

Nesta linha, é razoável supor que a glicosilação de componentes específicos do 

veneno pode ter fornecido uma novidade evolucionária para a adaptação da espécie 

para lidar com diferentes inibidores presentes em diferentes tipos de presas, em 

seus respectivos nichos ecológicos. 

A glicosilação de proteínas é uma modificação pós traducional que requer uma 

complexa maquinaria de enzimas, a presença de motivos de sequências que dirigem 

as proteínas nascentes ao longo da rota de síntese, e que demanda energia em 

várias etapas para compor as diversas cadeias de glicanos e que devem estar em 

plena atividade quando da síntese de proteínas na glândula de veneno de 
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serpentes, especialmente depois de sua drenagem durante a picada para a captura 

de presas. Vários tipos de glicosiltransferases são responsáveis pela modificação de 

cadeias de carboidratos durante a síntese de proteica e, consequentemente, várias 

famílias de glicanos co-desenvolvram durante a evolução de organismos 

multicelulares. Em um estudo recente, a categoria Glicosilação de Proteínas foi um 

dos processos biológicos mais enriquecidos na análise de ontologia genética da 

glândula de veneno de B. jararaca em comparação com outros órgãos (Junqueira-

de-Azevedo et al., 2015). No futuro, será interessante comparar a composição do 

repertório de glicosiltransferases nas glândulas de veneno das serpentes do grupo 

Jararaca, a fim de compreender como o processo global de glicosilação é controlado 

e como evoluiu com relação à suas glicosidases e seus substratos. 
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8. Anexos 

8.1. Tabelas Suplementares 

Tabela Suplementar 1. Identificação de proteínas presentes no proteoma do 

veneno de B. alcatraz por digestão com tripsina e análise por LC-MS/MS. 
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Tabela Suplementar 2. Quantificação label free das proteínas identificadas nos 

venenos do grupo Jararaca. 
Tabela Suplementar 3. Quantificação label free das proteínas identificadas entre 

os venenos de B. alcatraz e B. jararaca. 
Tabela Suplementar 4. Quantificação label free das proteínas identificadas entre 

os venenos de B. jararaca e B. insularis. 
Tabela Suplementar 5. Quantificação label free das proteínas identificadas entre 

os venenos de B. alcatraz e B. insularis. 
Tabela Suplementar 6. Peptídeos identificados na análise peptidômica do 

veneno de B. alcatraz, por LC-MS/MS e análise pelo programa Peaks Studio 
(sequenciamento de novo). 
Tabela Suplementar 7. Peptídeos identificados na análise peptidômica do 

veneno de B. alcatraz, por LC-MS/MS e análise pelo programa Peaks Studio 

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

identificados nas frações com afinidade pelas lectinas WGA, PN e ConA, por 

digestão com tripsina e  LC-MS/MS, e análise pelo programa MaxQuant. 
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